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“Néo se pode esperar resultados diferentes fazendo as coisas da mesma forma.”

Albert Einstein



RESUMO

A caracterizacdo e isolamento do gene com expressdo especifica em raiz de café
(Coffea arabica) que codifica uma peroxidase (CaPOX) e suas respectivas regides
promotoras, permitiu realizar a caracterizacdo da expressao desse gene em reposta a
estresse bidtico (infeccdo por nematdides) assim como a analise funcional do seu
promotor. Promotores tecido-especificos responsaveis pela regulacdo de genes
responsivos a estresses bidticos tornam-se fundamentais em programas
biotecnolégicos que visam o aumento da resisténcia e tolerancia vegetal. Partindo
desse principio, realizou-se a quantificacdo da expressao relativa do gene CaPOX em
raizes de café utilizando plantas de Coffea arabica de um cultivar susceptivel (Mundo
Novo) e de outro cultivar resistente (IAC 388-17-1) a nematoides, respectivamente. Em
paralelo utilizou- se plantas transgénicas de tabaco (Nicotiana tabacum SR1) contendo
a versdao completa do promotor do gene CaPOX em fusdo transcricional ao gene
reporter uidA (que codifica a B-glucuronidase; GUS) . A partir disso, pode-se observar
gue o gene CaPOX tem sua expressdo aumentada em resposta a infeccdo por
nematoides, sendo que a inducdo observada ocorre nos tempos iniciais poés-
inoculacdo. Da mesma maneira, o promotor do gene CaPOX € responsivo a infeccao

por nematoides, sendo ativado nos tempos iniciais pés-inoculacao.
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1. INTRODUCAO

1.1 Historico

O café foi descoberto por volta do ano 800 provavelmente entre as regiées do
sudoeste da Etiopia, do sudeste do Suddo e do norte do Quénia, na Africa.
Atravessou o Mediterraneo e chegou a Europa no inicio do século XVII, sendo
inicialmente consumido como remédio para varios males, e adotado posteriormente
como bebida. Chegou ao Brasil em 1727 trazido pelo sargento-mor Francisco de
Mello Palheta, vindo da Guiana Francesa. Foi recebido, de presente, das méaos de
Madame d'Orvilliers, esposa do governador de Caiena. As mudas recebidas foram
plantadas no Para, onde floresceram sem dificuldade (Andrade e Jafelice, 2005).

Pertencente a familia Rubiaceae, desde sua chegada ao pais, o café foi o
maior gerador de riquezas e o produto de maior importancia na histéria nacional. A
previsdo atual para a producdo nacional de café beneficiado indica 47,2 milhdes de
sacas de 60 quilos. O resultado representa um acréscimo de 19,6%, ou seja, 7,73
milhdes de sacas, quando comparado com a producdo de 39,47 milhdes de sacas
obtidas na safra 2009 (CONAB). O Café contribui com mais de 2% do valor total das
exportacdes brasileiras, e com mais de um ter¢co da producdo mundial, gerando
recursos da ordem de 91 bilhdes de dolares com o comércio de 115 milhdes de
sacas que, em meédia, sdo produzidas. A atividade envolve, ainda, meio bilhdo de
pessoas desde a sua producdo ao consumo final, representando aproximadamente

8% da populacdo mundial (segundo dados da Embrapa).
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1.2. Importancia médica

Além de todos os beneficios relacionados com a economia do pais, na area
da saude, a comunidade médico-cientifica ja considera o café como uma planta
funcional que previne doencas e mantém a saude, diz- se nutracéutica (com valor
nutricional e farmacéutico). H& pesquisas que o indicam como possivel
“‘medicamento” na luta contra o alcoolismo, a depressédo e o suicidio e, ainda, na

prevencao de doencas como o mal de Parkinson e o mal de Alzheimer (EMBRAPA).

1.3. Caracteristicas Biologicas

Embora grandes diferencas morfologicas e ecolégicas ocorram entre as
diferentes espécies de cafeeiro, 0 grupo compde-se de plantas dicotiledoneas que
possuem porte arbustivo ou arboreo, caule lenhoso, folhas perenes e flores
hermafroditas. A espécie em estudo, Coffea arabica, € o Unico exemplar tetraploide
(2n = 4x = 44) formado por hibridizacdo natural entre duas espécies dipldéides
proximamente relacionadas: C. canephora e C. eugenioides (Lashermes et al.,
1999). E importante ressaltar que apesar da pouca divergéncia entre os dois
genomas constituintes, C. arabica apresenta comportamento meiético como de um
dipléide normal (Lashermes et al., 2000 a, b).

Por possuir uma baixa diversidade genética, toda pesquisa cientifica voltada
para identificar tracos desejados nessa espécie € de grande valia, sobretudo para
aumentar a eficiéncia produtiva da espécie. Uma importante opcao nesse contexto
refere-se a obtencdo de plantas resistentes a pragas e doencas, sobretudo aos
nematoides de galha que sdo altamente prejudiciais a cultura do café e de dificil
controle.
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1.4 Nematoides e parasitismo

Nematoides do género Meloidogyne spp penetram no sistema radicular
através do coértex dando inicio a processos de hiperplasia e hipertrofia do tecido
cortical, o que provoca 0 aparecimento das galhas ou nddulos caracteristicos da
doenca (Williamson e Hussey, 1996). Além disso, a0 mesmo tempo, células
parénquimatosas do xilema sdo selecionadas para ancoragem do nematdide, e por
disfuncdo da maquinaria celular, ocorre a formacdo de células gigantes
multinucleadas em numero reduzido. Estas apresentam citoplasma denso e com
grande concentracdo de organelas celulares e pequenos vacuolos. Muitos
processos fisiologicos da planta hospedeira como a respiracdo, fotossintese,
absorcao e translocacdo de agua e nutrientes, o balanco hormonal, assim como
deformacbes morfologicas e anatdbmicas, podem ser afetados direta ou

indiretamente pelo parasitismo (Goncalves e Silvarolla, 2001).

1.5 Biotecnologia e Controle de Nematéides

Nesse cenario, 0 uso de recursos biotecnolégicos pode ser extremamente Util
para diminuir o efeito do parasita no vegetal. Por se tratar de uma doenca controlada
de forma ineficiente pelos recursos tradicionais (Altpeter et al., 2005), baseados
essencialmente no controle quimico, a producdo de plantas modificadas
geneticamente se torna uma tentativa de controle mais eficiente para producdo em
larga escala. Para tal, entretanto, a identificacdo e caracterizacdo de genes de
resisténcia sdo imprescindiveis, ou ainda cujo produto apresenta propriedade
nematicida ou repelente.
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Em um projeto desenvolvido em nosso laboratério que objetivava identificar
sequéncias expressas com padrbes de expressdo caracteristicos em café, foi
identificado um EST codificando uma peroxidase (POX) de classe Ill com expresséo
especifica em raiz (Brandalise, 2007). Constatou-se que a expressdo do gene
correspondente (denominado CaPOX) foi aumentada em resposta a infecgdo por
nematoéides em raizes de café em diferentes tempos pdés-infec¢do. Corroborando um
possivel papel do gene CaPOX na infeccao por nematéides em café, a amplificacéo
e caracterizacao parcial da regido regulatoria desse gene em plantas transgénicas
de tabaco, demonstrou que o seu promotor é capaz de dirigir a expressdo de um
reporter exclusivamente em galhas de raizes infectadas por nematoides (Brandalise,
2007).

As POXs de classe Il estdo presentes em diferentes tecidos vegetais, séo
secretadas para 0 meio externo ou transportadas para o0s vacuolos, e agem
normalmente na defesa contra patdogenos (Chittoor et al., 1997; Egea et al., 2001) e
nematoides (Simonetti et al.,, 2009). O papel das POXs na resposta de defesa da
planta é reforcar fisicamente a parede celular com lignina, suberina e outros
polissacarideos, induzir a producao de espécies reativas de oxigénio (ROS) que irdo
servir como catalisadores das modificacbes da parede celular ou na sinalizagéo,
bem como aumentar a producédo de fitoalexinas. Assim, a disponibilidade de um
gene que codifica uma POX em café induzida pelo ataque de nematdides abre
perspectivas interessantes para a obtencdo de plantas tolerantes ao ataque de
nematoides. Para tal, entretanto, estudos moleculares e funcionais precisam ser

empreendidos.
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2. OBJETIVOS

O presente estudo teve por objetivo caracterizar a expressao do gene CaPOX

por RT-qPCR em raizes de café e de tabaco transgénico inoculadas com nematdide.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material Vegetal

Para quantificar a expressao relativa do gene CaPOX em raizes de café
foram utilizadas plantas de Coffea arabica de um cultivar susceptivel (Mundo Novo)
e de outro cultivar resistente (IAC 388-17-1) a nematoides, respectivamente.

Em paralelo foram utilizadas plantas transgénicas de tabaco (Nicotiana
tabacum SR1) contendo a versdo completa do promotor do gene CaPOX em fuséo
transcricional ao gene reporter uidA (que codifica a B-glucuronidase; GUS) obtidas
por Brandalise (2007). As plantas foram mantidas em casa de vegetacdo e camara

de crescimento.

3.2 Experimento de Infeccdo vegetal por nematoides e coleta do material

A inoculacdo das plantas de café foi realizada sob a supervisdo da Dra.
Mirian Peres Maluf no Centro de Andlise e Pesquisa Tecnoldgica do Agronegdcio do
Café “Alcides Carvalho”, situado no Instituto Agronédmico de Campinas (IAC). Foram
inoculadas 15 plantulas de café com aproximadamente mil juvenis do nematoéide

Meloidogyne exigua por planta.
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ApOs a inoculacao, as raizes foram coletadas nos tempos de 8 horas, 5, 14 e
21 dias, respectivamente. O tempo zero foi coletado antes da inoculacdo do
nematodide. Para cada tempo foram coletadas raizes de trés plantas, e em seguida, 0
pool de raizes foi macerado em nitrogénio liquido e armazenado em freezer -80°C.
Foram inoculadas plantas de café nas mesmas condicbes para servirem como
testemunha.

Os experimentos de infeccdo de tabaco com o nematéide Meloidogyne
javanica foram realizados sob a supervisdo da Dra. Silvia Renata Siciliano Wilcken
do Departamento de Producédo vegetal - Setor de Defesa Fitossanitaria — FCA/
UNESP. Foram inoculadas 20 plantas de dois meses de idade com
aproximadamente dois mil juvenis de nematoéide por planta. As coletas, nesse caso,
foram realizadas nos tempos de 8, 16 e 24 horas, respectivamente. O tempo zero foi
coletado antes da inoculacdo do nematdide. Para cada tempo foram coletadas
raizes de quatro plantas, e o pool foi entdo macerado em nitrogénio liquido e
armazenado em freezer -80°C. Quatro plantas foram coletadas apds quatorze dias
para verificacdo da formacédo de galhas. Além disso, foram inoculadas plantas de

tomate nas mesmas condi¢des para servirem como testemunha.

3.3. Extracdo de RNA total e quantificacao.

Amostras de aproximadamente 100 mg de raizes de café maceradas foram
coletadas, e em seguida transferidas para tubos de 1,5 ml. O RNA total das
amostras foi extraido usando Trizol conforme protocolo descrito pelo fabricante

(Invitrogen), e armazenado a -80°C até o momento da sintese de cDNA.
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Para a extracdo de RNA total de tabaco foi utilizado o método CTAB conforme
metodologia descrita por Korimbocus et al. (2002) (baseado em Chang et al., 1993)
com modificacbes. Para tal, cerca de 100 gramas de tecido vegetal (raizes)
macerado em nitrogénio liquido foi solubilizado em 500 ul do tamp&o de extragéo
CTAB pré-aquecido. ApoOs esse procedimento houve a incubag¢do do material por 30
min a 65°C. Adicionou-se, em seguida, 500 pl de CIA (cloroférmio:alcool isoamilico -
24:1) e homogeneizou-se a solucdo com auxilio do vortex. Centrifugou-se a 10000
rom por 10 min & 4°C, e coletou-se o sobrenadante, aplicando-se novamente o
passo anterior de CIA seguido de uma nova centrifugacdo. Um volume de cloreto de
litio (LiCl 5M) foi adicionado ao volume de sobrenadante coletado e o RNA total foi
precipitado a -20°C durante a noite. Posteriormente centrifugou-se o material a
12000 rpm por 30 min (4°C). O sedimento foi ressuspendido em 200 ul de TE-SDS
1% e adicionado de 100 pyl de NaCl 5 M e 300 ul de isopropanol. A amostra foi
precipitada durante 30 min a -20°C e centrifugada a 12000 rpm por 20 min (4°C).
Logo em seguida foi feita uma lavagem com 1 ml de etanol a 70% seguida de
centrifugacédo a 10000 rpm por 5 min (4°C). Secou-se o0 sedimento, sendo 0 mesmo
ressuspendido em agua DEPC.

O RNA total extraido, de ambas amostras (café e tabaco), foi quantificado em
espectrofotometro  NanoDrop (NanoDrop ND-1000 UV-Vis Spectrophotometer,

NanoDrop Technerologies).

3.4 Sintese e quantificacdo de cDNA
Amostras de RNA total (café e tabaco) foram tratadas com a enzima DNAse |

(Fermentas), a fim de eliminar possivel contaminacdo com DNA genémico durante o

17



processo de extracdo. A obtencdo de RNA livre de DNA foi feita atraves da utilizagdo
de 1ug do RNA total, 1yl de tampao de reagdo com MgCl; (10X; formnecido no kit) e
1 unidade da enzima Deoxyribonuclease | ( 1 U/ul). O volume final da reagao foi de
10 pl, completados com agua livre de RNAse. As amostras foram incubadas em
termociclador (PTC 100- Programmable Thermal Controller, MJ Research Inc.) a
37°C por 30 minutos. Apés esse periodo, adicionou-se 1 yl de EDTA 25 mM, a fim
de se inibir a reagdo. As amostras foram entdo incubadas novamente no
termociclador a 65°C por 10 minutos.

A sintese da primeira fita de cDNA, tanto para café como para tabaco, foi
realizada empregando-se a enzima Superscript 11l (Invitrogen) conforme instrucdes
do fabricante, utilizando-se oligo-dT;7vn (2,5 mM) como iniciador. A quantificacdo do
cDNA foi realizada em espectrofotdmetro NanoDrop (NanoDrop ND-1000 UV-Vis

Spectrophotometer, NanoDrop Technologies).

3.5 Quantificacdo da expresséo relativa por RT-gPCR

Para a quantificacdo da expressao relativa dos genes- alvo (CaPox em café e
Gus em Tabaco) e dos genes normalizadores [GAPDH de café (Barsalobres-
Cavallari et al., 2009) e 18S RNA de tabaco (Levy et al., 2004)] foram utilizados os
oligonucleotideos RTPer, GAPDH, RT Gus e 18S conforme descrito na Tabela 1. Os
oligonucleotideos para CaPox e Gus foram gerados automaticamente com a
utilizacdo do software Primer Express 2.0 (Applied Biosystems). Os parametros
considerados para tal foram: tamanho entre 26 e 30 pb; Tm ( Temperature of
melting) entre 65°C e 70°C; quantidade de CG entre 40 e 60% e tamanho médio dos
fragmentos amplificados ente 50 e 105 pb.
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Para reacdo de amplificagéo foi utilizado o kit Maxima™ SYBR Green /ROX
gPCR Master Mix (2X) (Fermentas). Adicionou-se ao cDNA das amostras de
interesse 6 pl de Maxima™ SYBR Green /ROX qPCR Master Mix (2X); 1,2 ul de
cada oligonucleotideo gene especifico (forward e reverse) e agua livre de RNAse
para um volume final de 10 pl de reacdo. Foram feitas reacdes em triplicata para
cada amostra e como controle negativo, adicionou-se agua livre de RNAse ao invés
de cDNA, para a garantir auséncia de contaminagao.

A reacdo de amplificacéo foi realizada em um termociclador 6ptico (7300 Real
Time PCR System, Applied Biosystems). A ciclagem utilizada foi: ciclo inicial de 50°C
por 2 minutos para ativacdo da UDG; 95°C por 2 minutos para desnaturacao;
seguida de 45 ciclos de 15 segundos a 95°C; 30 segundos a 60°C e 30 segundos a
72°C. Para quantificacdo dos dados realizou-se um ciclo suplementar de 15
segundos a 95°C, 30 segundos a 60°C el5 segundos a 95°C. A andlise dos dados
foi feita com auxilio do programa 7300 System Software. Ao fim da reacédo obteve-se
a representacdo grafica (Amp Plot) e numérica (Ct; Threshold Cycle) que
representam o aumento de fluorescéncia durante os ciclos de amplificacéo.

O nivel de expresséao foi calculado com base nos valores de AACt (Livak e
Schmittgen, 2001). Tal método baseia-se na reacdo exponencial da PCR. A

expressdo QR = 27 4A¢

, que representa o nivel da expressao génica, foi calculada; O
valor de AACt representa a diferenca entre o ACt da amostra de interesse
(inoculagdo num tempo determinado) e o ACt da amostra de referéncia; ACt é a
diferenca entre o Ct da amostra amplificada para o gene alvo e o Ct da mesma

amostra amplificada para o gene controle. E importante ressaltar que o valor Ct

representa o ciclo de amplificacdo exponencial de cada amostra.
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Calculou-se a eficiéncia dos oligonucleotideos através do programa SAS
versao 8e. Para as andlises realizadas em café, a eficiéncia calculada foi de 1,95, e

para as andlises em tabaco essa eficiéncia foi igual a 2,0.

Tabela 1- Oligonucleotideos utilizados no presente trabalho.

NOME Sequencia (5’-3’)

F-GGC ATT AGT TGC CCG TGA TG

RTPer R-TCG CAT GAT GGT CCC TTAATC

F-TTG AAG GGC GGT GCA AA

GAPDH R-AAC ATG GGT GCATCCTTG CT

F- TTG CCA ACG AAC CGG ATAC

RT Gus R-GAG CTG CCT GTA TGT TCC AGT

CC

F-AGG AAT TGA ACG GAA GGG CA

18S R-GTG CGG CCC AGA ACATCT AAG

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Quantificacao da expresséo do gene CaPOX

A andlise da expressdao relativa do gene CaPOX foi baseada nos valores de

delta Ct (Livak e Schmittgen, 2001). Um aumento de 1,1 x na expressdo do gene
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alvo foi observado em raizes de café do cultivar resistente, inoculadas com
nematdide no tempo de 8 horas (Figura 1). No caso do café susceptivel, esse
aumento na expressdo do gene alvo no tempo de 8 horas pés- inoculagéo foi ainda
mais expressivo (2,8 x) (Figura 2). Em contrapartida, em ambos 0s casos néo foi
observada variagdo significativa na expressdo do gene CaPOX nos tempos
amostrais mais tardios (5, 14 e 21 dias pés-inoculacao).

Tais dados sugerem que a expressao do gene CaPOX néo esta diretamente
envolvida na manifestacdo da resisténcia do café a espécie de nematdide
empregada. Dessa forma, pode-se inferir que a ativacao do referido gene integra-se
a uma via metabdlica responsiva a infeccdo que possivelmente envolve outros
genes e necessita ser elucidada. Todavia o papel das peroxidases de classe Ill na
resisténcia das plantas aos nematdides deve ser salientado, ja que os estudos
realizados por Simonetti et. al. (2009) sugerirem que diferentes peroxidases
apoplasticas de trigo, devido a diferente expressdo em quantidade e tempo,

desempenham diferentes papéis na resposta do trigo a infeccdo de nematoides.
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Figura 1: Valores de Ct obtidos durante a amplificacdo do gene CaPOX em

raizes inoculadas de café resistente em diferentes tempos amostrais.

34,5

33

31,5

30

28,5

W 28,02 —4—Ct CaPOX
27 2

25,5 %29 /
e

Ohoras 8horas 5dias 14dias  21dias

Valor de Ct

24

Tempo

Figura 2: Valores de Ct obtidos durante a amplificacdo do gene CaPOX em raizes

inoculadas de café susceptivel em diferentes tempos amostrais.
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4.2 Quantificacdo da expressao do gene GUS

A fim de melhor investigar a regulacdo da expressao do gene CaPOX, optou-
se também por utilizar plantas de tabaco transformadas com um cassete de
expressao contendo o seu promotor e o gene reporter GUS. Nesse caso, a possivel
ativacao do promotor em resposta a inoculagdo por nematéides foi investigada nos
tempos iniciais pos-inoculacao, jA que em café o pico de expressdo € observado no
tempo de 8 horas. Os valores de Ct obtidos na amplificacdo do gene repérter em
raizes de tabaco inoculadas indicaram um aumento na expressao de 3,9 x no tempo
16 horas apoOs a inoculacdo (Figura 3). Por outro lado, no tempo amostral de 24
horas, a expresséo do gene alvo foi similar aquela observada no tempo de 8 horas.

Esses dados sugerem que a regidao promotora clonada e inserida em tabaco é
responsiva a infeccdo pelo nematbide, sendo ativada no inicio do processo
infeccioso. O indicando que o referido promotor contém os elementos regulatorios
necessarios para ativar a transcricio génica em resposta ao parasita, 0 que permite
vislumbrar a caracterizacdo funcional destes elementos. Esses dados corroboram
ainda a hipotese de que a CaPox deve desempenhar um papel na resisténcia
precoce ao nematoide em café, atuando provavelmente em associacdo com outros

genes.
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Figura 3: Valores de Ct obtidos durante a amplificacdo do gene reporter GUS em

raizes inoculadas de tabaco transgénico em diferentes tempos amostrais.

5. CONCLUSOES
O gene CaPOX tem a sua expressao aumentada em resposta a infeccao por
nematoides sendo induzido nos tempos iniciais pos-inoculacédo (8 h).

O promotor do gene CaPOX é responsivo a infeccdo pelo nematodide, sendo

induzido nos tempos iniciais pos-inoculacdo (16 h).
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