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RESUMO GERAL

S&0 escassos 0s estudos sobre diferentes sintomas de cercosporiose do
cafeeiro: do tipo olho pardo (comum) (CC) e do tipo negra (CN), causados por
Cercospora coffeicola em condi¢cdes de campo. Objetivou-se, neste estudo, 1)
caracterizar os isolados por estudos filogenéticos, avaliar a producdo de
cercosporina in vitro, agressividade e distribuicdo dos nutrientes nos tecidos
foliares infectados pelos isolados; 2) avaliar a reprodutibilidade de lesdes de CC
e CN em casa de vegetacdo, por meio de estudos do processo infeccioso,
utilizando microscopia eletronica de varredura e PCR em tempo real; 3)
investigar se as respostas de defesa bioquimicas do cafeeiro sdo semelhantes
para CC e CN. O primeiro estudo foi realizado com oito isolados provenientes
de diferentes regides do Brasil, inoculados em duas cultivares de cafeeiro em
casa de vegetacdo. Baseando-se na sequéncia de nucleotideos dos genes fator de
elongacdo e actina, observou-se que os isolados utilizados nos estudos
filogenéticos agruparam-se em um Unico grupo similar a C. coffeicola.
Observou-se diferenca entre os isolados quanto ao periodo de incubacdo, area
abaixo da curva da severidade da doenga e producdo da cercosporina in vitro,
independente do tipo de lesdo de cercosporiose. A distribuicdo dos nutrientes
minerais no tecido assintomatico e sintomatico foi verificada em fragmentos de
folhas por meio de microanalise de raios X. Houve gradiente de distribuicdo dos
nutrientes: calcio, potassio, magneésio e fosforo independente do tipo de lesdo
induzida pelos oito isolados. No segundo estudo, ndo houve diferenca entre os
dois isolados quanto a germinacdo, penetracdo, colonizacdo e formacdo das
lesGes. Ambos os isolados induziram a expressdo dos quatro genes do cafeeiro
estudados, no entanto, o tempo da expressdo variou entre eles dependendo do
gene estudado e do gene controle utilizado como enddgeno. Todas as lesbes
observadas em casa de vegetacdo foram de CC. No terceiro estudo, observou-se
qgue os dois isolados ativaram as enzimas peroxidase, catalase, superoxido
dismutase, ascorbato peroxidase e fenilalanina aménia liase envolvidas no
metabolismo antioxidante de folhas de cafeeiro de forma semelhante. Outras
pesquisas devem ser realizadas para investigar as questbes levantadas no
presente estudo. Outros fatores, possivelmente, ambientais e nutricionais, ou
mesmo alguma variabilidade genética entre os isolados podem estar envolvidos
com a ocorréncia dos diferentes sintomas observados.

Palavras-chave: Cercosporiose do tipo olho pardo (comum). Cercosporiose do
tipo negra. Coffea arabica L.. Processo infeccioso. Metabolismo antioxidante.
Cercosporina. Microanalise de raios X.



GENERAL ABSTRACT

There are few studies on different symptoms of the “common” and the
“black” brown eyespot (BE), in field conditions.Thus, the goals this study were
1) characterize strains by phylogenetic studies, to assess the cercosporin
production in vitro, aggressiveness and distribution of nutrients in the leaves
infected by strains; 2) to assess the reproducibility of lesion type of the
“common BE” and the “black BE” disease in greenhouse conditions, through
infection process using scanning electron microscopy and quantitative RT-PCR;
3)to investigate whether the biochemical defense response in coffee leaves is
similarly induced by the common BE and the black BE. The first study, eight
strains were collected from different regions of Brazil and were inoculated in
two coffee cultivars under greenhouse conditions. Based on the nucleotide
sequence of the elongation factor genes and actin, it was observed that the
isolates used in phylogenetic studies grouped into one similar group to the C
coffeicola. It was observed that there was difference in the incubation period,
area under the curve of disease severity and cercosporin production in vitro
regardless of the lesion induced by strains. From these results, it can be
suggested that there is difference in virulence between the strains. The
distribution of mineral nutrients in the leaf tissue of symptomatic and
asymptomatic coffee plants of was accessed through X-ray microanalysis of leaf
fragments. There was a nutrient distribution gradient for: calcium, potassium,
magnesium and phosphorus independent of the type of lesion type induced each
of the eight strains. In this second study, there was no difference between the
two strains for germination, penetration, colonization, and lesion formation.
Both strains were able to induce the expression of the four defense-related genes
in coffee leaves; however there was variation in the timing of expression for
each strain depending on the gene and on the endogenous control used in this
study. All the lesions observed in the greenhouse were of the common BE type.
In the third study, it was observed that activated the two strains peroxidase,
catalase, superoxide dismutase, ascorbate peroxidase and phenylalanine
ammonia lyase involved in metabolism antioxidant similarly coffee leaves.
Other research should be conducted to investigate the questions raised by these
studies. Other factors possibly environmental and nutritional, or even some
genetic variability among strains may be involved with the occurrence of
different symptoms observed.

Keywords: Common brown eyespot. Black brown eyespot. Coffea arabica L..
Infection process. Antioxidant metabolism. Cercosporin. X-ray microanalysis.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

O Brasil é o principal produtor e exportador mundial de café, no entanto,
varios fatores tém contribuido para reduzir a produtividade das lavouras
cafeeiras, entre eles, as doencas de plantas. As duas doencas flngicas do
cafeeiro mais importante sdo a ferrugem do cafeeiro, causada por Hemileia
vastatrix Berk. & Br., e a cercosporiose, causada por Cercospora coffeicola
Berk. & Cooke. Esta causa perdas de até 30% na produtividade e na qualidade
da bebida (CARVALHO; CHALFOUN, 2001; LIMA; POZZA; SANTOS,
2012). Variagbes nos sintomas de cercosporiose podem ser observadas em
condicBes de campo e gerar ddvidas na identificacdo correta do patégeno e
manejo da doenca. Os sintomas comuns da cercosporiose do tipo olho pardo sdo
constituidos por pequenas manchas necroticas de coloragdo marrom arroxeada,
com halo amarelado e com uma regido central cinza claro (GODOY;
BERGAMIN FILHO; SALGADO, 1997; SOUZA et al., 2011). J4, os sintomas
atipicos da doenca, conhecidos como cercosporiose do tipo negra, sdo lesGes
irregulares bem escuras, quase negras, e maiores do que as lesdes comuns
(NELSON, 2008).

A disponibilidade de informacgdes sobre o processo infeccioso de
Cercospora coffeicola ainda é escassa, principalmente, no que se refere a
isolados que causam diferentes tipos de lesdes. Souza et al. (2011) e Souza,
Maffia e Mizubuti (2012) estudaram o processo infeccioso e a variabilidade de
isolados de C. coffeicola na cultivar Catuai e Catucai, porém detalhes da
diferenca de sintomas entre os mesmos ndo eram o escopo do trabalho. Os
conidios do género Cercospora exibem variacdo no modo de germinag&o,

penetracdo e esporulacdo em diferentes hospedeiros. A maioria penetra por meio



12

dos estdbmatos e ndo produzem apressorios (GUPTA et al., 1995; BABU et al.,
2009).

As respostas de defesa do cafeeiro ao fungo Hemileia vastatrix ja se
encontram mais avangadas e permitiram a identificacdo de genes
diferencialmente expressos durante essa interagdo (FERNANDEZ et al., 2004;
RAMIRO et al., 2009). No caso da cercosporiose, ha relatos na literatura que
demonstram a expressdo de proteinas relacionadas a patogénese em soja a C.
kikuchii e Diaporthe phaseolorum var. meridionalis (UPCHURCH; RAMIREZ,
2010). Para a cercosporiose do cafeeiro, ndo se sabe se a planta responde de uma
maneira diferente a isolados de C. coffeicola causando dois distintos sintomas de
cercosporiose: comum e negra.

O género Cercospora produz a toxina cercosporina (DAUB; CHUNG,
2009), que é ativada na presenca de luz e causa danos a membrana celular do
hospedeiro, promovendo a peroxidacdo de lipideos, perda de eletrolitos e
formacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) (SHARMA et al., 2012;
DAUB; HERRERO; CHUNG, 2013). Com o0 objetivo de minimizar os danos
causados pelo estresse oxidativo e remover o excesso de ERO, as plantas
desenvolveram mecanismos de defesa enzimaticos e ndo enzimaticos
(SCANDALIOS, 2005). Dentre os enzimaticos, destacam-se as enzimas
peroxidases (POX), catalases (CAT), superéxido dismutase (SOD), ascorbato
peroxidase (APX), glutationa-S-transferase (GST), glutationa redutase (GR) e
glutationa peroxidase (GPX) (SHARMA et al.,, 2012; CHOUDHURY et al.,
2013). Outra importante enzima envolvida na defesa das plantas é a fenilalanina
amonia liase (PAL). E da mesma forma, ndo se sabe se os mecanismos de defesa
sdo ativados quando a planta de cafeeiro é infectada com isolados que causam
dois distintos sintomas de cercosporiose.

Na literatura, ha relatos de variabilidade na agressividade dos isolados

em populacdes de C. coffeicola dentro de campos de cultivo, independente da
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regido geogréfica e condigdes de cultivo (MARTINS; MAFFIA; MIZUBUTI,
2008). Esse estudo foi informativo numa visdo geral da populacéo do patégeno,
no entanto, sdo necessarias informacGes mais detalhadas sobre varios aspectos
que podem originar variabilidade no patégeno e, assim, que possam estar
influenciando a ocorréncia de novos sintomas de cercosporiose em cafeeiros.
Alguns estudos correlacionaram a produgdo da toxina cercosporina com a
agressividade de isolados como um dos indicativos da variabilidade de isolados
a diferentes condi¢BGes nutricionais e ambientais (OKORI et al., 2004,
CHOQUER et al., 2005; SOUZA; MAFFIA; MIZUBUTI, 2012). A correlacdo
da agressividade com a producdo da cercosporina e 0 modo de acdo desta no
hospedeiro foi comprovada pelo estudo de mutantes (CALLAHAN et al., 1999;
CHOQUER et al., 2005; CHEN; LEE; CHUNG, 2007). Entretanto, ndo existem
relatos de genes envolvidos com a producdo de cercosporina em C. coffeicola,
embora ja se conheca que a severidade da cercosporiose do cafeeiro e a
agressividade dos isolados estdo correlacionadas com a intensidade de luz
(SOUZA; MAFFIA; MIZUBUTI, 2012) e com as condi¢Bes nutricionais do
hospedeiro (POZZA et al., 2001; GARCIA JUNIOR et al., 2003).

Enfim, sem conhecimento etioldgico correto da doenca para medidas de
manejo bem definidas, produtores e pesquisadores ainda estdo apoiados em
especulacdes que existem somente na literatura sobre a ocorréncia desses dois
distintos sintomas de cercosporiose do tipo olho pardo e do tipo negra. Visando
a compreender os fatores envolvidos com esses novos sintomas, os objetivos
foram: caracterizar os isolados por estudos filogenéticos, avaliar a producdo de
cercosporina in vitro, agressividade e distribuicdo dos nutrientes nos tecidos
foliares infectados pelos isolados; avaliar a reprodutibilidade de lesdes de
cercosporiose do tipo olho pardo e cercosporiose do tipo negra em casa de
vegetacdo, por meio do estudo do processo infeccioso e as respostas de defesa da

planta, utilizando, respectivamente, microscopia eletronica de varredura e PCR
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em tempo real; investigar se os mecanismos bioquimicos das respostas de defesa
do cafeeiro sdo semelhantes para os isolados que causam esses dois tipos de
lesdo foliar.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Importancia da cultura

O cafeeiro (Coffea sp.), pertencente a familia Rubiaceae, é amplamente
cultivado em paises tropicais. E uma das culturas mais tradicionais no Brasil, 0
qual se destaca como o maior produtor mundial. Entre as espécies de cafeeiro
cultivadas, Coffea arabica L. e Coffea canephora Pierre ex. A. Froehner sdo as
mais importantes economicamente, sendo que a espécie arabica na safra
2014/2015 produziu 33,1 milhdes de sacas (ABRAHAO, 2010; UNITED
STATES DEPARTMENT OF AGRICULTURE, USDA, 2014).

Segundo dados da Companhia Nacional de Abastecimento, Conab
(2014), o cultivo do cafeeiro estende-se, principalmente, na regido Sudeste onde
estdo os trés principais estados produtores: Minas Gerais, Espirito Santo e Sao
Paulo. Sendo gque, em Minas Gerais, estd concentrada a maior area 1.238.270
hectares, predominando a espécie arabica com 98,87% no estado. E a area total

estadual representa 54,25% da area cultivada com café no pais.

2.2 Doengas do cafeeiro

Diversos fatores podem afetar a produtividade do cafeeiro, causando
perdas significativas, como condi¢Ges climaticas adversas, deficiéncias
nutricionais, pragas e doencas (OESTREICH-JANZEN, 2010). Dentre as
principais doencas do cafeeiro, destacam-se a ferrugem alaranjada, causada por
Hemileia vastatrix Berk. & Br; a cercosporiose, causada por Cercospora
coffeicola Berk & Cooke; a antracnose dos frutos, causada por Colletotrichum
kahawae Waller & Bridge, considerada praga quarentenaria ausente (Al) no

Brasil; a meloidoginose causada por Meloidogyne spp.; mancha-de-Phoma,
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causada por Phoma tarda (Stewart) Boerema & Bollen, a mancha aureolada,
causada por Pseudomonas syringae pv. garcae Young, Dye & Wilkie
(ZAMBOLIM; VALE; ZAMBOLIM, 2005; PATRICIO et al., 2008).

2.3 Cercosporiose do cafeeiro

A cercosporiose do cafeeiro, conhecida como mancha-de-olho pardo,
mancha-circular, olho-de-pomba ou olho-pardo, é causada pelo fungo
necrotréfico Cercospora coffeicola e é umas das doencas mais antigas e
importantes do cafeeiro. A doenca apresenta ocorréncia endémica, estando
presente em todas as regides cafeeiras do Brasil e do mundo (CARVALHO;
CHALFOUN, 1997; GARCIA JUNIOR et al., 2003). O fungo foi descrito em
1881, (COOKE, 1881), associado a folhas de cafeeiros oriundas da Jamaica. No
Brasil, a doenca foi constatada pela primeira vez em 1887 (GODOY;
BERGAMIN FILHO; SALGADO, 1997). Entretanto, o fungo sé foi responsavel
por causar grandes prejuizos a partir de 1971, nas regifes altas do Espirito Santo
e Minas Gerais. Sob condi¢des amenas de temperatura e alta umidade, as perdas
na producdo podem chegar até 30% (CARVALHO; CHALFOUN, 2001).

2.3.1 Etiologia do fungo

Cercospora coffeicola pertence a familia Dematiaceae, classe dos
Hyphomycetes, ordem Moniliales. Crous e Braun (2003) relataram a existéncia
de fase sexual do patdgeno, a qual corresponderia a Mycosphaerella coffeicola.
No entanto, Martins, Maffia e Mizubuti (2008) relataram que ndo ha trabalhos
conclusivos que relacionam as duas espécies. O fungo forma conidi6foros e
conidios no centro das lesGes em ambas as faces das folhas (ZAMBOLIM et al.,
1997; MARTINS; MAFFIA; MIZUBUTI, 2008). Os conidi6foros sdo
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cilindricos, septados e de coloracdo hialina a marrom, em conformacdo de
esporodoquios. Na extremidade dos conidi6foros formam-se os conidios que sdo
hialinos e multisseptados, de extremidade afilada, com 100-270 pum de
comprimento e 3-4 um de didmetro (CHUPP, 1953).

O fungo pode sobreviver nas sementes e em folhas destacadas e
permanecer viavel por nove meses na superficie foliar, até que condicGes
favoraveis a doenca ocorram (GODOY; BERGAMIN; SALGADO, 1997;
CUSTODIO et al., 2011).

Temperaturas amenas entre 10 e 25°C e alta umidade relativa do ar
favorecem a esporulacdo que ocorre comumente a noite ou em dias nublados e
frios (ZAMBOLIM et al., 1997). Os conidios sdo dispersos pelo vento, agua e
insetos e, uma vez depositados nas folhas e na presenca de alta umidade, serdo
emitidos tubos germinativos que penetram pelos estdmatos e colonizam os
espacos inter e intracelulares (ZAMBOLIM et al., 1997).

Em meio de cultura, a cor do micélio ird depender das condi¢cbes de
luminosidade, na presenca desta, pode haver producdo da toxina cercosporina,
de cor vermelha. Em plantas infectadas, ocorre a formacdo dessa toxina durante
o0 desenvolvimento da doenca, sendo necessario para a ocorréncia dos sintomas
(DAUB; HERRERO; CHUNG, 2005). A cercosporina é incluida no grupo
quimico das perilenequinonas, o qual inclui compostos sintéticos e naturais de
moléculas fotossensibilizadoras (DAUB; EHRENSHAFT, 2000). Na presenca
de luz, a cercosporina torna-se excitada e é capaz de reagir com outras moléculas
dentro da célula vegetal, sendo o oxigénio o principal alvo de reagdo. Esse, ao
reagir com a cercosporina promove a formacéo de espécies reativas de oxigénio,
tais como o anion superédxido (O), que sdo altamente toxicos, podendo interagir
e danificar o DNA, proteinas e membranas, provocando a morte da célula
(DAUB; CHUNG, 2007). Daub, Herrero e Chung (2005) verificaram que a

cercosporina provoca morte das células do hospedeiro, permitindo que o fungo
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tenha acesso aos nutrientes nos espacos intercelulares, por meio da peroxidacao

dos lipideos da membrana celular.

2.3.2 Sintomatologia

Os sintomas comuns da cercosporiose do tipo olho pardo sdo observados
nas folhas, as quais apresentam pequenas manchas de cor marrom escura,
apresentando no centro uma lesdo cinza claro, com anel arroxeado ou amarelado
em volta, com aspecto de um halo (Figura 1A). Os sintomas nas folhas levam a
uma reducdo na fotossintese, causando desfolha e, consequentemente,
diminuicdo na produtividade. Também ocorrem sintomas nos frutos, levando a
depreciacdo da qualidade da bebida, em razdo da seca dos frutos (GODOY;
BERGAMIN; SALGADO, 1997; SOUZA et al., 2011; LIMA; POZZA,
SANTOS, 2012).

Tem sido hipotetizado que a ocorréncia de novos sintomas nas plantas
de cafeeiro seja decorrente das variacGes genéticas no patégeno ou a alteracGes
ambientais como maiores altitudes (NELSON, 2008). Esse mesmo autor
verificou sintomas nas folhas diferentes dos descritos anteriormente. As folhas
apresentavam lesdes irregulares bem escuras, quase negras (Figura 1B). A
principio, desconfiou-se tratar de uma raca de C. coffeicola, porém, foram
realizados isolamentos de Cercospora de folhas de cafeeiro e verificou-se que
havia col6nias de diferentes coloracdes, umas escuras e a maioria de cor roxa.
No entanto, todo o isolamento proveniente de lesfes escuras convencionou-se
chamar de cercosporiose do tipo negra. Especula¢des na literatura, por meio de
observagGes no campo, relatam que as condi¢cbes na qual prevaleciam o0s
sintomas de cercosporiose do tipo negra poderiam estar a folhas que estavam
amareladas pela ocorréncia de deficiéncia de fésforo (MATIELLO; ALMEIDA,

2013). Logo, o fungo poderia ter maior facilidade de infeccdo das folhas, uma
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vez que as lesbes de cercosporiose do tipo negra tem tamanho maior que as
lesbes tipicas. Caso a manifestacdo de diferentes sintomas no campo seja
ocasionada por alteracdes genéticas no patégeno, sera um indicio de que o
patdgeno podera se tornar ainda mais virulento e os danos causados poderdo ser
ainda maiores. Esses desafios destacam a necessidade de estudos direcionados
ao conhecimento do processo de patogénese de C. coffeicola e das respostas de

defesa do cafeeiro ao nivel bioquimico e molecular durante a interacéo.

Figural Sintomas de cercosporiose observados em folhas de cafeeiro em
condicdes de campo. A) Cercosporiose do tipo olho pardo (comum):
pequenas manchas marrons com presenca de halo amarelado; B)
Cercosporiose do tipo negra: lesdes irregulares escuras quase negras e
auséncia do halo amarelado

2.3.3 Manejo da doenga

O principal método de controle da doenga é o quimico, no qual se utiliza
fungicidas protetores e sistémicos, no entanto, 0 manejo da nutricdo mineral, por
meio da adubacéo correta e equilibrada pode também reduzir a intensidade da
doenga (POZZA et al., 2004, MARSCHNER, 2012; SOUZA; MAFFIA;
MIZUBUTI, 2012).

A utilizagdo indiscriminada de fungicidas tem causado danos ao meio
ambiente e seres vivos (AMARAL et al., 2008; ABRAHAO etal., 2009). Assim,

um dos maiores desafios para os pesquisadores tem sido determinar métodos
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eficientes de controle, que apresentam baixo impacto ambiental. A utilizacdo de
cultivares com resisténcia a patdgenos ¢ uma alternativa bastante promissora,
porém, apesar de algumas cultivares apresentarem menor suscetibilidade, ainda
ndo existem cultivares de cafeeiros resistentes a cercosporiose (PATRICIO;
BRAGHINI; FAZUOLI, 2010; DELL’ACQUA et al., 2011). Além disso, a
utilizacdo intensiva de fungicidas pode levar a selecdo de racas resistentes de
patdgenos e, consequentemente, a quebra da resisténcia genética de hospedeiros
(SILVA et al., 2010). Portanto, outras medidas de manejo da doenca podem ser
utilizadas, tais como escolher o local de plantio, evitando regides elevadas e de
grande ocorréncia de chuvas, adequado espacamento de plantio e ndo realizar o

plantio de cafeeiro com outras espécies do género Coffea (NELSON, 2008).

2.4 Interacdo planta-patégeno

Em cafeeiro, o fungo C. coffeicola utiliza uma estratégia de colonizacdo
necrotrofica, invadindo as células, matando-as e nutrindo-se das mesmas. O
processo inicia-se com a germinacdo bipolar do conidio na parte abaxial da
folha, formando um tubo germinativo, o qual ndo se diferenciard em apressorio
(SOUZA et al.,, 2011). O tubo germinativo direciona-se para a abertura
estomatica ou ferimentos, por onde ird penetrar na epiderme. Segundo Souza et
al. (2011), ndo ha evidéncias da penetracdo direta, porém, em trabalhos
realizados por Castafio (1956), a penetracdo também pode ocorrer de forma
direta em folhas jovens, mas ndo nas folhas velhas. Cercospora coffeicola
coloniza a cAmara subestomatica e invade os tecidos adjacentes de forma inter e
intracelular (SOUZA et al., 2011). Os sintomas comecam a desenvolver-se na
superficie abaxial das folhas com aspecto de varias manchas castanhas
circundadas por halos amarelados. Com a evolucdo dos sintomas, as manchas

tornam-se necréticas. A lesdo, normalmente, apresenta um centro branco com
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um anel marrom no centro circundado por um halo amarelo. As lesGes de
cercosporiose do tipo comum diferenciam-se do tipo negra na qual as folhas
infectadas apresentam lesdes irregulares bem escuras, quase negras (NELSON,
2008; MATIELLO; ALMEIDA, 2013). O fungo produz a toxina cercosporina
que, ao ser ativada pela luz, reage com oxigénio dentro da célula e gera as
espécies reativas de oxigénio que tém as membranas como alvo de atuacéo,
ocasionando a peroxidacao de lipideos e reducdo na integridade das membranas,
perda de contetdo citoplasmatico e, consequentemente, morte celular (DAUB;
EHRENSHAFT, 2000). O rompimento das membranas celulares do hospedeiro
pela acdo da toxina fornece, provavelmente, os nutrientes para o crescimento e
esporulacdo do patégeno (KUYKENDALL; UPCHURCH, 2004). Os
conidiéforos emergem da superficie abaxial da folha, isoladamente ou em
grupos (fasciculos), por meio ou em torno dos estdmatos.

Na interacdo planta-patgeno, a maioria dos eventos esta envolvida com
0 estabelecimento das relagfes parasiticas ou com a resisténcia da planta
hospedeira que ocorrem a nivel celular, bioguimico e molecular (JONES;
DANG, 2006). Dessa forma, essa interacdo tem sido observada por meio de
estudos morfoldgicos, bioguimicos e moleculares. Para a visualizagdo dos
processos de infeccdo que ocorrem em nivel celular, sdo utilizados os
Microscépios de Luz (ML), Microscopios Laser Confocal (MLC), Microscdpios
Eletrbnicos de Varredura (MEV) e Transmissdao (MET). Bonde, Melching e
Bromfiel (1976) e Koch, Ebrahin-Nesbat e Hoppe (1983) utilizaram a ML, MEV
e MET, respectivamente, para estudar o desenvolvimento de Pachopsora
pachyrhizi em cultivares de soja suscetiveis e descreveram os varios eventos que
ocorrem nessa interacao.

Para o patossistema C. coffeicola — cafeeiro, esses estudos permitirdo
identificar se ha diferenca no processo de patogénese dos isolados que causam

diferentes sintomas nas plantas de cafeeiro.
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2.4.1 Mecanismos bioquimicos envolvidosna interagéo cafeeiro e

Cercospora coffeicola

A compreensdo dos processos de sinalizacdo das respostas de defesa é
complexa e pode distinguir varios estimulos ambientais, a partir da resisténcia
basal a diferentes patdgenos, bem como a resisténcia a patégenos especificos e,
até mesmo, variacOes genéticas dentro da populacdo de patégenos (CHEN;
LYNGKJ; COLLINGE, 2013).

As plantas sob condicGes de estresse, como o ataque de patégenos,
induzem a formacdo das espécies reativas de oxigénio (ERO) (MAGBANUA et
al., 2007). As ERO apresentam importante papel na interacdo planta patégeno
(DAUB; HERRERO; CHUNG, 2013).No metabolismo normal das plantas,
ocorre a producdo de ERO, porém em condi¢bes de estresse ocorre um
desequilibrio entre a producdo e a eliminacdo das mesmas (MITTLER, 2002;
NEILL et al., 2002). Alguns fungos necrotroficos, como os do género
Cercospora (fungos que matam a célula do hospedeiro depois de colonizar)
produzem toxinas denominadas de cercosporina gue, na presenca da luz, causam
danos a membrana celular do hospedeiro, promovendo a peroxidagdo de
lipideos, perda de eletrélitos e formacdo de ERO,sendo que as principais geradas
s80: 0 anion superoxido (O), radical hidroxila (*OH), peréxido de hidrogénio
(H,0,), oxigénio singlet (*O,) (DAUB; HANGARTER, 1983; SHARMA et al.,
2012; DAUB; HERRERO; CHUNG, 2013). A cercosporina tem se mostrado
muito toxica a varios tipos de organismos, incluindo bactérias, fungos e animais
(DAUB; HERRERO; CHUNG, 2005). E alguns patégenos necrotréficos podem
se sobressair nesse ambiente rico em ERO, explorando os mecanismos de defesa
do hospedeiro para sua patogenicidade (THINES et al., 2006).

O peroxido de hidrogénio (H,O,) é uma ERO envolvida em diversas

funcdes dentro da célula, tais como atuagdo direta no patégeno e no hospedeiro,
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sinalizacdo das respostas de defesa, formacdo de ligacOes cruzadas entre
proteinas e carboidratos na parede celular, as quais torna a planta resistente a
degradacgao por enzimas liticas e toxinas ndo seletivas produzidas pelo patégeno
(MEHDY et al., 1996). Esse processo de estresse oxidativo causa peroxidacdo
de lipideos nas membranas celulares e danos a pigmentos, proteinas e acidos
nucléicos (APEL; HIRT, 2004). O H,0, pode estar envolvido na supressdo do
crescimento de patdgenos biotroficos. Enquanto que, para patégenos
necrotréficos como Cercospora, esses fungos podem ignorar a presenca desse
radical ou podem requeré-lo para o processo infeccioso, sugerindo outros papéis
desse radical na defesa do fungo, tais como a sinalizacdo (OROZCO-
CARDENAS; NARVAEZ-VASQUEZ; RYAN, 2001; NIKRAFTAR et al.,
2013).

Com o objetivo de minimizar os danos causados pelo estresse oxidativo
e remover o0 excesso de ERO, as plantas desenvolveram mecanismos de defesa
ndo enzimaticos e enziméaticos (SCANDALIOS, 2005). O sistema antioxidante
ndo enzimatico envolve os compostos fenodlicos, a glutationa, o ascorbato, os
tocoferdis, os alcaloides, os carotenoides e os flavonoides, (APEL; HIRT, 2004).
Enquanto que o sistema enzimatico é formado pelas enzimas peroxidase (POX),
catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase (APX),
glutationa-S-transferase (GST), glutationa redutase (GR) e glutationa peroxidase
(GPX) (ARORA; SAIRAM; SRIVASTAVA, 2002; MITTLER, 2002;
SHARMA et al., 2012; CHOUDHURY et al., 2013). Varios trabalhos tém
relatado o aumento da atividade desse sistema de defesa antioxidante das plantas
em resposta a estresses induzidos por agentes biéticos e abidticos (SHARMA et
al., 2012; OLIVEIRA et al., 2014). A SOD representa a primeira linha de defesa
das plantas, essa enzima promove a dismutacéo do radical O,” em H,0,, o qual
é, posteriormente, detoxificado pelas enzimas POX, CAT, APX, GPX e GR. A

APX na reacdo de catalisacdo utiliza o ascorbato como agente redutor, gerando
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H,O e aldeido malénico (MDA) (APEL; HIRT, 2004; CHOUDHURY et al.,
2013). A CAT catalisa a dismutacdo do H,O, em H,0O e Ox(WILLIAMSON;
SCANDALIOS, 1992).

As peroxidases (POX) estdo relacionadas com o processo de protecao
antioxidativa, o qual catalisa a oxidacdo de componentes celulares como o
peroxido de hidrogénio, além de promover o aumento na sintese de lignina que
fortalece a parede celular contra a acdo de enzimas liticas produzidas pelos
patdgenos. Também participam da suberizacdo do tecido, catabolismo de auxina
e regulacdo da senescéncia (KVARATSKHELIA; WINKEL; THORNELEY,
1997; HIRAGA et al., 2001).

A fenilalanina amonia liase (PAL) catalisa a reacdo de desaminagéo de
L-fenilalanina a &cido trans-cinamico, a qual é a primeira etapa envolvida na
rota dos fenilpropanoides que é de grande importancia para a producdo de
compostos fendlicos, acido salicilico e derivados de lignina com potencial
antimicrobiano, aléem de algumas fitoalexinas (SCHUSTER; RETEY, 1995;
TSUGE et al., 2004; BORGES et al., 2012).

Os estudos existentes relacionando patogenos flngicos com ERO
envolvem, em sua maioria, fungos do género Colletrotrichum, Pyricularia,
Hemileia e Alternaria e, recentemente, espécies diferentes do género
Cercospora sojina, (SILVA et al., 2008; DEBONA et al., 2012; NASCIMENTO
etal., 2014; POLANCO et al., 2014; TAHERI et al., 2014).

Ndo ha estudos na literatura que relatam a atividade de enzimas
antioxidantes durante a resisténcia basal do cafeeiro a Cercospora coffeicola e
considera-se a importancia dessa interacdo para observar se ha diferencas nas
respostas de defesa do cafeeiro a isolados que causam diferentes sintomas de

cercosporiose.
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2.4.2 Expressdo de genes envolvidos nas respostas de defesa do cafeeiro

A andlise da expressdo génicaé fundamental para o estudo dasrotas
metabdlicas de sinalizacdo, as quaisestdao envolvidas com processos celularese
de desenvolvimento. Genes supostamente envolvidos em rotas de sinalizacdo
dos fenilpropanoides e respostas de defesa do cafeeiro a Hemileia vastatrix ja
foram identificados: CaWRKY1 (proteinas WRKY sdo um grupo de fatores de
transcricdo que atuam como reguladores na defesa basal e na resisténcia
sistémica adquirida), CaGT (codificam uma glicosiltransferase envolvida na
sintese de acido salicilico), CaPR1b (é considerado um marcador molecular do
acido salicilico), CaPR1b e CaPR10 (proteinas relacionadas com a patogénese),
Cal3-LOX (lipoxigenase, também envolvido na biossintese do jasmonato),
CaPAL (fenilalanina amonia-liase, enzima precursora da rota dos
fenilpropandides), CaCHS (chalcona sintase, envolvida na biossintese de
flavondides), CaPOD (peroxidase), CaRLK (codifica um receptor de quinases),
proteinas TIR-NBS-LRR, dentre outras (FERNANDEZ et al., 2004; GUZZO;
HARAKAVA; TSAI, 2009; RAMIRO et al., 2009; DINIZ et al., 2012).

Estudos realizados por Guzzo, Harakava e Tsai (2009) verificaram a
expressdo de genes relacionados a resisténcia sistémica adquirida em cafeeiro
por meio da gRT-PCR, sugerindo que esses genes poderdo ser Uteis como
marcadores genéticos em programas de melhoramento e que genes envolvidos
nas respostas de defesa em outras espécies de plantas também foram
encontrados em plantas de cafeeiro.

Embora varios métodossejam utilizados paraquantificara expressdo
génica, a PCR quantitativaem tempo real (qRT-PCR) é considerada uma técnica
padrdo pela sua sensibilidade e especificidade(BUSTINet al.,2005). A PCR
quantitativa em tempo real constitui-se de uma tecnologia avancada da era da

gendmica e varios fatores tém contribuido para a transformacdo desta numa
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principal ferramenta de pesquisa. Dentre esses, possibilitar ensaios homogéneos,
evitando a necessidade de processamento pés-PCR, e permitindo a comparacao
direta entre RNAs que diferem, amplamente, em sua abundéancia, além de ser
uma técnica quantitativa (GINZINGER, 2002).

A analise da expressao génica, por meio da gRT-PCR pode consistir em
uma ferramenta molecular Util para o estudo de possiveis marcadores genéticos

do cafeeiro em resposta a Cercospora coffeicola.

2.4.3 Genes relacionados a patogénese

Existem determinados genes nos fungos que codificam para proteinas
que conferem patogenicidade, por meio de uma sequéncia completa de eventos
que ocorrem durante a infeccdo, incluindo aqueles que sdo requeridos para a
formacdo de apressdrio, penetracdo direta na planta hospedeira e producdo de
toxinas (IDNURM; HOWLETT, 2001; KAHMANN; BASSE, 2001).

Vaérias modificacdes morfoldgicas e fisiolégicas ocorrem no patdgeno
durante a interacdo com o hospedeiro e resultam de um complexo mecanismo de
regulacdo génica (LIANG; PARDEE, 1992). H& relatos na literatura da
ocorréncia de genes especificos para cada tipo de interacdo e também a presenca
de genes conservados entre interacdes patogénicas e simbidticas (GUIMIL et al.,
2005; SCHULZ; BOYLE, 2005).

Dessa forma, a patogenicidade de um fungo é controlada por diversos
genes, sendo que alguns deles podem exercer papel essencial na interacdo com a
planta hospedeira. A auséncia de um determinado gene na planta pode implicar
na incapacidade do fungo reconhecer, penetrar ou colonizar o hospedeiro e
resultar em isolados ndo patogénicos ou avirulentos.

O género Cercospora apresenta genes que estdo envolvidos na

determinacdo da patogenicidade e formagdo de lesbes em plantas de tabaco e
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que foram caracterizados por meio da delecdo (CHOQUER et al., 2005; 2007;
DEKKERS et al.,, 2007). Entre esses genes, estdo aqueles envolvidos na
producdo da toxina cercosporina a qual é afetada por fatores fisiologicos e
genéticos, sendo a luz fator fundamental para a producdo dessa toxina (YOU;
LEE; CHUNG, 2008). A capacidade de producao da cercosporina, bem como a
viruléncia e taxa de crescimento apresentaram variacdo entre os isolados de
Cercospora piaropi Tharp (TESSMANN; CHARUDATTAN; PRESTON,
2008). Estudos tém sido realizados para elucidar os mecanismos envolvidos na
acumulacdo e no modo de acdo da toxina. A biossintese da cercosporina via
acetato tem sido demonstrada em muitos trabalhos utilizando o **C e **C
(THINES et al., 2006).

Em algumas espécies, mutantes deficientes na producdo e
autorresisténcia a cercosporina tém sido investigados por meio da dele¢do sitio
dirigida de genes (CHUNG et al.,, 2003). Esses genes incluem: CFP
(cercosporin facilitator protein, que codifica um transportador MFS,
denominado major facilitator-like protein gene) requerido para o transporte da
toxina para fora do micélio (CALLAHAN et al., 1999) em Cercospora kikuchii
T. Matsumoto & Tomoy e Cercospora nicotianae Ellis & Everh. (UPCHURCH
et al., 2005). A producédo pelo fungo de um policetideo sintase CTB1 e CTB3
(codifica para uma O-methyltransferase e FAD-dependent monooxygenase) sdo
requeridos para a biossintese da cercosporina que foram identificados e
caracterizados em C. nicotianae (CHOQUER et al., 2005; DEKKERS et al.,
2007) e também o gene ATR1 que codifica para um transportador ABC em C.
nicotianae (AMNUAYKANJANASIN; DAUB, 2009).

Chen, Lee e Chung (2007) descobriram a existéncia de outros seis
genes: CTB2, CTB4, CTB5, CTB6, CTB7 e CTB8 que codificam polipeptideos
que, provavelmente, também estdo envolvidos na biossintese da cercosporina.

Trabalhos realizados por Keller, Turner e Bennett (2005) verificaram que 0s
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genes que codificam para a biossintese da cercosporina estdo num unico cluster
denominado de CTB. A fungdo dos genes CTB5, CTB6 e CTB7 as quais
codificam proteinas similares a FAD/FMN- ou NADPH dependente de
oxirredutases e desidrogenases ainda deve ser elucidada (CHEN; LEE; CHUNG,
2007). A delegdo sitio dirigida dos genes CTB3, CTB5, CTB6 e CTB7 afetou a
producdo de cercosporina nos isolados mutantes, 0s quais apresentaram menor
namero de lesdes em plantas de fumo inoculadas com C. nicotianae quando
comparadas com o isolado selvagem, confirmando a hipdtese de que a
cercosporina esta envolvida com a viruléncia do fungo (CHEN; LEE; CHUNG,
2007; DEKKERS et al., 2007).

Embora Souza; Maffia e Mizubuti (2012) verificassem correlacdo entre
a producdo de cercosporina e a viruléncia de diferentes isolados de C. coffeicola
infectando folhas de cafeeiros, ndo had estudos sobre os genes envolvidos na
biossintese da cercosporina para essa espécie fangica. Assim, ressalta-se a
importancia do estudo da viruléncia entre os isolados, identificacdo e
caracterizacdo de genes envolvidos na biossintese de cercosporina em C.

coffeicola durante a interacdo com o cafeeiro.

2.5 Microanalise de raios X aplicada a sintomatologia de isolados de

Cercospora coffeicola

A microanalise de raios X (MAX) € uma técnica que analisa 0s
elementos quimicos ao microscépico. O sistema pode ser aplicado na superficie
de amostras ndo tratadas, fornecendo assim, a determinacgdo da distribuicdo e
quantificagdo dos elementos em varios materiais (MCCULLY et al., 2010;
CHEN et al., 2014).

A técnica consiste no bombardeamento de feixes de elétrons na amostra

e os raios X emitidos possibilita a identificacdo dos elementos. Ha dois tipos de
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detectores que podem realizar a medida do comprimento de onda ou dos raios X,
sendo denominados, respectivamente, de Espectroscopia por Comprimento de
onda — WDS e Espectroscopia por Energia Dispersiva — EDS, sendo este 0 mais
utilizado (ECHLIN, 2001; DEDAVID; GOMES; MACHADO, 2007). A técnica
de EDS utiliza a energia de um féton que esta relacionado com a energia
eletromagnética, o processo € rapido e os comprimentos de onda sdo analisados
de forma simultanea (DEDAVID; GOMES; MACHADO, 2007). Essa técnica
também permite a obtencdo de um mapa, contendo os elementos encontrados na
superficie da regido analisada (BELAN et al., 2015). A relevancia da técnica
para a Fitopatologia é que, junto com a microscopia eletrénica de varredura,
possibilita a observacdo da morfologia detalhada de células e tecidos infectados
ou ndo por patégenos (BELAN, 2014).

A microandlise também possibilita a identificacdo e quantificacdo de
diferentes elementos quimicos encontrados em diferentes amostras de origem
celular, subcelular e fisiolégica (FREY, 2007). Diante disso, pode-se
compreender a interacdo de diferentes elementos quimicos com o progresso da
doenca causado por diferentes patdgenos.

A composicdo mineral dos tecidos vegetais é influenciada por diversos
fatores: espécie, variedade, estadio vegetativo, idade da planta, variacGes
climaticas, disponibilidade de agua e nutrientes no solo, estado fitossanitario da
planta, tipo e manejo de solo e intera¢Bes entre os nutrientes. Assim, a avaliacdo
do estado nutricional da planta é fundamental para garantir o equilibrio
fisioldgico e fitossanitario (INGESTAD; AGREN, 1995; MARTINEZ et al.,
2003; POZZA; POZZA, 2012; MARSCHNER, 2012; TAIZ; ZIEGER, 2013).
Os nutrientes minerais sdo fundamentais para o crescimento e desenvolvimento
das plantas e microrganismos e contribuem também na interacdo planta

patogeno, podendo afetar positivamente ou negativamente a resposta da planta a
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doenca (SPANN; SCHUMANN, 2013). No entanto, a interacdo entre oS
nutrientes e patdgenos ainda nao estdo bem elucidadas.

Segundo Spann e Schumann (2013) patdgenos podem imobilizar
nutrientes em tecidos infectados ou no solo além de interferir na translocacéo e
disponibilidade de nutrientes, induzindo deficiéncias, toxicidades e
suscetibilidade nas plantas a infeccdo. Alguns estudos ja relataram a influéncia
dos nutrientes em varios patossistemas (POZZA et al. 2001; GARCIA JUNIOR
et al. 2003; POZZA et al. 2004; LIMA et al. 2010).

Blanchette (1984) iniciou as pesquisas demonstrando a interagdo do
elemento mineral manganés com fungos causadores de podriddo em madeiras
utilizando a técnica de MAX, verificou que esse elemento pode regular a
penetracdo do fungo na parede celular da planta. Em um estudo semelhante,
Belan et al. (2015) verificaram a influéncia de nutrientes, principalmente, célcio
e potassio em folhas de cafeeiro infectadas com diferentes patdgenos utilizando
a MAX e concluiram que a técnica foi eficiente para compreender as relacfes
patogeno e hospedeiro e, consequentemente, auxiliar no manejo das doengas.

Com relacdo ao patossistema cafeeiro e C. coffeicola, a técnica de MAX
sO havia sido utilizada para observar o mapeamento do silicio na superficie das
folhas correlacionando-o com a reducéo dos sintomas de cercosporiose (POZZA
et al., 2004). Entretanto, os autores ndo analisaram a localizacdo desse elemento
nos tecidos infectados e nem quais nutrientes poderiam estar envolvidos na
diferenca de sintomas ocasionada por diferentes isolados provenientes do
campo.

Da mesma forma, Cruz et al. (2014) estudaram o efeito do silicio na
resisténcia do feijoeiro a infec¢do por Colletotrichum lindemunthianum (Sacc. &
Magn.) Bri. & Cav. Utilizando a analise morfoldgica em MEV, combinada ao
mapeamento dos elementos quimicos presentes na superficie das folhas de

feijoeiro, os autores demonstraram acimulo de silicio, potassio e enxofre nas
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folhas supridas com silicio, reduzindo os sintomas de antracnose nas nervuras
das plantas.

MAX também pode ser utilizada para detectar os mecanismos de ataque
de patégenos as plantas, tais como os fatores de viruléncia produzidos pelos
mesmos. Rio et al. (2008) observaram que o fungo Moniliophthora perniciosa
Stahel produz cristais de oxalato de célcio e que, com o auxilio da MAX, foi
possivel determinar a composicao do cristal e isso poderia auxiliar no manejo da
doenca, ou seja, plantas transgénicas expressando a enzima oxalato
descarboxilase.

O conhecimento sobre diferentes sintomas causados por diferentes
isolados provenientes do campo necessita de mais informacGes, principalmente,
no que se refere a dindmica dos nutrientes em diferentes cultivares suscetiveis a
C. coffeicola. De acordo com Pozza et al. (2001) e Souza et al. (2012) a
cercosporiose é influenciada por altos teores de potassio combinados com baixos
teores de nitrogénio, fosforo e calcio. E sabe-se que ha especulagdes na literatura
de que a ocorréncia de diferentes sintomas pode estar associada a plantas
cultivadas em regides de altas altitudes e apresentando deficiéncia nutricional,
principalmente, de nitrogénio e fésforo (NELSON, 2008; MATIELLO;
ALMEIDA, 2013). Assim, a compreensdo da influéncia dos nutrientes minerais
na interacdo cafeeiro e C. coffeicola podera auxiliar na elaboracdo de adequadas
estratégias de manejo para esse patossistema, além de elucidar diferencas

observadas nos sintomas causados por esses isolados.
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2.6 Caracterizacdo dos isolados de Cercospora por meio de analises

moleculares

A identificacdo e caracterizacdo de espécies flngicas sdo de grande
importancia para a diagnose de doengas em plantas e para o conhecimento
aprofundado de um determinado patogeno.

O género Cercospora tem sido amplamente caracterizado dependendo
da associacdo com o hospedeiro, ou seja, as espécies de Cercospora foram
descritas como novas quando encontradas em diferentes hospedeiros (CHUPP,
1954; ELLIS, 1971). Vaérios taxons incluindo Cercospora apii Fresen.,
Cercospora beticola Sacc., Cercospora canescens Ellis & G. Martin e
Cercospora zebrina Pass. ocorrem em familias de plantas que ainda ndo foram
relatadas na literatura e que apresentam uma ampla gama de hospedeiros
(CROUS; BRAUN, 2003; LARTEY; CAESAR-TONTHAT; CAESAR, 2005;
BAKHSHI; ARZANLOU; BABAI-AHARI, 2012; GROENEWALD et al.,
2013).

Tradicionalmente, os caracteres morfoldgicos tais como tamanho e
forma de conidios, conidioforos, presenca ou auséncia de micélio externo sdo
amplamente utilizados na taxonomia do género Cercospora (CHUPP, 1954;
BAKHSHI et al., 2015). Entretanto, o tamanho do conidio é bem similar em
varias espécies dentro desse género (WELLES, 1933). Em estudos realizados
por Crous e Braun (2003), foram identificadas 659 espécies pertencentes ao
género Cercospora, sendo que 281 nao foram reconhecidos com base em
caracteristicas morfolégicas e sintomas. Portanto, foram desenvolvidas
ferramentas moleculares para identificacdo e caracterizagdo de espécies fungicas
baseadas em relagcbes filogenéticas e variagdes de taxons (HIBBETT et al.,
2007). Analises filogenéticas de varios genes, isto &, espagador interno transcrito

(Internal Transcribed Spacer) (ITS), fator de elongacdo (EF1-alfa), S-tubulina,
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actina, calmodulina e histona constituem marcadores moleculares para a
identificacdo de espécies de Cercospora (GROENEWALD; GROENEWALD;
CROUS, 2005; BAKHSHI et al., 2015). As regifes ITS sdo conservadas no
DNA que auxiliam no estabelecimento de relacfes filogenéticas e distin¢do de
espécies (CHEN et al., 2004). De acordo com Goodwin, Dunkle e Zismann
(2001), isolados de Cercospora que diferem por dois ou mais nucleotideos
podem ser consideradas espécies distintas, utilizando sequéncias das regides
ITS. Groenewald, Groenewald e Crous (2005) verificaram que as sequéncias do
gene da regido da calmodulina foram os mais relevantes para diferenciar
espécies de C. beticola e C. apii que causam cercosporiose em aipo e em
beterraba, respectivamente. E Bakhshi et al. (2015) observaram que a regido do
gene da calmodulina e histona foram as mais importantes e efetivas para
distinguir varias espécies de Cercospora, tais como: C. apii, C. beticola, C.
flagellaris Ellis & G. Martin, C. convolvulicola M. Bakhshi e C. iranica M.
Bakhshi.

Martins, Maffia e Mizubuti (2008) estudaram isolados de C. coffeicola
provenientes de trés regides de Minas Gerais e observaram que a variabilidade
genética dos isolados esta relacionada a compatibilidade vegetativa. Os autores
relatam que esta ndo esta relacionada com a regido geografica em que 0s
isolados foram obtidos ou com o sistema de plantio em Minas Gerais. Mas, ha a
necessidade de estudos mais especificos para a caracterizacdo de isolados,
utilizando marcadores morfoldgicos e moleculares.

Muitas espécies de Cercospora podem ser caracterizadas pela produgdo
de metabdlitos fitotoxicos denominados de cercosporina (DAUB;
EHRENSHAFT, 2000). Embora, essa toxina possa estar envolvida com a
viruléncia do fungo, esta ndo é considerada como fator de patogenicidade
universal, em razdo de ndo ser produzida por todas as espécies (UPCHURCH et
al., 1991; DUNKLE; LEVY, 2000). Segundo Fajola (1978), a producdo de
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cercosporina ¢ realizada por espécies “verdadeiras” pertencentes ao género
Cercospora e que a ndo produgdo dessa toxina possa estar associado a outros
géneros relacionados.

A importadncia da cercosporiose tem aumentado em todas as regides
produtoras de café no Brasil, principalmente, em Minas Gerais, onde foi
observada a ocorréncia de dois sintomas distintos dessa doenca. N&o se sabe se
estdo ocorrendo variacdes genéticas do patégeno ou variacbes ambientais e
nutricionais (NELSON, 2008; MATIELLO; ALMEIDA, 2013). Sabe-se que
estudos envolvendo a resisténcia do cafeeiro a esse fungo sdo escassos e ndo
foram realizados ainda estudos de heranca da resisténcia (DELL’ACQUA et al.,
2011). Além disso, ndo ha relatos se ha mais de uma espécie fungica infectando
o cafeeiro. Diante disso, h4 a necessidade de estudos moleculares para confirmar
se hé a ocorréncia de variagfes genéticas nos isolados de Cercospora capazes de

causar diferentes sintomas.
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Resumo

Apesar dos grandes danos que Cercospora coffeicola causa a producéo de café
no Brasil, ha a auséncia de informacGes sobre diferentes lesdes em folhas de
cafeeiro: cercosporiose do tipo olho pardo (comum CC) e cercosporiose do tipo
negra (CN). No entanto, ainda ndo foi possivel explicar os fatores envolvidos
com essa variabilidade nas lesdes causadas pela doenga. Assim, o objetivou-se,
nesse estudo, foi caracterizar os isolados por meio de estudos, filogenéticos,
avaliara agressividade, producdo da cercosporina in vitro, identificar a presenca
de genes relacionados a producdo de cercosporina e observar a distribuicdo de
nutrientes nos tecidos foliares com sintomas da doenga. Os isolados foram
inoculados em mudas de cafeeiro das cultivares lapar 59 e Mundo Novo 376/4,
em condicdes de casa de vegetacdo, e avaliou-se o periodo de incubacéo (PI) da
doenca, a area abaixo da curva do progresso da severidade da doenca
(AACPSD) e producdo de cercosporina in vitro (PC). Filogeneticamente, 0s
isolados pertencem ao grupo Cercospora coffeicola. Mudas inoculadas com os
oito isolados apresentaram sintomas de CC. Houve diferenca significativa entre
o0s isolados guanto ao PI, AACPSD, PC, e foram encontrados a presenca de
genes que codificam para a PC. Houve varia¢do nos teores de célcio, potassio,
magnésio e fdésforo nos tecidos foliares em torno das lesdes da doenca, em
ambas as cultivares, independente do tipo de lesio. E possivel que outros fatores
ambientais, nutricionais e/ou genéticos estejam envolvidos com a ocorréncia de

sintomas de CN.

Palavras-chave: cercosporiose do tipo olho pardo, cercosporiose do tipo negra,

Coffea arabica, microanalise de raios X, cercosporina.
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Introducéo

A cafeicultura é uma das atividades agricolas mais importantes para o
Brasil, o qual é o maior produtor e exportador de café (Coffea arabica L.) do
mundo (Conab 2015). No entanto, varios fatores tém contribuido para reduzir a
produtividade das lavouras cafeeiras, dentre eles, as doencas de plantas. Dentre
as doencas de etiologia fingica, destaca-se a cercosporiose do cafeeiro, cujo
agente etioldgico é Cercospora coffeicola Berk. & Cooke. Os sintomas comuns
da cercosporiose sdo manchas marrons e arredondadas, circundadas com halo
amarelado e uma regido central acinzentada (Godoy et al. 1997; Souza et al.
2012). Entretanto, uma variacdo dos sintomas foi observada em condicGes de
campo, gerando especulaces de que outros fatores estariam envolvidos para a
ocorréncia dos novos sintomas (Nelson 2008; Matiello e Almeida 2013). Esses
sintomas atipicos foram designados como cercosporiose do tipo negra, pois
apresentavam lesGes irregulares escuras, quase negras, € maiores do que as
lesGes comuns (Matiello e Almeida 2013).

Para avaliar a possivel causa dessa diferenca de sintomas, foram
coletados isolados de vérias regiGes de Minas Gerais para que estes pudessem
ser caracterizados de forma a observar a possibilidade da ocorréncia de novas
espécies. Conforme relatado por Bakhshi et al. (2015) e Groenewald et al.
(2013) hé& regides génicas importantes que podem ser Uteis para diferenciar
espécies de Cercospora. Ha relatos na literatura sobre variabilidade de C.
coffeicola, independente da regido geografica e condi¢bes de cultivo (Martins et
al. 2008). No entanto, é necessario mais informagdes sobre quais os fatores,
bidticos ou abioticos, condicionam a essa variabilidade dos sintomas de
cercosporiose do tipo negra em folhas de cafeeiros. Alguns estudos avaliaram a
correlagdo entre a producdo da toxina cercosporina por isolados do género
Cercospora, com a viruléncia de isolados, como um dos indicativos de

variabilidade (Choquer et al. 2005; Souza et al. 2012). Por outro lado, outros
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estudos utilizando isolados mutantes de C. coffeicola, descobriram genes
envolvidos com a producdo da cercosporina e 0 modo de acdo desta no
hospedeiro (Callahan et al. 1999; Choquer et al. 2005; Chen et al. 2007).
Entretanto, ndo existem relatos de genes envolvidos com a producdo de
cercosporina em C. coffeicola, embora ja se conheca que a severidade da
cercosporiose do cafeeiro e a viruléncia dos isolados estejam correlacionadas
com a intensidade de luz e com as condig¢des nutricionais do hospedeiro (Pozza
et al. 2001; Janior et al. 2003; Souza et al. 2012).

De fato, as condigfes nutricionais e ambientais sdo fatores condicionais
para a ocorréncia da cercosporiose do cafeeiro (Pozza et al. 2001). Alguns
autores obtiveram resultados promissores ao correlacionarem a aplicacdo de
potassio e calcio com a intensidade dessa doenca(Junior et al. 2003; Pozza et al.
2004). Essa interacdo Cercospora/cafeeiro, diferentes sintomas de cercosporiose
e nutricdo mineral necessitam de mais estudos. Conhecer o efeito dos nutrientes
sobre a resposta das plantas a infeccdo patogénica pode auxiliar em estratégias
de manejo dessa doenca (Belan et al. 2015).Diante dessas questBes sobre a
variabilidade dos sintomas de cercosporiose, 0s objetivos,neste estudo, foram: (i)
caracterizar os isolados por meio de estudos filogenéticos; (ii) avaliar a
agressividade, producdo de cercosporina in vitro associado com a identificacdo
da presenca de genes envolvidos na producdo de cercosporina in vitro; (iii)

observar a distribuigdo de nutrientes nos tecidos foliares.

Material e Métodos
Preparo das mudas e condicBes de crescimento

Mudas de cafeeiro (Coffea arabica L.) com seis meses de idade (4 pares
de folhas) das cultivares “lapar 59” e “Mundo Novo 376/4”. Essas cultivares sdo

classificadas como suscetiveis a C. coffeicola (Patricio et al. 2010). As mudas
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foram produzidas em casa de vegetacdo, sob condi¢cdes controladas de
temperatura (24 + 2°C).

Obtencao dos isolados de C. coffeicola

Os conidios de C. coffeicola foram retirados diretamente de lesfes de
folhas de cafeeiros apresentando sintomas de cercosporiose do tipo comum (CC)
e cercosporiose do tipo negra (CN). Foram obtidos oito isolados provenientes de
diferentes regides cafeeiras do Brasil (Tabela 1). Foi realizada a cultura
monosporica dos isolados em meio agar agua 2% (20 g de agar e 1000 mL de
agua destilada) e confirmada a identidade desses, por meio de microscopia de
luz e chaves taxonémicas (Crous e Braun 2003). Posteriormente, os isolados
foram repicados para meio de cultura VV8® (100 mL de V8®, 2 g de CaCO;, 17 g
de agar e 1000 mL de agua destilada) e depositados na Cole¢do Micoldgica de
Lavras (CML), localizada no Departamento de Fitopatologia da Universidade

Federal de Lavras, Minas Gerais.



Tabela 1 Isolados de Cercospora coffeicola obtidos de diferentes tipos de sintomas de cercosporiose em diferentes cultivares de

cafeeiro e origens no Brasil

NUmero dos isolados (CML)

Cultivar

Localidade

Tipo de cercosporiose

CML 2984
CML 2985
CML 2986

CML 2987

CML 2988
CML 2989

CML 2990

CML 2991

Desconhecida
Topazio MG 1190
Topazio MG1190

Catuai vermelho
IAC 144
Desconhecida
Araponga MG1
Catuai vermelho
IAC 144

Catuai

Municipio de Bonfindpolis, MG
Municipio de Trés Pontas, MG
Lavras, MG

Patrocinio, MG

Marechal Floriano, ES

Municipio de Turmalina, MG
Municipio de Bonfinépolis, MG

Municipio de Aguanil, MG

Olho pardo (comum)
Negra

Olho pardo (comum)
Negra

Olho pardo (comum)

Olho pardo (comum)
Negra

Olho pardo (comum)

€S
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Caracterizacdo genética dos isolados
Para o isolamento do DNA, discos de micélio (5 mm) de cada isolado crescido
em meio BDA foram transferidos para erlemayers de 100 mL contendo meio
completo liquido (Jeanns 1989), e incubados a temperatura de 25°C por 3 dias
consecutivos sob agitacdo constante (100 rpm). Posteriormente, os micélios
foram filtrados para remocdo do meio de cultura, congelados com nitrogénio
liquido e armazenados a -80°C. A extracdo do DNA gendmico foi realizada,
utilizando 100 mg de crescimento fungico homogeneizado com o kit DNA
Wizard (Promega, Madison, USA), segundo as recomendacdes do fabricante. A
qualidade e a quantidade de DNA foi mensurado em espectrofotdmetro
NanoDrop™ ND-1000 (Thermo Scientific, New Hampshire, USA).

Inicialmente, parte da sequéncia génica do translation elongation factor
1-a (EF1-a) foi determinada para todos os isolados coletados utilizando o par de
primers EF1-728F (5’-CAT CGA GAA GTT CGA GAA GG-3’) e EF1-986R
(5>-TAC TTG AAG GAA CCC TTA CC-3’) (O’Donnell et al. 1998). As
condicBes da reacdo foram 94°C por 1 min, seguida por 34 ciclos a 94°C por
30 s, 58°C por 45 s e 72°C por 1 min, com extensao final de 72°C por 5 min.
Para o gene da actina foram utilizados os primers ACT-512F (5’-ATG TGC
AAG GCC GGT TTC GC-3’) e ACT-783R (5’-TAC GAG TCC TTC TGG
CCC AT-3). As condicBes da reacdo foram 95°C por 4 min, seguida por
35 ciclos a 95°C por 30 s, 58°C por 30 s e 72°C por 45 s, com extensao final de
72°C por 7 min. Os produtos da amplificacdo foram separados em gel de agarose
a 1,5% e submetidos & purificacdo utilizando o kit Wizard® Genomic DNA
Purification (Promega Corporation, WI, USA), de acordo com as recomendacdes
do fabricante.

O produto da reacdo de PCR foi enviado para a Macrogen, Rockuville,
Maryland, EUA. O método de Sanger foi utilizado no sequenciamento dos genes

EF1-a e actina.
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Os eletroferogramas gerados foram analisados, utilizando-se o programa
SegAssem (Hepperle 2004) e as sequéncias editadas foram comparadas com a
base de dados GenBank do NCBI, com o programa BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/BLAST/). Nas andlises filogenéticas
sequéncias de referéncia do FSSC correspondentes ao EFl-o e ACT,
previamente depositadas no GenBank, foram acrescentadas as analises. As
analises filogenéticas foram realizadas de forma individual (EF1-a 600 pb) e
(ACT 300 pb) e combinadas (900 pb). Alinhamentos multiplos das sequéncias
de nucleotideos foram gerados, utilizando-se a ferramenta CLUSTALW
(Thompson et al. 1994), implementado pelo programa MEGA 5 e foram
corrigidos manualmente. A andlise filogenética foi realizada com base no
método de maximum likelihood parcial deletion, por meio do programa MEGA
5 (Tamura et al. 2011). Sequéncias de Septoria provencialis foram utilizadas

como outgroup, com base nos resultados obtidos por Groenewald et al. (2013).

Inocula¢do em mudas de cafeeiro

Seis discos de micélio (5 mm de didmetro) foram removidos da borda de
meio contendo crescimento micelial e transferidos para erlemayers de 25 mL,
contendo 10 mL de meio V8 (10% de suco de tomate V8). Estes foram mantidos
por agitacdo 110 rpm a 25°C por 4 dias.O crescimento flngico foi vertido
sobre agar agua 2% em placas de Petri, que foram mantidas abertas em
BOD a 25°C, sob luz continua. Apés 4 dias, foram adicionados 5 mL de
agua destilada esterilizada; e foi realizada a raspagem e filtragem da
suspensdo, seguida da quantificagdo da concentracdo de conidios
(Adaptado de Souza et al. 2011). A concentracdo da suspensdo de conidios
utilizada foi ajustada para 5 x 10* conidios/mL para todos os isolados.

Plantas de cafeeiro de ambas as cultivares foram inoculadas via

atomizacgdo da suspensdo de conidios até o ponto de escorrimento primeiro e no
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segundo par das folhas (&pice para a base) na superficie abaxial, utilizando um
pulverizador manual. Posteriormente, as plantas foram mantidas em camara
Umida na casa de vegetacdo com temperatura de 25+1°C e umidade relativa de
89+5% por 48 horas. Apos esse periodo, as plantas foram mantidas em casa de
vegetagdo com temperatura de 24+2 °C e umidade relativa de 86+5%. A
temperatura e umidade relativa foram monitoradas, utilizando o datalogger (HT-

500, Instrutherm, S&o Paulo, Brasil).

Delineamento experimental
O experimento foi realizado em duas épocas (duas vezes) para a validacdo dos
resultados.

O experimento foi conduzido em esquema fatorial 2x8, consistindo de
duas cultivares de cafeeiro (lapar 59 e Mundo Novo 376/4) e oito isolados de C.
coffeicola. O delineamento foi em blocos casualizados com quatro repeticdes,

sendo cada unidade experimental composta de um vaso com trés mudas.

Avaliacdo do periodo de incubacéo e da area abaixo da curva de progresso
da severidade da doenca

A ocorréncia e o progresso da doenca foram avaliados no primeiro par de folhas
totalmente expandidas do apice para a base das mudas. O PI definido como o
intervalo de tempo entre a inoculagdo e o aparecimento das primeiras lesdes
necréticas com halo clordtico, foi avaliado a cada 24 horas ap6s inoculagdo. A
severidade da doenga foi avaliada em cinco tempos, com intervalo de dois dias,
utilizando a escala diagramatica proposta por Custodio et al. (2011), e a area
abaixo da curva de progresso da severidade da doenga (AACPSD) foi calculada

de acordo com Shaner e Finney (1977).
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Microanalise de raios X (MAX)

Discos de folhas de (5 mm) (primeiro par de folhas totalmente expandidas do
apice para a base das mudas) foram coletados aos 28 dias ap6s inoculagdo com
os oito isolados de C. coffeicola. Discos de folhas sadias foram utilizados como
controle. Os fragmentos foram transferidos para microtubos contendo 1 mL de
fixativo Karnovsky (glutaraldeido 2,5%, formaldeido 2,5% em tampéo
cacodilato de sodio 0,05 M pH 7,2; CaCl,0,001 M), por 24 horas.
Posteriormente, as amostras foram lavadas trés vezes, durante 10 minutos, em
tampdo cacodilato 0,05 M e desidratadas em uma série crescente de
concentracdo de etanol (30%, 50%, 75%, 90% e 95%) por 10 min e de 100%,
por trés vezes durante 10 minutos. Em seguida, as amostras foram transferidas
para o aparelho de ponto critico Balzers CPD 030 para substituir o etanol por
CO, e complementar a secagem (Baltec, model CPD 030; Electron Microscopy
Sciences, Hatfield, PA, USA). Quatro espécimes obtidos de cada amostra foram
montados em suportes de aluminio stubs com fita dupla face de carbono sobre
uma pelicula de papel aluminio e cobertos com uma camada de carbono para a
observacdo em microscopio eletrénico de varredura LEO EVO 040 acoplado ao
sistema de deteccdo de MAX:. EDS X-Flash Detector 5010 (Bruker) e
analisadas, utilizando o software ESPIRIT 1.9 (Bruker). Foi realizada a
quantificacdo da distribuicdo dos elementos minerais, ao longo de uma linha
(100 pontos), tragada sobre as amostras representando &reas com tecidos
assintomaticos (50 pontos) até tecidos sintomaticos (50 pontos). As imagens
foram geradas e capturadas sob as condigdes de trabalho de 20 kV, 8,5 mm de
distancia e Kcps acima de 4. Os dados da quantificacdo dos nutrientes minerais
(%) por ponto foram tabulados, utilizando o software Microsoft® Excel® 2010.
Foram selecionados os nutrientes que apresentaram varia¢do na distribui¢do nos

tecidos amostrados.
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Determinacéo da producéo de cercosporina in vitro

Para cada isolado, discos de micélio (0,5 cm de didmetro) foram
retirados da borda da coldnia crescida em meio de cultura V8, e transferidos para
o centro de uma placa de Petri, contendo meio batata dextrose agar (BDA) (20 g
de batata dextrose, 20 g de agar e 1000 mL de &gua destilada esterilizada).
Posteriormente, os isolados foram incubados em cdmara de crescimento do tipo
BOD a 25°C com lampadas fluorescentes com intensidade luminosa de 276,3
pmol/s/m? sob fotoperiodo de 24 horas. Depois de 7 dias, discos de micélio
foram retirados do meio de cultura BDA e a cercosporina foi extraida utilizando
KOH 5M e quantificada na absorbancia de Asg Utilizando o espectrofotémetro
Gen5™ (BioTek® Instruments, Winooski, EUA) (Choquer et al. 2005).

Identificagdo da presenca de genes relacionados a producdo da
cercosporina

O DNA gendmico foi obtido conforme descrito acima.As sequéncias dos
genes de interesse foram obtidas no NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e os
primers foram desenhados utilizando o IDT Primer Designer Tool. As
sequéncias dos primers estdo listadas na Tabela 2.

As reacdes foram realizadas utilizando 1 pL de DNA (10 ng/uL), 0,3 puL
de cada primer (10 pM), 10 pL de GoTaq® Hot Start Colorless Hot Master Mix
(Promega, Madison, USA), no volume total de 20 pL. As condigdes de
amplicages foram: 95°C por 2 min., seguida por 30 ciclos a 95°C por 40 s, 58°C
por 35 s e 72°C, variando de 2 a 5 min, 72°C por 5 min. Os produtos da
amplificacio foram separados em gel de agarose a 1,5%, corados com GelRed ™
e visualizados sob luz UV em fotodocumentador (Alphalmager HP Imaging
System). As imagens geradas foram processadas utilizando o software Corel

Draw X6.



Tabela 2 Sequéncia de nucleotideos para PCR utilizadas neste estudo

Gene Primer Sequence (5’ - 3’) (NCBI) Accession Number Lﬁg‘i:cg;)
CTB1-For ATGGAAGATGGAGCGCAGATGC AY649543.1 5.034
CTB1-Rev GGCTATCAGTGCCGACACAC AY649543.1 5.034
CTB1-For TCTCGGCCGCTGGAGGTAAC AY649543.1 4.172
CTB1-Rev CAAACCATCTCGCATGTGCTCAAC AY649543.1 4.172
CTB3-For ATGATGCAGTTCCAACGCGATCTTG DQ355149.2 2.559
CTB3-Rev TGCTGCCAACCTCACTCCTCC DQ355149.2 2.559
CTB6-For CTGGGCGACGAGATGGTCTTGG DQ991508.1 1.699
CTB6-Rev GCAATGGAGTATGAGACAGTCCGC DQ991508.1 1.699
CTB8-For CGTCGACACGCGACTTCGG DQ991510.1 2.148
CTB8-Rev GCGCTCGCGATGCAAGAC DQ991510.1 2.148

CPF-For GATCTGTGCACGGCCACGTTG AF091042.1 3.236
CPF-Rev GCCTCTGAGCCACACACTCTG AF091042.1 3.236

65
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Analises estatisticas

Os dados do Pl e da AACPSD de cada época de realizacdo do
experimento foram submetidos individualmente & andlise de variancia, e a
variancia dos dados comparados conforme proposto por Pimentel-Gomes
(2009), para verificar a possibilidade de analise conjunta dos dados. Quando
atendidas as condicdes para analise conjunta, os dados combinados foram
avaliados quanto as pressuposicdes da analise de variancia (p= 0,05). Os dados
foram submetidos a analise de variancia em esquema fatorial, utilizando-se o
software “R” v.3.1.3, e a significancia das interagdes verificadas por teste F
(p=0,05). Quando o teste F foi significativo para o fator “cultivares”, estes foram
comparados por teste t (p = 0,05), e quando significativo para o fator “isolados”
esses foram comparados por Scott-Knott (p=0,05). Os dados dos tratamentos da
microandlise de raios X, considerando o tecido assintomatico mais o tecido
sintomatico foram comparados, em relacdo a testemunha, utilizando o teste de
Dunnett (p=0,05).

Resultados
Caracterizacao genética dos isolados

Os oito isolados testados agruparam-se em um Unico grupo monofilético
com bootstrap support de 89% com o grupo Cercospora sp. “P”que infecta o

cafeeiro (Fig. 1).

Pl e AACPSD
N&o houve interagdo significativa entre os niveis dos fatores isolados e
cultivares de cafeeiro para a variavel Pl (Tabela 3). Ja, para a variavel AACPSD

houve interagdo significativa entre os niveis dos fatores (Tabela 4).
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Tabela 3 Resumo da analise de variancia para variavel periodo de incubagdo (PI) da

cercosporiose (Cercospora coffeicola) em folhas de cafeeiro (Coffea arabica)

Fontes de variacdo (PI) GL Valores de F
Isolados (1) 7 15,63"
Cultivares (C) 1 30,66
IxC 7 1,33™
CV (%) 9,87

*Niveis de probabilidade: "™ = néo significativo, " = 0,05

Tabela 4 Analise de variancia do efeito dos isolados e cultivares na area abaixo da curva

de progresso da severidade da doenca (AACPSD)

Fontes de variacdo (AACPSD) GL Valores de F
Isolados (1) 7 52,417
Cultivares (C) 1 31,127
IxC 7 8,91
CV (%) 18,09

Niveis de probabilidade: ™ = ndo significativo, ™ = 0,05

Houve diferenca significativa entre os niveis dos fatores cultivar e
isolados, para a varidvel Pl (»p < 0,05), no entanto ndo houve padrdo de
comportamento quanto ao Pl para isolados de CC e CN (Fig. 1). O Pl da
cercosporiose foi menor em folhas de cafeeiro inoculadas com os isolados CML
2985 (CN), CML 2984 (CC), CML 2986 (CC) e CML 2988 (CC), independente
da cultivar(Fig. 2A), com média de 12,55 dias entre esses isolados. J4, o isolado
CML 2990 (CN) proporcionou Pl de 17,97 dias, maior que todos os demais
isolados. Com relagdo as cultivares de cafeeiro, a cultivar lapar 59 (1)
proporcionou menor Pl, independente do isolado de C. coffeicola (Fig. 2B).

Na cultivar |, os isolados CML 2987 (CN), CML 2988 (CC) e CML
2986 (CC) apresentaram maior AACPSD, seguidos dos isolados CML 2989
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(CC) e CML 2984 (CC). Os isolados CML 2985 (CN) e CML 2991 (CC) ndo
diferiram estatisticamente entre si para a AACPSD. Enquanto que, o isolado
CML 2990 (CN) apresentou menor AACPSD quando comparado aos outros
isolados (Tabela 5).

Na cultivar Mundo Novo 376/4 (MN), o isolado CML 2988 (CC)
apresentou maior AACPSD quando comparado aos outros isolados. Nao houve
diferenca significativa para AACPSD entre os isolados CML 2987 (CN), CML
2986 (CC) e CML 2984 (CC). Os isolados CML 2989 (CC) e CML 2990 (CN)
apresentaram menor AACPSD e néo diferiram estatisticamente entre si (Tabela
5).

Os isolados CML 2987 (CN) e CML 2986 (CC) apresentaram maior
AACPSD quando inoculados na cultivar I, enquanto que os demais isolados ndo

apresentaram diferenca significativa com relacdo a cultivar (Tabela 5).



Tabela 5 Area abaixo da curva de progresso da severidade da doenca (AACPSD) obtida a partir de seis avaliagdes da severidade de
Cercospora coffeicola, considerando oito isolados (CML 2984 — CML 2991) e duas cultivares (lapar 59 e Mundo Novo 376/4) de

cafeeiro
ISOLADOS
AACPSD CML 2987 CML 2988 CML 2986 CML 2989 CML 2984 CML 2985 CML 2991 CML 2990
lapar 59 176,99 Aa 154,42 Aa 152,13 Aa 134,01Ba 116,05Ba 96,87 Ca 80,16 Ca 19,85 Da

Mundo Novo 376/4  133,07Bb 171,88 Aa 114,60Bb  23,69Eb  11155Ba 85,64 Ca 61,43 Da 20,23 Ea

Médias seguidas de letras distintas maitsculas e minUsculas, na linha e coluna, respectivamente, diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott (p <
0,05)

€9
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Microanalise de raios X

Houve gradiente de distribui¢do dos nutrientes célcio (Ca), potassio (K),
magnésio (Mg) e fosforo (P) entre os tecidos foliares assintomaticos e
sintomatico para as cultivares lapar 59 (I) e Mundo Novo 376/4 (MN) infectadas
com os oito isolados de C. coffeicola (Tabela 6). Houve diferenca entre as
cultivares quanto aos teores de calcio nos tecidos foliares infectados com seis
isolados. Desses, maiores concentracdes de Ca foram encontradas na cultivar |
quando inoculada com os isolados CML 2986 (CC), CML 2991 (CN), CML
2985 (CN) e CML 2989 (CC) (Tabela 6). Comparando-se entre os isolados,
houve variabilidade do teor de Ca entre os tecidos infectados por esses em
ambas as cultivares, no entanto, verifica-se que o isolado CML 2987 (CN)
proporcionou menor teor de Ca em ambas as cultivares, porém nao diferiu
estatisticamente do controle na cultivar 1.

Maiores concentragbes de K e Mg foram encontradas nos tecidos
foliares quando os isolados CML 2986 (CC) e CML 2991 (CC) infectaram a
cultivar | (Tabela 6). Seguidos dos isolados CML 2989 (CC), CML 2985 (CN) e
CML 2984 (CC) que ndo apresentaram diferencas entre si (Tabela 6). A cultivar
I apresentou menor concentracdo de K e Mg quando inoculada com o isolado
CML 2987 (CN) (Tabela 6).

A cultivar MN apresentou maior concentracdo de K, Mg e P quando
inoculada com o isolado CML 2990 (CN) (Tabela 6), seguido dos isolados CML
2991 (CC), CML 2985 (CN), CML 2984 (CC), CML 2988 (CC) e CML 2987
(CN) que ndo apresentaram diferencas quanto a concentragdo de K e Mg (Tabela
6). A cultivar MN apresentou menor concentracdo de K e Mg quando inoculada
com o isolado CML 2989 (CC) (Tabela 6).

Maiores concentracBes de P foram encontradas quando o isolado CML
2986 (CC) foi inoculado na cultivar | (Tabela 6). A cultivar | apresentou maior

concentragdo de P quando inoculada com os isolados CML 2991 (CC), CML
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2989 (CC) e CML 2985 (CN), seguidos dos isolados CML 2984 (CC), CML
2990 (CN) e CML 2988 (CC) que ndo apresentaram diferencas quanto a
concentracdo desse nutriente (Tabela 6). A cultivar | apresentou menor
concentragdo de P quando inoculada com o isolado CML 2987 (CN) (Tabela 6).
A cultivar MN apresentou maior concentracdo de P quando inoculada com os
isolados CML 2991 (CC), CML 2986 (CC), CML 2985 (CN), CML 2984 (CC),
CML 2988 (CC) e CML 2987 (CN) (Tabela 6). A cultivar MN apresentou
menor concentracdo de P quando inoculada com o isolado CML 2989 (CC)
(Tabela 6).

Comparando as plantas sadias (controle) com as plantas inoculadas com
0s oito isolados observou-se que houve diferencas na concentracdo de célcio,
potassio, magnésio e fésforo para as duas cultivares em estudo para todos 0s
isolados (Fig. 3 e 4). No entanto, quando o isolado CML 2987 (CN) foi
inoculado na cultivar I ndo se observou diferenca com relacdo ao controle para

todos os nutrientes em estudo (Fig. 3).
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Tabela 6 Distribuigdo dos nutrientes calcio (Ca), potassio (K), magnésio (Mg) e fosforo
(P) no tecido foliar (assintomatico e sintomatico) de folhas de cafeeiro cultivares lapar
59 e Mundo Novo 376/4 inoculadas com isolados (CML 2984 - CML 2991) de

Cercospora coffeicola

Calcio (Ca)
MAX CML CML CML CML CML CML CML CML
2986 2991 2985 2989 2990 2988 2984 2987
lapar 59 30,58 27,66 27,34 26,32 2341 2145 20,19 9,29 Cb

Aa Aa Aa Aa Bb Ba Bb

Mundo Novo 22,65 2253 26,69 19,77 33,48 22,48 29,34 29,28
376-4 Ab Ab Ba Ab Aa Aa Ba Ba
CV(%) 18,9

Potassio (K)
CML CML CML CML CML CML CML CML

MAX' 2086 2991 2089 2985 2984 2090 2988 2987
lapar 59 1%2 1&27 9,75Ba 9,47 Bb 9,16 Bb 7,63 Cb 6,82 Cb 3,50 Db
Mundo Novo 10,66 13,87 6.83 Db 12,80 14,83 17,12 13,78 14,29
376-4 Ch Ba ' Ba Ba Aa Ba Ba
V%) 16,71
Magnésio (Mg)
Ax __CML CML CML CML CML CML CML CML
2086 2091 2989 2085 2984 2090 2988 2987
13,70 1255 1128 11,28 10,93
lapar 59 Aa Aa Ba Ba 8,74 Bb Bb 8,98 Cb 3,89 Db
MundoNovo 1167 1307 .. 1266 1280 1754 1330 1378
376-4 Bb Ba ' Ba Ba Aa Ba Ba
V(%) 1673
Fosforo (P)
Ax __CML CML CML CML CML CML CML CML
2086 2091 2089 2085 2984 2990 2988 2987
lapar 59 1&;8 9,70 Ba 8,88 Ba 9,33 Ba 6,67 Cb 7,69 Cb 7,11 Cb 3,13 Db
Mundo Novo 10,37 11,07 14,15 11,35
oo 237 986Ba 6,33Ch 953Ba L' %1% gggpa 113

CV(%) 16,13

Médias seguidas de letras distintas maitsculas e mindsculas, na linha e coluna, respectivamente,
diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott (p <0,05). CV: coeficiente de varia¢do (%)
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Producéo de cercosporina de in vitro

N&o houve padrdo entre os isolados provenientes de lesdes de
cercosporiose do tipo olho pardo (comum CC) e cercosporiose do tipo negra
(CN) quanto a producdo de cercosporina (Fig. 2). O isolado CML 2987 (CN),
seguido do isolado CML 2985 (CN) produziram maiores quantidades de
cercosporina in vitro. No entanto, o isolado CML 2990 (CN) também
proveniente de lesfes de cercosporiose do tipo negra, produziu a menor

quantidade entre os isolados (Fig. 2).

Genes que codificam para a producao de cercosporina in vitro

Os isolados CML 2984 (CC), CML 2986 (CC), CML 2987 (CN), CML
2988 (CC), CML 2990 (CN) e CML 2991 (CC) apresentaram 0S genes que
codificam para a producdo da cercosporina: Cercosporin Toxin Biosynthesis
(CTB) CTB1, CTB3, CTB 6, CTB 8 e Cercosporin Facilitator Protein (CPF)
(Fig. 5). Enquanto que, o isolado CML 2985 (CN) apresentou apenas 0s genes
CTB6, CTB8 e CPF (Fig. 6).

Discusséo

Nesse estudo, foram investigados fatores envolvidos ha
reprodutibilidade em casa de vegetacdo de lesGes de cercosporiose do tipo olho
pardo (comum CC) e lesBes de cercosporiose do tipo negra (CN), ocorrendo em
folhas de cafeeiro em condi¢Bes de campo. Filogeneticamente, baseando-se nas
sequéncias dos dois genes em estudo: fator de elongacdo e actina, 0s oito
isolados pertencem ao grupo Cercospora coffeicola. Os oito isolados em estudo
apresentaram diferencas entre eles quanto ao Pl, AACPSD, produgdo de
cercosporina in vitro e distribuicdo dos elementos minerais em ambas as
cultivares (lapar 59 e Mundo Novo 376/4) de cafeeiro, independente do tipo de

sintoma causado em condigdes de campo. Os isolados também n&o apresentaram
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caracteristicas comuns dentro do grupo proveniente de lesdes de CC e CN. No
entanto, todos os isolados produziram lesdes CC, ou olho-pardo, em ambas as
cultivares em casa de vegetacdo. Logo, ha outros fatores que condicionam a
ocorréncia de cercosporiose do tipo negra em condigdes de campo. Alguns
trabalhos na literatura relatam a ocorréncia de diferencas na intensidade da
cercosporiose quando cafeeiros sdo inoculados com diferentes isolados
provenientes de diferentes regides (Patricio et al. 2010; Dell” Acqua et al. 2011;
Souza et al. 2012). Esses autores atribuem esses fatos a uma possivel
variabilidade genética entre os isolados de C. coffeicola.

Em vérios patdgenos, a viruléncia esta correlacionada com a habilidade
de produzir toxina (Horbach et al. 2011). No presente estudo, houve também
variacdo entre os isolados quanto a producdo de cercosporina in vitro. Dos oito
isolados testados, 0 CML 2987 (CN) e CML 2990 (CN) apresentaram maior e
menor Pl, e AACPSD, respectivamente, o que pode ser correlacionado com a
producdo de cercosporina in vitro, podendo ser considerados mais e menos
virulentos em ambas as cultivares de cafeeiro. Resultados semelhantes também
foram encontrados por Almeida et al. (2005), Choquer et al. (2005) e Souza et
al. (2012) que observaram correlacdo entre a producdo da cercosporina e a
viruléncia de isolados: C. nicotianae e C. coffeicola. A variabilidade encontrada
na producdo de cercosporina entre os isolados do presente estudo também ja
ocorreu em outras espécies de Cercospora, conforme relatado por Jenns et al.
(1989) e Almeida et al. (2005). Essa variabilidade também foi identificada
dentro do grupo de isolados proveniente de lesdes CC e CN.

No presente estudo, a microanalise de raios X (MAX) possibilitou
identificara diferenca dos nutrientes calcio (Ca), potassio (K), magnésio (Mg) e
fésforo (P) entre os tecidos das cultivares de cafeeiro e isolados de C. coffeicola.

Em outros estudos envolvendo o mesmo patossistema, Pozza et al. (2004)
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utilizaram a MAX apenas para detectar a distribui¢do do silicio na superficie da
folha associada com a reducéo da cercosporiose do cafeeiro.

A cultivar Mundo Novo quando inoculada com o isolado CML 2987
(CN) que proporcionou maior AACPSD apresentou maior quantidade de Ca nos
tecidos. Possivelmente, devido o fungo Cercospora ser necrotréfico e produzir a
cercosporina que atua na membrana plasmatica da célula do hospedeiro,
promovendo a ruptura da mesma, hd maior acumulo de calcio nos tecidos dessa
cultivar. Da mesma forma, Belan et al. (2015) também observaram maior
quantidade de calcio em tecidos necréticos de cafeeiros infectados com C.
coffeicola, em relacdo aos tecidos assintomaticos. De acordo com Taiz e Zeiger
(2006), a maior concentracdo de calcio em tecidos necréticos € devido a ruptura
da membrana e ao deslocamento do célcio do vacuolo para o citoplasma, afim de
atuar como mensageiro secundario, controlando os processos de transcricao das
células e reacdes de defesa das plantas. O nivel de calcio citos6lico aumenta em
resposta ao reconhecimento da planta a elicitores, raca especifica de patdgenos
ou mecanismos de ataque (Grant e Mansfield 1999; Reddy e Reddy 2002).

Conforme demonstrado no presente estudo, o isolado CML 2986 (CC)
quando inoculado na cultivar lapar 59 apresentou menor Pl e maior AACPSD e,
consequentemente, o aparecimento das lesdes necréticas durante o processo de
colonizacdo e infeccdo do mesmo poder ter aumentado a permeabilidade das
membranas e, consequentemente, maior concentracdo de potassio nos tecidos
foliares (King et al. 2011; Choi et al. 2013). O potassio encontrado no tecido
necrético pode estar envolvido nas reacGes de defesa das plantas,
osmorregulacdo, sintese de carboidratos e proteinas e transporte de outros
nutrientes por meio da membrana (Taiz e Zeiger 2006; Amtmann et al. 2008;
Marschner e Marschner 2012).

Alto teor de magnésio foi encontrado quando o isolado CML 2990(CN)

foi inoculado na cultivar Mundo Novo, possivelmente, devido esse isolado
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apresentar menor AACPSD e, consequentemente, menor degradagdo de
clorofila.O fon magnésio (Mg*?) ativa enzimas que catalisam processos como
respiracdo, sintese de DNA e RNA e parte do anel aromatico da molécula de
clorofila e da lamela média (Taiz e Zeiger 2006). Esse nutriente também
influencia na suscetibilidade ou resisténcia a fitopatégenos (Huber e Graham
1999, Huber et al. 2012).

Com relagdo ao fdsforo, a cultivar Mundo Novo apresentou maior
quantidade desse nutriente guando inoculada com a maioria dos isolados em
estudo. O fésforo contribui para reduzir a incidéncia e a severidade das doencas
que podem alterar a qualidade e a produtividade de diversas culturas (Better
Crops 1999). O potassio e o fésforo auxiliam na reducdo da mancha purpura e
mancha cinzenta (Cercospora kikuchiie Cercospora zeae maydis) em sementes
de soja e milho, respectivamente. Em geral, os nutrientes podem afetar a
suscetibilidade das plantas a doencgas por influenciar nas atividades metabdlicas.
E o patdgeno, ao infectar, pode alterar a fisiologia das plantas com relagdo a
absor¢do de nutrientes, assimilacdo, translocacdo e utilizagdo (Spann e
Schumann 2013).

Ndo foram encontradas caracteristicas comuns para 0s grupos de
isolados de Cercospora coffeicola provenientes de lesdes do tipo olho pardo e do
tipo negra, quanto a manifestacdo de sintomas apds inoculacdo artificial, a
producdo de cercosporina, & distribuicdo de nutrientes em tecidos foliares e as

analises filogenéticas.
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Figuras

CML 2984 Bonfinopolis MG CC

CML 2990 Bonfinopolis MG CN

CML 2985 Tres Pontas MG CN

CML 2987 Patrocinio MG CN

CML 2986 Lavras MG CC Cercospora coffeicola

Cercospora sp. P JZG-2013 MUCC 771

CML 2989 Turmalina MG CC

CML 2991 Aguanil MG CC

CML 2988 Marechal Floriano ES CC

[, Cercospora kikuchii CBS 128.27

9"| Cercospora kikuchii CBS 135.28 18S
Cercospora sp. Q JZG-2013 CBS 132679

9_7‘ Cercospora sp. Q JZG-2013 strain CBS 132682
Cercospora cf. sigesbeckiae CBS 132601

95 ' Cercospora cf. sigesbeckiae MUCC 589

Cercospora cf. ipomoeae MUCC 442

AN

Cercospora cf. ipomoeae CBS 132652
99  Cercospora alchemillicola CPC 5259

Cercospora cf. alchemillicola CPC 5127
99  Cercospora cf. zinniae CBS 132676

B3

Cercospora cf. zinniae CBS 132624
Cercospora zebrina CBS 118790
Cercospora fagopyri CBS 132623

97 'Cercospora fagopyri strain CBS 132671

Septoria provencialis CPC 12226

_
0,05

Fig. 1 Arvdre filogenética (maximum likelihood parcial deletion) mostrando as relacdes
entre os isolados de Cercospora coffeicola estudados no presente trabalho [CML 2984
(Bonfindpolis MG), CML 2985 (Trés Pontas MG), CML 2986 (Lavras MG), CML 2987
(Patrocinio MG), CML 2988 (Marechal Floriano ES), CML 2989 (Turmalina MG),
CML 2990 (Bonfindpolis MG) e CML 2991 (Aguanil MG) em comparacdo com outras
espécies de Cercospora da literatura, baseada nas sequéncias da regido fator de
elongacéo (EF -1a) e actina (ACT) do rDNA. Septoria provencialis foi utilizado como
outgroup. (CC) isolados provenientes de lesdes com sintomas de cercosporiose do tipo
olho pardo (comum) e (CN) isolados provenientes de lesGes com sintomas de

cercosporiose do tipo negra.
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Fig.3 Representacdo dos valores médios

da distribuicdo dos nutrientes: célcio (A),

potéassio (B), magnésio (C) e fosforo (D) em folhas de cafeeiro cultivar lapar 59

inoculadas com isolados (CML 2984 — CML 2991) de Cercospora coffeicola em

comparacdo com folhas de cafeeiro sadias (controle). N&o-significativo (ns) ou ()

significativamente diferente do controle, pelo teste de Dunnett a 5% de significancia.
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Fig. 4 Representacdo dos valores médios da distribuicdo dos nutrientes: calcio (A),
potéssio (B), magnésio (C) e fosforo (D) em folhas de cafeeiro cultivar Mundo Novo
376/4 inoculadas com os isolados (CML 2984 — CML 2991) de Cercospora coffeicola
em comparacdo com folhas de cafeeiro sadias (controle). Nao-significativo (ns) ou (*)

significativamente diferente do controle, pelo teste de Dunnett a 5% de significancia.



75

Cercosporina (nM disco)

B
C C
D
E
i B - -
| I

CML CML CML CML CML CML CML CML
2987 2985 2991 2989 2984 2988 2986 2990

Fig.5 Isolados de Cercospora coffeicola (CML 2984 - CML 2991) crescidos em meio de
cultura batata dextrose agar (BDA) a 25°C e avaliados com relacdo a producio de
cercosporina. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste
de Scott-Knott (p <0,05).
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Fig.6 Genes envolvidos na producéo da toxina cercosporina de isolados de Cercospora
coffeicola. M: marcador 1 kb; C: controle; 1: isolado CML 2984; 2: isolado CML 2986;
3: isolado CML 2988; 4: isolado CML 2991; 5: isolado CML 2989; 6: isolado CML
2985; 7: isolado CML 2990; 8: isolado CML 2987. (A) gene Cercosporin Toxin
Biosynthesis (CTB1) (5,0 e 4,2 kb), (B) geneCTB3 (2,6 kb), (C) gene CTB6 (1,7 kb),
(D) gene CTB8 (2,2 kb) e (E) gene Cercosporin Facilitator Protein (CPF) (3,2 kb).
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Abstract

Cercospora leaf spot, an important disease in coffee and caused by the fungus
Cercospora coffeicola, can appear as two distinct lesions on leaves, which are
the ‘common’ and the ‘black’ brown eyespot, in field conditions. However, it
was unknown whether these two distinct lesions could be obtained when plants
are inoculated under greenhouse conditions and whether the C. coffeicola strains
causing the distinct lesions would induce defense-related genes in a similar
pattern. Thus, this work was performed to address these questions. C. coffeicola
strains were isolated from diseased leaves collected from coffee fields. Pure
cultures were obtained by single spore isolation and then coffee leaves were
inoculated with each of the two strains under specific greenhouse conditions.
Leaf samples were collected from a time-course experiment and the disease
progression was analyzed using microscopy. The plant defense response was
analyzed using qRT-PCR of defense-related genes. Both strains showed very
similar germination, colonization, and esporulation patterns in the coffee leaves.
Disease was only observed when the strains were inoculated on the abaxial, but
not when inoculated on the adaxial leaf surface. Interestingly, the two strains
produced lesions of the common type for the conditions used. The expression
analysis showed that both strains were able to induce defense-related genes in a
similar manner although with a different timing. Based on the results, there
might be other factors leading to the black lesion type of Cercospora leaf spot on

coffee leaves in field conditions and further investigation is needed.

Keywords: Cercospora coffeicola, Coffea arabica L., brown eyespot, gRT-

PCR, scanning electron microscopy.
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Introduction

Coffee (Coffea arabica L.) is an important worldwide commodity and is largely
cultivated in Brazil. The increase in production cost by controlling diseases
affecting the crop is among the challenges faced by coffee farmers. The two
most important fungal diseases in coffee are the coffee rust, caused by Hemileia
vastatrix, and the cercospora leaf spot, caused by Cercospora coffeicola. The
latter can cause losses of up to 30% and thus affect yield (Carvalho and
Chalfoun 2001; Lima et al. 2012). Variation in symptoms can be observed in
field conditions and be a confounding factor during the disease identification
and its control. The typical symptoms caused by C. coffeicola on coffee leaves
are small necrotic spots consisting of a light-colored center and sometimes
surrounded by a purplish brown ring with yellowish edges, which gives the
second name that the disease is known for as common brown eyespot (common
BE). The atypical symptom was designated as cercospora leaf spot type black or
black brown eyespot (black BE), as the lesions were black and larger than
typical and were reminiscent of leaf blight (Nelson, 2008; Matiello and Almeida
2013).

The information about the infection process of C. coffeicola on coffee
leaves is limited, especially with regard to the difference in lesion type caused
by the common BE and black BE isolates in field conditions. C. coffeicola uses a
necrotrophic colonization strategy to obtain nutrients, and it kills the host by
producing toxins and reactive oxygen species (Daub et al. 2013). Several
Cercospora species are considered hemibiotrophs due to the long latent period
(period from initial infection to sporulation) and switching to a necrotrophic
phase thereafter. Although Souza et al. (2011) have studied the infection process
and the variability of isolates of C. coffeicola in coffee plants cv. Catuai, the
details on the infection process and variability of symptoms on the common BE

and the black BE are still unknown.
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Conidia of the genus Cercospora exhibit wide variation in the mode of
germination, penetration, and sporulation on different hosts. In C. moricola and
C. caricis that infect mulberry and cassava, respectively, penetration may occur
through the stomata (Gupta et al. 1995; Carlos et al. 1998), while C.
arachidicola penetrates directly through epidermal cells in peanut leaves (Smith
et al. 1992). Conidia of C. moricola develop many germ tubes, whereas, conidia
of C. henningsii fragment into numerous microconidia, and each one germinates
a germ tube that may or may not produce an appressorium, structure which can
directly penetrate the epidermal cells using turgor pressure (Gupta et al. 1995;
Ayesu-Offei and Antwi-Boasiako 1996; Babu et al. 2009).

The molecular responses associated with coffee and the coffee rust
pathogen, H. vastatrix, were well studied and allowed the identification of
differentially expressed genes during early stages of the biotrophic interaction
(Fernandez et al. 2004; Ganesh et al. 2006; Petitot et al. 2008). Besides the
available information on the expression of defense-related genes during the
infection of Cercospora species, such as C. kikichii in soybean (Upchurch and
Ramirez 2010), it is unknown whether the coffee plant responds in a different
way to C. coffeicola strains causing the two distinct brown eyespot symptoms,
the common BE and the black BE.

Thus, the goals of this study were 1) to assess the reproducibility of
lesion type of the typical brown eyespot ‘common BE’ and the atypical brown
eyespot ‘black BE’ disease in greenhouse conditions and 2) to investigated
whether the defense response in coffee leaves is similarly induced by the two C.
coffeicola strains isolated from the typical brown eyespot ‘common BE’ and the
atypical brown eyespot ‘black BE’ symptoms. To this end, controlled
inoculations were performed in greenhouse followed by microscopy and

guantitative RT-PCR to address goals 1 and 2, respectively.
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Materials and Methods

Plant Material and Growth Conditions

Six-month-old Coffea arabica seedlings from cultivar “Mundo Novo 376/4”,
susceptible to C. coffeicola, were used in all experiments. Plants were grown
under controlled temperature (21 + 2°C) and 12 hours photoperiod.

Fungal isolates and inoculum preparation

Two C. coffeicola strains were used in this study. Strain CML 2984 and CML
2985 were selected from a collection of strains previously isolated from coffee
leaves collected from various locations in Brazil. Strain CML 2984 was isolated
from a common brown eyespot (common BE) lesion from a coffee field located
in Bonfinopolis, Minas Gerais, Brazil, and is going to be referred to as common
BE from now on; strain CML 2985 was isolated from a black type brown
eyespot (black BE) from leaf and collected from a coffee field in Trés Pontas,
Minas Gerais, Brazil, and is going to be referred to as black BE from now on.
The distance between the two coffee fields from where the strains were collected
is approximately 700 km.

The induction of in vitro sporulation of C. coffeicola was performed by
following the method developed by Souza et al. (2011). Briefly, six disks (5 mm
in diameter) were removed from the border of the medium containing the
mycelial growth and transferred to a 25 mL flask containing 10 mL of V8
medium (10% tomato juice V8). They were kept in a shaker at 25°C with 110
rpm for four days. Then, the fungal growth of each flask was poured into Petri
dishes containing 1.5% water agar medium. These plates were kept open in an
incubator at 40 cm from the light bulbs with 12 hours photoperiod and 25°C.
This dehydration process is used for the induction of sporulation in C. coffeicola

(Souza et al. 2011). After five days, an aliquot of 10 mL of distilled water was
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added to each Petri dish and the colony was scraped with a glass rod, and the
spore suspension was filtered through cheesecloth.

Plant inoculation for microscopy analysis

An aliquot of 20 L from an 8 x 10* conidia/mL suspension was inoculated on
the leaves. The youngest pair of leaves (at the top of the plant) were collected
from six-month old plants and used for performing this experiment, which was
repeated twice. Each isolate was inoculated on the abaxial surface of 32
detached leaves, which were kept on a tray with wet cotton balls on the leaf
petiole. The same number of leaves (32) was inoculated for each isolate on the
adaxial surface. Then, segments of the inoculated region of four leaves for each
time-point (4, 6, 8, 24, 36, and 48 hours post inoculation, hpi) was prepared,
imaged and analyzed as described next. For the 22 days post inoculation (dpi)
time-point, the plants were kept horizontally during the inoculation of the
droplets, kept in a humidity chamber and after 48 hours were transferred to the
greenhouse and kept at 25°C. Detached leaves and plants were inoculated with
water only (mock inoculated) and were used as control for each time-point.

A total of 10 segments from the inoculated region of leaves were
prepared for each time-point. Samples were fixed for 24 hours in a modified
Karnovsky solution (2.5% glutaraldehyde, 2.5% formaldehyde in 0.05 M
sodium cacodylate buffer pH 7.2, and 0.001 M CaCl,). Then, samples were
dehydrated in an ethanol series (30%, 50%, 75%. 90%, and 95% for 10 min
each, then three times in 100% for 10 min) and critical point dried in CO,
(Baltec, model CPD 030; Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA, USA).
Specimens were mounted on aluminum stubs, sputter coated with gold (Balzers
SCD 050), and then examined on a Scanning Electron Microscope (SEM, model
EVO 040, Carl Zeiss, Germany) operating at 20 kV and with 8.5 mm working

distance. For each treatment, one stub with four specimens was examined by
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SEM. Images were processed using the software Corel Draw X7. For the 22 dpi
time-point, after being fixed with the modified Karnovsky solution described
above, samples were infiltrated with a cryo-protectant solution (30% glycerol in
water) for 30 min and cross-sectioned with a scalpel blade after being immersed
in liquid nitrogen. The penetration and colonization was investigated on the
abaxial surface after cuticle was removed following the method described by
Magnani et al. (2007) for the 24, 36, and 48 hpi time-points.

Plant inoculation for gene expression analysis

In the experiment for gene expression analysis, whole plants (six-month old)
were sprayed with 15 mL of a conidial suspension on the abaxial surface using a
DeVilbiss sprayer. Plants were sprayed with either common BE, black BE, or
water (mock inoculated used as control). After the inoculation, plants were
placed in containers to keep high humidity and were kept at 21+2°C for 48 h.
Then, those plants were removed from the containers and kept in the
greenhouse, with at 21+2°C and 12 hours photoperiod. The youngest pair of
inoculated leaves were collected at 12, 24, 36, and 48 hpi. Leaves from three
plants per treatment were collected and pooled for RNA extraction. All samples

were immediately frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C.

RNA extraction and cDNA synthesis

Pestle and mortar were frozen with liquid nitrogen and samples were ground to a
fine powder. The total RNA extraction using 40 mg of homogenized ground
material was performed with the SV Total RNA Isolation System (Promega,
Madison, USA), according to the manufacturer’s instructions. RNA integrity and
concentration was assessed by 1.5% agarose gel electrophoresis and
NanoDrop™ spectrophotometer ND-1000 (Thermo Scientific, New Hampshire,

dTM

USA), respectively. Gels were stained with GelRed ™ and visualized under UV
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light using a gel imaging system (Alphalmager HP Imaging System). Total RNA
(350 ng) was reverse transcribed using the High Capacity cDNA Reverse
Transcription kit (Applied Biosystems, California, USA).

Primer design and quantitative RT-PCR

The sequences for the genes of interest were obtained from NCBI
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/) and the primers were designed using the IDT
Primer Designer Tool. The sequences for the primers are listed in Table 1.
Reactions were prepared with 1 pL of diluted (1:5) cDNA, 0.4 pL of each
primer (10 uM), 5 puL of SYBR® Green PCR Master Mix (SYBR Green PCR
Master Mix, Applied Biosystems), in a total volume of 10 uL. The gqRT-PCR
amplification was performed as follows: 2 min at 50°C, 10 min at 95C, 40
cycles of 15 s at 95°C, 1 min at 60°C, and finally followed by the melting curve
analyses. The reactions were carried out using the Applied Biosystems 7500 Fast
Real-Time PCR System and the SDS software v 1.3.1 (Applied Biosystems,
California, USA) for analysis. All gRT-PCR reactions were repeated three times.

24 (Livak and Schmittgen

Relative expression levels were determined by the
2001) method, using glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) and
60S ribosomal protein L7 (RPL7) as endogenous controls (Barsalobres-Cavallari

et al. 2009; Cruz et al. 2009; Diniz et al. 2012).
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Table 1 Oligonucleotide sequence for the qRT-PCR primers used in this study

NCBI Amplicon
Gene Primer Sequence (5’ - 3°) Accession Length
Number (bp)
CaWRKY1-For GTAAGGTCTAGTGTGGCTGTTG CO773974 115
CaWRKY1-Rev GTGCCGATGGACTGATGAAT
CaPR1b-For CAAACCCATGCGATTGATGTAA DQ335594 130
CaPR1b-Rev ATTCCAAGGCTCCTCTATATTAAGT
CaRLK-For GCTTCGACTCAACGATCTGATA CF589181 130
CaRLK-Rev CATGAACCCGCTCCAATCT
CaGT-For TGCCGCACAAGGACATATAA CO773975 141
CaGT-Rev ATGGTCTCCACTGCGATTG
GAPDH-For TTGAAGGGCGGTGCAAA SGN-U619744 135
GAPDH-Rev AACATGGGTGCATCCTTGCT
RPL7-For GACCTTGCCCATGAGATCCTGAC SGN-U351477 137
RPL7-Rev CCAGCATCGCCTCCTTCAACATAG
Results

Infection process of C. coffeicola common BE and black BE strains

Conidia from both strains, common BE (CML 2984) and black BE (CML 2985),
started to germinate at 4 hours post inoculation (hpi) (Fig. 1A-D). The conidial
germination on both the abaxial and adaxial leaf surfaces started at
approximately the same time (4 hpi). Germination tubes were produced and no
appressorium formation was observed as expected as C. coffeicola is known for
not producing appressorium (Fig. 1A-D). On the abaxial leaf surface for the
common BE isolate, the germination tubes germinated and elongated toward the
stomatal opening (Fig. 1E and Fig 2A-B). The penetration through the stomata
occurred at 6 hpi for both strains (Fig. 1F and Fig. 2E).

After removing the cuticle from the abaxial leaf surfaces and examining
them by SEM, the colonization of both strains was observed in the substomatal
chamber at 36 hpi (Fig. 2C-D, 2F). Intercellular growth was observed for both
strains (Fig. 3A for common BE, and Fig. 3E for black BE) at 22 days post
inoculation (dpi). Hyphae were also observed intracellularly in the spongy
parenchyma for both strains (Fig. 3B for common BE, and Fig. 3F black BE) at
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22 dpi. For both strains, no hyphal colonization was observed at the palisade and
spongy parenchyma when the inoculation was performed on the adaxial leaf
surface (Figs. 3C-D and Fig. 3I-J). Conidiophores emerged in groups (fascicle)
through the stomata in the abaxial leaf surface for the ‘common BE’ strain (Figs.
3G, 3H). When the strains were inoculated on the abaxial surface, the first signs
of the disease appeared at 7 dpi, however, only at 22 dpi the circular necrotic
spots surrounded by chlorotic halos were observed. No difference on the lesions
was observed when leaves were inoculated with either the common BE or black

BE strains.

Expression analysis of defense-related genes in coffee leaves challenged by
C. coffeicola strains

The expression level of common defense-related genes was accessed from
coffee leaves challenged with the two C. coffeicola strains, the common BE and
the black BE, by gRT-PCR. GAPDH and RPL7 genes were used as endogenous
controls. All four tested genes (CaWRKY1, CaPR1b, CaRLK, and CaGT)
showed differential expression when challenged with either of the isolates
(common BE or black BE).

When coffee leaves were challenged with the common BE strain, the
CaWRKY1 gene was induced at 36 hpi [using either RPL7 (Fig. 4) or GAPDH
(Fig. 5) as endogenous controls]; the CaPR1b gene was induced at 12 hpi when
using RPL7 as endogenous control, and its expression decreased as the time
progressed (for the following three time-points), whereas when using the
GAPDH control there was a slightly induction in expression at 48 hpi; no
difference in expression between the time-points was observed for the CaRLK
gene when using RPL7 as endogenous control, but induced expression was

observed at 36 and 48 hpi when using GAPDH as endogenous control; for the
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CaGT gene there was induced expression at 36 and 48 hpi when using RPL7 and
GAPDH as controls, respectively.

When the coffee leaves were challenged with black BE strain, the
CaWRKY1 gene was induced at 12 hpi [for both endogenous controls, RPL7
(Fig. 4) and GAPDH (Fig. 5)]; for the CaPR1b gene the induction in expression
was observed at 48 hpi when using either endogenous controls; for the CaRLK
gene, it was slightly induced at 12 hpi and decreased at 24 hpi, but there were no
differences at 36 and 48 hpi when using the RPL7 control, however, this gene
was highly induced at 36 and 48 hpi when using GAPDH as control (Fig. 5); for
the CaGT gene, induced expression was observed at 12 hpi when using either
endogenous control, RPL7 or GAPDH.

When comparing the two C. coffeicola strains, common BE and black
BE, the results showed that both strains were able to induce the expression of
defense-related genes in coffee leaves, however, there was variation in the
timing of expression for each strain depending on the gene which was being

analyzed and depending on the endogenous control used as well.

Discussion

This study investigated the reproducibility in greenhouse conditions of two types
of brown eyespot lesions occurring on coffee leaves in field conditions. We used
C. coffeicola strains originally isolated from common brown eyespot (common
BE) and black brown eyespot (black BE) lesions. We observed that the
germination tubes of both strains branched in various directions on the leaf
surface, however, on the abaxial surface they were directed to stomatal
openings. The occurrence of several germination tubes and the directed growth
toward stomata are typical characteristics of Cercospora species. Similar results
of this tropism response towards stomata were also observed for other plant

pathogens, for example Pseudocercospora mori in mulberry (Babu et al. 2002).
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In the other hand, the germination tubes on the adaxial leaf surface showed
random growth. No differences on germination, penetration, colonization, and
lesion formation were observed between the two strains in the greenhouse
experiments. Interestingly, all the lesions observed in the greenhouse were of the
common BE type. These results indicate that the two strains induced the same
lesion type (the common BE type) and it is very likely that there are other
factors affecting and leading to the occurrence of the black BE spot lesion in
field conditions. Indeed, Pozza et al. (2010) suggested that there is
environmental effect (including plant nutrition, environmental temperature and
humidity, and soil moisture) involved in the occurrence of the disease in field
conditions. Also, there might be a cultivar by environment interaction as there is
no complete resistance of coffee to C. coffeicola and a range of less to more
susceptible cultivars are available and this may also influence the black BE
disease outcome.

In this work, we also studied the expression of genes, which belong to
four categories of defense-related genes known to be induced by pathogens in
coffee leaves and in other plant-pathogen interactions (Ganesh et al. 2006;
Ramiro et al. 2009). The genes included the WRKY 1 transcription factor
(CaWRKY1), the DSS6 gene encoding a receptor-like kinase (CaRLK), the
DSS22 gene encoding a salicylic acid-glucosyl transferase (CaGT), and the
pathogenesis-related protein gene PR1 (CaPR1b). Our results showed that both
C. coffeicola strains were able to induce the expression of the four genes in
coffee leaves, however the timing of expression varied between the two strains.
Based on this finding we can speculate that there are genetic differences between
the two strains which are leading to the variation of defense response in the host,
and thus additional studies on the genetic variability of the two groups of strains,

causing common BE and black BE, need to be further addressed.
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There are also other physiological characteristics of this fungal species
that can influence the lesion formation, such as toxin production. Cercospora
species are well known to produce the toxin cercosporin, a photosensitizing
perylenequinone which reacts with molecular oxygen resulting in the production
of reactive oxygen species, toxic and detrimental molecules for the host cells
(Daub and Enreshaft 2000). The variability in cercosporin production of about
60 C. coffeicola strains was accessed previously and was observed that there is
indeed a variation in cercosporin production among the strains analyzed that
study (Souza et al. 2012). The two C. coffeicola strains used in this study are
being currently investigated for the production of cercosporin and the level
produced.

Overall, the findings of this work are very important when we take into
account the climate changes that are currently affecting the coffee production
around the world and mainly in South America (Jha et al. 2014). Climate change
has effect on pathogen, on the disease development, and on the coffee
production. The increase in rain leads to an increase in the coffee rust and in the
use of coffee rust resistant cultivars, which are in turn more susceptible to the
brown eyespot disease. With such drastic changes in the environment, the fungal
species also undergo several rounds of genetic variability to evolve and
counteract the host resistance, and thus more aggressive strains are likely to
raise. Overall, there is a continuous need for research addressing questions such
as the one raised in this work and also others that still need to be investigated,
such as a genome-wide genetic variability of C. coffeicola strains causing
distinct symptoms, i.e. lesions, and how this pathogen is evolving under

environmental and host selective pressure.
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Figure legends

Fig. 1 Scanning electron micrographs of coffee leaves inoculated with common BE and
black BE C. coffeicola isolates. Germinated conidia of ‘common BE’ isolate on abaxial
(A) and adaxial (B) leaf surfaces at 4 hours post inoculation (hpi), respectively.
Germinated conidia of black BE isolate on the abaxial (C) and adaxial (D) leaf surfaces
at 4 hpi, respectively. Germination tubes from common BE growing toward the stomatal
opening (E) and penetration (F) through a stoma at 6 hpi. Abbreviation: co- conidium;
gt- germ tube; st- stoma. Scale bars: (A, B, C, F) 20 um and (D, E) 10 pum.
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Fig. 2 Scanning electron micrographs of coffee leaves inoculated with common BE and
black BE C. coffeicola isolates.(A) Germ tubes from common BE isolate elongating
toward and surrounding stomatal opening on the abaxial leaf surface at 8 hour after
inoculation (hpi); (B) mycelial growth of common BE on the abaxial leaf surface at 24
hpi; (C-D) visible colonization of common BE isolate after cuticle was removed from
the abaxial leaf surface at 36 hpi; (E) germ tube penetration of black BE isolate through
a stoma at 6 hpi; (F) visible colonization of black BE after cuticle was removed from the
abaxial leaf surface at 36 hpi. Abbreviation: co- conidium; gt- germ tube; st- stomata; sc-
substomatal chamber; cu- cuticle. Scale bar: (A, B, C, D, E, G) 20 um and (F) 10 um.
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common BE and black BE C. coffeicola strains. Intercellular colonization of common

BE (A) and black BE (E) isolates on substomatal chambers and adjacent tissues;
intracellular colonization of common BE (B) and black BE (F) strains in substomatal
chambers; no intercellular nor intracellular colonization was observed for both isolates,
common BE (C and I) and ‘black BE’ (D and J)on the adaxial leaf surface at 36 hpi; (G)
(H) hyphal growth of common BE isolate in the substomatal chamber from where the set
of conidiophores (stroma) emerged at 22 dpi. Abbreviation: co- conidium; st- stoma; sc-
substomatal chamber; cp- conidiophore; hp- hyphae; pp- palisade parenchyma, sp-

spongy parenchyma. Scale bar: (A, B, C, D, F, H, J) 20 um and (E, G, 1) 10 pm.
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ABSTRACT

Brown eye spot (BE), caused by Cercospora coffeicola, is the main disease of
coffee crop. A variation in symptoms of BE has been found in the field, raising
suspicion of occurrence of new species. However, information about coffee-C.
coffeicola interaction is still limited, this work aimed to determine the difference
from antioxidant metabolism of coffee plants cultivar Mundo Novo inoculated
with strain isolated from a common brown eye spot lesion (“common BE”)
(CML 2984) and strain isolated from a black brown eye spot lesion (“black BE”)
(CML 2985). The enzymes activities peroxidase (POX), catalase (CAT),
superoxide dismutase (SOD), ascorbate peroxidase (APX) and phenylalanine
ammonia lyase (PAL) were determined. The activities of POX, APX, and PAL
increased in inoculated plants with both strains compared with non-inoculated
plants at 12 and 24 hours post inoculation (hpi). CAT activity increased in
inoculated plants with black BE strain at 24 hpi and both strains at 48 hpi. The
SOD activity only increased in inoculated plants with both strains at 48 hpi.
These results show that a more efficient antioxidative system in the removal of
excess of reactive oxygen species generated during the infection process with
both strains of C. coffeicola. The both strains produced lesions of the common
type, suggesting that other factors leading to the black BE lesion type in field

conditions and further investigation is needed.

Keywords: Coffea arabica L., “common and black” brown eye spot, reactive

oXxygen species

RESUMO
A cercosporiose, causada pelo fungo Cercospora coffeicola, é uma das
principais doencas que afetam o cafeeiro. Uma variagdo nos sintomas de

cercosporiose foi encontrada no campo, levantando suspeitas da ocorréncia de
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uma nova espécie. Considerando que informacgdes sobre a interagdo cafeeiro-C.
coffeicola ainda sdo limitadas, objetivou-se, neste trabalho, determinar
diferencas no metabolismo oxidativo de plantas de cafeeiro cultivar Mundo
Novo inoculadas com isolado proveniente de sintomas de cercosporiose do tipo
olho pardo (CML 2984) e isolado proveniente de sintomas de cercosporiose do
tipo negra (CML 2985). Foram determinadas a atividade das enzimas peroxidase
(POX), catalase (CAT), superdxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase
(APX) e fenilalanina amonia liase (PAL). As atividades das enzimas POX, APX
e PAL aumentaram nas plantas inoculadas com ambos os isolados quando
comparadas com as plantas ndo inoculadas as 12 e 24 horas ap6s inoculagéo
(hai). A atividade da CAT aumentou nas plantas inoculadas com o isolado que
causa sintomas de cercosporiose do tipo negra as 24 hai e para ambos 0s
isolados as 48 hai. Plantas inoculadas com ambos os isolados demonstraram
aumento na atividade da SOD somente as 48 hai. Este estudo mostrou que o
sistema antioxidante do cafeeiro foi eficiente na remocdo das espécies reativas
de oxigénio geradas durante o processo infeccioso com ambos os isolados de C.
coffeicola. Ambos os isolados produziram lesdes de cercosporiose do tipo
comum, sugerindo que outros fatores que causam lesdes de cercosporiose do

tipo negra ainda necessitam ser investigados.

Palavras chave: Coffea arabica L., Cercosporiose do tipo olho pardo,

Cercosporiose do tipo negra, espécies reativas de oxigénio.

1 INTRODUCTION

Brown eye spot (BE), caused by the fungus Cercospora coffeicola
Berkeley & Cooke, is one of the main diseases of the coffee tree (Coffea arabica
L.), being possible to reduce the productivity and quality of the beverage

(POZZA et al., 2010). A variation in symptoms can be observed in field
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conditions, generated several speculations and hypotheses, such as the
possibility of having occurred genetic variations in the pathogen, different
environmental conditions and nutritional (phosphorus deficiency, nitrogen and
potassium) (NELSON, 2008; MATIELLO & ALMEIDA, 2013). The typical
symptoms caused by C. coffeicola on coffee leaves are small necrotic spots
consisting of a light-colored center and sometimes surrounded by a purplish
brown ring with yellowish edges, which gives the second name that the disease
is known for as common brown eye spot (‘common BE’). The atypical symptom
was designated as black brown eye spot (‘black BE’), as the lesions were black
and larger than typical and were reminiscent of leaf blight (MATIELLO &
ALMEIDA, 2013). It is known Cercospora produces a toxin called cercosporin.
This toxin in the presence of sunlight causes damage to the cellular membrane of
the host, promoting lipid peroxidation, loss of electrolytes and formation of
reactive oxygen species (ROS) (SHARMA et al., 2012; DAUB et al., 2013).
Having the objective of minimizing the damage caused by this oxidative stress
and removing the excess of ROS, the plants developed mechanisms of
enzymatic and non-enzymatic defense (SCANDALIOS, 2005). Among the
enzymatic, the peroxidase (POX), catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD),
ascorbate peroxidase (APX), glutathione-S-transferase (GST), glutathione
redutase (GR) and glutathione peroxidase enzymes (GPX) (SHARMA et al.,
2012). Another important enzyme involved in the defense of plants is
phenylaline ammonia lyase (PAL).

Several works report changes in the defense system antioxidant of the
plants in response to induced stress by biotic and abiotic agents (DEBONA et
al., 2012; NASCIMENTO et al., 2014; DOMICIANO et al., 2015). It is
unknown whether the coffee plant responds in a different way to C. coffeicola
strains causing the two distinct brown eye spot symptoms, the “common BE”

and the “black BE”. Considering the significant differences in the biochemical
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response of the host, it can be useful as an indirect indicative of the existence of
genetic variability among the strains that cause distinct symptoms. Considering
this, the aim this work were investigated whether the alterations in the oxidant
metabolism of coffee leaves is similarly induced by the two C. coffeicola strains
from the typical brown eye spot ‘common BE’ and the atypical brown eye spot

‘black BE’ symptoms.

2 MATERIAL AND METHODS
Plant Material and Growth Conditions

Six-month-old Coffea arabica seedlings from cultivar ‘‘Mundo Novo
376/4”, susceptible to C. coffeicola, were used in all experiments. Plants were

grown under controlled temperature (21 + 2°C) and 12 hours photoperiod.

Fungal strains and inoculum preparation

Two C. coffeicola strains were used in this work. Strain CML 2984 and
CML 2985 were selected from a collection of strains previously straind from
coffee leaves collected from various locations in Brazil. Strain CML 2984 was
isolated from a common brown eye spot (common BE) lesion from a coffee field
located in Bonfinopolis, Minas Gerais, Brazil, and is going to be referred to as
‘common BE’ from now on; strain CML 2985 was isolated from a black type
brown eye spot (black BE) from leaf and collected from a coffee field in Tres
Pontas, Minas Gerais, Brazil, and is going to be referred to as ‘black BE’ from
now on.

The induction of in vitro sporulation of C. coffeicola was performed by
following the method developed by SOUZA et al. (2011). Briefly, six disks (5
mm in diameter) were removed from the border of the medium containing the
mycelial growth and transferred to a 25 mL flask containing 10 mL of V8
medium (10% tomato juice V8). They were kept in a shaker at 25°C with 110
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rpm for four days. Then, the fungal growth of each flask was poured into Petri
dishes containing 1.5% water agar medium. These plates were kept open in an
incubator at 40 cm from the light bulbs with 12 hours photoperiod and 25°C.
This dehydration process is used for the induction of sporulation in C. coffeicola
(SOUZA et al., 2011). After five days, an aliquot of 10 mL of distilled water
was added to each Petri dish and the colony was scraped with a glass rod, and
the spore suspension was filtered through cheesecloth. The concentration of
conidial suspension used was adjusted to 8.25 x 10 conidia/mL for both strains.
The temperature and relative humidity were daily assessed using the datalogger
(HT-500, Instrutherm, S&o Paulo, Brazil).

Determination of the activities of enzymes involved in the oxidant
metabolism

Samples of the first and second pairs of leaves from the apex to the base
(totalizing 6 leaves through repetition of each treatment) were collected at 12,
24, 36 and 48 hours post inoculation. The samples were individually stored in
aluminum foil, quickly frozen in liquid nitrogen (N), and stored at -80 °C until
further analysis. To determine the activities of POX (EC 1.11.1.7) and PAL (EC
4.3.1.5), 0.2 g of leaf tissue were macerated in liquid N, in a mortar with the
addition of polyvinylpyrrolidone (PVP) 1% (w/vol) to obtain a fine powder. The
powder was homogenized in 1.5 mL of sodium phosphate buffer 50 mM (pH
6.5) containing 1 mM phenyl methyl sulfonic fluoride (PMSF). The
homogenized was centrifuged at 13,000 x g for 25 min at 4°C and the
supernatant was used to determine the enzyme activity. The POX activity was
determination of pyrogallol oxidation following the method of KAR &
MISHRA (1976). A mixture of 80 pL potassium phosphate buffer 2100 mM (pH
7.0), 40 uL of pyrogallol 50 mM and 40 pL of hydrogen peroxide 125 mM was

added to 40 pL of extract. The absorbance was measured at 420 nm in
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spectrophotometerGen5™  (BioTek® Instruments, Winooski, USA). The
coefficient of molar extinction of 2.47 mM™ cm™ was used to calculate the POX
activity (CHANCE & MAEHLEY, 1955), which was expressed in mM of
purpurogallin produced by min™ mg™® of protein. The reaction of PAL was
started after adding 5 pL of the extract to a mixture containing 145 pL of Tris—
HCI buffer 50 mM (pH 8.8) and 50 pL of L-phenylalanine 50 mM. The
absorbance of the trans-cinnamic acid derivatives was measured in
spectrophotometer at 290 nm and the coefficient of molar extinction of 10* mM™
cm™ (ZUCKER, 1965) was used to calculate PAL activity, which was expressed
in uM min™ mg™* of protein. To obtain the extract for enzymatic determination
of CAT enzymes (EC1.11.1.6), SOD (EC 1.15.1.1) and APX (E 1.11.1.11),0.2 g
of leaf fragments were macerated as described above. The powder obtained was
homogenized inl.5 mL of potassium phosphate buffer 400 mM (pH 7.8)
containing EDTA 10 mM, ascorbic acid 200 mM, PVP 1% (wt vol™). The
homogenized was centrifuged as described previously. The CAT activity was
determined through the method of CAKMAK & MARSCHNER (1991). The
reaction mixture was constituted by potassium phosphate buffer 200 mM (pH
7.0), distilled water and hydrogen peroxide 250 mM. The reaction was initiated
after the addition of 10 pL of the crude enzyme extract, and the activity was
determined by the rate of H,O, decomposition at 240 nm for 3 minutes at 25°C.
The coefficient of molar extinction of 36 M™ cm™ (ANDERSON et al., 1995)
was used to calculate the CAT activity, which was expressed in mM min™ mg?
of protein. The SOD activity was determined by adding 30 pL of leaf extract in
170 uL of reaction mixture constituted of potassium phophate buffer 100 mM
(pH 7.8), methionine 70 mM, p-nitrotetrazole blue (NBT) 1 mM, EDTA 10 pm
and riboflavin 0.2 mM. The reaction occurred at 25°C under lighting lamps of
15 W. After 10 min of light exposure, the light was interrupted, and the

production of formazan blue, which resulted from the photoreduction of NTB,
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was monitored by the increase in absorbance at 560 nm in
spectrophotometerGen5™. One unit of SOD was defined as the amount of
enzyme necessary to inhibit NBT photoreduction by 50%. The APX activity was
determined through the method of NAKANO & ASADA (1981). The reaction
mixture was constituted by potassium phosphate buffer 200 mM (pH 7.0),
hydrogen peroxide 2 mM and ascorbate acid 10 mM. The reaction was initiated
by adding 10 pL of leaf extract and the activity was measured through ascorbate
oxidation at 290 nm, during 3 minutes at 25°C. The coefficient of molar
extinction of 2.8 mM™ cm™ (NAKANO & ASADA, 1981) was used to calculate
the APX activity, which was expressed in mM min™ mg™® of protein. The
concentration of proteins in each sample was determined according to the
colorimetric method described by BRADFORD (1976). All assays were realized
in triplicate.
Experimental design and data analysis

The experiment was installed in randomized block design (RBD) with
three treatments: plants sprayed with “common BE”, “black BE”, or water
(mock inoculated used as control) and three repetitions for the evaluation of the
enzyme activities. The data for the activity of POX, CAT, SOD, APX and PAL
were submitted to the variance analysis (ANOVA) and the means compared
with the test of Tukey at level of 5% of probability. The analyses were realized

using Sisvar software (version 5.3).

3 RESULTS AND DISCUSSION

In this work, the activities of some important enzymes responsible for
removing the reactive oxygen species (ROS) during the infectious process of
strains of C. coffeicola in coffee leaves were determined. Despite the strains
being from different symptoms in the field, both induced the responses for

defense of the plants. The POX activity was significantly increased in the
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inoculated plants with the black BE strain compared with the non-inoculated
plants at 12 and 24 hpi (Fig. 1A). Inoculated plants with the commonBE also
showed increased POX activity in relation to the non-inoculated plants at 24 hpi
(Fig. 1A). There was no difference between the treatments for the POX activities
at 36 and 48 hpi (Fig. 1A) and CAT at 12 hpi (Fig. 1B). Inoculated plants with
the black BE strain showed increased in the CAT activity at 24 and 48 hpi (Fig.
1B). Non-inoculated plants showed increased CAT activity at 36 hpi (Fig. 1B).
Inoculated plants with the common BE strain also presented increased CAT
activity compared with non-inoculated plants at 48 hpi (Fig. 1B). Non-
inoculated and inoculated plants with the common BE had greater SOD activity
at 12 and 36 hpi (Fig. 1C). The SOD activity was significantly increased in the
inoculated plants with both strains in relation to the non-inoculated ones at 48
hpi (Fig. 1C). Inoculated plants with the common BE strain showed increase in
the APX activity in relation to the non-inoculated plants at 12 hpi (Fig. 1D).
There was no significant difference among the treatments for APX activity at 24,
36 and 48 hpi (Fig. 1D). There was no significant difference among the
treatments for PAL activity at 12, 36 and 48 hpi (Fig. 1E). Inoculated plants with
the black BE strain presented increased PAL activity compared with the non-
inoculated and inoculated plants with the common BE strain at 24 hpi (Fig. 1E).
In literature, there are a few accounts of alterations in the antioxidant
metabolism of infected plants by Cercospora, mainly when it refers to strains
that cause different symptoms in coffee plants (NASCIMENTO et al., 2014).
When comparing the two C. coffeicola strains, common BE and black BE, the
results showed that both strains were able to induce the activity of enzymes in
coffee leaves, however, there was variation in the timing of activity of enzymes
for each strain depending on the enzyme which was being analyzed. Probably, in
the initial stages of penetration for the both strains, the coffee plant recognized

the strains in a similar way and was inhibited by H,O, produced by the plant,
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which can be demonstrated through increase POX and APX activity in the first
hours of infection. Similar results were found by NASCIMENTO et al. (2014),
who verified increased POX and PAL enzyme activity in inoculated soybean
plants with Cercospora sojina. The POX is a class of protein related to the
pathogenesis, and it is induced in the host by the presence pathogens (VAN
LOON et al., 2006). Suberization of tissues, catabolism of auxins, strengthening
of the cellular wall and responses of defense in plants are responsible for
biosynthesis of lignin (HIRAGA et al., 2001). On the other hand, PAL is the key
enzyme in the phenylpropanoid pathway, which is important in the responses for
defense of plants, mainly for coffee plants. In this present study, comparative
analyses of PAL activity could suggest phenylpropanoids as antioxidant
compounds can be extremely important for the antioxidant system of the coffee
tree infected with the black BE strain at 24 hpi. The same way, GHOLIZADEH
& KOHNEHROUZ (2010) suggested that PAL could be the main component
for the antioxidant system of corn under saline stress. On the other hand, from
36 hpi, as demonstrated by the activity of the enzymes POX, APX and PAL, the
strains could possibly develop in a similar way on the dead cells without being
inhibited by the accumulation of H,O, to O, produced when the plants are
infected by pathogens. Possibly due to the fact that Cercospora produces
cercosporin toxin that acts in the plasmatic membrane of the host cell promoting
the death of the cells and the release of ERO (DAUB et al., 2013). These results
suggest this toxin can have inhibited the defense mechanisms of the plants, thus
permitting the fungus have access to the nutrients. The APX enzyme, participant
of the cycle ascorbate-glutathione, acts together with POX and CAT, removing
H,O, from plant cells. In the first reaction of catalyzation, the APX uses two
molecules of ascorbate to reduce H,O, with concomitant generation of two
molecules of malondialdehyde, the main product in lipid peroxidation of the

cellular membranes (SHARMA et al., 2012). The accounts of this study agree
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with DEBONA et al. (2012), which verified increased APX activity in
inoculated wheat plants with Pyricularia oryzae. DOMICIANO et al. (2015)
also verified increased activities of these enzymes for the same pathosystem,
when the plants were treated with silicon. In relation to CAT activity, this one
was greater in inoculated plants with the black BE strain, comparing with non-
inoculated plants, but at 36 hpi. In the same way, DEBONA et al. (2012)
verified increased in the CAT activity in inoculated wheat plants with P. oryzae
comparing with non-inoculated plants at 48 hpi. CAT catalyzes the dismutation
of two molecules of H,0, into water and oxygen (SHARMA et al., 2012). The
SOD activity increased in the inoculated plants with both strains was just
observed at 48 hpi, which can be possibly related to the beginning of the
colonization of the fungal strains similarly to coffee tissues. These results are
according to DEBONA et al. (2012), who observed increased SOD activity in
inoculated plants with P. oryzae, and the increase of this activity was related to
the development of blast symptoms. According to BOLWELL et al. (2002)
virulent pathogens can avoid or suppress the recognition of the host, only
inducing the initial phase of defense responses. According to LEVINE et al.
(1994), the current toxicity of the ERO in the interaction pathogen and host is
going to depend on the sensitivity of the pathogen to the concentration of these
radicals. Some fungi, such as Botrytis cinerea and Cercospora can benefit of the
increase of ERO generated against the plant defense from an infection against a
pathogen as a factor to facilitate the colonization and absorption of nutrients
through the exploration of defense mechanisms of the host (GOVRIN &
LEVINE, 2000).

In this study, it is speculated the greatest activities of the enzymes could
be a strategy of the plant to restrict the colonization of both strains due to the

removal of ERO. Despite having observed little differences in the activation of
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the enzymes in the plants when inoculated with both strains, all the lesions
observed in the greenhouse were of the common BE type.

These results indicate that there are other factors affecting and leading to
the occurrence of the black BE lesion in field conditions. Overall, studies about
the infectious process of strains associated with different environmental and
nutritional conditions together with the confirmation and accurate identification
of the strains from different symptoms of brown eye spot through molecular

tools are still important questions.

4 CONCLUSION

The results of this study clearly demonstrated that both strains were able
to induce the alterations in the antioxidant metabolism of coffee leaves,
suggesting that other factors leading to the black BE lesion type in field

conditions and further investigation is needed.
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CONSIDERAGOES FINAIS

Filogeneticamente, baseando-se nas sequéncias dos dois genes em
estudo: fator de elongagdo e actina, os isolados se agruparam em um Gnico grupo
similar a Cercospora coffeicola.

E possivel que outros fatores ambientais e ou nutricionais possam estar
envolvidos com a ocorréncia desses novos sintomas de cercosporiose do tipo
negra.

No geral, hd a necessidade de mais estudos, principalmente, utilizando
outros marcadores moleculares que possam encontrar possiveis diferencas entre

isolados que causam diferentes sintomas de cercosporiose.



