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RESUMO

GAZOLLA, Lizandra Cristina de Oliveira Figueiredo, M.Sc., Universidade
Federal de Vigosa, julho de 2018. Modelagem do metabolismo do café
durante a infeccao por Hemileia vastatrix em plantas susceptiveis e
resistentes. Orientador: Tiago Antonio de Oliveira Mendes. Coorientadora:
Eveline Teixeira Caixeta

O Brasil é o pais com a maior producao e exportacdo de café e as espécies
mais cultivadas mundialmente sdo o Coffea arabica e o Coffea canephora. A
doenca do cafeeiro de maior relevancia no cenario mundial € a ferrugem
alaranjada, causada pelo fungo biotréfico Hemileia vastatrix. O principal
sintoma é o aparecimento de manchas amareladas na parte abaxial das folhas
e, em condicoes climaticas favoraveis, as perdas na lavoura podem chegar a
50% da producdo. O cultivar Hibrido de Timor CIFC 832/2 tem sido uma
importante fonte de genes de resisténcia para os programas de melhoramento.
Entretanto, o alto potencial adaptativo do fungo e a propria pressao seletiva
causada pela utilizacdo de cultivares resistentes vem culminando no
surgimento de diversas ragas fisioldgicas do fungo capazes de suplantar a
resisténcia obtida através dos meétodos classicos de melhoramento. Uma nova
abordagem no estudo da relagao parasito-hospedeiro é a integracdo de dados
de gendmica e outras 6micas para a construcado de um modelo metabdlico.
Através da analise de balanco do fluxo (FBA) é possivel simular o papel de
cada gene na célula auxiliando na compreensao da interagéo entre o cafeeiro e
o fungo. Com isto, o presente trabalho prop6s a construcdo de um modelo
metabdlico baseado no genoma seguido da analise de FBA para cultivares
resistente e susceptivel apés a infeccao por H. vastatrix. Os dados de
transcriptomica foram integrados ao modelo original gerando modelos contexto-
especificos. Essas analises indicaram um acumulo de glicerol-3-fosfato (G3P)
no Hibrido de Timor CIFC 832/2 sugerindo que o metabolismo primario
contribui para a resisténcia do cafeeiro, uma vez que a participacdo deste
metabdlito na resposta imune adquirida de plantas ja foi demonstrada.
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ABSTRACT

GAZOLLA, Lizandra Cristina de Oliveira Figueiredo, M.Sc., Universidade
Federal de Vigosa, July, 2018. Modeling of coffee metabolism during
Hemileia vastatrix infection in susceptible and resistant plants. Adviser:
Tiago Antonio de Oliveira Mendes. Co-adviser: Eveline Teixeira Caixeta

Brazil is the country with the largest production and export of coffee and the
most cultivated species worldwide are Coffea arabica and Coffea canephora.
The major coffee disease in the world is the Coffee Leaf Rust, caused by the
biotrophic fungus Hemileia vastatrix. The main symptom is the appearance of
yellow spots on the abaxial part of the leaves and, under favorable climatic
conditions; crop losses can reach 50% of production. The Hibrido de Timor
CIFC 832/2 has been an important source of resistance genes for breeding
programs, however, the high adaptive potential of the fungus and the selective
pressure caused by the use of resistant cultivars has culminated in the
appearance of several rust races capable of overcoming the resistance
obtained through classical breeding methods. A new approach in the study of
the host-parasite relationship is the integration of genomic and other omic data
for the construction of a metabolic model. Through flux balance analysis (FBA)
it is possible to simulate the role of each gene in the cell, contributing to
understand the interaction between coffee and fungus. With this, the present
work proposed the construction of a genome-scale metabolic model followed by
FBA analysis for resistant and susceptible cultivars after H. vastatrix infection.
Transcriptomic data were integrated into the original model generating context-
specific models. These analyzes indicated an accumulation of glycerol-3-
phosphate (G3P) in the Hibrido de Timor CIFC 832/2 suggesting that the
primary metabolism contributes to coffee resistance, since the participation of
this metabolite in the systemic acquired resistance of plants has already been
demonstrated.



Lizandra Cristina de Oliveira Figueiredo Gazolla

Capitulo 1

Ferrugem alaranjada do cafeeiro: mecanismos de defesa da planta e
importancia do metabolismo para a resisténcia
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2018



1. CAFE - CENARIO ECONOMICO

Segundo o Conselho dos Exportadores de Café do Brasil (Cecafé), a
primeira muda de café chegou ao Brasil em 1727. De 1800 a 1929, o café foi o
principal produto brasileiro de exportagao, sendo a quebra da bolsa de Nova
York um marco do fim da era de ouro do café. Apesar desta commodity nao ser
mais o principal produto de exportagédo do pais, o Brasil € o maior produtor e
exportador de café do mundo e o segundo maior consumidor da bebida, atras
apenas dos Estados Unidos (Cecafé, 2017). O Relatério sobre o mercado de
café realizado em marco de 2018 pela Organizagdo Internacional do Café
(OIC) apontou o Brasil como maior produtor mundial na safra 2017-2018 com
51 milhdes de sacas, seguido por Vietna, Colémbia e Indonésia (OIC, 2018). O
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento estima que o cultivo do
café compreenda 2,22 milhdes de hectares distribuidos em 15 Estados
(Ministério da Agricultura, 2017). Segundo dados da Companhia Nacional de
Abastecimento (Conab), Minas Gerais se destaca como maior produtor
nacional, correspondendo a cerca de 70% da receita bruta esperada para
2017.

Atualmente, as lavouras brasileiras sdo compostas por 70% de café
arabica (Coffea arabica) e 30% de café conilon (Coffea canephora), sendo 95%
das variedades utilizadas susceptiveis a ferrugem (Cabral et al., 2016). Apesar
de o café conilon ter boas caracteristicas agronémicas e ser menos susceptivel
a ferrugem, o café arabica é o mais cultivado por resultar em uma bebida de
melhor qualidade (McCook et al., 2015).

O café arabica apresenta melhor crescimento em regides com
temperatura média entre 18 e 22°C. J& para o café conilon a temperatura pode
variar de 22 a 26°C. Fora dessa faixa de temperatura os cafeeiros apresentam
problemas no desenvolvimento dos frutos e na floracdo (Camargo, 1985).
Outros fatores que interferem na produgcdo do café sdo a altitude (podendo
variar de 1600 a 2800m) e a pluviosidade anual (1200 a 1800 mm) (DaMatta et
al., 2007).



O cafeeiro pode ser alvo de pragas que se alimentam de suas folhas
e frutos. O Leucoptera coffeella, mais conhecido como mariposa do cafe, &
uma das pragas mais importantes no Brasil. Suas larvas consomem as folhas e
podem criar lesbes necroticas, levando a redugéo na eficiéncia fotossintética,
podendo comprometer até 50% da producdo dos frutos (Vega et al., 2014).
Além desta, outra praga de destaque € o Hypothenemus hampei Ferrari, mais
conhecido como broca-do-café. As larvas deste besouro se desenvolvem no
interior dos frutos do café, o que torna dificil o controle por meio de inseticidas,
implicando em perdas consideraveis na qualidade dos graos e na produtividade
(Aristizabal et al., 2016).

O cafeeiro também estd sujeito a diversas doengas causadas por
fungos, bactérias, virus e nematoides. As maiores perdas econémicas estéo
associadas as doencas fungicas como a ferrugem do café, antracnose,
mancha-de-olho-pardo e a murcha-do-cafeeiro (Hindorf e Omondi, 2011;
Martins et al., 2008).

A antracnose € causada pelo fungo Colletotrichum kahawae que é
capaz de infectar todos os érgaos da planta. O principal sintoma € a formacao
de manchas escuras nos frutos verdes que culminam em queda precoce dos
mesmos. A doenga causa grandes danos e perdas econdmicas no continente
africano e medidas de prevencao vem sendo tomadas para evitar a entrada da
doenca no continente americano (Varzea et al., 2002; Silva et al., 2006)

A mancha-de-olho-pardo €é causada pelo fungo Cercospora
coffeicola e esta presente no Brasil, sendo de grande relevancia no Espirito
Santo. O principal sintoma € o surgimento de manchas circulares escuras com
o centro branco, circundadas por um halo amarelo. As perdas na producéo
ocorrem pela queda precoce dos graos (Ventura et al., 2007).

Murcha-do-cafeeiro é causada pelo fungo Fusarium xylarioides. Este
patégeno bloqueia o fornecimento de agua no sistema vascular da planta
levando a morte do cafeeiro. Essa doenca resultou em grandes perdas em
alguns paises africanos na década de 90, sendo controlada com a utiliza¢do de
cultivares resistentes ao patégeno (Hindorf e Omondi, 2011; Lepoint et al.,
2005).



A ferrugem se destaca como uma das doencgas mais importantes do
cafeeiro. Ela esta presente nas principais regiées produtoras de café do mundo
e € a principal doenca do Brasil e América Latina. O prejuizo causado por essa
doenga nas lavouras € elevado e sua alta variabilidade genética faz dele um
importante alvo de estudo (Silva et al., 2006; Hindorf e Omondi, 2011).

2. FERRUGEM ALARANJADA DO CAFEEIRO

A ferrugem alaranjada do cafeeiro é a doenca causada pelo fungo
Hemileia vastatrix. O fungo foi caracterizado em 1869 no Ceildao (atual Sri-
Lanka) e se disseminou pelas principais regides cafeeiras do mundo
(Zambolim, 2016).

H. vastatrix pertence ao filo  Basidiomycota, classe
Puccioniomycetes, ordem Pucciniales. Assim como outros fungos causadores
de ferrugem, ele é biotréfico, ou seja, depende da célula viva do hospedeiro
para se multiplicar (Guerra-Guimaraes et al., 2015). Seu ciclo de vida (Figura 1)
€ caracterizado como microciclico, pois apresenta apenas trés estruturas das
cinco possiveis observadas em fungos causadores de ferrugem (Fernandes et
al., 2009). Na fase uredinial, ha formacédo de urediniésporos — estruturas
dicariéticas que caracterizam a reproducdo assexuada. Na fase de télia, os
teliosporos se formam apenas em condi¢cdes especificas (chuva moderada e
baixa temperatura) e neles ocorre a cariogamia. O nucleo diploide nessas
estruturas da origem a quatro células haploides que migram para dentro dos
basididsporos (Fernandes et al., 2009; Agrios, 2005 apud Silva, 2017).

E importante notar que apenas o urediniésporo apresenta
capacidade infectiva, sendo os basididsporos incapazes de estabelecer a
infeccdo no cafeeiro (Gopalkrishnan, 1951). Assim, durante muito tempo,
acreditou-se que H. vastatrix nao apresentaria grandes variacées genéticas,
pois a estrutura sexuada nao propagava a infeccao. Entretanto, estudos da
década de 1960 levantaram a hip6tese de que os urediniésporos seriam
capazes de sofrer meiose (Rajendren, 1967). Em 2011, Carvalho e
colaboradores confirmaram tal evento, denominado de criptossexualidade, e



consideraram que ele seria uma possivel explicacdo para a variabilidade de
racas fisiolégicas de H. vastatrix.
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Figura 1. Esquematizacao do ciclo de vida do fungo Hemileia vastatrix (Agrios, 2005).

O processo infectivo comega com a adesdao e germinacdo dos
esporos seguida da formacao do apressoério. A hifa de penetracao do fungo se
diferencia na célula-mae do haustoério que originard o haustério propriamente
dito. Se ndo controlado, o fungo continua crescendo e com cerca de trés
semanas apdés a infeccao é possivel identificar macroscopicamente as pustulas

de esporos na parte abaxial das folhas (Berndt, 2012; Azinheira et al., 2007;
Talhinhas et al., 2017)

O primeiro relato da ferrugem no Brasil foi em 1970, na Bahia, mas a
doencga rapidamente atingiu todas as regides produtoras no pais. A doencga é
mais agressiva em anos de alta carga pendente de frutos e nas estagbes mais

chuvosas, uma vez que o ar umido favorece a germinacao dos esporos (Cabral
et al., 2016)



A partir da segunda guerra mundial, o uso de fungicidas para o
controle da ferrugem se disseminou (McCook et al., 2015). Entretanto, a ma
utilizacdo dos mesmos vem contribuindo para o surgimento de fungos
resistentes (Ploez, 2007). Outro problema é o alto custo do controle quimico
que contribui para a utilizag&o incorreta do fungicida e a compra de compostos
mais baratos e de ma qualidade (Baker, 2014).

A utilizagdo de cultivares resistentes ao fungo tem sido a estratégia
de maior eficiéncia no controle da doenca. Ja existem variedades presentes no
mercado como a Castillo, por exemplo, que foi utilizada na Colémbia a partir de
2009 e reduziu a incidéncia de ferrugem no pais (Avelino et al., 2015).
Entretanto, o H. vastatrix possui elevado potencial adaptativo que resulta no
surgimento de novas ragas capazes de infectar a cultivares resistentes,
implicando em necessidade constante de mais pesquisas na area (Varzea et
al., 2005; Van der Vossen et al., 2015).

A distribuicdo das ragas de Hemileia no mundo esté relacionada com
0s genotipos dos cafeeiros utilizados em cada regido. Aléem disso, a pressao
seletiva causada pela utilizacdo de cultivares resistentes contribui para o
surgimento de novas ragas do patégeno (Bettencourt, 1981; Varzea e Marques,
2005). No mundo, ja foram identificadas mais de 50 ragas fisioldégicas de
Hemileia vastatrix (Talhinhas et al., 2017). Apesar da raca |l ser a mais
abundante no Brasil, 15 racas (I, Il, lll, VII, X, X, XV, XVI, XVII, XXII, XXIII,
XXIV, XXV ou XXXI, XXXIIl, XXXVII) ja foram identificadas no pais até 2015
(Zambolim, 2016). Um exemplo de destaque é a raca XXXII, identificada pela
primeira vez em Minas Gerais em 2012, que foi capaz de suplantar a
resisténcia do cultivar Oeiras MG 6851, lancado em 2000 e até entdo nao
infectado por H. vastatrix (Capucho et al., 2012). A india foi pioneira nos
estudos da ferrugem do café e desde 1911 vem utilizando cultivares
resistentes, ndo por acaso, este é o pais com mais ragas fisiol6gicas do fungo
identificadas (Rodrigues, 1975). Em 2015, Prakash e colaboradores
identificaram cafeeiros até entdo resistentes a todas as ragas de H. vastatrix
infectados.

O Hibrido de Timor CIFC832/2 (hibrido natural do café arabica e

conilon), que é naturalmente resistente a ferrugem e outras doengas, tem sido
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uma importante fonte de genes de resisténcia (Bettencourt et al., 1988). Porém,
como esse cultivar ndo possui boas caracteristicas agrondmicas, inUmeros
cruzamentos vém sendo feitos com cultivares susceptiveis a fim de se obter um
cultivar resistente a ferrugem sem o comprometimento de suas qualidades
agronO6micas (Barka et al., 2017).

s

O principal sintoma da doenga é o aparecimento de manchas
amareladas na parte abaxial das folhas. A doenga também causa a queda
precoce das folhas prejudicando o desenvolvimento dos botdes florais e dos
frutos, reduzindo assim a produtividade do cafeeiro (Figura 2). As perdas
podem chegar a 50% da producéo (Matiello et al., 2002; Zambolim, 2016).

Figura 2. Sintomas da ferrugem do café. A- Perdas das folhas do cafeeiro em Coimbra, Minas
Gerais. B-Sintomas na superficie abaxial das folhas. C- Pustulas urediniais de H. vastatrix.
Adaptado de Carvalho et al., 2011.

3. MECANISMOS DE DEFESA DO CAFEEIRO

O cafeeiro possui, de forma geral, dois tipos de resisténcia aos
patdgenos, a hospedeira e a ndo hospedeira.

A resisténcia hospedeira é mediada pelos genes R (de resisténcia)
conforme a teoria gene-a-gene postulada por Flor (1956). Segundo essa teoria,
para cada gene de resisténcia do hospedeiro, existe no patbgeno um gene de
aviruléncia. Estudos realizados com o patossistema café-ferrugem mostraram
que esta teoria é valida (Noronha-Wagner e Bettencourt, 1967), tendo sido
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descobertos até o0 momento nove genes dominantes (Sy1-Sp9) de resisténcia
em café e nove genes de aviruléncia (v1-v9) em H. vastatrix (Rodrigues et al.,
1975; Bettencourt et al., 1988).

A resposta de hipersensibilidade, comum entre diferentes plantas
superiores, é desencadeada pelo reconhecimento entre o gene R e o gene de
aviruléncia correspondente do patégeno. O reconhecimento induz a morte
celular no sitio da infec¢ao e ativa diferentes genes de defesa na planta, como
por exemplo, as proteinas relacionadas a patogénese (proteinas PR) que
possuem atividade antifungica e antibacteriana (Fernandes et al., 2009). Por
causar morte celular, esta resposta € importante contra patégenos biotréficos

como o H. vastatrix.

J& a resisténcia ndo hospedeira envolve fatores estruturais, como a
espessura da cuticula, e fatores moleculares, como a producao de substancias
téxicas (Pascholatti, 1995). A principal vantagem da resisténcia ndo hospedeira
€ que ela pode proteger a planta contra diferentes racas dos patégenos (Gill et
al, 2015).

Estudos feitos por Diniz e colaboradores (2012) sugeriram que o
Hibrido de Timor CIFC832/2 responde a infeccdo pelo fungo H. vastatrix
através da resisténcia ndo hospedeira, sendo esta uma possivel explicacdo
para sua resisténcia mais duravel. Estudos citolégicos com fungos causadores
de outras ferrugens indicaram que a resposta mediada pelos genes R ocorre
apos a formagédo do haustério. Ja a resposta nao hospedeira atuou antes do
haustorio ser formado (Mellersh e Heath, 2003).

Uma caracteristica dos organismos biotroficos € a supressdo da
resposta imune dos hospedeiros. Foi observada no cafeeiro susceptivel uma
diminuicdo de hidrolases e oxidases nas fases iniciais da doenca seguida da
resposta de hipersensibilidade (Guerra-Guimarédes et al., 2015). Nessas
plantas, porém, a resposta é muito tardia e incapaz de impedir a proliferacéo do
fungo (Silva et al, 2012). A analise do transcriptoma feita por Florez e
colaboradores (2017) com o hibrido de Timor CIFC832/2 também apontou uma

resisténcia pré-haustorial.



As plantas também possuem alguns horménios que atuam na
defesa contra patégenos. Os principais sdao o acido salicilico, associado a
defesa contra patégenos biotréficos, e o acido jasmoénico, associado a defesa
contra patégenos necrotroficos (Proietti et al.,, 2013). Diniz e colaboradores
(2012) sugeriram que as respostas mediadas pelos acidos salicilico e
jasmdnico podem coexistir na resisténcia pré-haustério identificadas no Hibrido
de Timor CIFC832/2. Sa e colaboradores (2013) dosaram o acido salicilico por
LC/ESI-MS/MS e perceberam um aumento desse horménio nas plantas
infectadas apds 24h de infecgéo, sugerindo sua participagéo na defesa contra o
H. vastatrix.

4. CONTROLE DO METABOLISMO EM PLANTAS

O controle do metabolismo em plantas pode ser feito,
principalmente, por meio da regulagao da expressao génica (Brady et al., 2007)
e da modificagdo poés-traducional de enzimas e proteinas (Gaudinier et al.,
2015). O controle alostérico de enzimas, por meio da ligacdo de metabdlitos
celulares, pode também levar a inibicdo ou ativagdo de vias metabdlicas,
alterando o fluxo metabdlico celular (Stitt et al., 2009). Todos estes controles
sao utilizados como respostas a estimulos externos ou necessidades
fisiolégicas de desenvolvimento (Moussaieff et al., 2013). A Figura 3 ilustra de
forma simples os processos de controle da abundancia de metabdlitos

descritos a sequir.
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Figura 3. Visdo simplificada do controle do metabolismo por modificagdo po6s-traducional,
alteragdo da transcricdo génica e regulagdo de enzimas alostéricas por metabdlitos. Sinais
percebidos pela célula — estimulos extracelulares ou intracelulares, como patégenos ou
necessidade de adaptagao fisiolégica — culminam na ativagdo de alguma via de sinalizagao
especifica. Proteinas ou algum outro elemento dessa via coordenam a ativagcdo de diferentes
processos, atuando como moduladores / intermediadores. (1) A sinalizacdo pode levar a
ativacdo ou inibicdo de fatores de transcricdo (TF), alterando o perfil transcricional de um
conjunto de genes em resposta ao estimulo. (2) Além deste mecanismo, algumas enzimas
envolvidas na sinalizacdo desencadeiam uma série de modificacbes péds-traducionais em
alvos-especificos, como enzimas de vias metabdlicas ou proteinas transportadoras, por
exemplo, alterando o fluxo metabdlico celular. (3) E possivel também que alguns metabdlitos
regulem enzimas especificas por meio de interagdes intermoleculares. Essas enzimas
alostéricas podem ter sua atividade aumentada ou limitada, levando a rdpidas mudanc¢as no
perfil metabdlico da célula. Estes metabolitos reguladores podem estar diretamente
relacionados com a via em questao, ou serem intermediarios de outras vias correlacionadas.

4.1. Controle por alteragao transcricional

O controle transcricional responsivo a estimulos externos ja foi
descrito para diferentes processos celulares em plantas. Essas alteracoes
transcricionais sao observadas em resposta a estresses bidticos e abidticos,
desenvolvimento e adaptagcdo da planta, além da coordenagdo do ciclo
circadiano e vias relacionadas as alteracdes percebidas pela planta nos ciclos

de luz-escuro.
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Estudos realizados em 2005 (Brown et al., 2005; Mehrtens et al.,
2005) indicaram que o fotorreceptor UVR8 € sensivel a exposi¢gao a raios
ultravioleta B (UV-B), levando a ativagdo de dois fatores de transcricdo, HYS e
MYB12. Estes, por sua vez, se ligam a regides promotoras de genes
envolvidos no processo de biossintese de flavondides, metabdlitos secundarios
essenciais para manutengao da integridade celular de plantas expostas a altas
radiacdes de UV-B (Landry et al. 1995).

Em Arabidopsis thaliana, a progressdo da germinagédo (semente
para plantula) é caracterizada por um processo de consideravel alteracdo do
metabolismo, no qual a semente em estado de quiescéncia evolui para um
estado de alta atividade metabdlica (Fait et al., 2006). Silva e colaboradores
(2017) verificaram que essa alteragcao parece ser diretamente responsiva a
abundancia de transcritos na semente. Aminoacidos essenciais ao
desenvolvimento da semente — como aspartato, metionina, glutamato e
fenilalanina (Zheng, 2009) — apresentavam maior abundéancia ao longo do
processo germinativo, de forma similar aos genes envolvidos no processo de
biossintese — como asparagina sintetase (ASN2 e ASNQ3), glutamato
descarboxilase (GAD1 e GADZ2) e metionina sintase (MS1 e MS2).

A infeccao de plantas por fungos também culmina em alteracbes
transcricionais (Cairns et al., 2010; Magnin-Robert et al., 2016; Sham et al.,
2017). A produgao de trigo — importante produto agricola — pode ser afetada
pelo fungo Puccinia triticina, causador da ferrugem da folha do trigo (Kolmer et
al., 2017). Estudos recentes (Cassassola et al., 2015) apontaram para
existéncia de alteragdo do perfil transcricional de folhas de trigo infectadas de
um cultivar resistente. Interessantemente, a alteracao do perfil de expressao
génica precoce (horas iniciais) compreendia a up-regulacdo de peroxidases,
glucanases e endoquitinases — enzimas envolvidas em respostas de defesa

classica contra a infecgao fungica (Cassassola et al., 2015).

Além dessas relagdes pontuais, estudos em biologia de sistemas
nos ultimos anos tém indicado a existéncia de uma fina regulacdo entre
diferentes vias metabdlicas através de fatores de transcricdo em comum —
como o CCA1 (Circadian Clock Associated 1) (Wang e Tobin, 1998). Este fator
de transcricdo, inicialmente relacionado ao ciclo circadiano (Harmer, 2009),
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regula direta- e indiretamente uma série de processos e vias metabdlicas,
como a expressao de proteinas da maquinaria fotossintética, enzimas do
processo de assimilagdo de nitrogénio e enxofre, e a ativagdo de outros fatores

de transcrigdo, como HY5 (Wang et al., 1997; Harmer et al., 2000).

4.2. Controle por modificagao pés-traducional

O controle do metabolismo também pode ser feito por modificacéo
pos-traducional, como fosforilagcdo, acetilacdo, metilacdo, carbonilagao,
ubiquitinagado, glicosilagdo e outros processos, como clivagem de pequenas
sequéncias de aminoacidos. Essas alteragbes na estrutura proteica séao
responsaveis pelo controle fino e rapido de enzimas e transportadores,
ampliando a funcionalidade do proteoma sem a necessidade de producgao de

novas proteinas (Friso e van Wijk, 2015).

Em plantas, a modificacdo pods-traducional de proteinas -
transportadores ou enzimas de vias metabdlicas — bem como de seus
reguladores pode leva-los a degradacao, estabilizagcdo, aumento ou diminui¢cao
de atividade, alteracao de localizagao e a formagao de complexos oligoméricos
(Huber e Hardin, 2004).

A fosforilagdo, uma das modificacbes poés-traducionais mais
comumente observadas (mais de 50% dos estudos experimentais publicados,
de acordo com The Association of Biotechnological Resources Facilities), esta
geralmente envolvida com a transducédo de sinais celulares e vias metabdlicas,
afetando a atividade de enzimas, localizagdo subcelular de proteinas e suas
interagbes com outras biomoléculas (van Wijk et al., 2014). Além destes, a
fosforilagdo € essencial para processos bioldgicos importantes como
germinagao, resposta imune inata, movimento de estdmatos e tolerancia a

estresses (Silva-Sanchez et al., 2015).

Estudos recentes tém comprovado a importancia destas
modificacdes em processos essenciais para plantas. Subba e equipe (2013)
identificaram — em grdo-de-bico — a importancia da fosforilacdo de
determinadas proteinas, envolvidas no processo de defesa celular,

fotossintese, transporte de ions e redobramento proteico. Kumar e
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colaboradores (2014) avangaram nos estudos de fosfoproteoma de grao-de-
bico e identificaram 107 fosfoproteinas, envolvidas em dobramento proteico,
sinalizagao e regulagéo génica, replicagdo, reparo e modificagdo do DNA, além

de enzimas de diferentes vias metabdlicas.

Em 2006, Carrari e colaboradores realizaram um estudo avaliando o
transcriptoma e o metaboloma durante o desenvolvimento do fruto do
tomateiro. Ao estabelecerem a correlacao entre a abundancia de transcritos e
metabdlitos, foi possivel concluir a existéncia de dois conjuntos de dados que
explicavam o fluxo metabdlico: enquanto uma parcela de transcritos era capaz
de explicar parte das alteracbes metabdlicas, a maior parte nao tinha
correlagdo com a abundéancia de metabdlitos, sugerindo que as modificacdes
pos-traducionais tém papel-chave no desenvolvimento e amadurecimento do

tomate.

O papel das modificagdes pods-traducionais € observado mesmo em
processos de drastica mudanga fisiolégica nas plantas, como a mudancga de
um estado de crescimento vegetativo para um estado de floragdo (Simpson e
Dean, 2002). Essa transigao floral € caracteristica de cada planta, mas é
regulada de forma geral por um fator de transcricdo (Flowering Locus C, FLC),
que reprime a floragdo (Kwak et al., 2016). Estudos indicam que esse fator de
transcricdo esta submetido a trés modificacbes pods-traducionais que resultam
em diferentes caracteristicas fisiologicas: i) fosforilagdo e ii) sumoilagéo, que
estabilizam FLC e mantém a repressao do desenvolvimento das flores; iii)

ubiquitinagdo, que degrada FLC e permite a floragdo (Kwak et al., 2016).

Importante destacar que o controle de alteragbes metabdlicas ndo &
realizado apenas de uma forma. Transportadores de sacarose (como SUT1)
em plantas superiores sdo regulados tanto por controle da expressdo génica
quanto por modificagdes pods-traducionais, afetando a distribuicdo de sacarose
pelos diferentes 6rgaos, células e compartimentos subcelulares (Liesche et al.,
2011).

4.3. Controle por enzimas alostéricas
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O controle do fluxo metabdlico através das enzimas alostéricas é
muito importante, pois permite um rapido ajuste as necessidades fisioldgicas
com baixa demanda energética. Essa regulacéo da atividade enzimatica é feita,
principalmente, por duas maneiras: i) regulagdo pelo produto direto e ii)

regulacao por feedback.

Simulag¢des matematicas (Nagele e Weckwerth, 2014) utilizando vias
de metabolismo central de carboidratos em plantas indicaram que flutuagdes
nos niveis de metabdlitos especificos, como trealose-6-fosfato, podem
promover aumento ou reducdo da atividade de outras enzimas de vias

metabodlicas relacionadas, como metabolismo de sacarose.

Fosfoenolpiruvato carboxilase (PEPC), enzima importante no
metabolismo central de carboidrato, € regulada por uma série de metabdlitos,
além de modificagbes poés-traducionais (como fosforilagdo). Ela promove a
reacao de fosfoenolpiruvato e bicarbonato para formacédo de oxaloacetato e
fosfato (Schlieper et al., 2014). Sua atividade pode ser modificada por feedback
negativo (L-malato e L-aspartato) (Paulus et al., 2013) ou feedback positivo
(hexoses- e trioses-fosfato, aminoacidos neutros e etileno-glicol) (Rustin et al.,
1988). A modificagdo da atividade enzimatica é feita por uma regulagéao
competitiva, no qual os niveis dos metabdlitos celulares reguladores de PEPC
definem o fluxo reacional, permitindo um ajuste rapido e eficiente no controle

da formagao de oxaloacetato (Schlieper et al., 2014).

O metabolismo de aminoacidos também estd submetido aos
mesmos processos de regulacéo alostérica. Enzimas envolvidas na biossintese
de diferentes grupos de aminoacidos sao reguladas por feedback negativo ou
inibicado direta pelo produto, garantindo a homeostase das vias metabdlicas
(Curien et al., 2008). Concentracdes elevadas de leucina, por exemplo, podem
inibir as enzimas isopropil-malato sintase 1 e 2 (biossintese da prépria leucina),
além da enzima acetohidroxiacido sintase (biossintese de valina e isoleucina)
(Curien et al., 2008). Essa complexa rede de interagdes aminoacido-enzima
culminam em um amplo controle do processo de biossintese de aminoacidos

em plantas, garantindo os ajustes fisioldgicos celulares necessarios.
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5. BIOLOGIA DE SISTEMAS E MODELOS METABOLICOS

A biologia de sistemas se caracteriza pelo estudo global das reacbes
e interagOes que ocorrem entre as moléculas bioldgicas nas células de diversos
organismos. Seu foco é estudar a dindmica existente entre DNA-RNA-proteinas
de forma sistémica (Barrett et al., 2006). Apesar de ter se alavancado com o
surgimento das tecnologias high-throughput, o primeiro circuito molecular
regulatério foi mapeado em 1957 permitindo a elucidacdo da regulacdao do
operon lac (Westerhoff et al., 2004). Atualmente, a biologia de sistemas tem
sido muito utilizada no estudo das interagdes patdgeno-hospedeiro em diversos
organismos visando encontrar novos alvos terapéuticos (Durmus et al., 2015).

A reconstrucdo de modelos metabdlicos é uma ferramenta da
biologia de sistemas que vem se popularizando desde os anos 2000 com a
publicacdo do modelo de Escherichia coli MG1655 feito por Edwards e
colaboradores (Zhang et al., 2015). Os pesquisadores utilizaram a sequéncia
do genoma para reconstruir as vias metabolicas da bactéria e fizeram a analise

do balanco dos fluxos metabdlicos (Edwards et al., 2000).

Thiele e Palsson (2006) citaram quatro etapas gerais para a
reconstrucdo de redes metabdlicas. A primeira é a geracdo do rascunho da
rede através da anotacdo do genoma, logo é essencial que o genoma utilizado
esteja em boa qualidade (Dal'Molin e Nielsen, 2013). Atualmente existem
plataformas online e gratuitas como o Model SEED que constroem esses
rascunhos (Henry et al.,, 2010). A segunda etapa consiste na curadoria manual
e refinamento da rede gerada pelo software da etapa anterior. Segundo Thiele
e Palsson a curadoria manual deve ser feita para minimizar a interferéncia de
genes mal anotados e da falta de informacdes especificas sobre a maioria das
espécies. Apos o refinamento, 0 modelo deve ser convertido para um formato
matematico gerando a matriz estequiométrica. Essa matriz possui todas as
interacdes da rede e permitird que as simulacdes sejam feitas. Por fim, alguns
alvos sao selecionados para validagao da rede (Thiele e Palsson 2006).

Existem varios modelos metabdlicos para organismos unicelulares,

enquanto observa-se escassez de modelos construidos para organismos
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multicelulares. A reconstrucdo de plantas se limita a poucas espécies como
Arabidopsis thaliana, arroz e milho (Dal’Molin e Nielsen, 2013).

Os modelos metabolicos podem ser aprimorados a partir da
integracdo de outras dmicas. Essa abordagem ajuda a compensar a falta de
informacdes na literatura sobre todas as interagdes celulares (Lewis et al.,
2012). A transcriptbmica apresenta vantagens como: menor custo, ter uma
cobertura maior de moléculas, uma vez que as bibliotecas de RNA sdo mais
estaveis e ha tecnologias desenvolvidas robustas o suficiente para identificar e
quantificar o RNA com maior precisdo em relagdo as outras émicas (Hoppe,
2012; Wang et al., 2009; Kim e Lun, 2014). Ainda assim, outras dmicas estao
ganhando destaque na construgdo de modelos metabdlicos, como a
proteémica e a metabolémica, que refinam o modelo final desejado.

Ao integrar dados de protebmica ao modelo para Enterococcus
faecalis, GroBeholz e equipe (2016) perceberam que esse dado permitiu uma
melhor predicdo da concentragdo das proteinas na célula de estudo.
Entretanto, limitagcdes das técnicas de protedmica como alto custo e dificuldade
de execucgao contribuem para uma menor utilizacdo desses dados nos modelos
metabdlicos (Kim e Lun, 2014). Além disso, os bancos de dados de proteinas
sdo menores tornando mais dificil o processo de identificacdo, uma vez que em
alguns casos é necessario realizar o sequenciamento de novo (Szabo e
Janaky, 2015). Assim, estabelecer um proteoma de referéncia para um
organismo € uma tarefa complexa, pois demanda tempo e o modelo obtido
dificiimente explicaria as heterogeneidades observadas em diferentes

experimentos (Manzoni et al., 2016).

A metabolémica € a émica que mais se aproxima do fenétipo das
células, pois permite inferir informacdes, sobre o fluxo celular, relacionadas ao
controle de enzimas dependentes das concentragcdes de metabdlitos (Yizhak,
et al., 2010; Aurich et al., 2016). As limitagbes de sua utilizagdo estao na
dificuldade de predizer os fluxos para cada metabdlito uma vez que estes
podem participar de diferentes reacdes e nas limitacdes das técnicas de
geracao dos dados de metabolémica (Kim e Lun, 2014; Aurich et al., 2016).
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O COBRA Toolbox (COnstraint-Based Reconstruction and Analysis)
foi desenvolvido em 2007 com o intuito de facilitar a geracdo e anadlise dos
modelos metabdlicos (Becker et al., 2007). Ele recebeu novas funcionalidades
em 2011 quando foi langada sua versao 2.0. Dentre as melhorias estdo opcoes
para gap filling, engenharia metabdlica e visualizacdo dos modelos
computacionais (Schellenberger et al, 2011). O software necessita do
programa MATLAB para funcionar e aceita modelos no formato SBML
(Systems Biology Markup Language).

Os modelos podem ser gerados em plataformas como o Model
SEED que integram informagbes da anotacdo do genoma de interesse e
associagdes gene-proteina-reagdo para gerar a equagao de biomassa e as
redes de reacbes que resultam em um rascunho do modelo metabdlico (Henry
et al., 2010). Atualmente existem diversos métodos para a integracéo de dados
de transcriptbmica aos modelos metabdlicos. GIMME, iMAT, mCADRE e
FastCORE sao alguns dos métodos disponiveis no COBRA Toolbox (Estévez e
Nikoloski, 2014).
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Figura 4. Esquema da integragcdo do transcriptoma ao modelo para gerar os modelos contexto-
especificos. Adaptado de Opdam et al. (2017).
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Estes métodos podem ser divididos entre os que possibilitam analise
de fluxo e os que apenas fornecem os modelos contexto-especificos.
FastCORE e mCADRE séao exemplos de métodos que nao permitem a analise
do fluxo e diferem entre si principalmente pelo algoritmo utilizado por cada um
(Wang et al., 2012; Vlassis et al., 2014). IMAT e GIMME pertencem a familia de
métodos que além dos modelos contexto-especificos fornecem o fluxo predito
para cada reacdo. O iIMAT maximiza as correspondéncias entre os estados de
reacao e os dados de expressao (Shlomi et al., 2008). Ja o GIMME maximiza a
fungéo objetiva (geralmente é a equacado de biomassa) e em seguida integra os
dados de expressao que acima de um limite inferior pré-determinado (Becker e
Palsson, 2008).

A escolha do método de integracdo dos dados de transcriptémica
depende da necessidade e objetivo do trabalho. De forma geral, as ferramentas
in silico permitem diferentes possibilidades de integracao para contemplar as
variadas possibilidades a serem utilizadas nas pesquisas.
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RESUMO

A producédo de café vem sendo afetada em todo o mundo pela ferrugem
alaranjada do cafeeiro, doenca causada pelo fungo biotréfico Hemileia
vastatrix. A principal forma de controle baseia-se na utilizacdo de cultivares
resistentes derivados de cruzamentos do café arabica com o Hibrido de Timor.
Entretanto, o alto potencial adaptativo do fungo implica no surgimento de racas
fisiologicas capazes de suplantar a resisténcia de alguns cultivares utilizados.
Para compreender os mecanismos de resisténcia do Hibrido de Timor, foram
feitas analises do transcriptoma e sua integracdo ao modelo metabdlico
construido, comparando o metabolismo primario deste cultivar ao Caturra —
susceptivel a ferrugem. Os resultados do transcriptoma indicaram uma
resposta antecipada do cafeeiro resistente bem como uma resposta Unica
deste cultivar em 24 horas ap6s a infec¢do. Além disso, a avaliagdo do fluxo da
via glicolitica apontou um acumulo de glicerol-3-fosfato (G3P) no Hibrido de
Timor, metabdlito envolvido na resposta imune adquirida em outras plantas. A
inclusdo de dados de metabolémica ao modelo e estudos sobre o papel do
G3P no cafeeiro contribuirdo para uma melhor compreenséo da influéncia do

metabolismo primério na resisténcia a ferrugem.
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INTRODUCAO

O café é uma importante commodity internacional e o Brasil € o seu
maior produtor seguido por Vietna e Colémbia !"!. As espécies mais cultivadas
mundialmente sdo o Coffea arabica e o Coffea canephora . O café arabica
tem maior valor comercial por resultar em uma bebida de melhor qualidade,
entretanto, essa espécie tem como desvantagem a susceptibilidade a diversas
doencas 2.

A doenca do cafeeiro de maior relevancia no cenario mundial é a
ferrugem, causada pelo fungo biotréfico Hemileia vastatrix ®. O principal
sintoma € o aparecimento de manchas amareladas na parte abaxial das folhas
e, em condi¢des climéaticas favoraveis, as perdas na lavoura podem chegar a
50% da producao PB4,

O Hibrido de Timor 832/2 tem sido uma importante fonte de genes
de resisténcia para os programas de melhoramento, entretanto, o alto potencial
adaptativo do fungo e a propria pressao seletiva causada pela utilizacdo de
cultivares resistentes vem culminando no surgimento de diversas racas
fisioldégicas do fungo capazes de suplantar a resisténcia obtida através dos

métodos classicos de melhoramento ©,

A resisténcia do café a ferrugem segue a teoria gene-a-gene
postulada por Flor, tendo sido descobertos até o momento nove genes
dominantes (Sy1-Sn9) de resisténcia em café e nove genes de aviruléncia (v1-

v9) em Hemileia vastatrix [

. Diferentes estudos vém mostrando que o
Hibrido de Timor 832/2 responde a infeccdo de forma pré-haustorial enquanto
que as plantas susceptiveis respondem de forma lenta ou tardia """\, Alguns
metabdlitos como o glicerol-3-fosfato e o acido pipecdlico também aparentam
ter fungédo na resposta imune de plantas ativando a resposta imune sistémica
adquirida (SAR), entretanto a literatura carece de estudos sobre o papel destes

metabolitos na imunidade dos cafeeiros &9,

A analise de balanco de fluxo (FBA) € uma importante ferramenta da
biologia de sistemas pois permite predizer a taxa de crescimento ou producéo
de metabdlitos de um organismo ”. O método calcula os fluxos metabdlicos a
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partir de uma matriz estequiométrica e utiliza a otimizacao linear para encontrar

a melhor representagao do modelo metabélico ',

Assim, o presente trabalho tem como objetivo utilizar uma nova
abordagem no estudo da relacao parasito-hospedeiro através da integracao de
dados de genbGmica e transcriptdmica para a construcdo de modelos
metabdlicos especificos, buscando compreender diferengas no metabolismo

primario entre os cultivares resistente e susceptivel.

MATERIAIS E METODOS

Obtencao dos dados de genémica e transcriptomica

As sequéncias das proteinas preditas com base no genoma
previamente sequenciado de Coffea canephora ¥ foram obtidas do Coffee
Genome Hub (http://coffee-genome.org/) e os dados brutos de transcriptoma

foram fornecidos por Florez e equipe . O transcriptoma foi realizado
utilizando o Hibrido de Timor CIFC 832/1 como cultivar resistente e o C.
arabica cv. Caturra CIFC 19/1 como cultivar susceptivel. As folhas destes
cafeeiros foram infectadas com esporos de Hemileia vastatrix raga XXXIIl e a
extracdo de RNA foi feita apds 12, 24, 96 horas e 17 dias apds a infeccao.
Folhas nao infectadas foram utilizadas como controle.

Construcao do modelo

A constru¢do do modelo metabdlico foi feita no servidor Model SEED

(http://modelseed.org/), uma ferramenta online de construcdo, andlise e

otimizacdo de modelos metabdlicos, utilizando os parametros padrdao do

servidor.

A plataforma gerou um modelo baseado nas enzimas codificadas
pelo genoma do Coffea canephora (v1.0) e ndo foi necessaria a adicdo de
reagdes artificiais. O modelo gerado foi manipulado no pacote COBRA toolbox
(COnstraint-Based Reconstruction and Analysis Toolbox) ' em MATLAB
2015a 4, onde foi feita a Andlise de Balango de Fluxo (FBA).
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Analise do transcriptoma

Os dados brutos obtidos da plataforma /lllumina Miseq foram
primeiramente avaliados quando a sua qualidade utilizando o software FastQC

versdo 0.11.5 (https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). Em

seguida, os dados foram refinados com o software Trimmomatic #° onde foram
removidas as sequéncias de adaptadores, reads muito pequenas e reads com
valor de phred menor que 15. As reads restantes foram submetidas a uma
nova analise de qualidade pelo FastQC. O genoma de referéncia foi indexado
com o programa Bowtie2-build ?® e as reads foram alinhadas no genoma com

o software Tophat "

. Os resultados foram usados para quantificar os
transcritos e estimar a expressao diferencial dos genes com o programa

Cuffdiff 281,

Apdés, foram obtidos os dados de fold change (FC), calculado a partir
dos valores de FPKM encontrados no Cuffdiff para os cultivares nos diferentes
tempos apds a infecgdo (FCiempo = FPKM resistente / FPKM susceptivel).
Genes para os quais FC =2 2 e FC < 0,5 foram considerados como up-regulados
para os cultivares resistente e susceptivel, respectivamente. A contagem
destes genes esta apresentada nos Diagramas de Venn.

Além disso, os valores de FPKM foram utilizados na plataforma R
(versédo 3.4.0) para a andlise do componente principal (PCA) e construcédo de
heatmaps, agrupados por vias metabdlicas, com o auxilio do pacote gplots
(versao 3.0.1).

Integracao do transcriptoma ao modelo metabdlico

Os genes e dados de fold change (FC), calculados anteriormente,
foram utilizados na integracdo ao modelo metabdlico para gerar os modelos
contexto-especificos. Para isso, foi utilizado o pacote GIMME (Gene Inactivity
Moderated by Metabolism and Expression) #° disponivel no COBRA toolbox
23] em Matlab versdo 2015a ¥, utilizando FC = 2 como threshold, a fim de

incorporar ao modelo apenas os genes up-regulados no cultivar resistente.

Apés a obtencao dos modelos contexto-especificos, foi feita a FBA e

este resultado foi utilizado para a constru¢ao dos graficos de fluxo metabdlico.
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As reacoes da via glicolitica foram recuperadas do ModelSEED e os dados de
fluxo calculados na FBA foram utilizados para avaliar alteracées nas reagdes.

Extracao de metabdlitos e quantificacao de glicose

O cultivar resistente Hibrido de Timor CIFC-832/2 e o susceptivel C.
arabica cv. Caturra CIFC 19/1 foram transferidos para uma sala de
aclimatizacao, onde foram infectados com esporos de Hemileia vastatrix raga
XXXIII. O controle foi feito com folhas dos dois cultivares sem infecgdo. Em
cada planta foram infectadas trés folhas para a extragdo de metabdlitos. Além
do tempo zero, as folhas foram coletadas com 12, 24 e 96 horas apds a
infeccao.

A extracdo foi feita conforme descrito por Lisec e colaboradores
com algumas adaptagbes. As folhas coletadas foram imediatamente
congeladas em nitrogénio liquido a fim de paralisar o metabolismo das
mesmas. Em seguida, as folhas foram maceradas e cerca de 100mg de tecido
foi transferido para microtubos previamente identificados. Foram adicionados
1400 pL de metanol a -20 °C, 60 uL de Ribitol (0,2 mg/mL) a 4 °C e 60 uL de
Acido crotonico (5 mM) a 4 °C e as amostras foram vortexadas por 10
segundos. As amostras ficaram sob agitacao no Themomix por 10 minutos a 4
°C e 950 rpm e depois foram centrifugadas a 4 °C por 10 minutos a 7500 rpm.
O sobrenadante foi igualmente dividido em novos tubos microtubos resistentes
a cloroférmio, onde foram adicionados 375 uL de cloroférmio a -20 °C e 700 uL
de agua destilada a 4 °C. Apdés 10 segundos de vértex, os tubos foram
centrifugados por 15 minutos a 4 °C e 4500 rpm. Por fim, 600 pyL do
sobrenadante foram transferidos para um novo tubo e as amostras foram secas

no liofilizador e armazenadas a -80 °C.

A glicose foi quantificada utilizando-se HPLC com auxilio do
professor-doutor Hilario Mantovani. A significancia da variagdo na concentracédo
de glicose foi avaliada pelo teste-t ndo pareado (p-valor < 0,05) utilizando o
GraphPad Prism 5.01 (GraphPad Software, San Diego, EUA).
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RESULTADOS

Reconstrucao do modelo metabdlico baseado no genoma

O genoma de Coffea canephora tem em média 710 Mb e foram

anotadas 25574 sequéncias codificadoras de proteinas #2. Apés a geracdo do

modelo metabdlito para Coffea canephora, utilizando o ModelSEED, foram

encontrados 1140 genes, além de 1084 reacbes metabdlicas 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 reagdes

unicas, cerca de 500 genes e 300 metabdlitos unicos (tabela 1).

Tabela 1. Niumero de reacdes, genes e metabdlitos totais obtidos no modelo gerado pelo

ModelSEED para Coffea canephora. A linha “total Unico” elimina da contagem genes, reacdes

e metabolitos compartilhados entre diferentes vias.

Contagem
Via Metabdlica
Reacoes Genes Metabolitos

Glicolise/Gliconeogénese 23 120 45
Ciclo do Acido Citrico 7 27 29
Via das pentoses fosfato 9 34 24
Metabolismo de Frutose e Manose 1 5 2

Interconversao Pentose e Glucuronato 3 11 11

Metabolismo de Acidos Graxos 23 34 56
Metabolismo de Pirimidinas 27 59 51

Metabolismo de Purinas 25 64 57
Biossintese de Ubiquinonas 12 26 36
Metabolismo de Lisina 8 20 24
Metabolismo de Alanina, Aspartato e Glutamato 14 47 45
Metabolismo de Glicina, Serina e Treonina 18 38 44
Metabolismo de Cisteina e Metionina 19 53 54
Metabolismo de Valina, Leucina e Isoleucina 7 17 20
Metabolismo de Arginina e Prolina 19 46 48
Metabolismo de Histidina 8 11 19
Metabolismo de Fenilalanina, Tirosina e Triptofano 9 52 54
Metabolismo de B-Alanina 4 11 17
TOTAL UNICO 214 488 323
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Os fluxos observados para a simulacdo sao apresentados na figura
1, agrupando as reacbes em suas respectivas vias metabdlicas (cédigo das
reacdes — anexo 1). E possivel observar que algumas reacdes apresentaram
fluxo zero, indicando estado de equilibrio termodinamico ", enquanto outras
apresentaram fluxo maximo (+1000 e -1000). De maneira geral, observamos
maior atividade das enzimas nas vias relacionadas a metabolismo de
carboidratos (figura 1A e 1B), lipideos (figura 1C) e alguns aminoacidos, como
alanina, aspartato e glutamato (figura 1G), glicina, serina e treonina (figura 1H)
e fenilalanina, tirosina e triptofano (figura 1H).

Andlise do transcriptoma dos cafeeiros infectados por H. vastatrix

Os cultivares Hibrido de Timor (CIFC-832/2) — resistente — e Caturra
CIFC 19/1 — susceptivel — foram infectados com H. vastatrix e apos intervalos
de 0, 12, 24 e 96 horas apés a infeccao (h.a.i.) foram obtidos os extratos de

RNA total, posteriormente submetidos a sequenciamento (RNAseq) ['4.

Entre as 25574 sequéncias codificadoras de proteinas existentes
(Coffea Hub), foi possivel identificar genes unicamente expressos nos
diferentes cultivares e durante os intervalos de tempo em analise, de acordo
com a figura 2. Entre estes, destaca-se a identificacdo de genes expressos de
forma exclusiva entre os cultivares na hora zero (sem infec¢do), sinalizando
para a existéncia de possiveis marcadores moleculares de interesse para
programas de melhoramento de café "2 Entre estes, é possivel identificar
genes unicamente expressos em vias do metabolismo primario, como via
glicolitica / gliconeogénese, via das pentoses fosfato e metabolismo de

aminoacidos (anexo 2).

33



Figura 1. Continua..

do citrico, via das pentoses fosfato e

metabolismo de frutose e manose

aci

Ciclo do

iconeogenese

Via glicolitica e Gl

QW™ 2/ 00U
0P Z¥200uUx)
09" 2$L00Wx
0P QL1 bouxs
00 £1Z0ouwx!
09" | 1Z0oux!
0P 00T Loux1 |
0P~ 0/400ux!
0P~ £2£00ux!
09" 22200ux]
0P 9L Louxs
09G4 LOwd
09 6.2200uxI
09 G/610Wxl
097 9/p10ux)
09 Gz 10Ukt ]
QW™ G8ZO0UXI
QW B6.L00uUxI
0P~ 8HFZO0UX!
09 8¥Z0o0wd
09 25200
09 +2600UxI
Ow™| LOpoUX!
09" 2tzoouxt

B) 1200

800 -

400 4

oxnid

-400 -

-800 -

-1200

1200

A)

800 -

400 -

oxnid

-400 |

-800 -

-1200

097 0SZG I
09 pOEG I
02 911G
09 EBPG I
0° 862G
AT
0°7£8502Wd
02 E¥500Wd
09" 90500WA
0P~ G21L00UX!
02 66100W
oW1 LOOoUXI
09 2FZ00uwx
02" 8¥100wu
09 6SPOOW
007901 LouX1
0P 001 LouX!
0°7 622000
0P~ Z8.L00uUx!
09" 1800w
0P L tL00uUx!
027 08EZOWM
oW B9} LouUxI

B4

Y
B2

Y
B1

de ascorbato

ismo

tabol

tese de ubiquinonas e me

iossin
80

B

I 00" Lizoowd

0P €Z0G0ux
| 0P~ FZogouXI
| 0P~ Zegzoux
| 0P €0 LIUX
| 0P Z0L biux
| 0P~ 8SZ LOUXI
| 09" G900UX!

09728 Loux!

I 00 | loloux

0P~ 2500w

0P~ 228 10U

0P~ GR0FILX

80
0

oxnid

D)

20 4

dos graxos

aci

,

Metabolismo de

0X"82100wa
0X 2 $500ux!
0X”£HB00UX
0P 002 Hiux
0P B.Gi0uxI
0P~/ b600UXI
0P GEEGOWX
0P Zesoud
0P GPESOUX
0P~ 95590UXI
0P~ FZESOUX
0P~ Leesouwd
0P 0bESOUX
0P 8rEGOU
0P~ gEESow
0P EFES0UX
0P GZEGowU
0P~ 0SESOUX
0P 9Z£50ux
0P 0gEGOUX
0P~ Legsoud
0P 9¥EGOWU
0P GopsouX
0P~ EEso0uX

250 -
150 A

oxnid

C)

50 4

-50

34



Figura 1. Continua

inas

irimi

Metabolismo de p

Metabolismo de purinas

1
1
—
o N O w o w o w o
R woow oo
- oxnid
[TH
|
I
[|
[|
o o o O o O o o o
o wmw o w n O w o
N B
oxnid
—
11}

09 ¥1GLouUxI
09 L1GLouUxI
09 €1GLoux
09 ZLGLouxs
09 0ZGLouxs
00 8/910uxt
09 6LGLOUXI
09 Z1Z1ouxs
09 £/910uxt
09 60F00UXI
09 99£00UxXI
09 £9g00uUxt
09 $9g0ouUxXL
09 80rO0UXI
0P ¥ Lr0oux
0P 810 Loux
09 0ZL0ouxXL
0P 2 1100ux1
09 6LL00UXI
09 9LL00uUxt
09 80/00Uxt
0P~ 0Z200ux1
09 9z9Louxs
09 $G900uUxXI
09 0L200uxs
09 ¢9glouxs
0P~ SovLouxi

09 G1600UX!
09 €Gg Loux
0P~ LEZ00ux
09 6EZO0UX
09 10LOguUX!
09 $ELOgUX!
09 6ELOQUX!
09 6£8O0UX!
09 yE800uUX
0P~ 26000ux
0P~ 8¥ 100U
0P~ 00800UX
0P~ 8€800UX1
09 19¢00UX!
0P~ ZE£800ux1
0P ZglLgouxd
0P 9gLEoux
0P 2PLEoux
0P 8E6ZOUX
0P~ Le6z0UX
0P~ #8080UXI
0P~ #0080UXI
0P~ G68ZOUW
0P~ 06£00ux1
0P~ 0.200uxs

ina

i treon

ICIna, serina e

Metabolismo de gl

Metabolismo de alanina, aspartato e glutamato

1200

800 -

H)

400 -
-400 1

oxnid

-800 -

-1200

1200

800 -

G)

400 -
-400 -

oxnid

-800

-1200

0p™ZgE00uxs
0P~ €9 Loux!
0P”LOg Lo
0P 690 Louxs
0P~ 2€L00uUx!
00 LFS00UX
0% GZZ00ux!
oW GzZooux
0P~ G2Z00ux!
oW Z6aooux
0P~ Z26900Wu
09 Z6900UX!
0X ™ $ZH00uxI
0°991.00ux!
09 GZroouUX!
0P 0Zr0oWU
0P #162oux!
oP”LOL Louxs
0P~ 201 Loux!
0P~ 110 LoUX!
0P~ 901 Louxs
097904 LOUXI

0P #L#00ux!
0° 681.00Ux!
OP~281.00ux!
0P~ 69000uUX!
00 ¥8Looux!
0X™ 1L6100UX!
oW’ LG 1Looux
0P~ 16L0ouUX!
00 LGLOoUX
0X " gLZ00ux)
oW Zzooux
(S Ar A
0X™09Z00UX
oW 09z0ouX
0P~ 09Z00ux!
09 09Z00uX
0P~ Z0800wW
0P~ 00800UX!
0P~ 8€800UX!
0P EFLOUX
09 91roouxI
0P~ 810 Loux!

35



Figura 1. Continua...

lina

inina e pro

Metabolismo de arg

ionina

teina e met

Metabolismo de cis

1200

800 -

400 -

oxnid

-400 1

-800

-1200

200

1)

-200 +

-800 +

-1000 -

-1200

0P €leTouxi
0P~ B.LO0uUXI
0P LEB00UXI
0P~ 6Z600UXI
09" LOLOouX
0P ¥BE00UXI
0P Z0800ux!
09 +8LoouX
0P~ Z6Looux!
0P~ 16 LouxI
0P~ GoZouxI
0P LE9 LOUXI
0P~ 9€9 LouxI
09 69%00UXI
0P 8G0YLUXI
0P pEpLOUXI
0P B LOLOUXI
0P £8100UX!

09 68100UX

09 95F00UX
09" 26050UX
0P~ 901G0uUxI
0P GOLGouxI
09 ¥OLGOuX
09 250€0W
09" ¥68ZOUX
097120 LouXs
09 8Z1L00WU
0979Z100uX
09 £6900UX
09" Z5Yo0wd
09" L¥Lopux
09" 20gZoux
oP LOELOux
0P e LOuUXI
0P~ £EE00UXI
0P~ 6¥900UXI

0P~ €ZOouUX!

ina

, triptofano e B-alani

Irosina

Metabolismo de fenilalanina, t

120

ina

hist

ina, isoleucina, lisina e

Metabolismo de valina, leuc

1200

097162 LOUxI
09" #5900UxI
0979z910ux
0P~0Z/00UxX!
0P £ZG00uxs
0P €6100UXI
0P 9GE Loux1
0P 16.00Ux!
0P GSE Loux!
0P 9.FZoux!
0P~ 20GZ0Ux!
0P 6E4 Loux!
0P 0%/ Loux!
0P €12Z0ux!
0P Z12Z0uxs

0P ZEE houx!

70 4

-30 4

-80

0P £9800UX!
0P B51Z0Ux!
0P 0ZEZOUX!
0P €.¥Zoux!
0P G/1E0UX!
0P GE8ZOUX!
0P $E8Z0UX!
0P~ 68/00UX!
0978 100Wx
0P~ € LE0ouUX!
0P /6 Loux!
0P LibL0uxs
0P~ 8ZBZOUX!
0P LOE LOUXI
0P €F9 LouXI
0P~ /€£00UX!
0°78.1004x
09" ¥G¥ Lowd
0P Z90g0ux!
0P 118Z0uxs
0P 68.Z0UxI
0P €+080UXI
0P Z£L00uxs

800 +

K)

400

oxnid

-400 -

-800 -

-1200

L2

L1

K3

K2

K1

36



Figura 1. Simulagao do fluxo metabdlico do modelo baseado no genoma de Coffea canephora
por FBA. O codigo abaixo de cada barra indica a reagéo da via (anexo 1) e o valor (positivo ou
negativo) indica a direcdo do fluxo da reacéo (fluxo positivo indica formagdo de produto —
metabolitos a direita da reacao; fluxo negativo indica sentido contrario da reagéo favorecida —
metabolitos a esquerda da reacdo). A, Via glicolitica e gliconeogénese; B1, Ciclo do acido
citrico; B2, Via das pentoses fosfato; B3, Interconversao pentose-glucoronato; B4, Metabolismo
de Frutose e Manose; C, Metabolismo de acidos graxos; D1, Biossintese de ubiquinonas, D2,
Metabolismo de ascorbato; E, Metabolismo de purinas; F, Metabolismo de pirimidinas; G,
Metabolismo de Alanina, Aspartato e Glutamato; H, Metabolismo de Glicina, Serina e Treonina;
I, Metabolismo de Cisteina e Metionina; J, Metabolismo de Arginina e Prolina; K1, Metabolismo
de Valina, Leucina e Isoleucina; K2, Metabolismo de Lisina; K3, Metabolismo de Histidina; L1,
Metabolismo de Fenilalanina, Tirosina e Triptofano; L2, Metabolismo de Beta-alanina.

Oh 12h
A) B)
490 18163 1461 878 18927 758
24 h
703 18659 1104 950 18129 830
Caturra Hibrido de Timor
(susceptivel) (Resistente)

Figura 2. Genes unicamente expressos nos cafeeiros resistente e susceptivel, 0 (A), 12 (B), 24
(C) e 96 (D) horas apo6s a infecgdo com o fungo Hemileia vastatrix.

Ao analisarmos os genes diferencialmente expressos nas vias
relacionadas ao metabolismo primario (fold-change > 2) entre os cultivares em
estudo, observa-se uma diferenca ainda mais impactante (figura 3). De maneira
geral, as maiores diferencas sdo observadas nos periodos de 12 e 24 h.a.i,
devido provavelmente as respostas fisiolégicas da planta ao estresse biético
submetido. Além disso, € curioso notar que o Hibrido de Timor apresenta um
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namero maior de genes up-regulados e/ou unicamente expressos nas vias em

analise, indicando uma resposta potencialmente mais intensa.

NUCLEOTIDEOS &

LIPIDEOS CARBOIDRATOS AMINOACIDOS UBIQUINONA

Oh 3

12h 4 29 30 24 96 29

x]
o

24h 5 148 36 15

96h 2 28

w
o

|

Caturra Hibrido de Timor
(susceptivel) (Resistente)

Figura 3. Genes diferencialmente expressos nos cafeeiros resistente e susceptivel apds a
infeccao por Hemileia vastatrix, agrupados por vias do metabolismo primario. Os nimeros em
cada circulo indicam a quantidade de genes up-regulados no cultivar correspondente; os
ndmeros na intersegao representam a quantidade de genes que nédo apresentam diferenca de
expressao.

A analise do componente principal (PCA), utilizando apenas os
dados de FPKM do transcriptoma relacionados as vias metabdlicas centrais,
apresenta indicativos das respostas celulares dos cultivares (figura 4 A). E
interessante notar que o perfil de expressdo génica nas plantas h0 foi
intermediario ao observado nas plantas c0 e c12. Entretanto, ao analisarmos os
intervalos de tempo de 12 e 24 horas, observa-se que a resposta apresentada
pelo Hibrido de Timor h12 se assemelha mais ao observado para o Caturra
CIFC 19/1 c24. Além disso, observa-se para h24 uma resposta Unica,
possivelmente o determinante para a resisténcia do cafeeiro. A contagem de
genes diferencialmente expressos (figura 4 B), do metabolismo primario, para

estes tratamentos reitera o que foi constatado na anélise do PCA.
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Figura 4. Analise da relagdo da expressdao de genes do metabolismo primario entre os
cultivares Hibrido de Timor (h) e Caturra (c), através de PCA (A). O Diagrama de Venn (B)
apresenta a relagdo do numero total de genes do metabolismo primario, agrupados por cultivar.
Em cada circulo, esta apresentada a contagem de genes Unicos e diferencialmente expressos
para cada cultivar, enquanto a intersegdo apresenta o nimero de genes expressos em ambos
os cultivares e que nao apresentam diferenca de expresséo.

Ao analisarmos o PCA dos genes das vias metabdlicas agrupadas
em metabolismo de carboidratos, lipideos, aminoacidos e nucleotideos (figura
5), confirma-se a resposta diferenciada do Hibrido de Timor 24 h.a.i. e percebe-
se que essa resposta Unica também ocorre em 96 h.a.i. para o metabolismo de

nucleotideos e aminodacidos.

Analise do perfil de expressiao de genes relacionados ao

metabolismo primario

Heatmaps de expressdo para os genes envolvidos nas principais
vias metabdlicas identificadas no modelo foram construidos para tentar
correlacionar a alteragdo da expressdo as vias centrais do metabolismo do
cafeeiro (figura 6). De modo geral, antes da infeccdo, os cafeeiros nao
apresentaram muitas diferencas no metabolismo primario, sendo que as
maiores alteracdes na expressao génica ocorreram entre 12 e 24 horas apos a
infeccdo. Para algumas vias como a glicélise / gliconeogénese, (figura 6 A) foi
possivel observar uma separagcédo das respostas apresentadas pelo Hibrido de
Timor e o Caturra. Em vias como a das pentoses fosfato (figura 6 C), por
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exemplo, foi possivel observar o agrupamento da resposta do cultivar

resistente em 12 horas com a resposta do cultivar susceptivel em 24 horas,

resultado similar ao observado na andlise do PCA (figura 5 D). Também foi

possivel notar um perfil de expressao unico no Hibrido em 24 h.a.i. para vias

como metabolismo de glicina, serina e treonina (figura 6 H).
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Figura 5. Analise da relagdo da expressdao de genes do metabolismo primario entre os
cultivares Hibrido de Timor (h) e Caturra CIFC 19/1(c), através de PCA. A, Nucleotideos; B,
Aminoacidos; C, Acidos graxos e D, Carboidratos.
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Figura 6. Heatmaps de expressao génica nos cultivares susceptivel (c) e resistente (r) ao longo
dos tempos testados (0, 12, 24 e 96h), agrupados por vias metabdlicas. A, Via glicolitica /
gliconeogénese; B, Ciclo do Acido Citrico; C, Via das Pentoses Fosfato; D, Metabolismo de
Frutose, Manose e Glucuronato; E, Metabolismo de Acidos Graxos; F, Biossintese de
Ubiquinonas e Terpeno-quinonas; G, Metabolismo de Alanina, Aspartato e Glutamato; H,
Metabolismo de Glicina, Serina e Treonina; I, Metabolismo de Cisteina e Metionina; J,
Metabolismo de Arginina e Prolina; K, Metabolismo de Valina, Leucina e Isoleucina; L,
Metabolismo de Lisina; M, Metabolismo de Histidina; N, Metabolismo de Fenilalanina, Tirosina
e Triptofano; O, Metabolismo de Beta-alanina.

Impacto da integracao dos dados de transcriptomica ao fluxo do
metabolismo primario

Com os dados de expressao diferencial obtidos no pacote Cuffdiff,
foi calculado o fold-change com os valores de FPKM do cultivar resistente e

susceptivel. Para avaliar o efeito dos genes up-regulados no Hibrido de Timor,
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foi utilizado o fold-change igual ou superior a 2 como ponto de corte para o
programa GIMME. Apéds a integracdo dos dados ao modelo baseado no
genoma, foram gerados quatro modelos contexto-especificos (0, 12, 24 e 96h)
e os fluxos preditos para cada reacdao foram comparados entre os diferentes
modelos. De modo geral, néo foi possivel observar grandes variagées entre os
fluxos para a maioria das vias metabdlicas avaliadas (dados néo

apresentados). A via glicolitica / gliconeogénese e o ciclo do acido citrico foram
0s que apresentaram maior variagéo (figura 7).
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Figura 7. Simulacao do fluxo do modelo baseado no genoma e os modelos apés a integragao
do transcriptoma. O cddigo abaixo de cada barra indica a reagédo da via (material suplementar)
e o valor (positivo ou negativo) indica a direcdo do fluxo da reacgdo (fluxo positivo indica
formagédo de produto — metabdlitos a direita da reagdo; fluxo negativo indica formagao de

reagentes — metabolitos a esquerda da reacao). A, Via Glicolitica / Gliconeogénese; B, Ciclo do
Acido Citrico.
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Para o ciclo do acido citrico, nao foi observada alteragdo no sentido
das reacbes entre o0 modelo original e os modelos apéds integracdo. A reacao
rxn_00248 mO0 nao apresentou fluxo no modelo original e ap6s a integracao
houve fluxo positivo para os quatro modelos gerados. Para as demais reacoes,
as alteragdes observadas consistem na variagao da intensidade do fluxo ou na

sua remogao.

Em contrapartida, a via glicolitica / gliconeogénese apresentou
alteragbes no sentido e intensidade dos fluxos das reagdes. A partir desse perfil
unico, as reagdes do modelo foram esquematizadas (figura 8) para melhor
avaliacao da orientacdo da via, deixando claro que a resposta a infeccao
promove alteragdo do fluxo metabdlico desta via ao longo das horas. A analise
dessa reconstrucao indica um possivel consumo de glicose, direcionando o
metabolismo de carboidratos para a produgcdo de gliceraldeido-3-fosfato e
diidroxicetona-fosfato. Adicionalmente, observa-se nas horas iniciais a
conversao de gliceraldeido-3-fosfato para a diidroxicetona-fosfato e deste para

o glicerol-3-fosfato.

Quantificacao de glicose por HPLC

Como as maiores alteragdes no fluxo foram vistas na via glicolitica /
gliconeogénese, a glicose foi quantificada por HPLC nos cultivares susceptivel
e resistente nos quatro tempos dos modelos (0, 12, 24 e 96 h.a.i.). Foi
significativa a redugcdo na concentracdo de glicose no cultivar resistente ao
longo da infecgdo, enquanto que pouca ou nenhuma variagao foi observada

para o susceptivel (figura 9).
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Figura 8. Continua...
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Figura 8. Reconstrugéo da via glicolitica / gliconeogénese a partir do modelo de fluxo original (seta preenchida), gerando modelos contexto-especifico a partir
da incorporagédo dos dados de transcriptoma (seta pontilhada). As vias reconstruidas foram baseadas nos genes up-regulados (fold-change > 2) no Hibrido
de Timor, nas A, 0; B, 12; C, 24 e D, 96 horas apés a infecgéo.
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Figura 9. Quantificagéo de Glicose por HPLC dos extratos de metabolitos totais dos tempos de
0 (A), 12 (B), 24 (C) e 96 (D) horas apés a infeccdo. Analise estatistica feita por teste-t ndo
pareado unicaudal (p-valor < 0,05).
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DISCUSSAO

A escolha das vias de metabolismo primario para gerar o modelo
baseado no genoma € pautada em algumas dificuldades em simular analises
do metabolismo secundario, uma vez que este é varidvel entre diferentes
espécies de planta, ha pouca informagédo sobre seu controle e modelagens de
fluxo baseados no genoma apresentam pouco ou nenhum fluxo através destas

vias B3 O metabolismo primario, por sua vez, é bem estabelecido e
apresenta um banco de dados (PlantSEED) rico em informacbes utilizadas

para geracdo de modelos 1°°.

E importante notar que os fluxos reacionais sdo gerados levando em
consideracao apenas a identificacdao das enzimas existentes no organismo e as
vias reconstruidas, sem considerar elementos importantes como
disponibilidade de metabdlitos, além da concentracdo e parametros cinéticos

das enzimas, como Kcat 739

Entretanto, esse modelo inicial gerado é
essencial para estudos adicionais através da associacdo de outras Omicas,
como transcriptdmica e metabolémica, que permitem a obtencdo de modelos
contexto-especificos que explicam o comportamento celular em uma dada

condicdo mais préxima a realidade %',

O primeiro modelo baseado em genoma publicado para plantas foi
referente & Arabidopsis thaliana em 2009 [*?. Desde entdo, outros organismos
tiveram seu metabolismo reconstruido como arroz, milho e tomate “*%. A
demora na utilizagdo de modelos para plantas, em relagcdo a microrganismos,
se deve a algumas limitacbes. Dentre elas estdo a compartimentalizacéao
celular, a diversidade de tipos celulares e a complexa diversidade metabdlica
desses organismos [“®l. No presente trabalho, a auséncia de genoma de
referéncia para Coffea arabica implica em provaveis perdas de informacao na
geragdo do modelo. Apesar disso, a estratégia adotada acrescenta sélidos
conhecimentos sobre o comportamento celular, permitindo fazer inferéncias

sobre o0 metabolismo de maneira geral.

A integracédo dos dados de transcriptdmica aos modelos metabdlicos
é a principal ferramenta high-throughput para geragcao dos modelos contexto-
especificos 1. Assim, os dados de transcriptémica cedidos por Florez e equipe
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(4 nos permitiu analisar a expressdo diferencial de genes do metabolismo
primario entre os cultivares resistente e susceptivel, integrar os perfis de
transcrito ao modelo original, além de buscar correlagdes entre expresséo
génica e metabolismo primario para compreender como estes podem estar

envolvidos com a resposta de resisténcia a ferrugem.

A identificagdo de genes unicamente expressos, e sua validacao
como marcadores moleculares, € uma abordagem de interesse para programas
de melhoramento de plantas. O uso destes marcadores tem como principal
vantagem a economia de tempo, recursos e esforgcos, devido a trés fatores
principais: i) mais simples, seguro e rapido que o screening fenotipico, pois nao
é influenciado por fatores externos e interpretagdes; ii) a selegdo pode ser
conduzida ainda no estagio de semente; e iii) gendtipos Unicos podem ser
selecionados e utilizados para novos rounds de melhoramento “8*%. Ao
analisar o transcriptoma dos cultivares em estudo, alguns poucos genes do
metabolismo primario foram identificados como unicamente expressos no
Hibrido de Timor ou no Caturra CIFC 19/1 antes da infec¢do. Estudos de
confirmacao e validagcao destes alvos como marcadores moleculares para a
selecdo de linhagens resistentes e susceptiveis a ferrugem serao uma
importante contribuicdo para processos de selecao de plantas provenientes do

melhoramento classico.

A andlise da expressdo génica do metabolismo primario, como um
todo ou discriminado em vias especificas, indica que o cultivar resistente (h12)
apresenta uma resposta antecipada quando comparado ao susceptivel (c24)
(figura 4), bem como apresenta respostas Unicas (h24 e h96) (figura 5), o que
pode explicar sua eficiéncia no controle da doenca. Florez e colaboradores %
identificaram em estudo com os mesmos cultivares a resposta antecipada na
expressao de genes de resposta a infecgdo no cafeeiro resistente, observando
perfil similar do gendtipo resistente e susceptivel em 12 e 24 h.a.i,
respectivamente. Estudos indicam que a resposta do cafeeiro resistente é do
tipo pré-haustorial, ou seja, ocorre antes da formacdao do haustério de H.
vastatrix. Em contrapartida, cafeeiros susceptiveis respondem de forma péds-
haustorial ['®\. De forma geral, o haustério é formado nas horas iniciais e o seu

desenvolvimento é essencial para determinar a progressdao da infecgao.
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Cafeeiros susceptiveis infectados apresentam expressdao de enzimas e
mecanismos de defesa de forma similar aos resistentes, mas o atraso nessa
resposta permite que o fungo se prolifere, implicando em um controle

ineficiente que leva ao desenvolvimento dos sintomas da ferrugem 6%,

Trabalhos recentes tém apresentado que a expressao diferencial de
genes €& um importante elemento para a determinagdo da resisténcia a
estresses bi6ticos e abidticos. Auguy e colaboradores " verificaram que a
tolerdncia ao chumbo em A. thaliana (susceptivel) e Hirschfeldia incana
(resistente) esta envolvida com a expresséo diferencial de genes relacionados
a fotossintese e a parede celular, sendo a intensidade da expressdao um fator
importante para a resposta fisiolégica. Em alguns estudos de estresse bidtico,
observa-se resultado similar. Chen e equipe P2 verificaram no patossistema
tomate-TYLC (tomato yellow leaf curl virus) que a diferenga entre os cultivares
resistentes e susceptiveis do tomateiro reside na proporcdo de genes
diferencialmente expressos. Enquanto o cultivar resistente apresentava um
total de 58,37% dos genes up-regulados (em comparacdo ao controle nao
infectado), o susceptivel tinha apenas 9,17% de genes up-regulados.

A resisténcia também estd associada ao momento em que ocorre a
expressao diferencial e ndo apenas ao conjunto de genes modulados. Em
Medicago sativa, a resisténcia a infeccdo por Pseudomonas syringae €
determinada principalmente pela expressdo diferencial antecipada de um
conjunto de genes de defesa 1°3. Em estudos sobre a ferrugem do trigo ®*, foi
visto que os cultivares resistentes apresentaram uma up-regulacdo de genes
trés dias apbés a infeccao; em contrapartida, os cultivares susceptiveis sé
tiveram genes up-regulados apds sete dias. Esse mesmo estudo mostrou que
0s genes alterados estdo envolvidos principalmente na via glicolitica e ciclo do
acido citrico, sugerindo, a principio, uma alta demanda energética para a
defesa contra o patégeno. Entretanto, o mesmo nao foi observado neste
trabalho, uma vez que o fluxo metabdlico nao é direcionado para o ciclo do

acido citrico, mas sim para intermediarios da via glicolitica.

Diferengas observadas para a expressado de genes do metabolismo
de aminoacidos (figuras 5 e 6) sugerem que estes podem contribuir de maneira
essencial para a resisténcia do Hibrido de Timor, visto que estudos tém
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demonstrado que alguns aminoacidos tém papel importante na imunidade das
plantas. Navarova e colaboradores mostraram o efeito de alguns aminoacidos
no aumento da inducdo da resposta imune adquirida (SAR) em A. thaliana
infectadas com a bactéria P. syringae. Foi visto que o acido pipecélico, produto
da degradacgéao da lisina, tem importante papel na SAR, precedendo a produgao
do 4cido salicilico °°,

O acido pipecdlico é precursor da homostaquidrina e esse metabdlito
foi identificado em sementes de Coffea arabica e Coffea canephora '®. O
estudo nao avaliou o papel desse metabdlito no patossistema café-ferrugem,
mas a concentragdo de homostaquidrina nas sementes do Coffea canephora
foi cerca de vinte vezes maior que a concentracao desse composto em Coffea
arabica. Até o momento, nao ha publicacdes sobre o papel do acido pipecodlico
no sistema imune de cafeeiros, mas a presenca do derivado desse metabdlito
em maior quantidade nas sementes do café robusta indica uma diferenga no
perfil metabdlico dos cafeeiros susceptiveis e resistentes antes mesmo da
infeccdo. Estudos aprofundados sobre o papel da homostaquidrina nos
cafeeiros durante a infeccdo podem ajudar a compreender se ha relacao entre
resisténcia a ferrugem e concentracao deste metabdlito.

Estes estudos corroboram a ideia de que a resposta do Hibrido de
Timor é antecipada a do Caturra CIFC 19/1e que essa diferenca temporal pode
ser crucial para determinacdo da progressdo da infeccdo. E importante
ressaltar que aspectos especificos de cada cultivar também podem ser
responsaveis pelas diferengas fisiologicas observadas. Além disso, a interacéo
planta-patégeno afeta o metabolismo primario do cafeeiro e, possivelmente, o
cultivar resistente apresenta diferencas nessas vias que contribuem direta ou

indiretamente para a resisténcia.

Assim, é essencial a integracdo dos dados de transcriptoma ao
modelo metabdlico gerado a partir do genoma, para que seja possivel avaliar o
impacto das diferencas acima discutidas no fluxo reacional. De forma geral,
pouca ou nenhuma alteragdo foi observada para os fluxos reacionais da
maioria das vias metabdlicas, a excecao da via glicolitica / gliconeogénese e
ciclo do &cido citrico.
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Ao analisarmos as alteragdes preditas no fluxo das reacdes da via
glicolitica / gliconeogénse ao longo do tempo, notou-se um possivel acumulo
de diidroxicentona-fosfato nos cultivares resistentes (figura 8). Este metabdlito
pode ser convertido em glicerol-3-fosfato (G3P), que estd envolvido na
producdo de energia e na biossintese de glicerolipideos °®. Estudos mostraram
que o acumulo de G3P esta relacionado com a resisténcia de A. thaliana ao
fungo Colletotrichum higginsianum °"! e com a resisténcia sistémica adquirida
(SAR) mediada por genes de resisténcia '¥. A SAR se destaca por ser uma
resposta que ocorre por toda a planta e ndo apenas no sitio de infecgao 8.
Plantas que tiveram os genes que codificam a glicerol-3-fosfato desidrogenase
mutados apresentaram uma SAR menos eficiente, indicando uma possivel
dependéncia desse tipo de resposta a niveis elevados de G3P . Entretanto,
nao ha estudos relacionados ao papel de G3P no cafeeiro como resposta a

infecgdes fungicas, sendo este um interessante alvo para futuras pesquisas.

Estes resultados sugerem, em um primeiro momento, que ha pouca
relacdo entre os perfis de transcriptoma e o fluxo predito para as vias
metabdlicas centrais. Entretanto, a integracdo de dados de metabolémica, para
incorporar a concentracdo dos intermediarios das vias, € uma estratégia
importante para o refinamento dos modelos contexto-especificos preditos e

para validagdo das inferéncias realizadas.

A quantificagdo de glicose nas folhas dos cultivares, ao longo da
infeccdo, indica uma reducédo deste metabdlito no cultivar resistente (figura 9).
Tal resultado sugere maior consumo deste metabdlito, possivelmente como
fonte energética para diferentes respostas fisiolégicas e de defesa da planta
%91 ' Outra possibilidade é a reducdo da fotossintese em resposta ao patégeno,

mecanismo comumente observado em plantas ¢'62,

Garavaglia e equipe ®® identificaram um peptideo (XacPNP) de
Xanthomonas citri pv. citri, causador do cancro do Citrus, essencial para a
infeccdo. Plantas infectadas naturalmente apresentam reducdo da taxa
fotossintética, mas este peptideo biologicamente ativo estimula a fotossintese
no hospedeiro, garantindo a sobrevida do patégeno. Bactérias deletadas deste
peptideo levavam a redugdo mais severa da taxa fotossintética da planta e
consequentemente menor eficiéncia na infeccao.
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Estudos com Uromyces fabae — fungo causador da ferrugem da fava
— indicam a presenca da estrutura de haustério durante o inicio a infecgdo ©%.
Nessa estrutura, ha a expressao de um transportador de glicose, de onde ele
provavelmente capta sua fonte de carbono. Se H. vastatrix possuir o mesmo
mecanismo de transporte durante o periodo de formacdo de haustorio, a
reducdo da concentracdo de glicose — ou seu gasto como resposta ao
patdbgeno — ainda nas horas iniciais apés a infec¢cdo pode ser um mecanismo

do cultivar resistente para evitar a proliferagdo do fungo.

Assim, a reducdo da taxa fotossintética pode coibir o
desenvolvimento do fungo. Estudos da fusariose do trigo ®, doenca causada
por um fungo que implica em severas perdas agricolas, indicaram que a
infeccdo promove reducdes nas taxas fotossintéticas da planta. Neste mesmo
estudo, o cultivar susceptivel, apesar de sofrer maior impacto no rendimento de
producdo, apresentou maiores taxas fotossintéticas em comparacao ao cultivar
resistente, indicando que o impacto fisioldgico de reduzir os niveis de producéo
de glicose é importante para o controle da doenca.
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CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

No presente trabalho foi possivel observar diferengas no
metabolismo primario do Hibrido de Timor 832/2 e do C. arabica cv. Caturra
CIFC 19/1 ao longo da infecgdo por Hemileia vastatrix. As maiores alteragbes
na expressao génica ocorreram entre 12 e 24 horas apés a infecgéo sugerindo
que a resposta apresentada pela planta neste periodo é determinante para o
prosseguimento ou ndo da doencga. Além disso, o cultivar resistente apresenta
uma resposta provavelmente unica apds 24 horas da infecgéo.

A incorporacdo de dados de metabolomica aos modelos gerados
neste trabalho bem como a analise de outros cultivares resistentes permitirdo
uma melhor visdo das alteracdes metabdlicas decorrentes da interacao
cafeeiro-patdbgeno, uma vez que pouca ou nenhuma diferenca foi observada
nos fluxos preditos apo6s a incorporagéo do transcriptoma. Os resultados destes
fluxos apontam para um envolvimento da via glicolitica na resisténcia, em
paralelo ao acumulo de diidroxicetona-fosfato no Hibrido de Timor, que pode
levar a maior produgéo de G3P. Estudos avaliando o papel destes metabdlitos

no cafeeiro poderéo auxiliar na compreensao de mecanismos de resisténcia.

Por fim, a expressdo dos genes da via glicolitica / glioconeogénese
serdao avaliados por gPCR em outros cultivares com gendétipos susceptivel e
resistente a ferrugem, a fim de identificar marcadores moleculares que possam
ser utilizados para discriminar cafeeiros resistentes em programas de
melhoramento genético, bem como para avaliar se o fluxo observado para o

Hibrido de Timor é similar em outros cultivares.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

ANEXO 1. Sumario das reacdes metabdlicas dos modelos e respectivos cédigos.

Cadigo Reacéao

Via Glicolitica e Gliconeogénese

rxn01169_m0 ATP_mO+ beta_D_Glucose_m0 -> H_mO0+ ADP_mO+ beta_D_Gilucose_6_phosphate_m0

rxn02380_c0 beta_D_Glucose_6_phosphate_c0 <=> D_fructose_6_phosphate_c0

rxn00747_c0 Glyceraldehyde3_phosphate_c0 <=> Glycerone_phosphate_c0

rxn00781_c0 Phosphate_c0+ NAD_c0+ Glyceraldehyde3_phosphate_c0 <=> H_c0+ NADH_c0+ 1_3_Bisphospho_D_glycerate_c0

rxn00782_d0 Phosphate_d0+ NADP_dO0+ Glyceraldehyde3_ phosphate_d0 <=> H_d0+ NADPH_d0+ 1_3_Bisphospho_D_glycerate_d0

rxn00779_c0 H20_c0+ NADP_c0+ Glyceraldehyde3_phosphate_c0 -> 2 H_c0+ NADPH_c0+ 3_Phosphoglycerate_c0

rxn01100_c0 ATP_cO+ 3_Phosphoglycerate_cO <=> ADP_c0+ 1_3_Bisphospho_D_glycerate_c0

rxn01106_c0 2_Phospho_D_glycerate_c0 <=> 3_Phosphoglycerate_c0

rxn00459_c0 2_Phospho_D_glycerate_c0 <=> H20_c0+ Phosphoenolpyruvate_c0

rxn00148_c0 Pyruvate_c0 + ATP_c0 <=> H_c0+ ADP_c0+ Phosphoenolpyruvate_c0

rxn00247_c0 ATP_c0+ Oxaloacetate_c0 -> CO2_c0+ ADP_c0+ Phosphoenolpyruvate_cO

rxn00011_m0 Pyruvate_mO + TPP_m0+ H_mO0 -> CO2_mO0+ 2_Hydroxyethyl_ ThPP_m0

rxn00499 c0 NAD_cO+ L_Lactate cO <=>H_c0+ Pyruvate_c0 + NADH_c0

rxn00175_d0  ATP_dO+ CoA dO + Acetate d0 -> PPi d0+ H_d0+ AMP_d0+ Acetyl CoA_d0

rxn00506_c0 H20_c0+ NAD_c0+ Acetaldehyde_c0 -> 2 H_cO+ NADH_c0+ Acetate_c0

rxn00543_c0 NAD_c0+ Ethanol_c0 <=> H_c0+ NADH_cO0+ Acetaldehyde_c0

Ciclo do Acido Citrico

rxn00247_c0 ATP_c0+ Oxaloacetate_c0 -> CO2_c0+ ADP_c0+ Phosphoenolpyruvate_c0

rxn00011_m0 Pyruvate_mO + TPP_m0+ H_mO -> CO2_mO0+ 2_Hydroxyethyl ThPP_m0

rxn00974_c0 Citrate_c0 <=> H20_c0+ cis_Aconitate_cO

rxn00257_c0 ATP_cO0+ CoA_c0 + Citrate_c0 <=> Phosphate_c0+ ADP_c0+ Acetyl_CoA_c0+ Oxaloacetate_c0

rxn00248_c0 NAD cO+ L_Malate cO0 <=>H_c0+ NADH_c0+ Oxaloacetate_c0

rxn00799_mO0 L_Malate_ m0 <=>H20_m0+ Fumarate_m0

rxn00285_m0 ATP_mO+ CoA_m0 + Succinate_m0 <=> ADP_mO0+ Phosphate_m0+ Succinyl_ CoA_mO0

Via das Pentoses

rxn01275_c0 ATP_cO+ GLCN_c0 -> H_c0+ ADP_c0+ 6_Phospho_D_gluconate_c0
rxn01476_c0 H20_c0+ 6_phospho_D_glucono_1_5_lactone_c0 <=> H_c0+ 6_Phospho_D_gluconate_c0
rxn01975_c0 NADP_c0+ beta_D_Glucose_6_phosphate_c0 <=> H_c0+ NADPH_c0+ 6_phospho_D_glucono_1_5_lactone_c0

rxn00779_c0 H20_c0+ NADP_c0+ Glyceraldehyde3_phosphate_c0 -> 2 H_c0+ NADPH_c0+ 3_Phosphoglycerate_c0
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rxn01115_c0

rxn01116_d0

rxn00777_c0

rxn00770_d0

rxn01200_d0

NADP_c0+ 6_Phospho_D_gluconate_c0 -> CO2_c0+ NADPH_cO+ D_Ribulose5_phosphate_c0

D_Ribulose5_phosphate_d0 <=> D_Xylulose5_phosphate_d0

ribose_5_phosphate_c0 <=> D_Ribulose5_phosphate_c0

ATP_d0+ ribose_5_phosphate_d0 -> H_d0+ AMP_d0+ PRPP_d0

Glyceraldehyde3_phosphate_d0+ Sedoheptulose7_phosphate_d0 <=> ribose_5_phosphate_d0 +
D_Xylulose5_phosphate_d0

Pentose e Glucuronato interconversao

rxn00211_c0

rxn00213_c0

rxn01116_d0

H20_c0+ 2 NAD_c0+ UDP_glucose_c0 <=> 3 H_c0+ 2 NADH_c0+ UDPglucuronate_c0
UTP_cO0+ Glucose_1_phosphate_c0 <=> PPi_c0+ UDP_glucose_c0

D_Ribulose5_phosphate_d0 <=> D_Xylulose5_phosphate_d0

Metabolismo de Acidos Graxos

rxn00533_d0

rxn05465_d0

rxn05346_d0

rxn05337_d0

rxn05330_d0

rxn05326_d0

rxn05350_d0

rxn05325_d0

rxn05343_d0

rxn05338_d0

rxn05348_d0

rxn05340_d0

rxn05331_d0

rxn05324_d0

rxn06556_d0

rxn05345_d0

rxn05342_d0

rxn05335_d0

rxn00947_d0

rxn07579_d0

rxn11700_d0

rxn00943_x0

rxn00947_x0

rxn00178_x0

ATP_d0+ H2CO3_d0+ Acetyl_CoA_d0 <=> Phosphate_d0+ H_d0+ ADP_dO0+ Malonyl_CoA_d0

H_d0+ Malonyl_CoA_d0+ ACP_d0 <=> CoA_d0 + Malonyl_acyl_carrierprotein__d0

Malonyl_acyl_carrierprotein__d0+ Butyryl ACP_d0 -> CO2_d0+ 3_Oxohexanoyl_acp_d0+ ACP_d0

NADP_dO+ D_3_Hydroxyhexanoyl_acp_d0 <=> NADPH_d0+ 3_Oxohexanoyl_acp_d0

D_3_Hydroxyhexanoyl _acp_d0 <=> H20_d0+ 2E_Hexenoyl_acp_d0

H_d0+ NADH_d0+ 2E_Hexenoyl_acp_d0 -> NAD_dO0+ Hexanoyl_ACP_d0

H_d0+ Hexanoyl_ACP_d0+ Malonyl_acyl_carrierprotein__d0 -> CO2_d0+ ACP_d0+ 3_oxooctanoyl_acp_d0

H_d0+ NADH_d0+ 2E_Octenoyl_acp_d0 -> NAD_d0+ Octanoyl_ACP_d0

Octanoyl_ACP_dO0 + Malonyl_acyl_carrierprotein__d0 -> CO2_d0+ 3_oxodecanoyl_acp_d0+ ACP_d0

H_dO0+ NADPH_dO+ 3_oxodecanoyl_acp_d0 -> NADP_d0+ R_3_Hydroxydecanoyl_acyl_carrier_protein_d0

Malonyl_acyl_carrierprotein__d0+ Decanoyl_ACP_d0 -> CO2_d0+ 3_oxododecanoyl_acp_d0 + ACP_d0

NADP_dO+ D_3_Hydroxydodecanoyl_acp_d0 <=> NADPH_d0O+ 3_oxododecanoyl_acp_d0

D_3_Hydroxydodecanoyl_acp_d0 <=> H20_d0+ 2E_Dodecenoyl_acp_d0

2 H_d0+ NADH_d0+ 2E_Dodecenoyl_acp_d0 -> NAD_dO+ Dodecanoyl_ACP_d0

H20_d0+ Dodecanoyl_ACP_d0 -> H_d0+ ACP_d0+ ddca_do0

Dodecanoyl_ACP_d0+ Malonyl_acyl_carrierprotein__d0 -> CO2_d0+ 3_oxotetradecanoyl_acp_d0 + ACP_d0

NADP_d0+ HMA_dO <=> NADPH_dO+ 3_oxotetradecanoyl_acp_d0

HMA_dO0 <=>H20_d0+ 2E_Tetradecenoyl_acp_d0

ATP_d0+ CoA_d0 + Palmitate_d0 -> PPi_d0+ H_d0+ AMP_dO+ Palmitoyl_CoA_d0

H_d0+ NADH_d0+ 2E_Octadecenoyl_acp_d0 -> NAD_dO+ Stearoyl_acyl_carrier_protein_d0

H20_dO+ Stearoyl_acyl_carrier_protein_d0 -> H_d0+ ACP_d0+ ocdca_d0

H20_x0+ Palmitoyl CoA_x0 ->H_x0+ CoA_x0 + Palmitate_x0

ATP_x0+ CoA_x0 + Palmitate_x0 -> H_x0+ Palmitoyl_CoA_x0 + PPi_x0+ AMP_x0

2 Acetyl_CoA_x0 <=> CoA_x0 + Acetoacetyl CoA_x0

Biossintese Ubiquinona e Terpeno-quinonas
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rxn14085_d0

rxn01827_d0

rxn00527_d0

rxn01611_c0

rxn01182_c0

rxn00965_c0

rxn01258_d0

rxn11702_d0

rxn11703_d0

rxn02832_d0

rxn05024_d0

rxn05023_d0

Homogentisate_d0 + Solanesyl_diphosphate_d0 -> PPi_d0+ CO2_d0+ 2_Methyl_6_solanyl_1_4_benzoquinol_d0

02_d0 + p_hydroxyphenylpyruvate_d0 -> CO2_d0+ Homogentisate d0
2_Oxoglutarate_d0 + L_Tyrosine_d0 <=> L_Glutamate_d0 + p_hydroxyphenylpyruvate_d0
H_c0+ O2_c0 + NADPH_c0+ E_Cinnamate_c0 -> H20_c0+ NADP_c0+ 4_Coumarate_c0
ATP_cO+ CoA_c0 + 4_Coumarate_c0 -> PPi_c0+ H_c0+ AMP_c0+ 4_Coumaroyl_CoA_c0
H20_c0+ 4_Hydroxybenzoyl_CoA_c0 ->2 H_c0+ CoA_c0 + 4_Hydroxybenzoate c0
Chorismate_d0 <=> Isochorismate_d0

H_d0+ 2_Oxoglutarate_d0 + Isochorismate_d0 ->

CO2_d0+ 2_Succinyl_5_enolpyruvyl_6_hydroxy_3 cyclohexene_1_carboxylate_d0
2_Succinyl_5_enolpyruvyl_6_hydroxy_3_cyclohexene_1_carboxylate d0 -> Pyruvate_d0 + SHCHC_d0
SHCHC_d0 -> H20_d0+ Succinylbenzoate_d0

H_d0+ Succinylbenzoyl_CoA_d0 -> H20_d0+ 1_4_Dihydroxy_2_naphthoyl_CoA_d0

H20_d0+ 1_4_Dihydroxy_2_naphthoyl_CoA_d0 -> H_d0+ CoA_dO0 + 1_4_Dihydroxy_2_naphthoate_d0

Metabolismo Purinas

rxn00770_d0

rxn00790_d0

rxn02895_d0

rxn03004_d0

rxn03084_d0

rxn02937_d0

rxn02938_d0

rxn03147_d0

rxn03136_d0

rxn03137_d0

rxn00832_d0

rxn00361_c0

rxn00838_d0

rxn00800_d0

rxn00148_d0

rxn00097_d0

rxn00834_c0

rxn00839_c0

rxn00139_c0

ATP_d0+ ribose_5_phosphate_d0 -> H_d0+ AMP_d0+ PRPP_d0

H20_d0+ L_Glutamine_d0+ PRPP_dO -> PPi_d0+ H_d0+ L_Glutamate_d0 + 5_Phosphoribosylamine_d0
ATP_d0+ Glycine_d0 + 5_Phosphoribosylamine_d0 -> Phosphate_d0+ H_d0+ ADP_d0+ GAR_d0
10_Formyltetrahydrofolate_d0 + GAR_d0 -> H_d0+ Tetrahydrofolate_d0+ N_Formyl GAR_dO0
H20_d0+ L_Glutamine_d0+ ATP_d0+ N_Formyl_GAR_d0 ->

Phosphate_d0+ H_dO+ L_Glutamate_d0 + ADP_d0+ 5_Phosphoribosylformylglycinamidine_d0
ATP_d0+ 5_Phosphoribosylformylglycinamidine_d0 -> Phosphate_d0+ H_d0+ ADP_d0+ AIR_dO0
H_d0+ 5_Phosphoribosyl_4_carboxy_5_aminoimidazole_d0 <=> CO2_d0+ AIR_dO

ATP_d0+ L_Aspartate_d0 + 5_Phosphoribosyl_4_carboxy_5_aminoimidazole_d0 ->
Phosphate_d0+ H_d0+ ADP_d0+ SAICAR_d0

SAICAR_dO <=> H_d0+ Fumarate_d0+ AICAR_dO

10_Formyltetrahydrofolate_d0 + AICAR_d0 -> Tetrahydrofolate_d0+ FAICAR_dO

H20_d0+ IMP_dO0 <=> FAICAR_dO

ATP_cO+ APS_c0 -> H_c0+ ADP_c0+ 3_phosphoadenylylsulfate_c0

GTP_d0+ L_Aspartate_d0 + IMP_dO -> Phosphate_d0+ 2 H_d0+ GDP_dO0+ Adenylosuccinate_d0
Adenylosuccinate_d0 <=> AMP_d0+ Fumarate_d0

Pyruvate_d0 + ATP_d0 <=> H_d0+ ADP_dO+ Phosphoenolpyruvate_d0

H_d0+ AMP_d0+ ATP_d0 <=> 2 ADP_d0

H20_c0+ NAD_c0+ IMP_c0 <=> H_c0+ NADH_c0+ XMP_c0

ATP_c0+ dADP_c0 <=> ADP_c0+ dATP_c0

PRPP_c0+ Adenine_c0 -> PPi_c0+ H_c0+ AMP_c0
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rxn00134_c0 ATP_cO0+ Adenosine_c0 -> H_c0+ AMP_c0+ ADP_c0

rxn00101_c0 H20_c0+ 2 H_c0+ Urea_c0 -> CO2_c0+ 2 NH3_c0

rxn00239_c0 H_c0+ ATP_c0+ GMP_c0 <=> ADP_c0+ GDP_c0

rxn00237_d0 ATP_d0+ GDP_dO0 <=> ADP_d0+ GTP_dO

rxn01353_c0 ATP_c0+ dGDP_c0 <=> ADP_c0+ dGTP_c0

rxn00915_c0 PRPP_c0+ Guanine_c0 -> PPi_c0+ H_c0+ GMP_c0

Metabolismo de Pirimidinas

rxn01465_d0 H20_d0+ S_Dihydroorotate_d0 <=> H_d0+ N_Carbamoyl_L_aspartate_d0
rxn01362_c0 PRPP_c0+ Orotate_c0 -> PPi_c0+ H_c0+ Orotidylic_acid_c0
rxn00710_c0 H_cO0+ Orotidylic_acid_c0 -> CO2_c0+ UMP_c0
rxn00654_c0 H20_c0+ 2 H_c0+ 3_Ureidopropanoate_c0 -> CO2_c0+ NH3_c0+ beta_Alanine_c0
rxn01626_c0 H20O_c0+ Hydrouracil_c0 -> H_c0+ 3_Ureidopropanoate_c0
rxn00720_dO NADP_d0+ Hydrouracil_d0 <=> H_d0+ NADPH_d0+ Uracil_d0
rxn00708_c0 H20_c0+ UMP_c0 <=> Phosphate_c0+ Uridine_c0
rxn00116_c0 H20_c0+ UDP_c0 -> Phosphate_c0+ 2 H_c0+ UMP_c0
rxn00119_c0 H_c0+ ATP_c0+ UMP_c0 <=> ADP_c0+ UDP_c0
rxn00117_dO ATP_d0+ UDP_d0 <=> ADP_d0+ UTP_d0
rxn00120_c0 H20_c0+ UTP_c0 -> Phosphate_c0+ H_cO+ UDP_c0
rxn01018_d0 L_Aspartate_d0 + Carbamoylphosphate_d0 <=> Phosphate_d0+ H_d0+ N_Carbamoyl_L_aspartate_d0
H20_d0+ L_Glutamine_d0+ 2 ATP_d0+ H2CO3_d0 ->
rxn00414_d0
Phosphate_d0+ 2 H_dO+ L_Glutamate_d0 + 2 ADP_d0+ Carbamoylphosphate_d0
rxn00408_c0 H20_c0+ CTP_c0 -> Phosphate_c0+ H_c0+ CDP_c0
rxn00364_c0 H_c0+ ATP_c0+ CMP_c0 <=> ADP_c0+ CDP_c0
rxn00363_c0 H20_c0+ CMP_c0 <=> Phosphate_c0+ Cytidine_c0
rxn00366_c0 H20_c0+ CDP_c0 -> Phosphate_c0+ 2 H_c0+ CMP_c0
rxn00409_c0 ATP_c0+ CDP_c0 <=> ADP_c0+ CTP_c0
rxn01673_c0 ATP_c0+ dCDP_c0 <=> ADP_c0+ dCTP_c0
rxn01217_c0 H20 c0+ H_c0+ dCMP_c0 -> NH3_c0+ dUMP_c0
rxn01519_c0 H20 c0+ dUTP_cO0 -> PPi_c0+2H_c0+ dUMP_c0
rxn01678_c0 ATP_c0+ dUDP_c0 <=> ADP_c0+ dUTP_c0
rxn01520_c0 5_10_Methylenetetrahydrofolate_c0+ dUMP_c0O -> Dihydrofolate_c0 + dTMP_c0
rxn01512_c0 ATP_c0+ dTDP_c0 <=> ADP_c0+ TTP_c0
rxn01513_c0 H_c0+ ATP_c0+ dTMP_c0 <=> ADP_c0+ dTDP_c0
rxn01511_c0 H20_c0+ dTDP_c0 -> Phosphate_c0+ 2 H_c0+ dTMP_c0

rxn01514_c0 H20_c0+ TTP_cO0 -> Phosphate_c0+ H_c0+ dTDP_c0




Metabolismo Frutose, Manose, Galactose e Ascorbato

rxn00747_c0 Glyceraldehyde3_phosphate_c0 <=> Glycerone_phosphate_c0

rxn00213_c0 UTP_c0+ Glucose_1_phosphate_c0 <=> PPi_c0+ UDP_glucose_c0

rxn00211_c0 H20_c0+ 2 NAD_c0+ UDP_glucose_c0 <=> 3 H_c0+ 2 NADH_c0+ UDPglucuronate_c0

Metabolismo Alanina, Aspartato e Glutamato

rxn01018_d0 L_Aspartate_d0 + Carbamoylphosphate_d0 <=> Phosphate_d0+ H_d0+ N_Carbamoyl_L_aspartate_d0
rxn00416_c0 H20_c0+ ATP_c0+ L_Glutamine_c0+ L_Aspartate_cO -> PPi_c0+ 2 H_c0+ AMP_c0+ L_Glutamate_c0 + L_Asparagine_c0
rxn01434_d0 ATP_d0+ L_Aspartate_d0 + Citrulline_d0 -> PPi_d0+ 2 H_d0+ AMP_dO0+ L_Argininosuccinate_d0
rxn00838_d0 GTP_d0+ L_Aspartate_d0 + IMP_d0 -> Phosphate_d0+ 2 H_d0+ GDP_d0+ Adenylosuccinate_d0
rxn00800_d0 Adenylosuccinate_d0 <=> AMP_d0+ Fumarate_d0
rxn00802_d0 L_Argininosuccinate_d0 <=> L_Arginine_d0+ Fumarate_d0
rxn00260_c0 2_Oxoglutarate_c0 + L_Aspartate_c0 <=>L_Glutamate_c0 + Oxaloacetate_c0
rxn00272_d0 L_Alanine_d0+ Glyoxalate_d0 <=> Pyruvate_d0 + Glycine_d0
rxn00191_c0 2_Oxoglutarate_c0 + L_Alanine_c0 <=> Pyruvate_c0 + L_Glutamate_c0
rxn00184_c0 H20_c0+ NADP_c0+ L_Glutamate_c0 <=> H_c0+ NADPH_c0+ NH3_c0+ 2_Oxoglutarate_c0
rxn00069_d0 NAD_d0+ 2 L_Glutamate_d0 <=> H_d0+ NADH_d0+ 2_Oxoglutarate_d0 + L_Glutamine_d0
rxn00187_d0 L_Glutamate_dO + ATP_dO0+ NH3_d0 -> Phosphate_d0+ H_d0+ L_Glutamine_d0+ ADP_d0
rxn00189_c0 H20_c0+ L_Glutamine_c0 -> NH3_c0+ L_Glutamate_c0

H20_d0+ L_Glutamine_d0+ 2 ATP_d0+ H2CO3_d0 ->

rxn00414_d0
Phosphate_d0+ 2 H_d0+ L_Glutamate_d0 + 2 ADP_d0+ Carbamoylphosphate_d0

Metabolismo Glicina, Serina e Treonina

rxn01106_c0 2_Phospho_D_glycerate_c0 <=> 3_Phosphoglycerate_c0

rxn01106_d0 2_Phospho_D_glycerate_d0 <=> 3_Phosphoglycerate_d0

rxn01011_d0 NAD_dO0+ Glycerate_d0 <=> H_d0+ NADH_d0+ Hydroxypyruvate_d0

rxn01102_d0 ATP_d0+ Glycerate_d0 -> H_d0+ 3_Phosphoglycerate_d0 + ADP_d0

rxn01101_dO 3_Phosphoglycerate_d0 + NAD_d0 <=> H_d0+ NADH_dO+ 3_Phosphonooxypyruvate_d0
rxn02914_d0 2_Oxoglutarate_d0 + phosphoserine_d0 <=> L_Glutamate_d0 + 3_Phosphonooxypyruvate_d0
rxn00420_d0 H20_d0+ phosphoserine_d0 <=> Phosphate_d0+ L_Serine_d0

rxn00425_c0 L_Serine_c0 <=> D_Serine_c0

rxn00166_c0 D_Serine_c0 -> Pyruvate_c0 + NH3_c0

rxn00424_x0 Glyoxalate x0 + L_Serine_x0 <=> Glycine_x0 + Hydroxypyruvate_x0

rxn00692_c0 H20_c0+ Glycine_c0 + 5_10_Methylenetetrahydrofolate_c0 <=> L_Serine_c0+ Tetrahydrofolate_c0
rxn00275_d0 2_Oxoglutarate_d0 + Glycine_d0 <=> L_Glutamate_d0 + Glyoxalate_dO

rxn00541_c0 L_Threonine_c0 <=> Acetaldehyde_c0+ Glycine_c0

rxn00737_d0 L_Threonine_d0 -> NH3_d0+ 2_Oxobutyrate_d0
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rxn01069_d0

rxn01301_d0

rxn01643_d0

rxn00337_d0

H20_d0+ O_Phospho_L_homoserine_d0 <=> Phosphate_d0+ L_Threonine_d0

NAD_dO+ L_Homoserine_d0 <=> H_d0+ NADH_dO+ L_Aspartate4_semialdehyde_d0

Phosphate_d0+ NADP_dO+ L_Aspartate4_semialdehyde_d0 <=> H_d0+ NADPH_dO0+ 4_Phospho_L_aspartate_d0

ATP_dO+ L_Aspartate_d0 <=> ADP_d0O+ 4_Phospho_L_aspartate_d0

Metabolismo de Cisteina e Metionina

rxn00423_d0

rxn00649_d0

rxn00337_d0

rxn01643_d0

rxn01301_d0

rxn02302_c0

rxn00141_c0

rxn00452_c0

rxn00693_c0

rxn00126_c0

rxn00128_c0

rxn01021_c0

rxn02894_c0

rxn03057_c0

rxn05104_c0

rxn05105_d0

rxn05106_d0

rxn05092_c0

rxn00456_c0

Acetyl_CoA_dO+ L_Serine_d0 -> CoA_d0 + O_Acetyl_L_serine_d0

O_Acetyl_L_serine_d0+ H2S_d0 <=> Acetate d0 + L_Cysteine_d0

ATP_dO+ L_Aspartate_d0 <=> ADP_d0+ 4_Phospho_L_aspartate_d0

Phosphate_d0+ NADP_dO+ L_Aspartate4_semialdehyde_d0 <=> H_d0+ NADPH_dO0+ 4_Phospho_L_aspartate_d0

NAD_dO+ L_Homoserine_d0 <=> H_d0+ NADH_dO+ L_Aspartate4_semialdehyde_d0

L_Cysteine_c0+ O_Acetyl_L_homoserine_c0 <=> H_c0+ Acetate_c0 + Cystathionine_c0

H20_c0+ S_Adenosyl_homocysteine_c0 <=> Adenosine_c0+ Homocysteine_c0

S_Adenosyl_L_methionine_c0+ Homocysteine_c0 -> H_c0+ L_Methionine_c0+ S_Adenosyl_homocysteine_c0

Homocysteine_c0+ 5_Methyltetrahydrofolate_cO <=> L_Methionine_c0+ Tetrahydrofolate_c0

H20_c0+ ATP_c0+ L_Methionine_c0 -> Phosphate_c0+ PPi_c0+ H_c0+ S_Adenosyl_L_methionine_c0

S_Adenosyl_L_methionine_c0 <=> H_c0+ 5_Methylthioadenosine_c0 + 1_Aminocyclopropane_1_carboxylate_c0

H20_c0+ 5_Methylthioadenosine_c0 <=> Adenine_c0+ 5_Methylthio_D_ribose_c0

ATP_cO0+ 5_Methylthio_D_ribose_c0 ->H_c0+ ADP_c0+ methylthioribose_1_phosphate_c0

methylthioribose_1_phosphate_c0 <=> methylthioribulose_1_phosphate_c0

methylthioribulose_1_phosphate_c0 -> H20_c0+ 2_3_diketo5_methylthio_1_phosphopentane_c0

2_Hydroxy_3_keto_5_methylthiopentenyl_1_phosphate_d0 -> 2_3_diketo5_methylthio_1_phosphopentane_d0

H20_d0+ 2_Hydroxy_ 3 keto_5_methylthiopentenyl_1_phosphate_d0 <=>

Phosphate_d0+ 1_2_dihydroxy_3_keto_5_methylthiopentene_d0

02_c0 + 1_2_dihydroxy_3_keto_5_methylthiopentene_c0 -> 2 H_c0+ Formate_c0+ 4_methylthio_2_oxobutyrate_c0

H20_c0+ L_Methionine_c0 -> NH3_c0+ 2_Oxobutyrate_cO+ MTTL_c0

Degradacéo Valina, Leucina e Isoleucina

rxn01454_c0

rxn00178_c0

rxn00737_d0

rxn08043_d0

rxn02789_d0

rxn02811_d0

rxn03062_d0

H20_c0+ Acetyl_CoA_cO+ Acetoacetyl CoA_cO0 ->H_c0+ CoA_c0 + HMG_CoA_c0

2 Acetyl_CoA_c0 <=> CoA_c0 + Acetoacetyl CoA_c0

L_Threonine_d0 -> NH3_d0+ 2_Oxobutyrate_d0

Pyruvate[d0] + H+[d0] + 2-Oxobutyrate[d0] => CO2[d0] + 2-Aceto-2-hydroxybutanoate[d0]

2_lsopropylmalate_d0 <=> H20_d0+ 2_lsopropylmaleate_d0

3_lsopropylmalate_d0 <=> H20O_d0+ 2_Isopropylmaleate_d0

NAD_dO0+ 3_Isopropylmalate_d0 <=> H_d0+ NADH_dO+ 2_isopropyl_3_oxosuccinate_d0

Metabolismo de Lisina

rxn00337_d0

ATP_dO0+ L_Aspartate_d0 <=> ADP_d0+ 4_Phospho_L_aspartate_d0
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rxn01643_d0 Phosphate_d0+ NADP_dO+ L_Aspartate4_semialdehyde_d0 <=> H_d0+ NADPH_dO+ 4_Phospho_L_aspartate_d0

rxn01301_d0 NAD_dO0+ L_Homoserine_d0 <=> H_d0+ NADH_dO+ L_Aspartate4_semialdehyde_d0

rxn02928_d0 NAD_dO0+ tetrahydrodipicolinate_d0 <=> H_d0+ NADH_d0+ Dihydrodipicolinate_d0

rxn07441_d0 2_Oxoglutarate_d0 + LL_2_6_Diaminopimelate_d0 <=> H20_d0+ H_d0+ L_Glutamate_d0 + tetrahydrodipicolinate_d0

rxn01974_d0 LL 2 6_Diaminopimelate_dO <=> meso_2_6_Diaminopimelate_d0

rxn00313_d0 H_d0+ meso_2_6_Diaminopimelate_d0 -> CO2_d0+ L_Lysine_d0

rxn00178_c0 2 Acetyl_CoA_c0 <=> CoA_c0 + Acetoacetyl CoA_c0

Metabolismo de Arginina e Prolina

rxn00189_c0 H20_c0+ L_Glutamine_c0 -> NH3_c0+ L_Glutamate_c0

rxn00187_d0 L_Glutamate_dO + ATP_d0+ NH3_d0 -> Phosphate_d0+ H_d0+ L_Glutamine_d0+ ADP_d0

rxn01019_d0 Ornithine_d0+ Carbamoylphosphate_d0 <=> Phosphate_d0+ H_d0+ Citrulline_d0

rxn01434_d0 ATP_d0+ L_Aspartate_d0 + Citrulline_d0 -> PPi_d0+ 2 H_d0+ AMP_dO0+ L_Argininosuccinate_d0

rxn14058_d0 H_d0+ 3 NADPH_d0+ 4 O2_d0 + 2 L_Arginine_d0 -> 4 H20_d0+ 3 NADP_d0+ 2 Citrulline_d0+ 2 NO_d0

rxn00469_c0 H20_c0+ N_Acetylornithine_c0 <=> Acetate_c0 + Ornithine_c0

rxn01636_d0 L_Glutamate_d0 + N_Acetylornithine_d0 <=> N_Acetyl_L_glutamate_d0+ Ornithine_d0

rxn01637_d0 2_Oxoglutarate_d0 + N_Acetylornithine_d0 <=> L_Glutamate_d0 + 2_Acetamido_5_oxopentanoate_d0

rxn02465_d0 Phosphate_d0+ NADP_d0+ 2_Acetamido_5_oxopentanoate_d0 <=> H_d0+ NADPH_dO+ n_acetylglutamyl_phosphate_d0

rxn01917_d0 ATP_d0+ N_Acetyl_L_glutamate_dO <=> ADP_d0+ n_acetylglutamyl_phosphate_d0

rxn00192_d0 L_Glutamate_dO + Acetyl_CoA_d0 -> H_d0+ CoA_d0 + N_Acetyl_L_glutamate_d0

rxn00184_c0 H20_c0+ NADP_c0+ L_Glutamate_c0 <=> H_c0+ NADPH_c0+ NH3_c0+ 2_Oxoglutarate_c0

rxn00802_d0 L_Argininosuccinate_d0 <=> L_Arginine_d0+ Fumarate_d0

rxn00394_d0 H20_d0+ L_Arginine_d0 -> Ornithine_d0+ Urea_d0

rxn00101_c0 H20O c0+ 2 H_c0+ Urea_c0 -> CO2_c0+ 2 NH3_c0

rxn00929_d0 NAD_dO0+ L_Proline_d0 <=> 2 H_d0+ NADH_dO+ 1_Pyrroline_5_carboxylate_d0

rxn00931_d0 NADP_dO+ L_Proline_d0 <=> 2 H_d0+ NADPH_dO+ 1_Pyrroline_5_carboxylate_d0

rxn00179_d0 L_Glutamate_d0 + ATP_d0 <=> ADP_dO0+ L_Glutamyl_5_phosphate_d0

rxn02373_d0 Phosphate_d0+ NADP_dO+ L_Glutamate5_semialdehyde_d0 <=> H_d0+ NADPH_dO+ L_Glutamyl_5_phosphate_d0

Metabolismo de Histidina

rxn00789_d0 ATP_d0+ PRPP_d0 -> PPi_d0+ H_d0+ Phosphoribosyl_ATP_d0

rxn02834_d0 H20O_d0+ Phosphoribosyl_ATP_d0 -> PPi_d0+ 2 H_d0+ Phosphoribosyl_ AMP_d0

rxn02835_d0 H20_d0+ Phosphoribosyl_AMP_d0 <=> phosphoribosylformiminoaicar_phosphate_d0

rxn03175_d0 H_d0+ phosphoribosylformiminoaicar_phosphate_d0 <=> phosphoribulosylformimino_AICAR_phosphate_d0
rxn02473_d0 D_erythro_imidazol_glycerol_phosphate_d0 -> H20_d0+ imidazole_acetol_phosphate_d0

rxn02320_d0 2_Oxoglutarate_d0 + L_histidinol_phosphate_d0 <=> L_Glutamate_d0 + imidazole_acetol_phosphate_d0

rxn02159_d0 NAD_dO0+ L_Histidinol_dO <=> H_d0+ NADH_dO+ L_Histidinal_d0
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rxn00863_d0 H20_d0+ NAD_d0+ L_Histidinal_d0 <=>2 H_d0+ NADH_d0+ L_Histidine_d0

Metabolismo de Tirosina, Fenilalanina e Triptofano

rxn00527_d0 2_Oxoglutarate_d0 + L_Tyrosine_d0 <=> L_Glutamate_d0 + p_hydroxyphenylpyruvate_d0

rxn01494_c0 02_c0+ L_Dopa_cO ->H_cO+4_L Alanin_3_yl_2_hydroxy_cis_cis_muconate_6_semialdehyde_c0

rxn01827_d0 02_d0 + p_hydroxyphenylpyruvate_d0 -> CO2_d0+ Homogentisate_d0

rxn00493_d0 2-Oxoglutarate[d0] + L-Phenylalanine[d0] <=> L-Glutamate[d0] + Phenylpyruvate[d0]

rxn00495_c0 L_Phenylalanine_c0 -> NH3_c0+ E_Cinnamate_c0

rxn01611_c0 H_c0+ 02_c0 + NADPH_cO0+ E_Cinnamate_c0 -> H20_c0+ NADP_c0+ 4_Coumarate_c0

rxn01182_c0 ATP_cO+ CoA_c0 + 4_Coumarate_c0 -> PPi_c0+ H_c0+ AMP_c0+ 4_Coumaroyl_CoA_c0

rxn01426_c0 S_Adenosyl_L_methionine_c0+ Caffeoyl CoA_c0 <=> H_c0+ S_Adenosyl_homocysteine_c0+ Feruloyl CoA_c0
rxn00178_c0 2 Acetyl_CoA_c0 <=> CoA_c0 + Acetoacetyl_CoA_c0

rxn01332_d0 H20_d0+ Phosphoenolpyruvate_d0+ D_Erythrose4_phosphate_d0 -> Phosphate_d0+ DAHP_dO0

rxn02212_d0 DAHP_dO -> Phosphate_d0+ 5_Dehydroquinate_d0

rxn02213_d0 5_Dehydroquinate_d0 -> H20O_d0+ 3_Dehydroshikimate_d0

rxn01740_d0 NADP_d0+ Shikimate_dO <=> H_d0+ NADPH_d0+ 3_Dehydroshikimate_d0

rxn01739_d0 ATP_dO0+ Shikimate_d0 -> H_d0+ ADP_d0+ 3_phosphoshikimate_d0

rxn02507_d0 H_d0+ 1_2_carboxyphenylamino_1_deoxyribulose_5_phosphate_d0 -> H20_d0+ CO2_d0+ Indoleglycerol_phosphate_d0
rxn02476_d0 Phosphoenolpyruvate_d0+ 3_phosphoshikimate_d0 <=> Phosphate_d0+ 5_O__1_Carboxyvinyl_3_phosphoshikimate_d0
rxn01255_d0 5_0__1_Carboxyvinyl_3_phosphoshikimate_d0 -> Phosphate_d0+ Chorismate_d0

rxn00791_d0 PRPP_d0+ Anthranilate_d0 -> PPi_d0+ H_dO0+ N_5_phosphoribosyl_anthranilate_d0

rxn01256_d0 Chorismate_d0 -> Prephenate_d0

rxn00493_d0 2-Oxoglutarate[d0] + L-Phenylalanine[d0] <=> L-Glutamate[d0] + Phenylpyruvate[d0]

rxn00527_d0 2_Oxoglutarate_d0 + L_Tyrosine_d0 <=> L_Glutamate_d0 + p_hydroxyphenylpyruvate_d0

Metabolismo de B-alanina

rxn00720_d0 NADP_dO+ Hydrouracil_d0 <=> H_d0+ NADPH_dO0+ Uracil_d0
rxn01626_c0 H20_c0+ Hydrouracil_c0 -> H_c0+ 3_Ureidopropanoate_c0
rxn00654_c0 H20_c0+ 2 H_c0+ 3_Ureidopropanoate_c0 -> CO2_c0+ NH3_c0+ beta_Alanine_c0

rxn01791_c0 ATP_cO+ beta_Alanine_c0+ Pantoate_c0 -> PPi_c0+ 2 H_c0+ AMP_c0+ PAN_c0
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ANEXO 2. Genes unicamente expressos em cafeeiros (susceptivel e resistente) apds infeccao
por Hemileia vastatrix, agrupados por vias do metabolismo primario. Os niumeros em cada
circulo indicam a quantidade de genes Unicos no cultivar correspondente; os numeros na
intersecao representam a quantidade de genes expressos em ambos os cultivares.
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