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RESUMO

A cultura do cafeeiro ¢ muito afetada por patogenos, em especial pelo nematoide das galhas, Meloidogyne
incognita. Esse patogeno tem se mostrado uma ameaga a cafeicultura nacional pois se tornou de dificil
combate, mesmo quando se utilizam estratégias de controle quimico. O estudo da expressao relativa de
genes em interagdes planta-patdogeno possibilita a analise de genes relacionados a resposta imunoldgica
das plantas inoculadas com nematoides. O presente trabalho visou a analise de genes com expressao
modulada em interagdes superprecoces através da analise do transcritoma de raizes de cafeeiro resistentes
e suscetiveis inoculados com M. incognita. Os genes que foram anotados como miraculinas e pertencentes
a familia Kunitz foram analisados e comparados para analises de expressdo diferencial. A familia génica
das miraculinas apresentou expressao alterada nos dois genotipos analisados, demostrando a relagao entre

essa familia génica e as respostas imunologicas de cafeeiros a esse patogeno.

Palavras-chave: Nematoide das galhas; Interagdes planta-patdgeno; Resposta imunolégica;

Transcritoma; Expressao diferencial; gR7-PCR.



ABSTRACT

Coffee crops are highly affected by pathogens, especially the root-knot nematode (RKN), Meloidogyne
incognita. RKN has been threatening the national coffee production since it has become difficult to
combat, even when chemical control strategies are used. The study of the relative expression of genes in
plant-pathogen interactions allows the analysis of genes related to the immune response of plants
inoculated with nematodes. This study aimed to analyze genes with modulated expression in early
interactions through the analysis of the transcriptome of resistant and susceptible coffee roots inoculated
with M. incognita. The genes annotated as miraculins and belonging to the Kunitz family were analyzed
and compared for differential expression analysis. The gene family of miraculins had its expression altered
in the two genotypes analyzed, demonstrating the relationship between this gene family and the

immunological responses of coffee plants to this pathogen.

Key words: Root knot nematode; Plant-pathogen interaction; Immune response; transcriptome;

Differential expression; qRT-PCR.
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1INTRODUCAO

O Brasil € o maior produtor de café (Coffea spp.) no mundo, com uma produgdo de 63,08
milhdes de sacas (60kg) (CONAB, 2021). Os parques cafeicolas brasileiros sdo assolados diariamente
por uma série de patdgenos e pragas. Um dos principais patdogenos presentes nos cafezais brasileiros € o
nematoide das galhas (Root-knot Nematode - RKN), Meloidogyne incognita (Kofoid & White, 1919)
Chitwood 1949 (CARNEIRO; ALMEIDA; CARNEIRO, 1995).

O nematoide das galhas ¢ um patdgeno muito agressivo e polifago, pois possui mais de trés mil
espécies de hospedeiras, entre elas, grande parte das plantas no momento cultivadas. Visto que ¢ um
patdgeno que possui uma elevada viruléncia, essa patdogeno € considerado um dos mais agressivos e

persistentes em solos tropicais (SASSER; CARTER, 1985).

A resisténcia genética ¢ uma estratégia interessante para o controle do RKN, porém, por
vezes ¢ considerada fragil quando se trata de Coffea arabica L., uma vez que tal planta ¢é
alotetraploide, ou seja, apresenta dois subgenomas no mesmo nucleo, o genoma de C.
canephora Pierre ex A. Froehner e de C. eugenioides S. Moore (LASHERMES et al., 1999).
Essa caracteristica ¢ um fator que dificulta a elaboracdo de estratégias de controle genético,
pois, em plantas alotetraploides, a resisténcia genética ¢ facilmente quebrada. O acesso UFV
408-28 de C. arabica € resistente a M. incognita, que apresenta reagdo de hipersensibilidade
(RH) em analises histologicas em momento precoce da infeccdo, aos 6 dias apds a inoculacdo

(DAI) (ALBUQUERQUE et al., 2010).

A andlise da expressao relativa de genes em interagdes planta-patdgeno possibilita o estudo de
genes relacionados a resposta imunolégica das plantas inoculadas com nematoides. Esse conhecimento se
torna importante para elaboracao de diferentes estratégias e abordagens de controle do patogeno (LING

et al., 2017).

As familias génicas sdo grupos de genes homologos que possuem grande similaridade entre si e
entre suas fungcdes (DEMUTH et al., 2006). A familia génica das miraculinas se mostrou vinculada a
resposta imunologica de varias espécies de plantas, como por exemplo Solanum lycopersicum L.,
Nicotiana tabacum L., Oriza sativa L. e C. arabica, a varias espécies de patdgenos e pragas, incluindo
cafeeiros (MONDEGO et al., 2005). Desse modo, se torna uma familia génica de interesse elevado para
analise de expressao, possibilitando um maior entendimento da resposta da planta ao patdgeno, em

especial comparando essa expressao em genotipos resistentes e suscetiveis.
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10

O estudo de genes pertencentes a familia das miraculinas (Miraculin-like Protein - MLP), com
auxilio do transcritoma gerado a partir das interagdes de C. arabica com M. incognita ¢ uma estratégia
interessante para analisar a expressao diferencial desses genes relacionados a resposta imunolédgica do

café.

1.1 Objetivos

O Objetivo Geral do trabalho foi realizar a analise de membros da familia das

miraculinas em genomas de C. arabica. Seu alcance deu-se através dos seguintes Objetivos

Especificos:

o Buscar os possiveis genes da familia das miraculnas nos diferentes genotipos de
C. arabica em analise;

. Validar o transcritoma gerado na interacao cafeeiros e RKN;

. Analisar a expressao diferencial de genes tipo miraculina em gendtipos

suscetiveis e resistentes de C. arabica em interagdes compativeis e incompativeis a M.
incognita,
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O Café

Os primeiros cafezais brasileiros foram implantados nos estados do Maranhao e do
Grao-Para, em 1727, de onde comecou um processo lento de expansao pelo pais, chegando a
Bahia em 1770 e, em 1774, ao Rio de Janeiro. Em 1825, o café atingiu o vale do Paraiba, dando
inicio aos parques cafeicolas dos estados de Sdo Paulo e Minas Gerais (MATIELLO et al.,

2016).

O cafeeiro (C. arabica) pertence a familia Rubiaceae, subfamilia Ixoroideae, tribo
Coffeae DC e ao género Coffea L. (DAVIS et al., 2007). O Género Coffea possui 124 espécies
divididas em dois subgéneros, Coffea e Baracoffea, que apresentam respectivamente 95 e 9
espécies (DAVIS et al., 2006, 2011, 2019). No subgénero Coffea estdo classificadas as trés
espécies cultivadas de café utilizadas para bebida: C. arabica e C canephora e C. liberica Bull
ex Hiern (SAKIYAMA, 2015). Economicamente, as espécies mais importantes sao C. arabica,

C canephora.

Coffea arabica ¢ um alotetraploide que apresenta 44 cromossomos, enquanto C.
canephora e as outras espécies do género apresentam 22 cromossomos (LASHERMES et al.,
2000). Isso ocorre, pois C. arabica possui como genitores C. eugenioides e C. canephora, em
decorréncia de um evento de poliploidiza¢ao ocorrido entre essas duas espécies, o que também
justifica o fato dessa espécie possuir uma baixa variabilidade entre o germoplansma selvagem

e o cultivado (SCALABRIN et al., 2020).

O cafeeiro pode apresentar até cinco raizes axiais, que podem crescer até 2 metros e
produzir varias raizes secundarias. Esse crescimento varia de acordo com a qualidade do solo.
Quando estdo estabelecidas em solo de boas caracteristicas fisicas e quimicas, essas raizes
podem atingir até¢ 3 metros de comprimento. Quando ndo, terdo o desenvolvimento bastante

limitado (MATIELLO et al., 2016).

O Brasil € o maior produtor mundial de café, foram colhidos, em 2020, 63,08 milhdes
de sacas (60kg) beneficiadas, sendo 48,77 milhdes de sacas de C. arabica, e 14,31 milhdes de

sacas de C. canephora (CONAB, 2021). A produ¢do mundial foi de 175,647 milhdes de sacas
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sendo 105,325 milhdes de sacas de C. arabica, e 70,323 milhdes de sacas de C. canephora

(ICO, 2021).

2.2 O Nematoide

Os nematoides sdo animais invertebrados pertencentes ao filo Nematoda, onde sdo
estimadas um milhao de espécies. Destas, 25000 sdo parasitas de vertebrados, sendo a maioria
ainda nao descritas (BLAXTER; KOUTSOVOULOS, 2015); e 4.500 sdo parasitas de plantas
(DE LEY; BLAXTER, 2002). Este filo ¢ subdividido em duas classes: Enoplea e Chromadorea.
Na classe Chromadorea, esta presente o grupo de nematoides economicamente mais importante,

os do género Meloidogyne (DE LEY; BLAXTER, 2002).

O género Meloidogyne estd contido na classe Rhabditida, subordem Tylenchina,
infraodem Tylenchomorpha, familia Tylenchoidea, familia Meloidogynidae (MOENS;
PERRY; STARR, 2009).

As espécies desse género sdo extremamente polifagas, chegando a ter mais de trés mil
espécies de plantas como hospedeiras, incluindo varias de grande importancia economica, como
por exemplo o amendoim, arroz, cacau, café, cana de agucar, feijao, mamao, milho, soja, tabaco,
tomate entre outras (SASSER; CARTER, 1985). Esse género possui 18 espécies que infectam
cafeeiros em todo o mundo, seis destas espécies estdo presentes nos cafezais brasileiros, M.
exigua GO1di,1887, M. incognita, M. paranaenses Carneiro, Carneiro, Abrante & Almeida
1996, M. coffeicola Lordello & Smith, 1960, M. hapla Chitwood, 1949 e M. izalcoensis
Carneiro, Almeida, Gomez & Hernandez, 2005 (SALGADO; REZENDE, 2010;
STEFANELO, 2019).

O nematoide das galhas (Root-knot nematode — RKN), Meloidoyne incognita, ¢ o
patdgeno que causa os maiores prejuizos nos cafezais no mundo, estima-se que o RKN cause
perdas de 15% da produ¢do mundial de café. No Brasil, esse problema ¢ ainda mais agravado,
chegando a causar 20% nas perdas de produ¢do (OLIVEIRA; ROSA, 2018), demonstrando a

necessidade de controle desse patogeno.

Por serem animais endoparasitas obrigatorios, os juvenis de segundo estadio (J2), fase
infectiva do ciclo de vida do nematoide, assim que eclodem dos ovos, buscam por raizes para

estabelecerem seu sitio de alimentacdo. Ao penetrar na raiz, o J2 induz a formagao do sitio de
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alimentagdo, composto por 5 a 7 células, induzidas por secre¢des produzidas nas glandulas
esofagianas, a realizarem mitoses sem citocinese, dando origem as chamadas células
“gigantes”, células grandes e multinucleadas (ABAD et al., 2003; DE ALMEIDA ENGLER et
al.,, 1999). Essas células multinucleadas apresentam um citoplasma denso e repleto de
mitocondrias, plastidios, ribossomos, complexos de Golgi bem desenvolvidos € um amplo

reticulo endoplasmatico liso (ABAD et al., 2003).

Em cafeeiros, a infeccdo da origem a um sintoma um pouco diferente da meloidoginose
comum. Em C. arabica, resulta-se em um engrossamento, necroses e rachaduras nas raizes das
plantas infectadas, diferentemente das galhas formadas tradicionalmente nas raizes de outras
plantas (CARNEIRO et al., 1996). Além dos sintomas radiculares, os principais sintomas da
meloidoginose sdo desfolha intensa, mortalidade, em alguns casos pode causar clorose, além
de dificultar a absor¢dao de agua e nutrientes. A distribuicdo do nematoide ¢ notada pela

distribuigdo caracteristica em forma de reboleira (OLIVEIRA; ROSA, 2018).

2.3 Reacoes de Hipersensibilidade (RH)

As reagOes de hipersensibilidade (RH) sdo um importante mecanismo de defesa das
plantas em resposta a nematoides, tanto nos momentos precoces, dificultando a penetracdo do
nematoide e sua migracdo (WILLIAMSON, 1999), quanto em momentos mais tardios da
infec¢do, impedindo a formacao do sitio de alimentacao (células gigantes) e ainda impedindo o

desenvolvimento e multiplicacdo do patdégeno na raiz (PROITE et al., 2008).

Reacdes de hipersensibilidade sdo reagdes locais a infecgdes por patogenos geradas por
plantas resistentes (R) a determinado patégeno. Geralmente a forma mais comum de RH ¢ a
necrose do sitio de alimentagdo do patégeno (Figura 1) (FLOR, 1971). A RH em questdo
apresenta uma fluorescéncia amarela, quando analisado sob microscopia com utilizagdo de

excitacdo por luz UV (ALBUQUERQUE et al., 2010).
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Figura 1 —Fluorescéncia (azul) correspondente aos sitios necrdticos de
RH. Seta vermelha indicando o nematoide entre células necroticas de
RH.

Fonte: Albuquerque et al., 2010.

A especificidade patdgeno-planta € um importante fator quando se estuda as RH, pois,
significa dizer que determinada cultivar exerce resisténcia sobre um patdégeno especifico

dependendo da relagdo de resisténcia (JONES; DANGL, 2006).

As RH sao casos classicos de resisténcia gene-a-gene, dependente da relagdo entre o
gene de resisténcia da planta R e o gene de aviruléncia do patdogeno (RICHTER; RONALD,
2000). As RH podem ser consideradas raca especifica, pois podem atuar apenas sobre
determinada raca de um patdgeno especifico, dado o grau de especificidade do mecanismo de
resisténcia de uma determinada cultivar (HAMMOND-KOSACK; HARRISON; JONES, 1994;
JOOSTEN; DE WIT, 1999).

Diferentemente dos mamiferos, as plantas ndo apresentam um “sistema imunologico”
movel, composto por diferentes células. As plantas dependem exclusivamente dos mecanismos
de defesa presentes em cada célula. Um modelo de defesa das plantas ¢ representado pelo
modelo de “zigue-zague” (Figura 2), composto por quatro fases (JONES; DANGL, 2006). A
fase 1 tem inicio com a detec¢do de moléculas conservadas associadas a microorganismos ou
patégenos (MAMPs/PAMPs) por receptores extracelulares transmembranicos (PRRs) dando
inicio a imunidade provocada por PAMP (PTI), que ja impede a colonizacdo da maioria dos

patogenos, ainda que seja uma resposta relativamente fraca. Na fase 2 os patogenos que
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conseguiram evitar a acdo da PTI liberam efetores que interferem nessa resposta gerando uma
suscetibilidade desencadeada por efetores (ETS) mitigando a resposta imunologica da planta.
Na fase 3, uma proteina NB-LRR reconhece um desses efetores, ativando a imunidade induzida
por efetores (ETI), atuando como uma PTI amplificada, quando essa resposta atinge um nivel
alto suficiente tem-se a inducao da RH. Por fim, na fase 4, sdo selecionados os isolados dos
patogenos que perderam o efetor vermelho (Figura 2), e que talvez tenham ganhado novos
efetores por fluxo génico horizontal (em azul) (Figura 2) — estes podem ajudar os patdgenos a
suprimir a ETI. O acesso UFV 408-48 de C. arabica apresenta resposta imunologica a M.
incognita na forma de reagdes de hipersensibilidade no modelo zigue zague (ALBUQUERQUE
et al., 2010).

PTI ETS ETI ETS ETI

Pathogen ® o

effectors ©e

l Pathogen
effectors

Figura 2 — Representagdo em modelo “zigue-zague” da resposta imunologica das plantas. As
PAMPs sdo detectadas, na fase 1, por PRRs, o que desencadeia a PTI. Apos a PTI, na fase 2,
os patdgenos que sobreviveram liberam efetores que burlam a PTI através da ETS. Na fase 3,
uma proteina NB-LRR detecta o efetor (circulo vermelho) liberado pelo nematoide
desencadeia a ETI, que é uma PTI com muito mais intensidade, de forma a induzir 8 RH. Na
fase 4, os patogenos que perderam o efetor (em vermelho) podem ter adquirido novos efetores
(em azul) por fluxo génico horizontal, gerando uma nova ETT (JONES; DANGL, 2006).

Fonte: Jones e Dangl, 2006.

As RH envolvem uma série de reagdes nas células envolvidas na resposta imune da
planta, as quais causam uma redistribuicado de organelas dentro das células envolvidas. A
polarizagdo da célula reorganiza o citoesqueleto de actina, movimenta as organelas, secreta e
deposita calose no local de contato da planta com o patégeno sdo reacdes ocorridas nas células

envolvidas nas RH (KWON; BEDNAREK; SCHULZE-LEFERT, 2008). As RH podem ser,
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ainda, consideradas uma forma de morte celular programada (MCP) (WATANABE; LAM,
2004), pois ¢ um mecanismo desenvolvido pelas plantas para interromper o desenvolvimento

da infec¢do causada pelo patégeno (GABRIEL; ROLFE, 1990).

2.4 Miraculina

Foram descritas propriedades “milagrosas” do fruto de Symsepalum dulcificum,
(Schumach. & Thonn.) William Freedman Danielfer] um pequeno fruto vermelho, de tamanho
similar a uma azeitona e produzido por um arbusto nativo da regio oeste da Africa (DANIELL,
1852). Esse fruto apresenta uma molécula capaz de transformar a percep¢ao de sabores azedos
e acidos em sabores doces. Essa capacidade tem permitido diferentes povos africanos a
consumirem e produzirem paes fermentados, vinho de palma e cerveja (KURIHARA;
BEIDLER, 1968). Ainda ndo se sabe com certeza o modo de a¢do dessa molécula sobre o
paladar humano, porém existem fortes evidéncias de que seja uma molécula que possui sua
atividade modulada pelo pH, tornando-se agonista ou antagonista nos receptores de sabor dcido

e doce (MISAKA, 2013).

A miraculina do fruto de S. dulcificum foi isolada e caracterizada como uma
glicoproteina com peso molecular aproximadamente 44000 u, insipida, termolabil e inativada
quando em contato com solventes organicos em alta concentra¢do e quando em contato com

enzimas proteoliticas (KURIHARA; BEIDLER, 1968).

A miraculina ¢ uma molécula que, além de ter a capacidade de transformar sabores, esta
vinculada a resposta de plantas a estresses bidticos (TSUKUDA et al., 2006). As Miraculin-like
Proteins (MLPs) possuem atividade de inibicdo de tripsina, capazes de inibir a atividade
proteolitica  de varias pragas e patdgenos, pois interfere na capacidade de digestdo de
proteinas por parte dos insetos-praga (CONANT; WOLFE, 2008; GAHLOTH et al., 2011;
RYAN, 1990; TSUKUDA et al., 2006). Por possuirem essa atividade proteolitica, pertencem a
superfamilia dos inibidores de proteinase (IP) do tipo Kunitz, cuja caracteristica ¢ a presenca
do dominio da familia. A peculiaridade das MLPs ¢ a presenca de seis cisteinas conservadas na
por¢do N-terminal, que permitem a formacao de trés pontes de bissulfeto (SELVAKUMAR et
al., 2011).
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Em tomateiros suscetiveis, Solanum lycopersicum, foi descrita uma molécula com 54%
de identidade com a miraculina nativa, induzida por Meloidogyne javanica (Treub,1885)
Chitwood,1949. Essa molécula foi nomeada de LeMir, uma MLP presente no tomateiro

(BRENNER et al., 1998).

Em plantas de tabaco, Nicotiana tabacum cv. Xanthi NN, foi identificada uma MLP
68% idéntica a miraculina em uma resposta de hipersensibilidade a TMV (Tomato Mosaic

Virus) (KARRER; BEACHY; HOLT, 1998).

Plantas de arroz, Oriza sativa, foram transformadas com gene de inibidor de proteinase
do tipo Kunitz (SKTI), que pertence a superfamilia Kunitz, visando gerar resisténcia a cigarrinha
marrom do arroz, Nilaparvata lugens Stsl, 1854, causando a morte de ninfas que se alimentaram

das plantas transformadas (IN LEE et al., 1999).

Em Murraya koenigii (L.) Sprengel, foi descrita uma MLP com 39% de identidade com
a miraculina nativa, com efeito inseticida e como impeditivo do desenvolvimento de larvas,

pupas e adultos de Helicoverpa armigera Hiibner, 1805 e Spodoptera litura Fabricius,

1775(GAHLOTH et al., 2011).

Uma proteina com 41% de similaridade com a proteina modificadora de sabor presente
em S. dulcificum foi descrita vinculada a resposta de C. arabica a estresse por bicho mineiro do
cafeeiro, Leucoptera coffeella Guérin-Méneville,1842. Com base na miraculina presente em

tomateiro, essa molécula foi nomeada de CoMir (MONDEGO et al., 2011).

A superexpressao de MLPs foi relatada em RH incompativeis entre cafeeiros resistentes,
C. arabica, acesso UFV408-28, e M. incognita, ainda nos momentos de infeccdo muito

precoces (6 DAI) (ALBUQUERQUE et al., 2017).

A infeccao por ferrugem do cafeeiro, Hemileia vastatrix Berk & Broome, causou a
modulacdo de expressdo de genes de Miraculina em C. arabica em infecgdes compativeis

(Informacio verbal)'.

Esses exemplos demonstram que, ainda que ndo se tenha certeza do modo, a miraculina

esta atrelada a resposta de varias plantas a estresses bidticos.

! Informacio fornecida pela Dra. Diana Isolda Clotilde Fernandez, do Institut de Recherche pour le
Développement (IRD, Montpellier, Franga) em encontro presencial no dia 20 de fevereiro de 2019, ocorrido na
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
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2.5 ¢qRT-PCR

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) consiste na amplificagdo de uma determinada
regido do DNA pela enzima DNA polimerase na presenca de oligonucleotideos iniciadores e
um molde de DNA, de forma exponencial. Os oligonucleotideos iniciadores, também chamados
de primers, sdo sintetizados de forma complementar ao segmento de DNA a ser amplificado,

definindo a posicao de inicio e fim do fragmento amplificado (MULLIS et al., 1986).

A reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (¢R7-PCR) ¢ uma forma
aprimorada da PCR convencional, que utiliza uma sonda com sinal fluorescente, captado pelo
aparelho em que se desempenha a reacdo. Este processo permite o monitoramento da
quantidade de DNA amplificado ciclo a ciclo, uma vez que o fluor6foro aumenta a intensidade
da fluorescéncia a cada ciclo, pois a sonda se liga a molécula de DNA replicada (NELSON;

COX, 2014).

Dentre os genes expressos por determinado organismo, a gR7-PCR permite verificar a
presenga de um gene especifico. Tal técnica utiliza cDNA, ou seja, a fita antisenso, simples e
reversa complementar a fita de mRNA, como molde para a amplificacdo pela DNA-polimerase.
Pode-se utilizar a gRT-PCR para verificar se um determinado gene estava ou ndo expresso
quando o RNA foi extraido. A utilizacdo do cDNA se justifica, pois, ao realizar o processo de
transcri¢do reversa, ou seja, a “conversao” do mRNA em cDNA, eliminam-se os fragmentos da
sequéncia que nao sao fragmentos codantes, ou seja, sem os introns, regides nao codantes de

proteinas (LOURENCO, 2014).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material bioldgico

Em trabalhos anteriores ja publicados, foram realizados experimentos utilizando plantas
de C. arabica cv Catuai Vermelho IAC15, gendtipo suscetivel (S) a RKN, e plantas do acesso
UFV408-28, gendtipo resistente (R) a RKN (ALBUQUERQUE et al., 2010). Ambos os
gendtipos, com 4 a 5 meses de idade, foram inoculados (I) com 5000 J2 de RKN, M. incognita
raca 1, populagdo obtida em raizes de cafeeiros suscetiveis de Avilandia, Sao Paulo, por planta,
acompanhados de seus respectivos controles negativos, plantas ndo inoculadas (NI), mantidos
em casa de vegetacdo a 70% de umidade relativa e 25 °C, com um fotoperiodo de 16h

(ALBUQUERQUE et al., 2017).

Foram realizadas extracdes de RNA da raiz das plantas aos 6 DAI para obtengdo do

transcritoma de C. arabica na interacdo precoce planta-patdgeno.

A partir da andlise dos resultados do transcritoma foi observado um aumento na

presenca de transcritos de miraculina aos 6 DAI por RKN.

3.2 Busca por sequéncias candidatas

A partir dos contigs de C. canehpora, foi realizada a busca das sequéncias proteicas de

cada contig no Coffee Genome Hub (http://coffee-genome.org/advanced), onde foram obtidas

as sequéncias de referéncia no genoma de C. canehpora.

3.3 BLAST

Com as sequencias proteicas, foram realizados tBLASTn das sequéncias de C.
canephora contra genomas de C. arabica, em um banco de dados restrito ao grupo de pesquisa

do Laboratério de Bioquimica e Biofisica da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia,
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obtendo como resultado os acessos R e S a RKN. Para cada acesso, foi obtida a respectiva

sequéncia nucleotidica e proteica.

3.4 Alinhamento

As sequéncias proteicas de C. arabica R e S foram alinhadas com genes de referéncia
da familia Kunitz (SELVAKUMAR et al., 2011), utilizando o software Geneious 8®, afim de
verificar a presenca do dominio caracteristico da familia Kunitz, [L/I/V/M]-x-D-x-
[E/D/N/T/Y]-[D/G]-[R/K/H/D/E/N/Q]-x-[L/I/V/IM]-(x)5-Y-x-[L/I/V/M] e as cisteinas
conservadas, na por¢do N-terminal das sequéncias (LASKOWSKI; KATO, 1980). A partir do
alinhamento foi obtida a arvore filogenética das sequéncias em estudo, utilizando o mesmo

software.

3.5 qRT-PCR

As sequéncias que foram selecionadas, ou seja, que apresentavam o dominio da familia,
e as cisteinas conservadas em sua por¢ao N-terminal foram utilizadas para desenho de primers

utilizando o Primer3Plus  (https://primer3plus.com/cgi-bin/dev/primer3plus.cgi), com

temperatura de anelamento de 60 °C £ 3 °C, com comprimento dos primers de 18 a 27 pb, e
produto com comprimento de 100-1000 pb, com um teor de GC de 50% =+ 30%. Os primers
foram sintetizados pela Invitrogen® e utilizados a uma concentragdo final de 200 nM,
conforme apresentado na tabela do Apéndice I (ALBUQUERQUE et al., 2017). Além das
sequéncias selecionadas, foram desenhados primers para genes de referéncia para o célculo de

expressao diferencial utilizando-se o gene Ubiquitina (MARRACCINI, 2021).

A eficiéncia dos primers foi testada em pools de cDNA de amostras de raizes de
cafeeiro, de forma a verificar a eficiéncia para utilizagdo, tendo sido obtidas eficiéncias entre

1,8 2,0.
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As reacdes de gRT-PCR foram desempenhadas em uma maquina 7500 — Fast Real-time
PCR system — Applied BioSystems®, os primers foram utilizados em conjunto com o kit
GoTaq® qgPCR Master Mix (Promega®), tendo a primeira etapa, como uma fase de ativacao
da enzima, 2 minutos a 95°C. Seguida pela fase de anelamento, com 40 ciclos de 15 segundos

a 95°C e 1 minuto a 58°C, por fim, a curva de desnaturagdo.

A especificidade dos primers foi verificada através da analise das curvas de dissociagao

apresentadas nas reagdes, apresentando um unico pico associado a sequéncia amplificada.

3.6 Expressao diferencial

A normalizagdo dos dados das reagdes de gRT7-PCR foi feita no LinRegPCR
(RAMAKERS et al., 2003), que utiliza um algoritmo interativo para calcular a eficiéncia da
reacao de gRT-PCR, pogo a pogo da placa, realizando uma regressao linear a partir dos dados
de fluorescéncia da fase de amplificacdo dos fragmentos de cDNA, do angulo da curva de
regressao, a fim de normalizar os dados, evitando possiveis vicios para calculo das expressdes
diferenciais (CIKOS; BUKOVSKA; KOPPEL, 2007; RUTLEDGE; STEWART, 2008). A
expressao diferencial foi calculada com base no método de calculo de -AACt (LIVAK;
SCHMITTGEN, 2001), onde, pra cada genotipo, foi comparado o tratamento com o inoculado,
utilizando como gene de referéncia a Ubiquitina (Ubi9), por ser um gene constitutivo e que nao

tem sua expressao modulada (MUELLER et al., 2005).

3.7 Sequenciamento

Os produtos de gRT-PCR foram sequenciados pelo método Sanger (Genewiz sediada na

Lipsia, Alemanha).

As sequéncias in silico (produtos de gRT-PCR) foram validadas utilizando o
alinhamento das sequéncias obtidas a partir do sequenciamento, com os contigs de C. arabica
utilizadas para desenhar os primers. O alinhamento foi realizado por Clustal Omega

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).
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361 4 RESULTADOS E DISCUSSAO
362
363 A partir da andlise do transcritoma, foram selecionados 32 genes codantes de IP em
364  genotipos de C. canephora que foram comparados com genomas de C. arabica para buscar os
365  ortdlogos, gerando, assim, 32 genes R e 32 genes S codantes de IP em gendtipos de C. arabica
366  (Apéndice I).
367 As sequéncias proteicas referentes aos 64 genes de C. arabica selecionados foram
368 alinhadas com proteinas de referéncias descritas como miraculinas e Kunitz, buscando o
369 dominio da familia Kunitz e as cisteinas caracteristicas das MLPs. O estudo das sequéncias
370  analisadas, deixou clara a distingao entre as proteinas integrantes do grupo das miraculinas e as
371  tipo Kunitz. As MLPs sdo um grupo especifico dentro da familia génica das Kunitz. As proteinas
372 tipo Kunitz apresentam duas cisteinas a menos que as MLPs na por¢ao N-terminal da sequéncia.
373 O fato de as Kunitz apresentarem apenas quatro cisteinas possibilita a formag¢ao de apenas duas
374  pontes dissulfeto. J& as MLPs, apresentam seis cisteinas na por¢ao N-terminal, permitindo a
375 formacdo de trés pontes dissulfeto, caracterizando, assim, um grupo particular dentro desta
376  familia de inibidores de proteinase (SELVAKUMAR et al., 2011).
377 A analise de homologia feita a partir do alinhamento levou a eliminagdo das sequéncias
378 que ndo apresentavam o dominio da familia Kunitz € que nao apresentavam as cisteinas
379  caracteristicas das MLPs, restando 8 sequéncias em cada geno6tipo. O alinhamento dos genes
380 selecionados com genes de referéncia (Figura 3) mostrou ainda, que sdo genes diferentes, mas
381  ainda sao MLPs.
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Figura 3 - Alinhamento das sequéncias dos genes selecionados com genes de referéncias. Em vermelho o dominio
caracteristico da familia Kunitz e em azul as cisteinas conservadas que junto com o dominio, sdo caracteristicas da
familia génica das miraculinas. Os genes selecionados foram nomeados de CaMir, tendo como sufixo final as
letras R ou S, referentes ao respectivo genotipo.
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Os gendtipos R e S apresentaram diferencas sutis no alinhamento, mas que mostram a

diferenca de cada gendtipo.

O alinhamento permitiu, ainda, a obten¢do d& arvore filogenética (Figura 4) que
demostrou a distancia entre os genes (representada pelos pequenos niimeros nos nos da arvore)
em estudo com os genes de referéncia. Evidenciando o fato de que sdo genes diferentes, mas

ainda dentro da familia das miraculinas (SELVAKUMAR et al., 2011).

Trypsin inhibitor subtype A [Glycine max]

Putative 21 kDa trypsin inhibitor [ 7heobroma bicolor

100] CaMir_07_R
| camir 07 S
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0.2

Figura 4 - Arvore filogenética dos genes selecionados e genes de referéncia.

Os primers desenhados para verificar a presenca de cada gene em seu respectivo
genotipo (Apéndice 1) e, ainda, certificar a modulagdo e expressao diferencial de cada gene,
para, também, discriminar os genotipos R e S, foram eficientes em discriminar os genes nos

diferentes genotipos.

O teste de eficiéncia de cada primer foi realizado a partir de um Pool de amostras dentro
do mesmo genotipo. Tendo sido demonstrada a eficiéncia de cada primer, foram utilizados os
que apresentaram eficiéncia entre 0,8 e 1,0. A amplificacdo foi eficiente, apresentando curvas
de amplificagdo muito consistentes, com mesmo comportamento em todas as triplicatas

técnicas e de boa qualidade de amplificagdo (Figura 5).
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Figura 5 - Curva de amplifica¢do de qRT-PCR utilizando os primers CaMir 03 R e CaMir_03_S, em triplicatas
técnicas na mesma placa de qRT-PCR. No eixo horizontal esta o ciclo da reagdo, no eixo vertical esta representada
a amplificacdo do material do pogo selecionado.
407
408 Os primers utilizados foram eficientes na discriminagdo dos genotipos R e S, como
409  demonstrado na Figura 6, onde estdo destacados os picos de dissociagdo dos produtos de gRT-
410  PCR dos genotipos R, em verde, e S, em azul (BESTER et al., 2012). A diferenca de
411  temperatura demonstrada pela distancia entre as coordenadas de cada pico no eixo horizontal
412  do grafico ¢ interpretada como dois produtos de tamanhos (pares de bases) e concentragdes de
413  adenina (A), guanina (G), citosina (C) e timina (T), em especial contetido de G e C, diferentes.
414
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Figura 6 — Curva de dissociacdo dos produtos de gR7-PCR. Indicados pela
seta verde estdo os produtos de reacdes utilizando o gendtipo R, em azul os
produtos de gendtipos S, em triplicatas técnicas. O eixo horizontal apresenta a
temperatura em °C, o eixo vertical apresenta os valores de AR.

A partir dos resultados numéricos das reagdes de gR7T-PCR, foram realizados os calculos
para comparar a expressao dos genes em plantas inoculadas contra plantas nao inoculadas, tanto
no genodtipo R quanto no gendtipo S, onde foi demostrado que a presenga de RKN modula a
expressao de genes do tipo miraculina. Em algumas plantas, essa modulag@o ocorreu de forma
bastante clara, pois, quando comparados os dois genotipos, o genotipo S teve uma repressao
intensa do gene 05S, enquanto, no genotipo R, o gene 05R apresentou uma superexpressao

(Figura 7).
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Os resultados das andlises de expressao apontam para uma modulagdo de proteinas do
tipo miraculinas em cafeeiros R e S, em alguns casos essa modulacao pode se mostrar oposta
nos dois gendtipos, demonstrando a relagdo entre e expressao dessa familia com a interagdo
planta-patogeno (VIEIRA et al., 2012).

Expressao Gene X Genotipo (- AACt)
7,00 57
’ 5,36 5.01
5,00 431
3,08
3,00 2,51
1’00 l
- -1,00
O
3
v -3,00
359 332
-5,00 438
509 499
-7,00
CaMir 01 CaMir 02 CaMir 03 CaMir 04 CaMir_05 CaMir_06
Genes Alvo
ES mR

Figura 7 — Graficos demonstrando a expressdo génica em um dos experimentos bioloégicos comparando a expressdo
dos genes nos dois gendtipos. Em azul a expressdo dos genes nas amostras de raizes de plantas S aos 6 DAI, em
laranja a expressdo dos genes nas plantas R aos 6 DAI. Os genes foram comparados com um gene constitutivo, em
seguida comparado as amostras NI vs. I. Todos os experimentos seguiram a mesma linha de modulagdo na expressao
génica.

O sequenciamento dos produtos de qRT-PCR foi eficiente em obter algumas sequéncias
dos produtos enviados para sequenciamento, porém alguns falharam ao serem sequenciados.
Os que foram bem-sucedidos permitiram a confirmagdo das sequéncias esperadas quando

comparadas as sequéncias in silico com os produtos de qRT-PCR.
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5 CONCLUSOES

O transcritoma gerado a partir das raizes de cafeeiros recém inoculados com RKN foi
validado com sucesso, uma vez que permitiu o estudo da presenca de um grupo de proteinas
vinculadas ao sistema imunoldgico dos cafeeiros, o qual apresentou modulagdo na expressao

quando as plantas foram desafiadas com in6culos de RKN.

A interagdo planta-patdgeno entre C. arabica e M. incognita provoca modulagdes em
genes diferentes do grupo das miraculinas, tornando-se uma possivel estratégia de estudo para

controle desse patogeno.

O desenho de primers foi eficiente em amplificar os fragmentos de cDNA desejados,
possibilitando o estudo da modulacao de expressao provocado pela interacao planta-patdogeno
entre C. arabica e M. incognita. A discriminagao dos diferentes genes-alvo, membros da familia
das miraculinas, tanto nos gendtipos R quanto nos genoétipos S, foi bem realizada pelos primers
utilizados, permitindo ainda o sequenciamento dos produtos de qRT-PCR gerados, o que

possibilitou a analise da expressao modulada pela interagao.

Nao foi possivel, a confirmagao dos resultados demostrados neste estudo em plantas
modelo, por tratar-se de uma familia numerosa de genes. Porém fica demonstrado o
envolvimento de genes de miraculinas na resposta de cafeeiro ao RKN, conforme observado
em outras interagdes desta planta com outras pragas e doengas, i.e., em interacdoes com a
ferrugem do cafeeiro, Hemileia vastatrix (Informagio verbal)?, e o bicho mineiro do cafeeiro,

L. coffeella (MONDEGO et al., 2011).

2 Informac@o fornecida pela Dra. Diana Isolda Clotilde Fernandez, do Institut de Recherche pour le
Développement (IRD, Montpellier, Franga) em encontro presencial no dia 20 de fevereiro de 2019, ocorrido na
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
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Tabela dos primers utilizados nas reagdes de qRT-PCR:

Gene Forward Primer Reverse Primer
CaMir 01 R | GCGAGTCGCCTGGTTCCATCG CGTACACACCTTGCCGCTCACA
CaMir 01 S | TGGCCGTGGTTTCACATCCCG CAGTGGCTCAGGCGTGGCTC
CaMir 02 R | GGCCTCCCGTTAACGTTTAC TATGGTTTCACGGCCTGGAT
CaMir 02 S | GCAAGACGTCTCCTCCCATTCTGC | AGCCGCTCGACCAGCCAGTA
CaMir 03 R | CCAGCCAATGTCTTCCGGGGC ACGAACCACACCTTTCTTCGGGT
CaMir 03 S | TGCCCGCTGGAATACGACCCT CGGAGCTGTTGGAAACCCTGGT
CaMir 04 R | GCCTAGAGTCTCAGGCCCCGG GCTCAGAGATGGCCTGCCGC
CaMir 04 S | CCGGATTTCCAATCACCCCA TCGGCAATCCCTTTTTCCCA
CaMir 05 R | CTGGAGATTCGCCACAGGTT CAATTTCAGGCAGCCCACAC
CaMir 05 S | ACCAGGGTTTCCAACAGCTCCG CGGCATCGGCAATGACACTTGC
CaMir 06 R | ACTGGCTCGGGTGCTTCAGC TGATGCAAACGCACTCCACATGT
CaMir 06 S | TGGCATCCCCTTGGCATTTTTGC | AACGCCACCGATGTTGACAAAGC
CaMir 07 R | TCGGCCGAGTCACACCGAGT GAGGTCGAGGCCCGGACCAT
CaMir 07_S | CAGCCGTCGATGCAGATTTG AAGAGACGTTTGGCCCTGAG
CaMir 08 R | AAGTGTTGTTCGAGTGCCTCGTTG | AAGGGCCCAGGCAATGAAATTTGC
CaMir 08 S | ACCACCGGGTAAGGCTGACCA TGAAGCCGTCGGTGTTCAAGGTTAC

Ubiquitina

AATCCGTCCCCGCATGTT

CCAGTGCATCCTGTTGTCTCA
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