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RESUMO

ALVARENGA, Samuel Mazzinghy, D.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, Julho
de 2011. Caracterizacdo funcional e identificacdo de SNPs e de genes
de resisténcia a doencas do cafeeiro. Orientador: Ney Sussumu
Sakiyama. Coorientadoras: Eveline Teixeira Caixeta e Eunize Maciel
Zambolim.

O Projeto Brasileiro do Genoma Café gerou um banco de dados de
200.000 ESTs (Expressed Sequence Tags). Estas sequéncias estdo
armazenadas no banco de dados do Projeto, o CafEST. Em trabalho anterior, foi
realizada analise in silico das sequéncias do CafEST, a qual permitiu a
identificacdo de 14.060 sequéncias relacionadas com o processo de defesa da
planta contra doencas. Dessas 14.060, 1.855 foram sequéncias cujos produtos
preditos eram quitinases. Dada a importancia das quitinases, tanto na interacao
planta-patdgeno, como em outros processos da planta, as ESTs de quitinase
foram detalhadamente analisadas no presente trabalho. Para isso foi realizada
uma caracterizacao funcional e construido um perfil de expressao in silico. A
categorizacdo funcional foi feita com o software Blast2GO e o perfil de expresséo
génica in silico foi determinado por meio de analises de Northern Blot Virtual. Os
resultados da caracterizagéo funcional mostraram a versatilidade das quitinases,
gue possuem atividade enzimatica e estdo envolvidas em importantes processos
bioldgicos e fungBes moleculares nas células da planta. A analise do perfil de
expressao in silico permitiu verificar que as quitinases estdo mais expressas,
principalmente, em bibliotecas que apresentam algum componente de estresse.
Para selecionar, entre as 14.060 sequéncias mineradas, aquelas que estdo
envolvidas com a resisténcia do cafeeiro a ferrugem, foram desenvolvidos, em
trabalho anterior, 40 pares de primers. Os primers foram testados em 12
cafeeiros resistentes e 12 susceptiveis a Hemileia vastatrix, fungo causador da
ferrugem. Vinte e nove primers resultaram em bandas Unicas e bem definidas,
sendo que um deles foi polimorfico entre os cafeeiros resistentes e suscetiveis.
No presente trabalho, 15 primers monomorficos foram escolhidos para analises
de polimorfismos de base Unica (SNPs — Single Nucleotide Polymorphisms) nas
sequéncias de DNA entre os 12 cafeeiros resistentes e 12 susceptiveis a H.
vastatrix. As sequéncias obtidas foram analisadas com os programas
Sequencher® v. 4.10, ORF Finder, BLAST e ClustalW. Dos 15 genes, quatro



ndo apresentaram nenhum SNP. Cinco genes apresentaram SNPs, mas 0s
polimorfismos foram observados apenas para o clone da espécie Coffea liberica
var. dewevrei (café excelsa). Os outros seis genes foram polimérficos entre os
genodtipos amostrados. Foram detectados 71 SNPs, sendo que 34 foram
transicbes (47,89%) e 37 transversdes (52,11%). A taxa de transi¢cOes/
transversdes foi de 0,9189. Das 71 substituicbes, 27 ocorreram na primeira
posicdo do coédon (38,02%), 15 na segunda posicao (21,12%) e 29 na terceira
(40,84%). Foram detectadas 11 (15,49%) substituicbes sinbnimas e 60 (84,51%)
substituicbes ndo sinbnimas. A relacdo de substituicdes sinbnimas/nao
sindnimas foi de 0,1833. Um alto nivel de muta¢cdes nao sindnimas, como o que
foi encontrado neste trabalho, pode ser reflexo de sele¢éo positiva. Um exemplo
€ 0 cenario antagonista da coevolucao patdgeno-hospedeiro, onde os genes do
hospedeiro estdo engajados numa “corrida armamentista” evolucionaria e sob
forte pressdo de selegcédo para mudarem e se adaptarem. Em funcéo disso, eles
evoluem numa taxa mais rapida que outros genes. Este cenario pode ser
aplicado ao presente trabalho, dado o alto nivel de modificac6es ndo sinénimas
detectado e ao fato que os genes analisados atuam, de alguma forma, no
processo de defesa do cafeeiro contra patdgenos. Foi observada uma frequéncia
de 0,1029 SNPs por amplicon. Nos 119.061 pb analisados detectou-se uma
frequéncia extremamente baixa de 1 SNP a cada 1.676,91pb, ou de 0,0596
SNPs por 100 pb. Pode-se atribuir o baixo nivel de polimorfismo observado a
baixa diversidade do genoma de C. arabica. A analise dos produtos génicos
permitiu verificar que as mutacbes nao sindnimas identificadas ndo levaram a
formacdo de proteinas preditas distintas. No presente trabalho foi também
iniciada a clonagem de um gene potencialmente envolvido com a resisténcia do
cafeeiro a ferrugem. Em trabalho anterior, foi identificado um fragmento de gene
de resisténcia, amplificado pelo primer CARF 005, presente nos individuos
resistentes e ausente nos susceptiveis a ferrugem do cafeeiro. Esse primer foi
utilizado no presente trabalho para realizar um screening de uma biblioteca de
BACs (Bacterial Artificial Chromosome — Cromossomo Artificial de Bactéria)
contendo 56.832 clones Na identificacdo do(s) clone(s) positivo(s), utilizou-se o
método de decomposicéo de pools. Foram identificados dois clones positivos (i.
e. dois clones contendo fragmento de gene de resisténcia amplificado pelo
marcador CARF 005). Os dados de sequenciamento dos dois clones
identificados poderdo fornecer informacdes importantes sobre a estrutura dos

genes de resisténcia em Coffea.



ABSTRACT

ALVARENGA, Samuel Mazzinghy, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, July,
2011. Functional characterization and identification of SNPs and coffee
disease resistance genes. Adviser: Ney Sussumu Sakiyama. Co-advisers:
Eveline Teixeira Caixeta and Eunize Maciel Zambolim.

The Brazilian Coffee Genome Project has generated a database of
200,000 ESTs (Expressed Sequence Tags). These sequences are stored in the
Project database, the CafEST. In silico analysis of the CafEST sequences was
performed in previous work. It allowed the identification of 14,060 sequences
related to the process of plant defense against diseases. Of the 14,060, 1,855
were sequences whose predicted products were chitinases. Given the
importance of chitinases, both in plant-pathogen interaction, as in other plant
processes, the chitinases ESTs were thoroughly analyzed in this study. For that,
a functional characterization was carried out and an in silico expression profile
was built. The functional categorization was accomplished using the Blast2GO
software, and the in silico gene expression profile was determined by virtual
Northern Blot Analysis. The results of functional characterization showed the
versatility of chitinases, which have enzymatic activity and are involved in
important biological processes and molecular functions in the plant cells. The in
silico expression profile analysis has shown that chitinases are more expressed
especially in libraries that have some component of stress. To select among the
14,060 sequences mined, those which are involved in the resistance of coffee to
rust, a set of 40 pairs of primers were designed in previous work. The primers
were tested on 24 coffee trees: 12 resistant and 12 susceptible to Hemileia
vastatrix, fungus that causes leaf rust. Twenty-nine primers resulted in unique
and well defined bands, one of which was polymorphic between resistant and
susceptible trees. Of these primers, 15 were chosen for Single Nucleotide
Polymorphisms (SNPs) analysis in DNA sequences between 12 H. vastatrix
resistant trees and 12 susceptible ones. The sequences obtained were analyzed
with the Sequencher® v.4.10, ORF Finder, BLAST and ClustalW programs. Of
the 15 genes, four were monomorphic. Five genes showed polymorphism only for
the Coffea liberica var. dewevrei species clone. The other six genes were
polymorphic among the sampled genotypes. Seventy one SNPs were detected,

of which 34 were transitions (47.89%) and 37 (52.11%) were transversions. The
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rate of transitions/transversions was 0.9189. Of the 71 substitutions, 27 (38.02%)
occurred in the first codon position, 15 (21.12%) in the second position and 29
(40.84%) in the third. Eleven (15.49%) synonymous and 60 (84.51%) non-
synonymous substitutions were detected. The ratio of synonymous/non-
synonymous substitutions was 0.1833. A high level of non-synonymous
mutations, as was found in this study, may reflect positive selection. An example
is the antagonist scenario of the host-pathogen coevolution, where the host
genes are engaged in an "arms race" and under strong evolutionary selection
pressure to change and adapt. As a result, they evolve at a faster rate than other
genes. This scenario can be applied to this work, given the high level of non-
synonymous changes detected and the fact that the analyzed genes somehow
act in the defense against coffee pathogens. A frequency of 0.1029 SNPs per
amplicon was observed. In the 119,061 bp analyzed, an extremely low frequency
of 1 SNP every 1,676.91 bp or 0.0596 SNPs per 100 bp was detected. The low
polymorphism level observed can be attributed to the low diversity of the
C. arabica genome. The gene products analysis has shown that the non-
synonymous mutations do not lead to formation of distinct predicted
proteins. Also, in the present work, the cloning of a gene potentially involved in
resistance to coffee rust was initiated. In previous work, a resistance gene
fragment was identified. The fragment, amplified by primer CARF 005, is present
in the resistant individuals and absent in the coffee leaf rust susceptible
genotypes. This primer was used in this study to perform a screening of a BAC
(Bacterial Artificial Chromosome) library containing 56,832 clones. The pools
fragmentation method was used to identify the positive clone(s). Two positive
clones (i.e. two clones containing the resistance gene fragment amplified by
marker CARF 005) were identified. The sequencing data from the two identified
clones may provide important information about the structure of disease

resistance genes in Coffea.
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1. INTRODUCAO GERAL

1.1. CAFE E FERRUGEM

O café é um dos produtos mais tradicionais da agricultura brasileira. As
estatisticas de 2010 mostram que o pais é lider mundial em producao,
exportagdo e consumo interno (Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento - MAPA, 2011). O brasileiro consome, em média, 81 litros de café
por ano. Esses dados indicam que, no Brasil, o café é a segunda bebida com
maior penetracdo na populacdo, atras apenas da agua e a frente dos
refrigerantes e do leite (Associacdo Brasileira de Industria de Café — ABIC,
2011).

Das espécies cultivadas, Coffea arabica (café arabica) e Coffea
canephora (café robusta) sdo as responsaveis por, respectivamente, 74,15% e
25,85% da producéo nacional (CONAB, 2010).

A producéo do café é frequentemente reduzida por causa de doencas e
pragas. A principal doenca na cafeicultura é a ferrugem, causada pelo fungo
Hemileia vastatrix. A ferrugem ataca as folhas, provocando lesdes que levam a
morte dos tecidos (Kushalappa e Eskes, 1989). Na auséncia de controle
qguimico, a ferrugem pode causar perdas de até 50% na producdo (Zambolim et
al., 2005). A principal forma de controle da ferrugem é por meio de fungicidas
(Zambolim et al., 2005). Embora potencialmente eficiente, o controle quimico é
um método oneroso para ser adotado pelos produtores, além de ser fonte de
riscos ao meio ambiente. Nesse contexto, o desenvolvimento de cultivares
resistentes se torna o melhor método de controle, pois é econdmico, eficiente e
ndo causa danos ao meio ambiente.

Vérias cultivares de café arabica, portadoras de fatores de resisténcia a
ferrugem, foram disponibilizadas por diferentes instituicdes brasileiras de

pesquisa. Das 105 cultivares de café arabica disponiveis para cultivo comercial,



gue constam no Registro Nacional de Cultivares (RNC), do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), 54 sao portadoras de fatores de
resisténcia a ferrugem (MAPA, 2010).

1.2. BIOTECNOLOGIA COMO SUPORTE AOS PROGRAMAS DE
MELHORAMENTO DO CAFEEIRO

Mesmo quando é sabido que uma caracteristica desejavel (fenétipo) é
controlada por um gene, o melhoramento classico consome muito tempo.
Quando uma caracteristica é controlada por mais de um gene, o melhoramento é
ainda mais dificil e demorado. A introducdo de uma nova caracteristica num
cultivar de café, usando técnicas de melhoramento convencional, pode levar de
20 a 35 anos antes do langamento de uma nova cultivar (Ribas et al., 2006).

Desta forma, um dos grandes desafios apresentado aos melhoristas
atualmente é a diminuicdo do tempo requerido para se desenvolver novas
cultivares. E nesse contexto que a biotecnologia pode oferecer algum suporte. A
biotecnologia pode superar fatores que limitam a producdo de café, que pelo
melhoramento convencional sdo mais dificeis ou mesmo sem solucao. Ela pode
acelerar os programas de melhoramento convencional e fornecer aos
agricultores, material para plantio livre de doencgas. Pode criar plantas resistentes
as pragas e doencas, substituindo parcialmente os agrotéxicos que prejudicam o
meio-ambiente e a salide humana (FAO, 2004).

Algumas ferramentas da biotecnologia que podem contribuir para o
melhoramento de plantas incluem, entre varias outras, genbmica, estudos de
expressao génica, marcadores moleculares, clonagem génica e transformacao.

O recente desenvolvimento da tecnologia genémica tem gerado muitas
informac6es e criado bancos de dados de sequéncias de DNA, que possibilitam
a identificacdo dos fatores genéticos determinantes e/ou associados com
caracteristicas de interesse agronémico.

A busca de informacgbes biol6gicas relevantes no contexto gendémico
pode ser chamada de mineracdo de dados. Um dos aspectos mais importantes
na mineracao de dados gendmicos € a associacao de sequéncias de DNA com
as suas respectivas funcdes biologicas (anotacdo). Sabe-se que o genoma de
um organismo é constituido de milhares de genes e elementos regulatérios.

Esses genes podem interagir com seus produtos, gerando varias combinacdes



complexas, caracterizando a biologia a nivel molecular. A representacao da
funcdo de uma Unica proteina nesse contexto € uma tarefa muito complicada, e
numa proporcao gendmica essa tarefa é ainda mais dificil (Thomas et al., 2007).

Neste processo de anotagdo, usuarios de bancos de dados biol6gicos
podem perder muito tempo na busca por todas as informacdes disponiveis sobre
uma determinada sequéncia de DNA/proteina. Este processo torna-se mais
dificil a medida que aumentam as variedades de terminologias de uso comum,
levando a inibicdo de uma busca eficiente. Por exemplo, se é realizada uma
busca em bancos de dados biolégicos por novos alvos para antibidticos, é
desejavel encontrar nos resultados desta pesquisa todos os produtos génicos
envolvidos na sintese de proteinas bacterianas, e que estes possuam
sequéncias ou estruturas significativamente diferentes das proteinas de
humanos. Se um banco de dados descreve tal molécula como sendo “envolvida
na traducao”, enquanto outro banco de dados usa a anotacdo “sintese de
proteina”, tornar-se-a4 muito dificil para o usuario — e ainda mais dificil para um

computador — encontrar termos funcionalmente equivalentes.

1.3. ONTOLOGIA GENICA E O CONSORCIO GENE ONTOLOGY

7

A ontologia génica é capaz de fornecer uma representacdo mais
simplificada desse sistema biologico tdo complexo. A ontologia € um tipo de
sistema de organizagdo do conhecimento. Ela consiste de um vocabulario
controlado que descreve objetos e as relagbes entre eles de uma maneira formal
(Jermey e Browne, 2004).

A anotacdo funcional baseada na ontologia génica permite a
categorizacdo de genes em classes funcionais, que podem ser muito Uteis para
entender o significado fisiolégico de grandes quantidades de genes e acessar
diferencas funcionais entre subgrupos de sequéncias. O Gene Ontology (GO),
desenvolvido pelo Consorcio GO (Ashburner et al., 2000), fornece uma
plataforma de pesquisa adequada para esse tipo de andlise, devido a sua
grande cobertura bioldgica e a sua estrutura em graficos aciclicos dirigidos (DAG
— Directed Acyclic Graphs) que permite o entendimento do contexto bioldgico
(Conesa et al., 2005). O GO consiste de trés dominios de conhecimento: funcao
molecular, processo bioldgico e componente celular. De uma forma bem geral,

esses termos descrevem as fungbes biologicas do produto de genes, os



processos envolvidos na realizacdo dessas fungdes, e onde na célula essas
funcbes séo tipicamente realizadas (Thomas et al., 2007).

O termo “Funcdo Molecular” descreve atividades como “atividade
catalitica” ou “atividade de ligacdo”, que ocorrem em nivel molecular. Desta
forma, os termos ndo representam entidades (moléculas ou complexos) que
realizam as atividades, e ndo especifica onde ou quando, ou em qual contexto
as acdes acontecem. As funcbes moleculares geralmente correspondem a
atividades que podem ser realizadas por produtos génicos individuais, mas
algumas atividades sdo desempenhadas por complexos de produtos génicos
(Smith et al., 2003). Exemplos desses tipos de termos incluem “atividade
catalitica”, “atividade transportadora”, “atividade de adenilato ciclase” e “ligacao
de receptor Toll”.

O termo “Processo Bioldgico” descreve uma série de eventos realizados
por um ou mais conjuntos de fun¢cdes moleculares (Smith et al., 2003). Exemplos
de processos bioldgicos incluem “processo fisiolégico celular”, “transducao de
sinais”, “processo metabdlico de pirimidinas” e “transporte de alfa-glicosideos”.
Pode ser dificil distinguir entre processo biolégico e funcao molecular, mas a
regra geral € que um processo tem que ter mais de um passo distinto.
Entretanto, um processo biolégico nao é equivalente a uma via metabdlica.
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Um “Componente Celular” é apenas um componente da célula, mas com
a ressalva de que é parte de uma estrutura maior; pode ser uma estrutura
anatdbmica (ex. “reticulo endoplasmatico rugoso” e “nudcleo”) ou um grupo de
produtos génicos (ex. “ribossomao”, “proteossomo” ou um dimero de proteina).

Os termos do GO podem ser mais gerais ou mais especificos e eles se
relacionam por meio de conexdes do tipo “is_a” (ou seja, “é uma subclasse de”),
ou “part_of” (parte de). Exemplos dessas relacées sdo mostrados na Figura 1.

No caso do processo biolégico (Figura 1B), a morte celular programada
(“programmed cell death”) é o termo mais especifico. Ele se relaciona com um
termo menos especifico, morte celular (“cell death”) por meio da conexao “is_a”".
Ou seja, a morte celular programada € um tipo de morte celular. De modo
semelhante, a morte celular € uma subclasse de (“is_a”) morte e de processo
celular, e ambos sdo subclasse de processo biolégico, o termo mais geral desta
ontologia. Os trés principais termos ontolégicos, Funcdo Molecular, Processo
Bioldgico e Componente Celular, sdo os termos ‘“raizes” dos graficos aciclicos
dirigidos, e por isso estdo sempre no nivel 1. As subclasses subsequentes séo
numeradas de acordo com a sua especificidade. Quanto mais especifico o

termo, maior o seu nivel ontolégico. No exemplo da Figura 1A, a funcao



molecular “ligacdo em superficie celular de bactérias gram-positivas” (“Gram-
positive bacterial cell surface binding”) esta no nivel 5 da ontologia. No caso do
exemplo do componente celular (Figura 1C), o termo “vesicula de transporte de
virion” (“virion transport vesicle”) pode estar no nivel 8, 7, 6, 5 ou 4, dependendo
da conexdo adotada para estabelecer as relagbes entre este termo e 0S menos

especificos do grafico.
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Figura 1 — Relag8es entre os termos GO. Os termos podem ser mais gerais ou mais
especificos. 1A — Relacdo entre o termo mais geral “G0:0003674 — Molecular
Function”, passando por termos intermediarios com conexdes “is_a” até o termo
mais especifico “G0:0051637 — Gram-positive bacterial cell surface binding”. 1B —
Relacéo entre o termo mais geral “GO:008150 — Biological Process”, passando por
termos intermediarios com conexdes ‘is @’ até o termo mais especifico
“G0:0021501 — Programed cell death”. 1C — Relacdo entre o termo mais geral
“G0:0005575 — Cellular Component”, passando por termos intermediarios com
conexdes “is_a” e “part_of’ até o termo mais especifico “GO:0046816 — virion
transport vesicle”.

O Gene Ontology € utilizado por muitos grupos de pesquisa para uma
variedade de tarefas. A Figura 2 mostra quantas vezes o GO foi citado nas mais
diferentes disciplinas (http://www.ebi.ac.uk/GOA/users.html em abril de 2011).
Na Ultima versao disponivel (Janeiro de 2011), o GO continha 32.393 termos

indexados, sendo 20.561 de processos biolégicos, 9014 de fungbes moleculares



e 2.818 de componentes celulares (http://www.geneontology.org/GO.downloads

.ontology.shtml em abril de 2011).
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Figura 2 — Frequéncia de citag6es de termos GO em diferentes disciplinas.

Todos os termos GO estao associados com uma referéncia especifica
que descreve o trabalho ou a analise sob a qual a associacdo entre o
determinado termo GO e o produto génico esta baseada. Cada termo inclui
também um “evidence code” (cédigo de evidéncia) para indicar como a anotacao
de um termo em particular é suportada. Embora os cAdigos de evidéncia reflitam
o tipo de trabalho ou analise descrita na referéncia citada que da suporte ao
termo GO para a associagao do produto génico, eles ndo sdo necessariamente
uma classificacéo de tipos de experimentos/analises (www.geneontology.org).

De todos os cédigos de evidéncia disponiveis, apenas “Inferred from
Electronic Annotation — IEA” (inferido a partir de anotacdo) ndo € atribuido por
um curador. Os cddigos de evidéncia atribuidos manualmente estao organizados
em quatro categorias gerais: (i) experimental, (i) analise computacional, (iii)
declaracao de autores e (iv) declaracdo de curador. O uso de um cédigo de
evidéncia experimental num termo GO indica que o artigo citado mostra

resultados de uma caracterizacéo fisica de um gene ou produto génico que deu



suporte a associacao deste termo GO. Os codigos de evidéncia experimentais
séo:

- Inferred from Experiment (EXP): Inferido a partir de experimento;

- Inferred from Direct Assay (IDA): Inferido a partir de ensaio direto;

- Inferred from Physical Interaction (IPI): Inferido a partir de interacéo
fisica;

- Inferred from Mutant Phenotype (IMP): Inferido a partir de fenétipo
mutante;

- Inferred from Genetic Interaction (IGl): Inferido a partir de interagéo
genética;

- Inferred from Expression Pattern (IEP): Inferido a partir de padrdo de
expressao (www.geneontology.org).

O uso de cédigos de evidéncia de analises computacionais indica que a
anotacdo é baseada em uma andlise in silico da sequéncia génica e/ou em
dados como descritos na referéncia citada. Os cddigos de evidéncia nessa
categoria também indicam um grau variado de curadoria. Os codigos evidéncia
de andlises computacionais sao:

- Inferred from Sequence or structural Similarity (ISS): Inferido a partir de
similaridade de sequéncia ou de estrutura;

- Inferred from Sequence Orthology (ISO): Inferido a partir de ortologia de
sequéncia;

- Inferred from Sequence (ISA): Inferido a partir de sequéncia;

- Inferred from Sequence Model (ISM): Inferido a partir de modelo de
sequéncia;

- Inferred from Genomic Context (IGC): Inferido a partir de contexto
gendmico;

- Inferred from Reviwed Computational Analysis (RCA): Inferido a partir
de andlises computacionais revisadas (www.geneontology.org).

Os coédigos de declaracdo de autores indicam que a anotacao foi feita
com base em uma declaracéo feita pelo(s) autor(es) na referéncia citada. Os
cadigos de evidéncia de declaracao de autores sao:

- Traceable Author Statement (TAS): Declaracéo de autor rastreavel;

- Non-Traceable Author Statement (NAS): Declaracdo de autor néo
rastreavel (www.geneontology.org).

O uso de codigos de evidéncia de declaracdo de curador indica uma

anotacdo em base no julgamento de um curador que ndo se encaixa em



nenhuma das outras classificacdes de cédigos de evidéncia. Os cédigos de
declaracéo de curador séo:

- Inferred by Curator (IC): Inferido por curador;

- No biological Data Available (ND): Nenhum dado bioldgico disponivel
(www.geneontology.org).

A Figura 3 mostra, de forma resumida, em que se baseia cada tipo de
cddigo de evidéncia. Para uma explicacdo mais detalhada, basta acessar na
pagina do Gene Ontology o link para os cdédigos de evidéncia (http://www.

geneontology.org/GO.evidence.shtml).
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Figura 3 — Fundamentagdo de cada tipo de cd6digo de evidéncia do GO. Extraida de
<http:/Mww.geneontology.org/GO.evidence.tree.shtml>

Os coédigos de evidéncia ndo relatam a qualidade da anotacéo. Dentro de
cada classe de codigos de evidéncia, alguns métodos produzem anotacdes de
maior confiabilidade ou maior especificidade que outros métodos. Além disso, a
maneira em que uma técnica foi aplicada ou interpretada em um artigo também
afeta a qualidade da anotacéo resultante. Portanto, os cédigos de evidéncia nédo

podem ser usados como uma medida da qualidade da anotacéo.

1.4. PERFIL DE EXPRESSAO GENICA IN SILICO

O estudo da expressdo génica tem demonstrado ser uma importante

ferramenta no entendimento dos processos biol6gicos em nivel molecular. Estes



estudos podem, por exemplo, ser utilizados na identificacdo de redes de genes
expressos de importancia fundamental no desenvolvimento de determinada
estrutura, ou na resposta de um organismo a um estimulo externo. O estudo da
expressao génica diferencial pode contribuir para a caracterizacdo de
resisténcias, pois possibilita a identificacdo de genes-chave pela comparacéo da
expressao génica durante o desenvolvimento de uma estrutura sob condicdes
normais e em organismos carregando uma mutacéo ou submetidos a algum tipo
de estresse. O conjunto de dados da expressao diferencial de varios genes sob
diferentes condi¢des pode ser usado para reconstituir as vias reguladas por
estes genes, predizer onde eles atuam e identificar novos genes associados ao
processo (Guimaraes et al., 2005).

O desenvolvimento de tecnologias de sequenciamento em larga escala
resultou em um grande volume de informacfes sobre sequéncias completas ou
sequéncias expressas (ESTs) para os mais diversos organismos. O acumulo
destas informagfes aumentou consideravelmente a demanda por metodologias
capazes de analisar simultaneamente um grande numero de sequéncias,
permitindo, desta forma, o estudo de padrfes de expressao génica em diferentes
condicdes biologicas (Andrade et al., 2007).

Um tipo de estudo muito importante e que vem sendo adotado por
pesquisadores € a andlise de expressdo génica in silico. Essa analise pode ser
usada com o intuito de observar quais genes tém seus niveis de transcri¢cao
modificados em determinadas condicdes biolégicas. Pode-se comparar, por
exemplo, o nivel de expressdo de genes em células afetadas com o nivel de
expressao de genes em células saudaveis de um dado organismo; a medicao da
modificacdo da expressao génica em relacdo ao tempo, em células durante
processos como o ciclo celular, desenvolvimento, respostas a tratamentos
externos ou a modificagbes no ambiente. Com tais informacdes € possivel
caracterizar quais genes estao ativos (ou inativos) em um determinado processo
bioldgico de uma forma rapida e ampla. A andlise de tais dados com ferramentas
computacionais e estatisticas permite identificar genes de interesse no processo
bioldgico em questdo. A andlise multidimensional de dados de ESTs pode
constituir uma nova abordagem para a anotacao funcional de genes anénimos e
pode contribuir para um entendimento mais global da fisiologia da planta (Ewing
et al.,, 1999). O agrupamento de genes por perfil de expressao pode também
permitir a identificacdo de novos elementos regulatérios, uma vez que os genes
com perfis correlacionados podem ter elementos regulatérios em comum (DeRisi
et al., 1997).



1.5. CLUSTERIZACAO HIERARQUICA EM DADOS DE EXPRESSAO
GENICA IN SILICO

Existem duas maneiras confiaveis de se estudar matrizes de expressao
génica: (i) comparar o perfil de expressdo de genes entre os genes analisados e
(i) comparar o perfil de expressdo dos experimentos (bibliotecas, tratamentos,
etc.) entre os ensaios analisados (Southern, 1975). Além disso, se a
normalizacdo dos dados permite, é possivel uma combinacdo de ambos. E
possivel investigar tanto as similaridades como também as diferencas. Se dois
genes sdo similarmente expressos, pode-se inferir que sdo co-regulados e
possivelmente funcionalmente relacionados (D'haeseleer et al.,, 2000). A
comparacdo de experimentos pode fornecer a informacdo de quais genes séo
diferencialmente expressos em duas ou mais condi¢des e isso permite estudar,
por exemplo, efeitos que varios componentes tém em uma condi¢ao investigada.

A clusterizac&o (ou agrupamento) pode ser definida como o processo de
separacao de elementos em varios grupos com base na sua similaridade (Gilbert
et al., 2000). Os grupos (ou clusters) sao formados de modo que as distancias
entre os elementos de um grupo sejam minimas e as distancias entre os grupos
sejam maximas. Em outras palavras, o objetivo é definir clusters que minimizam
a variabilidade intracluster enquanto maximizam as distancias intercluster
(Rodrigues, 2009).

Para medir o quanto um elemento é similar a outro e, assim, identificar se
ambos devem estar contidos no mesmo cluster ou ndo, deve ser utilizada uma
medida de similaridade (Ochi et al., 2004). Em termos de expressao génica, um
valor representando a distancia entre dois genes ou experimentos é computado
por meio da soma das distancias entre seus respectivos vetores. Como este
valor é normalizado ou como a distancia é computada, depende da medida de
disténcia utilizada. Desta forma, quanto menor for a distncia entre um par de
elementos, maior € a similaridade entre eles (Sturn, 2000).

Existem varias medidas de distancia, porém a mais comumente utilizada
€ a Distancia Euclidiana. Ela funciona como medida de dissimilaridade quando
utilizada no contexto de técnicas de agrupamento. Ela é definida basicamente
como a soma dos quadrados das distancias de dois elementos (X e Y) num
espaco d-dimensional (Figura 4). Ou seja, mede a distancia absoluta entre dois
pontos. Assim, quanto mais distantes os pontos, menos similares eles séo; e

guanto mais proximos, mais similares. A Distancia Euclidiana leva em
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consideragdo a magnitude dos valores que compdem o ponto, ou seja, atributos
com maiores valores (niveis de expressdao mais altos) tém maior influéncia no

calculo da similaridade (Aradjo, 2008).

DiStEIIC/(X7Y) =

Figura 4 — Férmula da Distancia Euclidiana

Os processos para a solucdo de problemas de clusterizacdo podem ser
classificados, de forma geral, em métodos de particionamento e métodos
hierarquicos (Fasulo, 1999).

A clusterizacdo hierarquica (Wen et al.,, 1998; Collins, 1999; Gedina,
2000) cria uma decomposi¢cdo da base de dados na forma de dendrograma,
dividindo-o recursivamente em conjuntos de dados menores. Essa divisdo pode
ser feita de duas formas: top-down e bottom-up. Alguns autores chamam essa
divisdo de divisivos e aglomerativos, respectivamente (Figura 5).

Na abordagem top-down (divisivo), o processo inicia com todos os
objetos no mesmo grupo, o qual vai sendo dividido sucessivamente até que cada
grupo contenha um Unico elemento. Na forma bottom-up (aglomerativo), cada
objeto € um grupo e, a cada passo do procedimento, os dois grupos mais
proximos (similares) sdo unidos até que, ao final, exista um Unico grupo formado

por todos os objetos (Doni, 2004).

[ X1, X0, X5, Xa, Xs ]

X, X5
[x ]

Figura 5 — Exemplo de dendrograma no agrupamento hierarquico.
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Existe uma variedade de métodos aglomerativos, que sao caracterizados
de acordo com o critério utilizado para definir as distAncias entre grupos.
Entretanto, a maioria dos métodos parecem ser formulac@es alternativas de trés
grandes conceitos de agrupamento aglomerativo (Anderberg, 1973): (i) Métodos
de ligacdo (single linkage, complete linkage, average linkage, median linkage);
(i) Métodos de centréide; e (iii) Métodos de soma de erros quadraticos ou
variancia (método de Ward).

Segundo Sturn (2000), a clusterizacdo pelo método de ligacao average
linkage é o que apresenta melhores resultados para dados de expressdo génica.
O dendrograma € bem distribuido e os clusters sdo bem visiveis na imagem
ordenada. Algumas caracteristicas desse método incluem (i) menor sensibilidade
a ruidos que o os métodos de ligacdo por vizinho mais proximo e por vizinho
mais distante (single linkage e complete linkage, respectivamente); (ii) apresenta
bons resultados tanto para distéancias euclidianas quanto para outras distancias;
e (iii) apresenta uma tendéncia a formar grupos com numero de elementos
similares (Kaufman, 1990).

A clusterizacdo hierarquica é a estratégia de clusterizacdo mais usada
para analises de expressdo génica na atualidade. A grande vantagem é que
poucos parametros precisam ser especificados (medida de distancia e método
de ligacao). O resultado € um conjunto reordenado de genes (ou experimentos),
onde vetores similares estdo préximos entre si no dendrograma e a distancia
entre os vetores e o0s clusters esta codificada no comprimento do ramo do
dendrograma. Isto ndo apenas permite a estimacdo da similaridade dos genes
vizinhos, mas também da distancia entre vetores distantes. Isto € muito Util
guando se esta mais interessado em distancias do que em similaridades entre
duas ou mais condi¢bes investigadas (Sturn, 2000).

Outra vantagem do agrupamento hierarquico é a facilidade em lidar com
gualquer medida de similaridade utilizada e sua consequente aplicabilidade em
qualquer tipo de atributo. As desvantagens relacionam-se a imprecisdo do
critério de parada e ao fato de que a maioria dos algoritmos desta classe nao
verifica os grupos formados ao longo de suas execugdes. Este Ultimo aspecto
esta relacionado ao fato dos algoritmos para agrupamento hierarquico serem
apenas algoritmos construtivos, ndo permitindo o refinamento de solucdes

obtidas durante a sua execucao (Berkhin, 2002).
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1.6. SNPs

As analises in silico sdo necessarias para minerar os dados gerados
pelos projetos de sequenciamento. O objetivo dessas analises é de encontrar
sequéncias de genes relacionadas com processos biologicos de interesse. No
entanto, o envolvimento do gene no processo biolégico de interesse deve ser
confirmado por metodologias de gendmica funcional. Uma delas é a tecnologia
de marcadores moleculares, que permite a deteccéo de variabilidade do DNA.

Um tipo de marcador molecular que tem sido bastante utilizado a partir do
crescimento dos projetos de sequenciamento em larga escala sdo os SNPs
(Single Nucleotide Polymorphism - Polimorfismo de Base Unica). O SNP é uma
variacdo na sequéncia do DNA, resultante da diferenca de um Unico nucleotideo
gue leva a diferentes alelos entre membros de uma espécie (Zhu e Salmeron,
2007). Diferentemente de outros tipos de polimorfismos, os SNPs séo
nucleotideos conhecidos e em posi¢cbes definidas, que geralmente sao
detectados por meio de comparacdo de sequéncias de DNA.

Os SNPs séo classificados de acordo com o tipo de variagdo de
nucleotideo em transi¢des, purina-purina (A/G) ou pirimidina-pirimidina (C/T), e
transversbes, purina-pirimidina ou pirimidina-purina (A/C, A/T, G/C, GIT)
(Brookes, 1999). Apesar do numero de possibilidades de ocorrer variagbes do
tipo transvers@es ser o dobro de transi¢cbes, o contrario tem sido observado por
varios pesquisadores (Picoult-Newberg et al., 1999; Smith et al., 2001; Cheng et
al., 2004). Uma provavel explicacao, geralmente aceita para DNA de eucariotos,
€ 0 processo espontaneo de desaminacao da 5-metilcitosina (5mC) para timidina
(T) (5" CpG 3, onde p é a ligacdo fosfodiéster 3' para 5' entre nucleotideos
adjacentes), dando origem a um maior nimero de transicbes de C> T (G > A, na
fita reversa) (Cooper e Krawczak 1989; Fryxell e Moon 2004).

Em uma posicéo especifica da molécula de DNA, teoricamente podem
existir quatro nucleotideos possiveis. Mas na realidade, apenas duas dessas
guatro possibilidades tem sido observadas em estudos de popula¢ges. Embora a
natureza bialélica dos SNPs os torne menos informativos por loco examinado
guando comparado com marcadores multialélicos como RFLP ou
Microssatélites, isso é superado pela sua abundancia, que permite o uso de um
maior nimero de locos (Jehan e Lakhanpaul, 2006).

Os SNPs séo o tipo mais comum de polimorfismo de DNA (Li et al., 2009)

e estdo amplamente distribuidos nos genomas (Halushka et al., 1999), embora
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estudos mostrem que a ocorréncia e a distribuicdo varia muito entre espécies. O
genoma do milho apresenta 1 SNP por 60-120pb (Ching et al., 2002), enquanto
em humanos é estimado 1 SNP por 1000pb (Sachidanandam et al., 2001). A
frequéncia da distribuicdo de SNPs dentro do genoma também varia. Na maioria
dos organismos estudados até hoje, os SNPs sdo mais predominantes nas
regides ndo codificantes do genoma (Soleimani et al., 2003).

As mutacOes presentes em regifes codificadoras séo classificadas em
sinbnimas ou nao-sinbnimas. Muta¢bes nao-sinbnimas resultam em uma
alteracdo do aminoacido codificado na sequéncia protéica, podendo ser
conservativas ou ndo conservativas em funcdo das caracteristicas dos
aminoacidos envolvidos na troca. Nesses casos, a presenca do polimorfismo
pode levar a uma mudanca estrutural da proteina codificada e,
consequentemente, a uma possivel alteracdo da sua funcdo (Stitziel et al.,
2004). Por outro lado, mutagcdes do tipo sinbnimas sdo aquelas nas quais a
presenca do polimorfismo ndo causa alteracdo do aminoacido codificado.
Embora as mutag¢fes sinbnimas nao alterem a sequéncia protéica, elas podem
modificar a estrutura e a estabilidade do RNA mensageiro e, consequentemente,
afetar a quantidade de proteina produzida (Simdes, 2005). Apesar de nao haver
muitos relatos, sabe-se também que esse tipo de mutagdo tem o potencial de
criar um sitio de splicing que pode resultar em modificagcfes fenotipicas (Richard
e Beckman, 1995).

A presenca de SNPs no genoma pode acarretar consequéncias no modo
como o genoma € expresso, podendo causar splicing alternativo do mRNA,
alteracdes no padrao de expressdo de genes, geracdo ou supressao de codons
de terminacao ou poliadenilacdo na molécula de RNA mensageiro e alteracdo
nos codons de iniciacdo de traducdo (Guimaraes e Costa, 2002).

Apés estudos confirmatorios, os SNPs podem ser usados para identificar
genes que estdo associados a severidade de doencas, resisténcia a drogas, e
na identificacdo de fendtipos de interesse por genética de associacédo/
desequilibrio de ligacdo (Sachidanandam et al., 2001, Bader, 2001). Os SNPs
informativos poderdo ser usados para selecdo assistida (Pavy et al., 2006) e
incorporados em programas de melhoramento de plantas e animais (Du et al.,
2009). Além disso, os SNPs também podem ser Gteis na constru¢do de mapas
genéticos de alta resolucéo, diagndstico genético, analises filogenéticas (Rafalski
2002) ou em estudos de histéria e genética de populagbes (Halushka et al.,
1999, Weiss 1998; Evans e Relling 1999; Stephens et al., 2001).
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Em café, estudos envolvendo SNPs ainda sdo muito raros. A diversidade
de SNPs foi analisada em alguns genes especificos envolvidos no metabolismo
de sacarose e de diterpenos, importantes compostos relacionados a qualidade
de bebida (Leroy et al., 2006). Os resultados indicaram quais genes foram
submetidos a selecdo natural ou artificial, sugerindo os melhores genes
candidatos.

Foram encontrados SNPs também em genes envolvidos nas
caracteristicas quimicas do grao de café (Lannes et al., 2007). O estudo dessas
caracteristicas é de grande importancia para os programas de melhoramento
gue tém como objetivo a qualidade de bebida. Neste trabalho, a estratégia in
silico foi complementar a estratégia in vivo, permitindo uma avaliacdo geral dos
niveis de polimorfismo dos genes numa larga escala em todo o genoma com um
custo relativamente baixo.

Yanagui et al. (2010) avaliou a frequéncia de polimorfismos em genotipos
de C. arabica, C. canephora, C. eugenioides, C racemosa e Psilanthus
bengalensis. Neste trabalho também foram analisados oito genes envolvidos na
biossintese de diterpenos e aguUcares, bem como um gene mitocondrial e um
cloroplastidico, que permitiram também a inferéncia sobre a histéria evolutiva
dos genes analisados. Aproximadamente 7,6 kb foram explorados para
identificacdo de 465 polimorfismos incluindo 416 SNPs, 18 INDELs e 31 SSR.
Uma frequéncia de 6,1 SNP foi observada a cada 100 pb. Quando todos os
polimorfismos foram considerados, verificou-se que 110 correspondem a
diferencas entre Psilanthus e Coffea e 360 correspondem a diferencas entre as
espécies de Coffea; destes 266 sdo intra ou inter especificos para C. canephora
e C. eugenioides, espécies ancestrais de C. arabica.

Em um estudo recente, a analise de SNPs em larga escala de ESTs de
Coffea sugeriu uma expressédo génica homeologa diferencial em C. arabica
(Vidal et al., 2010). As analises permitiram a identificacéo de diferentes alelos de
C. canephora e C. eugenioides que estdo presentes em C. arabica. De acordo
com essas analises, cerca de 55% das sequéncias de C. arabica sédo derivadas
do genoma de C. eugenioides e 45% de C. canephora. Além disso, observou-se
também que o genoma de C. eugenioides contribui principalmente para genes
relacionados a metabolismo basal, enquanto que os genes de C. canephora
estdo envolvidos com sinais de traducédo de regulacdo da expresséo génica.

Em outro trabalho, 61 SNPs foram identificados in silico a partir de 5.371
ESTs de cafeeiro (Zarate et al., 2010). Dezesseis desses SNPs foram validados

e dois deles foram polimérficos em gendtipos de C. arabica. O estudo realizado
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por aqueles pesquisadores destacou também as dificuldades em encontrar

polimorfismos em espécies de C. arabica.

1.7. CLONAGEM GENICA E TRANSFORMACAO

z

A clonagem génica € um processo no qual um gene de interesse é
localizado no DNA e copiado (clonado) mdltiplas vezes. Para localizar o gene é
necessario construir bibliotecas para catalogar o DNA do organismo. O gene de
interesse é entdo selecionado a partir dessa biblioteca. A etapa seguinte a
clonagem é a introducao do gene de interesse em um organismo que nao o
contém.

Quando um gene € introduzido por retrocruzamento e selecdo, ndo é
apenas 0 gene que é introduzido, mas também as regibes que o flanqueiam
(arraste génico - linkage drag). Essas regifes podem carregar genes adicionais,
sendo a maioria ainda desconhecidos. Entre esses genes carregados com o
arraste génico pode haver alguns que controlam a sintese de componentes
potencialmente nocivos, ou ainda, codificar caracteristicas agronomicamente
indesejaveis. Uma vantagem da biotecnologia sobre o melhoramento classico é
a possibilidade de conhecer o(s) gene(s) a ser(em) inserido(s) (Gepts, 2002).

A transgenia € uma das tecnologias que pode ser utlizada nos
programas de melhoramento de plantas. Essa tecnologia oferece duas
oportunidades aos melhoristas. Uma é a introducdo de uma nova variagao
genética que nao se encontra disponivel no germoplasma do programa de
melhoramento, e a outra é a criagdo de fendtipos desejados a partir de genes
conhecidos (Zhong, 2001).

O potencial da tecnologia de transformacgéo genética no melhoramento de
culturas ainda caminha a passos curtos. Alguns dos poucos casos de sucesso
incluem a comercializacao de variedades e hibridos com novas caracteristicas
transgénicas como resisténcia a doencas e a insetos (During, 1996; Jouanin et
al.,1998) e tolerancia a herbicidas (Tsaftaris, 1996).

Em café, varios trabalhos envolvendo clonagem génica e transformacéao
ja foram realizados. Entre eles destacam-se o gene que codifica a subunidade
menor da rubisco (Marraccini et al., 2003), os trés genes envolvidos na sintese
de cafeina (Uefuji et al., 2003) e a obtencédo de café descafeinado (Ogita et al.,
2003).
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CAPITULO 1

CARACTERIZACAO FUNCIONAL E PERFIL DE
EXPRESSAO IN SILICO DE QUITINASES DO
GENOMA CAFE
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1. INTRODUCAO

O Projeto Brasileiro do Genoma Café (PBGC) gerou um banco de dados
de 200.000 ESTs (Expressed Sequence Tags) (Vieira et al., 2006). Estas
sequéncias estdo armazenadas no banco de dados do PBGC, o CafEST
(http://www.lge.ibi.unicamp.br/cafe/). Com o intuito de identificar genes
determinantes e/ou associados com a resisténcia do cafeeiro a doencas,
Alvarenga et al.(2010) realizaram analise in silico das sequéncias do CafEST.
Naquele trabalho, foram identificadas 11.300 sequéncias relacionadas com o
processo de defesa da planta contra doengas como, por exemplo, quitinases,
proteinas quinase, citocromo P450, proteinas de resisténcia a doencas,
proteinas relacionadas com a patogénese, proteinas com dominio LRR e NBS,
proteinas induzidas por hipersensibilidade, dentre outras.

Dessas 11.300 sequéncias, 1.855 eram quitinases. As quitinases estédo
presentes em bactérias, fungos, plantas, insetos, crustaceos e alguns
vertebrados, podendo apresentar varias fungdes como metabolismo de quitina,
mecanismos de defesa contra patdgenos e estresse abiodtico, nutricdo e
parasitismo (Matsumoto, 2006).

As quitinases pertencem as familias de enzimas glicosil hidrolase 18 e
19, de acordo com a classificacdo feita por Henrissat e Bairoch (1993). Elas
catalisam a hidrolise de quitina, um homopolimero linear de unidades de $-1,4 N-
acetil-D-glucosamina (GIcNAc) (Collinge et al., 1993) que é comumente
encontrado em exoesqueleto de insetos, concha de crustaceos e em parede
celular de fungos. A hidrélise enzimatica de quitina é realizada por meio de um
sistema quitinolitico. Desta forma, as enzimas podem ser endoquitinases,
exoquitinases, quitobiases, [(-N-acetil hezosaminidases, entre outras
classificacdes.

Dada a importancia desta enzima, tanto na interacdo planta-patdgeno,
como em outros processos da planta, o objetivo do presente trabalho foi analisar
as ESTs de quitinase previamente identificadas, visando a ampliacdo do
conhecimento sobre esta enzima no cafeeiro. Para isso foi realizada a
caracterizacao funcional das sequéncias e construido o perfil de expressao in
silico. Uma categoria (ou classe) funcional se refere ao processo biolégico,
componente celular ou fungdo molecular que o produto de um dado gene pode
desempenhar. O perfil de expressédo pode mostrar em quais condigbes a planta

tem uma maior atividade dos genes de quitinase. A caracterizacdo funcional,
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juntamente com o perfil de expressdo, possibilita incorporar informacdes
importantes sobre os genes de quitinase do cafeeiro, contribuindo para o

entendimento de como eles atuam na planta.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Sequéncias de DNA

Foram adotadas nesse trabalho as sequéncias de quitinases do CafEST
identificadas por Alvarenga et al. (2010). As 1.855 ESTs encontradas pelo
sistema Gene Projects (Carazzolle et al., 2007) foram clusterizadas, formando 47
EST-contigs e 48 singlets. Apenas os EST-contigs com e-value < e-20 e score >
100 foram selecionados para a caracterizacdo funcional e a construcdo do perfil

de expressao in silico.

2.2. Caracterizacao funcional

A categorizacdo funcional dos EST-contigs selecionados foi feita com o
software Blast2GO (Conesa et al., 2005). O procedimento se iniciou com a
realizacdo de um BlastX de todas os EST-contigs contra o banco de dados nr do
NCBI (National Center for Biotechnology and Information). O e-value maximo do
melhor blast hit foi ajustado para 1le-10 e o tamanho minimo do alinhamento
(HSP length) para 33. Baseando-se no resultado do BlastX, o Blast2GO extrai
termos do Gene Ontology (GO) para cada EST-contig. A distribuicdo dos termos
GO foi analisada ao nivel 3 dos Graficos Aciclicos Dirigidos (DAG — Directed
Acyclic Graphs). As trés categorias de termos designados eletronicamente foram
Funcao Molecular, Processo Biol6gico e Componente Celular. Posteriormente,
os EST-contigs foram submetidos ao InterProScan do EBI (European
Bioinformatics Institute), visando identificar dominios conservados. O InterPro é
um banco de dados que acumula informacdes sobre dominios, motivos e regibes
conservadas nas proteinas e familias de proteinas disponibilizadas por outros
bancos de dados que incluem PROSITE, PRINTS, ProDom, Pfam, SMART,
TIGRFAMs, PIRSF, UPERFAMILY e PANTHER. A Ultima etapa do Blast2GO
consistiu na anotacédo de ECs (Enzyme Codes) e busca de mapas metabdlicos

do KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) para as EST-contigs.
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2.3. Perfil de expresséo in silico

O perfil de expressdo génica in silico foi determinado por meio de
analises de Northern Blot Virtual (VNB — Virtual Northern Blot) dos EST-contigs
selecionados. A frequéncia dos reads de cada EST-contig para uma determinada
biblioteca foi calculada e normalizada. O nimero de reads que compde cada
EST-contig foi multiplicado por um fator de normalizacdo de cada biblioteca. O
fator de normalizacao foi obtido pela divisdo do nimero total de reads de todas
as bhibliotecas pelo nimero de reads de cada biblioteca. Foi gerada uma matriz
de correlacdo entre o nimero de reads de cada EST-contig e as bibliotecas. O
padrdao de expressao génica entre EST-contigs e bibliotecas foi obtido por meio
de clusterizacao hierarquica, baseado na matriz de distancia euclidiana e no
método de ligacdo average linkage, usando o software Genesis v. 1.7.5 (Sturn et
al., 2002). Os resultados do Northen Blot virtual foram apresentados em forma

grafica de heat map.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 47 EST-contigs de quitinases identificados, 45 tinham e-value < e-20
e score > 100. Esses foram selecionados para a caracterizagdo funcional e a
construcao do perfil de expresséo in silico.

Nos dados analisados foram encontradas apenas enzimas da familia
glicosil hidrolase 18. As quitinases da familia 18 estdo presentes em varios
organismos, incluindo bactérias, fungos, plantas, insetos, mamiferos e virus
(Matsumoto, 2006). Os membros desta familia sdo sensiveis a alosamidina, um
potente inibidor de quitinases. Por outro lado, as quitinases da familia 19
parecem ser tolerantes a esse inibidor (Koga et al., 1987). Os membros dessa
familia sdo encontrados em plantas e em algumas linhagens de Streptomyces.
Ha relatos que essas quitinases sédo similares a lisozima e a quitosanase, as
quais possuem dominio catalitico com alto conteldo de a-hélice (Matsumoto,
20086).

A maior parte dos EST-contigs analisados pertence a classe de
endoquitinases (EC:3.2.1.14) ou amilases (EC:3.2.1.0). Esta dltima tem a
propriedade de clivar especificamente ligagbes O-glicosidicas (Yaldagard et al.,
2007), enquanto a primeira cliva aleatoriamente as cadeias de quitina,
produzindo oligbmeros de baixo peso molecular (Matsumoto, 2006). Algumas

quitinases de planta também apresentam atividade de lisozima (EC:3.2.1.17)
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(Collinge et al., 1993), como aconteceu com os EST-contigs 38 e 45. Enzimas
desta classe hidrolisam ligacdes glicosidicas entre o acido N-acetiimuramico e a
N-acetil hexosamina. A analise mostrou ainda que, diferentemente dos demais, o
EST-contig 29 apresentou atividade de glucanases (EC:3.2.1.39) as quais tem
sido relatadas como inibidoras de crescimento fingico (Van Loon e Van Strien,
1999).

As quitinases sdo também classificadas de acordo com a sua estrutura
primaria. Sao cinco classes no total, porém somente as classes | a IV foram
encontradas nos dados analisados.

A busca pelo BLAST mostrou que as EST-contigs apresentaram
similaridade, principalmente, com sequéncias de Coffea arabica (25) e Vitis
vinifera (6) (Figura 1). Um estudo sobre a evolugéo e a composi¢cédo genémica de
C. canephora revelou um alto nivel de microcolinearidade entre esta espécie e V.
vinifera (Guyot et al., 2009). Com base em analise de sequéncias de DNA, esses
autores relataram ainda um alto nivel de conservacao entre os genomas de C.
canephora e outras espécies dicotiledbneas como Solanum lycopersicon e

Populus. trichocarpa.

Top-Hit species distribution

BLAST HITs.
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35
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Figura 1 — Distribuicao das espécies mais encontradas na busca do BLAST

A funcdo molecular com o maior nimero de termos associados com as
sequéncias de quitinases foi “atividade de hidrolase” (Figura 2). Este resultado
esta de acordo com os estudos que demonstram que essas enzimas catalisam a
hidrélise de quitina. Por causa dessa propriedade, desde que foram descritas
pela primeira vez em 1911, as quitinases séo consideradas uma ferramenta de

fortalecimento da resposta de defesa de plantas contra patégenos (Sharma et
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al., 2011). Além disso, o aumento do nivel dessas moléculas devido a fatores
abidticos e bidticos também contribui para demonstrar o seu papel na resposta

de defesa da planta (Gupta et al., 2010).

Func¢ao Molecular
Transferase
activity (1) lon binding
(13)
Carbohydrate
binding (8)
Hydrolase | - y
activity (44) = " Pattern
? binding (8)

Figura 2 — Distribuicao dos termos GO na categoria Fungédo Molecular, nivel 3.

A andlise da categoria Componente Celular revelou que o termo mais
associado com as EST-contigs foi parede celular (Figura 3). As quitinases
podem ser encontradas em paredes celulares de organismos como os fungos,
onde a quitina € um constituinte bastante comum. Neste caso, as quitinases
podem ser requisitadas tanto para a morfogénese das paredes celulares como
para a lise de quitina, quando ha demanda de energia pela célula (Gooday,
1977). JA em plantas, ensaios imunocitoquimicos e estudos de fracionamento
celular demonstraram que algumas quitinases da classe | estéo localizadas em
vacuolos, enquanto outras quitinases estdo localizadas apoplasticamente, ou
seja, no espaco intercelular (Boller e Métraux, 1988).

O aumento da atividade das quitinases e de outras proteinas
relacionadas com a patogénese no processo de defesa da planta envolve uma
enorme redistribuico de energia em direcdo a resposta de defesa contra
patdégenos (Bolton, 2009). Portanto, a habilidade da célula vegetal em recrutar
energia por meio de vias metabdlicas que produzem energia (metabolismo

primario) é fundamental para a planta. Este cenario foi detectado no resultado da
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analise dos processos bioldgicos. A maior parte dos termos dessa categoria foi
“processo metabdlico primario” e “processo metabolico de macromoléculas”
(Figura 4).

Componente Celular

Intrinsic to
membrane (1)

Intracellular
organelle (2)

Plasma
membrane (1)

Cytoplasmic
part (2)

Figura 3 — Distribuicdo dos termos GO na categoria Componente Celular, nivel 3.
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Figura 4 — Distribuicdo dos termos GO na categoria Processo Bioldgico, nivel 3.

ic process (21)]

A expressao das quitinases foi mais evidente nas bibliotecas LP1
(plantulas com tratamento de &cido araquidbnico), PC1l (linhagem né&o
embriogénica de folhas com inducdo de 2,4D), RT7 (raizes com BTH), FR2
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(botdo floral e frutos em estagios diferentes), I1A2 (linhagem embriogénica de
folhas com inducéo de 2,4D), FB2 e FB4 (botéo floral em diferentes estagios de
desenvolvimento), SH1 (folhas de C. canephora em estresse hidrico), SH2

(folhas de C. arabica em estresse hidrico) e SS1 (condi¢ées normais) (Figura 5).

[s) 22,806.78

Figura 5 — Heat map do perfil de expressao das quitinases nas bibliotecas do CafEST

Todas essas bibliotecas, com excecdo da SS1, apresentam algum
componente de estresse, 0 que leva a inferir que as quitinases, de algum modo,
podem estar envolvidas neste processo, ou, mais especificamente, no processo
de resposta contra esses estresses. O acido araquidbnico (AA), por exemplo
(biblioteca LP1), € uma molécula sinalizadora que induz estresse e ativa redes
metabdlicas de defesa em plantas (Savchenko et al., 2010). Alguns estudos
demonstraram que o AA é um potente elicitor de morte celular programada e de
resposta de defesa em solanaceas (Bostock et al., 1981; Garcia-Pineda et al.,
2004; Knight et al., 2001). Foi relatado ainda que o AA induz resisténcia a virus
em batata e tabaco (Ozeretskovskaya et al., 2004; Rozhnova et al., 2003) e que
induz uma resposta de hipersensibilidade em protoplastos de batata similar
aquela induzida por componentes da parede celular do fungo Phytophtora
infestans (Davis e Currier, 1988). Ja o 2,4D (bibliotecas PC1l e 1A2) € um

herbicida sistémico seletivo usado no controle de plantas daninhas. Além de
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herbicida, o 2,4D também pode atuar na regulacdo do crescimento da planta
(Tomlin, 2006).

A verificacdo de um alto nivel de expressao de quitinases em condicdes
normais (biblioteca SS1) pode ser devido ao fato de que estas enzimas estdo
entre os genes mais expressos em café (Lin et al., 2005). Entretanto, ha um
outro fator relevante que provavelmente € o que explica melhor este resultado. A
biblioteca SS1 é composta por apenas 702 reads. Desta forma, quando a
frequéncia dos reads é normalizada, o fator de normalizacdo desta biblioteca se
torna extremamente alto. Assim, um EST-contig que seja formado por poucos,
ou apenas um read proveniente desta biblioteca, ja terd o seu perfil de
expressao bastante elevado na biblioteca SS1.

As quitinases sao proteinas relacionadas com a patogénese e a sua
funcdo na defesa contra patdgenos ja foi determinada (Yeboah et al., 1998).
Entretanto, estudos relataram a acdo dessas proteinas em outros processos
fisiolégicos da planta, como regulacdo do crescimento e do desenvolvimento
(Kwon et al., 2005; Samac e Shah, 1991; Van der Holst et al., 2001), morte
celular programada (Passarinho et al., 2001), simbiose (Ovstyna et al., 2005) e
tolerancia a varios estresses ambientais (Hamel e Bellemare, 1995; Pinheiro et
al., 2001; Tateishi et al., 2001; Yun et al., 1996). As quitinases parecem atuar
também no processo de defesa contra estresse hidrico em plantas. Lee et al.
(2008) investigaram as respostas de proteinas PR na intensidade de estresse
hidrico em trevo branco (Trifolium repens L.). Foi observado um aumento na
atividade de proteinas PR juntamente com uma diminuicédo no potencial hidrico.
A atividade das quitinases se manteve crescente durante todo o periodo do
experimento. Esses resultados indicaram que o aumento da atividade das
quitinases e outras proteinas PR nos primeiros dias do experimento pode ser
uma expressao de tolerancia temporaria a estresse hidrico, mas a ativacao
dessas enzimas durante a fase terminal do estresse pode ser um sintoma
induzido pelo estresse hidrico.

Ja foi demonstrado, em varias espécies de plantas, que as quitinases sédo
expressas em orgaos como flores, folhas, sementes e raizes (Ancillo et al., 1999;
Domon et al., 2000; Graham e Sticklen, 1994; Passarinho et al., 2001; Regalado
et al.,, 2000; Samac e Shah, 1991; Takakura et al., 2000; Van Hengel et al.,
1998; Wemmer et al., 1994). Sugere-se que algumas dessas quitinases
expressas constitutivamente, possivelmente estdo envolvidas na defesa da
planta, o que dificulta o inicio da colonizacao por patégenos (Graham e Sticklen,

1994). As quitinases que sado tecido-especificas e ndo sdo induzidas por
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patdégenos ou estresses podem ter papel no crescimento e desenvolvimento da
planta (Zhong et al., 2002).

Os EST-contigs mais expressos nessas bibliotecas foram C16, C3, C19 e
C47, todos caracterizados apenas como “protein”, com funcdo molecular de
atividade de hidrolase de componentes o-glicosil e com atividade enzimatica de
amilase (EC:3.2.1.0). As amilases sdo uma classe de hidrolases amplamente
distribuidas na natureza. Essas enzimas podem clivar especificamente as
ligacbes o-glicosidicas em amido e em outros oligo e polissacarideos (Yaldagard
et al., 2007).

4. CONCLUSOES

A caracterizacdo funcional mostrou a versatilidade dessa proteina, que
possui atividade enzimatica e esta envolvida em importantes processos
bioldgicos e fungbes moleculares nas células da planta. Os resultados indicaram
gue as quitinases apresentam atividade de hidrolase, concordando com estudos
gue demonstram que essa enzima catalisa a hidrélise de quitina. Essa
propriedade reforca a importancia desta enzima na defesa da planta contra
patégenos. O envolvimento dessa enzima com processos de metabolismo
primario e de macromoléculas sugere que a célula extrai energia a partir dessas
vias metabdlicas e a envia em dire¢éo a resposta de defesa.

A andlise do perfil de expressao in silico das quitinases no genoma do
cafeeiro permitiu verificar que essas proteinas estdo mais expressas,
principalmente, em bibliotecas construidas a partir de cafeeiros em situagbes de
estresse. Estes resultados ratificam o envolvimento das quitinases no processo

de resposta contra estresses na célula vegetal.
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CAPITULO 2

IDENTIFICACAO DE POLIMORFISMOS DE BASE
UNICA EM GENES DE CAFEEIRO ENVOLVIDOS NA
DEFESA CONTRA DOENCAS
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1. INTRODUCAO

7

O café é uma das principais commodities agricolas no mundo, tendo
grande importancia econ6mica tanto nos paises produtores quanto nos paises
consumidores. Embora Coffea arabica seja a espécie mais cultivada
(aproximadamente 70%), esta apresenta uma alta susceptibilidade a patégenos
e pragas.

A ferrugem alaranjada do cafeeiro, popularmente conhecida apenas
como ferrugem, é causada pelo fungo Hemileia vastatrix e é a principal doenca
gue limita a producéo de café em quase todos os paises produtores no mundo.
No Brasil, principal produtor de café arabica, as perdas nas plantagcfes devido a
esta doenca séo estimadas em torno de 30% se medidas de controle ndo séo
tomadas.

O uso de cultivares resistentes apresenta-se como a melhor maneira de
controlar esta doenca por ser viavel economicamente e ser ecologicamente
correta. C. canephora é uma das principais fontes de genes de resisténcia para
os programas de melhoramento do cafeeiro. Entretanto, esta espécie apresenta
uma bebida de qualidade inferior. Desta forma, o Hibrido de Timor, proveniente
do cruzamento natural entre C. arabica e C. canephora, constitui-se uma boa
opcao de fonte de genes, visto reunir as caracteristicas de qualidade da bebida e
resisténcia a doencas. Além disso, o Hibrido de Timor possui uma alta
similaridade genética com C. arabica. (Setotaw, 2009). Outro fator importante é a
estrutura genética dessas espécies. O Hibrido de Timor é tetraploide, assim
como C. arabica, o que viabiliza o cruzamento entre estas espécies, permitindo
gue arabica receba genes de acessos de Hibrido de Timor.

Estudos sobre a heranca da resisténcia a ferrugem realizados no Centro
de InvestigacOes das Ferrugens do Cafeeiro (CIFC), em Portugal, demonstraram
que a hipoétese de Flor (1971) da teoria gene-a-gene € aplicavel a interacdo
cafeeiro-ferrugem onde a resisténcia completa é condicionada por pelo menos
nove genes dominantes de efeito maior (Syl-Si9) (Noronha-Wagner e
Bettencourt, 1967; Bettencourt e Noronha-Wagner, 1971; Bettencourt et al.,
1980). Os genes Syl, Su2, Spd e Sy5 foram encontrados em arabicas puros de
origem etiope. O gene Sy3 é considerado como sendo derivado de Coffea

liberica, enquanto Sp6, SK7, Sy8 e SH9 séo oriundos de C. canephora.
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Os fatores Sy oferecem resisténcia a racas de H. vastatrix. Entretanto,
guando alguns genes Sy estdo suplantados, os cafeeiros podem apresentar
resisténcia incompleta ou parcial a infeccbes (Eskes, 1989).

Véarios métodos tém sido usados para identificar genes de efeito maior
gue governam caracteristicas importantes. Entre eles a abordagem de genes
candidatos (Candidate Genes - CG) representa uma das estratégias mais
adequadas para a rapida identificacdo e clonagem de genes humanos, animais e
de plantas (Pflieger et al., 2001). Esta estratégia se baseia na hipétese de que o
polimorfismo molecular em genes com funcdo conhecida (isto é, genes
candidatos) esta relacionado com a variagéo fenotipica (de Vienne et al., 1999;
Pflieger et al.,, 2001). Em plantas, varios genes envolvidos com o
reconhecimento de patégenos, transducao de sinais e defesa contra patégenos
foram isolados de diversas espécies (Lamb et al.,, 1989; Hammond-Kosack e
Jones, 1996; Bent, 1996). Assim como 0s genes candidatos de resisténcia
(Resistance Gene Candidates — RGC), os genes candidatos de defesa (Defense
Gene Candidates — DGC) podem ser identificados facilmente por meio de
similaridade de sequéncia em certos dominios funcionais como o sitio de ligacao
a nucleotidios (Nucleotide Binding Site — NBS) ou os residuos de leucina
repetidos (Leucine-Rich Repeats — LRR) (Meyers et al.,, 1999; Bent, 1996;
Pflieger et al., 2001).

Partindo dos dados gerados pelo Projeto Brasileiro do Genoma Café,
Alvarenga (2007) identificou, por meio de andlise in silico, cerca de 14.000
sequéncias de genes RGC e DGC. Visando verificar o envolvimento destes
genes com a resisténcia do cafeeiro a ferrugem foram desenhados 40 primers
para amplificar algumas das sequéncias mineradas. Os 40 primers foram
testados em 12 cafeeiros resistentes e 12 susceptiveis a H. vastatrix. Vinte e
nove destes primers resultaram em bandas Unicas e bem definidas, sendo um
polimorfico. Em relacdo aos 28 pares de primers que ndo apresentaram
polimorfismo, é possivel que os fragmentos possuam polimorfismos de base
Unica (SNPs — Single Nuclotide Polymorphism) ao longo da sequéncia e, por
isso, ndo puderam ser observadas por eletroforese em gel de agarose e/ou
poliacrilamida. Os SNPs constituem o tipo de variagdo mais abundante em
genomas eucariotos, e estdo presentes tanto em regides codificadoras como
nao-codificadoras (Tsui et al., 2003).

Os SNPs podem estar associados com caracteristicas fenotipicas, o que
os tornam uma ferramenta muito Util para o desenvolvimento de marcadores

moleculares. O catadlogo de estudos de associacdo listava, até julho de 2011,
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959 publicagbes e 4786 SNPs de associagbes com doencas humanas (Hindorff
et al.). Desta forma, o objetivo deste trabalho foi verificar a presenca de SNPs
entre as sequéncias de 15 genes em 24 gendtipos de cafeeiro e avaliar o

potencial desse marcador para a espécie.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material Vegetal

Para a identificacdo de SNPs nas regifes génicas pré-selecionadas

foram utilizados 24 gendtipos de cafeeiros do Banco de Germoplasma da

Universidade Federal de Vigosa (UFV)/Empresa de Pesquisa Agropecuaria de

Minas Gerais (EPAMIG). Desses, 12 foram selecionados por serem utilizados

como fontes de resisténcia a H. vastatrix, nos programas de melhoramento

(genotipo 13 a 24 da Tabela 1) e 12 gendtipos de cafeeiros susceptiveis a esse

fungo (gendtipos 1 a 12 da Tabela 1).

Tabela 1 — Gendtipos utilizados para a identificacdo de SNPs

Cédigo Genotipo Descricdo fisi?)ll'ggi?:o* Fator Sy*

1 UFV 570 Bourbon Amarelo da China E 5

2 UFV 2945 Tipica da China E 5

3 UFV 557-06 Tripléide (C. arabica x C. racemosa) ? ?

4 UFV 2145-79 Catuai Vermelho IAC 81 E 5

5 UFV 2154-345 Catuai Amarelo IAC 86 E 5

6 UFV 2143-193 Catuai Amarelo IAC 30 E 5

7 UFV 2143-235 Catuai Amarelo IAC 30 E 5

8 UFV 2148-57 Catuai Amarelo IAC 64 E 5

9 UFV 2164-193 Mundo Novo IAC 515-3 E 5

10 UFV 2190-100 Mundo Novo IAC 464-18 E 5

11 Caturra 812 Caturra Amarelo E 5

12 Coffea libericavar. | - 16812 ou UFV 595 2 2

dewevrei

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 A 5,6,7,8,9,?

17 CIFC 832-2 Hibrido de Timor A 5,6,7,8,9,?

18 UFV 438-52 Hibrido de Timor ? ?

19 UFV 446-08 Hibrido de Timor ? ?

20 CIFC 33-1 S 288-23 G 3,5

21 CIFC 1343-269 Hibrido de Timor R 6

22 CIFC 4106 Hibrido de Timor A ?
Mundo Novo (CIFC 1535/33) x HW

23 CIFC H 420-10 26/14 (Caturra Vermelho CIFC 19/1 x | 5,6,7,9
HT CIFC 832/1)
S 353 4/5 (CIFC 34/13) x S 4 Agaro

24 CIFC H147-1 T 2,345
(CIFC 110/5) e

* Dados extraidos de Bettencourt, 1981.
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2.2. Extrac&o de DNA

Folhas jovens de cada um desses cafeeiros foram coletadas,
armazenadas em ultrafreezer -80°C e liofilizadas. O DNA foi extraido seguindo-
se o protocolo de Diniz et al. (2005). Apés a extracdo, o DNA foi quantificado em
espectrofotobmetro e armazenado a 4°C. Para a amplificacdo, o DNA foi diluido
em tampdo TE (Tris HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0) para uma concentracdo
final de 10 ng/pl.

2.3. Amplificacédo de DNA

A reacdo de PCR foi realizada em 20,0uL de solugéo contendo 30ng de
DNA, 0,8 unidades de Tagq DNA polimerase, tampé&o 1x, 1mM de MgClI2, 60 uM
de cada dNTP e 0,7 pM de cada primer. Para a amplificacdo, utilizou-se o
procedimento touchdown PCR. Este procedimento consistiu em uma etapa de
desnaturacdo inicial de 94°C, por 3 minutos, seguido de cinco ciclos com uma
etapa de desnaturacdo 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. Apdés os cinco ciclos,
procederam-se mais 30 ciclos com desnaturagdo a 94°C por 60 segundos,
anelamento de 60°C por 20 segundos e extensdo de 72°C por 40 segundos.
Apés os ciclos, uma extenséo final a 72°C por 7 minutos.

Os produtos das reacbes de amplificacdo foram submetidos a
eletroforese em géis de agarose 1,2%, os quais foram corados com brometo de
etidio, visualizados em transiluminador sob luz UV e fotodocumentados. Os
primers que apresentaram um perfil de bandas monomarficas foram submetidos
a reacao de purificacdo e sequenciamento para posterior identificacdo dos
SNPs.

2.4. Purificagéo

Os produtos de PCR foram purificados com o uso da reacdo enzimatica
de Exonuclease | e Fosfatase Alcalina (EXoSAP-IT® - USB) na proporcéo de 5,0
ML de PCR para 2,0 pL de ExoSAP-IT. A reacéo foi incubada por 15 minutos a
37°C, seguida da desativacdo por 15 minutos a 80°C, como recomendado pelo
fabricante. Posteriormente, o conteido de DNA dos produtos de PCR foi

guantificado e encaminhado para o sequenciamento.
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2.5. Sequenciamento

Os produtos de amplificacdo foram sequenciados com o “ABl Prism®
BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit” (Applied Biosystems), no
analisador genético ABI 3130 XL (Applied Biosystems). As reacfes de
sequenciamento foram baseadas na técnica de terminacéo de cadeia (Sanger et
al. 1977), utilizando dideoxinucleotideos (ddNTPs) marcados com fluorescéncia.
O protocolo utilizado foi o recomendado pelo fabricante. Os primers utilizados
para o sequenciamento foram os mesmos das respectivas reacoes de PCR, nas

direcOes forward e reverse.

2.6. Andlise das sequéncias

Para analisar as sequéncias obtidas, foram utilizados os programas
Sequencher® v. 4.10 (visualizacdo de cromatogramas, trimming, clusterizacéo e
edicdo), ORF Finder (identificacdo de ORFs), BLAST (alinhamentos locais) e

ClustalW (alinhamentos globais multiplos).

2.7. Sequéncias estudadas

Os 15 genes selecionados para o estudo dos SNPs foram os
amplificados pelos primers CARF 001 (disease resistance-like protein), CARF
003 (receptor-like kinase), CARF 006 (disease resistance protein (CC-NBS-LRR
class, putative), CARF 011 (disease resistance-like protein), CARF 019 (putative
resistance protein), CARF 022 (putative protein kinase), CARF 024 (receptor
kinase Lecrk), CARF 025 (serine/threonine-protein kinase-like protein), CARF
028 (membrane protein), CARF 036 (disease resistance-like protein), CARF 039
(putative disease resistance gene homolog), CARF 040 (chitinase), CARF 050
(non-race specific disease resistance protein [NDR1]), CARF 054 (chalcone
synthase) e CARF 055 (chalcone synthase) (Tabela 2).
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Tabela 2 — Anotagao dos genes utilizados para a busca de SNPs e as sequéncias dos primers que os amplificam.

Primer BLAST Score e-value Forward Reverse

CARF gi|24459841|emb|CAC82597. 1

001 disease re3|§tance-llke protein 259 2.00E-67 | CAAGAAACAATGGCTGAGG CAATAGAGTCGGTCGGTCTG
[Coffea arabica]

CARE 0il42602161|gb|AAS21681.1]

003 recgptor-hke kinase [Arabidopsis 102 1.00E-20 | CGTCCCACGAGAAGATGATAC | TGAGTTGCCGAAGAAGTTG
thaliana]
0i|30689664|ref|NP_195056.2|

CARF | disease resistance protein (CC- 652 0.0 | GTCCCTATTCTGCCACTTTG | CAGCCCTTCTTCTCTTCTTG

006 NBS-LRR class), putative
[Arabidopsis thaliana]

CARF 0i|24459849|emb|CAC82600.1|

o011 disease resistance-like protein 164 2.00E-39 | AGAAGATGCTCAACCCAGAC CCCATACCAACCACTGAAAC
[Coffea canephora]

CARF 0i|16974114|emb|CAC95155.1|

019 putative resistance protein 253 2.00E-66 | ATCCACTGCCACTCTCATC ACCACGGCTCATTGTAAGTC
[Solanum lycopersicon]

CARF gi|18855060|gb|AAL79752.1|

022 put_ati\]/e protein kinase [Oryza 126 2.00E-29 | ATTGCTGGGCTGTTCTACAC ATTCCCTCTCTCCTTCGTC
sativa

CARF 0i|31324528|gb|AAP47579.1]

024 receptor kinase Lecrk [Gossypium 257 2.00E-67 | TGCCTTCTTTCCTAATCCTG TATGCTTGGCTGTTCCATC
hirsutum]

CARE gi|11358§341|pi(| serine/t_hreonine-

025 protein kme}se-lllge protein 115 1.00E-11 | TGCCATTTCCTGAGTGTG TGGGAGTGATGATTTGACTG
[Arabidopsis thaliana]

CARF gil15231381|ref|NP_187364.1]

028 tmheIrAnbre}ne protein [Arabidopsis 141 2.00E-32 | CTAACCACCACCCTTCAATC AAACACCACCATCCACAAC

aliana

CARF g@|24459853|emb|CA082602.1|

036 disease re3|§tance-llke protein 142 5.00E-33 | CCGTCTGGTTTCAATCGTC ATCTCCTGGCAATCTCTCTG
[Coffea arabica]

CARF gil27817976|dbj|BAC55740.1]

039 putative disease resistance gene 142 7.00E-33 | AAAGAGCAGGACTTCACGAC CTCCACCTAAGCAAAGACAAC
homolog [Oryza sativa]

CARF | gi[3451147]emb|CAA09110.1| 266 4.00E-70 | GGATACAGCACAGCAGAGAG | AGCAGCCAGGACTACATTTC

040 chitinase [Hevea brasiliensis]
0i|15232308|ref|[NP_188696.1|

CARF | non-race specific disease 135 5.00E-31 | GCCTGATGCCACTTTGTTC AGCCTACACCTTTGTCCTTC

050 resistance protein (NDR1)
[Arabidopsis thaliana]

CARF | gi|1345787|sp|P48387] chalcone | 47, | 1 g0E.131 | GGCTGAGAACAACAAAGGTG | AAGAATGAACACGACACAGG

054 synthase [Camellia sinensis]

CARF | gi|12229619|sp|Q9ZRS4| chalcone | g, 2.00E-46 | GCCTGTGTCCTGTTCATTC GGTCATTCAACCAAGCAAG

055 synthase [Catharanthus roseus]

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As analises dos 15 genes escolhidos para este estudo permitiram

verificar que os quatro genes amplificados pelos primers CARF 001, CARF 006,

CARF 036 e CARF 055, ndo apresentaram qualquer polimorfismo entre os 24

individuos testados (monomoérficos). Outros cinco genes amplificados pelos
primers CARF 003, CARF 011, CARF 19, CARF 022 e CARF 039 apresentaram

polimorfismos apenas para o individuo 12, Coffea liberica var. dewevrei. Esta

espécie é originaria da Africa Central e filogeneticamente proxima a C. liberica,

nativa da Africa Ocidental (Carvalho et al., 1990). Devido as semelhancas entre

essas espécies, alguns autores (Lebrun, 1941; Charrier e Berthaud, 1985)
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consideram C. dewevrei como uma variedade de C. liberica. Estudos
guimiotaxondémicos, no entanto, indicam diferencas entre essas duas espécies,
gue, assim, devem ser mantidas separadamente (Lopes, 1984), tal como foi
previamente considerado por Carvalho e Monaco (1967). A andlise da sequéncia
desse cafeeiro mostrou grande quantidade de SNPs, quando comparado com os
demais individuos. No entanto, os polimorfismos encontrados provavelmente
estdo relacionados com as variacdes interespecificas e ndo necessariamente
associadas com as caracteristicas conferidas por cada gene em questao.

Considerando apenas os individuos da espécie C. arabica e os acessos
de Hibrido de Timor, seis genes amplificados pelos primers CARF 024, CARF
025, CARF 028, CARF 040, CARF 050 e CARF 054 apresentaram polimorfismos
entre os individuos testados.

Foram detectados 71 SNPs (Tabela 3). Os SNPs foram analisados de
acordo com a variacao da base nucleotidica, em transi¢cdo ou transversdo. Dos
71 SNPs, 34 foram transi¢cdes (47,89%) e 37 transversdes (52,11%) (Tabela 4).
A taxa de transi¢Oes/transversdes foi de 0,9189. Em gengibre essa taxa foi de
0,90 (Chandrasekar et al., 2009). Embora as variagfes de transicdo ocorram
numa frequéncia mais alta que as transversfes em genomas eucariotos (Li e
Graur, 1991), possivelmente como resultado de mecanismos moleculares pelos
quais sdo geradas, existem evidencias que isso ndo € universal (Keller et al.,
2007). Moruyama e Powell (1996) detectaram 54% de transversbes em
Drosophila, valor bem parecido com o encontrado em soja (52%) por Nasu et al.
(2002). Em outro trabalho com cafeeiros, foi encontrado 80% de mutacdes
causadas por transversbes e 20% decorrentes de transicbes (Zarate et al.,
2010). Apesar de o presente trabalho estar de acordo com os resultados
encontrados por Zarate et al. (2010), ainda néo se sabe ao certo se em cafeeiros

as transversdes sdo mais frequentes que as transicoes.
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Tabela 3 — SNPs polimdrficos obtidos a partir do sequenciamento de genétipos de
cafeeiro, suas posicOes e as modificacdes resultantes.

SNP Primer Individuo Posicdo | Consenso Modificagéo Aminoéacido Modificagdo
01 CARF 024 20 196 T/A AT (S-SenTCC (T- Thr) ACC
02* CARF 024 20 211 GIC CIG NA (A - Ala) GCG NA (A - Ala) GCC
03 CARF 025 14 181 AT CIG (T- Thr) ACA (P - Pro) CCC
04 CARF 025 14 183 AT CIG (T- Thr) ACA (P - Pro) CCC
05* CARF 025 15 183 AT CIG NA (T- Thr) ACA NA (T- Thr) ACC
06 CARF 025 18 181 AT CIG (T- Thr) ACA (P - Pro) CCA
o7* CARF 025 18 183 AT CIG NA (T- Thr) ACA NA (T- Thr) ACC
08* CARF 025 19 183 AT CIG NA (T- Thr) ACA NA (T- Thr) ACC
09* CARF 025 21 183 AT CIG NA (T- Thr) ACA NA (T- Thr) ACC
10 CARF 028 01 217 GIC AT (V-Val) GTT (1-1le) ATT
11 CARF 028 01 488 GIC CIG (R - Arg) AGA (T -Thr) ACA
12 CARF 028 02 217 GIC AT (V-Val) GTT (1-1le) ATT
13 CARF 028 04 217 GIC AT (V-Val) GTT (1-1le) ATT
14 CARF 028 04 488 GIC CIG (R - Arg) AGA (T - Thr) ACA
15 CARF 028 06 217 GIC AT (V-Val) GTT (1-1le) ATT
16 CARF 028 07 217 GIC AT (V-Val) GTT (1-1le) ATT
17 CARF 028 07 378 GIC TIA (L-Leu) TTG (F-Phe) TTT
18 CARF 028 07 488 GIC CIG (R - Arg) AGA (T - Thr) ACA
19 CARF 028 09 217 GIC AT (V-Val) GTT (1-1le) ATT
20 CARF 028 09 378 GIC TIA (L-Leu) TTG (F-Phe) TTT
21 CARF 028 09 488 GIC CIG (R - Arg) AGA (T - Thr) ACA
22 CARF 028 10 217 GIC AT (V-Val) GTT (1-1le) ATT
23 CARF 028 11 217 GIC AT (V-Val) GTT (1-1le) ATT
24 CARF 028 13 318 GIC TIA (L-Leu) TTG (F-Phe) TTT
25 CARF 028 13 378 GIC TIA (L-Leu) TTG (F-Phe) TTT
26 CARF 028 14 318 GIC TIA (L-Leu) TTG (F-Phe) TTT
27 CARF 028 15 217 GIC AT (V-Val) GTT (1-1le) ATT
28 CARF 028 15 488 GIC CIG (R - Arg) AGA (T - Thr) ACA
29 CARF 028 16 217 GIC AT (V-Val) GTT (1-1le) ATT
30 CARF 028 16 378 GIC TIA (L-Leu) TTG (F-Phe) TTT
31 CARF 028 16 488 GIC CIG (R - Arg) AGA (T - Thr) ACA
32 CARF 028 17 318 GIC TIA (L-Leu) TTG (F-Phe) TTT
33 CARF 028 17 378 GIC TIA (L-Leu) TTG (F-Phe) TTT
34 CARF 028 18 318 GIC TIA (L-Leu) TTG (F-Phe) TTT
35 CARF 028 18 378 GIC TIA (L-Leu) TTG (F-Phe) TTT
36 CARF 028 19 318 GIC TIA (L-Leu) TTG (F-Phe) TTT
37 CARF 028 19 378 GIC TIA (L-Leu) TTG (F-Phe) TTT
38 CARF 028 20 488 GIC CIG (R - Arg) AGA (T - Thr) ACA
39 CARF 028 21 318 GIC TIA (L-Leu) TTG (F-Phe) TTT
40 CARF 028 21 378 GIC TIA (L-Leu) TTG (F-Phe) TTT
41 CARF 028 22 318 GIC TIA (L-Leu) TTG (F-Phe) TTT
42 CARF 028 23 318 GIC TIA (L-Leu) TTG (F-Phe) TTT
43 CARF 028 23 378 GIC TIA (L-Leu) TTG (F-Phe) TTT
44 CARF 028 24 217 GIC AT (V-Val) GTT (1-1le) ATT
45 CARF 028 24 488 GIC CIG (R - Arg) AGA (T - Thr) ACA
46 CARF 040 13 140 T/A CIG (N - Asn) AAT (S - Ser) AGT
47 CARF 040 14 117 T/A CIG (S - Ser) AGC (G -Gly) GGC
48 CARF 040 14 140 TIA CIG (N - Asn) AAT (S - Ser) AGT
49* CARF 040 14 271 AT G/C NA (N - Asn) AAT NA (N - Asn)
50 CARF 040 15 117 T/A CIG (S - Ser) AGC (G -Gly) GGC
51 CARF 040 15 140 TIA CIG (N - Asn) AAT (S - Ser) AGT
52 CARF 040 16 106 CIG GIC (K - Lys) AAG (N - Asn) AAC
53 CARF 040 16 117 T/A CIG (S - Ser) AGC (G - Gly) GGC
54 CARF 040 16 140 TIA CIG (N - Asn) AAT (S - Ser) AGT
55 CARF 040 16 288 CIG TIA (G - Gly) GGT (S - Ser) AGT
56 CARF 040 18 117 T/A CIG (S - Ser) AGC (G -Gly) GGC
57 CARF 040 18 140 T/A CIG (N - Asn) AAT (S - Ser) AGT
58 CARF 040 19 117 TIA CIG (S - Ser) AGC (G -Gly) GGC
59 CARF 040 19 140 TIA CIG (N - Asn) AAT (S - Ser) AGT
60 CARF 040 21 117 T/A CIG (S - Ser) AGC (G - Gly) GGC
61 CARF 040 21 140 TIA CIG (N - Asn) AAT (S - Ser) AGT
62* CARF 040 21 271 AT G/C NA (N - Asn) AAT NA (N - Asn)
63 CARF 040 21 288 CIG TIA (G - Gly) GGT (S - Ser) AGT
64 CARF 040 22 117 T/A CIG (S - Ser) AGC (G -Gly) GGC
65* CARF 050 16 58 AT G/C NA (E - Glu) GAA NA (E - Glu) GAG
66 CARF 050 16 155 T/A CIG (F-Phe) TTT (L-Leu)CTT
67* CARF 054 16 178 TIA CIG NA (L-Leu) TTG NA (L - Leu) CTG
68 CARF 054 20 354 TIA AT (D - Asp) GAT (E - Glu) GAA
69 CARF 054 20 355 TIA CIG (W -Trp) TGG (R - Arg) CGG
70* CARF 054 22 178 T/A CIG NA (L-Leu) TTG NA (L - Leu) CTG
71* CARF 054 24 231 AT TIA NA (A - Ala) GCA NA (A - Ala) GCT

* mutacdes sinbnimas
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Tabela 4 — NUmero e porcentagem de transi¢cfes e transversdes detectadas na analise

de SNPs.

Transicdes Ocorréncias %

A-G 3 4,22
G-A 11 15,50
C-T 2 281
T-C 18 25,35
Sub-Total 34 47,89
Transversodes Ocorréncias %

C-A 0 0
C-G 1 1,40
T-A 2 2,81
T-G 0 0
A-C 7 9,86
G-C 9 12.67
A-T 1 1.40
G-T 17 23,94
Sub-Total 37 52,11
TOTAL 71 100,00

Os SNPs também foram classificados considerando

a sua posicdo no

cddon e o seu efeito sobre 0 aminoacido codificado, em mutag¢des sinbnimas ou

mutacBes ndo sinbnimas. Das 71 substituicdes, 27 ocorreram na primeira

posicdo do coédon (38,02%), 15 na segunda posicdo (21,12%) e 29 na terceira
(40,84%) (Figura 1).

40,84%

21,12%

38,02%

Figura 1 — Porcentagem de modificacdes de bases na primeira, segunda e terceira

posicao do cédon.

E sabido que o pareamento do anticbdon com a a terceira base no cédon

€ menos rigido do que com as duas primeiras. Uma vez que a degenerancia no

cddigo genético envolve, na maioria dos casos, somente a terceira base do
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cddon, o pareamento oscilante (wobble base pairing) explica as modificacbes
sinbnimas encontradas em varios organismos. Por outro lado, é possivel
relacionar a alta incidéncia de modificacdes na primeira e segunda base do
cddon com a elevada frequéncia de substituicdes ndo sinénimas encontradas
neste trabalho.

Foram detectadas 11 (15,49%) substituicdes sinbnimas e 60 (84,51%)
substituicbes nao sinbnimas (Figura 2). A relacdo de substituicdes
sinbnimas/nao-sinbnimas foi de 0,1833. A frequéncia de substituicbes nédo
sindnimas foi bastante elevada, se comparada com outras espécies. A taxa de
modificagbes sindnimas para ndo sinbnimas detectada em soja foi de 2,6 (Zhu et
al., 2003) e em milho foi 4.8 (Tenaillon et al, 2001), bem abaixo da taxa de 8,7
encontrada em D. melanogaster (Moriyama e Powell, 1996). Em Arabidopsis,
Oslen et al. (2002) encontrou taxas variando de 0,5 a 9,5 (média de 2,9) em seis

genes analisados.

70
60
60 -
50 -
40 -
30 -
20 - 11
10
15,49% 84,51%
0 - T
Sindnimas N3ao sindnimas

Figura 2 — NUumero e porcentagem de mutagdes sindnimas e nédo sinbnimas detectadas.

Um alto nivel de mutagcbes ndo sindnimas, como o que foi encontrado
neste trabalho, pode ser reflexo de selecéo positiva (Meyerson e Sawyer, 2011).
Um exemplo € o cenario antagonista da coevolugcao patdégeno-hospedeiro, onde
0s genes do hospedeiro estdo engajados numa “corrida armamentista”
evolucionaria e sob forte presséo de selecdo para mudarem e se adaptarem. Em
funcado disso, eles evoluem numa taxa mais rapida que outros genes (Kosiol et
al., 2008). Genes de defesa estdo entre os que evoluem com maior rapidez em

mamiferos, adquirindo altos ndmeros de substituicdes ndo sinénimas (Gibbs et
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al., 2007; Mikkelsen et al., 2005). Este cenario pode ser aplicado ao presente
trabalho, dado o alto nivel de modificacdes ndo sinbnimas detectado e ao fato
gue os genes analisados atuam, de alguma forma, no processo de defesa do
cafeeiro contra patdégenos.

Considerando a analise da sequéncia dos 15 genes nos 23 cafeeiros da
espécie C. arabica e Hibrido de Timor, foi observada uma frequéncia de 0,1029
SNPs por amplicon. Nos 119.061 pb analisados detectou-se uma frequéncia
extremamente baixa de 1 SNP a cada 1.676,91pb, ou de 0,0596 SNPs por 100
pb. Salmaso et al. (2004) encontrou 1 SNP por 116 pb em cultivares de Vittis
vinifetra. Em milho foi encontrado 1 SNP por 60-120 pb (Ching et al., 2002). A
frequéncia média encontrada no arroz € de 1 SNP a cada 89 pb (Nasu et al.,
2002) e no gengibre observou-se uma frequéncia de 0,84 SNPs por 100pb
(Chandrasekar et al., 2009). Em outro trabalho com Coffea, Vidal et al. (2010)
também obtiveram frequéncias baixas, variando entre 0,0409 e 0,0249 SNPs por
100 pb.

Pode-se atribuir o baixo nivel de polimorfismo observado neste trabalho,
a baixa diversidade do genoma de C. arabica. Seu modo reprodutivo autbgamo
€ um dos fatores limitantes para a sua diversidade genética. O nivel de
polinizacdo cruzada nesta espécie fica abaixo de 10% (Carvalho et al.,1991;
Anthony et al.,2001). Outro fator relevante para a baixa diversidade de C. arabica
€ 0 modo como esta espécie se originou. Analises de citogenética molecular
indicaram que Coffea arabica € um anfidipléide formado a partir da hibridizacao
entre duas espécies bem proximas (i.e. Coffea canephora ou Coffea congensis e
Coffea eugenioides) (Raina et al., 1998; Lashermes et al., 1999). Outras analises
sugeriram uma recente especiacdo e uma baixa divergéncia entre os dois
genomas constitutivos de Coffea arabica e aqueles das suas espécies
progenitoras (Fernandez e Lashermes, 2002). Um terceiro fator que contribui
para a baixa diversidade da espécie € o modo como a planta foi introduzida no
pais. Evidéncias histdricas sugerem que a introducdo foi feita a partir de
sementes e mudas trazidas da Guiana Francesa, e que a populacdo-base
descendeu de poucas arvores (Carvalho, 1993).

Por outro lado, sabe-se que C. canephora é altamente polimérfico. No
entanto, os acessos de Hibrido de Timor (gendtipos resistentes), que sao
constituidos, em média, por 90% de C. arabica e 10% de C. canephora (Setotaw,
2009) também apresentaram baixo polimorfismos com SNPs avaliados neste
trabalho. A diversidade limitada observada em C. arabica dificulta a identificacdo

de genes/alelos que fornecem resisténcia a estresses biodticos e abidticos. Por
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esta razdo muito se tem investido na busca por variabilidade genética por meio
de novas fontes desse género.

O gene com o0 maior ndmero de polimorfismos detectados foi o
gi[15231381|ref|[NP_187364.1] membrane protein [Arabidopsis thaliana],
amplificado pelo primer CARF 028, com 36 SNPs (Tabela 3).

A andlise dos produtos preditos do gene amplificado pelo primer CARF
028 permitiu verificar que as mutag¢des nao-sinénimas identificadas na sequéncia
de DNA nao originam proteinas distintas. Entretanto, se consideramos o cenario
de co-evolucdo patdégeno-hospedeiro, a alta ocorréncia de mudancas de
aminoacidos (i. e. substituicdes ndo sindnimas) pode contribuir para a melhoria
da eficiéncia dessas proteinas. Analises mais detalhadas de modelagem
tridimensional de proteinas poderdo mostrar as possiveis diferencas que as
modificagbes ndo sinbnimas podem acarretar para as interacfes dos
aminoacidos entre si (i.e. na cadeia popipeptidica) e com o meio.

O primer CARF 024 amplifica um fragmento cujo produto corresponde a
regido de 63-156 da proteina gi|31324528| gb|AAP47579.1| receptor kinase
Lecrk [Gossypium hirsutum] de 641 aminoacidos. Essa proteina possui 0s
dominios conservados lectin legume LecrK Arcelin ConA [cd06899] e PKc
[cd00180] (Figura 3). Entretanto a regido amplificada pelo primer CARF 024
apresenta apenas o dominio [cd06899].

Conserved domains on [g(31324528)gb|4 8P47579]] e full resut @

receptar kinase Leork [Gassypium hirsutum]

Graphical summary show aptions »

100 zin 300 400 s00 i B41

1
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N-linked glucosulati te ATF binding site

tetramer interachion site j i 3y fon =i A i b 20 B A& substrate binding suw—“““ A
somedimer interaction site j Y iy actination loor tA-loor) AL )
Specific hits le[:tin_legune_Le[:RK_FIr[:elin_Cnnﬂ _i_
Superfanilies lectin_L-type superfamily PKc_like superfamily
Hulti-donains STYKc

Figura 3 — Dominios conservados da proteina “receptor kinase LecRK”.

Os sitios importantes dos dominios conservados presentes na proteina
predita amplificada pelo primer CARF 024 podem ser visualizados na Figura 4. E
possivel verificar também que a substituicdo S-T, causada por um SNP no
individuo 20 n&o pertence a um sitio importante do dominio [cd06899].
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A

Query: gi|31324528|gb|AAP47579.1] receptor kinase Lecrk [Gossypium hirsutum]
Subject: 24_20r_frame_plusl

Identities = 76/94 (81%), Positives = 85/94 (90%), Gaps = 0/94 (O%)

Query 63 YPHPVDFKNSTNGSVFSFSSTFVFAILPEYPTLSGHG IAFVIAPTKGLPGSLPSQYLGLF 122
+P+PV FK+S N S FSFS+TFVFAILPEYPTLSGHGIAFVIAPT+GLPG+LPSQYLGLF
Shjct 4 FPNPVSFKDSPNASAFSFSTTFVFAILPEYPTLSGHGIAFVIAPTRGLPGALPSQYLGLF 63

Query 123 NGSNNGNDTNHVVAVELDTIRSTEFDDINDNHVG 156
N +N GN TNHV AVELDTI+S+EF DINDNHVG
Shjct 64 NETNTGNATNHVFAVELDTIQSSEFHD INDNHVG 97

B

Query:Contig_24 frame_plusl
Subject: 24_20r_frame_plusl

Score = 196 bits (497), Expect = le-55, Method: Compositional matrix adjust.
Identities = 96/97 (99%), Positives = 97/97 (100%), Gaps = 0/97 (0%)

Query 1 LPSFPNPVSFKDSPNASAFSFSTTFVFAILPEYPTLSGHGIAFVIAPTRGLPGALPSQYL 60
LPSFPNPVSFKDSPNASAFSFSTTFVFAILPEYPTLSGHGIAFVIAPTRGLPGALPSQYL
Shjct 1 LPSFPNPVSFKDSPNASAFSFSTTFVFAILPEYPTLSGHGIAFVIAPTRGLPGALPSQYL 60

Query 61 GLFNESNTGNATNHVFAVELDTIQSSEFHDINDNHVG 97
GLFNE+NTGNATNHVFAVELDT IQSSEFHDINDNHVG
Sbjct 61 GLFNETNTGNATNHVFAVELDTIQSSEFHDINDNHVG 97

metal binding site [ion binding site] 3/3

N-linked glycosylation site 1/1

homotetramer interaction site [polypeptide binding site] 0/17
0/5

Figura 4 — (A) Alinhamento entre a proteina “receptor kinase LecrK” e o produto predito
do gene amplificado pelo primer CARF 024, individuo 20. A substituicdo S-T (em
vermelho) ndo atinge sitios funcionais da proteina (verde e amarelo). Os sitios funcionais
“homotetramer interaction site” e “homodimer interaction site” (azul e ciano,
respectivamente) da proteina “receptor kinase LecrK” ndo estdo presentes no produto
predito do gene amplificado pelo primer CARF 024, individuo 20. (B) Alinhamento entre
os produtos preditos do Contig 024 e do gene amplificado pelo primer CARF 024 no
individuo 20. A substituicdo T/A>A/T na posicdo 196 do DNA (Tabela 3) gera uma
substituicdo S-T na proteina predita (em vermelho). Entretanto, essa substituicdo nao
atinge sitios funcionais da proteina (amarelo e verde). Os sitios funcionais
“homotetramer interaction site” e “homodimer interaction site” (azul e ciano,
respectivamente) da proteina “receptor kinase LecrK” ndo estdo presentes nos produtos
preditos do Contig 024 e do gene amplificado pelo primer CARF 024, individuo 20.

O primer CARF 040 amplifica a regido 172-316 da proteina
CAJ43737.1 GI:118200080 class lll chitinase [Coffea arabica]. Essa proteina
apresenta o dominio conservado GH18 hevamine Xipl class Ill [cd02877] (Figura
5).
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Conserved domains on [/118200080[emb|CAT43737)] Wiew full resut

class 111 chitinase [Coffea arabica]

Graphical summary  show options »
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Figura 5 — Dominio conservado da proteina “class Il chitinase”

Os sitios importantes dos dominios conservados presentes na proteina
predita amplificada pelo primer CARF 040 podem ser visualizados na Figura 6. E
possivel verificar também que as substituicdes N-S, S-G e K-N, causadas por

SNPs no individuo 16 ndo pertencem a um sitio importante do dominio

[cd02877].

A

Query: gi|118200080|emb]|CAJ43737]|class 111 chitinase [Coffea arabica]

Subject: CARF_40_16R_frame-1

Score = 69.7 bits (169), Expect = le-17, Method: Compositional matrix adjust.
Identities = 36/57 (63%), Positives = 45/57 (79%), Gaps = 3/57 (5%)

Query 213 KIFLGLPAAPEAAGSG-YVPPDVLISRILPEIKKSPKYGGVMLWSKFYDDKNGYSSS 268
K+FLGLPAA AA SG Y+PP+VLIS+ILP ++ P YGGVMLWS++YD YSS+
Shjct 4 KLFLGLPAAQAAAPSGGY IPPEVLISQILPVVQGYPNYGGVMLWSRY¥DQN--YSSA 58

B

Query: Contig40

Subject: CARF_40_16R_frame-1

Score = 111 bits (277), Expect = 2e-30, Method: Compositional matrix adjust.
Identities = 55/58 (95%), Positives = 56/58 (97%), Gaps = 0/58 (0%)

Query 70  GVNKLFLGLPAAQAAAPSGGY IPPEVLINQILPVVQSYPKYGGVMLWSRYMDQNYSSA 127

GVNKLFLGLPAAQAAAPSGGY IPPEVLI+QILPVWQ YP YGGVMLWSRYYDQNYSSA
Shjct 1 GVNKLFLGLPAAQAAAPSGGY IPPEVL 1SQILPVVQGYPNYGGVMLWSRYFDQNYSSA 58

active site [active site] 1/8
1/12

catalytic residue [active site] 0/1

Figura 6 — (A) Alinhamento entre a proteina “class Ill chitinase” e o produto predito do
gene amplificado pelo primer CARF 040, individuo 16. As substituicdes N-S, S-G e K-N
(em vermelho) ndo atigem sitios funcionais da proteina (verde e amarelo). O sitio
funcional “catalytic residue” (em azul) da proteina “class Il chitinase” ndo esta presente
no produto predito do gene amplificado pelo primer CARF 040, individuo 16. (B)
Alinhamento entre os produtos preditos do Contig 040 e do gene amplificado pelo primer
CARF 040 no individuo 16. As substituicbes T/A>C/G, T/A>C/G e C/G>G/C, nas
posicdes 140, 117 e 106 do DNA (Tabela 3) geram substituicdes N-S, S-G e K-N na
proteina predita (em vermelho). Entretanto, essas substituicdes ndo atingem sitios
funcionais da proteina (amarelo e verde). O sitio funcional “catalytic residue” (em azul)
da proteina “class Il chitinase” ndo esta presente nos produtos preditos do Contig 040 e
do gene amplificado pelo primer CARF 040, individuo 16.
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O primer CARF 025 amplifica uma regido da proteina
gi[11358841|pir|T47988 serine/threonine-protein kinase-like protein [Arabidopsis
thaliana], mas nédo foram identificados dominios conservados para esta proteina
até o momento. Desta forma, ndo é possivel afirmar se os SNPs nao-sinénimos
encontrados nesse gene podem afetar algum sitio importante dessa proteina.

O primer CARF 028 amplifica a regido 1-37 da proteina
gi[15231381|ref|[NP_187364.1] membrane protein [Arabidopsis thaliana]. Essa
proteina possui os dominios EamA super family [cl01037] e RhaT [COG0697],
porém nenhum dos dois esta presente na regiao amplificada por este primer.

O primer CARF 050 amplifica a regido 1-81 da proteina gi|15232308|
ref|[NP_188696.1] non-race specific disease resistance protein (NDR1)
[Arabidopsis thaliana] mas nao foram identificados dominios conservados para
esta proteina até o momento. Desta forma, ndo é possivel afirmar se os SNPs
nao-sinbnimos encontrados nesse gene podem afetar algum sitio importante
dessa proteina.

O primer CARF 054 amplifica a regido 92-244 da proteina
0i|1345787|sp|P48387| chalcone synthase [Camellia sinensis]. Esta proteina
apresenta o dominio conservado CHS_like [cd00831] (Figura 7). Apesar de as
sequéncias amplificadas conterem sitios importantes do dominio conservado em

sua estrutura, nenhum deles coincidiu com a presenca de SNP.

Conserved domains on [g|1345757|sp[P48387]] view full resut

Rechame: Full=Chalcone synthase 2; AltMame: Full=Maringenin-chalcone synthase 2

Graphical summary show

Query seq,

malonul-GoRl binding site ik h b L

Specific hits
Superfanilies cond_enzymes superfamily

Hulti-donains PLNO3173

Figura 7 — Dominio conservado da proteina “chalcone synthase”

Os sitios importantes do dominio conservado CHS like [cd00831]
presentes na proteina predita amplificada pelo primer CARF 054 podem ser
visualizados na Figura 8. Apesar de as sequéncias amplificadas conterem sitios
importantes do dominio conservado em sua estrutura, nenhum deles coincidiu

com a presenca de SNP.
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Query: gi|1345787|sp|P48387] chalcone synthase [Camellia sinesis]
>1cl]|64564 CARF_054_16_R_frame_minus3_Length=152

Score = 23.5 bits (49), Expect = 0.003, Method: Composition-based stats.
Identities = 10/26 (38%), Positives = 14/26 (54%), Gaps = 0/26 (0%)

Query 350 HTGGAAVIDGVGKGLTLTEHDLEPSR 375
H GG A++D V + L L L +R
Sbjct 126 HPGGPAILDQVEQKLALKPEKLRATR 151

Score = 18.1 bits (35), Expect = 0.13, Method: Composition-based stats.
Identities = 18/67 (27%), Positives = 26/67 (39%), Gaps = 3/67 (4%)

Query 219 MLGNCLFRSGGCAYFLTNDPRHRRHAKLRLRHLVRTHTGASDDYBBBALQMEDDAGRPEE 278
++G LF G A + DP + L LV D++ +G F
Shjct 32  LVGQALEGDGAAAI I 1GADPV--PEVERPLFELVTAAQT ILPDEHEMMDGHLREVGLTEE 88

Query 279 [HBBKDLP 285
HL KD+P
Sbjct 89  [EEKDVP 95

>1cl]64565 CARF_054_20_R_frame_minus2_Length=63

Score = 23.9 bits (50), Expect = 0.002, Method: Composition-based stats.
Identities = 13/42 (31%), Positives = 21/42 (50%), Gaps = 1/42 (2%)

Query 334 QPLTIRMKAGVDHFCVHTGGAAVIDGVGKGLTLTEHDLEPSR 375
+PL 1 + + + HGG A++D V + L L L +R
Shjct 22 EPLGISERNSL-FWIAHPGGPAILDQVEQKLALKPEKLRATR 62

>1cl]|64566 CARF_054_22 R_frame_minus3_Length=152

Score = 23.5 bits (49), Expect = 0.003, Method: Composition-based stats.
Identities = 10/26 (38%), Positives = 14/26 (54%), Gaps = 0/26 (0%)

Query 350 HTGGAAVIDGVGKGLTLTEHDLEPSR 375
H GG A++D V + L L L +R
Sbjct 126 HPGGPAILDQVEQKLALKPEKLRATR 151

Score = 18.1 bits (35), Expect = 0.13, Method: Composition-based stats.
Identities = 18/67 (27%), Positives = 26/67 (39%), Gaps = 3/67 (4%)

Query 219 MLGNCLFRSGGCAYFLTNDPRHRRHAKLRLRHLVRTHTGASDDYBEBBALQVMEDDAGRPEE 278
++G LF G A + DP + L Lv D++ +G F
Sbjct 32  LVGQALFGDGAAAI I 1GADPV--PEVERPLFELVTAAQT ILPDEHEMMDGHLREVGLTEE 88
Query 279 [HBKDLP 285
HL KD+P
Sbjct 89  [EEKDVP 95
>1cl]|64567 CARF_054_24 F_frame+1_Length=99

Score = 18.1 bits (35), Expect = 0.13, Method: Composition-based stats.
Identities = 6/8 (75%), Positives = 7/8 (88%), Gaps = 0/8 (0%)

Query 278 [FHB@KDLP 285
FHL KD+P
Sbjct 80 FllkoveP 87

active site [active site] 1/3

3/11
malonyl-CoA binding site [chemical binding site] 4/8
& 8/31

Figura 8 — Alinhamento entre a proteina “chalcone synthase” e os produtos preditos dos
genes amplificados pelo primer CARF 054, individuos 16, 20, 22 e 24. Os SNPs
identificados nas sequéncias de DNA ndo estdo presentes em sitios funcionais da
proteina “chalcone synthase” (amarelo, verde, azul e ciano).
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4. CONCLUSOES

Neste trabalho foram detectados 71 SNPs, sendo que nenhum distinguiu
individuos resistentes dos susceptiveis. Somente o0 gene “gi|15231381
[ref[INP_187364.1] membrane protein [Arabidopsis thaliana]”, amplificado pelo
primer CARF 028, apresentou polimorfismo nos individuos susceptiveis. O baixo
namero de polimorfismos encontrados reflete a baixa diversidade do genoma de
C. arabica. Mesmo nos acessos de Hibridos de Timor, constituidos de cerca
del0% do genoma de C. canephora, altamente polimérfico, foram encontrados
poucos polimorfismos. A analise dos produtos preditos permitiu verificar que as
mutacBes ndo-sinbnimas identificadas ndo estdo presentes em sitios funcionais
importantes nas proteinas analisadas. Entretanto, considerando o cenario da
corrida armamentista evolucionaria, a alta ocorréncia de mudancas de
aminoacidos (i. e. substituicdes ndo sindnimas) pode contribuir para a melhoria
da eficiéncia dessas proteinas. Andlises na estrutura tridimensional dos produtos
preditos poderdo revelar se as substituices identificadas neste trabalho causam
algum impacto na geometria da proteina.

Os resultados encontrados no presente trabalho indicam que uso dos
SNPs nao deve ser a melhor estratégia para encontrar marcas polimdrficas para

esta espécie de diversidade tdo reduzida.
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CAPITULO 3

IDENTIFICACAO DE CLONES BAC CONTENDO
GENE DE RESISTENCIA DE CAFEEIRO A Hemileia

vastatrix
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1. INTRODUCAO

Doencas e pragas constantemente afetam a producdo do café. Dentre
elas destaca-se a ferrugem alaranjada, causada pelo fungo Hemileia vastatrix, a
qgual pode acarretar grandes prejuizos a cultura cafeeira, se medidas de controle
ndo forem adotadas O estudo e a caracterizacdo de fatores genéticos que
conferem resisténcia a este fungo sdo importantes para ampliar os
conhecimentos da interacdo planta-patégeno. O sequenciamento de genoma de
plantas tem facilitado e acelerado a identificacdo de genes desejaveis,
possibilitando a sua manipulagéo subsequiente por meio de técnicas de genética
molecular. A biotecnologia do cafeeiro foi potencializada com o Projeto Brasileiro
do Genoma Café.

O Projeto Brasileiro do Genoma Café teve inicio em 2002 e resultou num
banco de dados de aproximadamente 200 mil ESTs (Vieira et al., 2006). Partindo
desses dados, Alvarenga (2007) realizou analises in silico a fim de encontrar
sequéncias de genes relacionados com o mecanismo de resisténcia do cafeeiro
a doencas. Por meio da mineracédo desses dados foi possivel identificar 14.060
ESTs associadas a esta caracteristica. Visando verificar o envolvimento destas
sequéncias com a resisténcia do cafeeiro a ferrugem, Alvarenga (2007) obteve
40 pares de primers para amplificar algumas das sequéncias mineradas.
Utilizando as condi¢cdes de reacdo e amplificacdo otimizadas, os 40 primers
foram testados em 12 genotipos resistentes e 12 susceptiveis a H. vastatrix. Foi
identificado um marcador polimérfico, denominado CARF 005. Este primer
amplifica uma regido do DNA que corresponde a uma ORF (Open Reading
Frame — Janela Aberta de Leitura) parcial de Coffea arabica, que codifica uma
proteina de resisténcia a doencas. Esse marcador amplificou fragmento de DNA
nos individuos resistentes e ndo amplificou nos suscetiveis.

Para estudar em detalhes o gene de resisténcia a doengas amplificado
pelo CARF 005, é preciso obter a sua sequéncia completa. Genes de resisténcia
a doencas foram clonados e caracterizados em plantas mono e dicotiledéneas
(Hammond-Kosack e Jones, 1997). A literatura relata mais de 50 genes de
resisténcia clonados em varias espécies de plantas (Wenkai et al., 2006). Uma
das formas de conseguir isso é por meio da identificacdo desse fragmento no
genoma de C. arabica e posterior sequenciamento das regifes adjacentes.

O Laboratério de Biotecnologia Vegetal do IAPAR (Instituto Agronémico
do Parana, Londrina) construiu uma biblioteca de BACs (Bacterial Artificial

Chromosome — Cromossomo Artificial de Bactéria). Essa biblioteca possui
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56.832 clones contendo fragmentos de DNA gendmico de Hibrido de Timor
832/2 (Cacéo et al., 2007).

Assim, com a utilizacdo do marcador CARF 005 e a biblioteca de BAC de
C. arabica, o objetivo do presente trabalho foi realizar um screening desta
biblioteca utilizando o marcador CARF 005 para identificar o(s) clone(s) contendo
o fragmento do gene de resisténcia a doencgas. Essa constitui a etapa inicial da

clonagem e analise desse gene de resisténcia do cafeeiro a ferrugem.

2. MATERIAL E METODOS

A biblioteca de BAC de Hibrido de Timor 832/2 foi disponibilizada pelo
IAPAR (Cacao et al. 2007). Uma copia dessa biblioteca se encontra no
Laboratério de Biotecnologia do Cafeeiro, UFV, sendo composta por um total de
56.832 clones. Esses clones estdo armazenados em 148 placas, as quais
possuem 24 colunas e 16 linhas, totalizando 384 pocos. Cada placa foi
virtualmente dividida em duas meias placas, contendo, cada uma, 12 colunas e
16 linhas. Desta forma, cada meia placa contém 192 clones. Essas meias placas
foram numeradas de 1A a 148B. Posteriormente, foi realizada a extragdo do
DNA dos clones de cada uma das 296 meias placas em conjunto (pools). Ou
seja, cada tudo de eppendorf continha um pool de DNAs correspondentes aos
clones de uma meia placa. A extracdo do DNA foi realizada utilizando o
protocolo para recuperacdo de DNA de BACs-Mini-Prep (Diola, 2009). O DNA
extraido foi quantificado e diluido para a concentracdo de 10 ng.uL™. Apéds a
extracdo e diluicdo, esse material foi devidamente armazenado em ultrafreezer -
80°C no Laboratério de Biotecnologia do Cafeeiro da UFV.

Para a identificacdo dos clones positivos, ou seja, identificacdo de clones
de BAC que continham o fragmento de gene de resisténcia a doencas
amplificado pelo primer CARF 005, realizou-se um screening da biblioteca BAC.
O screening consistiu em amplificar as amostras de pools de DNA por meio de
PCR utilizando o primer especifico CARF 005 (Alvarenga, 2007). As etapas de
amplificacdo compreenderam em hot-start de 94°C por 180 segundos, seguido
de 5 ciclos de 94°C por 30 s, 65°C por 20 s e 72°C por 40 s e 30 ciclos de 94°C
por 60 s, 60°C por 20 s, 72 °C por 40 s. Foi realizada uma extenséo adicional de
72°C por 7 m. Para um volume final de 20uL foram utilizados 3uL de solugado de
DNA (10ng.uL-1), 2 yL de tampéo de reagao de PCR 10x (Invitrogen), 0,4 uL de
MgCl, (50mM) (Invitrogen), 0,6 uL de dNTP (2mM cada) (Invitrogen), 0,7 pL de
cada primer (2 pM) e 0,16 yL de Taq Polimerase (5U/uL) (Invitrogen). Como
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controles positivos foram utilizadas amostras de DNA provenientes de genétipos
de C. arabica que comprovadamente sdo amplificados pelo primer CARF 005
(Alvarenga, 2007). Como controle negativo, utilizou-se agua.

Todos os produtos de reacdo de PCR foram submetidos a eletroforese
em gel de agarose a 1%, a 110 Volts, por aproximadamente 40 minutos. Apds a
eletroforese, o gel foi colocado em uma bandeja contendo solucdo de brometo
de etideo (0,50mg/L), sob agitacdo, por 5 a 10 minutos. Em sequéncia, o gel foi
submetido & luz ultravioleta e fotografado com transiluminador Eagle Eye® II
(Stratagene).

Na identificacdo do(s) clone(s) positivo(s), utilizou-se o método de
decomposicéo de pools, consistindo em 3 etapas:
1° etapa — Identificacdo da(s) meia(s) placa(s) contendo clone(s) positivo(s)
2° etapa - Identificagdo da(s) coluna(s) positiva(s), da(s) meia(s) placa(s)
positivas encontrada(s) na etapa anterior
3° etapa — Identificacdo dos clones positivos, utilizando as colunas positivas
obtidas na etapa anterior.

Para repicagem das placas foi utilizado, em cada pogo, 70 uL do meio de
cultura composto por 13mM de KH,PO,4 36mM de K,HPO,4 1,7mM citrato de
sédio, 6,8 mM de (NH,).S0,, 5% de glicerol, 1% de triptona, 0,5% de extrato de
levedura e NaCl. Apos a inoculacdo das BACs, submeteu-se a placa a uma

temperatura de 37°C, em aproximadamente 150 rpm de agitacdo por 24 horas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Apéds a analise, por PCR, dos 296 pools de DNA, que correspondem as
meias placas da biblioteca de BAC, foram identificados 2 pools positivos, as
meias placas 78B e 144B (Figura 1).

A meia placa 78B foi repicada e na segunda etapa de decomposi¢do dos
pools desta meia placa foram identificados 2 pools positivos (78B_14 e 78B_18)
(Figura 2). Na terceira etapa de decomposicéo, dois clones positivos (78B_14.G

e 78B_14.1) pertencentes a coluna 78B_14 foram identificados (Figura 3).
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M 78B V8B 144E 144B

Figura 1 — Identificac@o de dois pools contendo clones positivos. M = Marcador de peso
molecular 100pb. Meia placa 78B e 144B. Controles positivos: 14 (Hibrido de Timor UFV
443-3), 15 (Hibrido de Timor UFV 445-46), 17 (Hibrido de Timor CIFC 832/2) e 23 [CIFC
H420-10 = Mundo Novo (CIFC 1535/33) x HW 26/14 (Caturra Vermelho CIFC 19/1 x HT
CIFC 832/1)] H,O = Controle negativo.

23 4 5 89 10 1112 1314 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 14°15° 17" 23" H,0

-

Libm 1=

Figura 2 — Identificag@o das colunas contendo clones positivos da meia placa 78B. M =
Marcador de peso molecular 100pb. 1-12 = Colunas da meia placa 77B. 13-24 =
Colunas da meia placa 78B. 14* (Hibrido de Timor UFV 443-3), 15* (Hibrido de Timor
UFV 445-46), 17* (Hibrido de Timor CIFC 832/2) e 23* [CIFC H420-10 = Mundo Novo
(CIFC 1535/33) x HW 26/14 (Caturra Vermelho CIFC 19/1 x HT CIFC 832/1)] =
Controles positivos. H,O = Controle negativo.
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Figura 3 — Identificacdo dos clones positivos da coluna 14, da meia placa 78B. A-P =
Linhas da meia placa 78B_14. 14* (Hibrido de Timor UFV 443-3), 15* (Hibrido de Timor
UFV 445-46) e 17* (Hibrido de Timor CIFC 832/2) = Controles positivos. H20 = Controle
negativo.

O resumo dos resultados obtidos nas etapas de decomposicao dos pools
esta apresentado na Figura 4. Nessa figura é possivel observar as etapas de
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decomposicéo de pools. A 12 etapa constituiu na identificagcdo de meias placas
positivas. A 22 etapa, a identificagdo de colunas positivas utilizando meias placas
positivas encontradas na 12 etapa de decomposicdo. A 32 etapa apresenta a
identificacdo do(s) clone(s) positivo(s) utilizando colunas positivas encontradas.
Nesta figura sdo representadas especificamente as etapas positivas da meia

placa 78B, que permitiu identificar dois clones positivos.

148 placas, 296 pools
pool 78B (192 clones) pool 144B (192 clones)

12 pools: 78B_13-24 (48 clones) v
A l Em andamento
C

12 pools: 78B_13-24 (48 clones)

2 pools (384 clones)

PlolzE[F R = moo= >

2 pools: 788_14 e ) 1 ss1sem
pool 788 (192 clones) ¥ pool 1448 (192 clones) § 78B_18 (32 clones) andamento)

B D

pool 78B_14 (16 clones)

112[3)14] 5[ 6] 7] 8] 8[10[11{12[13]|14)15)16]17|18]19[20[21]22]23|24

oOoIZ|Zr|R|~|TIT|@MmmMO|0|m |

2 clones: 78B_14.G e 78B_14.1
E

Figura 4 — Representacdo das etapas utilizadas para a identificacdo dos clones que
possuem fragmento de gene de resisténcia amplificado pelo primer CARF 005. Partindo
de 148 placas (A) foram identificadas duas meias placas (B), na primeira etapa do
screening (C - 78B e 144B). Da meia placa 78B identificou-se na etapa seguinte (D)
duas colunas positivas (78B_14 e 78B_18). Na ultima etapa do screening (E), partindo
da coluna 78B_14, foram identificados dois clones positivos (78B_14.G e 78B_14.1).
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Os dois clones identificados podem fornecer informagfes importantes
sobre a estrutura dos genes de resisténcia em Coffea. Apés o sequenciamento,
sera possivel analisar toda a extensdo do gene de resisténcia amplificado
parcialmente pelo CARF 005. Desta forma, sera possivel saber o numero de
introns e éxons que compdem esse gene. Além disso, sera possivel conhecer a
regido promotora do gene. Os promotores representam elementos essenciais
que podem trabalhar em conjunto com outras regides regulatérias para
direcionar o nivel de transcricdo de um gene. A partir da andlise dessas regides,
sera possivel ampliar o conhecimento sobre a modulacdo da expressao desse
gene em casos de interacado cafeeiro-patdgeno.

Apbs os estudos sobre a estrutura do gene, a sua clonagem podera ser
usada na obtencédo de plantas transgénicas. A transgenia € uma das tecnologias
gque pode ser utilizada nos programas de melhoramento de plantas. Essa
tecnologia oferece duas oportunidades aos melhoristas. Uma é a introducéo de
uma nova variagao genética que ndo se encontra disponivel no germoplasma do
programa de melhoramento, e a outra é a criacao de fenétipos desejados a partir
de genes conhecidos (Zhong, 2001).

O potencial da tecnologia de transformacéo genética no melhoramento de
culturas foi bem demonstrado na comercializacdo de variedades e hibridos com
novas caracteristicas transgénicas como resisténcia a doencas e a insetos
(During, 1996; Jouanin et al.,1998) e tolerancia a herbicidas (Tsaftaris, 1996).

Em café, varios trabalhos envolvendo clonagem génica e transformacéao
ja foram realizados. Entre eles destacam-se o gene que codifica a subunidade
menor da rubisco (Marraccini et al., 2003), os trés genes envolvidos na sintese
de cafeina (Uefuji et al., 2003) e, posteriormente, a obtencdo de café
descafeinado (Ogita et al., 2003).

4. CONCLUSOES

Este trabalho constituiu a primeira etapa da clonagem do gene de
cafeeiro que confere resisténcia a ferrugem. Partindo de uma biblioteca BAC
contendo 56.832 clones distintos, foi possivel identificar dois clones contendo
fragmento de gene de resisténcia amplificado pelo marcador CARF 005. Com a
identificacdo destes clones sera possivel, posteriormente, realizar o
sequenciamento da extensao total do gene. A analise da sequéncia completa do
gene permitird identificar e caracterizar a sequéncia promotora e terminadora,

bem como determinar a localizacdo e quantidade de introns e éxons. Outra
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informacdo relevante que podera ser obtida € a estrutura organizacional dos
genes de resisténcia em Coffea. Com o sequenciamento das regifes adjacentes
ao gene de resisténcia amplificado pelo primer CARF 005, sera possivel verificar
se 0s genes de resisténcia estdo organizados em clusters, como é comumente
relatado para outras espécies. Espera-se, dessa forma, contribuir com o
aumento da base do conhecimento do funcionamento deste gene no processo
de defesa do cafeeiro e, de uma maneira geral, melhorar o entendimento da

interacéo café-ferrugem.
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3. CONCLUSOES GERAIS

Este trabalho constituiu-se de uma continuacdo dos estudos iniciais sobre
a identificacdo de genes de resisténcia a doencas no Genoma Café, realizados
por Alvarenga (2007).

As andlises detalhadas sobre as quitinases no capitulo 1 permitiram
ressaltar a grande importancia desta enzima para a célula vegetal. Os resultados
obtidos corroboraram com estudos realizados anteriormente, ratificando o
envolvimento das quitinases na defesa da planta contra patdégenos e o0 seu
envolvimento em resposta de defesa da célula vegetal contra estresses.

O estudo com SNPs, no capitulo 2, mostrou baixo nivel de polimorfismo
em C. arabica, fato que ja foi demonstrado em varios estudos moleculares. Além
disso, os resultados encontrados neste trabalho indicam que uso dos SNPs néo
deve ser a melhor estratégia para encontrar marcas polimorficas nesta espécie.

O terceiro capitulo tratou da primeira etapa da clonagem do gene de
cafeeiro que confere resisténcia a ferrugem. A identificacdo dos clones positivos
foi resultado muito animador para a continuacao do trabalho. Varias informacdes
essenciais sobre a estrutura tanto do gene amplificado pelo primer CARF 005,
como também dos genes de resisténcia a doencas em Coffea poderdo ser
obtidas nas proximas etapas do trabalho. Ressalta-se a relevancia desses
resultados, visto que, para 0 nosso conhecimento, nenhum gene de resisténcia

de cafeeiro a doencas foi clonado até o momento.
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