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RESUMO: O estresse hidrico afeta o metabolismo celular taggercluindo a assimilagdo do nitrogénio, com
consequéncias drasticas no crescimento e desemeoslto da planta. Dessa forma, nesse trabalho fliage a
influéncia do déficit hidrico na transcricdo difleceal de genes relacionados ao metabolismo do géitio. O
experimento foi montado em um esquema fatorial2 ompostos de 2 cultivares de café (Catuai Amdrel62 e
Mundo Novo IAC379-19) e dois tratamentos (sem d@éfitdrico e com déficit hidrico), no delineamerm blocos
casualizados com trés repeticdes, onde cada pareetanstituida por duas plantas. Folhas forastadds as 8 e 96 h
apos aplicacdo dos tratamentos e tiveram o RNAiekir Avaliou-se o perfil transcricional dos gehds2 (Nitrate
Reductase [NADH] 2), GLN1.3 Glutamine Synthetase Cytosolic Isozyme 1.3) e GLT1 Glutamate Synthase 1
[NADH]). Esses genes foram identificados em outras espéeiggantas como sendo envolvidos na assimilacdo do
nitrogénio. Observou-se que os trés genes estudagnsntaram rapidamente a sua expressdo em piantaetidas
ao déficit hidrico. A cultivar Catuai Amarelo apgatou maior inducéo do gene NIA2, enquanto quetavauMundo
Novo apresentou maior transcricdo diferencial daseg GLN1.3 e GLT1. A maior inducdo dos genes podiear
medida adaptativa nessas condi¢des de estresss. dmdos sugerem que em condigBes de déficit diidriclo de
assimilagéo do nitrogénio na cultura do café édapente remodulado.

PALAVRAS-CHAVE: Coffea arabica, gqPCR, estresse hidrico, assimilagdo do nitrogénio

EXPRESSION OF GENES RELATED TO NITROGEN METABOLISM IN ARABIC
COFFEE SEEDLING UNDER WATER DEFICIT

ABSTRACT: Water stress affects the plant cellular metabolisitiuding the assimilation of nitrogen, with leaids
drastic consequences on growth and developmentlaoftsp Thus, the influence of water stress on dbfftal
transcription of genes related to nitrogen metabolivas evaluated. The experiment was realized2nx& factorial
scheme, being two coffee cultivars (Catuai Amatéle62 and Mundo Novo IAC379-19) and two treatmefwell-
watered and hydric stress), in randomized bloclsigdewith three replications. Each experimentatploas represent
by two plants. Leaves were collected at 8 and 96dafter treatments and the RNA was extracted.tf@mscriptional
profile of genes NIA2 (Nitrate Reductase [NADH]Z3LN1.3 (Glutamine Synthetase Cytosolic Isozyme BBj
GLT1 (Glutamate Synthase 1[NADH]) were evaluatede§e genes were identified in others species otpks gene
linked to nitrogen assimilation. The genes incrdade expression in coffee under water stress. Jdteai Amarelo
showed higher induction of NIA2 gene, while Mund@wvd cultivar obtained higher differential transtigm of
GLN1.3 and GLT1 genes. The higher induction of gecan indicated an adaptation on stress conditibmsse data
suggest that in water stress conditions the nitragsimilation cycle on coffee is quickly activated

KEYWORDS: Coffea arabica, qPCR, water stress, nitrogen assimilation.
INTRODUCAO

O cafeeiro esta sujeito a diferentes estresseseatais e o déficit hidrico é considerado um dossrimaportantes por
afetar o crescimento, o desenvolvimento e a predatile dessa cultura (DaMatta & Ramalho, 2006).céndi¢éo de
limitag&o hidrica, a planta aciona mecanismos teestvéncia. A primeira resposta é a reducéo dewaaeestomatica
como forma de restricdo a perda de agua excessbemeomitantemente, reducéo na assimilagdo demarbevido ao
aumento da resisténcia a entrada do @B estdmatos (DaMatta & Ramalho, 2006; DaMatt@4P(Nesse processo, 0
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metabolismo do nitrogénio também ¢é afetado, umaquez os ciclos de assimilacdo do carbono e nitiogéfo
interligados e dependentes.

O nitrogénio, além de ser um nutriente essencia pa plantas, é constituinte de proteinas, acidokicos e muitos
componentes celulares importantes, como clorofileaeos horménios. Esse nutriente serve também cama
molécula de sinalizagdo que rapidamente desencatelangas na expressdo génica, metabolismo eroego em
plantas (Alboresi et al., 2005), induz a expansdiarf (Walch-Liu et al., 2000) e regula o desenimknto de raizes
laterais.

A eficiéncia do uso do nitrogénio pela planta exigaea profunda compreensdo dos mecanismos que megula
assimilacdo desse nutriente, incluindo sua absprggo transporte dentro da planta e o metabolismiN.dEsse
mecanismo tem sido estudado em plantas modelo, éoatmdopsis thaliana, e algumas enzimas e suas funcdes na
assimilacéo do nitrogénio tém sido elucidadas.

A enzimaNitrato Redutase (NR) catalisa o primeiro passo de assimilacéo itlatn. A expressao de genes NR é
rapidamente induzido por nitrato em diversas pantaNIA2 é um dos dois genes que codificam paradatase do
nitrato em plantas, e é predominantemente expmsstolhas verdes. O gene NIA2 é responsavel por 80%vda a
atividade de NR da planta enquanto NIAL, um gemsstitoitivo, responde pela atividade residual (10(Psjce et al.,
2004; Gojon et al., 2009).

A proteinaGlutamina Sintetase (GS) esta envolvida no processo de assimilacdmépia de amdnio em plantas
superioresEla catalisa a rea¢do do glutamato, oriundo dm ael Calvin, e Nk em glutamina (Epstein & Bloom,
2006). A GS1 (GLN1.3), a principal forma encontratis raizes das plantas, esta localizada no ciosolGS2
encontrada nos plastos/cloroplastos.

A Glutamina-2-oxoglutarato Aminotransferase (GLT1) € uma enzima dependente de NADH (NADH-GOGAD
NADH-GOGAT GLT1 mRNA é expresso em niveis mais altns em raizes. As enzimas GS/GOGAT desempenham
um papel fundamental no metabolismo das plantas,géém de representarem a principal via de entdadaitrogénio
organico novo, proveniente do ambiente (assimilggémaria), também participam da reciclagem do*Ngerado em
diversos processos metabdlicos tais como a fofmregsio, o turn over" de proteinas, o catabolismo de aminoacidos
carreadores de N, reacdes de biossintese envolegnidoacidos e a biossintese de lignina - convelsdenilalanina
em cianamato catalisada pela enzima fenilalanir@n&miase (Irland & Lea, 1999).

Tendo em vista o melhor entendimento fisiolégicaddéiciéncia hidrica, objetivou-se com o presestado avaliar a
transcricdo diferencial de genes relacionados améasdo de nitrogénio durante o periodo de défddrico em
cultivares de café.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetacddnnzersidade Federal de Vicosa. Plantas das emdtss Catuai
Amarelo IAC62 e Mundo Novo IAC379-19 foram aclinddis por quatro semanas em caixas contendo 30 d/uigie
nutritiva. A solugdo nutritiva foi formulada com esncentracées: 5,0 mmoitINOs, 0,5 mmol [* P, 3,25 mmol
K, 1,0 mmol L* Mg, 2,25 mmol t* Ca, 2,125 mmol £ S, 23umol L B, 0,3umol L Cu, 80umol L Fe, 12umol L?
Mn, 0,3pmol L't Mo e 1,0umol L Zn. A solucéo inicial foi de ¥ forga, com aeracaastante e pH mantido em torno
de 5,7 £ 0,3. Ap6s a aclimatacao as plantas foramtidas em caixas contendo 30 L de solugdo natréil5 plantas
por caixa, por um periodo de 240 dias. Foi mard&facao constante nas caixas e a solucédo renovada &inte dias.
Plantas com aproximadamente 28 cm de altura, aanes ple folhas e emitindo ramos plagiotropicosmairansferidas
para uma cadmara de crescimento com temperatureolzatd (23-24C), luminosidade de 200 pmol#s?, unidade
relativa entre 56-58 % e fotoperiodo de 12h/12W/¢kcuro). As plantas foram transferidas para vesotendo 2,5 L
de solucdo nutritiva. Nos primeiros 15 dias as tpmrforam cultivadas em solucao nutritiva, semcagho dos
tratamentos para se adaptarem. Aos 15 dias, ins@aimposicdo da deficiéncia hidrica em sisteithapdnico. Um
terco dos vasos receberam polietileno glicol (PBG03 para imposicdo da deficiéncia hidrica, a dgdieada foi de
355 g L* (Villela & Beckert, 2001) aplicada de forma gradatidurante quatro dias (96 h), obtendo-se ao fiaal
aplicacdo um potencial hidrico de -1,5 MPa. Apo9@éd, a solucdo nutritiva foi trocada, os vasas &EG 8000,
receberam novamente solucao nutritiva com a dogeedz 8000 necessaria para se obter potencial didaicsolucéo
nutritiva de -1,5 MPa.

Este experimento foi montado em um esquema emdhfix 2, compostos de 2 cultivares de café (Gatumaarelo
IAC62 e Mundo Novo IAC379-19) e dois tratamentosn{sdéficit hidrico e com déficit hidrico (-1,5 MPajo
delineamento em blocos casualizados com trés ¢@pstionde cada parcela era constituida por daatpl O periodo
experimental foi de 96 h, com coletas do sétimatavo par de folhas completamente expandida as98 b apés
aplicagdo dos tratamentos. As folhas coletadasnfonsersas imediatamente em nitrogénio liquido eaaemada a -
8(°C para posterior analise.

Folhas das plantas de café previamente congeladas fmaceradas em;Nquido e destinadas a extracdo de RNA
utilizando-se Concert® (Invitrogen), segundo a®neendacdes do fabricante. Foram extraido RNA depidintas de
cada cultivar. O RNA total foi quantificado com axélio do Qubit RNA BR (Life Technologies) e sudsgridade foi
avaliada por eletroforese em gel de agarose (0¢8¥8)do com 1 uL de brometo de etidio. Cada amdsti@NA foi
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tratada com DNAse | (Promega), seguindo recomeredagdd fabricante (g para qRT-PCR). Para a sintese de cDNA
foi utilizado o kit Improm Il (Promega), com basasrinstrucdes do fabricante.

As sequéncias do genoma de arabidopsis, tomata, eal@cionadas aos genes envolvidos com a asgéwil#o nitrato,
foram obtidas do NCBI (www.nchi.gov) e utilizadasra minerar sequéncias relacionadas de café net®Bjasileiro
do Genoma Café. Os genes usados na mineracdo fidita@:(Nitrate Reductase [NADH] 2 — obtida deArapidopsis
thaliana), GLN1.3 @Glutamine Synthetase Cytosolic Isozyme 1.3 - de Solanum lycopersicum), GLT1 (Glutamate
Synthase 1 [NADH] - de Vitis vinifera). Primers que amplificam as sequéncias mineradas foram baderusando o
programaPrimer Blast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast§ Primer 3. A validacdo dosprimers foi
realizada pela curva padrao relativa utilizando stracdo cDNA sintetizado diluida com os fatoreslifigicéo: 3, 9, 81,
243 e 729, usando trés repeticdes para cada diluicaspecificidade das reacdes de amplificacdddt@rminada pela
Tm dos produtos da reacdo de amplificacdo. Forarsiderados validos qgimers de equacéo linear con? R98 %,
coeficiente de variacao <10 %, eficiéncia de angalffdo entre 96 e 110 % e Sloop de aproximadam@nte

A andlise de expressao relativa foi realizada empagnento Step-One Plus (Applied Biossystems, Wljzando
triplicatas. A analise de dados foi feita utilizanolsoftware Step-One Plus verséao 2.0 (Applied Biossystems, OS)
valores do Cttfeshold cicle) das réplicas foram calculados pelo método de dicagéo relativa dos niveis de cépia de
amplificacdo. Cada reacéo foi composta deyddl* de cadgprimer, 0,1uL de dNTPs 5 mmol £, 2 uL de tampé&o
PCR 10X, 1,2iL de MgCh 50 umol L%, 2 uL de SYBR green (100X), 04L de ROX, 0,05.L de Platinum Tag DNA
pol 5UjL (Invitrogen), 0,4ul. de cDNA e completando o volume paraillOcom agua. O programa de PCR foi de 90
°C por 5 min, seguido de 40 ciclos de 95 °C poséd 58 °C por 1 min. A curva de dissociacao feemeinada pelas
temperaturas de 60 °C elevando em 0,2 °C a cadaaf#0atingir 95 °C. Foram avaliados os RNAs cdtetaa 8 e 96
horas apés aplicacdo dos tratamentos, e na adaksdados, considerou-se as plantas bem supridada® auséncia
de déficit hidrico como controle comparativo darespao relativa do gene. Para normalizar a exgres$itiva dos
genes foi utilizadgrimer do gene constitutivo GAPDH3{yceral dehyde 3-Phosphate Dehydrogenase), por apresentar
menor desvio padrao entre os tratamentos.

Na determinacdo das diferencas estatistica do paldr&xpressdo dos genes entre as cultivaresilipadd analise de
variancia com teste F a 5 % de probabilidade, sendgparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

De maneira geral, a expressao relativa dos tréssgestudados aumentou em resposta ao déficit dielmicrelagdo ao
controle, para as duas cultivares (Figura 1, 2 &€8jes dados indicam que em condi¢Bes de déiicitd o ciclo de
assimilacéo do nitrogénio na cultura do café édapente remodulado.

A expresséao relativa do gene NIA2 foi maior naiealt Catuai Amarelo nos dois tempos estudados (&ifju Esse
gene é responsavel pela producdo da nitrato regutaportante enzima do ciclo do nitrogénio. Estang& gene
estrutural e o seu nivel de transcricdo é contoofma luz. A atividade desta enzima depende de MlAd@ndo que o
RNA mensageiro (MRNA) do gene NIA2 em arabidopsi® ta sua transcricdo induzida pelo nitrato (Konishi
Yanagisawa, 2011), mas ndo é um pré-requisito atmsphra a expresséo do gene (Mazid et al., 2@Xta forma, o
déficit hidrico aumentou a expressao do gene Nidoasequentemente, também aumentou a abundanséudoRNA
no cafeeiro. A maior indugdo do gene NIA2 na caltiCatuai Amarelo, 8 e 96 h apos aplicacdo donteito, pode
indicar medida adaptativa, e nessas condi¢cdestidsss haveria aumento da redugdo do nitrato dradol

A expressdo de GLN1.3 nas plantas de café foi aapéshte induzido pelo déficit hidrico, pois 8 h appcacéo dos
tratamentos 0s transcritos aumentaram cerca dee2¢s, para as duas cultivares. Observou-se unr enaioento da
expressdo do gene na cultivar Mundo novo as 96 ds apimposicdo do déficit hidrico, sendo uma difeae
significativa em relacéo a cultivar Catuai.

O gene GLN1.3 codifica para a enzima G&Butamina Sintase), que é responsavel pela assimilacdo da*NHesta
relacionada a remobilizacdo de nitrogénio. Estudatizados em diferentes culturas mostraram quiedaates mais
eficientes nutricionalmente na utilizacdo de niémig, em relacdo a sua absorcdo e utilizacdo, exteer maiores
atividades de GS (Unno et al., 2006; Tabuchi et28l07). O efeito na absorcao é explicado, de fandaeta, visto
gue a diminuicdo na concentracdo de glutamina atamansintese de transportadores de alta afinidaaeaiz,
modulando assim essa absorgdo (Sivasankar et98l7).1Ja a eficiéncia de utilizacéo esté relacianean a maior
capacidade de assimilagdo do N-NH4+, evitando peissintoxicagdes, e a retranslocacéo de N naglanmentando
a eficiéncia de utilizagdo do N (Hirel e Lea, 2001)

Os aumentos observados na expressdo de GLN1.3uhliamres estudadas, indicam uma estratégia dagasleem
aumentar os transcritos e assim, possivelmenteemtama atividade da GS e a eficiéncia de utiligagd N em
condi¢cBes de déficit hidrico, j& que esta condigiia a menor disponibilidade de nitrogénio pardaatp. A falta de
agua pode levar a deficiéncia de nutrientes, ene parque a agua proporciona o meio para a absdecawaioria dos
elementos minerais pelas raizes, como é o casiirngénio que entra em contato com as raizes daagpfer fluxo em
massa (DaMatta et al., 2002).
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Figura 1. Expresséo relativa do gene NIA2 em mudéasafé das cultivares Catuai Vermelho e Mundo NaNtivadas
em solucdo nutritiva, submetidas ao seguinte trtamn -1,5 MPa (potencial hidrico na solucao nwaif'w| -1,5

MPa) em diferentes tempos: 8 e 96 apds aplicacddrdtamentos. Barras de erro indicam o erro padeédmédia.
Barras com letras mailsculas distintas indicanrelifga entre as cultivares dentro do mesmo tempm tgste Tukey a
5 % de probabilidade.
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Figura 2. Expresséao relativa do gene GLN1.3 em mudia café das cultivares Catuai Vermelho e MundeoNo
cultivadas em solugdo nutritiva, submetidas ao iséguratamento: -1,5 MPa (potencial hidrico nauséb nutritiva
(]?w]| -1,5 MPa) em diferentes tempos: 8 e 96 apdsagdp dos tratamentos. Barras de erro indicamoopaidiréo da
média. Barras com letras mailsculas distintas amdidiferenca entre as cultivares dentro do mesmpdgpelo teste
Tukey a 5 % de probabilidade.

Na analise do terceiro gene, o GLT1, considerarsdduas cultivares, verificou-se um aumento da &gdiee com 0
tempo. A cultivar Mundo Novo apresentou maior espé® em condicdo de déficit hidrico, quando congjgacam a
cultivar Catuai. O gene GTL1 codifica para a enzi@latamato Sntase (GOGAT) que catalisa a converséo,
dependente de poder redutor, de glutamina e 2-oteogto em duas moléculas de glutamato. A isofaan&OGAT
codificada por este gene, dependente de NADH. Edidopsis essa enzima é encontrada principalmemtte@dos
ndo fotossintéticos como sementes e raizes (I8ahda, 1999). Em cafeeiro foi encontrado o mRNAgéme GLT1
gue codifica para esta enzima nas folhas, o querswgpresenca desta enzima em tecidos fotosaarieds na cultura
do café. A outra isoforma da GOGAT ¢é dependentéededoxina e sua expressdo € baixa em tecidosutatgs e
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mais abundante em folhas. A atividade de NADH-GO@AZ-25 vezes mais baixa do que a de Fd-GOGAT {$etu
al., 1994) Estudos genéticos de gls (mutantes para o gendJelAF) em arabidopsis mostraram que NADH-GOGAT
foi incapaz de substituir a deficiéncia de Fd-GOGATgerindo que NADH-GOGAT realiza funcdo metat@lic
distinta. Foi proposta fungdo de NADH-GOGAT na exppéo de glutamina de tecidos e raizes senesceataso
floema. Também foi sugerido que NADH-GOGAT tem pap®ortante na assimilagdo de nitrogénio primarm
sistema radicular da planta (Ishiyama et al., 1998umento na expressdo desse gene nas cultvanesi Amarelo e
Mundo Novo em condi¢Bes de déficit hidrico podeédaduma possivel estratégia das plantas de caféeortar
glutamina das folhas completamente expandidasqudras partes da planta.

Il Catuai Amarelo -1,5 MPa
3 Mundo Now -1,5 MPa
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Figura 3. Expresséo relativa do gene GLT em mudasaté das cultivares Catuai Vermelho e Mundo Nomivadas
em solucéo nutritiva, submetidas ao seguinte tratdon -1,5 MPa (potencial hidrico na solugdo nugit([fw| -1,5
MPa) em diferentes tempos: 8 e 96 apds aplicacddrdtamentos. Barras de erro indicam o erro padéimédia.
Barras com letras mailsculas distintas indicanralifga entre as cultivares dentro do mesmo tempwo tggte Tukey a
5 % de probabilidade.

Apesar do consideravel conhecimento cientifico dma compreensdo dos processos de absorcdo pottande
nitrogénio e sua regulacao em plantas modelo, psei@mnhece sobre os mecanismos fisioldgicos ecolates desse
processos em plantas cultivadas (Hirel et al., 28@i7et al., 2012). No presente trabalho, a ex@i@se alguns genes
encontrados em outras espécies como sendo reldomm@aassimilacdo de nitrogénio foram analisadosafBeiros,
sendo comprovada a resposta desses genes a carakcdeéficit hidrico.

CONCLUSOES

O déficit hidrico induziu rapidamente a transcrigiferencial dos trés genes estudados, indicandaqucondi¢bes de
déficit hidrico o ciclo de assimilacéo do nitrog&€na cultura do café é rapidamente remodulado.
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