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Resumo:

O Projeto Brasileiro do Genoma Café (PBGC) gerou um banco de dados contendo mais de 200.000 ESTs
(Expressed Sequence Tags). Em trabalho preliminar, o banco foi minerado por meio de analise in silico e identificaram-se
vérias seqiiéncias potencialmente associadas a resisténcia do cafeeiro a patdgenos. Visando verificar o envolvimento destas
seqliéncias com a resisténcia do cafeeiro a ferrugem foram desenhados oligonucleotideos iniciadores (primers) que
amplificaram as seqiiéncias mineradas. Noventa pares de oligonucleotideos iniciadores especificos foram desenhados
utilizando o programa computacional Primer3. A estabilidade dos oligonucleotideos foi verificada por meio do programa
PrimerSelect®. Diferentes concentragdes dos componentes da reagdo de PCR foram analisadas. Para a amplificagdo no
termociclador, foram avaliadas diferentes combinagdes de tempo e temperatura, incluindo touchdown PCR. Utilizando as
condi¢des de reagdo e amplificacdo otimizadas, 40 iniciadores foram testados em 12 genoétipos resistentes e 12 susceptiveis
a H. vastatrix. Destes, 29 resultaram em bandas inicas e bem definidas, sendo um polimorfico. Os demais 50 estdo sendo
testados por PCR. Este trabalho permitiu obter, até o momento, um marcador molecular polimérfico entre os dois grupos de
individuos resistentes e susceptiveis. Para confirmar a possivel ligagdo e seu potencial, o marcador esta sendo testado em
diferentes populagdes do Programa de Melhoramento da UFV/EPAMIG.
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OBTAINING MOLECULAR MARKER POTENTIALLY INVOLVED WITH COFFEE TREE RESISTANCE TO
LEAF RUST

Abstract:

The Projeto Brasileiro do Genoma Café (PBGC) generated a database containing more than 200.000 ESTs
(Expressed Sequence Tags). In a former work, the bank was mined by in silico analyses and several sequences potentially
associated with the coffee tree resistance to pathogens were identified. Aiming to verify the involvement of these sequences
with the coffee tree resistance to leaf rust, primers were designed to amplify the mined sequences. Ninety specific primers
were synthesized using the computational program Primer3. The primers stability was tested by the program
PrimerSelect®. Different PCR conditions were tested: concentrations of components reaction, combinations of time and
temperature, including touchdown PCR. Using optimized reaction and amplification conditions, 40 primers were tested in
12 resistant and 12 susceptible genotypes to H. vastatrix. Twenty nine of those resulted in unique and sharp bands, and only
one of these was polymorphic. The remaining 50 synthesized primers are being tested. The 40 specific primers permitted to
find one molecular marker polymorphic between the resistant and susceptible genotypes. To confirm the possible linkage
and its potential, the marker is being tested in different populations of the UFV/EPAMIG Breeding Program.
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Introducao

A principal doenga do cafeeiro é a ferrugem alaranjada, causada pelo fungo Hemileia vastatrix Berk & Br. Esta
doenga ocorre em todas as regides produtoras de café em todo o mundo. Assim, o estudo e a caracterizagdo de fatores de
resisténcia a este fungo sdo importantes para a ampliagdo dos conhecimentos sobre a interagdo planta-patogeno, podendo
ser util para o desenvolvimento de estratégias eficientes de controle para essa doenga, incluindo o melhoramento genético
visando o desenvolvimento de variedades resistentes.

A biotecnologia do cafeeiro tem sido potencializada com o Projeto Brasileiro do Genoma Café (PBGC). Neste
projeto, realizou-se o sequenciamento do genoma funcional das trés principais espécies de café, Coffea arabica, C.
canephora e C. racemosa, e um banco de dados de mais de 200.000 ESTs (Expressed Sequence Tags) foi disponibilizado
(Vieira et al., 2006). As informagdes geradas pelo PBGC foram utilizadas para identificar genes envolvidos ou ligados a
resisténcia do cafeeiro a ferrugem. Esse banco de dados foi minerado por meio de analise in silico, utilizando-se
ferramentas de bioinformatica. Foram identificadas varias seqiiéncias potencialmente envolvidas na resisténcia do cafeeiro
a ferrugem. Com o objetivo de verificar se os genes ou ESTs identificados estdo envolvidos ou ligados a resisténcia do
cafeeiro a ferrugem, oligonucleotideos iniciadores que os amplificam foram desenhados e testados em gendtipos de café.



Material e Métodos

No processo de mineragdo do banco de dados do PBGC, realizado em um trabalho anterior, foram identificadas
8.968 seqiiéncias que poderiam estar relacionadas com a resisténcia do cafeeiro a ferrugem. Para uma sele¢do dessas
seqiiéncias mineradas, estabeleceu-se um padrdo de prioridade, classificando as ESTs em relagdo a maior ou menor
possibilidade de estarem envolvidas com o processo de resisténcia do cafeeiro a patdogenos. As seqiiéncias foram
numeradas de 1 a 4, sendo 1 as ESTs de maior prioridade e 4 as de menor. A priorizagao foi determinada a partir da analise
da anotagdo automatica de cada EST, considerando-se varios fatores, como organismo homologo, fungdo potencial da
seqiiéncia, E-value, score, porcentagem de reads na biblioteca RM1 e dominios conservados de proteinas. A partir dessa
priorizagdo, as seqiiéncias foram selecionadas e iniciadores especificos que as amplificam foram desenhados.

O desenho dos iniciadores foi realizado no programa computacional Primer3 (http:/frodo.wi.mit.edu/cgi-
bin/primer3/primer3_www.cgi). Nesse programa foram estabelecidas algumas condi¢des (Tabela 1) de forma a favorecer a
funcionalidade dos oligonucleotideos iniciadores desenhados. O item “Produto de PCR” permite estabelecer o tamanho
desejado para o produto da reagdo. O item “Tamanho de iniciador” permite estabelecer o intervalo desejado para o tamanho
do oligonucleotideo a ser desenhado. Ja a “Tm” se refere a temperatura média de fusdo do iniciador gerado, estando
relacionada a especificidade do mesmo no momento da amplificagdo. A “Porcentagem de CG” estd relacionada com a
concentragdo das bases Citosina e Guanina na seqiiéncia dos iniciadores gerados, interferindo na temperatura de
anelamento destes no momento da reagdo. A estabilidade dos oligonucleotideos iniciadores desenhados, nas condigdes de
reagdo, foi verificada pelo programa computacional PrimerSelect®. A estabilidade dos primers foi verificada pelo
programa computacional PrimerSelect®.

Tabela 1 — Condigdes para o desenho de iniciadores obtidos pelo programa computacional Primer3.

CONDICOES PARA O DESENHO DE INICIADORES

Produto de PCR 400-600 pb e 200-600 pb
Tamanho do Iniciador 18 a 24 pb
Tm 55a60°C
Porcentagem de CG 45a55

Para testar os oligonucleotideos iniciadores especificos foram selecionados 24 genotipos do banco de
germoplasma da UFV/EPAMIG, sendo 12 susceptiveis e 12 resistentes a ferrugem (Tabela 2). Os genotipos resistentes sao
importantes fontes utilizadas no Programa de Melhoramento.

Tabela 2 — Gendtipos utilizados para o teste dos oligonucleotideos iniciadores obtidos das ESTs potencialmente envolvidas
com a resisténcia do cafeeiro a patogenos.

Individuos susceptiveis a ferrugem Individuos resistentes a ferrugem

Codigo Genotipo Descri¢do Codigo Genotipo Descricdo
1 UFV 570 Bourbon Amarelo da China 13 HT 440-22 Hibrido de Timor UFV
2 UFV 2945 Tipica C-117 14 HT 443-3 Hibrido de Timor UFV
3 UFV 557-06 Coffea racemosa (triploide) 15 HT 445-46 Hibrido de Timor UFV
4 UFV 2145-79 Catuai Vermelho 16 HT 832-1 Hibrido de Timor UFV
5 UFV 2154-345 Catuai Amarelo 17 HT 832-2 Hibrido de Timor UFV
6 Catuai 2143-193 Catuai Amarelo 18 HT 438-52 Hibrido de Timor UFV
7 Catuai 2143-235 Catuai Amarelo 19 HT 446-08 Hibrido de Timor UFV
8 Catuai 2148-57 Catuai Amarelo 20 CIFC 33-1 CIFC 33-1
9 Mundo Novo 2164-193 Mundo Novo UFV 21 CIFC 1343-269 | CIFC 1343-269
10 Mundo Novo 2190-100 Mundo Novo UFV 22 CIFC 4106 CIFC 4106
11 Caturra 812 Caturra Amarelo 23 CIFC 420-10 CIFC 420-10
12 Coffea dewevrei excelsia | Coffea dewevrei excelsia 24 CIFC 147-1 CIFC 147-1

Folhas jovens dos gendtipos selecionados foram coletadas, congeladas e liofilizadas. O material genético desses
gendtipos foi extraido de acordo com o protocolo de Diniz et al. (2005).
Inicialmente, as condi¢des Otimas para a reacdo de PCR e amplificagdo do DNA pelos oligonucleotideos
iniciadores obtidos foram estabelecidas. Para isso, diferentes concentra¢cdes dos componentes da reacdo de PCR foram




analisadas, incluindo concentragcdes e marcas comerciais de Tag DNA polimerase, MgCl,, dNTPs e oligonucleotideos
iniciadores. E para a amplificagdo no termociclador, foram avaliadas diferentes combinagbes de tempo e temperatura,
incluindo touchdown PCR.

Definidas as condi¢des de PCR, os pares de primers foram submetidos a testes com os gendtipos selecionados
(Tabela 1). A reagdo de PCR foi realizada em 20,0uL de solugdo contendo 30ng de DNA, 0,8 unidades de Tag DNA
polimerase, tampdo 1x, ImM de MgCl,, 60 pM de cada dNTP e 0,7 uM de cada oligonucleotideos iniciadores. A
amplificagdo foi efetuada em termociclador utilizando-se o procedimento touchdown PCR. Este procedimento consistiu em
ema etapa de desnaturagdo inicial de 94 °C, por 3 minutos, seguido de cinco ciclos com uma etapa de desnaturagio a 94 °C
por 30 segundos, uma etapa de anelamento por 20 segundos e extensdo a 72 °C por 40 segundos. A temperatura de
anelamento foi de 65 °C a 60 °C, reduzindo 1 °C a cada ciclo. Apds os 5 ciclos, procederam-se mais 30 ciclos com
desnaturacdo a 94 °C por 60 segundos, anelamento de 60 °C por 20 segundos e extensao de 72 °C por 40segundos.

Os produtos resultantes foram separados em gel de agarose 1,2%, corados com Brometo de Etidio e visualizagio
com UV.

Resultados e Discussao

Das 8.968 ESTs potencialmente envolvidas com a resisténcia do cafeeiro, mineradas do banco de dado do PBGC,
selecionou-se 831. A priorizagdo destas 831 seqiiéncias resultou em 41 seqiiéncias de prioridade 1, 11 seqiiéncias de
prioridade 2, 55 de prioridade 3 e 724 de prioridade 4 (Figura 1). As seqiiéncias classificadas como prioridades 1, 2 e 3
foram selecionadas para o desenho de oligonucleotideos iniciadores especifico.

Valores de Priorizacéo das Seqliéncias
Prioridade 1
5%
Prioridade 2
1%

Prioridade 3
7%

Prioridade 4
87%

Figura 1 — Valores totais de priorizagdo das seqiiéncias mineradas.

Das 107 seqiiéncias que haviam sido selecionadas, foi possivel obter pares de iniciadores, que eram estaveis,
dentro das condicdes estabelecidas, para 90 destas seqiiéncias. Estes pares de iniciadores foram sintetizados.

Quarenta dos noventa oligonucleotideos gerados foram testados. Desses, 29 amplificaram as seqiiéncias
mineradas, apresentando bandas tinicas ¢ bem definidas. Somente um iniciador (CARF 005) apresentou polimorfismo entre
os individuos susceptiveis e os resistentes a ferrugem do cafeeiro (Figura 2).

Este iniciador polimérfico sera testado em populagdes segregantes contendo diferentes genes de resisténcia,
visando verificar a ligagdo do marcador desenvolvido a partir da EST com os genes de resisténcia a ferrugem do cafeeiro.
O individuo 12, Coffea dewevrei excelsa, suscetivel a todas as ragas de Hemileia vastatrix existentes no Brasil, teve um
fragmento amplificado pelo primer CARF 005, diferentemente dos demais individuos susceptiveis testados. Para elucidar
esse resultado, o fragmento amplificado sera seqiienciado e comparado com a seqiiéncia de individuos resistentes.

Em relacdo aos outros 28 oligonucleotideos iniciadores que ndo apresentaram polimorfismo, como CARF 028
(Figura 3), ¢ possivel que os fragmentos possuam pequenas diferencas dentro da seqiiéncia e, por isso, ndo puderam ser
observadas por eletroforese em gel. A existéncia desta diferenca serd verificada com andlises de enzima de restricdo e
seqlienciamento para detec¢do de SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms). Existe também a possibilidade da diferenga
estar no padrdo de expressdo dos genes de individuos resistentes e susceptiveis. Para a verificagdo da expressdo diferencial,
serdo efetuadas analises de RT-PCR e ensaios de macroarranjo.
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Figura 2 — Iniciador CARF 005 — Iniciador polimérfico entre individuos susceptiveis e resistentes a ferrugem. M= Marcador de peso molecular de 100 pb.
1-12 = Individuos susceptiveis. 13-24 = Individuos resistentes. (ver Tabela 2).
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Figura 3 — Iniciador CARF 028. Exemplo de oligonucleotideo iniciador monomorfico entre individuos susceptiveis e resistentes a ferrugem. M= Marcador
de peso molecular de 100 pb. 1-12 = Individuos susceptiveis. 13-24 = Individuos resistentes (ver Tabela 2).

Concluséo

Este trabalho permitiu obter um marcador, desenvolvido a partir das ESTs do Projeto Brasileiro do Genoma Café,
potencialmente associado a resisténcia do cafeeiro a ferrugem. O marcador foi capaz de diferenciar cafeeiros resistentes de

suscetiveis. Apos a confirmagdo da ligagdo com genes especificos de resisténcia a ferrugem, este marcador podera ser
utilizado para selec@o assistida nos programas de melhoramento.
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