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ARIYOSHI, C. Andlise transcricional de genes e validacdo de marcadores
moleculares relacionados a resisténcia a ferrugem (Hemileia vastatrix) do
cafeeiro. 2014. 71 f. Dissertacdo (Mestrado em Genética e Biologia Molecular) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2014.

RESUMO

O Brasil é o principal produtor e exportador mundial de café e possui o segundo
maior mercado consumidor. Entre os principais objetivos do melhoramento genético
de cafeeiros estdo os estudos visando resisténcia de cultivares a ferrugem, doenca
causada pelo fungo Hemileia vastratix. Hibrido de Timor (HDT), uma planta derivada
do cruzamento interespecifico natural entre Coffea arabica e Coffea canephora,
apresenta resisténcia a maioria das ragas fisioldgicas deH. vastratix. Sendo as
progénies de HDT estimadas nos programas de melhoramento. Com o objetivo de
aumentar e auxiliar o conhecimento sobre os mecanismos de resisténcia a essa
doenga, foi feita a caracterizagdo de genes relacionados ao l6cusde resisténciae
também a validacdo de marcadores moleculares SCARs relacionados a resisténcia a
ferrugem, provenientes de HDT.Primeiramente foi verificada a amplificacdo de genes
relacionados a resisténcia a ferrugem em clones BACs de HDT— CIFC 832/2. Pela
técnica de PCR dois genes, NBS-LRR (sinalizagdo) e PR5 (resposta de defesa)
foram amplificados no locus de resisténcia. A analise in silicode um dos BAC
também detectou a presenca do gene NBS-LRR. Através de qPCR a expresséao
diferencial de NBS-LRR e PRS5 foi avaliada nas cultivares resistente IAPAR 59 (com
introgressdo de HDT) e suscetivel Catuai Vermelho, ambas inoculadas com H.
vastatrix raga Il. NBS-LRR e PRS5 apresentaram picos de expressao
significativamente maiores na cultivar IAPAR 59 72 h apds a inoculagdo.Na
validacdo dos marcadores SCARs foram utilizados dois paresde primers que
flanqueiam um gene de resisténcia em uma distancia de recombinagdo menor que
1,6 cM, previamente descritos na literatura. Foram avaliados gendétipos derivados de
IAPAR 59, IPR 99, IPR 97, IPR 98, IPR 104,IPR 107 e de uma geracao F4 IAPAR 59
X (Etiépia x Catuai), provenientes do programa de melhoramento do IAPAR. Entre
23 gendtipos derivados das cultivares IAPAR 59, IPR 99, IPR 107, IPR 97, IPR 98,
IPR 104, somente 10 apresentaram amplificagcdo, e 21entre 22 amostras de F4
IAPAR 59 X (Etidpia x Catuai). Os resultados demonstram a possibilidade do uso de
MarcadoresMoleculares em Selegcdo Assistida e reforcam a importdncia dos
genesNBS-LRR e PR5 para resisténcia a ferrugem em cafeeiros.

Palavras-chave: Hibrido de Timor. Selecdo assistida por marcadores. Genes de
resisténcias. IAPAR 59.
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ABSTRACT

Brazil is the major coffee producer and exporter in the world and has the second
largest consumer market. Among the main objectives of coffee breeding programs
are studies to improve cultivars resistant to rust, disease caused by the fungus
Hemileia vastatrix. Timor Hybrid (HDT) a natural interspecific cross between Coffea
arabica and Coffea canephora shows resistant to most physiological races of H.
vastratix. Then the progenies of HDT are estimated in breeding programs.In order to
enhance our understanding of the resistance mechanisms to this disease, we tried to
identify genes linked to the resistant l6cus and also the validation of markers
SCARsrelated to resistance to rust, from HDT. Amplification of genes related in
resistance to rust in BAC clones HDT-CIFC 832/2, correlated with resistance loci was
verified. Using PCR techniques, two resistant related genes, NBS-LRR (signaling)
and PR5 (defense response), were amplified in BACs physical mapped to the rust
resistance loci. The NBS-LRR was also detected in silico analysis of sequences of
one BAC clone. Using gPCR we observed differential expression of genes NBS-LRR
and PRS5 in resistant cultivar IAPAR 59 (introgressed with HDT) when compared with
the susceptible cultivar Catuai Vermelho, both inoculated with H. vastatrix.NBS-LRR
and PR5 showed significantly higher expression in IAPAR 59 at 72 h after
inoculation. In the validation of the markers SCARs two pairs of primers flanking a
resistance gene at a distance of less than 1.6 cMof recombination, previously
described in the literature, were used. Genotypes derived from IAPAR 59, IPR 99,
IPR 107, IPR 97, IPR 98, IPR 104 and one generation F4 IAPAR 59 X (Ethiopia x
Catuai) from IAPAR’s coffee breeding program, were evaluated. Among 23
genotypes derived from IAPAR 59, IPR 99, IPR 107, IPR 97, IPR 98 and IPR 104
only 10 showed amplification, and 21of 22 samples from F4 IAPAR 59 X (Ethiopia x
Catuai). The results show the possibility to use Molecular Marker in Assisted
Selection into breeding programs, and also support the role of NBS-LRR and PR5 in
rust resistance.

Key-words: Timor hybrid. Marker assisted selection. Resistance genes. |IAPAR 59.
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1 INTRODUCAO

O Brasil ocupa a posicdo de maior produtor e exportador de café no
cenario mundial (ICO, 2014). A primeira estimativa para a produg¢ao da safra cafeeira
em 2014 indica que o pais devera colher entre 46,53 e 50,15 milhbes de sacas de
60 quilos de café beneficiado. Dentre os Estados Brasileiros com maior producéo
destacam-se: Minas Gerais (55,01%), Espirito Santo (24,8%), S&o Paulo (9,2%),
Bahia (4,2%), Rondénia (3,3%), e Parana (1,3%) (CONAB, 2014).

Dentre os principais fatores responsaveis por interferir na eficiéncia
do processo produtivo do cafeeiro estdo a incidéncia de pragas e doencas, as
deficiéncias nutricionais, 0 manejo inadequado das plantas (GARCIA et al., 2003),
além de estresses ambientais, como o hidrico e térmico (CARVALHO et al., 2013).

A ferrugem alaranjada do cafeeiro, causada pelo fungo biotréfico
Hemileia vastatrix BERK. et BROOME, € uma das mais importantes patologias do
cafeeiro e afeta significativamente a produ¢do mundial.O cultivo de grandes areas
com cafeeiros oferece um ambiente especial para a rapida evolugéo da ferrugem, e
recentemente, novo ragas com grande numero de fendtipos suscetiveis tém sido
detectadas no Brasil (CABRAL et al.,, 2009). Embora a ferrugem possa ser
controlada através da aplicacdo de fungicidas, cultivares portadores de genes de
resisténcia sdo mais econdémicas e ambientalmente viaveis (ZAMBOLIM et al.,
2003).

Com o objetivo de aumentar e auxiliar o conhecimento sobre os
genes de resisténcia a essa doenga, estudos para validagdo de marcadores e
caracterizagcdo de sequéncias de loci relacionados a resisténcia a ferrugem em
cafeeiros sdo de grande importancia na redugdao do tempo para a detecgédo de
genotipos superiores em programas de melhoramento.

Dentre uma série de trabalhos desenvolvidos para a identificacdo de
marcadores relacionados a resisténcia a ferrugem, dois apresentam grande
relevancia. No primeiro estudo, Mahé et al. (2007) identificaram o gene de
resisténcia S,3, derivado de Coffea liberica. Enquanto que no segundo trabalho,
Diola et al. (2011) observaram um gene S;, relacionado a resisténcia a racga |l de
ferrugem derivado de C. arabica Hibrido de Timor. Ambos os trabalhos trouxeram
implicagdes potenciais na aplicagéo de estratégias de selegdo para o melhoramento

do cafeeiro, visando a resisténcia duravel, além de abordarem estudos relacionados
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a identificacao, estrutura e funcdo dos genes que codificam para a resisténcia ao
patogeno.

Neste contexto, no presente estudo desenvolveu-se um trabalho de
caracterizagdo dos loci de resisténcia, através da analise de clones genémicos de
BAC de Hibrido de Timor relacionados a um gene de resisténcia, e da analise de
expressao diferencial do mesmo em diferentes genétipos. Também foram validados
marcadores moleculares relacionados a regido génica de resisténcia a ferrugem em

gendtipos melhorados de C. arabica com introgressao de Hibrido de Timor.
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2 OBJETIVOS

e Caracterizar osloci de resisténcia a ferrugem alaranjada do cafeeiro.

e Validar marcadores moleculares relacionados a resisténcia a ferrugem

alaranjada do cafeeiro.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar genes presentes em clones BAC (Hibrido de Timor 832/2)

relacionados aosloci de resisténcia e/ou de sinalizagéo.

e Analisar a expressdo de genes presentes nos loci de resisténcia a
ferrugem identificados nos clones BACs (Hibrido de Timor 832/2) em

gendtipos resistentes e suscetiveis.

¢ Relacionar marcadores moleculares a analises fenotipicas de resisténcia a

ferrugem do cafeeiro.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 CAFE

3.1.1 Aspectos Econémicos

O café € uma das culturas agricolas mais importantes no mundo,
com mais de 10 milhdes de hectares de terras dedicadas a sua produgédo em regides
tropicais e subtropicais (FAO, 2011).0 comércio global do café no ano de 2012
totalizou cerca de 144.5 milhdes sacas de 60 Kg (MAPA, 2013) e movimentou cerca
de 15,4 bilhdes de dolares (ICO, 2012). De toda a produgdo mundial, o Brasil
colaborou na ultima safra com 50.8 milhdes de sacas de 60Kg. Deste total, cerca de
28.7 milhdes de sacas (56.5%) foram exportadas e 20 milhdes (39.7%) foram
utilizadas para consumo interno (MAPA, 2013).Além do Brasil, Coldmbia, Vietna e
Indonésia sdo os principais produtores e exportadores do produto.Além disso, a
cultura também € importante para muitos paises nao tropicais, que sdo altamente
envolvidos na industrializagdo e comércio do café, aliado ao fato de serem grandes
consumidores da bebida (MONDEGO et al., 2011).

3.1.2 Caracteristicas Botanicas do Cafeeiro

O cafeeiro € uma planta arbustiva e perene do género Coffea,
pertencente a familia Rubiaceae. Foram descritas 124 espécies do género Coffea
(DAVIS et al., 2011),mas a producdo comercial do café envolve predominantemente
duas espécies: Coffea arabica L. (70%) e Coffea canephora(Pierre ex Froehner),
(30%). C. arabica destaca-se por apresentar melhor qualidade, proporcionando
bebida de maior valor comercial e alcancando precos superiores aos de C.
canephora. C. arabica é a unica espécie tetraploide do género (2n = 4x = 44
cromossomos) e autdégama. As demais espécies sao dipléides (2n = 2x = 22
cromossomos) € em sua maioria auto-incompativeis (CARVALHO et al., 1985). C.
arabica se originou na Etiopia, a partir da hibridizagcdo natural entre duas espécies
ancestrais dipléide, C. eugenioidese provavelmente C. canephora (ambas 2n = 22)
(LASHERMES et al., 1999). No hibrido resultante teria ocorrido uma duplicagéo do

numero de cromossomos, originando uma nova planta tetraploide com 2n = 4x =
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44 .Cultivares de C. arabica derivam, na grande maioria, das variedades Typica e
Bourbon (oriunda da ilha do mesmo nome), originalmente introduzidas no Brasil em
1727 e 1859, respectivamente (ANTHONY et al., 2001). Com isso, a base genética
das cultivares comerciais € bastante limitada e a diversidade molecular observada
entre elas é baixa (ANTHONY et al., 2002, STEIGER et al., 2002).A recente origem
alotetraploide e a biologia da reproducao de C. arabica também influenciam a base
genética estreita (VIDAL et al., 2010).

C. arabica é uma planta de clima tropical umido, de temperaturas
amenas, que encontra no Brasil extensas areas apropriadas para seu cultivo
(TOMAZIELLO et al.,1996).

Figura 1 — A — Origem da espécie tetraploide deC. arabica, B - e de seus cultivares
comerciais (VIDAL et al., 2010).
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3.1.3 A ferrugem Alaranjada do Cafeeiro

Pela sua importancia socioeconémica, o cultivo do café expandiu-se
por quase todas as regides tropicais do planeta. No entanto, o avango de areas de
plantio e a monocultura trouxeram alguns problemas relevantes de ordem biologica e
econdmica, dentre eles, destacam-se o0s prejuizos provocados por doengas. A
ferrugem alaranjada do cafeeiro, causada pelo fungo biotréfico H. vastatrix € umas
das mais importantes patologias do cafeeiro. Mais de 75% das planta¢gdes do mundo

sdo cultivadas com cultivares suscetiveis ao ataque das principais ragas fisiologicas
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do patdégeno, que quando nao controlada, provoca perdas que se situam entre 30 a
50% da produgao (ZAMBOLIM et al., 2002). O fungo foi inicialmente observado na
Africa e na Asia e espalhou-se por quase todas as areas de cultivo, exceto Australia
e Havai. No Brasil, a doenca foi diagnosticada em 1970. Nos novos locais, a presséo
de selegdo provocada pelo ambiente sobre o patégeno acelerou a evolugdo e a
formacgado de racgas variantes. Este processo se acentuou mais em locais de uso
continuo de defensivos com principios ativos iguais ou similares e nos plantios em
larga escala de gendtipos de baixa divergéncia genética (SILVA et al., 2006).
Atualmente o fungo apresenta 45 ragas fisioldgicas identificadas (VARZEA et al.,
2002). No Brasil, um estudo prévio identificou 14 racas, sendo a raga Il mais
amplamente distribuida (CABRAL et al., 2009).

Estudos sobre a heranca da resisténcia a ferrugem realizados no
CIFC — Portugal demonstraram que a hipétese de Flor (1971) da teoria gene-a-gene
€ aplicavel a interacao cafeeiro-H. vastatrix. Para cada gene que condiciona uma
reacao de resisténcia no hospedeiro existe um gene complementar no patégeno que
condiciona a viruléncia, denominado gene vr. No caso da ferrugem do cafeeiro, a
resisténcia completa é condicionada por pelo menos nove genes dominantes de
efeito maior (Sp1 - Sh9) com os respectivos genes de viruléncia (vr1 - vr9)
(BETTENCOURT et al., 1980;BETTENCOURT,1981).

A resisténcia a ferrugem dos cafeeiros vem sendo quebrada pelo
surgimento de novas ragas, o que dificulta a obtengao de cultivares com resisténcia
completa e duravel (SERA et al., 2010). No final de 2012, Costa Rica, México e Nicar
agua declararam estado de emergéncia devido as perdas incomuns causadas pela
ferrugem do cafeeiro (CRESSY, 2013). Recentemente a informag¢do da quebra de
resisténcia de HDT832 / 1 e HDT832 / 2 em um germoplasma indiano (PRAKASH et
al., 2010), ilustra a rapida evolugao e grande variabilidade genética de H. vastatrix.

Desta forma, para assegurar a produtividade e aumentar o poder
competitivo, € necessario buscar solu¢gdes para problemas que prejudicam a
cafeicultura. Considerando que em média 10 anos sao necessarios para a producao
de uma nova variedade de cafeeiro, a caracterizacdo molecular detalhada de
respostas de defesa da planta a ferrugem representa uma necessidade urgente para

futuros trabalhos de aplicagdo em programas de melhoramento.
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3.1.4 Resisténcia do Cafeeiro a Ferrugem Alaranjada

Os genes de resisténcia a ferrugem Sp1, Sp2, Spd e Sp5 foram
identificados em C. arabica puros de origem etiope. O gene Sy3 é considerado como
derivado de C. liberica, enquanto Sy6, Si7, S8 e Sh9 sao oriundos de C. canephora
(BETTENCOURT; RODRIGUES JR, 1988).

As cultivares comerciais Typica, Bourbon, Caturra, SL 28 e centenas
de outras introdugdes de C. arabica provenientes de diversas origens, incluindo a
Etidpia, mostraram-se suscetiveis a H. vastatrix, mais especificamente a raca
fisiolégica Il (D’OLIVEIRA e RODRIGUES JR, 1961).

Porém, um provavel hibrido natural entre C. canephora e C. arabica,
com resisténcia ao fungo, foi encontrado na llha de Timor, na década de 1940/49, na
plantagdo de C. arabica cv. Typica. A planta original foi designada com o nome de
Hibrido de Timor (HDT). Estudos sobre a heranca da resisténcia a ferrugem
realizados no CIFC verificaram que se tratava de um material valioso para o
programa de melhoramento, devido ao fato de mostrar-se resistente a todas as
racas de H. vastatrix conhecidas até entdo (BETTENCOURT, 1973;
BETTENCOURT e RODRIGUES JR, 1988; RODRIGUES JR et al., 2004).

Além dos genes Syja identificados(Sp1 - Sp9), € provavel que existam
outros genes Sy, em derivados de Hibrido de Timor (BETTENCOURT et al., 1992;
VARZEA e MARQUES, 2005). E em adicao a resisténcia completa promovida pelos
genes maiores citados anteriormente, também foi observada a resisténcia
incompleta devido a presenga de um ou poucos genes menores em plantas de Icatu
e HDT (ESKES et al., 1990).

Outras espécies diploides de Coffea, como C. congensis, C.
dewevrei e C. liberica, sdo fontes de introgressdo de resisténcia a ferrugem em
programas de melhoramento (BETTENCOURT e RODRIGUES JR, 1988). A linha
S.288 € um hibrido natural entre C. arabica e C. liberica (VISHVESHWARA, 1974).

3.1.4.1 Coffea arabica cv. IAPAR 59 - origem e caracteristicas
Esta cultivar originou-se do cruzamento entre a cultivar Villa Sarchi

CIFC 971/10 e o Hibrido de Timor CIFC 832/2 realizado no CIFC, em Portugal. Em

ensaios conduzidos no Instituto Agronémico do Parana (IAPAR), a progénie da
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geracao F4deu origem a cultivar IAPAR 59. Apresenta porte baixo e frutos
vermelhos com maturacdo medianamente precoce, boa qualidade da bebida e alta
produtividade. Além disso, C. arabica cv. IAPAR 59 possui resisténcia duradoura a
ferrugem do cafeeiro ha mais de 30 anos (CARVALHO, 2008).

3.1.4.2 Coffea arabicacv. catuai vermelho — origem e caracteristicas

Esta cultivar € o produto da recombinagdo de um cruzamento
artificial entre cafeeiros selecionados pela produtividade, das cultivares de C. arabica
Caturra Amarelo IAC 476-11 e Mundo Novo IAC 374-19, realizado no Instituto
Agronémico de Campinas (IAC), Campinas, SP. Apresenta porte baixo e frutos
vermelhos, possuem elevado vigor, boa qualidade da bebida e alta produtividade,

porém é suscetivel a ferrugem e aos nematoides (CARVALHO, 2008).

3.2 RESISTENCIA MOLECULAR A PATOGENOS EM PLANTAS

A resisténcia em plantas pode estar associada com processos de
inducdo pelo reconhecimento do patdégeno seguido de rapida reacdo de
hipersensibilidade (HR, hypersensitive response) (AGRAWAL e FISHBEIN, 2006),
que leva a morte celular confinada as células atacadas e as suas adjacentes,
objetivando a morte do patégeno invasor e impedir a progressao da doenca
(ROURKE et al., 2006).

A resposta de defesa das plantas ao patdégeno, raga-especifica, se
da a partir do momento em que a planta reconhece um particular produto do
patdgeno codificado pelo gene de aviruléncia, genes avr. Os produtos do gene de
aviruléncia abrangem um grupo de moléculas coletivamente chamadas elicitores ou
efetores, que podem ser peptideos ou proteinas, derivado de acidos graxos, esterodis
ou outras substancias quimicas de baixo peso moleculares (WANG et al., 2009),
com estruturas diversas e que elicitam a resposta de defesa em  baixas
concentragcbes (YAMAGUCHI et al., 2000; PECK, 2003). Apés detectarem a
presengca do patdgeno, as plantas respondem ao ataque através da indugdo de
proteinas de defesa que inibem o desenvolvimento do patdégeno pela hidrélise

enzimatica das paredes celulares do fungo e ou pela biossintese decompostos
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antimicrobianos (SILVA et al., 2006; GUZZO et al., 2009), e fitoalexinas (FERRARI et
al., 2007).

O mecanismo de percepgcdo que contém receptores, geralmente
localiza-se na superficie celular e sdo as proteinas R codificadas por genes R, que
sdo especificas a cada elicitor (PONTIER et al., 2002; WANG et al., 2009). Das cinco
classes estruturais de proteinas R, duas maiores sdo aquelas que contém dominios
de ligacdo aos nucleotideos (NBDs, Nucleotide Binding Domains ou NBSs,
Nucleotide Binding Sites) e repeticdes ricas em leucina (LRRs, leucine-rich
repeat)(WANG et al., 2008). O NBS é conservado e esta envolvido nos eventos da
cascata de transducao pela fosforilagdo com ATP ou GTP (DANGL e JONES, 2001;
BENT e MACKEY, 2007). O LRR é um dominio conservado com regides
hipervariaveis e esta envolvido no reconhecimento do patégeno. As duas classes de
NBS-LRR podem ser divididas pela presengca de dominios adicionais, como o
dominio TIR (Toll/Interleukin-1 receptor like) e ou um dominio CC (coil-coiled), na
sequéncia amino-terminal (BELKHADIR et al., 2004; KOORNNEEF e PIETERSE,
2008).Ambos os dominiosTIR e CCestdo supostamente envolvidos em interagdes
proteina-proteina e de transducdo de sinal(JEBANATHIRAJAH et al., 2002;
MCDOWELL e WOFFENDEN, 2003).

3.3 MARCADORES MOLECULARES

Dentre outros fatores, o sucesso do aumento da producéo agricola
no mundo inteiro depende da selecao de variedades mais adaptadas aos ambientes
de cultivo. O aumento da eficiéncia de selecdo, a melhor caracterizagdo do
germoplasma e a maximizagao de ganhos por selegao séao objetivos dos programas
de melhoramento, onde os marcadores moleculares podem ter um papel
preponderante.

O polimorfismo genético ocorre quando sequéncias pertencentes ao
mesmo locus sao representadas em uma espécie por duas ou mais formas alélicas
diferentes entre si (CARPENTIERI-PIPOLO et al., 2006).0 polimorfismo entre dois
ou mais individuos pode ser detectado por marcadores moleculares através da
expressado de uma caracteristica como uma proteina ou um fragmento de DNA que

pode ou n&o codificar um gene.
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Com o desenvolvimento das técnicas de Biologia Molecular
viabilizou-se a selegdo de individuos através do gendtipo, isto é, através das
variantes detectadas ao nivel do DNA. Uma das vantagens dos marcadores
moleculares sobre os morfolégicos esta no fato de que os ultimos resultam da
expressao de um ou mais genes podendo ser influenciados por fatores ambientais.
Os marcadores moleculares, por sua vez, detectam o polimorfismo sem sofrer a
influéncia ambiental,além de poder ser utilizados em qualquer estagio de
desenvolvimento da planta (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).

Os marcadores moleculares hoje disponiveis diferenciam-se pela
tecnologia utilizada para revelar variabilidade existente no DNA e assim, variam
quanto a habilidade de detectar diferencas entre individuos, a natureza do marcador
(dominante ou co-dominante), o custo, a facilidade de uso, a consisténcia e a
repetibilidade, caracteristicas importantes na escolha do marcador a ser utilizado
(CARPENTIERI-PIPOLO et al., 2006).

Os principais tipos de marcadores moleculares podem ser
classificados em dois grupos, conforme a metodologia utilizada para identifica-los:
hibridizagdo ou amplificagdo de DNA (MILACH, 1998). Dentre aqueles que sao
identificados por hibridizacdo estdo os marcadores RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism), os minissatélites ou VNTR (Variable Number of Tandem
Repeats) e os DArTs (Diversity Arrays Technology). Ja aqueles identificados por
amplificacdo de DNA, ou seja, baseados em PCR, pode-se citar os marcadores
RAPD (Random Amplified Polimorphic DNA), SCAR (Sequence Characterized
Amplified Regions), STS (Sequence Tagged Sites) Microssatélites ou SSR (Short
Tandem Repeats), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), SNPs (Single
Nucleotide Polymorphism), entre outros.

O SCAR é um marcador molecular co-dominante, que pode ser
identificado por PCR. Em geral, os marcadores SCARs sao amplificados a partir de
primers obtidos da conversdo de outros marcadores derivados da PCR, como os
RAPDs e os AFLPs.

Desenvolvido em meados da década de 1990 (ZABEAU e VOS,
1993; VOS et al., 1995), o AFLP baseia-se na obtencao e analise de fragmentos de
DNA obtidos por digestdo com enzimas de restricdo e etapas seletivas de
amplificagdo por PCR, sendo um tipo de marcador dominante, ou seja, impossibilita

a distincdo entre o homozigotos e heterozigotos. Enquanto oprimer de AFLP é
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dependente de restricdo enzimatica, passivel de imperfeicdbes e apenas 3 bases
seletivas para amplificacdo, os primers SCARs, com média de 20 pb, aumentam o
poder de resolugdo dos marcadores AFLP. A diminuigdo das distancias genéticas
entre os mapas de marcadores AFLP e SCARs é resultante da especificidade do
amplicon, que possibilita identificar gendtipos polimérficos positivos para os
marcadores anteriormente n&o detectados pelas técnicas AFLP.

O melhoramento genético classico de cafeeiros visando a obtengao
de cultivares resistentes, por se tratar de uma cultura perene e de periodo juvenil,é
lento. Portanto técnicas que facilitem e acelerem a selegéo de gendtipos superiores
sao necessarias (TEIXEIRA-CABRAL et al., 2004). As técnicas da biologia molecular
sao instrumentos promissores para reduzir o tempo de obtencdo das novas
cultivares e aumentar a eficiéncia dos programas de melhoramento (SERA et al.,
2002; FAZUOLI et al., 2005).

Além da aplicagao direta para estudos moleculares de identificagao
de genes de resisténcia, os marcadores SCARs possuem um elevado potencial para
uso em programas de melhoramento genético assistido por marcadores (BERALDO
et al., 2009). Podem ser utilizados para monitoramento de genes em métodos de
retrocruzamento ao longo de geragoes, visando a resisténcia da raca especifica em
cultivares de alta desempenho produtivo, contribuindo efetivamente nos programas
de melhoramento em café, aumentando a eficiéncia e reduzindo o tempo de

selecao.

3.3.1 Marcadores Moleculares Relacionados a Resisténcia a Ferrugem Alaranjada

do Cafeeiro

A identificacdo molecular dos genes de resisténcia € uma tarefa
necessaria, pois gera informacdes uteis para sua aplicagdo imediata e consequente
aceleracao dos métodos de melhoramento convencional. Embora a resisténcia da
ferrugem tenha sido amplamente estudada e documentada, a elaboragdo de
estratégias que envolvam o uso de marcadores moleculares ¢é incipiente (HERRERA
et al., 2009).Em espécies do género Coffea, onde as informagdes disponiveis s&o
muito escassas em nivel molecular, a obtengcdo de marcadores ligados a resisténcia

a principal doenga desta cultura pode auxiliar tanto os programas de melhoramento
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assistido, quanto o estabelecimento de estratégias de clonagem génica (DIOLA et
al.,, 2011).

Ja foram identificadas marcas associadas ao gene de resisténcia a
ferrugem S;3 reportados por Prakash et al., 2004 e Mahé et al., 2008. No primeiro
estudo foram identificados 21 marcadores moleculares e no segundo estudo, os
marcadores foram transformados em SCARs.

Em uma avaliagédo feita por Diola et al., (2011) de uma populagaoF2
UFV 421-4 (Hibrido de Timor x Catuai) com 224 cafeeiros segregantes para um
gene que confere resisténcia a raga Il de H. vastatrix, foi obtido um mapa genético
inicial com 25 marcadores AFLP que possibilitou a elaboragdo do mapa fisico de alta
densidade com 6 marcadores SCARs delimitando uma regido cromossdmica de 9,45

cMe flanqueando o gene de resisténcia a 0,7 e 0,9 cM(Figura 2).

Figura 2 — A - Mapa genético saturado por marcadores AFLP, B - Mapa genético de
alta densidade pelos marcadores SCARs (DIOLA et al. 2011).
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3.4  CARACTERIZACAO DE CLONES BAC DOS LocCI DE RESISTENCIA A FERRUGEM

Os mapas fisicos, associadas aos mapas genéticos, possibilitam
identificar genes e clusters génicos de interesse presentes nos BACs (Cromossomo
Artificial de Bactéria) e YACs (Cromossomo Atrtificial de Levedura), por técnicas de

clonagem baseadas em mapeamento.
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Devido a facilidade de manipulagado, bibliotecas BACs tém sido
preferencialmente utilizadas por varios grupos de pesquisa para servir de suporte a
projetos de mapeamento fisico assim como complementagcdo de projetos de
sequenciamento gendmico em Arabidopsis thaliana (MOZO et al., 1998, 1999) arroz
(WANG et al., 1995), trigo (http://wheat.pw.usda.gov/Physical Mapping /index.html) e
milho (http://www.maizemap.org). Bibliotecas BAC de café foram construidas tanto
para C. arabica (NOIR et al., 2004; CACAO et al., 2013), quanto para C.
canephora(LEROQY et al., 2005).

As sequéncias de um total de 13 clones BAC abrangendo os loci
Sh3 em 3 genomas de café (C. eugenioides e C. canephora como subgenomas do
alotetraploide C. arabica e o genoma de C. canephora), foram examinados para a
presenca de genes de resisténcia usando anotagdes previamente determinadas
(CENCI et al., 2010). Um total de cinco, trés, e quatro genes de resisténcia foram
identificados em C. eugenioides e C. canephora como subgenomas de C. arabica e
em C. canephora, respectivamente (RIBAS et al., 2011).

O grupo de pesquisa do Laboratério de Biotecnologia Vegetal do
IAPAR (Londrina — PR), concluiu a construgdo de uma biblioteca BAC de C. arabica
Hibrido de Timor 832/2, com cerca de 55 mil clones e cobertura de 5,5 vezes do
genoma (CACAO et al., 2013). A partir desta biblioteca obteve-se um mapa
genético construido com marcadores SCARs para a ferrugem do cafeeiro que
orientou a construgédo do contig com 4,7 cM e ~ 360 kb, obtido pelo ordenamento de
5 clones BAC que continham simultaneamente a presenca de dois marcadores.
Foram isolados dois clones BAC portadores dos marcadores que flanqueiam o gene
de resisténcia compreendendo uma regido de ~ 120 kb (DIOLA et al., 2011). Esses
BACs foram sequenciados, possibilitando a identificacido de loci de resisténcia e a
producdo de novas marcas moleculares a serem reintegradas no mapeamento

genético.
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5 ARTIGO A:

ANALISE TRANSCRICIONAL DE REGIAO GENICA ENVOLVIDA NA
RESISTENCIA A H. Vastatrix Em C. Arabica

ARIYOSHI, C. Andlise transcricional de Regido Génica Envolvida na
Resisténcia a H. vastatrix em C. arabica. Dissertacdo (Mestrado em Genética e
Biologia Molecular)— Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2014.

RESUMO

A ferrugem do cafeeiro, causada pela Hemileia vastatrix, é considerada a principal
doenca em Coffea arabica.Porém, pouco se sabe sobre os mecanismos de ativagao
da resisténcia durante a interacdo incompativel entre o cafeeiro e H. vastatrix. Apds
detectarem a presenca do patdégeno, as plantas respondem ao ataque através da
indugao de proteinas codificadas principalmente por genes contendo os dominios de
ligacdo de nucleotideos e repeticdo rica em leucina (NBS-LRR), os quais
desempenham um papel importante na sinalizacdo.Através da sinalizagao, proteinas
de resposta de defesa, como as relacionadas a patogénese (PRs), sdo ativadas. A
partir do sequenciamento de clones BACs Hibrido de Timor (HDT) — CIFC 832/2
correspondentes e proximos a um locus de resisténcia a ferrugem do cafeeiro
avaliou-se a presenga de genes relacionados a sinalizagdo e resposta de defesa. A
identificacdo dos genes foi feita por busca de homologia de sequéncias in silico
através da ferramenta blastnNCBle por amplificacdo através da técnica de PCR.
Dois genes apresentaram amplificagdo nos clones BACs selecionados, NBS—
LRRnos clones 10L24 e 14F3 e oPRS5 no clone 15018. Na analise in silico um contig
do clone BAC 14F3 apresentou similaridade com um acesso depositado no Genbank
referente a um gene de sinalizagdo NBS-LRR de C. arabica. Na analise de
expressao desses genes em gendtipo resistente — IAPAR 59 — e suscetivel — Catuai
Vermelho, inoculados com H. vastatrix, houve diferencas significativas de niveis de
expressao. O resultado confirma a participacao deloci de HDT no mecanismo de
resisténcia.

Palavras-chave: Resposta de defesa. Genes de sinalizagdo. IAPAR 59.
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ARIYOSHI, C. Transcriptional Analysisofa Gene Region Involved in Resistance
to H. vastatrix in C. arabica. Dissertation (Master's Degree in Genetic and
Molecular Biology) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2014.

ABSTRACT

The coffee leaf rust, caused by Hemileia vastatrix, is considered the main disease in
Coffea arabica. However, little is known about the activation mechanisms of
resistance during the incompatible interaction between coffee and H. vastatrix. After
detecting the presence of the pathogen, plants respond to attack by inducing
proteins, mainly codified bygenes with nucleotide binding site and leucine- rich repeat
(NBS - LRR) domains. These proteins play an important role in signaling. Through
signaling defense response proteins, as pathogenesis-related proteins (PRs), are
activated. From the sequencing of BAC clones Timor Hybrid (HDT) - CIFC 832/2,
close to a resistance locusto coffee rust, we evaluated the presence of genes related
to signaling and defense responses. The identification of genes was performed by
sequence homology search in silicothrough blastntool from NCBI and amplification by
PCR. Two genes were detected in the selected BAC clones, NBS — LRR inthe clones
10L24 and 14F3 and PR5 in clone 15018. In silico analysis of a onlycontig from
14F3 BAC clone showed similarity to other access deposited in the Genbank, a gene
related to a NBS - LRR signaling clone of C. arabica.Analyzes expression of these
genes in the genotype IAPAR 59 -resistant - and Catuai Vermelho — susceptible -,
inoculated with H. vastatrix, there were significant differences in expression levels.
The result confirms the involvement of HDTloci in the resistance mechanism.

Key-words: Defense response. Signaling genes. IAPAR 59.
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Objetivos:

e |dentificar genes presentes em clones BAC (Hibrido de Timor 832/2)

relacionados a loci de resisténcia e/ou de sinalizagao.

e Avaliar a expressao dos genes identificados nos clones BACs em

genotipos resistentes e suscetiveis a H. vastatrixem resposta ao patégeno.
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5.1  INTRODUCAO

O café é considerado uma das mais importantes commodities
agricolas do mundo (ICO, 2014), presente em quase todas as regides tropicais do
planeta. Porém, seu cultivo apresenta problemas com relagdo aos estresses
abidticos e bidticos. A ferrugem alaranjada do cafeeiro, que é causada pelo fungo
biotréfico Hemileia vastatrix, € a principal doenga que causa perdas de producio que
podem variar entre 35 e 50%, se n&o for devidamente controlada (ZAMBOLIM et al.,
2002).

Os genes de resisténcia dos cafeeiros conhecidos sdo:Sp1 - Sp9
(RODRIGUES JR et al.,, 1975; BETTENCOURT, 1981), contrastando com os
respectivos genes de viruléncia do patdgeno v1 - v9, os quais estdo presentes,
sozinhos ou em combinacdes, em 45 racas de H. vastatrix identificadas no mundo
(VARZEA e MARQUES, 2005). Os genesS:6, Sh7, Sh8 e Sh9foram identificados em
C. canephora,enquanto ogene Sy3 foi identificado emC. liberica e os genes Si1, Sp2,
Sr4 e Sp5 foram identificados em C. arabica puros de origem etiope. Além destes,
foram detectados pelo menos, dois genes de resisténcia ainda nao caracterizados
(DIOLA et al., 2013).

Em geral, quando os agentes patogénicos infectam as plantas,
essas sao capazes de se proteger pela indugdo de mecanismos de defesa
complexos e altamente sofisticados (LI et al., 2010).No entanto, a caracterizagdo dos
genes atuante