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ANALISE DA EXPRESSAO DO GENE MANOSE 6 FOSFATO REDUTASE EM
CAFEEIROS SUBMETIDOS AO DEFICIT HIDRICO

Luciana Pereira Freire!, Pierre Marraccini?, Gustavo Costa Rodrigues®, Alan Carvalho Andrade?
(Recebido: 17 de dezembro de 2010; aceito: 12 de julho de 2012)

RESUMO: Os efeitos do déficit hidrico sobre a expressdo do gene CaM6PR, codificando a manose-6-fosfato redutase,
foram avaliados em cafeeiros em fase de formagdo das cultivares IAPARS59 (Villa Sarchi x hibrido de Timor HT832/2) e
RUBI MG 1192 (Mundo Novo x Catuai) de Coffea arabica, consideradas respectivamente como tolerante e sensivel ao
estresse hidrico. As cultivares foram plantadas em dezembro de 2007 no campo experimental da Embrapa Cerrados — DF
(CPAC) e cultivadas durante dois anos (2008 e 2009) com (I) e sem (NI) irrigacdo. Para cada ano, foram realizadas duas
avaliagdes (P1, ndo estressado, durante a estagdo chuvosa e P2, esta¢do seca). Para as duas cultivares, a expressdo do
gene CaM6PR foi medido em folhas por meio da técnica de PCR quantitativa, apresentou um forte aumento na estacdo
seca para as plantas ndo irrigadas em comparagdo com as plantas irrigadas. Além disso, a expressdo desse gene sempre
foi maior no IAPARS59 que no RUBI MG 1192. Também, observou-se uma maior expressdo desse gene no ano de 2008,
quando comparada ao ano de 2009. Essa diferenga poderia ser uma consequéncia direta dos niveis de estresse hidrico
recebidos pelas plantas, ja que as condigdes da seca em 2008 foram mais severas do que no ano de 2009. Assim,nesse
trabalho, propde-se o uso do gene CaM6PR como marcador molecular, para avaliar o nivel de estresse das plantas
cafeeiras submetidas ao déficit hidrico.

Termos para indexacao: Coffea arabica, estresse abiotico, expressdo génica, genes candidatos, qPCR.

ANALYSIS OF THE MANNOSE 6 PHOSPHATE REDUCTASE GENE EXPRESSION IN
COFFEE TREES SUBMITTED TO WATER DEFICIT

ABSTRACT: The effects of water deficit on the gene CaM6PR expression, encoding mannose -6- phosphate reductase, were
evaluated in coffee trees in the formation phase of coffee cultivars IAPARS59 ( Villa Sarchi x Timor hybrid HT832 / 2) and
RUBI MG 1192 (Mundo Novo x Catuai ) of Coffea arabica, respectively regarded as tolerant and sensitive to water stress.
The cultivars were planted in December 2007 in the experimental field of Embrapa Cerrados - DF ( CPAC ) and cultured
for two years (2008 and 2009 ) with ( 1) and without ( NI ) irrigation. For each year two assessments were carried out (P1
, not stressed, during the rainy season and P2, dry season ). For both cultivars, the CaM6PR gene expression measured in
leaves through quantitative PCR, showed a strong increase in the dry season for non-irrigated plants when compared with
irrigated plants. In addition, the expression of this gene was always greater in IAPAR59 than in RUBI MG 1192. Also, there
was an increased expression of this gene in 2008 when compared to 2009. This difference could be a direct consequence of
drought stress levels received by plants, since drought conditions in 2008 were more severe than in 2009. Thus, in this work,
we propose the use of the CaM6PR gene as a molecular marker to evaluate the stress level of the coffee plants submitted to
water deficit.

Index terms: Coffea arabica, abiotic stress, gene expression, gene candidates, gPCR.
1 INTRODUCAO 70% e 30% da producdo comercial mundial
(LASHERMES; ANDRADE; ETIENNE, 2008;

O cafeeiro ¢ uma planta perene, pertencente  LEROY et al., 2006). Contudo, a ocorréncia do
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a familia Rubiaceae e ao género Coffea. Entre as
espécies cultivadas, Coffea arabica L. (Arabica) e
Coffea canephora Pierre ex. A. Froehner (Robusta)
sd0 as mais importantes economicamente,
representando aproximadamente erespectivamente

déficit hidrico influencia o desenvolvimento e
a producdo das plantas cafeeiras (DAMATTA;
RAMALHO, 2006). Importantes consequéncias
sociais, econdmicas e ecoldgicas, como o
deslocamento de trabalhadores para regides

"Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia — Parque Esta¢do Biologica/PqEB — Av. W5 Norte (final) — Cx. P. 02372 —

70.770-917 — Brasilia — DF — freire luciana@yahoo.com.br

2 CIRAD — UMR AGAP — Avenue d’Agropolis — F 34398 Montpellier — France — marraccini@cirad.fr
3 Embrapa Informatica Agropecuaria — Cx.P. 6041 — 13083-886 — Campinas — SP — gustavo.rodrigues@embrapa.br
4 Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia — Parque Estagdo Biologica/PqEB — Av. W5 Norte (final) — Cx. P. 02372 —

70.770-917 — Brasilia — DF — alan.andrade@embrapa.br

Coffee Science, Lavras, v. 8, n. 1, p. 17-23, jan./mar. 2013

17/04/2013 09:18:09



1 TEEEE

CS-306.indd 18

18

diferentes das de origem e alteragdes no meio
ambiente, podem ocorrer se nada for feito para
diminuir ou amenizar os efeitos do déficit hidrico,
que podem aumentar em func¢do das mudancas
climaticas. Estima-se que a geografia da producao
agricola no Brasil poderda mudar drasticamente
nos proximos anos, mesmo com o aquecimento
limitado a 1,5 °C até o final do século (ASSAD,
2009; ASSAD et al., 2004; INTERNATIONAL
COFFEE ORGANIZATION - ICO, 2009).

Atualmente, os estudos na area de
melhoramento genético do cafeeiro, tém visado o
desenvolvimento de novas cultivares tolerantes a
seca. No entanto, se conhece relativamente pouco
sobre como os genotipos de cafeeiros respondem
ao estresse hidrico, particularmente sobre os
genes envolvidos nessa resposta, e como eles sdo
regulados ao nivel transcricional.

Para identificar os genes envolvidos na
tolerdncia a seca em plantas de cafeeiro, diferentes
estratégias foram seguidas no laboratorio
(MARRACCINTI et al., 2007, 2009, 2012) tais
como a identificacdo de genes candidatos via
analise in silico dos dados do projeto Genoma
café principalmente a partir das bibliotecas de
cDNA de plantas submetidas ao estresse hidrico
(ANDRADE, 2007; VIEIRA et al, 2006;
VINECKY et al.,, 2012). O gene da CaM6PR
foi um dos genes previamente identificados em
folhas de diferentes clones de Coffea canephora
var. conilon, cultivados em condi¢oes controladas
(casa de vegetacdo), que apresentou um aumento
de expressao sob estresse hidrico (MARRACCINI
et al., 2009; VINECKY et al., 2012). Nesse caso,
a expressao desse gene foi mais alta nas folhas do
clone 14 tolerante a seca que nas folhas do clone 22
sensivel a seca (MARRACCINI et al., 2012). Esse
gene codifica para a NADPH-manose dependente
-6- fosfato redutase, enzima chave do metabolismo
do manitol, agucar amplamente distribuido entre
as plantas e considerado osmoprotetor (BRAY,
1993; LEPRINCE; HENDRY; MCKERSIE,
1993). Assim, o acumulo de osmolitos nas
células das plantas resulta em um decréscimo no
potencial osmoético e mantém a absorc¢ao de agua,
expressdo de turgor da célula, o que contribui para
a manutencdo dos processos fisioldgicos, como
abertura estomatica, fotossintese e crescimento da
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planta (ZHIFANG; LESCHER, 2003).

Mais recentemente, foi observada a ativagao
da via ABA, particularmente por meio do aumento
da expressdo dos genes PYL, codificando para os
receptores de ABA e da queda de expressdo dos
genes, codificando para as proteinas fosfatase de tipo
PP2C, nas plantas de Arabidopsis transformadas
com o gene M6PR de aipo, sugerindo assim a agdo
do manitol como um sinal importante de controle da
expressdo dos genes implicados nas respostas aos
estresses bidticos e abioticos (CHAN; GRUMET;
LOESCHER, 2011).

Objetivou-se, neste trabalho, analisar
a expressao do gene M6PR em cafeeiros em
fase de formacdo das cultivares RUBI MG
1192 e TIAPARS59 de C. arabica, consideradas
respectivamente sensivel e tolerante ao estresse
hidrico. Para tanto, a expressdo desse gene foi
avaliada nas folhas dos cafeeiros, cultivados em
campo, com (I) e sem (NI) irrigag@o, nas estagdes
chuvosa e seca dos anos de 2008 e 2009.

2 MATERIAL E METODOS
Material vegetal

Mudas das cultivares RUBI MG 1192
(Mundo Novo x Catuai) e ITAPAR 59 (Villa Sarchi
x hibrido de Timor HT832/2) de C. arabica,
consideradas respectivamente como sensiveis
e tolerantes a seca (RODRIGUES et al., 2010),
foram plantadas em dezembro de 2007, no campo
experimental da Embrapa Cerrados — DF (CPAC)
e cultivadas durante dois anos (2008 e 2009)
com (I) e sem (NI) irrigagdo. Para cada ano,
foram realizadas duas avaliagdes chamadas de
P1 (ndo estressado, durante a estacdo chuvosa) e
P2 (estagdo seca). Para cada avaliacdo, as folhas
foram colhidas pela manha (entre 10 e 12 h),
congeladas imediatamente em nitrogénio liquido
e armazenados a -80°C até serem utilizadas para a
extragao de RNA.

Avaliacio fisiolégica das plantas

A avaliacdo do estresse hidrico na estacao
seca foi realizada por meio de medidas de potencial
hidrico foliar de antemanhd (‘¥ ) (determinado
entre 4 ¢ 6 h da madrugada), uma vez por
semana, utilizando-se uma bomba de pressio tipo
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Scholander. Para essas medidas, foram analisadas
trés plantas e coletadas trés folhas de cada uma
para os tratamentos irrigados (I) e ndo irrigados
(NI), totalizando nove leituras por cultivar e por
condicao. As folhas encontravam-se no terceiro
par dos ramos plagiotropicos. Foram utilizadas
para as medidas somente folhas totalmente
expandidas e ndo danificadas. Para as extragdes
de RNA, o mesmo protocolo de amostragem (3
repeticdes bioldgicas de 3 folhas) foi seguido. As
folhas foram congeladas no campo com nitrogé€nio
liquido e armazenadas em -80°c, antes de serem
pulverizadas.

Extracao de RNA

As repeticdes biologicas das folhas foram
pulverizadas independentemente com nitrogénio
liquido e os RNA’s totais foram extraidos como
descrito a seguir. Aproximadamente 10 mg do
material pulverizado foi misturado com 500 pL
de tampao “Plant RNA Purification Reagent”
(PRPR) (Invitrogen), incubado por 5 min. a
temperatura ambiente e centrifugada (10 min.
4 °C, 16100 x g). A fase liquida foi recolhida e
misturada com 100 pL. de SM NaCl e 300 uL de
cloroformio. Apoés homogeneizagdo, a solugdo
foi centrifugada com descrito previamente para
recolher a fase superior que foi adicionada de 500
uL de isopropanol. Apos precipitagao (30 min.
temperatura ambiente), a solucdo foi centrifugada
novamente em solugdo etanol 70%, para retirar o
excesso de sais e depois colocada em banho seco
a 37 °C até secar. Em seguida, o pélete contendo
os RNAs totais foi ressuspendido em 20 pl de
agua. A qualidade dos RNA’s foi verificada por
eletroforese em gel de agarose ¢ os RNA foram
quantificados por espectrofotometria (Nanodrop®
Espectrophotometer ND-1000).

Tratamento com DNase e Transcriptase
Reversa RT

A eliminagdo do DNA genomico
contaminante, foi realizada por tratamento das
amostras de RNAs com RQ1 RNase-free DNase,
de acordo com as instrucdes do fabricante
(Promega). A auséncia de DNA gendmico e a
qualidade dos RNAs extraidos foram verificados
com eletroforese em gel de agarose. A reagao da
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sintese reversa foi realizada usando 1pg de RNA
total, correspondendo a uma mistura (0.33 pg) de
RNA total de cada uma das repeti¢des biologicas.
Depois, 0 RNA total foi incubado com o oligo dT
durante 50 min a42°c com a enzima SuperScript™
I Reverse Transcriptase de acordo com as
recomendagdes do fornecedor (Invitrogen). Apo6s
a inativagdo da enzima (72 °C durante 15 min), as
amostras de cDNA foram conservadas a -20 °C.

PCR quantitativo em tempo real (qPCR)

As reacdes de PCR quantitativo foram
realizadas usando as amostras de cDNA
preparadas previamente utilizando-se o protocolo
recomendado para o uso do 7500 Fast Real-Time
PCR Systems (Applied Biosystems). Os cDNAs
foram diluidos (1/50), e testados em triplicatas
com o gene controle endogeno (GAPDH),
usando os primers especificos GAPDH-F
(5’TTGAAGGGCGGTGCAAA3’) e GAPDH-R
(5’AACATGGGTGCATCCTTGCT3”)
previamente  descritos  por  Barsalobres-
Cavallari et al. (2009). Para o gene CaM6PR
(M6PR de C. arabica), os primers MO6FR-F
(5’-ACGAGTAAAGGGCTGGCTAAGA-3’) e
MO6FR-R (5’-TTCCAAACGTCCATCCCTTT-3)
foram desenhados a partir da sequéncia do EST
GT648734 (ntimero de acesso no GenBank),
do Projeto Genoma Café (VIEIRA et al., 2006)
e utilizando a sequéncia e o programa “Primer
Express 3.0” (Applied Biosystems). A reacao
de qPCR foi realizada em um volume final de
10 pl com 1 pl de cDNA diluido (1/50), 0,2 uM
(concentragdo final) de cada primers na presenca
de tampao 1 x SYBRGreen qPCR Mix-UDG/
ROX (Invitrogen). Realizou-se um tratamento
prévio com UDGAse (2 min - 50°C e 5 min. -
95°C) seguidos de 40 ciclos (de amplificagdo de
3 seg. - 95°C, 30 seg. - 60°C). Os dados foram
analisados no programa 7500 Fast Software
(software v2.0.1). A normalizacdo foi realizada
utilizando-se a equagdo AC = C_ (gene alvo) - C,
(controle enddgeno). A calibracao foi determinada
pela formula AAC. = AC, (amostra) - AC,
(calibrador). O calibrador interno usado como
base para padronizar os resultados de expressdo
foi a amostra 159-P1 (Figura 1).

A quantificacdo relativa foi obtida
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FIGURA 1 — Perfis de expressao do gene CaM6PR, em folhas das cultivares de Coffea arabica IAPARS9 (159)
e RUBI MG 1192 (Rubi). As avaliagdes foram realizadas na estagdo chuvosa (P1) e na estacdo seca nos anos de
2008 (08) e 2009 (09) com (I) ou sem (NI) irrigacdo. As cultivares e os tratamentos sdo indicados. Resultados
(em triplicado) de qPCR sdo expressos em quantificagdo relativa normalizada com a expressdo do gene enddgeno
(referéncia) GAPDH. Para cada ano, os niveis de expressdo obtidos com a amostra 159-P1 foram usados como o

calibrador interno.
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pela formula 244 €. Os valores de expressdo
correspondem a média de 3 repeticdes técnicas
com o desvio padrdo. Vale ressaltar que foi
utilizada como calibrador a amostra P1 (ndo
estressado, durante a estacao chuvosa).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
Analises fisioldgicas das plantas

As avaliagoes do potencial hidrico foliar de
antemanhd (¥, ) indicaram que os valores desses
potenciais em condig¢do de estresse hidrico (NI:
ndo irrigado) sempre foram mais negativos para
a cultivar RUBI MG 1192 que para a cultivar
IAPARS59 (TABELA 1).

Essas medidas também evidenciaram que
o déficit hidrico, nas plantas ndo irrigadas (P2-
NI) do ano 2008 foi mais severo que no ano
2009, com valores de potenciais mais negativos
para as duas cultivares em 2008. Por outro lado,
observaram-se valores de potenciais semelhantes
para as plantas irrigadas (P2-I), durante o periodo
de seca (+ -0,2 MPa). De acordo com Pinheiro et

al. (2005), os mecanismos fisiologicos associados
a tolerancia ao déficit hidrico da espécie de C.
canephora var. conilon parecem estar relacionados
a sensibilidade estomatica induzida pelo déficit
hidrico no solo. Estudos também tém confirmado
que plantas adaptadas a seca e as condigdes de
déficit hidrico sdo caracterizadas por um sistema
radicular mais profundo e vigoroso (PINHEIRO
et al., 2005). De acordo com Taiz e Zeiger (2004),
sob condi¢des normais de crescimento a parte
aérea da planta funciona como o principal dreno
de fotoassimilados, contudo, quando a planta
esta submetida ao déficit hidrico, algumas delas
desenvolvem raizes mais profundas que passam
a receber uma maior propor¢ao de assimilados,
uma vez que a demanda energética da parte aérea
¢ diminuida devido a inibicdo da expansdo foliar.
Assim, sob estresse hidrico moderado, a inversao
na relagdo fonte-dreno favorece o crescimento
do sistema radicular que, assim, aprofunda suas
raizes rumo as camadas mais inferiores e umidas
do solo.

Comparando-se o sistema radicular das
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TABELA 1 — Valores dos potencias hidricos foliares (‘¥ ) medidos durante a estagdo seca (P2) de 2008 € 2009 em
folhas das cultivares IAPARS9 e RUBI MG 1192 de Coffea arabica, cultivadas com (I) ou sem (NI) irrigag@o. Os
valores estdo expressos em mega-Pascal (MPa) + desvio padrao.

2008 2009
P2-1 P2-NI P2-1 P2-NI
IAPARS59 -0,38 £0,10 -0,80+ 0,12 -0,12 + 0,00 -0,59 + 0,03
RUBI -0,22 + 0,07 -1,88 £ 0,36 -0,11 +0,00 -1,20+ 0,16

cultivares RUBI MG 1192 e IAPARS59 das plantas
analisadas com as medidas de potenciais ¢ os
dados de fluxo de seiva, Rodrigues et al. (2010)
observaram uma maior taxa de eficiéncia do uso da
agua (WUE, “water use efficiency”) para a cultivar
IAPARS59 do que para a cultivar RUBI MG 1192.
Esses resultados foram também confirmados com
as medidas de descriminagdo isotopica de AC,
em folhas.

Com as medidas de potenciais descritas
neste trabalho, os resultados demonstram que
as plantas jovens da cultivar IAPARS9 dispdem
de uma maior capacidade para reduzir as perdas
de 4gua que a cultivar RUBI MG 1192, o que
torna a cultivar IAPARS59 mais tolerante a seca
(RODRIGUES et al., 2010). Isso poderia estar
relacionado ao acumulo nas folhas de manitol
ou de outros agucares, pois esses compostos sao
conhecidos por agir como osmoprotetores contra
os danos ocorridos durante os periodos de estresse
como, por exemplo, a seca (BOHNERT; JENSEN,
1996).

Anadlise de PCR quantitativo, em tempo real
(qPCR)

Noano 2008,asduascultivaresapresentaram
niveis idénticos de expressdo do gene CaM6PR
na estacdo chuvosa. Para a avaliacdao realizada
nas plantas irrigadas durante a estacdo seca, os
niveis de expressao do gene CaM6PR foram
mais elevados quando comparadas as avaliagdes
realizadas nas plantas, durante a estacdo chuvosa
(FIGURA 1). Nas condigdes de estresse hidrico
das plantas ndo irrigadas (P2-NI), um aumento da
expressdo do gene CaM6PR foi observado para
as duas cultivares (5,5 x). Independentemente
das condigoes de irrigagdo, a expressao do gene
CaMG6FR foi sempre maior (2 x) nas folhas da

cultivar IAPAR59 do que nas folhas da cultivar
RUBI MG 1192.

Durante a estacdo chuvosa do ano 2009,
foram observados niveis menores de expressao do
gene CaM6FR para as duas cultivares comparados
com as expressdes medidas durante o periodo de
seca de 2008. Durante a esta¢do de seca do ano
2009, os niveis de expressdo do gene CaM6FR
sempre foram maiores para as duas cultivares
nas folhas das plantas nao irrigadas (NI), em
comparacao com as folhas irrigadas (I). Por essas
analises ¢ possivel observar que o aumento de
expressao do gene CaM6FR, no periodo seco foi
maior nas folhas da cultivar IAPARS9 do que nas
folhas da cultivar RUBI MG 1192. Para as duas
cultivares, a comparacao dos resultados dos dois
anos indica que os niveis de expressao do gene
CaM6PR foram mais baixos no ano 2009 que
no ano anterior. Mesmo assim, ¢ durante os dois
anos do estudo, o aumento da expressdo desse
gene durante a seca sempre foi maior nas folhas
da cultivar IAPARS59 do que nas folhas da cultivar
RUBI MG 1192.

De acordo com os resultados, esses
aumentos de expressdo do gene CaM6PR na
estagdo seca nas plantas de C. arabica, cultivadas
em campo, sdo semelhantes as variagdes de
expressao previamente descritas para o mesmo
gene nas plantas C. canephora, cultivadas casa de
vegetacdo (MARRACCINI et al., 2012). Também,
as diferencas do nivel de expressdo do gene
CaMG6FR, nos dois anos do experimento, podem
ser explicadas em parte com as variagdes do nivel
de estresse recebidas pelas plantas e avaliadas por
meio das medidas dos potencias hidricos. Nesse
caso, os niveis de expressdo do gene CaMO6PR,
observados nas duas cultivares de C. arabica,
foram maiores durante a seca severa de 2008 do
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que durante a seca leve de 2009, corroborando
perfeitamente com a hipdtese de influéncia direta
do estresse hidrico sobre o nivel de resposta desse
gene.

Levando-se em consideragao o
experimento prévio realizado com as cultivares
C. canephora (MARRACCINI et al., 2012),
e ressaltando que, nesse estudo, as cultivares
estudadas sao de C. arabica, o gene CaM6FR
apresentou expressdo maior com estresse
hidrico na cultivar IAPARS9 de C. arabica
e no clone 14 de C. canephora (considerados
como tolerantes a seca), do que na cultivar
RUBI MG 1192 de C. arabica e no clone
22 de C. canephora (considerados como
sensiveis a seca). Como a manose-6-fosfato
redutase controla a sintese de manitol, a sua
maior expressao em condicdo de estresse
hidrico pode estar diretamente ligada a maior
tolerancia dessas plantas ao estresse hidrico.
De acordo com estudos realizados por Zhifang
e Loescher (2003), plantas transgénicas que
acumulam manitol parecem ser mais tolerantes
ao estresse salino. Praxedes et al. (2006) ndo
citaram participagdo dos aguicares no processo
da tolerancia a seca nas folhas de C. canephora
var. conilon. Entretanto, os resultados do
estudo para o gene CaM6FR, indicam uma alta
expressao desse gene com a seca na cultivar
IAPARS59, sugerindo que seria interessante
avaliar os teores do manitol nas folhas das
plantas I e NI das cultivares IAPAR59 ¢ RUBI
MG 1192, analisadas neste estudo.

4 CONCLUSOES

De fato, a expressdao do gene CaM6FR foi
maior nas folhas da cultivar IAPARS9 tolerante
a seca, quando comparada as folhas da cultivar
RUBI, sensivel a seca, o que sugere que a sintese de
manitol pode estar implicada nos mecanismos de
tolerdncia a seca em cafeeiro. Independentemente
da cultivar analisada, observamos que a expressao
do gene CaM6FR foi maior na seca severa. Sendo
assim, podemos sugerir, a partir dos resultados
obtidos, a utilizacdo do gene CaM6FR como
marcador molecular para avaliar o nivel de
estresse hidrico nas plantas de cafeeiro submetidas
ao déficit hidrico.
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