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Resumo:

O Projeto Brasileiro do Genoma Café (PBGC) gerou um banco de dados de 200.000 ESTs (Expressed Sequence
Tags). O banco de dados foi minerado por meio de andlise in silico e 12009 seqliéncias potencialmente envolvidas na
resisténcia do cafeeiro a doencas foram identificadas. A partir dessas seqiiéncias foram desenhados 40 oligonucleotideos,
iniciadores especificos para amplificar seqiiéncias do DNA genémico do cafeeiro. As condi¢des de reacdo e amplificacdo
dos iniciadores sintetizados foram ajustadas. Vinte e nove iniciadores amplificaram fragmentos de aproximadamente 400
pb, exibindo bandas Unicas e bem definidas, e apenas um deles foi polimérfico entre os individuos resistentes e
susceptiveis. O iniciador CARF 005 amplificou um fragmento nos 154 individuos F, da populacdo H464-2. Essa andlise
permitiu verificar o posicionamento desse marcador no grupo de ligacao 9, a 36,2 ¢cM do marcador K13c no mapa genético
de Coffea arabica previamente desenvolvido com marcadores RAPD.

Palavras-chave: Genoma Café, Coffea, oligonucleotideos iniciadores especificos.

LOCALIZATION OF MOLECULAR MARKER FROM EST POTENTIALLY ASSOCIATED WITH THE LRR
DOMAIN IN GENETIC MAP OF Coffea arabica.

Abstract:

Twelve thousand and nine sequences potentially involved in the resistance of the coffee tree to diseases
were identified in the Projeto Brasileiro do Genoma Café (PBGC) database by in silico analysis. Based on those sequences,
specific primers were designed in order to amplify sequences of the coffee genomic DNA. Forty specific primers were
obtained and their reaction and amplification conditions were tested. Twenty nine primers amplified fragments of
approximately 400 bp, showing unique and sharp bands, and only one was polymorphic between the resistant and
susceptible genotypes. The primer CARF 005 amplified one fragment in 154 F, individuals of the population H464-2. That
analysis permitted to verify the position of this marker in the linkage group 9, at 36,2 cM from marker K13c in the genetic
map of Coffea arabica previously developed with RAPD markers.
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Introducao

O Projeto Brasileiro do Genoma Café (PBGC) consistiu no sequenciamento em larga escala de seqiiéncias
expressas e gerou um banco de dados de 200.000 ESTs (Expressed Sequence Tags) (Vieira et al, 2006). Os clones
sequenciados sdo provenientes de 37 bibliotecas de cDNA de café. Essas ESTs, portanto, representam milhares de genes
expressos em seus diferentes érgaos, obtidos em varios estagios de desenvolvimento e submetidos a condi¢des de estresse
bidtico e abidtico.

O sequenciamento do genoma de plantas tem facilitado e acelerado a identificacdo de genes desejaveis,
possibilitando a sua manipulagdo subseqiiente por meio de técnicas de genética molecular. Os genes identificados podem,
também, ser Uteis para desenvolver novos e eficientes marcadores moleculares e direcionar as manipulagdes genéticas nos
programas de melhoramento.

Os marcadores moleculares obtidos a partir de ESTs sdo bastante informativos e permitem reconhecer a
associacdo da marca com a sua potencial fungdo, o que os tornam muito valiosos na analise de mapa genético. O objetivo
desse trabalho foi utilizar os dados gerados pelo PBGC para o desenvolvimento de marcadores moleculares associados com
a resisténcia do cafeeiro a doencas e posiciona-los no mapa genético.

Material e Métodos

A. Mineracao de dados

Os dados do PBGC foram acessados pela plataforma de bioinformatica desenvolvida pelo Laboratério de
Gendmica e Expressao (LGE) e disponivel no site (http://www.lge.ibi.unicamp.br/cafe/). Para minerar as seqliéncias do
PBGC e identificar as ESTs de interesse foram criadas trés estratégias de busca. A primeira estratégia consistiu na busca de
palavras-chaves relacionadas na literatura cientifica com o mecanismo de resisténcia a doengas. Estas palavras-chave foram



utilizadas como “iscas” para mineracdo dos dados. Outra estratégia foi a busca por similaridades entre algumas sequiéncias
de cafeeiro ja publicadas (Fernandez et al, 2004 e Lin et al, 2005), e potencialmente envolvidas com a resisténcia, com as
seqliéncias do PBGC, por meio do algoritmo BLAST. Na terceira estratégia utilizou-se o Northern Eletr6nico, uma
ferramenta desenvolvida pelo LGE que agrupa todas as 200.000 ESTs provenientes das 37 bibliotecas de cDNA. Nesta
estratégia, foram selecionados apenas os contigs constituidos total ou parcialmente por sequéncias da biblioteca RM1
(biblioteca de folhas de C. arabica infectadas com bicho mineiro e ferrugem).

As anotagdes automaticas e os valores de similaridade (score e E-value) de todas as sequiéncias encontradas foram
analisadas e as mais relevantes para o estudo foram selecionadas.

B. Desenho de oligonucleotideos iniciadores

A partir das sequéncias selecionadas, foram desenhados iniciadores especificos utilizando o programa
computacional Primer3. As condi¢es para o desenho foram: (1) produto de PCR com tamanho de 400 a 600pb e 200 a
600pb; (2) tamanho do iniciador de 18 a 24pb; (3) tm de 55 a 60°C; e, (4) percentagem de CG de 45 a 55. A estabilidade
destes iniciadores foi verificada utilizando o programa PrimerSelect. Desta forma, 40 pares de oligonucleotideos
iniciadores especificos foram obtidos.

C. Testes dos Iniciadores

Para a obtencdo dos marcadores moleculares, diferentes concentragdes dos componentes da reacdo de PCR foram
analisadas, incluindo concentracfes e marcas comerciais de taqg DNA polimerase, MgCI2, dNTPs e iniciadores. Para a
amplificacdo foram avaliadas diferentes combinacfes de tempo e temperatura, incluindo touchdown PCR. Utilizando as
condicBes de reacdo e amplificacdo otimizadas, os 40 iniciadores foram testados em 12 gendtipos resistentes e 12
susceptiveis a Hemileia vastatrix. Os gendtipos susceptiveis foram: UFV-570 (“Bourbon Amarelo”), UFV 2945
(‘Tipica”),UFV 557-06 (C. racemosa x C. arabica ), UFV 2145-79 (“Catuai Vermelho”), UFV 2154-345 (“Catuai
Amarelo”), UFV 2143-193 (“Catuai Amarelo™), UFV 2143-235 (“Catuai Amarelo™), UFV 2148-57 (“Catuai Amarelo”),
UFV 2164-193 (“Mundo Novo”), UFV 2190-100 (“Mundo Novo”), Caturra 812 (“Caturra Amarelo”) e C. dewevrei
excelsa. Os genotipos resistentes foram os acessos de “Hibrido de Timor”: UFV 440-22, UFV 443-3, UFV 445-46, CIFC
832-1, CIFC 832-2, UFV 438-52, UFV 446-08, CIFC 33-1, CIFC 1343-269, CIFC 4106, CIFC 420-10 e CIFC 147-1.

D. Localizagéo do Marcador em Mapa Genético

O iniciador polimérfico foi utilizado para amplificar o DNA de 154 individuos F, da populagdo H464-2,
segregante para a resisténcia do cafeeiro a ferrugem. Essa populagéo é proveniente do cruzamento de um Hibrido de Timor
(H 440-22) resistente a ferrugem e Mundo Novo (2190-100), cultivar susceptivel. O programa GQMOL (Cruz e Schuster,
2001) foi utilizado para a andlise dos dados moleculares. Essa andlise permitiu verificar o posicionamento desse marcador
no mapa genético de C. arabica previamente desenvolvido com marcadores RAPD (dados ndo publicados).

Resultados e Discussao

A. Mineracao de dados

Na estratégia utilizando 15 palavras-chave relacionadas a resisténcia foram identificadas um total de 11.116 ESTs
nos 15 projetos criados (Figura 1). As sequéncias presentes em cada um dos projetos foram agrupadas (Tabela 1) e a
anotacdo automatica de cada contig formado foi analisado. Apenas os contigs (1257 no total) foram avaliados, pois
possuem um tamanho maior e sdo mais representativos que os singlets (1381 no total).
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Figura 1- Porcentagem relativa do humero de reads dos 15 projetos criados pela estratégia Palavras-Chave.



Tabela 1-Resultado do agrupamento das seqiiéncias dos projetos criados a partir de palavras-chave.

Projeto ESTs Contigs Singlets
LRR 825 160 243
NBS 494 105 142
Resistance 1864 347 416
Chitinase 1855 47 48
CitocromoP450 2120 235 202
Glucanase 642 92 68
HSP (Heat Shock Protein) 240 31 27
Thaumatin 317 16 7
Chalconesynthase 153 5 8
Hypersensitive 86 8 4
Pathogenesis 979 63 37
Polyphenoloxidase 67 4 3
Importin 532 11 14
Glucosyltransferase 930 130 160
Phytoalexin 12 3 2
TOTAL 11116 1257 1381

Na outra estratégia, foram identificadas ESTs do PBGC que possuiam similaridade com as 57 seqiiéncias
relacionadas a resisténcia, publicadas em artigos cientificos.

Na estratégia Northern Eletronico, foram formados 2.206 clusters que continham ESTs da biblioteca RM1 (Tabela
2). Deste total, 602 foram formados apenas por ESTs da biblioteca RM1, 21 por seqiiéncias com 99% a 75% e 213 de 74%
a 50% dos ESTs provenientes da RM1.

Tabela 2-Numero de seqiiéncias com reads na Biblioteca RM1.

Estratégia Eletronic Northern N. seqiiéncias % em relacdo a RM1
Sequencias com reads em RM1 2206 100
Sequencias 50% a 74% de reads em RM1 213 9.65
Sequencias 75% a 99% de reads em RM1 21 0.95
Sequencias 100% dos reads em RM1 602 27.29

B. Teste dos iniciadores

Dos 40 iniciadores testados, 11 ndo amplificaram nenhuma banda. Os 29 restantes geraram marcadores
moleculares, visualizadas como bandas Unicas, de aproximadamente 400 pb, e bem definidas, sendo que apenas o iniciador
CARF 005 apresentou polimorfismo entre os individuos resistentes e susceptiveis (Figura 2).
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Figura 2— Perfil de Amplificacéo do iniciador CARF 005. (M) marcador de peso molecular100bp. De 1-12, plantas susceptiveis; de 13-
24, plantas resistentes. (1) UFV-570, (2) UFV 2945, (3) UFV 557-06, (4) UFV 2145-79, (5) UFV 2154-345, (6) UFV 2143-193, (7) UFV
2143-235, (8) UFV 2148-57, (9) UFV 2164-193, (10) UFV 2190-100, (11) Caturra 812, (12) C. dewevrei excelsa, (13) UFV 440-22, (14)
UFV 443-3, (15) UFV 445-46, (16) CIFIC 832-1, (17) CIFC 832-2, (18) UFV 438-52, (19) UFV 446-08, (20) CIFC 33-1, (21) CIFC
1343-269, (22) CIFC 4106, (23) CIFC 420-10 e (24) CIFC 147-1.



O iniciador CARF 005 amplificou um fragmento em C. dewevrei excelsa, suscetivel a varias ragcas de Hemileia
vastatrix conhecidas, diferentemente dos demais individuos susceptiveis testados. Para tentar elucidar esse resultado, o
fragmento amplificado seréa seqiienciado e comparado com a seqiiéncia de individuos resistentes.

Em relacdo as amplificacdes que ndo apresentaram polimorfismo, é possivel que os fragmentos possuam pequenas
diferencas dentro da seqiiéncia e, portanto, ndo puderam ser observadas por eletroforese em gel. Isso sera verificado com
andlises de enzima de restricdo e sequenciamento para deteccdo de SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms). Existe
também a possibilidade da diferenga estar no padrdo de expresséo dos genes de individuos resistentes e susceptiveis. Neste
caso analises de RT-PCR e ensaios de macroarranjo serao efetuados para demonstrar se existe essa expressao diferencial.

C. Localizagéo do Marcador em Mapa Genético

O marcador CARF 005, obtido a partir do projeto LRR (Leucine Rich Repeat, dominio de proteina de resisténcia)
foi posicionado no mapa genético de café, previamente construido. Essa analise mostrou que esse marcador esta presente
no grupo de ligagdo 9, a 36,2 cM do marcador K13c (Figura 3). A analise molecular desse marcador, em conjunto com a
analise fenotipica para a resisténcia, que esta sendo efetuada, podera revelar se o loco onde o marcador se encontra € uma
regido de genes relacionados com a resisténcia do cafeeiro. As possibilidades de sucesso da piramidagdo de genes de
resisténcia a ferrugem dependem do nimero de genes envolvidos na resisténcia e a distribuicdo deles no genoma (ligados
ou independentes). Portanto, € importante estudar a distribuicdo dos possiveis genes de resisténcia, por exemplo, por meio
da localizacdo dos marcadores derivados de ESTs ligados a estes genes no mapa genético.
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Figura 3— Mapa com a localiza¢éo do iniciador CARF 005

Conclusoes

Um marcador molecular obtido a partir de EST foi posicionado em mapa genético de C. arabica previamente
desenvolvido com marcadores RAPD. Esta marca amplifica uma regido do DNA que estd potencialmente associada ao
dominio LRR de proteina de resisténcia a doencas.
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