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RESUMO: O presente trabalho teve como objetivos (i) analisar a expressdao de genes candidatos (GC), que foram
previamente identificados em plantas de Coffea canephora,e agora analisar a expressdo em plantas de Coffea arabica
cultivadas no campo e submetidas e ndo submetidas ao estresse hidrico e (ii) avaliar a diversidade genética de alguns
GCs por meio da busca dos polimorfismos nucléicos. Os experimentos de expressdo génica foram realizados com os
cultivares IAPARS9 (tolerantes a seca) e Rubi (sensivel a seca) de C. arabica cultivados com e sem irrigagdo durante a
estacdo seca. As folhas foram amostradas no ano de 2008 foram utilizadas para analisar a expressdo de GCs por PCR
quantitativo em tempo real (qQPCR). Em paralelo, seqiiéncias génicas correspondentes aos GC foram clonadas e
seqlienciadas a partir do DNA gendmico de diferentes espécies, clones e cultivares de cafeeiro. Os polimorfismos foram
identificados e permitiram de definir os haplotipos encontrados nos genétipos estudados.

Palavras chave: Coffea arabica, estresse hidrico, expressdo génica, SNPs.

EXPRESSION AND NUCLEIC POLYMORPHISM ANALYSIS OF CANDIDATE GENES
FOR DROUGHT TOLERANCE IN COFFEE

ABSTRACT: This study aimed to (i) analyze the expression of candidate genes (CG), that were previously identified
in plants of Coffea canephora, and now analyze their expression in plants of Coffea arabica grown in the field and
submitted and not submitted to water stress and (ii) evaluate the genetic diversity of some GCs through the searching
for nucleic polymorphisms. The gene expression experiments were performed with IAPARS9 cultivars (drought
tolerant) and Rubi (drought sensitive), both varieties of C. arabica that grown with and without irrigation during the dry
season. The leaves were sampled during 2008 and were used to analyze the expression of sGC by real time quantitative
PCR (qPCR). At the same time, gene sequences corresponding to the GC were cloned and sequenced from the genomic
DNA of different species, clones and cultivars of coffee. The polymorphisms were identified and allowed the definition
of the haplotypes found in the genotypes studied.

Key words: Coffea arabica, gene expression, SNPs, water stress.
INTRODUCAO

Os efeitos das mudangas climaticas, ocasionado pelo aquecimento global, poderdo trazer mudangas nas regides
de cultivo do cafeeiro (Assad et al., 2004). Fato esse que trard importantes conseqiiéncias sociais (deslocamento de
trabalhadores), econdmicas e ecoldgicas. Periodos de seca afetam o desenvolvimento e a produtividade do cafeeiro. Em
caso de seca severa, podem ocorrer danos a florada, ao desenvolvimento dos grios, o que pode provocar o aborto dos
frutos de café e a morte das plantas (DaMatta & Ramalho, 2006).

Assim no que tange a diversidade genética dos cultivares de café, estudos relatam que alguns cultivares
apresentam comportamentos diferentes em relag@o a tolerancia a seca, plantas de C. canephora var. Conilon sensiveis
ou tolerantes a seca (Ferrdo et al., 2000, Fonseca ef al., 2004), foram analisadas ao nivel fisiologico (DaMatta et al.,
2003, Lima et al., 2002, Pinheiro et al., 2004, 2005) e também utilizadas para identificar genes de respostas ao estresse
hidrico (Andrade et al., 2006, Vinecky et al.,, 2008 Marraccini et al., 2009). A diversidade genética para tolerancia a
seca ¢ encontrada, embora de forma mais restrita, em espécie de C. arabica (Beining et al., 2008). Assim, ocorre a
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necessidade de analisar a diversidade nucleotidica in vivo de alguns genes candidatos (GC) por meio da identificagdo
SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) em diferentes espécies, clones e cultivares de cafeeiro.

MATERIAL E METODOS

Experimento de campo

Mudas dos cultivares Rubi (cultivar considerado sensivel a seca) ¢ IAPARS9 (I59: cultivar considerado
tolerante a seca) de C. arabica foram plantadas em dezembro de 2007 no campo experimental da Embrapa Cerrados —
DF e utilizadas para a validagdo da expressdo dos genes candidatos. Exemplares de ambos cultivares foram submetidos
a irrigacdo (I) e ndo irrigagdo (NI) durante todo o periodo de 2008 e 2009. Sob a condigdo (I), a dgua foi fornecida por
aspersdo. As plantas foram divididas em blocos de 1 até 6 (P1 a P6), com trés pontos de colheita ao longo de cada ano.
Neste trabalho utilizamos preferencialmente as folhas dos cultivares colhidas nos pontos de colheita (estacdo seca) P1
(06/2008), P2 (08/2008), para a analise de expressdo por meio da técnica de PCR quantitativo em tempo real (qPCR)
(7500 software v2. 0.1) (Figural).
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Figura 1 - Representagdo esquematica dos tratamentos hidricos aplicados nos cultivares de café. O ponto de colheita
(P1) corresponde a plantas jovens, colhidas no final do periodo de chuva (maio 2008). O ponto de colheita (P2)
corresponde as plantas colhidas no periodo de seca (agosto 2008). O ponto de colheita (P3) corresponde as plantas
controles (periodo de chuva apds o periodo de estresse Novembro 2008). O mesmo esquema foi repetido em 2009 (P4:
abril 2009, P5 agosto 2009 e P6 fevereiro de 2010)

Procedimentos de amostragem

A analise do estresse hidrico nos pontos de colheita P2 e PS5 foram realizadas por medi¢des de potencial hidrico
de antemanha foliar (¥,;) com o auxilio da bomba de pressao tipo Scholander. Para as analises de qPCR, as folhas dos
cultivares de C. arabica cv. Rubi e 159 foram coletadas, entre as 10:00 ¢ 12:00 horas, congeladas em N, liquido e
armazenadas a -80°C, para posterior extragdo de RNA total.

Desenho dos primers

Pares de primers utilizados para a analise de qPCR foram desenhados usando o programa "Primer Express 3.0"
(Applied Biosystems) e as seqiiéncias dos GC (contigs) foram produzidas pelo projeto genoma do café brasileiro
(Mondego et al., 2011).

Extracdo de RNA
A extragdo dos RNAs foi realizada utilizando-se o tampdo de extragio CONCERT® (Invitrogen). Cada

extracdo foi realizada em triplicata. Para se avaliar a integridade das amostras extraidas, o RNA foi submetido a
eletroforese em gel de agarose 0.8% corado com Brometo de Etidio (0.5 pg. mL™"). A qualidade das amostras foi
avaliada pelo espectrofotometro (DO,6/DO,g0> 1.6-1.8). Todas as amostras foram tratadas com o Kit RQ1 RNase-Free
DNase (Promega), de acordo com o protocolo do fabricante, para retirada dos vestigios de DNA gendmico. A sintese
reversa da primeira fita do DNA complementar (¢cDNA) foi feita a partir de 1 pg de RNA total utilizando o primer oligo
dT;s, o kit SuperScript™ II Reverse Transcriptase (Invitrogen) (especificagdes do fabricante) e o termociclador modelo
PTC-100 (MJ Research). As amostras de cDNA foram armazenadas a -20°C.

Experimentos de gPCR

As amostras de cDNA sintetizadas foram diluidas (1 / 25 a 1 / 100) e testadas por qPCR utilizando pares de
primers dos GCs que foram testados quanto a sua especificidade e eficiéncia (E). A qPCR foi realizada com 1 pL de
cDNA em um volume final de 10 pL com SYBR fluorocromos verde (JQPCR SYBRGreen Mix-UDG/ROX, Invitrogen)
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de acordo com o fabricante e utilizando um aparelho FAST7500 (Applied Biosystems). Para cada amostra, os niveis de
expressdo foram padronizados com o gene enddgeno (controle constitutivo) GAPDH (Barsalobres-Cavallari et al.,
2009), que codifica a enzima desidrogenase gliceraldeido-3-fosfato. Os dados foram analisados com o programa 7500
Fast (v2.0.1). Os resultados de quantificacdo relativa foram obtidos usando a formula 2**“; com ACy (amostra) = Cy
(GC)- Cr (GAPDH) ¢ AACt = ACt (amostra) - ACt (calibrador). Nos experimentos apresentados, os valores de
quantificag@o relativa do I56P1 foram usadas como calibrador interno.

Busca de SNPs

Amostras de DNAs gendmicos (gDNA) de diferentes espécies e cultivares de Coffea foram testados (Tabela
1). Assim, foram usados cultivares comerciais de C. arabica sem introgressdo recente de C. canephora (Typica,
Bourbon, Mundo Novo e, Catuai), cultivares com introgressio do DNA genomico do Hibrido de Timor (e.g.,
IAPARS9), e também os clones 14 e 22 de C. canephora var. Conilon e espécies C. racemosa e C. eugenioides.

Amplificacdo das seqiiéncias dos GC

Seqiiéncias genomicas dos genes candidatos CaRD29 (RD29) e CaRD26 (NAC-RD26) (Tabela 1) foram
amplificadas por reagdes de PCR convencional utilizando 6.25ng de gDNA, os primers especificos, e a Tag DNA
polimerase de alta fidelidade (7ag Platinum High Fidelity, Invitrogen). As condi¢des de PCR foram de 94°C-30 seg.,
55°C-30s. ¢ 72°C-4 min, durante 40 ciclos, seguido por uma extensdo final de 10 min. a 72°C. Os produtos da PCR
foram purificados por tratamento com "Wizard SV Gel e Clean-Up PCR System "(Promega), para posterior
sequénciamento.

Primers Sequéncias dos Primers Amplicon (pb)
RD29-F” 5-TTTGTTGAAACAGGCATGGAATC-3’
RD29-R? 5>-GAGCAAAAGAATGGGAAAATCCT-3
RD26- F 5-AAAAAAAATGGGTGTTCGAGAAACT-3’
RD26-F? 5’-CTACTCTTCATGGCCTAAAACCCAT-3’
OMI3 (-21)  5-TGTAAAACGACGGCCAGT-3’

@MI13 (-40)  5’-GTTTTCCCAGTCACGAC-3’

1707

1082

Tabela 1 - Primers utilizados para amplificar as seqiiéncias genomicas dos genes candidatos. Para a busca dos SNPs, o
seqiienciamento dos produtos de PCR foi também realizado usando os primers descritos que foram adicionados na
extremidade 5° das sequéncias universais M13(-21) " e M13(-40)? .

Analise das sequéncias

As seqiiéncias nucleotidicas obtidas foram analisadas a partir do uso do programa “Sequencing analysis”
(versdo 5.2, Applied Biosystems). Apds analisar as seqiiéncias, foi realizado o alinhamento das mesmas por meio do
programa ClustalW. Para traduzir as seqiiéncias nucleotidicas encontradas foi utilizado o programa ExPASy.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Medidas dos potenciais hidricos

Por meio das medidas de potencial hidrico, foi possivel observar que o estresse hidrico foi intenso no ano de
2008. A analise mostrou também que na condi¢do NI, os valores de ¥, para o cultivar 159 apareceram sempre menor
que os valores de ¥,, para o cultivar Rubi, sugerindo que o cultivar I59 apresenta uma maior eficiéncia do uso da 4dgua
que o cultivar Rubi (Tabela 2).

2008
| NI
159 -0,38+0,10 | -0,80+0,12
Rubi -0,22+0,07 | -1,88+0,36

Tabela 2 - Potencial hidrico foliar (¥,,) medido durante a estagdo seca de 2008 nas folhas dos cultivares 159 e Rubi
cultivados com (I) ou sem (NI) no periodo de seca. Os valores estio expressos em mega-Pascal (MPa).

Efeitos do estresse hidrico na expressdo dos GCs: analise da expressdo génica dos genes CaRD26 € CaRD29
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Os experimentos qPCR foram feitos para analisar perfis de expressdo dos GCs CaRD29 e CaRD26
previamente identificados para monstrar a expressdo diferencial com o estresse hidrico nas folhas dos clones 14
(tolerante a seca) e 22 (suscetiveis a seca) de C. canephora var. conillon (Vinecky et al., 2008; Andrade et al., 2009,
Marraccini et al., 2009).

Para o ano 2008, os niveis de expressdo do gene CaRD26 (SGN-U645926, Mueller et al., 2005; GT003652,
Mondego et al., 2011) nos cultivares 159 e Rubi apareceram relativamente baixos e iguais nos pontos P1 e P2-I (sem
estresse hidrico). Para os dois cultivares, foi observado um aumento da expressdo do gene CaRD26 com estresse hidrico
durante o periodo de seca (P2-NI) (Figura 2). Nesse caso, esse aumento pareceu ser maior nas folhas do Rubi (6.4 x)
que em 159 (3.3x). (Figura 2). Assim, foram observados aumentos de expressdo com o estresse hidrico para o gene
CaRD26 nas folhas de C. arabica como também descrito em C. canephora.

Para o gene CaRD29 (SGN-U635478, GT660256), os resultados de qPCR mostram um aumento da expressao
com o estresse hidrico nas folhas das plantas nio irrigadas durante o periodo de seca (P2-NI) (Figura 2). Esse aumento
foi muito maior para o cultivar Rubi (10.6 x) que para o cultivar 159 (2 x). Esse resultado poderia ser explicado pelo
fato do estresse hidrico ser bastante severo no de ano 2008 (Tabela 2). Esses resultados confirmam os observados em C.
canephora, que mostraram uma maior expressdo do gene CcRD29 em folhas do clone 22 (sensivel a seca) que nas
folhas do clone 14 (tolerante a seca) (Marraccini et al., 2009).
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Figura 2 - Perfis de expressao dos genes candidatos CaRD26 e CaRD29 nas folhas das plantas colhidas durante os anos
de 2008 a partir dos cultivares (I159: IAPARS9 e Rubi). Pontos de colheita (P) e os tratamentos (I: irrigado e NI: ndo
irrigado) sdo indicados.

Busca de SNPs

A troca de aminoacidos Serina (hidrofilico neutro) — Arginina (hidrofilico basico), no SNP, do gene CaRD26,
poderia acarretar mudancgas na conformagao e/ou na estrutura da proteina. Enquanto os SNP; 3.4 do gene CaRD29 néo
conduzem a introduzir modifica¢des de carater hidrofobico e hidrofilico. A estrutura da proteina pode ndo ser afetada
com essas modifica¢des. Sabe-se que proteina RD29 de cafeeiro possui dominio que sdo encontrados em proteinas de
plantas induzidas com o estresse abidtico (Tabela 3).



VII Simpoésio de Pesquisa dos Cafés do Brasil
22 a 25 de Agosto de 2011, Araxa - MG

SNPs CaRD26 SNPs CaRD29
SNP, GNP, SNP, GNP, GSNP; SNF; SNP; SNF, SNF, GNP, &SNP, SNP;  SNF;
GIC AG CT TG G/A CT GIA ANC G/A AG GlA G/A T/C
CaRD26 G A C T G C G CaRD29 A G A G G T
Genotipos
MNove NR [ | B G | G A G B G G T
A C T | | c | | B
Camai NR MR NR NR NR NR NR | G B B G T
Typiea NRE NR NR NRE NR MR MR | G B B G T
C. arabica
Bourbon NR = A C T B | G | G B B G T
E | E G C B
Fubi NE A [ ] T| G [ ] ) NE NE NE NE NE NE.
159 MR ! g ! E | E | G ] B G
E | E B C B
14 A C B G [ ] G NE. NE NE. NE. NE. NE
C. canephora
22 NE MNE NE NE MNE NE NE NE NE NE NE NE
- NE Al T] G Al G G T]
C. racemosa i u i u N
B | B G | B NR MR NRE NE  NR MR
C. eugenioides L]
Posicido SNP 276 1022 1051 1063 1104 1108 1123 1439 1525 1558 1560 1604 1610

Tabela 3 - SNPs dos genes CaRD26 e CaRD29. A sequéncia de referéncia dos genes CaRD26 e CaRD29 sdo
apresentadas na primeira linha da tabela. Para cada um dos genétipos, os nucleotideos divergentes (SNPs) da sequéncia
de referéncia sdo apresentados em vermelho e os nucleotideos iguais sdo apresentados em amarelo. As posi¢des dos
SNPs nas sequéncias de referéncia sdo indicadas na tlltima linha da tabela. NR: seqiienciamentos nao realizados.

CONCLUSOES

As andlises de expressdo mostraram um aumento da expressdo dos genes CaRD26 ¢ CaRD29 com o estresse
hidrico para os dois cultivares. Também, foi possivel notar que esse aumento foi maior para o cultivar Rubi que para o
cultivar 159. Esses resultados confirmam os observados em C. canephora. As andlises das seqiiéncias génicas obtidas a
partir do sequenciamento dos “pools” referente aos genes CaRD26 e CaRD29 nos diferentes gendtipos de Coffea,
permitiu identificar a existéncia de poucos SNPs nas regides codantes dos genes CaRD26 (7 SNPs) e CaRD29 (6
SNPs). Como as diferencias ndo parecem afetar drasticamente as seqiiéncias das proteinas correspondentes, isso indica
que esses genes sdo extremamente conservados no género Coffea.

Trabalhos estdo em andamento para finalizar a analise da diversidade genética dos genes CaRD26 ¢ CaRD29
em diferentes acessos e cultivares de Coffea sp.. Em paralelo, estudos estdo sendo realizados para analisar as sequéncias
dos promotores desses genes (Alves et al., nesse simpdsio) afim de identificar outros polimorfismos que poderiam
explicar as diferencias de niveis de expressdo observadas entre os cultivares de C. arabica e os clones de C. canephora.
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