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Expressao diferencial de genes relacionados a mecanismos de resisténcia a
Pseudomonas syringae pv. garcae em Coffea arabica

RESUMO

O desenvolvimento de cultivares de café resistentes a mancha-aureolada causada
por Pseudomonas syringae pv garcae é uma eficiente forma de controle da doenca, mas
que depende de informacdes sobre o patdgeno e dos mecanismos de defesa da planta. O
conhecimento da expressdo molecular de genes de defesa envolvidos na interagéo
planta-bactéria pode ser futuramente utilizado na selecdo precoce de cafeeiros
resistentes, apoiada por ferramentas de natureza molecular. Estudos prévios, realizados
pelo Laboratdrio de Biologia Molecular do Centro de Café do Instituto Agrondmico de
Campinas selecionaram 20 genes com expressdo diferencial em cafeeiros infectados
com o patdgeno a partir de dados de sequenciamento em larga-escala — RNAseq. Deste
modo, o objetivo principal deste trabalho foi analisar a possibilidade de se utilizar a
expressao de alguns destes genes com a finalidade de desenvolver marcadores genéticos
da resisténcia ou suscetibilidade de cafeeiros & mancha-aureolada, visando auxiliar
programas de melhoramento da cultura. Para tanto, a expressdo dos genes transportador
de potéssio (TP), glicoredoxina C11 (GC11), inibidor de cisteino protease 4 (ICP4),
Snakin-2, WIN1 e proteina quinase serina/treonina (LRR) foram analisadas por meio da
técnica de RT-qPCR e os resultados foram comparados aos resultados de expressdo dos
mesmos genes quantificados via RNAseq, visando a sua validacdo. Verificou-se que os
genes TP, Snakin-2 e ICP4 podem ser utilizados como marcadores para viabilizar o
processo de selecdo assistida quanto a resisténcia ou suscetibilidade a mancha-aureolada
de cafeeiro, desde que as plantas sejam inoculadas com o patégeno no caso do gene TP,
ou ndo, como no caso dos genes Snakin-2 e ICP4. No, entanto tais hipGteses carecem
ser validadas em populacdes segregantes especificas. Em concordancia com as analises
efetuadas, os mecanismos de resisténcia induzidos em resposta a mancha-aureolada
ativam rotas metabolicas associadas ao genes TP e Snakin-2, ainda desconhecidas. A
defesa via rotas metabdlicas envolvendo o fitormonio etileno, associado ao gene WINI,
ndo foi ativada nos periodos estudados, e devem ter menor importancia na interacéo P.
syringae pv. garcae — cafeeiros.

Palavras-chave: cafeeiro, cultivares resistentes, mancha-aureolada, marcador
molecular.
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Differential expression of genes related to plant defense mechanisms against
Pseudomonas syringae pv. garcae in Coffea arabica

ABSTRACT

Developing resistant coffee cultivars to Pseudomonas syringae pv garcae is an efficient
way to manage the disease, but it depends on information about the pathogen and plant
defense mechanisms. Knowledge on the involvement of resistance genes in plant-
bacterial interaction may be useful in the future to assist the early selection of resistant
coffee trees, supported by molecular tools. Previous studies conducted by the
Laboratory of Molecular Biology at the Coffee Center of the Campinas Agronomic
Institute selected 20 genes with differential expression in coffee plants infected with the
pathogen from large-scale sequencing data - RNAseq. Thus, the main objective of this
work was to analyze the possibility of using the expression of some of these genes in
order to develop genetic markers of resistance or susceptibility to bacterial halo blight,
in order to aid crop improvement programs. Potassium transporter (TP), glycoredoxin
Cl1l1 (GC11), cysteine protease inhibitor 4 (ICP4), Snakin-2, WIN1 and serine/
threonine protein kinase (LRR) genes had their expression analyzed by RT-gPCR and
the results were compared to the expression results of the same genes quantified via
RNAseq, aiming their validation. It has been found that the TP, Snakin-2 and ICP4
genes can be used as molecular markers to enable the assisted selection process for the
resistance or susceptibility of coffee trees to bacterial halo blight, as long as the plants
get be inoculated with the pathogen when using the TP gene or not, as in the case of the
Snakin-2 and ICP4 genes. However, such hypotheses need to be validated in specific
segregating populations. In accordance with these analyzes, the resistance mechanisms
induced by the bacterial halo blight disease responses can activate unknown metabolic
pathways associated with TP and Snakin-2 genes. Also defense mechanisms involving
ethylene responsive metabolic pathways, associated with the WINI gene, were not
activated in the studied periods, and should be less important in the P. syringae pv.
garcae - coffee trees interaction.

Key words: coffee, resistant cultivars, bacterial halo blight, molecular markers.
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1 INTRODUCAO

A cadeia produtiva do café é de grande importancia para a economia brasileira, por
se tratar de um dos produtos de maior interesse comercial para o agronegécio. Sob esta
perspectiva, o Brasil figura como maior produtor e exportador do grdo e segundo maior
mercado consumidor, sendo que na safra de 2019, a producdo nacional foi de 59,3
milhdes de sacas de 60kg de café beneficiado, das quais, 37 milhdes foram exportadas,
gerando um rendimento de aproximadamente 5 bilhdes de délares (USDA, 2019).

Entretanto, na atualidade, a producdo dos cafezais brasileiros tem sido afetada pela
ocorréncia de pragas e doencas, como a mancha-aureolada-do-cafeeiro, moléstia
causada pela bactéria Pseudomonas syringae pv. garcae (AMARAL et al., 1956), que
atinge principalmente, viveiros de mudas e lavouras de café em formacdo ou recém-
podadas, tendo como principal sintoma a ocorréncia de lesdes necroticas, irregulares e
de coloracdo marrom escura, na superficie foliar, normalmente circundadas por halos
amarelados (COSTA et al., 1957). Ao evoluir, tais injarias atingem os tecidos apicais e
caulinares causando a necrose de folhas novas, do ponteiro e até mesmo a morte das
plantas (RODRIGUES, 2015).

Embora esta doenca possua menor importancia econémica em relagdo a outras
observadas na cultura, como a ferrugem alaranjada (Hemileia vastatrix), os nematoides
das galhas (Meloidogyne spp.) e a cercosporiose (Cercospora caffeicola), de acordo
com Sera (2001), a mancha-aureolada causa danos significantes na producdo das
lavouras cafeeiras e tem sido considerada um fator limitante para o cultivo deste grdo
principalmente em regiGes de clima ameno, onde as estacbes chuvosas sdo mais
rigorosas, bem como, em locais sujeitos a acdo de vento. Assim sendo, até 0 momento a
doenca ja foi detectada em algumas das principais regides produtoras de café do pais
como no sul do Estado de Sdo Paulo (AMARAL et al., 1956), no norte do Parana
(MOHAN et al., 1977) e em Minas Gerais, especialmente nas regides Sul, Triangulo
Mineiro, Alto do Paranaiba e Cerrados (KIMURA et al., 1973; PATRICIO et al., 2010;
ZOCCOLlI et al., 2011).

Nos dias atuais, 0 controle da doenca € realizado principalmente através da adogéo
de métodos de manejo cultural, como a utilizagdo de mudas sadias e quebra ventos, que
auxiliam na reducdo da incidéncia patogénica em lavouras sadias (ITO et al, 2008).
Além disso, o controle da mancha-aureolada também pode ser realizado através de

aplicacbes de agentes quimicos, como os antibioticos a base de cloridrato de



casugamicina, que segundo os trabalhos de Paradela et al. (2000) e Patricio et al. (2008)
sdo eficazes no controle da doenga mas podem ter sua acdo limitada pela grande
diversidade observada no patdgeno, ou como os fungicidas a base de sais de cobre, que
segundo Patricio et al. (2008) e Patricio et al. (2010) sao capazes de reduzir a incidéncia
de bactérias patogénicas tanto em viveiros de muda como em condic¢des de campo, mas
cuja eficiéncia é limitada por sua incapacidade de acdo sistémica, ja que este tipo de
produto quimico é pouco absorvido pela cuticula foliar, atuando portanto, apenas como
protetor de contato e sendo assim bastante vulneravel a condi¢Ges climaticas como a
alta pluviosidade e as ventanias.

Ademais, é preciso ainda salientar que a aplicacdo de produtos fitossanitarios pode
representar um custo razodvel para o produtor e estar relacionada com a poluicdo
ambiental e com riscos a saude dos trabalhadores rurais e consumidores. Por todas estas
razdes, 0 uso de cultivares resistentes € a estratégia de manejo de doencas vegetais mais
efetiva e sustentavel que existe. (ITO et al, 2008).

Neste sentido, o desenvolvimento de cultivares cada vez mais produtivas e
resistentes a doencas vem sendo efetuado ha décadas pelos principais programas de
melhoramento de cafeeiro do Brasil, que atualmente vem se concentrando mais na
piramidacdo de resisténcia aos principais agentes bidticos causadores de perdas na
produtividade da cultura, como é caso da mancha-aureolada.

Sob esta perspectiva, este trabalho teve como objetivo principal aprofundar os
conhecimentos sobre a interacdo cafeeiro - mancha-aureolada, através da identificacdo
de genes expressos em cafeeiros resistentes e suscetiveis, em resposta a infeccdo por
Pseudomonas syringae pv. garcae e, da associacdo dos niveis de expressao com
provaveis mecanismos de defesa das plantas ou a possibilidade de os genes atuarem

como marcadores da resisténcia ou de suscetibilidade.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Aspectos econdmicos da cultura do café

Atualmente, a commodity cafeeira € de grande importancia para a economia
mundial, sendo um dos produtos de maior interesse comercial para o agronegocio. Com
a safra de 2019, a producdo deste grdo pelo mundo alcancou cerca de 169,1 milhGes de
sacas de 60kg de café beneficiado, gerando uma movimentacdo de aproximadamente
250 bilhdes de dolares (ICO, 2019).

Dentre os principais paises produtores de café encontram-se o Brasil, Vietnd,
Colémbia, Indonésia, Etidpia e India, que sdo responsaveis pelo suprimento de grande
parte da demanda mundial, estimada em aproximadamente 167,9 milhGes sacas no ano
de 2019 (CECAFE, 2019).

O Brasil mais especificamente, é o maior produtor e exportador mundial de
grdos de café e segundo maior consumidor deste produto, cuja demanda interna no
ultimo ano agricola foi de 23,5 milhdes de sacas que correspondem a um consumo per
capita de 6kg de café cru ou 4,8kg de café torrado por habitante ao ano (ABIC, 2019). A
produtividade média das lavouras brasileiras é considerada alta, sendo que em 2019 esta
foi estimada em 27,03sacas/hectare. Além disso, neste mesmo ano agricola, a producéao
nacional alcancou um patamar de 59,3 milhdes de sacas (60kg) de café beneficiado,
gerando uma receita bruta para o pais de R$ 20,4 bilhGes (EMBRAPA, 2019; USDA,
2019).

No quesito exportacdo, o café € um dos principais produtos de interesse do
agronegocio nacional, representando aproximadamente 7% dos investimentos no ramo
(CECAFE, 2019). No Gltimo ano foram exportadas aproximadamente 37 milhdes de
sacas, gerando uma receita de US$ 5 bilhGes. Mais de 120 paises sdo compradores de
café brasileiro, entre 0s quais se destacaram os EUA (24,4%), Alemanha (12,6%), Japao
(10,9%) e Italia (10,5%) (CONAB, 2019).

2.2 Melhoramento do cafeeiro

No Brasil, o café foi introduzido em 1727 pelo Sargento-Mor Francisco Mello
Palheta, que conseguiu uma muda na Guiana Francesa e a plantou no Para (TAUNAY,
1939). A partir de entdo como a cultura se adaptou muito bem as condigdes climaticas
do pais, diversos cafezais foram instalados pelo territério nacional, obtendo grande éxito
nos estados do Rio de Janeiro, S&o Paulo e Minas Gerais (MARTINS, 2012).



Entretanto, o sucesso do cultivo cafeeiro no Brasil também se deve ao programa de
genética e melhoramento do Instituto Agrondmico de Campinas (IAC), que tem
produzido desde 1932 muitas das cultivares utilizadas como base da cafeicultura
nacional até hoje (IAC, 2019).

Inicialmente o processo de selecdo visava 0 aumento da produtividade e a
reducdo do porte das plantas de café, tendo sido lancadas no mercado algumas
cultivares importantes com estas caracteristicas, dentre as quais se destacam Bourbon
Amarelo, Mundo Novo, Acaia, Catuai Vermelho, Catuai Amarelo, Caturra Vermelho,
Caturra Amarelo e Ouro Verde (FAZUOLI et al., 2000). Na década de 50, como a
ferrugem alaranjada estava dizimando cafezais estrangeiros, 0 programa de
melhoramento do IAC passou a se concentrar na selecdo de plantas resistentes a esta
doenca, tendo posteriormente lancado as cultivares larana, lcatu Vermelho, Icatu
Amarelo, Icatu Precoce, Obaté e Tupi (FAZUOLI et al., 2000).

Atualmente, os programas de melhoramento tem se dedicado mais na selecéo de
cultivares com boa qualidade de bebida e/ou resisténcia a outas doencas através do
desenvolvimento de marcadores moleculares, que proporcionam um namero ilimitado
de polimorfismos baseados no DNA, ndo influenciaveis pelas interacdes ambientais ou
condicdes fisioldgicas da planta e permitem a identificacdo precoce de individuos com
caracteristicas de interesse (TOPPA e JADOSKI, 2013).

Até o momento, dentre todos os estudos realizados com objetivo de desenvolver
tais marcadores, muitos obviamente se referem a ferrugem do cafeeiro, doenca de maior
importancia para a cultura, que pode causar uma perda de até 50% da producéo e cuja
resisténcia ja foi associada a expressdo isolada ou conjunta dos genes dominantes SH1 a
SH9, (BETTENCOURT e NORONHA-WAGNER, 1971; RODRIGUES-JUNIOR et
al., 1975; PRAKASH et al., 2004).

Nos trabalhos de Prakash et al (2004) e Mahé et al (2008) por exemplo, foram
desenvolvidos 10 marcadores SCARs e SSRs que podem ser utilizados para identificar
0 gene de resisténcia SH3 durante o processo de selecdo assistida por marcadores
(SAM). Ja nos trabalhos de Brito et al. (2010) e Diola et al. (2011), identificaram alguns
marcadores associados ao gene SH? em um acesso de Hibrido do Timor (HT), que
tambem podem ser empregados na SAM. Além disso, outros estudos também
permitiram o desenvolvimento de cultivares altamente resistentes a H. vastatrix como a
Icatu Vermelho (FAZUOLLI et al, 1996a), Obatd IAC1669-20 (FAZUOLI et al, 1996b),
Obatd IAC 4732 (FAZUOLI et al, 2018a), IAC 125 RN (FAZUOLI et al, 2018b) e IAC

4



Catuai SH3 (FAZUOLI et al, 2019), que podem ser utilizadas com fontes para a criagdo
de novos marcadores.

Desta maneira, como os programas de melhoramento nacionais ja estdo bem
avancados nos estudos sobre a ferrugem, muitos deles tém se concentrado no
desenvolvimento de tecnologias que permitam a piramidacdo de genes de resisténcia a
diversos outros agentes bidticos causadores de danos na produtividade da cultura, como
a mancha-aureolada e no desenvolvimento de marcadores mais precisos através do
aprimoramento de metodologias geneéticas avancadas como a selecdo gendmica,
associacdo gendmica e selecdo baseada no transcripitoma (ITO et al., 2008;
RODRIGUES, 2015).

No caso especifico da mancha-aureolada, recentemente no trabalho de Ariyoshi
et al (2019) foi utilizado o método estatistico FASTmrEMMA (fast multi-locus random-
SNP-effect EMMA), baseado em associacdo genémica, para desenvolver cinco SNPs
(single nucleotide polymorphism) associados com mecanismos de resisténcia a P.
syringae pv .garcae, que tem grande potencial para serem utilizados na selecéo

assistida.
2.3 Mancha-aureolada

2.3.1 Agente etioldgico

A mancha-aureolada é causada pela bactéria Gram negativa Pseudomonas
syringae pv. garcae (AMARAL et al., 1956; YOUNG et al., 1978), pertencente a classe
Gammaproteobactéria e a ordem Pseudomonadales. Esta tem como principais
caracteristicas morfologicas a forma de bastonetes retos ou levemente curvados, o
movimento com o auxilio de até sete flagelos e a auséncia de esporos e capsideo
(AMARAL et al., 1956).

De acordo com Kimura et al. (1973) isolados da bactéria tém a capacidade de
produzir pouco pigmento fluorescente em meio de cultura King B (KING et al., 1954).
Amaral et al. (1956) descreveram também que em meios de cultura Batata Dextrose
Agar (BDA) e Nutriente Agar (NA), a P. syringae pv. garcae produz um pigmento

marrom, identificado posteriormente por Barta e Willis (2005), como melanina.



2.3.2 Possivel reclassificacao

A descricdo da maioria dos patovares de P. syringae foi baseada na existéncia de
um namero limitado de hospedeiros especificos para cada um deles. Como resultado,
ocorreram “overlaps” na gama de hospedeiros entre os diferentes patovares de
ocorrémcia frequente. Além disso, testes bioguimicos de rotina ndo diferenciam a
maioria dos patovares de P. syringae, criando um grande problema na identificacao
correta dos patogenos.

Por estas razoes, a classificacdo da espécie Pseudomonas syringae e de seus
patovares associados tem sido amplamente discutida pela comunidade cientifica. Neste
sentido, recentemente o trabalho de Dutta et al (2018) sugeriu com base em diversos
testes moleculares e bioquimicos, a reclassificacdo da P. syringae pv. coronafaciens
como uma nova espécie, a Pseudomonas coronafaciens. Além disso, este mesmo estudo
também propde que alguns patovares (pv. coronafaciens, pv. atropurpurea, pv.
striafaciens, pv. oryzae, pv. zizaniae, pv. garcea e pv. porri), previamente descritos
como integrantes da espécie P. syringae deveriam ser realocados para a nova espécie
proposta, em consequéncia de sua similaridade genética e capacidade de producdo de
halos cloréticos, caracteristica intimamente associada a espécie Pseudomonas
coronafaciens.

Assim sendo, segundo o trabalho Dutta et al (2018) a bactéria responsavel pela
mancha-aureolada do cafeeiro estudada nesta dissertacdo poderia ser também

denominada de Pseudomonas coronafaciens pv. garcae.

2.3.3 Sintomatologia

A bactéria P. syringae pv. garcae infecta as folhas de cafeeiro através dos
estdmatos ou por meio de ferimentos geralmente causados pelos ventos. Apds a sua
penetracdo no tecido foliar, este agente patogénico se aloja tanto nos espacos
intercelulares como nos intracelulares, onde iniciam sua replicacdo para rapidamente
invadirem o sistema vascular e assim colonizar todo o tecido da folha, gerando grandes
lesBes necroticas irregulares de aspecto translucido (Figura 1), que resultam na reducao
da taxa fotossintética das folhas afetadas (COSTA et al., 1957, RODRIGUES et al,
2015).

Além disso, em um estagio mais avancado da infecgéo tais lesdes acabam sendo
circundadas por halos amarelados, decorrentes da secre¢do de tablitoxina pela bactéria.

Esta toxina causa a degradacdo da membrana dos tilacOides e dos cloroplastos para
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favorecer a colonizacdo do tecido, bem como sua utilizagdo como substrato
(RODRIGUES et al, 2015).

Figura 1 - Folha com lesGes necrdticas irregulares, circundadas por halo amarelado,

caracteristicas da mancha-aureolada de cafeeiro. Fonte: Rodrigues, 2015.

Por fim, a infeccdo acaba se disseminando também pelos tecidos apicais e
caulinares, causando seca de ponteiros (Figuras 2), hastes e ramos, queda prematura de
folhas e frutos e até mesmo a morte das plantas. E ainda, na tentativa de combater a
infeccdo a planta passa a emitir varios ramos novos ocasionando um sintoma de

superbrotamento (Figura 3).

Figura 2 - Sintoma de seca de ponteiro, decorrente da infeccdo por Pseudomonas

syringae pv. garcae. Fonte: Rodrigues, 2015.



Figura 3 - Sintoma de superbrotamento resultante da morte do ponteiro, incitada pela

bactéria Pseudomonas syringae pv. garcae. Fonte: Rodrigues, 2015.

2.3.4 Distribuicdo geogréfica

A doenca esta presente em alguns paises africanos, como Quénia, Etiopia e
Uganda (RAMOS e SHAVDIA, 1976; ADUGNA et al., 2012), na China (XUEHUI et
al., 2013) e no Brasil, onde foi constatada pela primeira vez no ano de 1955 em um
cafezal do municipio de Garga, Estado de Sdo Paulo (AMARAL et al., 1956). Desde
entdo, a mancha-aureolada ja foi detectada nas principais regides produtoras de café do
pais como no sul do Estado de Sdo Paulo (AMARAL et al., 1956), no norte do Parana
(MOHAN et al., 1977) e em Minas Gerais, especialmente nas regides Sul, Triangulo
Mineiro, Alto do Paranaiba e Cerrados (KIMURA et al., 1973; PATRICIO et al., 2010;
ZOCCOLlI et al., 2011).

2.3.5 Métodos de controle

Medidas de manejo da mancha-aureolada referem-se principalmente a utilizacdo
de métodos culturais, tais como, a utilizacdo de mudas sadias, que impedem a
propagacdo da bactéria pelo campo e o cultivo de quebra-ventos (COSTA et al., 1957),
que reduzem a incidéncia de injurias nas folhas, as quais atuam como porta de entrada
para a bactéria.

O controle quimico da doenca é complexo, pois os fatores que promovem 0 bom
crescimento das plantas favorecem a infecgdo pela bactéria (COSTA et al., 1957) e sdo
desfavoraveis a utilizacdo de métodos convencionais de manejo, como a aplicacéo
fungicidas e antibidticos nas lavouras (PATRICIO, et al., 2008; RODRIGUES et al.,



2013), ou seja, a alta pluviosidade e incidéncia de ventos favorecem o desenvolvimento
vegetal, mas contribuem para a remog&o dos agentes quimicos aplicados nas plantas.

Apesar disso, tal controle pode ser realizado através de aplicacfes de antibioticos a
base de cloridrato de casugamicina, que segundo os trabalhos de Paradela et al. (2000) e
Patricio et al. (2008) sdo eficazes no controle da doenca mas podem ter sua acao
limitada pela grande diversidade observada no patdgeno, ou atraves da utilizacdo de
fungicidas a base de sais de cobre, que segundo Patricio et al. (2008) e Patricio et al.
(2010) sao capazes de reduzir a incidéncia de bactérias patogénicas tanto em viveiros de
muda como em condi¢bes de campo, mas cuja eficiéncia € limitada por sua
incapacidade de acdo sistémica, ja que este tipo de produto quimico é pouco absorvido
pela cuticula foliar, atuando portanto, apenas como protetor de contato e sendo assim
bastante vulneravel a condicGes climaticas como a alta pluviosidade e as ventanias.

Ademais, € preciso salientar também que a aplicacdo de produtos fitossanitarios
pode representar um custo razoavel para o produtor e estar relacionada com a poluicado
ambiental e com riscos a saude dos trabalhadores rurais e consumidores (ITO et al,
2008).

Assim sendo, por todas as razdes expostas acima, a melhor forma de manejo da
mancha-aureolada é a resisténcia varietal, que dispensa a utilizacdo de medidas de
manejo cultural e reduz a utilizacdo de produtos fitossanitarios representando

consequentemente vantagens econdmicas, sociais e ambientais.

2.4 Melhoramento para resisténcia a mancha-aureolada

Por ndo ser tratada por muito tempo, como uma doenga de importancia primaria
para o cultivo do café, poucos trabalhos foram efetuados para a incorporacéo de genes
de resisténcia a P. syringae pv. garcae nas cultivares suscetiveis de C.arabica, sendo
que até o momento, apenas a cultivar IPR 102 (SERA et al., 2017) esta registrada no
MAPA com esta caracteristica.

De acordo com Sera et al. (2017), a cultivar IPR 102 tem origem do cruzamento
entre as cultivares Catuai e Icatu, realizado no Instituto Agronémico de Campinas
(IAC), em 1972. A partir de 1977, sementes das geracdes F3 e F4 deste cruzamento
foram enviadas ao Instituto Agronémico do Parand (IAPAR), onde tiveram suas
populacdes segregantes conduzidas em areas com intenso ataque da bactéria P. syringae
pv. garcae, fato que possibilitou a selegdo deste gendtipo em relagdo a resisténcia a

mancha-aureolada.



2.4.1 Fontes de resisténcia & mancha-aureolada

Os primeiros relatos sobre cafeiros resistentes a P. syringae pv. garcae foram
descritos por Moraes et al. (1974; 1975) nas variedades Harar, Dilla & Alghe,
S12 Kaffa e Geisha de C. arabica. Posteriormente, estudos conduzidos por Mohan et al.
(1978) observaram plantas resistentes pertencentes as espécies C. congensis, C.
eugenioides, C. stenophylla. Na espécie C. arabica, os autores identificaram a
resisiténcia em 38 das 138 introdugdes provenientes da Etidpia (MEYER et al., 1968)
avaliadas e nas variedades Semierecta e Ennarea da mesma espécie.

Mais recentemente, Rodrigues et al., (2019) relataram novas fontes de
resisténcia nas espécies C. salvatrix, C. eugenioides C. stenophylla e C. canephora, ja
na espécie C. arabica, o mesmo autor confirmou a resisténcia dos acessos etiopes
avaliados por MOHAN et al. (1978), com excessao de duas introducgdes, e determinou a
variedade Palido Viridis como resistente a P. syringae pv. garcae (RODRIGUES,
2015).

Como ja citado anteriormente, apenas a cultivar IPR 102 foi selecionada para a
resistnecia a mancha-aureolada e esta disponivel aos produtores (SERA et al., 2017)

Ainda, populagdes provenientes de hibridos interespecificos entre C. arabica e
C. eugenioides mantidas no Banco Ativo de Germoplasma do IAC foram avaliadas para
a resisténcia a mancha-aureolada por Arruda et al., (2018), sendo possivel determinar

gue quatro, das onze matrizes avaliadas, sdo resisténtes a doenca.

2.4.2 Heranca da resisténcia a mancha-aureolada

Até o presente momento, ndo se sabe exatamente como é a heranca da
resisténcia a mancha-aureolada, mas os resultados apontados por Cardoso e Sera (1983)
demonstram provavel heranca qualitativa para a caracteristica, em determinados acessos
de C. canephora. Os resultados apresentados por Carneiro et al. (2019) corroboram esta

informagéo.

2.5 Mecanismos de resisténcia da planta a patégenos

Para se perpetuarem na natureza as plantas desenvolveram diversos mecanismos
de protecdo contra as adversidades do meio ambiente. Quanto a defesa ao estresse
biotico, as plantas se utilizam primeiramente de mecanismos pré-formados, tais quais o

desenvolvimento de obstaculos fisicos e estruturais que dificultam a penetracdo do
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patogeno, o favorecimento do crescimento de bactérias antagbnicas a alguns agentes
etiologicos e a pré-producédo de substancias toxicas (BARROS et al., 2010).

No entanto, existem também mecanismos de defesa pos-formados, que sdo mais
efetivos, porém, permanecem latentes, sendo ativados somente com a penetracdo do
microrganismo no sitio de infeccdo e com o reconhecimento do mesmo pela célula
atacada. Tais mecanismos pés- formados incluem as respostas de defesa desencadeadas
por patégeno (PTIs - PAMP-triggered immunity) e/ou das respostas de defesa
desencadeadas por elicitores (ETIs - Effector-triggered immunity) (DANGL e JONES,
2001).

A deteccdo de microrganismos fitopatogénicos por células sob ataque, ocorre
com o auxilio de Receptores de Reconhecimento de Padrfes (PRR), que sdo proteinas
quinases transmembranas, receptoras de superficie cujo dominio intracelular pode
pertencer a familias de receptores semelhantes a proteinas (RLPS) ou de receptores
semelhantes a quinases (RLKS). Tais receptores sdo capazes de identificar padrdes
moleculares associados a patdgenos (PAMPs), padrdes moleculares associados a
microrganismos (MAMPs) e elicitores, como a flagelina e algumas outras proteinas
codificadas por genes de aviruléncia (SECONZAC e ZIPFEL, 2011; ZIPFEL, 2014)
(Figura 4).

Apos o reconhecimento da presenca do agente patogénico, as células passam a
realizar entdo a transducdo de sinais, ou seja, inicia-se ativacdo de inUmeras vias de
sinalizacdo, como as de proteino-quinases ativadas por mitdgenos (MPKs), fitormonios
(&cido salicilico, &cido jasménico e etileno), fatores de transcricao e espécies reativas de
oxigénio (ROS), que estimulam a ativagcdo de respostas de defesa PTIs e ETIs via
traducdo de sinais, além de avisarem as células vizinhas sobre a existéncia de um
estresse (MCDOWELL e DANGL, 2000; RESENDE et al., 2007; BARBOSA et al.,
2014) (Figura 4).

A traducéo de sinais por sua vez, corresponde ao desencadeamento de respostas
de defesa especificas aos sinais recebidos, que sdo passiveis de eliminar ou inibir o
desenvolvimento de um microrganismo ex6geno nocivo, como é o caso das reacdes de
hipersensibilidade (COLL et al., 2011) e explosbes oxidativas (SHARMA et al.,2012),
da iniciacdo dos processos de resisténcia sistémica adquirida (SAR) (WALTERS e
FOUNTAINE, 2009) e/ou resisténcia sistémica induzida (ISR) (BIERE e GOVERSE,
2016) e da transcricdo de genes de defesa (PRs) (SELS et al., 2008; EBRAHIM et al.,
2011) (Figura 4).

11



Detec¢do do patégeno
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Figura 4 - Esquema proposto por CAMPOS et al. (2010) para ilustrar o processo de
defesa das plantas ao estresse bidtico, que envolve a percepcdo, transducdo e traducao
de sinais.

No que tange especificamente a infecdo por P. syringae, JOHANSSON (2015)
demonstrou que as principais respostas de defesa pos-formadas, ativadas pela planta na
tentativa de combater o patégeno em questéo, incluem o aumento do fluxo de fons Ca**,
ativacdo de ROS, proteinas quinases e da transcricdo de genes que regulam a sintese de
substancias antagonistas (Figura 5). Além disso, GIMENEZ-IBANEZ e RATHJEN
(2010) também descreveram a existéncia de outras respostas associadas a este tipo de
infeccdo, como reacdes de hipersensibilidade, SAR e transcricdo de genes relativos a
defesa, que em todos estes casos dependem principalmente da sinalizacdo via fito-

hormoénios.
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Figura 5 - Esquema adaptado do proposto por JOHANSSON (2015) demonstrando as
diversas vias de sinalizacdo ativadas apds o reconhecimento da bactéria Pseudomonas

syringae pv. garcae, e que induzem o desencadeamento de mecanismos de defesa
importantes, como hipersensibilidade, rajada oxidativa e transcricdo de genes de

resisténcia.

Recentemente, o trabalho de Ariyoshi et al (2019) utilizou o metodo associacéo
genbmica para desenvolver cinco SNPs (single nucleotide polymorphism) que estdo
associados com alguns dos mecanismos de resisténcia a P. syringae pv.garcae descritos
acima, sendo que estes marcadores tém grande potencial para serem utilizados na

selecdo assistida.
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Também com o objetivo de desenvolver marcadores moleculares apliciveis a
selecdo de cafeeiros resistentes ou sucetiveis a mancha-aureolada, estudos foram
iniciados no Laboratério de Biologia Molecular do Centro de Café do Instituto
Agrondmico de Campinas (IAC) em parceria com a Embrapa Informatica
Agropecuaria, Embrapa Tabuleiros Costeiros e FIOCRUZ, buscando relacionar, via
anélises de RNA-seq, a expressao ou repressao de alguns genes descritos abaixo com

provaveis mecanismos de defesa ativados durante a infeccdo por P. syringae pv. garcae,

2.5.1 Gene Proteina quinase serina/treonina

A expressdo do gene proteina quinase serina/treonina (LRR) esta relacionada
com a mediacdo do reconhecimento de microrganismos pela célula, via padrdes
moleculares associados a patégenos (PAMPs) (GOMEZ-GOMEZ e BOLLER, 2000),
processo este que é essencial para desencadeamento de mecanismos de resposta
eficientes e especificas, tanto na imunidade basal quanto na imunidade inata (ZIPFEL et
al., 2014).

2.5.2 Gene Glutaredoxina C11

O gene glicoredoxina C11 (GC11) por sua vez, codifica reductases implicadas
no processo de defesa das plantas contra o estresse oxidativo que geralmente decorre do
surgimento de ferimentos ou de diversos eventos patogénicos e ambientais, resultando
no mal funcionamento de diversas proteinas, ou até na ativacdo de mecanismos de
defesa mais drasticos como a morte celular programada, reacGes de hipersensibilidade e
transcrigédo de genes de resisténcia (ZANDER et al., 2012).

Os danos oxidativos podem ser facilmente contornaveis através da regulacéo do
processo REDOX, gue atua no balanceamento entre as proporc¢des de moléculas reativas
de oxigénio (ROS) e moléculas antioxidantes presentes no ambiente intracelular
(NOCTOR et al., 2018). Neste sentido, os trabalhos de Sevilla et al. (2015) e Schippers
et al. (2016) demonstrontram que as glutaredoxinas (GRXs) sdo um dos componentes
principais do controle REDOX, interconectando as vias de sinalizagdo mediadas por
ROS, mondxido de hidrogénio (NO), auxinas e citocininas. Mais especificamente, o
sistema redox glutationa (GSH)/ glutaredixina (GRX) funciona como um bloqueador da
formagéo de agentes oxidantes, através da manutencdo do grupo funcional do thiol em
estado reduzido nas proteinas (TOGNETTI et al., 2017). As ROS por exemplo, oxidam
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o grupo funcional do thiol em proteinas sensitivas ao sistema redox, levando a formacéo
de &cido sulfenico, que por sua vez, pode ser oxidado para formas irreversiveis de acido
sulfonico ou para &cido sulfinico. Além disso, com a oxidacdo do grupo thiol, as
cistéinas podem sofrer glutationilagdo ou formar dissulfetos com o0 GSH (COUTURIER
et al. 2013).

2.5.3 Gene Inibidor de cisteino protease 4

O gene Inibidor de cisteino protease 4 (ICP4) codifica inibidores de proteases,
que atuam como agentes antimicrobianos, impedindo a proliferacdo de microrganismos
nos tecidos vegetais através da inativacdo de proteinas e enzimas essenciais para o
metabolismo microbiano (WATANABE e LAM, 2005).

2.5.4 Gene WIN 1

De acordo com os trabalhos desenvolvidos por Gu et al. (2002) e Gutterson e
Lynne Reuber (2004), o gene WINL1 é expresso em resposta ao etresse bidtico e como
alguns fatores de transcricdio da familia de etilene-responsive element biding
trnscription factor protein (EREBP), induzem a ativacdo de genes de resisténcia
dependentes da sinalizacao via fitormonios.

Além disso, Singh et al. (2002), sugeriram que membros desta mesma familia
génica possam estar envolvidos em algumas outras respostas de defesa importantes para
o combate de fitopatdgenos como a inducdo do fechamento estomatico e a ativacdo da

resisténcia sistemica adquirida (SAR).

2.5.5 Gene Transportador de potéassio

O gene Transportador de potassio (TP) codifica proteinas responsaveis pelo
transporte de ions potassio do meio endégeno para o exdgeno das células e vice versa.
No que tange as respostas de defesa das plantas contra fitopatdgenos, a presenca de ions
potassio em abundancia favorece o melhor funcionamento de estruturas que atuam com
barreira fisica mediante a entrada de microrganismos em células hospedeiras, como € o
caso dos estbmatos e da parede celular, (MENGEL e KIRKBY, 2001; HARDTER,
2003). Além disso, a presenca de niveis adequados deste ion na célula também reduz as
concentracdes de moléculas leves, como agucares e aminoacidos, que Sdo essenciais

para o desenvolvimento de infecgdes (WANG et al., 2013).
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Outras respostas de defesa também associadas ao fluxo de potassio sdo a
intensificacdo da concentracdo de compostos fenolicos nas células, que atuam como
poderosos antioxidantes inibidores da proliferacdo de microrganismos (PRASAD et al.,
2010) e a participacio direta de fons K' no funcionamento de diversas enzimas
catalizadoras de reac6es envolvidas em muitas vias de sinalizacdo utilizadas em reposta
ao estresse (MARSCHNER, 2012).

2.5.6 Gene Snakin-2

Berrocal-Lobo et al. (2002) e Almasia et al. (2010) indicaram que 0S genes
Snakin codificam peptideos antimicrobianos cuja producgdo € induzida localmente pela
presenca de ferimentos ou em resposta a penetragdo patogénica no tecido vegetal. Ja
Herbel et al. (2016) descreveram que a producdo do peptideo Snakin-2 também pode
estar envolvida com a inducéo de respostas de defesa mediadas por vias de sinalizacdo
dependentes de jasmosnato.

Além disso, alguns outros trabalhos ja& determinaram que membros da familia
génica GASA/Snakin podem estar evolvidos com a promogdo ou inibicdo do
alongamento celular (BEN-NISSAN et al., 2004; DE LA FUENTE et al., 2006),
inducdo da divisdo celular (NAHIRNAK et al., 2012), ativacdo de respostas defesa
(ALONSO-RAMIREZ et al., 2009; FACCIO et al., 2011) e degradacio das proteinas
DELLA (aspartic acid—glutamic acid—leucine—leucine—alanine), importantes repressoras
do crescimento vegetal que sdo capazes de controlar respostas imunolégicas através da

mediacdo de algumas defesas dependentes de acido salicilico e acido jasménico.

2.6 Validagéo de genes de resisténcia

A andlise do transcripitoma de um organismo e suas variagdes quantitativas em
diferentes processos metabolicos é essencial para identificar os elementos funcionais do
genoma, revelar os constituintes moleculares de células e tecidos em diferentes estagios
de desenvolvimento e compreender os elementos presentes em respostas de defesa ao
estresse (WANG et al., 2009).

Para tanto, foi desenvolvida a técnica de “RNA sequencing” (RNA-seq), que
permite a quantificacdo confidvel da expressdo génica, a partir de sequenciamento
gerado contra um genoma base. Entretanto, esta ferramenta possui algumas limitagdes
como 0 mapeamento de muitos reads (fragmentos de cDNA), a existéncia de uma taxa

de erro relativamente alta devido a ocorréncia de alinhamentos ndo perfeitos com a
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sequéncia base e a possibilidade de trechos similares serem considerados como um
Unico transcrito (TRAPNELL et al., 2012).

Sendo assim, para garantir acuracia dos resultados obtidos por RNA-seq,
realiza-se usualmente a validacdo destes dados através da técnica de Real- Time
Quantitative Reverse Transcription PCR (RT-gPCR), que permite a quantificacdo da
expressdo génica durante cada ciclo de amplificacdo, gerando assim resultados bem
mais precisos, por envolver menor numero de etapas procedimentais passiveis de
agregar erros de leitura e contar com varias diretrizes que garantem sua eficiéncia
(NOLAN et al., 2006; TARAZONA et al., 2011).

Tais diretrizes envolvem procedimentos como a escolha de genes calibradores,
ou enddgenos, adequados a espécie estudada e as condi¢Bes experimentais, a existéncia
de diversos parametros a serem considerados durante o desenho de primers, que
garantem sua funcionalidade e a possibilidade de normalizacdo dos dados via ajustes
computacionais (HUGGETT et al., 2005).

Diante do exposto, esta pesquisa se relaciona ao estudo de genes
diferencialmente expressos em cafeeiros resistentes e suscetiveis, em resposta a
infeccdo por P. syringae pv. garcae, assim como, a associacdo entre expressdo génica e

mecanismos de defesa das plantas.

3 HIPOTESES

- E possivel associar a expressdo de genes diferencialmente expressos com 0s
mecanismos de defesa mais utilizados pelo cafeeiro durante resposta de defesa a macha-
aureolada?

- E possivel validar tal associacio e utilizar os genes de maior potencial como

marcadores de resisténcia ou suscetibilidade no processo de selecao assistida?

4 OBJETIVOS
4.1 Objetivos principais

Estudar genes diferencialmente expressos em cafeeiros resistentes e suscetiveis,
em resposta a infeccdo por P. syringae pv. garcae, assim como, a associacdo entre sua

expressao génica e os mecanismos de defesa das plantas.

4.2 Objetivos especificos
Validar as analises de RNA- seq realizadas no Laboratério de Biologia

Molecular do Centro de Café do Instituto Agronémico de Campinas (IAC), via RT-
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gPCR, e selecionar os genes com maior potencial para serem utilizados como

marcadores de resisténcia ou suscetibilidade no processo de sele¢éo assistida.

5 MATERIAL E METODOS

5.1 Material Vegetal
Os estudos foram conduzidos com cultivares de cafeeiros da espécie C. arabica

previamente avaliados em relagdo a resisténcia & mancha-areolada, sendo a cultivar IAC
125 RN utilizada como padrdo de suscetibilidade e a cultivar IPR102 como padrdo de
resisténcia.

Sementes desses gendtipos foram germinadas em areia, sendo transplantadas
para tubetes de 180 cm® com substrato vegetal adicionado de Osmocot® (3g L™) e
mantidos em casa de vegetacdo até atingirem de 4 a 5 pares de folhas.

5.2 Preparo do indculo, inoculacdes e coleta do material vegetal

Para o estudo, foi utilizada a linhagem IBSBF 1197 da Colecdo de Culturas de
Fitobactérias do Instituto Bioldgico. A linhagem foi reativada em meio de cultura
nutriente agar e apos a multiplicacdo de coldnias puras, as células foram suspendidas em
agua destilada e a suspensdo resultante ajustada em espectrofotdmetro para conter
aproximadamente 10° UFC.mL™ (LELLIOT e STEAD 1987).

A inoculagdo do patégeno no material vegetal foi realizada via infiltragdo de
suspensdo bacteriana no limbo foliar (Figura 6) com auxilio de seringa hipodérmica,

totalizando 12 plantas por gendtipo.

18



Figura 6 - Folha de cafeeiro da cultivar IPR102, inoculada pela metodologia de

infiltragdo com a linhagem IBSBF 1197 de Pseudomonas syringae pv. garcae.

Dois grupos controle foram estabelecidos, sendo o primeiro composto por
plantas dos dois gendtipos infiltradas com agua destilada (n=12) e o segundo, composto
por cafeeiros saudaveis sem contato com o patégeno ou ferimentos causados pelas
inoculagdes (n=6).

Ap0s as inoculacdes as plantas foram mantidas em condi¢des de ambiente de
laboratdrio até o momento das coletas, realizadas oito e 24 horas ap0s as inoculacdes.
Durante este procedimento, as folhas foram congeladas em nitrogénio liquido para
evitar oxidacdo e, consequente, danos aos 4&cidos nucleicos e posteriormente

armazenadas em ultra freezer (- 80 °C).

5.3 Validacgao de genes candidatos
5.3.1 Extracao de RNA

O RNA total foi extraido das folhas coletadas utilizando-se protocolo baseado
em extracdo com cloreto de litio (CHANG et al., 1983). Dois gramas de tecido vegetal
foram macerados em nitrogénio liquido. Em seguida foram adicionados 25 ml de
tampéo de extracdo (CTAB 2%; PVP 2%; TRIS HCI pH = 8 10%; EDTA 5%; NaCl
40%; P-mercaptoetanol 2,6%), formando uma mistura homogénea.  Apl6s o
descongelamento, as amostras foram purificadas através da incubacdo em banho-maria
a 65°C por 30 minutos. Apds esse periodo, as amostras foram centrifugadas a 6°C por
15 minutos na rotagdo 7830 g. Posteriormente, o sobrenadante foi recuperado para
novos tubos, adicionado cloroférmio na proporcdo de % do volume de sobrenadante
obtido e homogeneizado manualmente. Tais procedimentos de purificacdo foram
repetidos trés vezes. Em sequéncia o sobrenadante foi recuperado e seu volume medido
precisamente. Entdo, foi adicionado cloreto de litio (LiCl 12M) para concentragéo final
de 2,5M e incubado a 4°C ‘overnight’. No dia seguinte, as amostras foram centrifugadas
a 6°C por 35 minutos na rotacdo 7830 g. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e o
pellet purificado com cloreto de litio (LiCl 2,5M). Apds o descolamento dos pellets, as
amostras foram centrifugadas novamente a 6°C por 35 minutos na rotagdo 7830 g,
sendo os sobrenadantes descartados e os pellets deixados para secar em temperatura

ambiente por 15 minutos. Ao final, os pellets foram resuspendidos em H,O DEPC.
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O RNA total foi quantificado em equipamento nanodrop L-QUANT, (Loccus
Biotecnologia) e o armazenamento de todas as amostras de RNA bruto foi realizado em
ultra freezer (- 80°C).

5.3.2 Tratamento de RNA

Para a eliminar possiveis DNAs contaminantes, as amostras de RNA total foram
tratadas utilizando-se o kit RQ1l RNase-Free DNase (Promega), seguindo as
recomendacdes do fabricante. A quantificacdo do RNA tratado foi feita em nanodrop L-
QUANT2 (Loccus Biotecnologia). Os RNAs tratados foram armazenados em ultra
freezer (- 80°C).

5.3.3 Sintese de cDNA.

A sintese de cDNAs foi realizada utilizando-se o kit Improm 1™ Reverse
Transcription System (Promega), seguindo o protocolo do fabricante. A quantificacdo
do cDNA foi feita em nanodrop L-QUANT, (Loccus Biotecnologia). Apoés
quantificacdo, todas as amostras de cDNA bruto foram armazenadas em freezer a -
20°C.

5.3.4 Escolha do gene normalizador ou enddgeno

Diversos genes frequentemente empregados como controles enddgenos em
andlises de Real- Time Quantitative Reverse Transcription PCR (RT-gPCR) realizadas
no Laboratério de Biologia Molecular do Centro de Café Alcides Carvalho (IAC),
foram avaliados em funcdo da estabilidade de expressdo nas amostras suscetiveis e
resistentes utilizadas neste trabalho. Os genes 2761 (Actina), 13232 GAPDH
(gliceraldeido-3-fosfato ~ desidrogenase), 7234 GAPDH2 (gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase), POLY (Poli Ubiquitina) e 3039 (hidrolase) foram testados em todas as
amostras, sendo subsequentemente ranqueados quanto a sua estabilidade em quatro
algoritmos distintos (Delta Ct, BestKeeper, Normfinder e Genorm). Tais analises foram
realizadas em triplicatas, sendo 750ng a quantidade minima de cDNA inicial utilizada
nas reacdes RT-qPCR (Tabela 1).

Tabela 1 - Ranking de estabilidade dos genes de referéncia obtido pela combinagao de
resultados dos algoritimos Delta Ct, Bestkeeper, Normfinder e Genorm.

Ranking

geral Genes Delta Ct  BestKeeper Normfinder Genorm
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1 Actina - 2761 1 3 1 2

3 GAPDH 3 4 3 1
4 POLY 4 5 4 1
5 Hidrolase - 3039 5 2 5 4

Os resultados obtidos permitiram a definicio do gene GAPDH2 como
normalizador para as anélises de expressao dos genes alvo selecionados neste trabalho,
pois este apresentou um Unico pico de dissociacdo para todas as amostras testadas e
demonstrou uma maior estabilidade de expressdo tanto em amostras suscetiveis quanto

em amostras resistentes.

5.3.5 Desenho de primers

Primeiramente, utilizando-se o algoritmo tBLASTX, foram comparadas as
sequéncias de ESTs de banco de dados publicos (NCBI), com as sequéncias génicas
obtidas em analises de RNA-seq realizadas no Laboratério de Biologia Molecular do
Centro de Café do Instituto Agronémico de Campinas em parceria com a Embrapa
Informéatica Agropecuéria, Embrapa Tabuleiros Costeiros e FIOCRUZ  que
correspondem a seis genes diferencialmente expressos possivelmente envolvidos em
alguns mecanismos de resisténcia associados a infeccdo por P. syringae pv. garcae.

Para classificar a parte funcional da proteina codificada por um gene, bem como
por sua matriz de leitura, foram utilizadas as ferramentas Open Reading Frame Finder
(ORF FINDER) e a busca dos dominios conservados.

Apds essas analises, os primers foram desenhados com o auxilio do programa
Primer Express 3.0 (Applied Biosystems) e de algumas especificacdes que garantem a
eficiéncia da técnica de PCR em tempo real, como a temperatura ideal de anelamento
entre 58 e 60°C, o tamanho do fragmento amplificado entre 80 e 150 pb, a quantidade
de guanina e citosina menor que 50% do total de bases e a impossibilidade de formacéo

de homodimeros, heterodimeros ou harpin em temperaturas acima de 20°C (Tabela 2).

Tabela 2 - Sequéncias de nucleotideos dos primers usados para a validacdo de

expressao génica via RT-PCR.

Genes Foward primer Reverse primer

5 -3 5 -3
'Flj'g?énsss?grtador de GCAATTATTTCTCAGGCCCTTAAT AACCTGGCCTTCATACTTGG
Glutaredoxina C11 TGCAAGCGGAAGGGAAAT CATCCTTAGCCGATCCTACAAA
Inibidor de cisteino GGGCACATACCGCGATAAA CAGTTGGAGAGTAGCACTTGATTA
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protease 4
Snakin-2 CTTAAACGAACCACCACCAATTAC ACATATGCTGCACACCGATAA
WIN1 ACTCTCTGCAAATTCCCTTAACT CCTAGCCACACCCTCCT

Proteina  quinase

. . TCAGTTGACCCTCACCAAATC CTATGATGACGAGAGCCACAAG
serina/treonina

5.3.6 Eficiéncia dos primers

Todos os primers tiveram sua eficiéncia de amplificacdo determinada por meio
de uma curva padrdo originada a partir de reacbes de PCR em tempo real, nas quais
foram utilizadas as seguintes diluicBes seriadas de cDNA: 750 ng.puL™?, 500 ng.pL™, 375
ng.uL™, 200 ng.uL™ e 100 ng.uL™. A curva padréo gerada para cada um dos genes foi
representada pelo o valor Ct (Ciclos de detecgdo de florescéncia ou “Cycle Threshold™),
correspondente versus o log da quantidade de cDNA utilizada na reacdo. A partir do
slope desta curva foi possivel calcular a eficiéncia de amplificagdo (E) dos primers, por
meio da formula: E = [10051°P9) _ 1] x 100.

Tabela 3 - Eficiéncia de amplificacdo dos pares de primers utilizados nas reacfes de

PCR em tempo real.

Genes Slope R2* Eficacia**  Eficiéncia (%)
Glutaredoxina C11 -3,52 0,91 1.92 92
Inibidor de cisteino protease 4 -2,93 0,97 2,19 119
Transportador de potassio -3,85 0,92 1,82 82
Proteina quinase serina/treonina -3,71 0,93 1,86 86
Snakin-2 -3,55 0,96 1,91 91
WIN1 -3,67 0,9 1,87 87

* R? coeficiente de correlacdo do slope da curva padrdo. ** Eficacia, calculado de
acordo com a formula 10" Um valor de eficécia de 2,0 indica uma reacéo de PCR
100% eficiente.

5.3.7 Quantificacdo da expressao dos genes

A partir do cDNA sintetizado, foram realizadas analises de expressdo via RT-
PCR quantitativo, em Plataforma AB7300 System (Applied Biosystems) com
SYBR®Green Kit. As reacGes foram montadas, em placa, em triplicata para trés
repeticdes bioldgicas representadas por pools de folhas coletados nos diferentes
tratamentos. As condi¢des de reacdes foram as mesmas descritas por Iskandar et al.
(2004). Seis microlitros de cada amostra foram distribuidos em trés dos ‘pocinhos’ da
placa de reagOes, totalizado um volume de 2ul por pogo. Em seguida, em cada poco
foram adicionados 15 pl de mix de RT-gPCR (GoTaq 2X; Primer forward 10 mM,;
Primer reverse 10 mM; Cxr dye; H20 millig). Ao final a placa foi selada com adesivo

plastico préprio e posicionada no equipamento para corrida.
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Para confirmar a presenca de amplicons unicos, os produtos do PCR foram
submetidos a curva de dissociacdo com temperatura variando entre 60 °C e 95 °C. Os
resultados foram analisados atraves do software SDS version 1.3.1(Applied Biossistens)
e a frequéncia dos transcritos foi estimada através do uso dos parametros “treshold”,
“baseline” ¢ Ct (ISKANDAR et al.,, 2004). Em todas as analises, 0s niveis de
transcri¢do dos genes alvo foram normalizados utilizando o perfil transcricional do gene
endogeno.

Para quantificar a expressdo dos transcritos em cada amostra foram realizados
calculos estatisticos em Microsoft Office Excel, a partir dos valores dos ciclos de
deteccdo Ct. Foram calculados o desvio padrdo e a média aritmética entre os Cts das
triplicatas de cada amostra e em seguida calculados os ACTs, ¢ AACTs de todas as

amostras pelas formulas descritas por Livak e Schmittgen (2001):

ACT = (X nalvo — X n endb6geno)

AACT = (ACT n — ACT calibrador)

Por fim, para obter a expressdo relativa do gene em cada amostra foi calculada a

poténcia (P) a partir da seguinte férmula (Livak e Schmittgen, 2001):

p = 2—AACT1’l
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6 RESULTADOS

Os resultados das analises de expressdao génica dos seis genes estudados,
efetuados via RT-gPCR, estdo apresentados nas figuras sete a treze.

E importante ressaltar que previamente trés genes foram identificados com
maior expressdo em plantas da cultivar IPR 102, resistente, e trés genes foram
reprimidos em plantas suscetiveis da cultivar IAC 125 RN, ambas inoculadas
artificialmente com a linhagem IBSBF 1197 de P. syringae pv. garcae pela técnica de
abrasdo. Sao eles: Transportador de potassio, Glutaredoxina C11 e Inibidor de cisteino
protease 4 (maior expressdo) e, Snakin2, WINL1 e Proteina quinase serina/treonina

(expressdo minimizada/reprimida).

6.1 Gene Proteina quinase serina/treonina
Os resultados da RT-gPCR revelaram que os primers desenhados para o gene

LRR resultaram em uma amplificacdo inespecifica, identificada pela expressdo de mais
de um transcrito que podem ser determinados pela presenca de picos diferenciados na
curva de dissociacdo (Figura 7). Por este motivo, ndo foi posssivel analisar a expressdo

relativa do gene LRR em relacdo aos gendtipos avaliados em diferentes tratamentos.
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Figura 7: Curva de dissociacdo do gene Proteina quinase serina/treonina (LRR) demonstrando
a amplificagdo inespecifica do primer em pelo menos quatro transcritos distintos (Setas).

6.2 Gene Glutaredoxina C11
A expresséo relativa do gene GC11 em plantas controle de ambas as cultivares

revelou-se de baixa atividade (Figura 8). Apos oito horas das infiltragbes notou-se a

reducdo da expressdo relativa em ambos os gendtipos e independente do tratamento.
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Vinte e quatro horas apo0s as infiltracbes foram detectados os maiores niveis de
expressao relativa, sendo que, na cultivar IPR102 detectou-se maior atividade do gene
quando as plantas foram infiltradas com &gua destilada, sendo esta aproximadamente
seis vezes maior do que no tratamento controle. Por outro lado, as plantas da cultivar
IAC 125 RN inoculadas com a bactéria apresentaram maior expressao em relacdo as

plantas infiltradas com 4gua no mesmo periodo (Figura 8).

Expressdo Relativa
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Figura 8 - Expressao relativa do gene Glutaredoxina C11, em cafeeiros resistentes da cultivar
IPR102 e suscetiveis da cultivar IAC 125 RN, analisadas em plantas sadias (controle) e apds 8 e
24 horas apos as infiltragdes (HAI) das folhas com agua destilada ou com a linhagem bacteriana
IBSBF 1197 Pseudomonas syringae pv. garcae.

6.3 Gene Inibidor de cisteino protease 4
A expressao relativa do gene ICP4 em plantas controle revelou ser de maior

magnitude em cafeeiros suscetiveis da cultivar IAC 125 RN quando em relagcdo aos
cafeeiros resistentes da cultivar IPR102 (Figura 9). A tendéncia de expressdo apos a
infiltracdo com agua ou com a bactéria foi bastante diferente entre os gendtipos. Apos
oito horas da infiltracdo com a bactéria ambos 0s genotipos apresentaram reducdo da
expressao, sendo de maior magnitude em plantas da cultivar IAC 125 RN. Além disso,
as plantas desta mesma cultivar infiltradas com agua revelaram expressao similar aquela
observada em plantas inoculadas com a bactéria, enquanto que a cultivar IPR 102
demonstrou tendéncia de aumento da expressdo em plantas infiltradas com agua. No

periodo de 24 HAI plantas da cultivar IPR 102 infiltradas com a bactéria reduziram a
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atividade do gene CPI4 em relacdo ao periodo anterior assim como ao tratamento
controle. J& as plantas infiltradas com agua apresentaram o maior pico de expressao do
gene, nesta mesma cultivar. Ainda neste periodo, a expressdo do gene CP14 em plantas
da cultivar IAC 125 RN inoculadas com a bactéria apresentou um pequeno aumento em
relacdo ao periodo anterior, mas continuou se mantendo em menor magnitude em
relacdo as plantas controle. Ao mesmo tempo, as plantas desta cultivar infiltradas com
adgua mantiveram a atividade de expressdo em niveis menores do que em plantas

controle (Figura 9).
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Figura 9 - Expressao relativa do gene Inibidor de cisteino protease 4, em cafeeiros resistentes
da cultivar IPR102 e suscetiveis da cultivar IAC 125 RN, analisadas em plantas sadias
(controle) e apds 8 e 24 horas apos as infiltragdes (HAI) das folhas com agua destilada ou com a
linhagem bacteriana IBSBF 1197 Pseudomonas syringae pv. garcae.
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6.4 Gene WIN 1
A expressdo do gene WINL1 apresentou maior atividade em plantas controle, de

ambas as cultivares quando em comparacgdo aos periodos apds as inoculagdes e maior
magnitude na cultivar IPR 102 (Figura 10). No periodo de 8 HAI com bactéria a gene
foi reprimido em ambos gendtipos em relacdo ao tratamento controle, sendo que o
mesmo foi observado nas plantas infiltradas com agua. Vinte e quatro HAI ambos 0s
gendtipos, independente do tratamento aplicado, apresentaram atividade diminuta do
gene WIN 1 n&o sendo detecdata diferenca na expressdo relativa deste gene entre as
cultivares, como obervado em plantas controle ou 8 HAI inoculadas com P. syringae
pv. garcae (Figura 10).
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Figura 10 - Expresséo relativa do gene WIN 1, em cafeeiros resistentes da cultivar IPR102 e
suscetiveis da cultivar IAC 125 RN, analisadas em plantas sadias (controle) e ap6s 8 e 24 horas
apos as infiltragbes (HAI) das folhas com agua destilada ou com a linhagem bacteriana IBSBF
1197 Pseudomonas syringae pv. garcae.

6.5 Gene Transportador de potéssio
A expressdo do gene TP revelou que plantas controles de ambas as cultivares,

ndo inoculadas, apresentam nivel basal de expressdo génica (Figura 11). Apos oito
horas da inoculacdo com a bactéria detectou-se um pico significante de expressao
relativa, aproximadamente cinco vezes maior em plantas resistentes da cultivar IPR102,
quando em comparacdo com plantas suscetiveis da cultivar IAC125RN. No mesmo
periodo, todas as plantas infiltradas com agua destilada apresentaram baixa expressdo
relativa, sendo esta similar a da cultivar IAC 125 RN inoculada coma bactéria. Vinte e
quatro horas apds a inoculacdo, a expressao relativa do TP na cultivar IPR 102
apresentou baixo nivel de expressdo nos dois tratamentos realizados. Ja as plantas da
cultivar suscetivel IAC 125 RN infiltradas com a bactéria apresentaram ligeiro aumento
da expressdo em relacdo em relacdo ao periodo anterior e também em relacédo as plantas

infiltradas com agua (Figura 11).
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Figura 11 - Expresséo relativa do gene Transportador de potéassio, em cafeeiros resistentes da
cultivar IPR102 e suscetiveis da cultivar IAC 125 RN, analisadas em plantas sadias (controle) e
apos 8 e 24 horas apos as infiltracdes (HAI) das folhas com &gua destilada ou com a linhagem
bacteriana IBSBF 1197 Pseudomonas syringae pv. garcae.

6.6 Gene Snakin-2
Os resultados da expressao relativa do gene Snakin-2 revelaram que, em plantas

controles, ndo infiltradas, da cultivar resistente IPR102 a expressdo génica foi minima,
enquanto que em plantas controles, da cultivar suscetivel IAC 125 RN a expressdo
génica apresentou baixa atividade (Figura 12). Oito horas ap6s a inoculacdo, ambos 0s
genoétipos apresentaram aumento da expressdo relativa independente do tratamento
realizado. Vinte e quatro horas ap6s as inoculacdes, plantas da cultivar IPR 102
apresentaram expressivo aumento na atividade do gene Snakin-2 especialmente quando
infiltradas com &gua. Na cultivar IAC 125 RN a expressdo deste gene revelou-se
normalizada nas plantas infiltradas com a bactéria e aumentada nas plantas infiltradas
com agua, tanto em relagdo ao periodo anterior e quanto ao tratamento controle (Figura
12).
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Figura 12 - Expresséo relativa do gene Snakin-2, em cafeeiros resistentes da cultivar IPR102 e
suscetiveis da cultivar IAC 125 RN, analisadas em plantas sadias (controle) e apds 8 e 24 horas
apos as infiltragbes (HAI) das folhas com agua destilada ou com a linhagem bacteriana IBSBF
1197 Pseudomonas syringae pv. garcae.
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7 DISCUSSAO

A técnica de RNAseq vem sendo utilizada no Laboratorio de Biologia Molecular
do Centro de Café do Instituto Agrondmico de Campinas com o intuito de estimar
niveis de expressdo génica diferencial, com potencial para atuarem como marcadores de
resisténcia especialmente ao bicho-mineiro (Leucoptera coffeella), e também para a
mancha-aureolada, causada por Pseudomonas syringae pv. garcae (dados nao
publicados) em auxilio ao programa de melhoramento genético de cafeeiros da
instituicao.

Neste sentido, as analises de RNAseq realizadas com um pool de amostras
coletadas nos tempos de 6 e 24h apos inoculacdo com a bacteéria, revelaram a presenca
de centenas de transcritos mais expressos em plantas resistentes da cultivar IPR 102 e,
por outro lado, reprimidos em gendtipo suscetivel da cultivar IAC 125 RN. Apds anélise
detalhada dos transcritos encontrados, foi possivel definir cerca de 20 genes com
expressao diferencial e com potencial para uso na selegéo de plantas.

Na presente dissertacéo, a expresséo de seis destes genes avaliada por meio da
técnica de RT-gPCR foi confrontada aos resultados de expressdo dos mesmos genes
quantificada por RNAseq visando a validagdo dos resultados.
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Os genes Transportador de potassio (TP), Glutaredoxina C11 (GC11) e Inibidor
de cisteino protease 4 (ICP4) se revelaram mais expressos em plantas resistentes da
cultivar IPR 102, enquanto que o0s genes Snakin2, WIN1 e Proteina quinase
serina/treonina (LRR) foram reprimidos em plantas suscetiveis da cultivar IAC 125
RN.—RNA-seq

Jé& de acordo com as analises de RT-qPCR efetuadas foi possivel verificar alguns
aspectos interessantes, no que diz respeito a validacdo dos resultados do RNAseq e
consequentemente realizar uma associacdo entre a expressdo relativa dos genes com
possivel mecanismos de defesa contidos nas plantas.

Primeiramente, o gene LRR ndo pode ser analisado via RT-gqPCR, pois, houve a
expressao de mais de um transcrito, inviabilizando a anélise da expressdo relativa.

Ja os resultados obtidos nas analises de RNAseq referentes aos genes GC11 e
ICP4, os quais indicaram maior expressdo no genotipo resistente, a cultivar IPR 102,
parecem ser originados por razdes de outra natureza, como ferimentos causados pelas
inoculagdes, pois, ndo foram validados pelas analises de RT-gPCR.

De acordo com KOORNNEEF e PIETERSE (2008) glutaredoxinas atuam
indiretamente na sinalizacdo por JA em processos de defesa em Arabidopsis, embora
esteja também associado em atividades de interferéncia SA-JA. No entanto, 0s
resultados aqui descritos sdo insuficientes para associar a expressdo do gene GC11 com
processos metabdlicos de defesa do cafeeiro a P. syringae pv. garcae, uma vez que a
expressao relativa deste gene foi elevada 24 HAI em ambos os gendtipos, sendo ainda
maior na cultivar IPR 102 infiltrada com &gua, no mesmo periodo. A explicacdo mais
provavel para essa tendéncia de expressdo parece ser uma resposta aos ferimentos
causados na planta. Assim, a atividade do gene GC11 exibida nos experimentos nédo
permite a sua utilizacdo como marcador para a resisténcia e selecdo de plantas de
cafeeiros.

O gene ICP4, por sua vez, foi reprimido nos dois periodos analisados em ambos
0s genotipos e tratamentos em relacdo ao controle experimental. Apos a aplicagdo dos
tratamentos, 0 gene esteve mais expresso na cultivar IPR 102 quando as plantas foram
infiltradas com agua e ap6s 24 HAIL. Neste mesmo periodo, as plantas inoculadas com a
bactéria reprimiram a expressdo do gene, em relacdo as plantas controle. Este resultado
ndo corrobora os dados obtidos pelo RNAseq e também nos permite inferir que a
atuacdo deste gene na resposta de defesa de cafeeiros contra a mancha-aureolada é

pouco provavel ou ineficiente, Por outro lado, os estudos de TREMACOLDI (2009),
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revelaram que inibidores de proteases, em alguns casos, podem ser constituintes dos
tecidos ou induzidos sob o ataque de um microrganismo patogénico ou ferimentos por
herbivoria, reforcando a hipotese de que os resultados obtidos no RNAseq sdo
decorrentes dos ferimentos causados pela inoculacdo da bactéria. No entanto, se tais
inibidores podem ser constitutivos nas plantas, o fato da alta expressdo relativa na
cultivar IAC 125 RN em plantas sadias, em relacdo as plantas da cultivar IPR 102
merece atencdo, pois, essa diferenca pode ser de grande utilidade com marcador da
suscetibilidade de cafeeiros a doenca. Contudo, essa hipoOtese devera ser investigada a
partir de populacbes segregantes originarias destes genitores.

No que diz respeita a expressdo relativa do gene WINL, este apresentou maior
queda na taxa de expressao relativa em plantas suscetiveis da cultivar IAC 125 RN do
gue em plantas resistentes da cultivar IPR 102 durante a infeccdo por P. syringae pv.
garcae. Portanto, é possivel associar estes resultados com os dados obtidos pela técnica
de RNAseq, viabilizando a utilizacdo deste gene como marcador de resisténcia.

Segundo Gu et al. (2002) e Gutterson e Lynne Reuber (2004) o gene WIN1
codifica alguns FTs da familia EREBP(escrever por extenso), que sinalizam ou induzem
o fitorménio etileno. Assim, de acordo com 0s nossos resultados é possivel pressupor
que a rota metabolica do etileno parece ser suprimida durante a interacdo cafeeiro- P.
syringae pv. garcae, mas nao deve ser descartada, pois esta também parece ser o
primeiro gatilho utilizado pela planta para a inducdo de respostas de resisténcia, visto
que no periodo de 6HAI com bactéria, a taxa de expressdo relativa em plantas
resistentes da cultivar IPR 102 foi maior do que nas plantas suscetiveis da cultivar IAC
125 RN. Além disso, a alta taxa de expressao do gene WIN em plantas sadias de ambas
as cultivares indica ainda, que tais fatores de transcricdo sdo constituintes do tecido
vegetal.

Quanto a expressdo relativa do gene TP, as andlises efetuadas corroboram os
dados obtidos no RNAseq, validando a alta expressao relativa em tecidos foliares de
cafeeiros resistentes da cultivar IPR 102. Entretanto, o uso deste gene como marcador
depende estritamente da inoculagdo artificial do patdgeno para poder identificar as
plantas resistentes.

Por outro lado, o gene TP parece atuar diretamente no metabolismo de defesa
contra & mancha-aureolada, especialmente durante a fase inicial do processo patogénico

de P. syringae pv. garcae.
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De acordo com o estudo de Wang et al. (2013), o aumento do fluxo de potassio
nas células acarreta na intensificacdo da produgdo de compostos fendlicos, que atuam
como antioxidantes inibidores da proliferacdo de microrganismos. Além disso, segundo
Marschner (2012) ions potassio estdo diretamente associados na ativacdo de enzimas
catalizadoras de reacdes envolvidas em muitas vias de sinalizacdo utilizadas durante o
processo de resisténcia.

J& os resultados de expressdo relativa do gene Snakin-2 ndo parecem corroborar
as analises de RNAseq pois, quando inoculadas com a bactéria, as plantas da cultivar
suscetivel IAC 125 RN demonstraram aumento na expressdo génica no periodo de
6HAL. Além disso, nossos resultados indicam que a expressdo do gene Snakin-2 pode
estar envolvida na ativacdo de respostas de resisténcia a mancha-aureolada, sendo que,
plantas suscetiveis ativam o0 gene em estagios iniciais do processo infeccioso e
posteriormente, culminam em menor expressdo, sugerindo que a bactéria possa ter a
capacidade de inativar essa rota metabolica. J4, em plantas resistentes, tais respostas
parecem ser mais induzidas em estagios tardios do mesmo processo, provavelmente por
que nos estagios iniciais de infeccdo sdo requisitados outros genes, como o TP. Sendo
assim, existe a possibilidade das respostas observadas estarem envolvidas com a
inducdo de respostas de defesa mediadas por vias do JA e com a degradagio de
proteinas DELLA, como mencionado por HERBEL et al. (2016).

Ainda, a expressdo diferencial observada em situacdo de controle pode subsidiar
a utilizacdo deste gene como marcador de suscetibilidade, mas confirmacdo em

populacOes segregantes é necessaria.
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8 CONCLUSOES

Dentre os seis genes avaliados, apenas os genes TP e WIN 1 foram validados,
por apresentarem perfil de expressdo compativel entre as técnicas RNAseq e RT- qPCR,
na avalicao do transcripitoma.

O gene TP pode ser utilizado como marcador para viabilizar o processo de
selecdo assistida quanto a resisténcia & mancha-aureolada de cafeeiro, desde que as
plantas sejam inoculadas com o patdgeno.

Os genes Snakin-2 e ICP4 revelaram tendéncia diferencial de expressdo em
situacdo de controle - plantas ndo inoculadas - o que poderia justificar a utilizagdo dos
mesmos como marcadores de susceptibilidade, desde que esta hipdtese seja validada em
populacdes segregantes originarias dos genitores estudados.

Os mecanismos de resisténcia induzidos em resposta a mancha-aureolada,
parecem ativar rotas metabdlicas associadas aos genes TP e Snakin-2, ainda
desconhecidas e ao acido jasmonico.

Os baixos niveis de expressdo do gene WIN1 sugerem que o fitorménio etileno

tem pouca relevancia na resposta de defesa desta interacdo planta-patégeno.

9 PERSPECTIVAS FUTURAS

e ldentificacdo de polimorfismos entre cada um dos genes TP, WIN 1, Snakin-2 e
ICP4.

e Sintese de DNA a partir dos transcritos obtidos pela analise de RNA-seq e
desenvolvimento de marcadores moleculares que sirvam como ferramenta para o
“screening” de populagdes.

e Verificagdo da possibilidade de utilizar os genes Snakin-2 e ICP4 como
marcadores diretamente na técnica de RT-qPCR, visando ao “screening” de

populagdes.
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