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RESUMO

Uma das principais doencas da cultura cafeeira é a ferrugem alaranjada, causado pelo fungo
Hemileia vastatrix. Diante disso, diversos programas de melhoramento tem explorado a
resisténcia de plantas a patdgenos no intuito de controlar esta doenca e oferecer ao produtor
a possibilidade de reduzir o uso de defensivos nas lavouras cafeeiras. Os receptores de
reconhecimento de paddes (PRRs) estdo localizados na membrana plasmatica das células
vegetais e participam da primeira linha de defesa vegetal. Os PRRs reconhecem os PAMPs
(padrdes moleculares associados a patogenos) e os DAMPs (padrdes moleculares
associados a danos) desencadeando uma série de respostas a fim de conter a infec¢cdo pelo
patdgeno. Desta forma, o presente trabalho tem como objetivo analisar expressdo de genes
candidatos a PRRs em geno6tipos contrastantes de C. arabica quanto a resisténcia a H.
vastatrix. Para a analise da expressdo génica dos PRRs, mudas de cafeeiros das cultivares
Catuai Vermelho IAC 144, Mundo Novo IAC 367-4, Arandas RV e lapar-59 serdo
inoculadas com H. vastatrix. As folhas das plantas inoculadas foram coletadas 0, 24 e 48
horas apds a inoculacdo. A expressdo do gene candidato CaCERKZ1, observou-se aumentou
significativamente 6 horas apds a inoculacdo, principalmente nas cultivares Catuai
Vermelho e Arands. A expressdo dos candidatos CaLYK4 e CalLYK5 aumentaram
progressivamente nos tempos avaliados, enquanto que a expressao do candidato CaRLP

ndo foi influenciada pela inoculagdo com o patégeno.

Palavras-chave: Ferrugem do cafeeiro; PRR; PTIl; CERK1, gPCR.
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1. INTRODUCAO

O Brasil se destaca como maior produtor de café, sendo também um dos maiores
consumidores, perdendo apenas para os Estados Unidos (EMBRAPA, 2018). Estima-se que
em 2018, a producao brasileira fique em torno de 59 milhdes de sacas beneficiadas e que a
receita bruta de Coffea arabica, o café mais produzido, fique em torno de R$ 18,71 bilhdes
(CONAB, 2018). Esta cultura ¢ uma das principais commodities do pais, apresentando
grande importancia para a regido sudeste, especialmente para o estado de Minas Gerais.
Apesar disso, a produgdo e os custos para a mesma tém sido afetados devido a demandas
para controle de varias pragas e doencgas. Uma das principais doengas da cultura cafeeira ¢ a
ferrugem alaranjada, causado pelo fungo Hemileia vastatrix, que pode levar a queda de
50% no rendimento, principalmente em Coffea arabica (ZAMBOLIM, 2016).

Uma maneira de contornar esse problema é melhorando a capacidade da propria
planta no reconhecimento de fitopatdgenos. Neste sentido, muitos genes de resisténcia vém
sendo amplamente utilizados em programas de melhoramento. No entanto, apesar de varios
exemplos de sucesso, esse tipo de resisténcia raramente confere reconhecimento de amplo
espectro e, além disso, muitas vezes é superado rapidamente pelos fitopatdgenos, em
consequéncia da pressdo evolutiva sofrida em sistemas agricolas.

Um mecanismo de defesa de amplo espectro, efetivo contra uma variedade de
patdgenos, insetos e também plantas parasitas (HEGENAUER et al., 2016; RANF, 2017) é
desencadeado por receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs). Estes receptores estdo
localizados na membrana plasmatica das células vegetais e participam da primeira linha de
defesa vegetal (JONES; DANGL, 2006). Os PRRs reconhecem os PAMPs (padrdes
moleculares associados a patégenos) e os DAMPs (padrées moleculares associados a
danos). Ao detectarem PAMPs, os PRRs ativam uma série de eventos do sistema de defesa
levando a imunidade desencadeada por PAMPs (PTI) (COUTO; ZIPFEL, 2016).

Embora as batalhas moleculares entre as plantas hospedeiras e os fitopatogenos
tenham sido extensivamente estudadas, muitos aspectos ainda precisam ser investigados a
fim de se obter uma compreensdo holistica dos mecanismos intrinsecos, o que é de suma
importancia no combate as doengas (KLEMPTNER et al., 2014). O estudo da imunidade
basal tem sido foco de diversas pesquisas com o propésito de conhecer e identificar os

mecanismos que governam essa linha de defesa, possibilitando o uso da mesma como mais



uma ferramenta na busca para resisténcia de plantas (BOUTROT; ZIPFEL, 2017). A
identificacdo e caracterizacdo dos PRR entre as espécies vegetais, permitem, ainda, a
reengenharia do reconhecimento de PAMPS, 0 que pode ser um aspecto importante para o
melhoramento genético vegetal (BENT; MACKEY, 2007; BOUTROT; ZIPFEL, 2017,
LEE; WHITAKER; HUTTON, 2016).

O aumento da resisténcia basal pode reduzir o impacto dos fitopatdgenos,
permitindo potencialmente uma resisténcia mais duradoura e sustentavel no campo. No
melhoramento genético do cafeeiro, estratégias focadas nos genes de resisténcia tém sido
amplamente utilizadas, contudo, até entdo ndo se fez uso da resisténcia condicionada por
PRRs. Uma das limitagdes para o uso dos PRRs no melhoramento do cafeeiro é a auséncia
de informac0es sobre: 1) o repertdrio de PRRs em C. arabica, 2) a variabilidade genética
dos receptores em gendtipos contrastantes, e 3) a modulacdo da expressdo génica dos
receptores em resposta a diferentes patdgenos. Desta forma, o presente projeto tem como
objetivo investigar estes trés aspectos na interacdo ferrugem-cafeeiro e, de posse dos
resultados, criar subsidios para a utilizacdo dos PRRs nos programas de melhoramento

desta cultura.

2. OBJETIVO
Analisar a expressao génica destes PRRs do tipo em gendtipos contrastantes de C.

arabica em resposta a inoculacdo com H. vastatrix.

3. REFERENCIAL TEORICO

3.1.  Acultura cafeeira no Brasil

O café pertence a familia Rubiacea, ordem Rubiales e género Coffea. Este género é
constituido por mais de 100 espécies botanicas (DAVIS et al., 2006), entretanto as mais
cultivadas sdo Coffea canephora (café conilon) e Coffea arabica (café ardbica). O café
conilon é diploide (2n = 2x = 22 cromossomos) (DENOEUD et al., 2014), enquanto que 0
café arabica é tetraploide (2n = 4x = 44cromossomos) (TRAN et al., 2018) sendo resultado

do cruzamento entre Coffea canephora e Coffea eugenidoides (LASHERMES et al., 1999).



Dentre os mais de 50 paises produtores de café, destacam-se Brasil, Vietna,
Col6émbia e Indonésia, sendo que o Brasil € o maior produtor. A producdo mundial do café
totalizou cerca de 158,56 milhdes de sacas de 60kg no periodo de outubro de 2017 a julho
de 2018; e as exportacfes mundiais totalizaram 112,52 milhdes no periodo de outubro de
2017 a agosto de 2018 (ICO, 2018; USDA, 2018). Para 2018/19 o consumo global de café
estd previsto em 163,2 milhGes de sacas e producdo mundial em 171,2 milhGes, 11,4
milhdes acima do ano anterior, principalmente devido a producdo recorde do Brasil
(USDA, 2018).

No Brasil, essa cultura é uma das principais commaodities, sendo que o café arabica é
0 mais produzido por apresentar melhor qualidade de bebida, representando cerca de 70%
da producéo total (CABRAL et al., 2016). Em 2017 o consumo interno foi estimado em
21,5 milhdes de sacas, colocando o Brasil como segundo maior consumidor de café no
mundo, sendo precedido apenas pelos Estados Unidos, que consomem em torno de 25,8
milhdes (EMBRAPA, 2018). Em 2018, ano de bienalidade positiva, a estimativa é que a
producéo brasileira fique em torno de 59 milhdes de sacas beneficiadas, apresentando um
crescimento de 33,2%. Além disso, a area de producéo ¢é de 1.880,9 mil hectares, sendo que
ainda existe um cenario de expansao, com 294,4 mil hectares em formacdo. Para o café
arabica, a producdo é estimada em 45,9 milhGes de sacas (crescimento de 34,1%) e para o
conilon 13,9 milhdes de sacas (crescimento de 30,3%) (CONAB, 2018).

Dentre os estados brasileiros produtores de café, encontram-se Bahia, Espirito
Santos, Sdo Paulo, Parana e Minas Gerais. Minas Gerais € o principal deles, cuja producéo
equivale a mais de 50% da producdo nacional. As principais regides produtoras do estado
sdo o Sul de Minas (Sul e Centro-Oeste), o Cerrado Mineiro (Triangulo, Alto Paranaiba e
Noroeste), a Zona da Mata Mineira (Zona da Mata, Rio Doce e Central) e o Norte de Minas
(Norte, Jequitinhonha e Mucuri), todas elas com taxas de crescimento em 2018. Para Minas
Gerais, a producdo total de sacas de arabica € estimada em 30,4 milhdes e de conilon em
335,8 mil (CONAB, 2018).

Entende-se, portanto, que a cultura cafeeira apresenta destaque no agronegocio
brasileiro, principalmente no estado de Minas Gerais. Apesar disso, diversos problemas séo
enfrentados durante a etapa de producgédo do café, como por exemplo doengas que acarretam

prejuizos significativos. Entre os exemplos de doengas frequentemente associadas a cultura



cafeeira encontram-se a cercosporiose (Cercospora coffeicola), mancha aureolada
(Pseudomonas syringae pv. garcae), antracnose (Colletotrichum coffeanum) e a ferrugem
alaranjada (Hemileia vastatrix). Portanto, para que a producéo de café continue avancando
no Brasil, é de grande importancia 0 manejo adequado da cultura, utilizando estratégias

para o controle dos principais problemas fitossanitarios encontrados atualmente.

3.2.  Patossistema Hemileia vastatrix-cafeeiro

A ferrugem alaranjada é a doenca mais devastadora encontrada no cafeeiro, em
todas as regides do mundo onde o café é cultivado, (CABRAL et al., 2016; MCCOOK,;
VANDERMEER, 2015). No Brasil, a doenca tem causado danos desde a década de 70,
quando foi detectada na Bahia (CHAVES et al. 1970 cita por ZAMBOLIM et al., 2016 p.
1) e se disseminou para todas as regiGes produtoras do pais (AVELINO et al., 2015;
ZAMBOLIM, 2016). Em regibes que apresentam condicdes favoraveis a este patdgeno, a
queda da produtividade pode chegar a 50%, dependendo do nivel de resisténcia do gendtipo
do hospedeiro (ZAMBOLIM, 2016). Para contornar tais danos, o controle quimico tem sido
utilizado como medida mais eficiente, entretanto, o uso de cultivares tolerantes ou
resistentes € uma alternativa viavel para diminuir custos e possiveis danos ambientais
(CABRAL et al., 2016; PERIYANNAN et al., 2017; TALHINHAS et al., 2017).

O agente causal da ferrugem alaranjada é Hemileia vastatrix, um fungo biotrofico,
pertencente ao filo Basidiomycota e a familia Pucciniaceae (RAMIRO et al., 2009;
TALHINHAS et al., 2017). Ja foram identificadas aproximadamente 45 racas diferentes
deste patégeno em todo mundo (CABRAL et al., 2009; RODRIGUES; BETTENCOURT;
RIJO, 1975; SILVA et al., 2006). No Brasil 15 ragas foram identificadas em C. arabica,
espécie de café mais afetada, sendo que a raca Il é a mais prevalente (CABRAL et al.,
2009; CAPUCHO et al., 2012). Na folha infectada, a ferrugem é inicialmente caracterizada
por pequenas manchas cloréticas, transllcidas de cor amarelo palido, na face abaxial do
limbo foliar, que em pouco tempo se expandem (FIGURA 1b). Nesta regido formam-se os
uredinioésporos ou uredosporos, um carateristico “p6” de cor laranja-amarelado (AVELINO
et al., 2015; RAMIRO et al., 2009; ZAMBOLIM, 2016) (FIGURA 1a e 1c), que por sua
vez, podem ser disseminados por meio de respingo de gotas de chuva de uma folha para

outra ou pelo vento, sendo levado por longas distancias (BOWDEN; GREGORY;



JOHNSON, 1971; ZAMBOLIM, 2016). Ja na face adaxial da folha, no local
correspondente a regido infectada, formam-se manchas descoloridas de tons amarelados
(GODOQY; FILHO BERGAMIM, 1997).

O fendtipo resultante da doenca é a desfolha, em consequéncia de lesdes foliares
que afetam a fotossintese, secagem dos ramos ou morte prematura dos ramos com frutos,
antes da colheita, o0 que consequentemente leva a reducdo da produtividade (SILVA et al.,
2006; TALHINHAS et al., 2017). Um estudo realizado por Silva et al. (2002) demostrou,
em experimentos com inoculacdo artificial, que 24 horas ap6s a inoculacdo ja é possivel
detectar a penetracdo da hifa produzida pelo apressorio, tanto em gendtipos resistentes
quanto em suscetiveis. Além disso, a presenca de haustdrios se da a partir de 48 horas ap6s
a inoculacdo, sugerindo assim, que a troca de sinais entre 0s dois organismos ja esteja
ocorrendo neste periodo. A morte celular, caracteristica da resposta de hipersensibilidade
(HR), foi observada em gendtipo resistente aos dois dias apos a inoculacdo (SILVA et al.,
2002).

FIGURA 1 - Sintomas e sinais de ferrugem na folﬁa de café. Fonte: Talhinhas et al. (2017),
Avelino et al.(2015). A) uredinidsporos na superficie inferior da folha; B) manchas
cloréticas; C) carateristico “p6” de cor laranja-amarelado.

A resisténcia do cafeeiro a ferrugem é controlada por genes de maior e de menor
efeito, ou seja, uma resisténcia vertical e horizontal (SHIGUEOKA et al., 2014). A

resisténcia completa e de maior efeito segue um modelo "gene a gene" e é condicionada, de
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forma independente ou conjunta, por genes Su (Sl a SH9) (RODRIGUES;
BETTENCOURT; RO, 1975; SILVA et al.,, 2006). O genes Shl, 2, 4 e 5 foram
identificados em C. arabica, Sh3 em C. liberica e SH6, 7, 8 e 9 em C. canephora
(NORONHA-WAGNER; BETTENCOURT, 1967; PRAKASH et al., 2004; SILVA et al.,
2006), sendo que estes genes ainda ndo foram descritos em nivel molecular (ZAMBOLIM,
2016). No patdgeno, os genes de aviruléncia correspondentes aos Shs, sdo vl a Vv9
respectivamente (BETTENCOURT; RODRIGUES, 1988 citado por SILVA et al., 2006 p.
120). Quando a resisténcia conferida por alguns genes Sy € superada, os cafeeiros podem
apresentar resisténcia parcial ao patdgeno. Esta resisténcia parcial que também pode ser
denominada horizontal ou incompleta é conferida por outros genes, que ainda s&o
desconhecidos (FAZUOLI et al., 2007; SERA et al., 2010).

Cultivares resistentes a ferrugem foram desenvolvidos pelo Centro de Investigacédo
das Ferrugens do Cafeeiro (CIFC), em Portugal, a partir do Hibrido de Timor. Este é um
hibrido natural entre C. arabica e C. canephora que possui resisténcia proveniente de C.
canephora, e 0 mesmo ndmero de cromossomos de C. arabica. Estas caracteristicas do
hibrido permitiu a introgressao da resisténcia em cultivares elites de C. arabica utilizados
em varios paises produtores (AVELINO et al., 2015; TALHINHAS et al., 2017). No Brasil,
varias cultivares foram desenvolvidas empregando fontes de resisténcia das colecBes de
germoplasma de Portugal, desde o inicio do programa de melhoramento no instituto
agrondmico de campinas (IAC) em 1954 (BETTENCOURT; CARVALHO, 1967).
Entretanto, apesar dos avancos que permitiram a obtencdo destes cultivares, 95% das
variedades plantadas sdo suscetiveis a ferrugem devido ao surgimento de variantes do
patégeno (CABRAL et al., 2016).

3.3.  Sistema de defesa contra fitopatdgenos

A interacdo entre plantas e patogenos pode ser entendida como uma “guerra
molecular” e co-evolutiva, em que cada oponente utiliza suas armas biologicas conforme
necessario, levando assim a uma infeccdo bem-sucedida pelo patdgeno ou resisténcia
efetiva no hospedeiro (KLEMPTNER et al., 2014). A percepcdo dos fitopatogenos pelas
plantas é didaticamente dividida em duas camadas de reconhecimento e sinalizacdo. A

primeira delas baseia-se no reconhecimento de moléculas microbianas conservadas,
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denominadas de padrdes moleculares associados a patdégenos (PAMPS), ativando a
imunidade disparada por PAMP (PTI- PAMP Triggered Immunity). Ja a segunda,
reconhece os efeitos da viruléncia dos patdgenos (efetores), por meio de proteinas de
resisténcia (proteinas R), geralmente intracelular, levando a imunidade desencadeada por
efetores (ETI- Effector Triggered Immunity) (BOYD et al., 2013; JONES; DANGL, 2006).
Sabe-se que esta divisdo é meramente didatica, pois, na verdade, ocorre de maneira
dindmica formando um continuum entre ETI e PTI.

A PTI contribui para a imunidade inata da planta e também constitui um fator
importante da resisténcia ndo-hospedeira (LACOMBE et al., 2010; LEE; WHITAKER,;
HUTTON, 2016). O reconhecimento dos PAMPs ¢é efetuado por receptores de
reconhecimento de padrdes (PRRs) localizados na membrana plasmética e levam a uma
resisténcia de amplo espectro, pois reconhecem grupos de organismos, ndo diferenciando
espéecies (RANF, 2017). Como o reconhecimento dessas moléculas conservadas ndo esta
estritamente relacionado a microrganismos patogénicos, alguns fitopatologistas tem
preferido utilizar a nomenclatura padrées moleculares associados a micrébios (MAMPS),
desencadeando assim a denominada imunidade desencadeada por MAMP (MTI)
(BOLLER; FELIX, 2009; MACHO; ZIPFEL, 2014). No entanto, aqui sera tratado como
PAMPs.

Os patdgenos adaptados podem inibir essa primeira linha de defesa por meio da
secrecdo de efetores especificos. Em resposta a esta supressdo, as proteinas R, codificadas
pelos genes de resisténcia, reconhecem direta ou indiretamente estes efetores,
desencadeando assim a ETI (KOURELIS; HOORN; VAN DER, 2018). Os genes R, em
sua maioria, pertencem a familia NBS-LRR (NBS- sitio de ligagdo de nucleotideo, LRR-
repeticdo ricas em leucina) (BENTHAM et al., 2017; DANGL; JONES, 2001), sendo que 0
dominio LRR é mais variavel e esta relacionado ao reconhecimento do patdgeno, enquanto
que o dominio NBS participa da traducdo do sinal (BENTHAM et al., 2017; DEYOUNG;
INNES, 2006).

Apesar de identificarem diferentes ligantes, o reconhecimento de PAMPSs
(elicitores) e efetores leva a vias de sinalizagdo semelhantes (TSUDA; KATAGIRI, 2010).
Esta sinalizacdo envolve primeiramente, mudancas nos niveis de célcio no citoplasma
(JEWORUTZKI et al., 2010; NOMURA et al., 2012), producdo de espécies reativas de
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oxigénio (ROS), que funcionam tanto como moléculas antimicrobianas quanto mensageiras
(RANF et al., 2011; RESENDE; SALGADO; CHAVES, 2003) e cascata de sinalizacdo
envolvendo proteinas quinases, MAPKs (mitogen-activated protein kinases) e CDPKS
(calcium-dependent protein kinases) (DALIO et al., 2014, MACHO; ZIPFEL, 2014;
RESENDE et al., 2007).

Hormonios como o &cido salicilico (SA), &cido jasmonico (JA) e o etileno (ET)
participam da amplificagdo dos primeiros sinais, ativando vias de sinalizacdo que induzem
a transcricdo de genes de defesa. Estes genes estdo relacionados a formacdo de estruturas
como papilas, polimerizacdo de lignina e de glicoproteinas extracelulares ricas em
hidroxiprolina (HRGPs), para o fortalecimento da parede celular contra a degradacéo
enzimatica provocada por fitopatdgenos, e também fitoalexinas. (BIGEARD,
COLCOMBET; HIRT, 2015; GRANT; LAMB, 2006). Além de Ca2+ e ROS, outras
moléculas estdo envolvidas na sinalizacdo. O O6xido nitrico (NO) e seus derivados,
coletivamente referidos como espécies reativas de nitrogénio, além de lipidios mostraram
estar envolvidos em diferentes etapas de transducéo do sinal (BIGEARD; COLCOMBET;
HIRT, 2015; DALIO et al., 2014).

Comparando-se essas duas linhas de defesa, muitos estudos apontam que as
respostas na ETI ocorrem mais rapidamente sdo mais prolongadas e mais fortes do que
aquelas provenientes da PTI (JONES; DANGL, 2006; THOMMA; NURNBERGER,;
JOOSTEN, 2011; TSUDA; KATAGIRI, 2010), uma vez que a primeira esta associada a
uma resposta de hipersensibilidade (HR), que envolve morte celular programada e também
a um resposta sisttmica adquirida (SAR). No entanto, existem relatos de que os PAMPs
ativam respostas robustas (MISHINA; ZEIER, 2007; NAITO et al., 2008; THOMMA,
NURNBERGER; JOOSTEN, 2011) e que plantas que apresentam mutacdes na sinalizacao
PTI mostram maior suscetibilidade a patogenos (YANG, DENG; RAMONELL, 2012;
ZIPFEL et al., 2004).

O fato de que o patdgeno necessita suprimir a PTI para continuar seu ataque,
evidencia a importancia dessa primeira linha de defesa, mostrando também que PTI e ETI
formam um continuum (THOMMA, NURNBERGER; JOOSTEN, 2011), que é necessario
para uma resposta de defesa eficiente. Portanto, estudos que buscam a resisténcia a doengas

com foco no aumento da capacidade do proprio sistema imunoldgico, agregando PTIl e ETI
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constituem a melhor estratégia para obtencdo de cultivares resistentes (LACOMBE et al.,
2010; ZIPFEL et al., 2006).

3.4. Receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs) e padrBes moleculares
associados a patdgenos (PAMPs)

Os receptores de reconhecimento de padrdes (PRR), que desencadeiam a PTI, séo
proteinas de membranas que apresentam, geralmente, trés dominios. Um dominio
extracelular que esta envolvido na percepcdo do ligante (elicitores), o dominio
transmembrana que permite o ancoramento da proteina na membrana plasmatica e o
dominio quinase intracelular, envolvido na sinalizaco da resposta de defesa (BOHM et al.,
2014). O dominio extracelular pode apresentar repeticGes ricas em leucina (LRRS) ou
motivo de lisina (Lys) (BECK et al., 2012) e o dominio intracelular pode ou ndo estar
presente e por isso essas proteinas sdo classificados em receptores do tipo quinase
(Receptor-like Kinase - RLK, ou Receptor Kinase -RK) ou proteinas similares a receptores
(Receptor-like Proteins -RLP) (MONAGHAN; ZIPFEL, 2012; YANG, DENG e
RAMONELL, 2012). Em geral, tais PRRs associam-se a outros RLKs e atuam como parte
de complexos imunes multiproteicos na superficie celular (SUN et al., 2013; TANG,
WANG; ZHOU, 2017).

Os PAMPS, por sua vez, foram em sua maioria, definidos como moléculas
provenientes de microorganismos, ou epitopo interno desta molécula, que sdo altamente
conservados e que apresentam, portanto, funcdo essencial na sobrevivéncia, ou fitness
destes microorganismos (ALBERT, 2013; NAITO et al., 2008; NURNBERGER;
BRUNNER, 2002). Um exemplo bem descrito na literatura é a flagelina, uma proteina
estrutural presente no flagelo de bactérias que se locomovem com o auxilio do mesmo,
sendo, portanto, uma regido bastante conservada neste grande grupo (GOMEZ-GOMEZ;
BOLLER, 2000). Outros exemplos de PAMPs bacterianos descritos sdo o EF-Tu (fator Tu
de elongamento) (FURUKAWA et al., 2014; KUNZE et al., 2004), lipopolissacarideo
(LPS) de bactérias Gram-negativas (PETROCELLLI et al., 2012; ZEIDLER et al., 2004) e
peptidoglicano de bactérias Gram-positivas (GUST et al., 2007).

Para fungos, moléculas como a quitina (LIU, et al., 2012a), quitosana
(AMBORABE et al., 2008), B glucanas (FLIEGMANN et al., 2004), xilanase indutora de
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etileno (EIX) (PIZARRO et al., 2018; RON et al., 2000), e o ergosterol (GRANADO,
FELIX; BOLLER, 1995; KLEMPTNER et al., 2014) sdo considerados PAMPs. Além dos
exemplos supracitados, outras moléculas podem ser consideradas como PAMPs, entretanto,
apesar da identificacdo dessas moléculas, ndo foram identificados PRRs correspondentes
para todas elas.

Além dos PAMPs, os PRRs também podem reconhecer padrGes moleculares
associados a insetos herbivoros (molecular patterns associated with herbivores - HAMPS)
(YAMAGUCHI e HUFFAKER, 2011) ou padrdes moleculares associados a danos
(damage-associated molecular patterns - DAMPS) (ZIPFEL, 2009). Nestes casos, 0s
elicitores sdo moléculas liberadas pelas préprias células do hospedeiro (MA et al., 2012) ou
peptideos enddgenos recém sintetizados, que sdo liberados pelas plantas apds ataques de
pragas ou microrganismos (BOLLER; FELIX, 2009; HAMANN, 2012; SERRANO et al.,
2014). Acredita-se que como 0s PAMPs sdo essenciais para a viabilidade ou estilo de vida
dos microorganismos € menos provavel que os mesmos evitem a imunidade do hospedeiro
por meio da mutacdo ou delecdo nessas regides, se comparado a efetores (LACOMBE et
al., 2010).

Os PRRs melhor caracterizados na literatura sdo 0S receptores quinase que
apresentam dominio extracelular com repeticdes ricas em leucina (LRR-RKSs). Estes
receptores estdo envolvidos no reconhecimento de estruturas bacterianas, a exemplo do
FLS2 (Flagellin sensing 2), que detecta um epitopo conservado de 22 aminoacidos, o flg22,
existente na regido N-terminal da proteina flagelina (BOUTROT; ZIPFEL, 2017; GOMEZ-
GOMEZ; BOLLER, 2000). Além de ser um dos PAMPs mais estudados, a flagelina
apresenta uma faixa de reconhecimento amplo entre as plantas, sendo reconhecida tanto por
espécies monocotiledéneas como dicotiled6neas. Este receptor foi identificado em espécies
como A. thaliana (FLS2) (GOMEZ-GOMEZ; BOLLER, 2000; MOTT; GUTTMAN;
DESVEAUX, 2017), tabaco (NbFLS2) (HAN; RATHJEN, 2007), arroz (OsFLS2) (TAKAI
et al., 2008), videira (VVFLS2) (TRDA et al., 2014) e tomate (FLS3) (HIND et al., 2016).
Em tomate, no entanto, o epitopo reconhecido é o flgll-28 (HIND et al., 2016).

Outro exemplo de LRR-RKs bem caracterizado é o EFR (receptor de fator de
elongacéo-tu), que detecta o epitopo elf18, correspondendo aos 18 residuos conservados na
regido N- terminal da proteina do fator de alongamento-TU (EF-Tu) (ZIPFEL et al., 2006).
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Enquanto que a maioria das plantas responde a flagelina, a sensibilidade de EF-Tu parece
restrita a Brassicaceae (BOUTROT; ZIPFEL, 2017; LACOMBE et al., 2010).

Para fungos, receptores bem descritos séo aqueles que reconhecem a quitina, um dos
principais constituintes das parede celular destes organismos, como o LYP4 e 6 (LIU, et al.,
2012b) CERK1 (chitin elicitor receptor kinase 1) (MIYA et al., 2007) e o CEBIP (chitin
elicitor binding protein) (KAKU et al., 2006). O CERK1 é um receptor tipo RLK, contendo
quinase intracelular, enquanto o CEBIP, LYP4 e 6 s&o do tipo RLP, sem dominio quinase.
Todos apresentam dominios extracelulares com residuos de Lisina (Lys) (BOHM et al.,
2014; SHIMIZU et al., 2010). Além de reconhecer quitina, 0 CERK1 e o LYP4 e LYP6
também atuam no reconhecimento do peptidioglicano bacteriano (MONAGHAN; ZIPFEL,
2012).

O CERK1 foi primeiramente identificado em Arabidopsis thaliana (AtCERK1)
(MIYA et al.,, 2007) e posteriormente em outras espécies como arroz (OsCERK1)
(SHIMIZU et al., 2010) e magd (MdCERKZ1) (ZHOU et al., 2018). No arroz, 0 OsCERK1
precisa interagir com o CEBIP para responder a quitina (SHIMIZU et al., 2010). J& em A.
thaliana, o AtCERKZ1 foi inicialmente descrito como o principal receptor a se ligar a
quitina, embora a afinidade de ligacdo foi relatada como baixa, indicando que outro
receptor poderia estar presente (CAO et al., 2014; TANG, WANG; ZHOU, 2017). Cao et
al. (2014) propuseram o AtLYK5 como o principal receptor de quitina em Arabidopsis.
Este interage com AtCERK1 de maneira dependente de quitina para a fosforilacdo da
AtCERK1 formando um complexo para induzir a imunidade da planta.

AlteracGes genéticas em PRRs que reconhecem tanto PAMPs flngicos quanto
bacterianos reduzem a capacidade da planta em perceber e se defender adequadamente
contra fitopatdgenos. Nocautes em genes como OSCERK1 (MIYA et al., 2007; SHIMIZU
et al., 2010) e mutacdes em AtLYKS5 (CAO et al., 2014) levam a perda da capacidade de
responder a quitina e iniciar respostas de defesa. Nota-se, portanto, que mutantes de plantas
nos quais o reconhecimento de PAMP é afetado sdo mais suscetiveis a patogenos
adaptados, o que reflete defeitos na resisténcia basal. Além disso, permitem algum grau de
progressao da doenga por patdgenos ndo adaptados refletindo defeitos na resisténcia ndo-
hospedeira (LACOMBE et al., 2010).

15



4. MATERIAL E METODOS
4.1. Gendtipos de C. arabica

Os gendtipos que utilizados neste trabalho estdo listados na tabela 1. Os materiais
fazem parte do programa de melhoramento do cafeeiro do INCT do Café e foram
selecionados considerando o nivel de resisténcia, a disponibilidade de material para o
desenvolvimento do estudo e 0 interesse nesses materiais do programa de melhoramento do
INCT do Cafe e da EPAMIG.

Tabela 1. Genotipos utilizados nesse estudo, origem e respectivos fendtipos quanto

a resisténcia a ferrugem alaranjada (H. vastatrix).

. ) Fendtipo de resposta a
Genotipo Origem
ferrugem

Icatu Vermelho IAC 3851-2 )
Aranas RV Resistente
e Catimor UFV 1602-215

Villa Sarchi CIFC 971/10 e
IAPAR-59 Hibrido de Timor CIFC Resistente
832/2

Caturra Amarelo IAC 476-
Catuai Vermelho IAC 144 11 e Mundo Novo IAC 374- Suscetivel
19

Sumatra e Bourbon ]
Mundo Novo IAC 367-4 Suscetivel
Vermelho

4.2. Experimentos para a andlise da expressdo génica dos PRRs em resposta a H.

vastatrix

Para a analise da expressdo génica dos PRRs selecionados em resposta ao patdgeno,
mudas dos quatro gendtipos estudados (Catuai Vermelho IAC 144, Mundo Novo IAC 367-
4, Arands RV e lapar-59) contendo 3-4 pares de folhas foram inoculadas com H. vastatrix
em céamara de crescimento (Fitotron) com ambiente controlado e propicio para o
desenvolvimento da doenca. As plantas inoculadas foram mantidas no escuro em uma
camara umida como descrito anteriormente por (MONTEIRO et al., 2016), com algumas

modifica¢fes. Os tempos de coletas foram: 6 e 24 horas apos a inoculagéo. Esses tempos
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foram selecionados com base em resultados obtidos previamente por (SILVA et al., 2002),
que mostraram a predominancia do estagio de penetracdo da hifa produzida pelo apressério
as 24 horas apo6s a inoculacao artificial. Plantas ndo inoculadas (tempo Oh) também foram
mantidas no mesmo ambiente, tendo suas folhas coletas concomitantemente as plantas
inoculadas.

O indculo utilizado, foi coletado no campo experimental do INCT do Cafée. As
pUstulas das folhas coletadas foram raspadas com auxilio de uma capsula de remédio que
serviu também, como recipiente para armazenamento, juntamente com um micro tubo que a
envolveu. Os tubos foram congelados em nitrogénio liquido e posteriormente armazenados
em freezer a -80 °C. Para preparacdo do indculo 0s esporos armazenados passaram por um
choque térmico de 40°C durante 10 min. A viabilidade dos esporos foi verificada por meio
da observacdo da germinacdo dos mesmos em lamina escavada. Para inocular as folhas, foi
utilizada uma suspensdo na concentracdo de 1 x 108 uredinidsporos/mL. Todas as folhas
coletas foram acondicionadas em envelopes de papel aluminio identificados e
imediatamente congeladas em nitrogénio liquido. Apo6s a coleta, 0s sacos contendo as

folhas foram armazenados em ultrafreezer a -80°C.

4.2.1. Delineamento estatistico

O experimento foi conduzido em delineamento em blocos completos casualizados
(DBCC) com cada parcela experimental constituida por trés plantas. Os tratamentos foram
dispostos em esquema 3 x 4, sendo os fatores: 3 tempos de avaliacdo (0, 06 e 24 horas ap6s
inoculagdo) e 4 gendtipos (Catuai Vermelho IAC 144, Mundo Novo IAC 367-4, Arands RV
e lapar-59). Apos a coleta dos dados, as médias de expressdo génica para cada gene serdo
submetidos a analise de variancia e os niveis dos fatores serdo comparados pelo teste Tukey
a 5% de probabilidade.

4.3. ldentificacdo dos PRRs especificos para fungos no genoma de C. arabica

Para a identificacdo dos receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs), das
subfamilias receptores de quinase (RKs) e proteinas similares a receptor (RLP), foi
utilizado o genoma de C. arabica cultivar Bourbon Vermelho sequenciado pela

Universidade da California (UC Davis Coffee Genome Project) e parcialmente disponivel
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no banco de dados do Phytozome (phytozome.jgi.doe.gov). A busca pelos receptores no
genoma de C. arabica baseou-se no principio de similaridade de sequéncia e conservagdo
de dominios da proteina por meio da comparacdo com PRRs previamente descritos na
literatura para reconhecimento PAMPS fungicos em outras espécies vegetais.

As sequéncias de peptideos dos PRRs identificados na literatura foram utilizadas
como referéncia para buscar sequéncias similares dentre as proteinas preditas do genoma de
interesse, utilizando a ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). Para isso
realizou-se o BLASTp (Align Sequences Protein BLAST) no Phytozome para cada
sequéncia de referéncia. As sequéncias de C. arabica que apresentaram dominios
estruturais caracteristicos de PRR, retornadas pelo BLASTp, foram selecionadas com base
nos seguintes quesitos: i) e-value < 10 ii) dominio extracelular correspondente a
sequéncia de referéncia utilizada, seja ele dominio de lisina (Lys) ou repeticdo rica em
leucina (LRR) e; iii) dominio transmembrana. Esses parametros foram analisados
utilizando-se as ferramentas online SMART (http://smart.embl-heidelberg.de/) e
TMHMM2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMM/). Todas as sequéncias candidatas
que atenderam totalmente aos requisitos mencionados foram coletadas no Phytozome,
incluindo sequéncia genémica, codante (CDS) e peptidica.

Apos a selecdo de sequéncias de C. arabica, baseadas nos critérios supracitados, as
mesmas foram novamente comparadas as sequéncias de referéncia, por meio de uma
analise filogenética. Essa andlise permitiu a identificacdo das sequéncias peptidicas com
maior semelhanca filogenética, e por consequéncia, agruparam-se no clado mais préximo
as sequéncias de referéncia, permitindo assim selecionar as sequenéncias molde para o
desenho dos primers utilizados no estudo de expressdo génica. As analises filogenéticas
foram realizadas pelo software MEGA, versdo 7.0.26, utilizando o método de Maximum

Likelihood com bootstrap de 1000 repeticdes.

4.4. Desenho dos primers

As sequéncias de C. arabica selecionadas foram utilizadas como base para o
desenho de primers. Os primers para os estudos de expressdo génica foram desenhados
utilizando-se o software Primer Quest e a qualidade dos mesmos foi analisada por meio do

software Oligo Analyzer, ambos disponibilizados online pela IDT (Integrated DNA
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Technologies, EUA). Apo6s o desenho dos mesmos, estes foram blastados (BLASTn -
Standard Nucleotide BLAST) contra o banco de dados NCBI
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) a fim de atestar sua especificidade por meio da
identificacdo de complementariedade com sequéncias de DNA de outros organismos.

Os primers foram sintetizados pela empresa Thermo Fisher Scientific. Todos 0s
primers foram testados para amplificacdo especifica usando o DNA gendmico e verificacao
em gel de agarose 1% e posteriormente serdo utilizados para analise de expressdo génica.

4.5. Extracdo e quantificacdo do RNA

As amostras foram maceradas com o auxilio de almofariz e pistilo até formarem um
p6 fino. Elas foram mantidas em congelamento durante todo o processo de macera¢do com
0 uso de nitrogénio liquido. O material macerado foi armazenado em microtubos de 1,5mL
em freezer a -80°C até a realizacdo da extracdo do RNA.

Para a extragio do RNA utilizou-se o Concert Plant RNA Reagent
(Invitrogen/Thermo Fisher) e seguidas as instrugdes do fabricante. Apos a extracdo, 0 RNA
obtido foi tratado com RQ1 RNase-Free DNase (Promega), seguindo as instrucdes do
fabricante, para remocdo de qualquer DNA residual na amostra. A qualidade do RNA foi

verificada em gel de agarose 1% e quantificado no instrumento NanoDrop.

4.6. Sintese do cDNA e gPCR

Para a sintese do cDNA foi utilizado 1 pg do RNA total (tratado com DNase I) e o
kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription Thermo Fisher (Thermo Fisher). Apds a
sintese, 0 cDNA doi diluido 5x e armazenado a -20°C.

Para a gRT-PCR utilizou-se o instrumento QuantStudio 3 Real-Time PCR System
(Applied Biosystems) e o sistema de deteccdo com SYBR Green. As condicdes da reacdo
foram: 50°C por 2 min; 95°C por 10 min; 40 ciclos de: 95°C por 15 s, 60°C por 1 min; e
um passo final de 95°C por 15 s. O volume da reacdo foi de 10 pL com os seguintes
componentes: 1.0 pL de cDNA, 0.4 pL de cada um dos primers (forward e reverse) na
concentracéo de 10 uM, 5.0 pL de Platinum SYBR Green qPCR SuperMix-UDG w/ROX
(Thermo Fisher), 3.2 pL de agua ultrapura (livre de nucleases). Para cada amostra foram

utilizadas trés repeticbes tecnicas nas reagdes. Os dados foram submetidos a analise da
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expressao relativa pelo método da quantificacdo relativa (Pfaffl, 2001). Foram utilizados
como referéncia (genes com expressdo constitutiva) os genes 24S e fator de elongacdo la
(EF-a).

5. RESULTADOS
5.1. Obtencéo das mudas

As sementes foram coletadas em areas isoladas produtoras de um Gnico genoétipo de
café ou em bordaduras do painel de cultivares do INCT do Café, a fim de garantir a pureza
dos gendtipos evitando-se a coleta de sementes segregantes.

Sementes dos genoétipos Catuai Vermelho IAC 144, Mundo Novo IAC 367-4,
Arands RV e lapar-59 foram obtidas em colheita Unica, levando-se em conta o periodo de
maturidade frutos. Apos a colheita, os frutos foram encaminhados para o Laboratorio de
Fisiologia do Parasitismo, no Departamento de Fitopatologia-UFLA, onde foram
processados e dispostos a sombra para secagem. O processamento dos frutos consistiu na
lavagem, separacdo e descarte de frutos verdes e passas/secos. Os frutos no estadio cereja
foram descascados mecanicamente, submetidos a degomagem por 24h e lavados em agua
corrente. Ap0Os a secagem, as sementes tiveram o pergaminho removido manualmente e
foram semeadas em bandeja contendo areia. Dadas as condi¢fes climaticas no més de
Junho, as bandejas foram acondicionadas em camara de crescimento a 30°C, no escuro, a
fim de oferecer condic¢Ges 6timas para germinacao das sementes.

Ao atingirem o estadio “orelha de onca”, as plantulas foram transplantadas para
sacos plasticos para mudas (10x20cm) e acondicionadas em casa de vegetacdo até
atingirem 3-4 pares de folhas totalmente expandidas.

5.2. Experimentos para a analise da expressdo génica dos PRRs em resposta a H.
vastatrix e ao tratamento com indutores de resisténcia
5.2.1. Inoculagdo com H. vastatrix
A viabilidade do inoculo obtido foi verificada por meio da observacdo da
germinacdo dos mesmos em lamina escavada. Apds a preparacdo da suspensdo para
inoculagdo (1 x 10° uredinidsporos/mL) (FIGURA 2a), trés gotas da suspensdo obtida

foram transferidas para lamina escavada (FIGURA 2b, a qual foi incubada a 25°C por 24h.
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Apdbs a incubacdo, os esporos foram visualizados em microscépio 6tico, sendo possivel

visualizacgdo do tubo germinativo (FIGURA 2c).

FIGURA 2 - Preparagao do in6eulo de H. vastatrlx a) Suspenséo de esporos; b) suspensio
em lamina escavada c) germinacao dos esporos observada em microscopio optico.

Apos a inoculacdo e coleta das folhas para extragdo do RNA, as plantas foram
mantidas em Fitotron a 22+2°C, no escuro, com umidade relativa de 90% durante sete dias
a fim de garantir o sucesso da inoculacdo. Apos este periodo as plantas foram transferidas
para casa de vegetacdo, onde foram mantidas até a visualizacdo dos primeiros sintomas e

sinais do patdgeno, confirmando que a inoculacdo foi bem sucedida (FIGURA 3).
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3 _ ." -
FIGURA 3 — Sintomas e sinais de H. vastatrix em mudas de C. arabica cultivar Mundo
Novo IAC 367-4 a) Face abaxial 20 dias ap0s a inoculagdo; b) Face abaxial 35 dias ap0s a
inoculacdo c) Face adaxial 20 dias ap6s a inoculacdo; d) Face adaxial 35 dias apds a
inoculagéo
5.3. ldentificacdo dos PRRs especificos para fungos no genoma de C. arabica

Foram selecionados 10 genes de referéncia previamente caracterizados e descritos
na literatura como receptores de PAMPs fungicos (Tabela 2). A sequéncia peptidica de
cada um destes genes foi analisada utilizando-se as ferramentas online SMART
(http://smart.embl-heidelberg.de/) e TMHMM2.0

(http://www.cbhs.dtu.dk/servicess TMHMMY/) a fim de verificar e caracterizar os dominios

nelas contidos.
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Tabela 2. Descrigdo dos genes de referéncia utilizados

Gene  Receptor Dominio Locus Espécie Ligante Referéncia
CEBIiP RLP LysM LOC4331523 0. sativa quitina Kaku et al., 2006
CERK1 RLK LysM At3921630 A.thaliana quitina/PGN Miya et al., 2007

LIK1 RLK LRR At3g14840  A.thaliana quitina/PGN Leetal., 2014
LYK4 RLK LysM At2923770  A.thaliana quitina Wan et al., 2012
LYK5 RLK LysM At2¢g33580  A. thaliana quitina Caoetal., 2014

LYP1 RLP LysM At2g17120 A. thaliana quitina Shinya et al., 2012

LYP2 RLP LysM Os11g34570  O. sativa - Liuetal., 2012b

LYP3 RLP LysM 0s09g37600  O. sativa - Liuetal., 2012b

LYP4 RLP LysM LOC4347230 0. sativa quitina Liuetal., 2012b

LYP6 RLP LysM 0s06910660  O.sativa  quitina/PGN Liuetal., 2012b

PGN: peptideogligano
-: ndo informado

Em seguida, realizou-se o BLASTp das sequéncia peptidicas dos genes de

referéncia com o genoma de C. arabica disponivel no no banco de dados do Phytozome

(phytozome.jgi.doe.gov). Foram selecionados como sequéncias candidatas os scaffolds que

apresentaram e-value < 10 e estrutura peptidica semelhante a do peptideo de referéncia

(presenca de dominios Lys, LRR, kinase, transmembrana).

No intuito de reduzir o grande nimero de sequéncias candidatas resultantes, foi

realizado um alinhamento das sequéncias peptidicas candidatas com a respectiva referéncia,

seguido de andlise filogenética pelo método de Maximum Likelihood. A partir das arvores

filogenéticas obtidas (FIGURAS 4 a 13), foram selecionados as melhores sequéncias do

genoma de C. arabica candidatas a PRRs.
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Ca CEBIP 2 P evm.model.Scaffold 439.212

Ca CEBIP 1 P evm.model.Scaffold 1196.90

0.10

NC 029258 (CEBiP)-1

FIGURA 4 — Arvore filogenética para sequéncia peptidica do gene CEBIP. Os scaffolds do
genoma de C. arabica selecionados como sequéncias candidatas estdo marcados em

vermelho.

100

100 [Ca CERK1 1 P evm.model.Scaffold 539.592
Ca CERK1 4 P evm.model.Scaffold 1805.113

Ca CERK1 3 P evm.model.Scaffold 2193.164
100 I:Ca CERK1 2 P evm.model.Scaffold 476.38

NM 113058 (CERK1)-1

100 |Ca CERK1 5 P evm.model.Scaffold 608.131

98

|—Ca CERK1 6 P evm.model.Scaffold 608.648
|—Ca CERK1 7 P evm.model.Scaffold 352.302

100 | ca CERK1 8 P evm.model Scaffold 462,277

100 [~ Ca CERK1 9 P evm.model.Scaffold 612.376

100

I—Ca CERK1 10 P evm.model.Scaffold 952.320

|-Ca CERK1 11 P evm.model.Scaffold 628.522

P

0.20

100 I—Ca CERK1 12 P evm.model.Scaffold 1841.91

FIGURA 5 — Arvore filogenética para sequéncia peptidica do gene LYP6. Os scaffolds do
genoma de C. arabica selecionados como sequéncias candidatas estdo marcados em

vermelho.
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99 | Ca LIK1 16 P evm.model.Scaffold 618.525
Ca LIK1 19 P evm.model.Scaffold 618.200

Ca LIK1 20 P evm.model.Scaffold 618.192

31 Ca LIK1 18 P evm.model.Scaffold 618.526

46

35

26

Ca LIK1 19 P evm.model.Scaffold 523.2
Ca LIK1 20 P evm.model.Scaffold 611.25

Ca LIK1 11 P evm.model.Scaffold 770.1697

100 'Ca LIK1 13 P evm.model.Scaffold 770.420

NC 003074 selection (LIK1)
— Ca LIK1 2 P evm.model.Scaffold 618.529

99 |Ca LIK1 4 P evm.model.Scaffold 618.190
Ca LIK1 7 P evm.model.Scaffold 770.421
Ca LIK1 8 P evm.model.Scaffold 770.1696

Ca LIK1 12 P evm.model.Scaffold 770.1698
Ca LIK1 15 P evm.model.Scaffold 770.419

Ca LIK1 3 P evm.model.Scaffold 770.423

98 [Ca LIK1 9 P evm.model.Scaffold 770.418
99 L Ca LIK1 10 P evm.model.Scaffold 770.1699

Ca LIK1 5 P evm.model.Scaffold 609.1
99 I'Ca LIK1 6 P evm.model.Scaffold 770.223
Ca LIK1 1 P evm.model.Scaffold 618.191

100 |Ca LIK1 26 P evm.model.Scaffold 631.265
Ica LIK1 27 P evmmodel.Scaffold 671.363

0.20

100 |Ca LIK1 23 P evm.model.Scaffold 370.39
L ca LIK1 24 P evmmodel Scaffold 263.84
58 Ca LIK1 22 P evm.model.Scaffold 214.364
47 Ca LIK1 21 P evm.model.Scaffold 634.321
88 ICa LIK1 25 P evm.model.Scaffold 263.122

99

FIGURA 6 — Arvore filogenética para sequéncia peptidica do gene LIK1. Os scaffolds do
genoma de C. arabica selecionados como sequéncias candidatas estdo marcados em

vermelho.
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100 [ Car LYK4 evm.model.Scaffold 612.376
87 L car LYK4 evmmodel.Scaffold 952.320-1

98 NC 003071 selectionLysM (LYK4)-1

rCar LYK4 evm.model.Scaffold 1841.91-1
100 L car LYK4 evm.model.Scaffold 628.522-1
Car LYK4 evm.model.Scaffold 638.859
100 |Car LYK4 evm.model.Scaffold 2627.64

100 L car LYK4 evmmodel Scaffold 2658.204
100 rCar LYK4 evm.model.Scaffold 352.302

99 Lcar LYK4 evm.model.Scaffold 462,277

Car LYK4 evm.model.Scaffold 608.131

100 100 | Car LYK4 evm.model.Scaffold 2193.164
Car LYK4 evm.model.Scaffold 476.38

100 Car LYK evm.model.Scaffold 1805.113
100 lCar LYK4 evm.model.Scaffold 539.592

—
0.20

FIGURA 7 — Arvore filogenética para sequéncia peptidica do gene LYK4. Os scaffolds do
genoma de C. arabica selecionados como sequéncias candidatas estdo marcados em
vermelho.

100 |—Ca LYK5 4 P evm.model.Scaffold 628.522

99 |-Ca LYK5 3 P evm.model.Scaffold 1841.91

o8 NC 003071 (LYK5)

|— Ca LYK5 2 P evm.model.Scaffold 612.376

100 L ¢4 LyKs 1 P evmmodel Scaffold 952,320

l—Ca LYK5 8 P evm.model.Scaffold 2658.204

100 | ¢4 1 vk 7 P evimmodel Scaffold 2627.64

100 |—Ca LYK5 6 P evm.model.Scaffold 539.592

|—Ca LYK5 5 P evm.model.Scaffold 1805.113

100 [Ca LYKS5 9 P evm.model.Scaffold 352.302

100 L 4 L yKs5 10 P evmmodel Scaffold 462.277

0.20
FIGURA 8 — Arvore filogenética para sequéncia peptidica do gene LYKS5. Os scaffolds do
genoma de C. arabica selecionados como sequéncias candidatas estdo marcados em
vermelho.
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’fevm.model.Scaffold 1196.90

Levm.modelAScaﬁold 439.212

AtLYP1

010

FIGURA 9 — Arvore filogenética para sequéncia peptidica do gene LYP1. Os scaffolds do
genoma de C. arabica selecionados como sequéncias candidatas estdo marcados em

vermelho.

FCa LYP2 1 P evm.model.Scaffold 1196.90

LCa LYP2 2 P evm.model.Scaffold 439.212

010

OsLYP2

FIGURA 10 — Arvore filogenética para sequéncia peptidica do gene LYP2. Os scaffolds do
genoma de C. arabica selecionados como sequéncias candidatas estdo marcados em

vermelho.
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Car LYP3 evm.model.Scaffold 1196.90
96 ’V

\\Car LYP3 evm.model.Scaffold 439.212

OsLYP3

Car LYP3 evm.model.Scaffold 612.378

0,20
FIGURA 11 — Arvore filogenética para sequéncia peptidica do gene LYP3. Os scaffolds do
genoma de C. arabica selecionados como sequéncias candidatas estdo marcados em
vermelho.

’fevm.model.Scaffold 1196.90

99

\\evm.model.Scaﬁold 439.212

NC 029264 (LYP4)

evm.model.Scaffold 952.319

0.20
FIGURA 12 — Arvore filogenética para sequéncia peptidica do gene LYP4. Os scaffolds do
genoma de C. arabica selecionados como sequéncias candidatas estdo marcados em
vermelho.
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Ca OsLYP6 2 P evm.model.Scaffold 1856.2
99
Ca OsLYP6 3 P evm.model.Scaffold 1852.41

00 Ca OsLYP6 1 P evm.model.Scaffold 506.17

OsLYP6

9 |Ca OsLYP6 4 P evm.model.Scaffold 1196.90

99
lCa OsLYP6 5 P evm.model.Scaffold 439.212

Ca OsLYP6 8 P evm.model.Scaffold 628.522

|Ca OsLYP6 6 P evm.model.Scaffold 2658.204

99
|Ca OsLYP6 7 P evm.model.Scaffold 2627.64

FIGURADiz?s — Arvore filogenética para sequéncia peptidica do gene LYP6. Os scaffolds do
genoma de C. arabica selecionados como sequéncias candidatas estdo marcados em
vermelho.

5.4. Desenho e validagdo dos primers

Para cada uma das sequéncias de C. arabica selecionadas como sequéncias
canditadas, foram desenhados primers especificos para deteccdo por qPCR (Tabela 3). As
sequéncias dos primers foram obtidas por meio do software Primer Quest (Integrated DNA
Technologies, EUA) considerando-se as condi¢cGes de 200nM de primers, 0,4mM de
dNTPs e 6mM de MgCl..

Para os genes de referéncia CEBIP, LYP1, LYP2, LYP4, LYP6 e LYP6 o0s
resultados obtidos demonstram scaffolds canditados comuns (#1196.90 e #439.212).
Portanto, para o desenho dos primers, estas sequéncias de referéncia foram agrupadas e
denominadas em diante como RLPs. Foram desenvolvidos primers para ambos 0s

scaffolds.
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Tabela 3. Primers para detec¢do das sequéncias candidatas a PRRs em C. arabica.

Gene de Referéncia  Sequéncia alvo (Sacaffold #)

Primers

1805.113

F1: ACATGCCTCCAGAGTATGCCCAGT
R1: TGCCCAGCTGAGCCATCTTTCGA
F2: TATCCTCCCGAGAATGTTCCCGCC
R2: TCCAGTGCTCCAGGTCCATGCA

2193.164

F1: GCGGTTGGGGATACTTTGCAG
R1: ACAACAGACCACTCCCGGAAG

CERK1

539.592

F1: CGAGACATTAAGCCAGCTAAC

R1: GCATGTAACCGAAAGTACCC

F2: CTTACCACGGTTGAGATGTTAC

R2: CTCATTGGCTAGGGAAGAAATAG
F3: AGTGTAGAAGTGGCTGTGACCTTGC
R3: CGCTGTGGATGCTGTCTTGATTTGG
F7: CAGCGGTACGAGAATCAACATTCC
R7:-TCCAGTTCCCATTTGTCAGATTAGC

476.38

F1: AGCTGGCATTGCTGTGGGAGTAG
R1: GGCTGGAGCAGCTAACTGGAACTG

618.529
LIK1

F1: AGCGAGCTACCTGTCGACCAAAC
R1: ACCGAGCAGAACCACCATCAACTC

618.190

F2: TGGATTTACCGGGAAGCTGCCAAC
R2: TCCTTGAGTTGGCCCAGCAATGTC

612.376
LYK4

F2: AAAGGCCACAAACAGATGCGACAG
R2: AGGTGGGATGGATCAGCTGCTAAG

952.320

F1: CGTGACCCAAAGTTGCCAAGC
R1: ACAGGAGCAGTTGACGGGAAC

1841.91
LYKS

F1: TTGCAGCATGCCACAGGTTCTTTC
R1: ATCACTCAGGCCACCTTTCTCTGC

628.522

F1: CGTAAACTGGAGCACAGCGATGG
R1: AGGAATTCTGCCCACATCCGAAAC

439.212

F1: ACCACCGCCGATGTTCTGTTGC
R1: GAGGAACATCGAGAATAGCGCCGG

RLPs
1196.90

F2: ACTTGTGACGCCCTGGTTGATTAC
R2: TTGGTGCAGATACAGGCGAAAGG
F3: TACCACATAGCGGCTGAGGTCTTC
R3: TTCTGGCCCGCATAAATCAGGTTG

1856.2

LYP6*

F1: ATGCAGTTGTGGACCGGGGACT

R1: GCAACGAGGCTGAAGGGAAGAGGA
F6: TCCCTCTTCCACGTCGACCCATT
R6:CCGTCGACGCAAGAGCAAGTGATG

506.17

F1: ACTCCACCACGCTGACTGATC
R1: AGTCCCCGATCCACAACTGC

1852.41

F1: TCCAAGTACTCTACCACGCTGAC
R1: TCCGATGCGTACTTTGGGAAAC

*: ndo compartilhados com os demais RLPs.
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Os primers obtidos foram testados por RCR convencional para amplificacdo do

DNA gendmico das cultivares em estudo. O DNA das plantas obtidas neste estudo foi

extraido utilizando-se o método do CTAB e submetido a PCR com concentracdes de

primers, dNTPs, MgCl: e ciclo de amplificacdo semelhantes ao descrito para qPCR.

No teste preliminar, dentre os 21 pares de primers testados, 16 foram capazes de

amplificar o DNA de todas as cultivares em estudo (Tabela 4).

Tabela 4. Validacao dos primers empregando-se a técnica de PCR convencional

Gene Primer lapar-59 Arands | Catuai Verm. | Mundo Novo
Referéncia RV IAC 144 IAC 367-4
CERK1 1805.113F1/1805.113R1 - - - -
CERK1 1805.113F2/1805.113R2 - - - -
CERK1 539.592F2/539.592R2 + + + T
CERK1 476.38F1/476.38R1 + + + +
LIK1 618.529F1/618.529R1 - - - -
LIK1 618.190F2/618.190R2 + + + T
LYK4 612.376F2/612.376R2 + + + +
LYK5 1841.91F1/1841.91R1 + + + +
LYK5 628.522F1/628.522R1 + + + T
RLPs 439.212F1/439.212R1 + + + T
RLPs 1196.90F2/1196.90R2 + + + +
LYP6 1856.2F1/1856.2R1 + + + T
LYP6 1852.41F1/1852.41R1 - - - -
CERK1 539.592F3/539.592R3 + " 4 +
CERK1 539.592F7/539.592R7 + + + +
RLPs 1196.90F3/1196.90R3 + + + 4
LYP6 1856.2F6/1856.2R6 + + + +
CERK1 2193.164F1/2193.164R1 3 + + +
CERK1 539.592F1/539.592R1 + + + 4
LYK4 925.320F1/925.320R1 3 + + +
LYP6 506.17F1/506.17R1 - - - -
+: positivo
-: negativo

De posse dos resultados da analise preliminar, os primers foram submetidos ao teste

de eficiéncia e obtencdo da curva padréo, a fim de se determinar a melhor diluigdo do

cDNA a ser utilizada na gPCR. Foram selecionados para o estudo de expressdo génica,

quatro pares de primers representativos dos grupos de PRRs das sequéncias candidatas

(Tabela 5). Os requisitos estabelecidos para selecdo dos melhores primers foram: 1) valores
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de eficiéncia entre 80 e 110%; 2) coeficiente de determinacéo (R?) proximo de 1,0 (100%)
e 3) curva de melt com pico Unico.

Tabela 5. Primers selecionados para estudo da expressdo génica (genes de interesse e
referéncias constitutivas).

Gene Primer Eficiéncia R?
CERKZ1 (candidato) 539.592F1/539.592R1 104,432 0,993
RLP (candidato) 439.212F1/439.212R1 107,958 0,993
LYK4 (candidato) 612.376F2/612.376R2 82,182 0,993
LYKS5 (candidato) 1841.91F1/1841.91R1 108,512 0,989
24S (referéncia) 24SF/24SR 90,976 0,993
EF-la (referéncia) EF-1a F/EF-1a R 91,317 0,994

5.5. Estudo da expressdo génica em resposta a H. vastatrix

A analise da expressdo dos PRRs candidatos em estudos revelou, de modo geral,
forte influéncia do tempo decorrido apds a inoculagdo. Além disso, os resultados revelaram
diferencas no comportamento das cultivares em estudo no que diz respeito aos niveis de
expressdo de alguns dos genes estudados. Todo o experimento foi realizado duas vezes com
a finalidade de assegurar a repetibilidade dos resultados obtidos. Como ndo houveram
diferencas estatisticas entre as duas repeticdes do experimento, os dados apresentados
correspondem a média de ambas.

Para o gene candidato a CERK1 de C. arabica (CaCERKL1), observou-se forte
aumento nos niveis de expressdo 6 horas apds a inoculacdo (Figura 14). Além disso, este
aumento tona-se especialmente evidente nas cultivares Catuai Vermelho e Aranas, seguido
de um decréscimo da expressdao passadas 24h da inoculacdo. Na cultivar IAPAR, a
expressdo do CaCERK1 candidato mostrou-se menos responsiva a inoculacdo que nas

demais cultivares estudadas.
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FIGURA 15 — Expressdo génica do CaCERK1 candidato em resposta a inoculagdo com H.
vastatrix. MN: Mundo Novo IAC 367-4; CV: Catuai Vermelho IAC 144; AR: Arands RV,
IP: lapar-59.

Diferentemente do comportamento observado pra o candidato CaCERK1, o perfil
de expressdo do PRR candidato CaRLP (Receptor-like protein) ndo apresentou variagdes

significativas em fungéo da inoculagdo com H. vastarix (Figura 16).

CaRLP candidato
35

2,5

1,5 I
0,5
0
MN cv AR P

m0 m6hpi m24hpi

o]
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FIGURA 16 — Expressdo génica do CaRLP candidato em resposta a inoculagdo com H.
vastatrix. MN: Mundo Novo IAC 367-4; CV: Catuai Vermelho IAC 144; AR: Arands RV;
IP: lapar-59.
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Os candidatos CaLYK4 e CaLYKS5, assim como o CERK1 s&o receptores do tipo
RLK com motivo de lisina no dominio extracelular. Ambos tambem demonstraram
aumento nos niveis de expressdao em funcdo da inoculagdo com H. vastatrix. Porém,
diferente do candidato CaCERKZ1, os niveis de expressdo dos candidatos CaLYK4 e

CaLYKS5 aumentaram progressivamente apds a inoculacdo (Figuras 17 e 18)

CalYK4 candidato
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FIGURA 17 — Expressdo génica do CaLYK4 candidato em resposta a inoculagdo com H.
vastatrix. MN: Mundo Novo IAC 367-4; CV: Catuai Vermelho IAC 144; AR: Aranas RV,
IP: lapar-59.
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FIGURA 18 — Expressdo génica do CaLYKS5 candidato em resposta a inoculacdo com H.
vastatrix. MN: Mundo Novo IAC 367-4; CV: Catuai Vermelho IAC 144; AR: Aranas RV;
IP: lapar-59.

Especialmente para o candidato CalLYK4, nota-se que houve um aumento
significativo nos niveis de expressdo deste gene nas primeiras 6h apos a inoculacdo nas
cultivares Arands RV e lapar-59 (Figura 17), as quais sdo resistente a ferrugem do cafeeiro.
Enquanto que nas cultivares suscetiveis Mundo Novo IAC 367-4 e Catuai Vermelho IAC

144, tal aumento é observado somente apds 24h da inoculagdo com o patogeno.

6. DISCUSSAO

Dentre os quatro genes selecionados no presente estudo, somente o gene candidato
CaCERK1 apresentou padrdes de expressdo capazes de demonstrar diferencas entre as
cultivares avaliadas quanto a resposta ao patdogeno em estudo. As cultivares Catuai
Vermelho IAC 144 e Arands RV apresentaram os maiores niveis de expressao 6 horas ap6s
a inoculacdo, quando comparadas as cultivares Mundo Novo IAC 367-4 e Arands RV.

No entanto, nota-se grande discrepancia entre 0s niveis de expressdo observados
entre as cultivares suscetiveis Mundo Novo IAC 367-4 e Catuai Vermelho IAC 144, bem
como entre as cultivares resistente Aranas RV e lapar-59, o que ndo era esperado. No
primeiro caso, ainda que ambas as cultivares sejam consideradas suscetiveis a ferrugem, é

sabido que alguns pesquisadores tem observado maior suscetibilidade na cultivar Mundo
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Novo IAC 367-4, quando comparada a cultivar Catuai Vermelho IAC 144. Contudo, ndo
existem estudos que justifiquem tais diferencas baseadas em evidéncias bioquimicas ou
moleculares. Em relacdo as cultivares resistentes, estudos recentes tem observado o
fendmeno conhecido como “quebra de resisténcia” na cultivar Aranas RV (dados nao
publicados). Apesar desta cultivar ser conhecida por apresentar resisténcia completa (HR)
ao patodgeno causador da ferrugem alaranjada, ja foi observada a ocorréncia de sintomas
leves da doenca em plantas da cultivar Arands RV. No entanto, o nivel de resisténcia
apresentado é bastante significativo, o que pode sugerir bons niveis de resisténcia
horizontal, ou seja, atuacdo dos mecanismos de defesa relacionados a imunidade disparada
por PAMPs. Nesse caso, espera-se que a expressdao de receptores CERK1-like seja
fortemente induzida, como observado no presente estudo.

O gene CERKT1 ja foi descrito em varias espécies e € relatado na literatura como o
principal PRR envolvido no reconhecimento de quitina (MIYA et al., 2007; SHIMIZU et
al., 2010; CAO et al.,, 2014; TANG, WANG, ZHOU, 2017; ZHOU et al., 2018). Os
resultados apresentados sugerem que a expressdao do candidato CaCERK1 estudado é
induzido pela presenca do fungo, mais especificamente pelo reconhecimento da quitina
presente na parede celular do patégeno. No entanto, € importante ressaltar que estudos mais
aprofundados sdo necessarios para caracterizar definitivamente este gene em estudo como
CaCERKUL. Para isso, € fundamental estabelecer o sitio de ligacdo do produto do gene em
questdo com a molécula de quitina, bem como a verificacdo da inducdo da expressdo pela
presenca deste polissacarideo isoladamente.

Os genes LYK4 e LYKS ja tiveram sua importancia relatada para a imunidade inata
em Arabidopsis thaliana, sendo que o produto do Gltimo é considerado o principal receptor
de quitina nesta espécie, formando um complexo com o produto do gene CERK1 (WAN et
al., 2012; CAO et al., 2014). No presente trabalho, ambos o0s genes candidatos CaLYK4 e
CaLYK5 apresentaram um aumento progressivo nos niveis de expressdo ao longo dos
tempos avaliados, comportamento este que foi similar nas quatro cultivares em estudo.

Portanto, os resultados sugerem que, possivelmente, a expressdao dos receptores
CaLYK4 e CaLYKS5 é continuamente induzida pela presenca do patdégeno/quitina, de forma
semelhante nas cultivares analisadas. Por outro lado, a expressdo do gene CERK1 é

variavel entre as cultivares em estudo, o que pode estar relacionado a possiveis interacdes
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com o produto dos genes CaLYK4 e CaLYKS5, resultando em dltima instancia, em diferentes
niveis de resisténcia de C. arabica a H. vastatrix

O gene candidado CaRLP n&o apresentou padrdo de expressdao com variagdes
significativas em resposta a inoculacdo com H. vastatrix. Este resultado ndo é conclusivo,
uma vez que a expressdo constitutiva deste gene ndo implica, necessariamente, que este ndo
esteja envolvido nos processos de reconhecimento e sinalizagdo de patdgenos fungicos
relacionados a imunidade inata de plantas a patégenos.

7. CONSIDERACOES FINAIS

O recente sequenciamento do genoma de C. arabica representa um enorme avango
no estudo das bases moleculares da interacéo do cafeeiro e seus patdgenos, principalmente,
H. vastatrix. Dada a importancia da ferrugem para a cafeicultura, é urgente o estudo e
caracterizacdo de genes envolvidos nos mecanismos de resisténcia de plantas a patdgenos.
Com a publicacdo das sequéncias gendmicas de C. arabica, o presente trabalho sofreu
grandes mudancas no seu escopo desde a submissdo da proposta inicial, facilitando
enormemente a identificacdo de sequéncias homdlogas a de PRRs ja descritos em outras
especies vegetais.

PRRs candidatos foram identificados com sucesso, e para trés dos quatro genes
selecionados, observou-se aumento nos niveis de expressao em funcéo inoculagdo com o H.
vastatrix. Os resultados obtidos representam um passo importante na caracterizacdo
definitiva e validacdo dos genes estudados como PRRs de C. arabica. Além disso, os 21
pares primers desenvolvidos neste trabalho permitem o estudo detalhado destes e de outros
possiveis PRRs (além dos quatro selecionados para estudo da expressdo génica) em relacao
a outros patdgenos fungicos, uma vez que estes genes constituem um mecanismo de defesa

de amplo espectro.
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