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RESUMO: Fontes de resisténcia ao nematoide das galhas Meloidogyne paranaensis foram encontradas em cafeeiros
silvestres de Coffea arabica. Esses cafeeiros resistentes representam importante fonte de variabilidade genética para o
desenvolvimento de novas cultivares resistentes, dada a maior facilidade de hibridacdo com as cultivares comerciais da
espécie e a consequente transferéncia dos genes de resisténcia, assim como, a recuperagdo mais rapida dos caracteres
agrondmicos do parental recorrente, contribuindo para abreviagdo do tempo e dos recursos investidos no melhoramento
convencional da espécie. Com o objetivo de obter informacdes sobre a interacdo molecular entre cafeeiros silvestres de
C. arabica e M. paranaensis foi realizada analise dos perfis de expressdo de alguns genes relacionados ao metabolismo
antioxidante, a defesa de plantas a patdgenos e ao ciclo celular. Os resultados da analise de expressdo génica relativa do
cafeeiro IAC 2279-5B resistente a M. paranaensis e do controle suscetivel Mundo Novo IAC 515-20 indicam que as
respostas de defesa ao nematoide estéo relacionadas a via do acido salicilico.

PALAVRAS-CHAVE: melhoramento genético do cafeeiro, nematoides das galhas, resisténcia genética.

GENE EXPRESSION ANALYSIS OF INTERACTION BETWEEN WILD Coffea arabica
TREES AND Meloidogyne paranaensis

ABSTRACT: Sources of resistance to root-knot nematodes Meloidogyne paranaensis were identified in wild Coffea
arabica trees. These resistant plants represent important source of genetic variability for the development of new
resistant cultivars. These plants may be easily crossed with commercial cultivars to transfer resistance genes, allowing
faster recovery of agronomic traits from recurrent parental, contributing to shortening the time and resources invested in
the traditional coffee breeding. In order to gather information about molecular interaction between wild coffee of C.
arabica and M. paranaensis we performed an analysis of expression profiles of several genes related to antioxidant
metabolism, defense of plants to pathogens and cell cycle. Gene expression analysis on coffee IAC 2279-5B resistant to
M. paranaensis and on susceptible control Mundo Novo IAC 515-20 indicated that defense response is associated with
salicylic acid pathway.

KEYWORDS: coffee breeding, root-knot nematodes, genetic resistance.
INTRODUCAO

A agressividade de Meloidogyne paranaensis e sua crescente disseminagio em regides produtoras de café a colocam
como séria ameaga a cultura no Brasil nos estados de Sdo Paulo, Parana (CAMPOS & VILLAIN, 2005) e Minas Gerais
(CASTRO et al, 2008), assim como em paises da América Central (VILLAIN et al., 2013).

Com exceg¢do da cultivar [IPR 100 (SERA et al., 2007) todas as cultivares registradas de Coffea arabica sdo altamente
suscetiveis a M. paranaensis. Em areas infestadas por nematoides dessa espécie, o cultivo de C. arabica s6 tem sido
possivel devido a utilizagdo de porta-enxertos de C. canephora resistentes (BERTRAND et al., 2000; CAMPOS &
SILVA, 2008).

Fontes de resisténcia a M. paranaensis foram encontradas em acessos silvestres de C. arabica oriundos da Etiopia
(SILVAROLLA et al., 1998, ANZUETO et al., 2001; BOISSEAU et al., 2009; FATOBENE, 2014). Esses cafeeiros
resistentes representam importante fonte de variabilidade para o desenvolvimento de novas cultivares, dada a maior
facilidade de hibridacdo com as cultivares da espécie e a consequente transferéncia dos genes de resisténcia, assim
como, a recuperagdo mais rapida dos caracteres agrondmicos do parental recorrente, contribuindo para abreviagdo do
tempo e dos recursos investidos no melhoramento convencional da espécie.
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Embora muitos progressos ja tenham sido alcancados através dos métodos convencionais de melhoramento, deve-se
salientar que o longo ciclo de vida da cultura e as diferentes formas de reprodugdo das espécies silvestres e comerciais
de Coffea sdo fatores que dificultam o melhoramento genético do cafeeiro, tornando o processo longo e oneroso. Nesse
contexto, a incorporagdo de técnicas biotecnologicas podem constituir valiosas ferramentas para o melhoramento das
cultivares modernas, viabilizando a identificagdo e introdugdo de genes de interesse (MALUF, 2008;
ALBUQUERQUE, 2009), como aqueles responsaveis pela expressdo da resisténcia aos nematoides.

Com o objetivo de obter informagdes sobre a interagdo molecular entre cafeeiros silvestres de C. arabica ¢ M.
paranaensis, foi realizada andlise dos perfis de expressdo de alguns genes relacionados ao metabolismo antioxidante, a
defesa de plantas a patégenos e ao ciclo celular.

MATERIAL E METODOS

Para a analise de expressdo génica foram utilizados dois gendtipos: o acesso silvestre de C. arabica IAC 2279-5B,
classificado como resistente a M. paranaensis (FATOBENE, 2014) ¢ a testemunha suscetivel Mundo Novo IAC 515-
20. Foram utilizadas plantas de um ano de idade, cultivadas em vasos de 500 ml em substrato composto de mistura de
Latossolo Vermelho-Amarelo Distrofico Tipico e areia 1:1 (v:v), autoclavada por 2 horas a 127 °C e fertilizada de
acordo com recomendagdes para a cultura. As plantas foram inoculadas com 5000 juvenis de segundo estadio coletados
em Funil de Baermann. A cada tempo de coleta quatro plantas foram amostradas.

Foram coletadas raizes secundarias dos tratamentos antes da inoculagdo (tempo 0), e nos tempos correspondentes a
infec¢do ¢ inicio da migra¢do dos juvenis no cortex radicular (12 horas apds a inoculag@o- hai), migracdo e inicio de
estimulo dos sitios de alimentagéo por alguns dos juvenis (7 dias apds a inoculagdo - dai) e quando sitios de alimentagdo
ja estavam bem estabelecidos (14 dias apds a inoculag@o) (SEVERINO et al., 2012). As amostras foram armazenadas a
—-80 °C.

A extracdo do RNA foi realizada conforme protocolo Trizol® (Applied Biosystems), com a adaptagdo de um tampao
CTAB no inicio da extragdo. O RNA foi obtido a partir de aproximadamente 2g de raizes secundérias submetidas a
maceracdo em nitrogénio liquido. A qualidade do RNA foi avaliada em gel desnaturante de agarose [1%]. A
quantifica¢do do RNA foi realizada por espectrofotometria (OD220-280nm).

Para a sintese de cDNA, as amostras de RNA foram tratadas com DNAse (RQ1 RNase-Free DNase — Promega),
seguindo o protocolo do fabricante. Em seguida, o cDNA foi sintetizado utilizando o Kit RevertAid H Minus First
Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific). Foram sintetizadas quatro aliquotas independentes de cDNA de cada
planta amostrada, os quais foram misturados para a obten¢do de um bulk das amostras, facilitando as analises de
expressdo génica.

A selecdo de genes para as analises de expressdo génica foi realizada em fun¢o de informagdes prévias da literatura.
Genes potencialmente associados com a resisténcia de plantas a patéogenos, com o metabolismo antioxidante e com
fungdes do ciclo celular foram selecionados como genes candidatos para o estudo (Tabela 1).

Tabela 1. Descrigdo dos genes avaliados na interagdo entre cafeeiros resistente e suscetivel de Coffea arabica
inoculados com Meloidogyne paranaensis.

Gene Descrigdo

CELL DIV Cell division cycle protein

BETA Beta tubulin

DNAM DNA methyltransferase

APX Ascorbate peroxidase

CAT Catalase

CaPrx Class III peroxidase

EDS1 Enhanced disease susceptibility 1

PAD4 Phytoalexin deficient 4

LTP Lipid transfer protein [Atriplex nummularia]
RARI1 Required forMlal?2 resistance

PAL Phenilalanine amonia-lyase

NPR1 Non-expressor of pathogenesis related genes-1

Para a identificacdo de sequéncias génicas homoélogas em café foram realizadas buscas dirigidas no Banco de Dados do
Genoma Café (http://www.lge.ibi.unicamp.br/cafe/) e no banco de dados das Solandceas (http://solgenomics.net/).

As amostras de cDNA foram entdo submetidas as analises de expressdo génica. As condigdes de reacdes foram as
mesmas descritas por ISKANDAR et al. (2004). Para uma reagdo com volume final de 15 pL foram utilizados 2 uL de
c¢DNA na concentragdo de 1000 ng/uL, 4,6 uL de agua ultra pura tratada com DEPC, 0,45 pL de cada primer (forward e
reverse) diluidos a 10 pmol e 7,5 uL de SYBR green master mix (Fermentas). O controle endogeno escolhido foi o gene
que codifica GAPDH - Desidrogenase gliceraldeido 3-fosfato por apresentar maior estabilidade dos Ct’s nas amostras
analisadas.
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Para maior confiabilidade dos resultados todas as amostras foram analisadas em triplicatas. Foram utilizadas também
amostras sem adi¢do de cDNA, como controle negativo, para detectar qualquer sinal de contaminagéo. Para confirmar a
presenca de amplicons unicos, os produtos do PCR foram submetidos a curva de dissociagdo com temperatura variando
entre 60°C e 95°C. Todas as placas foram feitas em triplicatas para aumentar a precisdo experimental.

Os resultados obtidos em plataforma de PCR em tempo real foram submetidos a quantificacdo relativa (QR), sendo que
o calibrador, para todos os genes testados foi o controle suscetivel antes da inoculagdo. As condigdes da reagdo sdo
aquelas especificadas pelo fabricante e foram realizadas em termociclador ABI Prism 7300 Sequence Detection System
(Perkin-Elmer Applied Biosystem), seguindo as etapas de configuracdo e ajuste de dados; eliminagdo de
amostras (se necessario); delimitacdo do Threshold ou nivel do sinal normalizado usado para determinar
o Cr; obtencdo do numero de ciclos limite para cada amostra (CT); calculo da QR de expressio;
comparacdo dos valores de QR de cada amostra. Os resultados das QR dos genes selecionados foram analisados
utilizando-se o valor de 2 *4€T onde AACt = ACr (amostra) — ACr (gene calibrador); ACt (amostra) = Cr (gene alvo) —
Cr(enddgeno); ACr (calibrador) = Cr (tempos de infec¢do) — Cr (enddgeno).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os genes reguladores de fungdes basicas das células CELL DIV, BETA e DNAM ndo apresentaram expressiao
diferencial entre os genotipos resistente e suscetivel, nem entre os tempos de coleta, com tendéncia de repressdo entre 7
dai e 14 dai (Figura 1).

Os genes do metabolismo oxidativo APX, CAT e CaPrx apresentaram perfis de expressdo distintos. APX foi reprimido
no gendtipo resistente a partir de 7 dai, e nfo apresentou alteragdo do perfil de expressdo no gendtipo suscetivel. O gene
CAT foi reprimido no genotipo suscetivel as 12 hai, aproximando-se ao padrdo observado na planta resistente. Ja o gene
CaPrx foi ativado as 12 hai em ambos os gendtipos, sobretudo no suscetivel, e posteriormente reprimido (Figura 1).

Em geral, os genes relacionados a resposta de defesa a patdgenos em plantas apresentaram aumento da expressdo entre
12 hai e 7 dai. Os genes EDS1 e PAD4, que atuam em conjunto no estimulo da produg@o de acido salicilico e
ocorréncia de resposta de hipersensibilidade (FEYS et al., 2005; RIETZ, 2011) apresentaram aumento da expressdo a
partir das 12 hai e pico de expressdo aos 7 dai. O mesmo padrio de expressdo foi observado para o gene LTP, que
codifica proteinas sinalizadoras auxiliando uma resposta de resisténcia sistémica adquirida (SAR).

RARI, que atua como regulador das respostas de defesa coordenando a degradagdo e furnover de proteinas envolvidas
na sinaliza¢do de defesa (DICKINSON, 2003), apresentou tendéncia de aumento da expressdo a partir de 7 dai, quando
os genes de defesa comegam a ser reprimidos.

O gene PAL codifica a fenilalanina aménia liase que € a primeira enzima na via de sintese do 4cido salicilico a partir do
acido cindmico (TAIZ & ZEIGER, 2004). Este gene apresentou maior expressdo nos estagios precoces da infecgdo (12
hai) no gendtipo suscetivel, com posterior decréscimo até os 7 dai, enquanto que na planta resistente nio foi observada
alteragdo da expressdo no decorrer da infecgdo dos nematoides.

NPR1 ¢ um receptor do acido salicilico (WU et al. 2012) e estd envolvido na regulacdo da transcricdo de inimeros
genes relacionadas a patogénese (PR) (PIETERSE et al. 1998), como os LTPs (PR-14). Também ¢ um regulador
positivo da resposta de defesa a estresses bidticos e ¢ considerado o principal regulador da reagdo de defesa
(BALDERAS-HERNANDEZ, 2013). Em nosso estudo, o gene NPRI apresentou ativagdo antecipada no gendtipo
resistente as 12 hai.

A analise da expressdo génica de cafeeiros resistente e suscetivel de C. arabica evidenciou que a maioria dos genes
avaliados ndo apresentou expressdo diferencial entre os gendtipos resistente e suscetivel inoculados com M.
paranaensis. ALBUQUERQUE (2009) também observou que 47 genes, dos 90 que avaliou, ndo apresentaram alteragdo
nos perfis de expressdo durante a interagdo de cafeeiros resistentes e suscetiveis e M. incognita, e que aqueles que foram
alterados sofreram ativagio tanto na rea¢do compativel como na incompativel.

A ativagdo e repressdo génica decorrente da interagdo molecular entre planta hospedeira e nematoide fazem parte de
uma reprogramacdo geral da expressdo genica da planta, necessaria ao desenvolvimento dos sitios de alimentagdo
(GHEYSEN & FENOLL, 2002).

Em ambos os genétipos ndo foram observadas alteragdes expressivas na expressdo dos genes APX e CAT. Tal perfil
nio permite conclusdes sobre a participagdo destes genes na resposta de defesa. A ativagdo de CaPrx as 12 hai,
sobretudo no genotipo suscetivel também observada por SEVERINO et al. (2012), pode estar relacionada a degradacdo
do H>0O,, ou a uma fung¢do antagdnica aos genes APX e CAT, uma vez que algumas peroxidases apoplasticas podem
participar da biossintese de espécies reativas de oxigénio (DICKINSON, 2003). Estudos abordando a atividade das
enzimas do metabolismo oxidativo e quantificagdo de H,O, nos tecidos podem ser uteis no entendimento da fungdo
destes genes na interag@o cafeeiros x nematoides.

Ao contrario do observado por ALBUQUERQUE (2009), houve alteragdo do padrio da expressdo do gene PAL nos
dois gendtipos. Ativacdo do gene PAL também foi observada na interagdo incompativel entre soja ¢ M. javanica
(BENEVENTI et al., 2013). Além do papel na biossintese de AS, ligninas e flavonoides, proteinas codificadas pelo
gene PAL podem atuar como inibidores da produgdo e detoxificagdo de H,O, (TAKAHAMA & ONIKI, 1997), o que
pode explicar o aumento na expressio observado as 12 hai.
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Figura 1. Expressdo génica relativa de cafeeiro silvestre de Coffea arabica resistente (R = IAC 2279-5B) e suscetivel (S
= Mundo Novo IAC 515-20) inoculados com o nematoide Meloidogyne paranaensis. hai= horas apds a inoculagio;
dai= dias apds a inoculagio.

A ativagdo dos genes de defesa EDS1, PAD4, LTP e NPRI1 sugere que a resposta de defesa do cafeeiro a M.
paranaensis esta relacionada a via do acido salicilico (AS). Este fitohormdnio também ¢ um importante componente da
sinalizacdo para a resisténcia de tomateiros a M. javanica mediada pelo gene Mi-1, associado a resposta de
hipersensibilidade (BRANCH et al., 2004). O papel do AS na sinalizagdo da resisténcia também foi evidenciado em
mutantes de Arabidopsis thaliana deficientes no acumulo e sinalizacido do AS que apresentaram aumento da
suscetibilidade ao nematoide do cisto Heterodera schachtii (WUBBEN et al., 2008).
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CONCLUSAO

Os resultados da analise de expressdo génica relativa do cafeeiro IAC 2279-5B resistente a M. paranaensis ¢ do
controle suscetivel Mundo Novo IAC 515-20 indicam que as respostas de defesa ao nematoide estdo relacionadas a via
do acido salicilico.
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