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Resumo:

Genes candidatos envolvidos na tolerancia a seca no cafeeiro, foram selecionados através de uma analise in silico
(Northern eletronico) das bibliotecas de ¢cDNA SH2 e SH3 presentes na Base de Dados do Genoma Café. Assim, 18
“contigs” apresentando, uma expressao diferencial nas analises in silico, foram identificados e caracterizados por analises
de Northern-blot, utilizando-se RNA total extraido de folhas de clones de Coffea canephora var. Conillon, sensiveis e
tolerantes a seca, caracterizados fisiologicamente em experimentos com vasos realizados em casa de vegetagdo. Os
resultados de caracterizag@o fisioldgica indicam que o clone 22 (sensivel) apresentou queda mais rapida do potencial
hidrico, devido a maior condutancia estomatica. Além disso, sob -3,0MPa, o clone 22 apresenta menor fotossintese que os
demais, devido ao maior estresse oxidativo que ocorre nas folhas. Os resultados das analises da expressao génica indicam
que a maioria dos genes candidatos identificados pelas analises de Northern eletronico, também apresentavam expressdo
diferencial nas analises por Northern-blot. Além disso, alguns desses genes candidatos, apresentavam perfil de expressdo
diferencial entre os quatro materiais genéticos testados (clones sensiveis vs. tolerantes a seca). Perspectivas de uso dessas
informagoes sdo discutidas.
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GENE EXPRESSION ANALYSIS OF CANDIDATE GENES FOR DROUGHT TOLERANCE IN LEAVES
FROM CLONES OF Coffea canephora VAR. CONILLON PHYSIOLOGICALLY CHARACTERIZED.

Abstract:

Candidate genes involved in coffee drought tolerance were selected by in silico analysis (Electronic Northern) of
SH2 and SH3 cDNA libraries of the Coffee Genome database. Eighteen “contigs” with in silico differential expression
were identified and characterized by Northern-blot experiments using total RNA extracted from leaves of drought tolerant
and susceptible clones of Coffea canephora var. Conillon grown in greenhouse under controlled conditions. Physiological
analyses showed that the clone 22 (drought susceptible) presented faster decrease of leaf water potential than resistant ones
that was attributed to its higher stomatal conductance. Below -3.0MPa, this clone also showed lower photosynthetic activity
correlated with elevated oxidative stress. For most of the candidate genes selected by “Electronic Northern” approach,
differential gene expression was confirmed by conventional Northern-blot analyses. Interestingly, some of them also
presented differential expression patterns between the four clones tested (drought susceptible vs. drought tolerant).
Research perspectives are discussed based on these results.
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Introducao

Durante muitos anos, os programas de melhoramento genético do cafeeiro consistiram em identificar e utilizar a
variabilidade natural existente no género Coffea, em esquemas de sele¢do, a fim de se criar novos hibridos adaptados as
exigéncias dos cafeicultores (para os aspectos de produtividade) e dos consumidores (para os aspectos de qualidade da
bebida). O sucesso obtido pelos programas de melhoramento é evidente e o parque cafeeiro brasileiro da espécie C. arabica
¢ predominantemente ocupado por cultivares que apresentam alto potencial produtivo, alta adaptagdo e estabilidade, e
muitas caracteristicas agronomicas desejaveis. Porém, C. arabica se caracteriza pela auséncia de caracteristicas
quantificadas de tolerancia aos estresses abioticos o que ¢ atribuida a diversidade genética muito restrita da espécie. Outra
possivel hipotese ¢ a de que ndo existe em C. arabica, formas alélicas de genes que conferem estas caracteristicas de
tolerancia. Em contrapartida, estas formas alélicas devem existir na espécie C. canephora, reconhecidamente mais tolerante
a seca. Assim, os genotipos originarios do grupo Guineano e o subgrupo SG1 do Congués (provavelmente os Conillons
originalmente cultivados no Brasil) sdo considerados, respectivamente, como muito resistentes e razoavelmente resistentes
a seca enquanto os genotipos do subgrupo SG2 de Congués sdo considerados como muito sensiveis a seca (Montagnon and
Leroy, 1993). Esta variabilidade genética da espécie C. canephora relativo a tolerancia a seca, também foi constatada nas
populagodes de C. canephora cv. Conillon cultivadas no Brasil (INCAPER-ES), e varios clones tolerantes a seca, ja foram
identificados (Ferrdao et al., 1999, 2000) e alguns destes ja foram caracterizados quanto aos mecanismos fisiologicos
envolvidos na tolerancia a seca (Lima et al., 2002; DaMatta et al., 2003; Pinheiro et al., 2004, Pinheiro et al., 2005,
Praxedes et al., 2006).



No projeto Genoma Café, foram realizadas cerca de 218.000 seqiiéncias ESTs de café a partir de varias bibliotecas
de cDNA, principalmente de folhas obtidas essencialmente da espécie C. arabica (88.7%), mas foram também obtidas
seqiiéncias das espécies C. canephora ¢ C. racemosa (Vieira et al., 2006). Entre as seqiiéncias de C. canephora obtidas, a
maior parte provém de plantas cultivadas em condi¢des de estresse hidrico, o que possibilita a identificacdo dos genes
envolvidos na resposta a essa condigdo de estresse. Desta forma, torna-se possivel a identificagdo de genes "candidatos",
responsaveis potenciais pela tolerancia ao estresse hidrico, nos clones de C. canephora .

Uma analise prospectiva das seqiiéncias disponiveis na Base de Dados do projeto Genoma Café ja resultou na
identificagdo de varios genes de café potencialmente envolvidos na resposta aos estresses abidticos (Vinecky et al., 2005).
Mais recentemente, uma nova analises in silico foi realizada, comparando-se as freqiiéncias de ocorréncia de ESTs entre as
bibliotecas de cDNA SH2 e SH3, pela estratégia de “Northern eletronico”, resultando na identificacdo de novos “genes
candidatos” (GC). Assim, 18 contigs apresentando uma expressdao diferencial foram identificados. Nesse trabalho sao
apresentados os resultados da expressdo de alguns desses genes candidatos, realizadas por analises de Northern-blot
contendo RNA total extraido de folhas de diferentes clones de C. canephora cv. Conillon (sensiveis e tolerantes) cultivados
na condi¢@o de auséncia e presenga de estresse hidrico.

Material e Métodos
Material Vegetal

Mudas dos clones de Coffea canephora cv. Conillon (Ferrdo et al., 2000b) tolerantes (14, 73 e 120) e sensivel (22)
obtidas no Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensdo Rural — Incaper, foram plantadas e cultivadas
em vasos de 12 L, em Vigosa, MG (20°45’S, altitude de 650 m). O substrato utilizado para enchimento dos vasos consistiu
de uma mistura de solo, areia e esterco bovino (3:1:1, v/v/v). A adubacao foi feita de acordo com a anélise do solo, segundo
recomendacdes de Ribeiro et al. (1999). As mudas foram mantidas em casa de vegetagdo, cujas laterais permitiam livre
troca de ar entre seu interior e exterior. A densidade média de fluxo de fotons fotossintético na casa de vegetagdo foi de 900
umol m? s™', a0 meio-dia. Apds seis meses de cultivo (abril de 2006), as plantas foram avaliadas em condi¢des de plena
irrigacdo (controle) e sob deficiéncia hidrica, imposta pela suspensdo da irrigagdo, até que as plantas atingissem o potencial
de yw= -3,0 MPa na antemanha.

Avaliagoes Fisiologicas

O potencial hidrico da folha foi determinado em folhas individuais com uma bomba de pressdo tipo Scholander,
na antemanha, em folhas completamente expandidas de ramos plagiotropicos, do terco superior das plantas.

As trocas gasosas foram analisadas em folhas completamente expandidas do terceiro ou quarto pares a partir do
apice de ramos plagiotropicos do terco superior das plantas. As taxas de assimilacao liquida de carbono (A), a conduténcia
estomatica (gs), a transpiracdo (E) foram medidas em sistema aberto, 07:00 e 09:00 h, sob luz saturante artificial (1000
pmol m™” s™), concentragdo de CO, ambiente e temperatura constante de 25 °C, com um analisador de gas a infravermelho
portatil (LCpro+, Analytical Development Company, Hoddesdon, Reino Unido).

Extracgoes de RNA

As folhas desses clones quando as plantas atingiram o potencial de yw= -3,0 MPa de antemanha, foram colhidas,
congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a — 80 °C . As folhas foram pulverizadas em nitrogénio liquido e RNA
total foi extraido utilizando o reagente Concert (Invitrogen), de acordo com instrugdes do fabricante. Para as analises de
expressdo, foram realizados Northern-blots com 15ug de RNA total conforme descrito anteriormente (Geromel et al.,
2006). As membranas foram hibridizadas independentemente com sondas especificas marcadas com **P, correspondentes
aos cDNAs de contigs selecionados pelas andlises de Northern eletronico.

Resultados
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Figura 1. Queda do potencial hidrico antemanha (y,,,) em clones de C. canephora submetidos ao déficit
hidrico até y, -3,0 MPa.



Os resultados de caracterizagdo fisiologica indicam que o clone 22 (sensivel) apresentou queda mais rapida do
potencial hidrico, devido a maior condutancia estomatica. Além disso, sob -3,0MPa, o clone 22 apresenta menor
fotossintese que os demais, devido ao maior estresse oxidativo que ocorre nas folhas.
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Figura 2. Condutancia estomatica (gs) em folhas de quatro clones de C. canephora, em condigdes irrigadas
(D e sob déficit hidrico (NI) (w,, = -3,0 MPa) Letras minusculas diferentes representam diferencas
significativas entre médias de clones irrigados, e letras maitisculas diferentes denotam diferencas
significativas entre médias de clones sob déficit hidrico (Newman-Keusl, P<0,05). As médias de plantas
estressadas marcadas com um asterisco diferem das médias das plantas-controle (Teste F, para P <0,05). As
colunas representam a média, e as barras o erro-padrao, de cinco repetigdes.
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Figura 3: Taxa de assimila¢do liquida de CO, em folhas de quatro clones de C. canephora, em condi¢des
irrigadas (I) e sob déficit hidrico (NI) (w,,, = -3,0 MPa). Letras mintsculas diferentes representam diferencas
significativas entre médias de clones irrigados, e letras maitsculas diferentes denotam diferengas
significativas entre médias de clones estressados (Newman-Keusl, P<0,05). As médias de plantas estressadas
marcadas com um asterisco diferem das médias das plantas-controle (Teste F, para P <0,05). As colunas
representam a média, e as barras o erro-padrdo, de cinco repeti¢des.

Dos resultados obtidos pela estratégia de Northern-blot, apenas sdo mostrados alguns exemplos (Figura 4) para
ilustrar os diferentes tipos de respostas obtidas. Assim, foi possivel encontrar GC que sdo altamente expressos em
condigdes de irrigagdo mas que estdo reprimidos em condi¢@o de estresse hidrico independentemente dos clones analisados
(Figura 4A). Inversamente, alguns GC apresentaram uma expressdo maior em condicdo de estresse hidrico
independentemente dos clones analisados (Figura 4B). Observa-se também, nos dados apresentados na figura 4B, uma
resposta mais acentuada na expressdao deste GC no clone 73, nas condigdes de estresse hidrico em comparacdo com os
demais clones estudados, nas condi¢des de déficit hidrico. Interessante, também foram obtidos resultados que indicam
expressdo génica diferencial entre os clones tolerantes (14, 73 e 120) e sensivel (22) de C. canephora cv. Conilon, onde
somente observa-se a expressdo deste GC no clone 22 (Figura 4C). Inversamente, os dados de expressio génica
apresentado na figura 4D, pode-se observar maior expressao nos clones tolerantes, aparentemente com sinais mais intensos
nas condi¢des de irrigagdo, enquanto a sinais de expressdo no clone 22 (sensivel a seca) sempre foi muito fraca.



14 22 73 120 14 22 73 120
INIINIINIINI I NI I NI I NI I NI

lf'gm- ” g . B

14 22 73 120 14 22 73 120
I NI I NI I NI I NI I NI I NI I NI I NI

's B B :
W - - =

Figure 4. RNA totais de folhas de clones de C. canephora em condigdes irrigadas (I: irrigado) e déficit
hidrico (NI: ndo irrigado) foram separados em gel de agarose e transferidos para membranas de nylon. As
membranas foram hibridizadas com sondas especificas marcadas com **Pa-dCTP (parte superior) (Figuras
A-D — diferentes genes candidato -GC, selecionados por Northern eletronico. Géis com RNA totais coloridos
com BET (parte inferior) indicam depdsitos semelhantes de RNA nos géis.

Discusséo

Os resultados apresentados nas andlises de Northern-blot indicam que na maioria dos casos, a expressao
diferencial dos GC selecionados in silico (“Northern eletronico”), foi confirmada. Os resultados de caracterizagdo
fisiologica indicam que o clone 22 apresentou queda mais rapida do potencial hidrico, devido a maior condutincia
estomatica. Além disso, sob -3,0MPa, o clone 22 apresenta menor fotossintese que os demais, devido ao maior estresse
oxidativo. Essas andlises associadas aos dados de expressdo génica sdo fundamentais para a elucidagdo dos mecanismos
moleculares envolvidos na tolerancia a seca em C. canephora, permitindo a identificacdo de marcadores moleculares para
uso em programas de melhoramento por selegdo assistida. Os trabalhos em andamento no Laboratério estdo atualmente
focados na confirmagdo dos dados apresentados neste trabalho, utilizando-se a estratégia de PCR quantitativo (QPCR) ¢ a
prospecgdo de novos genes candidatos para a tolerancia a seca através de hibridizagdes com macroarranjos.
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