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RESUMO: A producdo mundial de café tem sido profundamente afetada pela ferrugem do cafeeiro, doenga causada
pelo fungo biotréfico Hemileia vastatrix. Apesar do Hibrido de Timor 832/2, um hibrido natural de Coffea arabica e C.
canephora resistente a ferrugem, ser uma importante fonte de genes para programas de melhoramento genético, o
mecanismo associado a resisténcia incluindo a regulacdo do metabolismo durante a infeccdo é pouco conhecido.
Reconstruimos o primeiro modelo metabdlico em escala gendémica (GEM) para café e a anélise do balanco de fluxo
(FBA), ap6s a integracdo de dados de transcriptdmica, sugeriu o acimulo de glicerol-3-fosfato (G3P) na via glicolitica
do Hibrido de Timor. A quantificacdo de G3P nos cultivares em estudo confirmou o acumulo previsto. O tratamento de
plantas suscetiveis com glicerol 3% antes da inoculagdo do fungo aumentou a concentracdo de G3P e reduziu 0s
sintomas da doenca. Esses resultados destacam o G3P e o metabolismo primario de carboidratos como importante via
de resisténcia a ferrugem do cafeeiro.

PALAVRAS-CHAVE: Hemileia vastatrix, modelos metabélicos, glicerol-3-fosfato.

TRANSCRIPTIONAL REGULATION OF METABOLISM INDUCES GLYCEROL-3-
PHOSPHATE RESISTANCE TO COFFEE RUST

ABSTRACT: The worldwide coffee’s production has been deeply affected by coffee leaf rust, disease caused by the
biotrophic fungus Hemileia vastatrix. Despite the rust resistant Timor Hybrid 832/2, a natural hybrid of Coffea arabica
and C. canephora, be an important source of genes for breeding programs, the mechanism associated to resistance
including the regulation of metabolism during infection is little known. Here, we reconstructed the first genome-scale
metabolic model (GEM) for coffee and the flux-balance analysis (FBA) after transcriptomic data integration suggested
glycerol-3-phosphate (G3P) accumulation in Timor Hybrid’s glycolytic pathway. The G3P quantification in cultivars
under study confirmed the predicted accumulation. Treatment of susceptible plants with glycerol 3% before fungus
inoculation increased G3P concentration and reduced disease symptoms. These results highlight G3P and the primary
carbohydrate metabolism as an important pathway of resistance to coffee leaf rust.

KEY WORDS: Hemileia vastatrix, metabolic model, glycerol-3-phosphate.
INTRODUCAO

O café é uma importante commodity internacional e o Brasil é o seu maior produtor seguido por Vietnd e Colémbia
(Kovalcik et al., 2018). As espécies mais cultivadas sdo Coffea arabica e Coffea canephora, sendo a primeira
responsavel por cerca de 70% da producdo mundial (Davis et al., 2011). Em algumas culturas, a producao de café sofre
grandes perdas (Talhinhas et al., 2017) e um fator importante é a ocorréncia de pragas e doengas. A principal doenca
que afeta a producéo de café no mundo é a ferrugem do cafeeiro, causada pelo fungo biotréfico Hemileia vastatrix. Em
condi¢cBes ambientais favoraveis a infeccdo, a doenca pode promover perdas de até 50% na produgdo (Zambolim,
2016). O Hibrido de Timor 832/2, um hibrido natural de C. arabica e C.canephora, ¢ uma variedade resistente a H.
vastatrix e tem sido uma importante fonte de genes para programas de melhoramento. No entanto, o alto potencial
adaptativo do fungo e a pressdo seletiva causada pelo uso de cultivares resistentes culminaram no surgimento de varias
racas fisiologicas capazes de superar a resisténcia obtida por meio de métodos classicos de melhoramento (Bettencourt,
1981; Capucho et al., 2012; Barka et al., 2017, Silva et al., 2006). No presente trabalho, utilizamos uma nova
abordagem para estudar a relagdo patégeno-hospedeiro, por meio da integracdo de dados genémicos e transcriptdmicos
para a construcdo do primeiro modelo metabdlico para o café. A andlise do balan¢o de fluxo (FBA) indicou acimulo de
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glicerol-3-fosfato (G3P) no cultivar resistente e este resultado foi validado por quantificacdo por LC-MS. Este
metabdlito foi descrito como indutor de resposta sistémica adquirida (SAR) em plantas e é possivel que tenha um papel
semelhante na resisténcia do cafeeiro contra H. vastatrix.

MATERIAIS E METODOS
Obtengdo de dados gendmicos e transcriptémicos

O genoma de Coffea canephora (Denoeud et al., 2014) foi obtido do Coffee Genome Hub (http://coffee-genome.org/) e
Florez e equipe (Florez et al., 2017) forneceram os dados brutos do transcriptoma do cultivar suscetivel C.canephora
Caturra CIFC 19/1 e resistente a Timor Hibrido CIFC-832/2 durante a infeccdo experimental com H. vastatrix raga
XXXIII.

Construgéo do modelo

A reconstrucdo metabdlica em escala gendmica foi construida no servidor Modelo SEED (http://modelseed.org/),
utilizando os parametros padrdo do servidor. O modelo gerado foi manipulado com o software COBRAtoolbox
(Schellenberger et al., 2011) no MATLAB 2015a (The Mathworks, 2015), onde foi realizada a Anélise de Balanco de
Fluxo (FBA).

Andlise do transcriptoma e integracao ao modelo

A qualidade dos dados brutos obtida da plataforma Miseq (Illumina) foi avaliada usando o software FastQC versao
0.11.5 (https://www.biocinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). Em seguida, os dados foram refinados com o
software Trimmomatic (Bolger et al., 2014), onde foram retiradas as sequéncias de adaptadores, leituras e leituras muito
pequenas com uma pontuacdo phred <15. As leituras restantes foram submetidas a uma nova andlise de qualidade pelo
FastQC. O genoma de referéncia de C. canephora foi indexado com o programa Bowtie2-build (Langmead et al., 2009)
e as leituras foram alinhadas no genoma com o software Tophat (Trapnell et al., 2009). Os resultados foram usados para
quantificar as transcrigdes e estimar a expressdo diferencial de genes com o programa Cuffdiff (Trapnell et al., 2010).
Os genes e dados de fold-change foram integrados ao modelo baseado no genoma por meio do pacote GIMME (Becker
& Palsson, 2008), disponivel no software COBRAtoolbox do Matlab verséo 2015a.

Infeccdo experimental e quantificacdo de metabolitos

O cultivar resistente Hibrido de Timor CIFC-832/2 e o suscetivel C. arabica cv. Caturra CIFC 19/1 foram transferidos
para uma sala de aclimatagdo, onde foram infectados com esporos da raca Hemileia vastatrix XXXIII. O controle foi
realizado com folhas de ambas as cultivares sem infeccdo. Em cada planta, trés folhas foram infectadas para a extracdo
de metabdlitos. Além do tempo zero imediatamente antes da infec¢do, as folhas foram coletadas as 12, 24 e 96 horas
apos a inoculagdo (hai). A extracdo foi feita conforme descrito por Lisec e grupo (Lisec et al., 2006) com adaptacdes.
Glicose, gliceraldeido-3-fosfato, glicerol-3-fosfato, citrato, fumarato e malato foram quantificados por LC-MS (Lu et
al., 2008).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apo6s a geracdo do modelo metabdlito para Coffea canephora, utilizando o ModelSEED, foram encontrados 1140
genes, além de 1084 reacfes metabolicas e 1162 metabdlitos, distribuidos em onze compartimentos subcelulares e
espaco extracelular. Dentre estes, foram identificadas 19 vias do metabolismo primario (carboidratos, lipideos,
aminoacidos e nucleotideos), totalizando 214 rea¢des Unicas, cerca de 500 genes e 300 metabolitos Unicos. Ao avaliar
os graficos de PCA e heatmap (Figura 1), é possivel observar que as cultivares possuem perfil de expressdo similar nas
diferentes rotas em estudo para o tempo inicial (0 h). Em intervalos subsequentes, é comum observar diferencas
principalmente as 12 e 24 horas ap6s a inoculacdo (hai), onde a expressdo genética de c24 (Caturra 24 hai) é mais
semelhante a h12 (Timor Hibrido 12 hai) do que h24 (Timor Hibrido 24 hai). Para a maioria das vias metabdlicas, o
perfil h24 ¢ distante de todas as outras amostras. Depois de 96 hai, os perfis de expressdo ficam mais semelhantes
novamente. A maioria das mudancas na expressao génica associadas a via de carboidratos e ao ciclo de Krebs foram
observadas apds 12 e 24, indicando a existéncia de potenciais mecanismos de resisténcia induzidos pelo patégeno e
associados ao metabolismo.
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Figura 1: Analise comparativa do transcriptoma de cafeeiros suscetiveis (Caturra, c) e resistentes (Hibrido de Timor, h)
infectados por Hemileia vastatrix apds 12, 24 e 96 horas. A) PCA de todas as vias metabolicas primarias identificadas,
via glicolitica e ciclo de Krebs. B) Heatmaps da via glicolitica e do ciclo de &cido tricarboxilico (TCA).

Ap6s a integracdo do transcriptoma, foram gerados quatro modelos contexto-especificos (0, 12, 24 e 96h). Na analise
dos fluxos previstos para cada modelo, a via glicolitica se destacou por ter as maiores diferengas entre os tempos
avaliados e o modelo original. Na reconstrucdo da via glicolitica, os fluxos previstos indicaram um desvio no
metabolismo para a producéo de glicerol-3-fosfato, principalmente em 12 e 24 hai. A quantificacdo dos metabolitos
confirmou a tendéncia indicada pelas predi¢fes (Figura 2). A concentracdo de glicose foi significativamente reduzida
no cultivar resistente em relagéo ao cultivar suscetivel durante a infecgdo. A concentragdo de gliceraldeido-3-fosfato e
glicerol-3-fosfato em plantas resistentes em 12 e 24 hai foi significativamente maior quando comparada ao cultivar
suscetivel. Para validar a importancia do glicerol-3P no mecanismo de resisténcia do cafeeiro, plantas suscetiveis a H.
vastatrix foram submetidas ao tratamento com duas concentracfes de glicerol. Na quantificacdo de glicerol-3P, nédo
houve diferenga estatistica entre controle e tratamento com glicerol 1% (v/v). No entanto, a concentragdo de glicerol-3P
no tratamento com glicerol 3% (v/v) foi semelhante & observada no Hibrido de Timor (Figura 3A). Na infeccdo
experimental realizada apds os tratamentos com glicerol, observou-se que o glicerol 1% néo foi capaz de retardar ou
reduzir a infecgdo, enquanto as plantas que receberam tratamento com glicerol 3% apresentaram menor porcentagem de
lesBes (Figura 3B). Juntos, esses resultados sugerem que o glicerol-3P pode ser um mecanismo importante para a
resisténcia do café a ferrugem. Atualmente, o glicerol-3P é apontado como um sinal mével importante da resisténcia
sistémica adquirida em plantas (SAR) (Chanda et al, 2011; Yang et al, 2013). A SAR ¢ caracterizada por uma resposta
que ocorre em toda a planta, ndo apenas no local da infeccdo, e pelo aumento da expressdo de genes regulados pela
patogénese (genes PR) (Mandal et al, 2011; Durrant & Dong, 2004). A aplicagdo de glicerol em folhas de cacau foi
capaz de estimular a resisténcia contra o patégeno Phytophthora capsici (Zhang et al, 2014). Um estudo sobre a
ferrugem do trigo mostrou que a aplicacéo de glicerol em folhas de trigo alguns dias antes da inoculagdo do fungo foi
capaz de reduzir os sintomas da doenga. Em contraste, a aplicacéo de glicerol no dia da inoculagdo ou ap6s a inoculagéo
ndo contribuiu para aumentar a resisténcia contra o patégeno (Li et al., 2016). Juntos, nossos resultados sugerem que as
diferencas transcricionais entre plantas de café resistentes e suscetiveis durante a infeccdo por H. vastatrix resultam em
uma remodelacdo metabdlica que induz um mecanismo de resisténcia dependente de glicerol-3P.
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Figure 2:Analise de fluxo metabdlico e quantificacdo de intermediarios da via glicolitica em cafeeiros infectados por H.
vastatrix. A) Reconstrucéo da via glicolitica baseada nos fluxos preditos ap6s a integracéo do transcriptoma em 12 hai.
Setas vazias representam reagdes que mudaram em relagdo ao modelo original. Os metabolitos de cor cinza foram
quantificados. B) Quantificacdo de glicose, gliceraldeido-3P e glicerol-3P em 0, 12, 24 e 96 hai em cultivares de café
resistentes (Timor Hibrido) e suscetiveis (Caturra). ** p <0,01; *** p <0,001, ANOVA de dois fatores e teste de
Bonferroni.
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Figura 3: Analise do efeito do tratamento com glicerol em cafeeiros suscetiveis (Caturra) antes da infeccéo por H.
vastatrix. A) Quantificacdo de glicerol-3P intracelular em cultivares resistentes (HT, Hibrido de Timor) e suscetiveis
(Controle, Glicerol 1 e 3%, Caturra) tratadas com glicerol 12 hai. Os controlos (HT e Controle) foram pulverizados com
agua. ** p <0,01; *** p <0,001, ANOVA de dois fatores e teste de Bonferroni. B) Porcentagem de area saudavel 30
dias ap0s a infeccao.
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CONCLUSOES

1. No presente trabalho foi possivel observar diferencas no metabolismo primario do Hibrido de Timor 832/2 e de C.
arabica cv. Caturra CIFC 19/1 ao longo da infecgo por Hemileia vastatrix.

2. As maiores alteragGes na expressdo génica ocorreram entre 12 e 24 horas apés a inoculagdo sugerindo que a resposta
apresentada pela planta neste periodo é determinante para o prosseguimento ou ndo da doenga.

3. Além disso, a aplicagdo de glicerol 3% (v/v) antes da inoculagdo do fungo foi capaz de reduzir as lesdes provocadas
pela doenga sendo um forte indicio de que esse metabdlito tem importante papel na resisténcia do cafeeiro contra a
ferrugem.
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