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RESUMO: Meloidogyne paranaensis é um agente patogénico que desestabiliza a cultura de Coffea arabica L. A
resisténcia genética é uma das principais alternativas de controle, porém é rara em plantas de C. arabica, mas alta em C.
canephora e C. liberica. Recentemente foi lancada no mercado a cultivar IPR100, que apresenta resisténcia a M.
paranaensis. Este trabalho teve por objetivo identificar e isolar marcadores moleculares associados a resisténcia a M.
paranaensis. Foram utilizadas plantas F2 resultantes do cruzamento entre IAPAR 59 x G37 (resistente). Utilizou-se
bulks de plantas resistentes e suscetiveis da geragdo F2, os quais foram submetidos a 299 combinacdes de primers
AFLP. Sete locos AFLP sugeriram associacdo com a resisténcia ao nematoide, porém destes, somente o loco 4 (EcoRl
AGG/Msel CTT) mostrou estar associado a resisténcia a M. paranaensis. Este loco foi transformado no marcador
SCAR Ca_Neml, o qual foi validado em IPR 100 e IAPAR 59, sendo que o mesmo amplificou em 95% das plantas
resistentes. Através de analises in silico demonstrou-se que a sequéncia do SCAR Ca_Nem1 tem alta similaridade com
o fator de transcricdo MYB46 e o0 gene de resisténcia RGAL. Os dados deste trabalho mostram que o marcador SCAR
Ca_Neml tem potencial para a seleco assistida de novos cultivares de C. arabica resistentes a M. paranaensis.

PALAVRAS-CHAVE: Analise in silico, cultivar IPR 100, marcador AFLP, marcador para resisténcia, SCAR.

MOLECULAR MARKER ASSOCIATED TO Meloidogyne paranaensis RESISTANCE IN
Coffea arabica L.

ABSTRACT: Meloidogyne paranaensis is a pathogenic agent that destabilizes the Coffea arabica L. productivity.
Genetic resistance is a major alternative to control this pathogen agent, but is rare in C. arabica. However, the
occurrence of genetic resistance is high in C. canephora and C. liberica. Recently, a resistant cultivar (IPR 100) was
launched on marked by Instituto Agrondmico Parand. This study aimed to identify and isolate molecular markers
associated with resistance to M. paranaensis. Plants of F2 that resulted from crossing between IAPAR 59 x G37
(resistant to M. paranaensis) was used to make two bulks: resistant and susceptible to the nematode. AFLP analysis
with 299 selective combinations suggested 7 AFLP loci associated to M. paranensis resistance. However, only the locus
4 (EcoRl AGG/Msel CTT) was shown to be associated with resistance. This locus was transformed into SCAR
Ca_Neml marker, which was validated in testing with cultivars (IPR 100 and IAPAR 59). The SCAR marker was
amplified in 95% of the resistant plants. In silico analysis showed that the sequence of SCAR Ca_Neml had high
similarity with the MYB46 transcription factor and the RGA1 gene (resistance gene analog). The results of this study

show that the SCAR Ca_Nem1 has potential in marker-assisted selection in future coffee breeding programs.
KEYWORDS: In silico analysis, IPR 100 cultivar, AFLP marker, resistance marker, SCAR.
INTRODUCAO

Existem varias doencas que desestabilizam a sustentabilidade de modernos sistemas na cultura de Coffea arabica L.,
devido sua alta suscetibilidade a varios estresses bidticos. Os nematoides de galha ou Meloidogyne spp. sdo um dos
principais patossistemas da cultura cafeeira. Esses agentes patogénicos, considerados endoparasitas sedentarios,
precisam ser abrigados por uma planta hospedeira para completar seu ciclo biolégico (ANTHONY, 2003). Foram
identificadas 17 espécies de Meloidogyne parasitas do cafeeiro (CARNEIRO; COFCWICZ, 2008). No Brasil,
destacam-se M. paranaensis, M. incognita e M. exigua que estdo diferencialmente distribuidas pelos estados brasileiros
(CARNEIRO; ALMEIDA, 2000; LORDELLO; LORDELLO, 2001). Ha a incidéncia de diversas espécies de
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nematoides de raiz em varios locais do mundo, segundo Carneiro et al. (2004), as espécies M. paranaensis e M.
incognita sdo as espécies que mais causam preocupacdo, devido a sua vasta distribuicdo pelo Brasil, na América Central
e no Havai (EUA). Nesse contexto, surge a necessidade de desenvolvimento de cultivares resistentes nos programas de
melhoramento genético, porém é muito rara ou inexistente a resisténcia a nematoide em plantas da espécie C. arabica,
mas é alta em plantas de C. canephora (BERTRAND et al., 2001). A estratégia dos programas de melhoramento
genético vem sendo explorar a resisténcia genética de outras espécies. Novos recursos genéticos de resisténcia a M.
paranaensis estdo sendo descobertos. No Instituto Agrondmico do Parana - IAPAR foram detectadas plantas resistentes
derivadas do Catuai e gendtipo “BA-10”, portador de genes de C. liberica. Em 2012 foi langada a primeira cultivar de
café arabica com resisténcia ao M. paranaensis, sem necessidade de enxertia, denominado IPR100. A técnica de AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism) permite, com relativa eficiéncia, o desenvolvimento de marcadores
associados a genes determinantes de caracteristicas agrondmicas importantes (GAUDEUL et al., 2000; CAIXETA et al,
2013). Todavia, a técnica de AFLP ¢é trabalhosa para ser usada como rotina em programas de melhoramento. Deste
modo, marcadores moleculares obtidos por AFLP associados com caracteristica de interesse agrondmico podem ser
convertidos em outros tipos de marcadores de facil manuseio, tal como SCAR (Sequence Characterized Amplified
Region). Este pode ser utilizado com facilidade em programas de melhoramento, por ser definido como loco-especifico.
Este trabalho tem por objetivo identificar e isolar marcadores moleculares do tipo AFLP associados a resisténcia ao
Meloidogyne paranaensis em Coffea arabica e transforma-los em SCAR, os quais serdo eficientes para a sele¢do
assistida por marcadores moleculares.

MATERIAL E METODOS

Para a identificacdo de marcadores moleculares associados & resisténcia a M. paranaensis em C. arabica, foram
utilizados o gendtipo resistente G37, o cultivar suscetivel IAPARS9, a planta resistente F;, 10 amostras resistentes e 10
amostras suscetiveis em geragdo F,. A extracdo de DNA seguiu conforme o protocolo de Ferreira eGrattapaglia (1998),
com modificagdes. Os DNAs foram diluidos para 700 ng/uL e submetidos as etapas de AFLP conforme protocolo de
Vos et al., (1995), com modificacBes. Os DNAs das 10 plantas suscetiveise e 10 plantas resistentes da geracao F, foram
reunidos em dois bulks. Os bulks dos grupos suscetiveis e resistentes, 0 DNA dos genitores e F1 foram submetidos a
diferentes combinagdes de primers seletivos EcoRI-Msel, até a identificagdo de marcador candidato a associagéo com a
resisténcia a M. paranaensis. Foi utilizado o Kit QIAEXII® (QIAGEN) para extracdo e purificacdo de fragmentos de
DNA a partir de géis de poliacrilamida, conforme o protocolo sugerido pelo fabricante. A ligacdo do fragmento de
interesse foi realizada em vetor de clonagem pGEM®-T (Promega,Winchester, USA) e transformado em linhagem TOP
10 E. coli. A sequéncia dos insertos foi determinada com o uso do kit ABI PRISM Terminator Cycle Sequencing
(Applied Biosystems, California, USA) e sequenciadas no ABI 3500XL Automated Sequencer (Applied Biosystems,
California, USA). As sequéncias de DNA foram analisadas no programa BioEdit v7.2.3 General Information (HALL,
1999) para alinhamento e eliminagdo da regido do vetor. Também foram analisadas no programa Electropherogram
quality analysis (TOGAWA e BRIGIDO, 2003; TOGAWA e BRIGIDO, 2006) para formacdo do Consense e
verificacdo da qualidade da sequéncia. Através do sequenciamento do marcador candidato, pares de primers foram
desenhados, com a utilizacdo do PRIMER3 (UNTERGRASSER, et al., 2012) e avaliados quanto sua qualidade através
do OligoAnalyzer 3.1 (http://www.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer/). Depois de analisada a qualidade
dos primers, foi feito Blast no banco de dados do Projeto Genoma Café (http://www.lge.ibi.unicamp.br/cafe/) para
verificar a especificidade do mesmo. Com a obtencgéo da sequéncia para C. arabica, também foi realizado a avaliagdo in
silico para verificar a similaridade com outras espécies vegetais. Essas andlises foram realizadas no GeneBank
(National Center for Biotechnology Information) na plataforma BlastN, BlastX e BlastP, no Banco de Dados do Projeto
Genoma Café (http://www.lge.ibi.unicamp.br/cafe/), Banco de Dados Coffee Genome Hub com genoma de C.
canephora (http://coffee-genome.org/) e utilizada a ferramenta GBrowse. Também foi utilizada a ferramenta ORFinder
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html) para busca de regides codificantes. Foi realizado o alinhamento de
sequencias similares e construido o dendograma através do método neighbor-joining no programa MEGA versao 6.06
(TAMURA et al., 2013). Para a confirmacdo da associacdo do marcador molecular com a resisténcia a M. paranaensis,
o0 mesmo foi usado para a amplificacdo em gendtipos de IPR100 e na cultivar IAPAR 59.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram analisadas 299 combinacdes de primers seletivos e gerados 5.790 locos com média de 19 fragmentos por
combinacdo. A porcentagem de locos polimorficos foi de 14,53%, e destes foram detectados setemarcadores
polimorficos candidatos. Na abertura dos bulks dos marcadores candidatos observou-se que seis deram resultados falso-
positivos, pois a amplificacdo ocorreu também em individuos suscetiveis a M. paranaensis. No entanto, 0 marcador
candidato advindo do loco 4 com cerca de 800 pb amplificou em sete dos 10 individuos resistentes, e em umdos 10
individuos suscetiveis (Figural).
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Figura 1. Marcadores AFLP associados a resisténcia a M. paranaensis em C. arabica e isolamento de loco de interesse
para a conversdo de marcadores multilocos em loco especifico. a) Obtengdo do Loco 4 em gel de Poliacrilamida 7%. b)
Recuperacdo do Loco 4 em gel de agarose 2%.

O DNA deste marcador foi isolado do gel de poliacrilamida e foi obtido uma sequéncia de 762 pb, sendo a partir deste
fragmento, desennhados primers loco especificos (Ca_nem1) com amplicon de 574 pb. Para validacdo deste marcador
SCAR o mesmo foi amplificado em 20 plantas do cultivar IPR100, o qual apresenta resisténcia a M. paranaensis, e em
14 plantas do IAPAR 59 (suscetivel). A amplificagdo se deu em 95% das plantas de IPR 100 testadas, porém, em
plantas do controle IAPAR 59 ocorreu 15% de amplificagdo (Figura 2). Desta maneira, esse marcador molecular
diagnostico seria efetivo para a selecdo assistida, com ressalvas a uma taxa de erro na genotipagem de amostras falso-
positivas. Segundo BERALDO et al.(2009), marcadores falso-positivos sdo encontrados, pois amplificar marcador
associado a genes de resisténcia nem sempre se reflete em resisténcia na planta, podendo ocorrer por diversos motivos
como: delecdo de base no gene, crossing-over desigual entre outros. O desenvolvimento de marcadores SCAR
associados a caracteres de interesse contribui para acelerar e facilitar a selecdo de gendtipos potenciais na sele¢do
assistida por marcadores moleculares, pois superam as dificuldades das etapas de restricdo e ligacdo do AFLP e
aumentam a especificidade do loco em estudo.
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Figura 2. Marcador molecular SCAR Ca_Neml amplificado em gendtipos resistentes de IPR 100 e genotipos
suscetiveis do IAPAR 59.

A busca por identidade utilizando BlastN entre a sequéncia do marcador SCAR Ca_Nem1 com as depositadas no banco
de dados NCBI gerou alinhamentos significativos com sequéncias que codificam o fator de transcricdo pertencente a
familia MYB de diferentes espécies vegetais. A traducdo in silico da sequéncia SCAR Ca_Neml (574 pb) pela
ferramenta ORFinder gerou trés ORFs diferentes. Uma das ORFs mostrou um trecho interno de 130 aminoacidos,
regido entre os 1-393 pb do SCAR Ca_Neml, e através do BlastP foram gerados alinhamentos com alta similaridade
com fatores de transcricdo MYB, no qual os mais frequentes foram MYB46 e MYB86. Quando foi utilizado o BlastX
com a sequéncia Ca_Nemd1, foi confirmada similaridade com fatores de transcricdo MYB em varias espécies diferentes,
como também identificou-se similaridade com diversos tipos de MYB com e-values de 4,00E-48 & 1,00E-55 e
identidades de 72% a 91%. Ademais, uma alta similaridade com uma proteina ainda ndo caracterizada de Coffea
canephora também foi encontrada. Com o objetivo de confirmar, qual MYB tem maior similaridade com a proteina
caracterizada na sequéncia do marcador CA Nem_1, foram selecionadas 14 sequéncias proteicas obtidas com BlastX,
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sendo selecionados os MY Bs mais frequentes como MYB46, MYB83, MYB86 e MYB23. A alta similaridade entre as
sequéncias de espécies préximas, bem como em diferentes espécies evolutivamente distantes, € indicio de que a
sequéncia identificada pelo SCAR Ca_Nem1 contendo o fator de transcricdo MYBA46, seja uma regido conservada entre
as espécies, podendo estar associada a especificas funcoes.

Essas sequéncias foram alinhadas e o dendrograma foi obtido através do método neighbor-joining utilizando o
programa MEGA (versdo 6.06). A regido codificante da sequéncia proteica pertencente a familia do MYB encontrada
no marcador CA Nem_1 estd mais proxima da sequencia codificante do MYB46 em Glycine max, assim como também
a sequéncia obtida no banco de dados de C. canephora tem maior proximidade ao MYB46 (Figura 3).

O resultado desta analise mostra que o MYB46 foi o de maior associacdo com o SCAR Ca_Neml. Os fatores de
transcricdo MYBs representam uma das maiores familias de fatores de transcricdo de proteinas de ligagdo ao DNA,
tendo particular importancia na regulaco de mecanismos de defesa de plantas. Os membros sdo caracterizados por
terem um dominio de ligacdo ao DNA estruturalmente conservado, de uma a trés repeti¢des hélice-volta-hélice (HTH)
(R1, R2 e R3), com cerca de 50 aminodacidos cada e residuos de triptofanos regularmente espacados. A classe R2R3 é a
mais numerosa entre as plantas, e estdo envolvidas no controle de processos especificos, incluindo a sintese de
metabdlitos e respostas a estresse bidtico (JIN E MARTIN, 1999;STRACKE, et al., 2001; DUBOS, et al.,2010;
FELLER et al, 2011).

O gene MYB46 é predominantemente expresso em células que sofrem espessamento da parede secundaria e a repressdo
dominante MYB46, provoca uma reducdo na espessura da parede secundéria de fibras e vasos em Arabidopsis thaliana.
A rede transcricional ajusante de MYB46 envolve processos moleculares e bioquimicos na biossintese e deposi¢do de
paredes secundarias em plantas, uma vez que o fator de transcricdo MYB46 é um alvo direto do gene SND1 que regula
a sintese da parede secundaria em Arabidopsis (ZHONG et al., 2007).

(21) — SCAR CA Neml:Coffea arabica

(22) L 4i/571554188| PREDICTED: transcription factor MYB46-like Glycine max

(26) L gj|590724675) Myb domain protein 83 Theobroma cacao

(25) gi|571494874)| PREDICTED: transcription factor MYB86-like Glycine max
(15) |: gi|371499140)| PREDICTED: transcription factor MYB46-like Glycine max

(24)

gi|383081897MYB transcription factor 2 Eucalyptus pilularis

(23) ¢i/645250592| PREDICTED: transcription factor MYBS6-like Prunus mume

— gi|659123701/1-98 PREDICTED: transcription factor MYB46-like Cucumis melo
(16) L gi|449463789PREDICTED: transcription factor MYB23-like Cucumis sativas

gi|390583972|:2-100 Myh domain protein 46 putative Theobroma cacao
gi|657966945|:1-108 PREDICTED: transcription factor MYB46-like Malus domestica

(20)

(19) —— gi|061876833| unnamed protein product Coffea canephora

(18) _|: gi|502148247| PREDICTED: transcription factor MYB46-like Cicer arietinum
(17) gi|371488533PREDICTED: transcription factor MYB46-like Glvcine max

Figura 3. Dendrograma obtido através do método de neighbor-joining para analise de agrupamento de sequéncias
proteicas MYB.

Utilizando o BlastN com o genoma de C. canephora (DENOEUD et al., 2014), verificou-se que a ORF contida no
SCAR Ca_Neml possui um alinhamento com 97% em uma regido intersticial do cromossomo 2 de C. canephora
(26259930 pb a 26260619 pb, + strand). Através da ferramenta GBrowse, uma anélise das regiGes adjacentes dessa
regido cromossdmica de C. canephora foi realizada. Praticamente sobreposta ao inicio da regido contendo identidade
com a sequéncia Ca_Neml, ha outra sequéncia que também codifica para um MYB (MYBA46), codificando para um
proteina de 301 aminoacidos no genoma de C. canephora. Foi detectado a presenca de regifes putativas para o gene da
subunidade catalitica da celulose sintase A e um gene analogo de resisténcia RGAL (resistence gene analog) em uma
extensdo de 100 kb downstream a regido contendo identidade ao SCAR_Nem1 em C. canephora, como também foi
encontrado a presenga de outros genes como, Ankyrin e Rbcx. Genes da familia RGA foram descritos em variedades
resistentes a Meloidogyne incognita em Capsicum annuum e Solanum lycopersicum (CHEN et al., 2007) como também
a resisténcia ao nematoide Heteroderaavenae em Triticum turgidum (CORTESE et al., 2003). O marcador Ca_Nem1
também mostrou-se eficiente para a busca direcionada por locos de interesse, através de deteccéo regides putativas para
genes relacionados a diferentes mecanismos de resisténcia em plantas.
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CONCLUSOES

O marcador molecular Ca_Nem1 desenvolvido neste estudo apresenta eficiéncia na selecdo de gendtipos IPR 100
resistentes a M. paranaensis em C. arabica, podendo ter grande potencial em futuras estratégias de melhoramento
genético.
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