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Resumo — O objetivo deste trabalho foi identificar marcadores moleculares relacionados a resisténcia do cafeeiro
(Coffea arabica) a ferrugem (Hemileia vastatrix). Foram identificadas sequéncias de DNA potencialmente
envolvidas na resisténcia do cafeeiro a doengas, por meio de andlise “in silico”, a partir das informagdes geradas
pelo Projeto Brasileiro do Genoma Café. A partir das sequéncias mineradas, foram desenhados 59 pares de
iniciadores para amplifica-las. Os 59 iniciadores foram testados em 12 cafeeiros resistentes e 12 susceptiveis
a H. vastatrix. Vinte e sete iniciadores resultaram em bandas unicas e bem definidas, enquanto um deles
amplificou fragmento de DNA em todos os cafeeiros resistentes, mas nao nos suscetiveis. Esse marcador
molecular polimorfico amplificou uma regido do DNA que corresponde a uma janela aberta de leitura parcial
do genoma de C. arabica que codifica uma proteina de resisténcia a doengas. O marcador CARF 005 ¢ capaz
de diferenciar os cafeeiros analisados em resistentes e susceptiveis a H. vastatrix.

Termos para indexagdo: Coffea arabica, Hemileia vastatrix, bioinformatica, EST-PCR, genes de resisténcia,
mineragdo de dados.

Molecular markers from coffee genome expressed sequences potentially

involved in resistance to rust

Abstract — The objective of this work was to identify molecular markers related to the resistance of coffee
(Coffea arabica) to rust (Hemileia vastatrix). DNA sequences potentially involved in coffee disease resistance
were identified, using “in silico” analysis, from data obtained by the Brazilian coffee genome project. After
data mining, 59 primer pairs were designed to amplify the sequences identified. The 59 primers were tested
on 12 resistant and 12 susceptible coffee plants to H. vastatrix. Twenty-seven primers resulted in unique
and well-defined bands, while one of these amplified a DNA fragment in all resistant plants, but not in the
susceptible ones. This polymorphic molecular marker amplified a region of DNA that corresponds to a partial
open reading frame of C. arabica genome that encodes a disease resistance protein. The marker CARF 005 can
be used to differentiate between resistant and susceptible coffee plants to H. vastatrix.

Index terms: Coffea arabica, Hemileia vastatrix, bioinformatics, EST-PCR, resistance genes, data mining.

Introducio

A principal doenca do cafeeiro, a ferrugem
alaranjada, ¢ causada pelo fungo Hemileia vastatrix
Berk & Br e ocorre em todas as regides produtoras de
café do mundo (Van der Vossen, 2005). Para minimizar
os prejuizos causados, ¢ necessario desenvolver
estratégias de controle da ferrugem, o que inclui o
melhoramento genético para obtencdo de variedades
resistentes. Neste contexto, o estudo e a caracterizagao
de fatores genéticos de resisténcia ao fungo sdo
importantes para ampliar os conhecimentos da interagcdo
planta-patdégeno. Quanto maior o conhecimento dos
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fatores que determinam a resisténcia, mais eficaz sera
o controle da doenga (Silva et al., 2000).

O sequenciamento do genoma de plantas tem
facilitado e acelerado a identificacdo de genes
de interesse agrondmico, o que possibilita sua
manipulagdo subsequente por meio de técnicas de
genética molecular. O grande volume de informacdes
de sequéncias de DNA disponibilizado tem permitido,
também, o desenvolvimento de novos e eficientes
marcadores moleculares. Entre eles, estdo os
marcadores funcionais EST-PCR (“expressed sequence
tag-polymerase chain reaction”), gerados por meio
de desenhos de iniciadores baseados em sequéncias
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de ESTs. Esses marcadores sdo convenientes para a
triagem de materiais vegetais desejaveis em programas
de melhoramento e particularmente uteis para o
mapeamento de QTLs (“quantitative traitloci”) (Hagras
et al., 2005; Ayala-Navarrete et al., 2007, 2009; Shen
Ohm, 2007; Lu et al., 2006). Por serem originados de
regides codificadoras, que sdo mais conservadas entre
populagdes e espécies do que as ndo codificadoras,
os marcadores EST-PCR podem ser utilizados entre
espécies relacionadas e para o estudo de mapeamento
comparativo (Rowland et al., 2003b; Sargent et al.,
2007). Essa transportabilidade € especialmente util
para espécies que ainda ndo apresentam sequéncias de
DNA disponiveis para analise. Além disso, os EST-PCR
podem ser herdados codominantemente, o que permite
a identificacdo dos dois alelos em locos heterozigotos
de organismos diploides (Rowland et al., 2003a).

O sequenciamento do genoma funcional de Coffea
arabica L., C. canephora Pierre ex A. Froehner e
C. racemosa Lour. foi realizado por meio do Projeto
Brasileiro do Genoma Café (Vieira et al., 20006).
As 214964 ESTs resultantes do sequenciamento
foram armazenadas na base de dados de ESTs do
Projeto (CafEST), e os clones sequenciados foram
provenientes de 37 bibliotecas de cDNA. Assim,
essas ESTs representam milhares de genes expressos
em diferentes orgdos do cafeeiro, obtidos em varios
estagios de desenvolvimento da planta e submetidos a
condigdes de estresse bidtico e abidtico.

Para identificar genes relacionados ao mecanismo de
defesa do cafeeiro a doengas, Alvarenga et al. (2010)
realizaram mineragdo de dados no CafEST. Analises
“in silico” revelaram que os produtos de 11.300 ESTs
identificadas apresentaram alto nivel de similaridade
com as proteinas envolvidas no processo de defesa de
plantas a doengas.

O objetivo deste trabalho foi identificar, entre
sequéncias previamente identificadas por Alvarenga et
al. (2010), as envolvidas na resisténcia do cafeeiro a
ferrugem, bem como, a partir delas, obter marcadores
EST-PCR.

Material e Métodos

O conjunto de sequéncias utilizadas para o
desenvolvimento de marcadores foi constituido pelas
sequéncias previamente obtidas por Alvarenga et al.
(2010) e por nova mineragdo de dados, realizada no
presente trabalho.

A mineracao das sequéncias foi realizada pela analise
das ESTs do CafEST, por meio de ferramentas de
bioinformaticadisponiveisnaplataformadebioinformatica
do CafEST (Laboratorio de Genomica e Expressdo,
2011). Foram utilizadas duas estratégias de mineracao:
“electronic northern” e sequéncias publicadas.

Com a ferramenta “electronic northern” (Carazzolle
et al.,, 2007), foram agrupadas as 214.964 ESTs
provenientes das 37 bibliotecas de cDNA do CafEST
(Vieira et al., 2006). A percentagem normalizada de
ESTs das bibliotecas que constituem cada um dos
“contigs” foi descrita. Em seguida, foram minerados
os agrupamentos constituidos por pelo menos
uma EST da biblioteca RM1. Esta biblioteca foi
construida a partir de folhas de C. arabica S288/23
(CIFC 33/1) inoculadas com H. vastatrix raga Il e
infectadas com bicho-mineiro (Leucoptera coffeella).
O sequenciamento da biblioteca foi realizado com o
pool de material genético extraido a um, dois e quatro
dias apoés a inoculagdo. Portanto, essa biblioteca ¢ uma
fonte potencial de sequéncias envolvidas no processo
de resisténcia da planta contra doengas.

Sequéncias publicadas, ja disponiveis em bancos
de dados publicos, que codificam genes de cafeeiros
relacionados a resisténcia a patdgenos (Chen et al.,
2003; Fernandez et al., 2004; Lin et al., 2005; Ganesh
et al., 2006), também foram usadas na mineragdo. Foi
utilizada a ferramenta “search Blast local” do CafEST,
para realizar uma busca por similaridade entre as
sequéncias publicadas e as do CafEST.

Para verificar a sua anotagdo, as ESTs mineradas
foram, posteriormente, comparadas ao banco de dados
NR (“non-redundant protein sequences”) do National
Center for Biotechnology Information (NCBI), por
meio do programa BlastX (Altschul et al., 1990).

As sequéncias mineradas no presente trabalho, bem
como as obtidas por Alvarenga et al. (2010), foram
submetidas a analise para identificar aquelas que
apresentam maior possibilidade de estarem envolvidas
no processo de resisténcia do cafeeiro a patdgenos.
A andlise foi baseada na anotagdo de cada sequéncia,
tendo-se observado o organismo homologo, a fungdo
potencial da sequéncia, o “e-value” menor ou igual a
102°, o score igual ou maior que 100 e, para os “contigs”,
a presenca de ESTs provenientes da biblioteca RM1.

A partir das sequéncias selecionadas, foram
desenhados pares de iniciadores com o programa
Primer3 (Rozen & Skaletsky, 2000). As condigdes
utilizadas foram: produto de PCR com tamanho
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de 200 a 600 pb; tamanho do iniciador de 18 a
24 pb; “melting temperature” (TM) de 55 a 60°C;
e percentagem de CG de 45 a 55. Para os demais
parametros, foram utilizados os valores pré-definidos
pelo programa. A estabilidade dos iniciadores foi
verificada com uso do programa PrimerSelect 6.1
(DNAStar, Madison, WI, EUA). A especificidade
dos iniciadores foi determinada pela comparagdo da
sequéncia de cada iniciador com o banco de dados NR/
NT de nucleotideos do NCBI, por meio do programa
Blastn (Altschul et al., 1990).

Para a avaliagdo dos marcadores moleculares,
foram utilizados 24 genotipos de cafeeiro do Banco de
Germoplasma da Universidade Federal de Vigosa e da
Empresa de Pesquisa Agropecudria de Minas Gerais.
Desses, foram selecionados 12 gendtipos utilizados
como fontes de resisténcia a . vastatrix, nos programas
de melhoramento, e 12 genodtipos suscetiveis a esse
fungo (Tabela 1).

Tabela 1. Genétipos utilizados para o teste dos iniciadores
obtidos a partir das ESTs potencialmente envolvidas com a
resisténcia do cafeeiro a ferrugem.

Codigo Genotipo Descri¢ao
Individuos susceptiveis a ferrugem
1 UFV 570 Bourbon Amarelo da China
2 UFV 2945 Tipica da China
3 UFV 557-06 Triploide (C. arabica x C. racemosa)
4 UFV 2145-79 Catuai Vermelho IAC 81
5 UFV 2154-345 Catuai Amarelo IAC 86
6 UFV 2143-193 Catuai Amarelo IAC 30
7 UFV 2143-235 Catuai Amarelo IAC 30
8 UFV 2148-57 Catuai Amarelo IAC 64
9 UFV 2164-193 Mundo Novo TAC 515-3
10 UFV 2190-100 Mundo Novo IAC 464-18
11 Caturra 812 Caturra Amarelo
. . Coffea dewevrei excelsa CIFC 168/12
12 Colffea dewevrei excelsa 1 ou UFV 595
Individuos resistentes a ferrugem
13 UFV 440-22 Hibrido de Timor
14 UFV 443-3 Hibrido de Timor
15 UFV 445-46 Hibrido de Timor
16 CIFC 832/1 Hibrido de Timor
17 CIFC 832/2 Hibrido de Timor
18 HT 438-52 Hibrido de Timor
19 HT 446-08 Hibrido de Timor
20 CIFC 33-1 S288-23
21 CIFC 1343/269 CIFC 1343-269
22 CIFC 4106 Hibrido de Timor
23 CIFC H 420-10 Mundo Novo x HW 26/14®
24 CIFC H 147-1 S 353 4/5 x S 4 Agaro®

(OMundo Novo (CIFC 1535/33) x HW 26/14 (Caturra Vermelho CIFC 19/1
x HT CIFC 832/1). @S 353 4/5 (CIFC 34/13) x S 4 Agaro (CIFC 110/5)
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Folhas jovens de cada um desses cafeeiros foram
coletadas, armazenadas em ultrafreezer a -80°C e
liofilizadas. O DNA foi extraido conforme Diniz et al.
(2005). Apos a extracao, o DNA foi quantificado
em espectrofotometro e armazenado a 4°C. Para a
amplificacdo, o DNA foi diluido em TE (Tris HCI
10 mmol L', EDTA 1 mmol L, pH 8,0) para atingir
a concentracdo final de 10 ng uL".

A reagdo de PCR foi realizada em 20 pL de
solucao contendo 30 ng de DNA, 0,8 unidade de
Tag DNA polimerase, tampao 1x, 1 mmol L' de
MgCl,, 60 pmol L' de cada ANTP e 0,7 pmol L
de cada iniciador. Para a amplificac¢do, utilizou-se
o procedimento “touchdown PCR”, que consistiu
em: etapa de desnaturacdo inicial de 94°C por 3 min,
seguida de cinco ciclos com etapa de desnaturacdo a
94°C por 30 s, etapa de anelamento por 20 s e extensao
a 72°C por 40 s. A temperatura de anelamento foi de
65 a 60°C, tendo-se reduzido 1°C a cada ciclo. Apos
os cinco ciclos, procederam-se mais 30 ciclos com
desnaturacdo a 94°C por 60 s, anelamento de 60°C por
20 s e extensao de 72°C por 40 s. Ap6s os ciclos, foi
realizada extensao final de 72°C por 7 min.

Os produtos das reagdes de amplificagdo foram
submetidos a eletroforese em géis de agarose a
1,2%, os quais foram corados com brometo de
etidio, visualizados em transiluminador sob luz UV e
fotodocumentados. Os iniciadores que apresentaram
perfil de bandas monomorficas em agarose foram
posteriormente submetidos a eletroforese em géis
desnaturantes de poliacrilamida a 6%, os quais foram
corados com nitrato de prata a 4% e visualizados
em transiluminador sob luz branca. As imagens
obtidas foram digitalizadas de acordo com Brito et al.
(2010).

Resultados e Discussao

Foram obtidos 2.206 grupamentos que continham
pelo menos uma EST da biblioteca RM1, por meio
da ferramenta “electronic northern”, disponivel na
plataforma de bioinformatica do CafEST. Desse
total, 602 correspondem a “singlets” ou a “contigs”
formados exclusivamente por ESTs da biblioteca
RM1, 21 formados por 99 a 75% de ESTs da biblioteca
RMI1 e 213 por 74 a 50%. Como essas sequéncias sao
de genes expressos no momento da infecgdo da planta
por bicho-mineiro ou ferrugem, € provavel que elas
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tenham funcao no processo de infec¢do e no mecanismo
de defesa da planta contra esses estresses bidticos.
De fato, varios grupamentos minerados apresentaram
similaridade com  proteinas  reconhecidamente
relacionadas a esse processo como, por exemplo,
proteina de resisténcia com dominio NBS, proteina
quinase, proteina de resposta de defesa, proteinas
de defesa contra fungos, proteinas envolvidas com
apoptose, proteinas de resposta a estimulo de acido
jasmonico e a estresse oxidativo, proteina de ligacao
ao DNA, entre outras.

A partir das sequéncias publicadas (Chen et al., 2003;
Fernandez et al., 2004; Lin et al., 2005; Ganesh et al.,
2006), foram identificadas 66 sequéncias do CafEST
relacionadas a resisténcia do cafeeiro a doencas.

No presente trabalho, foram identificadas
2.272 sequéncias relacionadas a defesa do cafeeiro a
doengas. A partir dessas sequéncias e das 11.300 obtidas
por Alvarenga et al. (2010), foram selecionadas 62, com
maior possibilidade de estarem envolvidas no processo
de resisténcia do cafeeiro a patégenos. Em seguida,
foram desenhados os iniciadores que amplificam
essas sequéncias. Apds a analise de estabilidade dos
iniciadores desenhados, foram sintetizados 59 pares,
que foram denominados de CARF 001 a CARF 059
(Tabela 2).

Diferentes concentracdes dos componentes da
reagdo de PCR e condigdes de amplificacdo foram
testados, e os 59 pares de iniciadores foram analisados
em cafeeiros resistentes e susceptiveis a ferrugem.
Desses, 20 ndo amplificaram nenhum fragmento de
DNA. Como os iniciadores foram desenhados a partir
de sequéncias de ESTs, é possivel que, quando testados
em DNA genomico, a presenca de “introns” muito
longos tenha sido o motivo da ndo amplificagdo. Os 39
pares de iniciadores restantes amplificaram bandas
bem definidas, ¢ 38 iniciadores foram monomorficos
tanto em gel de agarose (Figura 1) quanto em
poliacrilamida.

Apenas o marcador CARF 005 resultou em
fragmentos polimorficos detectaveis diretamente em gel
de agarose, tendo sido capaz de diferenciar individuos
resistentes e susceptiveis a ferrugem do cafeeiro
(Figura 2). Todos os cafeeiros resistentes apresentaram
o fragmento de 400 pb, enquanto nenhum susceptivel
apresentou a banda, com a excegdo de C. excelsa.

O fragmento amplificado pelo iniciador CARF 005
foi sequenciado para confirmar a sua anotagdo

[g1]24459841]emb|CAC82597.1| “disease resistance
like protein” (Coffea arabica)]. A sequéncia do
fragmento amplificado pelo iniciador CARF 005
foi comparada ao banco de dados de nucleotideos
do NCBI, por meio do programa Blast (Megablast).
O resultado do alinhamento ¢ indicativo de que o
fragmento corresponde a um janela aberta de leitura
(ORF, “open reading frame”) parcial de C. arabica
(codigo de acesso emb|AJ298884.1]) que codifica
uma proteina de resisténcia a doengas, com 97% de
identidade, score igual a 287 ¢ “e-value” de 2,4e7.

Asequéncianucleotidica foi convertida em sequéncia
de aminoacidos para analise em bancos de dados de
proteinas. A pesquisa nos bancos InterPro, UniProtKB/
TrEMBL, Pfam e Prints revelou similaridade da
sequéncia com a proteina de resisténcia a doengas
(codigos de acesso IPR000767, Q8GSU7, PF00931 e
PR00364, respectivamente), com dominios conservados
NB-ARC (IPR002182) ¢ LRR (IPRO11713).

Varios tipos de proteinas contendo o dominio
NB-ARC estido envolvidos no processo de apoptose.
O dominio NB-ARC ¢ formado por trés subdominios:
uma ligagdo a nucleotideo (NB, “nucleotide binding”),
uma extensdo C-terminal que forma uma estrutura
de quatro hélices (ARC1) e uma hélice enovelada
(ARC2) (Tameling et al., 2006). Mutac¢des no dominio
NB-ARC podem comprometer ou até mesmo eliminar
a funcao de resisténcia das proteinas, como mostrado
em estudos realizados com as proteinas N (tabaco),
RPS2 ¢ RPMI1 (Arabidopsis) (Dinesh-Kumar et al.,
2000; Tao et al., 2000; Tornero et al., 2002).

De acordo com Parniske et al. (1997), o dominio
LRR pode facilitar a interagao da proteina R com o
seu fator Avr (elicitor) relacionado e pode fornecer
diferentes especificidades de reconhecimento
para fatores Avr alterados. De fato, em varios
sistemas planta-patégeno, a variagdo da sequéncia
na regido LRR tem mostrado ser responsavel por
diferentes especificidades de reconhecimento ou
de resisténcia (Parniske et al., 1997; Thomas et al.,
1997; Botella et al., 1998; Wang et al., 1998; Ellis
et al., 1999).

Segundo os termos do Gene Ontology Consortium
(Ashburner et al., 2000), a sequéncia amplificada pelo
CARF 005 participa de processos bioldgicos, como
defesa (defense response, GO:0006952) e apoptose
(apoptosis, GO:0006915), e apresenta fungdo molecular
de ligacdo a ATP (ATP binding, GO:0005524).
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Tabela 2. Iniciadores obtidos a partir das sequéncias ESTs mineradas.

S.M. Alvarenga et al.

Iniciador “Blast” “Score” “e-value” “Forward” “Reverse”
CARF 0010y+) 2i24459841jembICAC82597.1] disease resistance-like protein 55 ) 455 67 CAAGAAACAATGGCTGAGG — CAATAGAGTCGGTCGGTCTG
[Coffea arabica]
CARF 0020)(+) £i[15225780jrefNP_180241.1| leucine-rich repeat 296 1.00E-78 GGGTCCAAAGTGTTGTTAGG  CATCGTCTGTTTCACCTCTG
transmembrane protein kinase, putative [Arabidopsis thaliana)]
CARF 0030(+) g1|42602161‘gb‘AASM“l;;‘g;f:jg}"r'l‘ke kinase [Arabidopsis 10> | 00E20 CGTCCCACGAGAAGATGATAC — TGAGTTGCCGAAGAAGTTG
CAREF 0040(+) gi[15226721ref]NP_179220.1] leucine-rich repeat 131 4.00E-13 TGCCAAACCTTACTGCTTTC  GCTGTTCATCTTCCATTTCC
transmembrane protein kinase, putative [Arabidopsis thaliana)
CARF 0050(+) Zi24459841]embCAC82597.1] discase resistance-like protein ¢y 5 0 68 GGACATCAACACCAACCTC  ATCCCTACCATCCACTTCAAC
[Coffea arabica]
2 gi|30689664|ref]NP_195056.2| disease resistance protein
CARF 006%(+) & "NECTRR class), putative rabidopsis thatiana] 652 0 GTCCCTATTCTGCCACTTTG ~ CAGCCCTTCTTCTCTTCTTG
CARF 0070(+)  gi[4835586|dbjlBAA77677.1 acidic chitinase [Glycine max] ~ 268  2.00E-70  ACTGTCGGGATACAACACAC ~GAAGAGCCAGGACTACATTTC
CARF 0080)(+) ~ Ei34907232IrefINP_914963.1| putative discase resistance 108 1.00E-16 TGAGCGATTTACTGTCGTTG  TTCAAGAGACGCAAGGTTC
protein 12 [Oryza sativa (japonica cultivar-group)]
CARF 0090)(-) &i13225280IrefINP_180201.1| receptor-related protein kinase, g0 5 405 60 AGTTTGAGCGGAGAAATACC CAATAGGCTGCTGGTAATGTAG
ERECTA [Arabidopsis thaliana]
CARF 0100  &1233 1298‘emb‘CAC2j'£ el} ols‘;;t]"chmme P4S0 [Solanum ¢ | 00E-52  TTCCCTTCACCTTCATCTTC — GCTTACTCTCCCAAATGCTG
CARF 0110(1) Zi244598491emb|CAC82600.1] discase resistance-like protein ¢\ (55 39 AGAAGATGCTCAACCCAGAC — CCCATACCAACCACTGAAAC
[Coffea canephora)]
@ gi|30689664|ref]NP_195056.2| disease resistance protein
CARF 0120) 5 "SECTRR class), putative Lrabidopats thotiana] 652 0  AGAAGGTGAAGGAGATGCTG — TATTGATTCCGAGAGGGATG
CARF 0130(+) E1°0899184IrefiXP_45 03[80?;5?2;2? disease related protein2 3¢ 40 65 AGAAGGCACTGGTAAGTTGG ~ GTAACGAATGACCGAAGGTG
CARF 0140y4) &i178555894/emb|CAD45029.1] NBS-LRR disease resistance 09 3 40p_1] AGTCTGGGAGTAAATGGACAG — GGTTTCAAGGGACACAAGG
protein homologue [Hordeum vulgare]
CARF 0150/(+) Z13880843[gbIAADS 4934'21‘;};;‘;“]1“ precursor [Petroselinum 431 00E-111 AAAGAGGTTCTGGGTAGTGG ~ AATCTGGGTTGCGTAGGAG
CARF 0160(-) E34484310/blAAQT2788 1] hypersensitive-induced response )5 4 gop 70 ATCCATCTTGCTTGCCTTC TATCCACAATGAGCGTCTG
protein [Cucumis sativus)
CARF 0170/3) S116328[splP17541]| a“‘dwszt“i‘izji““nase precursor [Cucumis 1 o» 700839 CCTGTTGTTGATTGCTTCTC — TAAGTCGTGTTTCCGCTGTG
CARF 0189 &1233 1298‘6““"CACZ?Z;;;;A‘,;;‘]OChmme P430 [Solanum 09 6 00E-53 ACCCAGAAACTACCACCATC — CGCATTTGTCTCCAGTAATC
CARF 0190(+)  Zi16974114embICACOSISS 1] putative resistance protein 53 5 40 65 ATCCACTGCCACTCTCATC — ACCACGGCTCATTGTAAGTC
[Solanum lycopersicon]
CARF 0200)(+) 81216179801gblAAM67030.1] putative RING zinc finger protein 1, ¢ 405 15 CTCCTTCACATCCTCCTCAC — TTCGTCTCACTTCCAGGTTC
[Arabidopsis thaliana)
CARF 0210)(-) £i[30687274jref[NP_850285.1] protein kinase family 128  1.00E-18 GCAGTCCACCACAAGTTTC  ACCACAAGGAGGGTTCTGAC
[Arabidopsis thaliana)
CARF 0220(1)  Sil18855060[gbIAALTOTS Z;ilﬁiﬁme proteinkinase [Oryza 1,5 5 00E.29  ATTGCTGGGCTGTTCTACAC  ATTCCCTCTCTCCTTCGTC
CARF 0230)(-) 814240031]dbj[BAA74802.1| DNA binding zine finger protein 1, 3 505 15 GGGAAAGGTGATGAATGTG ~ AAAGTGAATCCTCCGACAG
[Pisum sativum]
CARF 0240(3) &1 1324528|gb|AAP47579';)r§i°tz§:]"r kinase Leerk [Gossypium 57 5 0067 TGCCTTCTTTCCTAATCCTG  TATGCTTGGCTGTTCCATC
CARF 250)(4) 811358841 |pir| serine/threonine-protein kinase-like protein 115} 405 1| TGCCATTTCCTGAGTGTG TGGGAGTGATGATTTGACTG
[Arabidopsis thaliana]
CARF 0261(+) EPIABOT8298.1| glycosﬁ;;i‘;stijzse’ family 48 [Medicago 30 4 00E-104  GCAGTGTTTCTTCGCTTG GCCCACATCCTTACCTTTAC
CARF 0270)(-) gi[15221833ref]NP_173302.1| protein kinase-related 269 3.00E-71 GAAGAAGGTGCGGTTTGAC  ACTCGGGATGTAAAGAGGTG
[Arabidopsis thaliana)
CARF 0280+) &i15231381irefINP_1873 6;‘};(11‘1;;‘:;‘]‘”““ protein [drabidopsis 41 00p 3 CTAACCACCACCCTTCAATC — AAACACCACCATCCACAAC
CARF 0200  &l291241391gblAAO65880. 1| putative DNA-binding protein 41 5 45537 ACTTAGGAGGGAATGGGAAC — GGGCTGAGAGTTGAGATAGG
[Oryza sativa (japonica cultivar-group)]
CARF 03001y &i2792155lemb|CAAL lzzrg'sltl:t}ﬁwne reductase [Sesbania 05 5 00p 57 ATGTTGGTTGGCAGCAGAG ~ TTTCTTCCTTGGTGAGTTCC
CARF 0310)(-) £i[30683822JrefNP_850115.1 protein kinase family 179 2.00E-49  ATGTGGTCCCTTTGCTTG CAGTTGCGATTTCCATCC
[Arabidopsis thaliana]
CARF 0320)(-) £i[30683822|refINP_850115.1| protein kinase family 241 3.00E-62 CCATCTCAAGGACGGTAAAG  TCGGAGCAAGTAGCCAAAG
[Arabidopsis thaliana]
Continua...
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Tabela 2. Continuagao.
Iniciador “Blast” “Score” “e-value” “Forward” “Reverse”
CARF 0330)(+) TfINP_189017.1] leucine-rich repeat family protein /protein 3¢5 g jor 99 TCTGCCAACCATCCAAAG CAAATGTTCCAGCCAACC
kinase family protein [Arabidopsis thaliana)
CARF 0340(+) 2i1928743991gbJABE82675.1] tyrosine protein kinase, active site ) 5 j0p 19 TGTCAGCATCATCATCAACC — TCAAGTGCCATAAGTTCTCC
[Medicago truncatula)
CARF 0350)()  Sil30686115[refINP_850618.1] GATA zinc finger protein 105 3.00E-11 AGTGAAGATGGAGGGTGGAG CCTGAGTGTTTATGGGTTAGTAGG
[Arabidopsis thaliana)]
CARF 0360(-) 124459853/emb|CAC82602.1] disease resistance-like protein 1) 5 445 33 COGTCTGGTTTCAATCGTC ATCTCCTGGCAATCTCTCTG
[Coffea arabica]
CARF 0370() Ei24459845]emb|CAC82610.1] discase resistance-like protein ) gop 5g CCATCGCATTTCTTTGGAG GGAGGGATTGGTTGTTTG
[Coffea arabica]
CARF 0380 Sil7488989Ipir d‘sealsyi;fe‘ff;:;;]pmt““ Prf [Solanum 163 4.00E-39 TCCCGTCTCTCTCTCTCTTG TCCAGGCAGATGAAGTTTG
CARF 0390+) Ei27817976ldbjIBACSS740.1] putative discase resistance gene 4 5 0p 33 AAAGAGCAGGACTTCACGAC ~ CTCCACCTAAGCAAAGACAAC
homolog [Oryza sativa]
CARF 0409(+)  gi[3451147|emb|CAA09110.1| chitinase [Hevea brasiliensis] ~ 266 4.00E-70 GGATACAGCACAGCAGAGAG ~ AGCAGCCAGGACTACATTTC
CARF 0410y~ &i15242291[refINP_197045.1] cyclic nucleotide-regulated ion ) 5 0 63 ACTATGAACGCCAGAGGTG GGGTCTCCTTCCCTTGTATC
channel (CNGC2) [4rabidopsis thaliana)]
CARF 0420(+)  Ei15230534IrefINP_187864.1] heat shock protein hsp70 4y} 495118 TACTCCACTGTCCCTTGGTC — TCGTATCCACCTTCTTCTGG
[Arabidopsis thaliana)]
CARF 0430)(4) 83431147/embICAA091 loéill‘all’;cnl;‘} I-like protein [Arabidopsis —se 1 (0F 67 GACATTGCCACAACACAGAC — GGGAAAGCATCAGTTAGCAC
CARF 0440 &1 1066033‘gb‘AAng“ztz';(‘wcgntf]s"l‘c aconitase [Nicotiana 404 | 0E 120 CGGTTGACATTGACTTTGAG ~ GAGCCCTGTTTGTTTAGGAC
CARF 0450)-) 8130013657gbIAAPO3BTL.1] oxygen evolving complex 33kDa 373 055 113 ACTTTGTAAGGGCGATTCAG ~ TCATCAAGGGTGTAGGTTAGG
photosystem II protein [Nicotiana tabacum]
CARF 0469(-)  gi|584861|sp|P37118| cytochrome P450 [Solanum melogena] 296 2.00E-79 CTGGAGGGTGTGATAGAAGG TGTGTGCTCTTTGGAACATC
CARF 0470/(+)  Sil130217611gbIAAKT7908.1| AAA-metalloprotease FIsH o ¢ 0p g0 CACTGTTGCTTCTGGGTTC TTCACGCTCATCATTACCTC
[Pisum sativum]
CARF 0480)(-) g“6934298‘gb‘AAF31705'”;;f;;fh“k protein 80 [Euphorbia 3¢ 3 0k 61 ATCCTGTGAATGCGGTTG ACCCTGCTGTTTGGTTACTG
CARF 0499(+) gl‘13752562‘gb‘AAK387j;'lﬂ’:::]p°m“ alpha 2 [Capsicum 479 | 00E_134 TGGGCTCTCTCCTATCTCTC — CCTGAATCTGCTCCTTATTTCC
CARF 0500(+)  gi15232308|refINP_188696.1| non-race specific discase 135 S5.00E-31  GCCTGATGCCACTTTGTTC AGCCTACACCTTTGTCCTTC
resistance protein (NDR1) [Arabidopsis thaliana)
CARF 0510)(+) &il13333476IgbIAALOI88G.1| chitinase 3-like protein precursor o) 5 g0k 39 CCTGTTGTTGATTGCTTCTC — TAAGTCGTGTTTCCGCTGTG
[Trichosanthes kirilowii]
CARF 0520)(+) &il13333476IgbIAALOI88G.1| chitinase 3-like protein precursor 11 g0p 44 GAGAGCAGGGTCAGGAATAG ~ GAAGATGCGGAAGAAGTGG
[Trichosanthes kirilowii]
CARF 0536)(+) gi[1076693pir{[S51678| chitinase (EC 3.2.1.14) class I 379 1.00E-104 AGCGGTGGTAATAATGGTG  TCTCTGGCTACAAGTTCAGG
[Sambucus nigra)
CARF 0549(+)  gil1345787|sp|P48387 chalcone synthase [Camellia sinensis] ~ 470 1.00E-131 GGCTGAGAACAACAAAGGTG ~ AAGAATGAACACGACACAGG

2i[12229619|sp|Q9ZRS4| chalcone synthase [Catharanthus

CARF 0559(+) 187
roseus)
CARF 056°(-) 2i[7433144pir||T07101| hpoxygenlase (EC 1.13.11.12) [Solanum 293
lycopersicon]
CARF 0579(+) 2i[25044823|gb|AAM28275.1| germin-like protein [Ananas 107
comosus)
CARF 0589(-) g1|l524]939\reﬂNP_291080.l \'hype.rsensn'lve—mduced response o
protein [Arabidopsis thaliana)]
CARF 0599(+) 2i[7438249pir||T03803| tumor-related protein [Nicotiana 146

tabacum)

2.00E-46  GCCTGTGTCCTGTTCATTC GGTCATTCAACCAAGCAAG

5.00E-79 CCTAATCGTCCAACTGTGAG CATCTCGTGGTATGGTATCTG
2.00E-28 TCTGTGTTGCGGATTTGAG TTGAAGGCTGTTGTAAGCAC
3.00E-46 GGTAAGTTTCAGGATGTGCTTG GATTGAGTTTGGAACACTGG
5.00E-34 ACTACATCGGGACCACCTTC CCTTCAACTCCGTCAGTCAG

(Mniciadores obtidos por meio da estratégia “electronic northern”. @Iniciadores obtidos por meio da estratégia palavras-chave. ®Iniciadores obtidos por
meio da estratégia sequéncias publicadas. (+), iniciadores que funcionaram; e (-), iniciadores que nao funcionaram.

Varios estudos relatam a identificacdo de
genes de cafeeiros relacionados a resisténcia a
patogenos com uso de técnicas moleculares (Chen
et al., 2003; Fernandez et al., 2004; Lin et al.,
2005; Ganesh et al., 2006; Guzzo et al., 2009).
No presente trabalho, o CARF 005, um marcador
derivado de EST, foi capaz de diferenciar

individuos resistentes e susceptiveis a ferrugem

do cafeeiro e, portanto, pode ser testado em
populagdes segregantes contendo diferentes genes
de resisténcia. Essa andlise permitird verificar
a ligacdo desse marcador, obtido a partir das
sequéncias mineradas, com os diferentes genes
relacionados a resisténcia do cafeeiro a ferrugem.
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Em relagdo aos 26 pares de iniciadores que nao
apresentaram polimorfismo, como o CARF 028
(Figura 1), os fragmentos podem ter apresentado
polimorfismos de um unico nucleotideo ao longo da
sequéncia e, por isso, ndo puderam ser observados
por eletroforese em gel de agarose ou poliacrilamida.
Essa diferenga, provavelmente ¢é resultado do padrio

de expressao diferente desses genes entre individuos
resistentes e susceptiveis, pode ser verificada por
meio de andlises de enzima de restricdo e por meio
de sequenciamento para deteccdo de SNPs (“single
nucleotide polymorphisms”). Para a verificagdo da
expressao diferencial, podem ser realizadas analises de
RT-PCR ¢ ensaios de macroarranjo.
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Figura 1. Eletroforese em gel de agarose de produtos de amplificagdo de DNA gendmico de cafeeiros suscetiveis
e resistentes a ferrugem, com uso do iniciador CARF 028. M, marcador de peso molecular de 100 pb. Bandas
1-12, genotipos de cafeeiro susceptiveis e 13—24, genoétipos de cafeeiro resistentes.
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Figura 2. Eletroforese em gel de agarose de produtos de amplificacdo de DNA genomico de cafeeiros suscetiveis e
resistentes a ferrugem, com uso do iniciador CARF 005. M, marcador de peso molecular de 100 pb. Bandas 1-12,
gendtipos de cafeeiro susceptiveis e 13—24, gendtipos de cafeeiro resistentes.
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Conclusoes

1. Das sequéncias do CafEST, 2.272 mineradas estao
relacionadas a defesa do cafeeiro a doencas.

2. O marcador CARF 005, desenvolvido a partir das
ESTs mineradas, ¢ capaz de diferenciar os cafeeiros
analisados em resistentes e susceptiveis a Hemileia
vastatrix.
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