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RESUMO: Visando auxiliar na caracterizacao das respostas fisiol6gicas e moleculares de gendtipos tolerantes a seca, 0
objetivo desse trabalho foi avaliar a expressdo de genes APX e CaPYL8a em genétipos de Coffea arabica submetidos
ao déficit hidrico em condi¢des de campo. Os gendtipos foram avaliados em sistema sequeiro (imposi¢do do déficit
hidrico a partir de 24 meses de idade) e sistema irrigado (plantas continuamente irrigadas com sistema de gotejamento).
Foram realizadas avaliacGes de potencial hidrico e expressdo de genes APX e CaPYL8a na época seca. Os dados foram
submetidos as analises de variancia. Os gendtipos 7 e 19 apresentaram maiores e 0s gen6tipo 3 e 5 menores capacidade
de manutencdo do potencial hidrico. A expressdo do gene CaAPX foi maior nos genétipos 3, 5, 7 em sistema irrigado.
O gendtipo 19 apresentou maior expressdo da CaAPX na condicdo de sequeiro. Em relacdo ao gene CaPYL8a 0s
genotipos apresentaram um padrdo de expressdo divergente entre os genoétipos, sendo que os genétipos 3 e 19
apresentaram um aumento na expressdo na condicdo de sequeiro. Os diferentes padrdes de expressdo dos genes
candidatos APX e PYL8a sugerem regulacdo por mecanismos fisiolgicos distintos, indicando maior tolerancia ao
estresse oxidativo e resposta ao deficit hidrico regulada positivamente pelo ABA no genotipo19.

PALAVRAS-CHAVE: Estresse hidrico, enzimas antioxidantes, acido abscisico.

ANALYSIS OF APX AND CAPYL8BA GENES EXPRESSION IN COFFEA ARABIC
PROGENIES UNDER DROUGHT.

ABSTRACT: Aiming to characterize the physiological and molecular responses of drought tolerant genotypes.The
objective of this work was to evaluate the expression of APX and CaPYL8a genes in Coffea arabica genotypes
submitted to the water deficit under field conditions, aiming to characterize the physiological and molecular responses
of drought - tolerant genotypes. The genotypes were evaluated in a dryland system (imposition of water deficit from 24
months of age) and irrigated system (plants continuously irrigated with drip system). Water potential and APX and
CaPYL8a gene expression were evaluated in the dry season. Data were submitted to analysis of variance. Genotypes 7
and 19 presented higher and genotype 3 and 5 lower maintenance capacity of water potential. CaAPX gene expression
was higher in genotypes 3, 5, 7 in irrigated. Genotype 19 showed higher expression of CaAPX in the dry state. In
relation to the CaPYL8a gene the genotypes showed a divergent expression pattern among the genotypes, with
genotypes 3 and 19 showing an increase in expression in the rainy season. The different expression patterns of the
candidate genes APX and PYL8a suggest regulation by different physiological mechanisms, indicating greater tolerance
to oxidative stress and response to the water deficit positively regulated by ABA in the genotypel9

KEY WORDS: Water stress, antioxidant enzymes, abscisic acid.
INTRODUCAO

Entre os varios fatores limitantes da produgdo do cafeeiro, o déficit hidrico ocupa posicdo de destaque (Damatta et al.,
2018). Esse estresse ambiental interfere no desenvolvimento das culturas agricolas, caracterizando-se como o fator que
mais influéncia a produtividade da cultura do café, por ocasionar perturbacdes fisiologicas e morfoldgicas que
prejudicam o seu desenvolvimento e o rendimento agrondémico (Alves, 2014). A magnitude dos efeitos do déficit
hidrico nesta cultura sobre a produtividade esta relacionada ao periodo, duragdo e intensidade de ocorréncia desse fator
e da capacidade genética da planta em responder as mudancas do meio (Silva et al., 2010).

Baseando nas futuras perspectivas climaticas e nos atuais eventos que ja apresentam alteracGes na distribuicdo de
chuvas com periodos secos atipicos, o programa de melhoramento do café tem avancado substancialmente na selecdo de
materiais com potencial tolerancia & seca. As pesquisas que avaliam as respostas fisiologicas e moleculares dos



X Simpésio de Pesquisa dos Cafés do Brasil — ISSN: 1984-9249
8 a 11 de outubro de 2019, Vitéria—ES

materiais genéticos tém auxiliado na indicacdo de mecanismos de resposta ao déficit hidrico e na identificacdo de
estratégicas de tolerancia a seca.

Estudos fisiolégicos indicam que capacidade de manutencdo de potencial hidrico pode variar entre gen6tipos de café.
Além disso, varios estudos moleculares ja foram realizados em café, identificando genes candidatos em resposta a seca
(GCs)(Marraccini et al., 2012; Vieira et al., 2013; Mofatto et al., 2016). Entre os genes identificados, o gene CaPYL8a é
regulatério na via de sinalizagdo de receptores de ABA, regulando positivamente a sinalizagdo durante as respostas ao
estresse abidtico. Outro gene que também esta entre os GCs é aquele que codifica a enzima ascorbato peroxidase
(APX), envolvida na detoxificacdo de peroxido de hidrogénio com funcdo de proteger as células em condicfes de
estresse.

Visando auxiliar na caracterizacdo das respostas fisioldgicas e moleculares de gendtipos tolerantes a seca, 0 objetivo
desse trabalho foi avaliar a expressdo de genes APX e CaPYL8a em genétipos de Coffea arabica submetidos ao déficit
hidrico em condic6es de campo.

MATERIAL E METODOS

A éarea experimental localiza-se em uma propriedade cafeeira localizada no Municipio de Diamantina, MG. Localizada
al7°41'23" Se 43°24' 23" O, com altitude média na area do experimento de 880 m.

Os gendtipos previamente selecionados pelo programa de melhoramento da EPAMIG foram disponibilizados em area
com sistema de irrigagdo por gotejamento, no espagamento de 3,8 x 0,8 m. O sistema de irrigagdo é gotejamento por
gravidade, sendo os gotejadores de 2,3 I/h de vaz&o, espacados a cada 75 cm. Os tubos gotejadores séo abastecidos por
um tubo de PVC de 75mm. A &gua é fornecida por uma represa local. A vazdo do emissor é de 2,301/h/m2, ou seja, 2,3
mm/h e o tempo de irrigacdo foi de aproximadamente de duas horas/dia. A irrigagdo foi feita de modo a repor a
evapotranspiracdo da cultura fornecida por estagdo automaética local.

A implantacdo do experimento com sistema irrigado e sequeiro foi realizada em plantas com 24 meses de idade. No
sistema irrigado, as plantas continuaram a serem irrigadas com sistema de gotejamento. No sistema sequeiro as
mangueiras de irrigacdo foram desconectadas nas faixas correspondentes para imposicao do déficit hidrico durante todo
periodo experimental. Ressalta-se que no sistema irrigado, conforme manejo adotado na fazenda, foi realizada a
suspensdo da irrigacdo para uniformizacéao do florescimento por um periodo de 90 dias (julho a setembro).

As adubagdes nos tratamentos irrigados feitas por fertirrigacdo, e nos tratamentos sem irrigacdo, a fertilizacdo foi
realizada de maneira convencional com aplicacdo de superficie, sob a copa do cafeeiro, seguindo as recomendacfes
realizadas na fazenda, de acordo com o manual de recomendagdes para o uso de corretivos e fertilizantes em Minas
Gerais (5% aproximacéo).

O potencial hidrico foliar (¥w) foi determinado em folhas utilizando uma bomba de pressdo (PMS Instruments- Plant
Moisture- Modelo 1000 de acordo com Scholander et al., (1964). Todas as medidas foram feitas em folhas
completamente expandidas de ramos plagiotrépicos do terco mediano das plantas, sempre na antemanhd (entre
04h30min e 05h30min horas), afim, de evitar os efeitos inibitérios da luminosidade e da temperatura sobre o potencial
hidrico. As medicGes foram realizadas na época seca, ou seja, 40 dias ap6s a indugdo do déficit para uniformizacdo do
florescimento no sistema irrigado.

Para as andlises moleculares foram selecionadas quatro progénies nas condi¢fes de irrigada e ndo irrigada, sendo
contrastantes quanto a manutengdo do potencial hidrico (progénies 7 e 19) e (progénies 3 e 5). Amostras armazenadas a
-80°C foram pulverizadas em nitrogénio liquido e o0 RNA total foi extraido seguindo as recomendacfes do manual do
“Plant RNA Purification Reagent” (PRPR) (Invitrogen®), com algumas modificagcGes. Aproximadamente 100mg de
material vegetal pulverizado foi adicionado a 600 pl de PRPR e entdo agitado em vortex por 2 minutos. Os tubos foram
deixados na horizontal por 10 mim em temperatura ambiente e posteriormente centrifugado a 13200 rpm por 10
minutos a 4°C. Em novos tubos mantidos no gelo, foram adicionados 100 pl de NaCl 5M, seguido de 650 pl do
sobrenadante e 300 pl de cloroformio. Os tubos foram agitados em vortex por 1 minuto e centrifugados a 13200 rpm
por 10 minutos a 4°C, sendo esse processo repetido mais uma vez. Um volume de 450 pl do sobrenadante foi
transferido para novos tubos e 0 mesmo volume de isopropanol foi acrescentado, sendo os tubos entdo misturados por
inversdo. As amostras foram mantidas em freezer -20°C por 75 minutos para precipitacdo dos acidos nucleicos e em
seguida centrifugadas a 13200 rpm por 25 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado, ao precipitado foram
adicionados 600 pl de etanol 75% e centrifugou-se a 13200 rpm por 7 minutos a 4°C. O etanol foi descartado, o
precipitado foi colocado para secar a temperatura ambiente ¢ em seguida foi ressuspendido em 20 pl de agua livre de
RNase.

A quantificagdo do RNA foi realizada por meio de um NanoDrop™ 1000 Spectrophotometer (Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA). A integridade do RNA foi aferida pela analise em gel de eletroforese a 1% de agarose corado
com brometo de etidio. O DNA genémico contaminante foi eliminado das amostras de RNA pelo tratamento com RQ1
RNAse-free DNAse (Promega) de acordo com as instru¢des do fabricante. A sintese do cDNA foi feita com o ImProm-
I Reverse Transcription System (Promega) e oligo(dT 15) de acordo com as recomendac8es do fabricante.

Apos a sintese dos cDNAs, utilizando o protocolo recomendado para o Fast 7500 Real-Time PCR Systems (Applied
Biosystems), os cDNAs preparados foram diluidos (1/10) e testados por gPCR usando pares de primers desenhados para
os genes candidatos a serem estudados (Tabela 1). Para a qPCR, 1 pL de ¢cDNA diluido, 0,2 pL de cada primer
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(concentrac¢do final de 0,2uM na reagdo) e 2,5 uL do fluorocromo GoTaq® qPCR Master Mix (Promega) foram
utilizados em um volume final de 10 pL. O mix da reagéo foi incubado por dois minutos a 50° C, em seguida por cinco
minutos a 95°C, seguido de 40 ciclos de amplificacéo de trés segundos a 95° C e 30 segundos a 60° C. Os dados foram
analisados usando o 7500 Software v2.0.6 (Applied Biosystems) para determinar os valores de Ct (Cycle Threshold). A
especificidade dos produtos gerados por cada par de primers foi verificada pela analise do tempo médio (Tm) de
dissociagdo dos produtos amplificados. Os niveis de expressdo génica dos genes candidatos foram normalizados para o
nivel de expressdo da ubiquitina (CcUBQ10) como uma referéncia constitutiva ( Barsalobres-Cavallari et al., 2009). A
expressdo relativa foi quantificada pela aplicagdo da formula (1+E)™*“", onde ACt gene avo= Ct gene aivo - Ct gene de referéncia e
AACt = ACt gene aivo- ACt catibrador intermo- COMO calibrador interno foi utilizado o gendtipo 3 irrigado, com expresséo relativa
igual a 1. Os dados foram apresentados com a média + o erro padrdo da média.

Tabela 1. Genes candidatos e primers correspondentes usados no experimento de gPCR.

Gene C. canephora Sequéncia (5’ — 3°)

CaAPX1 F: GACCTGAACAATGCCCAGAAG
R: CGTAAATGAGCAGCAGGTGATG

CaPYL8a Cc02_g01800 F: GGTTTGATCAGCCCCAGAAA

R: CCACTTCCCTAAGGCTTCCAA

RESULTADOS E DISCUSSAO

As progénies de café cultivadas em sistema irrigado apresentaram um potencial hidrico até -1,12 MPa (Figura 1). Ao
analisar os genétipos em sistema sequeiro, observou-se que 0s potenciais foram menores quando comparados ao
irrigado, com excecdo do gendtipo 7. Destaca-se em sequeiro, 0s genétipos 7 e 19 com maior manutencéo do status
hidrico hidratado (-0,78 e -0,81 MPa, respectivamente). Dentre 0s gendtipos com menor manutencao, os genétipos 3 e 5
foram selecionados para as analises de expressao de genes candidatos para tolerancia a seca APX e CaPYL8a.

A expressdo do gene CaAPX foi maior nos genotipos 3, 5, 7 em sistema irrigado do que em sistema sequeiro (Fig. 2).
Por outro lado, a expressao relativa no genotipo 19 foi regulada positivamente pela seca, apresentando maior expressao
na condicéo de sequeiro.

Em relagdo ao gene CaPYL8a os genotipos apresentaram um padréo de expressao divergente entre os genétipos (Figura
3). Os gendtipos 3 e 19 apresentaram um aumento significativo na expressao na condicéo de sequeiro. Para o gen6tipo 5
a seca regulou negativamente a expressdo, enquanto para o genotipo 7 ndo houve mudangas nos perfis de expressdo
entre irrigado e sequeiro. Maiores valores de expressdo relativa do gene CaPYL8a foi observado no gendtipo 3 na
condicdo de sequeiro.
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Figura 1. Potencial hidrico em diferentes gendtipos de café, cultivados em condicdo irrigado e sequeiro. As barras
seguidas pela * diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Scott-Knott com 5% de significancia (P < 0,05).
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Figura 2. Perfil de expressdo do genes APX1 em folhas de genétipos de C. arabica (3, 5, 7 e 19) em sistema irrigado (1)
e sequeiro (S). A abundéncia dos transcritos foi normalizada usando a expressao do gene CaUBQ10 como um controle
enddgeno. Os resultados foram expressos usando 31 como a amostra de referéncia (Expressdo relativa =1). Valores de
trés replicatas técnicas foram apresentados como médias + SE (barras).

CaPYL8a
Expressao relativa

C s

3

Figura 3. Perfil de expressdo do gene CaPYL8a em folhas de C. arabica (3, 5, 7 e 19) em sistema irrigado (1) e sequeiro
(S). A abundancia dos transcritos foi normalizada usando a expressdo do gene CaUBQ10 como um controle endégeno.
Os resultados foram expressos usando 31 como a amostra de referéncia (Expressdo relativa =1). Valores de trés
replicatas técnicas foram apresentados como médias + SE (barras).

De maneira geral, ao analisar o potencial hidrico, pode-se observar que, as varia¢des analisadas, relacionam-se com as
condicBes em que as plantas foram cultivadas. Os gen6tipos que apresentaram um maior potencial hidrico em sistema
irrigado, contudo nesse sistema havia um corte da irrigacdo a 40 dias, realizado por ocasido da uniformizacdo do
florescimento, o que justifica os valores proximos a -1 MPa. Maiores diferencas entre os genétipos foram observadas
em sistema sequeiro, onde foi possivel verificar que as progénies 7 e 19 exibiram uma maior manutencdo deste
parametro quando comparados aos demais. Diante de tal observagdo, pode-se observar que esses genotipos, mesmo em
condicBes de tensdes abidticas, apresentaram, de uma forma geral, uma manutengdo da turgescéncia das células.

Os diferentes padrdes de expressdo dos genes candidatos observados foram dependentes da sistema de cultivo e indicam
que mecanismos fisioldgicos distintos regulam a resposta ao déficit hidrico nesses gendtipos. Na condi¢do irrigada,
onde o déficit hidrico foi imposto somente da fase de uniformizacao do florescimento, a expressao da APX foi maior do
que no sequeiro para as progénies sensiveis (3 e 5) e para a tolerante (7). A APX é uma enzima envolvida na
detoxificagdo de peroxido de hidrogénio com funcdo de proteger as células sob condicfes estressantes. Nesses
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genotipos, a expressao diferencial do gene APX pode fazer parte da primeira linha de defesa do sistema antioxidante
enzimatico, sendo rapidamente expressa nos periodos iniciais de estresse (Vieira et al., 2013). Alternativamente, o
aumento da atividade de enzimas antioxidativas pode ser mais uma consequéncia do estresse oxidativo ocasionado pelo
déficit hidrico do que um mecanismo de tolerancia (Silva et al., 2018). Por outro lado, essas progénies, quando em
sequeiro, tiveram menores expressdes o0 que pode sugerir a aclimatagdo ao estresse, uma vez que nesse sistema 0S
gendtipos passam por ciclos de seca mais intensos, pois ndo conta com a irrigacdo durante o ano. Neste contexto, a
progénie 19, apresentou menores expressdes de APX, porém positivamente regulada pela seca, 0 que corrobora com a
maior tolerancia ao estresse oxidativo nesse genotipo verificada pelo menor amarelecimento em condigao de deficiéncia
hidrica em campo. Quanto a expressdo do gene PYL8a, os gendtipos apresentaram distintos perfis de expressao, 0 que
pode sugerir uma sinalizacdo e regulacéo diferencial do ABA nos geno6tipos analisados. Destaca-se, porem aumento de
expressdo nos gendtipos 3 e 19 em sequeiro. Esse gene é regulatério na via de sinalizacdo de receptores de ABA,
regulando positivamente a sinalizacdo durante as respostas ao estresse abidtico (Saavedra et al., 2009). Os resultados
sugerem também que a regulacdo do ABA pelo gene PYL8a em C. arabica pode estar ligado a outros reguladores/
repressores das vias de sinalizacdo do ABA.

CONCLUSOES

Os genotipos 7 e 19 apresentaram maior capacidade de manutencdo do potencial hidrico. Os diferentes padrdes de
expressdo dos genes candidatos APX e PYL8a sugerem regulagdo por mecanismos fisioldgicos distintos, indicando
maior tolerancia ao estresse oxidativo e resposta ao déficit hidrico regulada positivamente pelo ABA no genétipo 19.
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