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RESUMO: O café, uma das commodities agricolas mais importante no mundo, possui papel de destaque na economia
de varios paises. A ferrugem do cafeeiro, causada pelo fungo biotréfico Hemileia vastatrix € a principal doenca da
cultura. Seu controle exige gastos e, consequentemente, aumenta os custos de producdo. Dessa forma, o uso de
variedades resistentes a ferrugem é o mais indicado, pois além de eficaz, é econdmico e sustentavel. Nesse trabalho,
selecionou-se um RGA (Resistance Gene Analog), a partir de dados do transcriptoma da interagdo cafeeiro-H. vastatrix,
com potencial envolvimento no mecanismo de defesa da planta. A analise de expressdo génica do RGA mostrou
diferenca significativa entre as variedades resistente e suscetivel, sendo o gene up regulado na variedade resistente as 12
e 24 horas apo6s a inoculagdo (hai), sugerindo o seu envolvimento na resposta de defesa do hospedeiro. Foi realizado o
rastreamento do RGA em uma biblioteca de clones BAC (Bacterial Artificial Chromosome) obtida do Hibrido de Timor
(HdT) CIFC 832/2. O sequenciamento do clone 101-2P, que possui o fragmento de interesse, revelou a presenca de trés
RGAs que poderdo fornecer informagdes importantes sobre o mecanismo de resisténcia da planta ao patdgeno, assim
como serem utilizados para a identificacdo e selecdo de variedades resistentes nos programas de melhoramento do
cafeeiro. A andlise funcional e a caracteriza¢do desse RGA estdo sendo realizadas.

PALAVRAS-CHAVE: Gen6mica, interacdo planta-patégeno, sistema imune da planta e genes de resisténcia

IDENTIFICATION AND SEQUENCING OF A RESISTANCE GENE ANALOG (RGA) IN
HYBRID TIMOR CIFC 832/2

ABSTRACT: Coffee, one of the most important agricultural commaodities in the world, has an important role in the
economy of many countries. Coffee rust, caused by biotrophic fungus Hemileia vastatrix, is the main disease of the
crop. Their control requires spendings and, consequently, increases production costs. Thus, the use of rust resistant
varieties is more suitable, because, besides being effective, it is more economical and sustainable. In this work, an RGA
(Resistance Gene Analog) was selected from transcriptome data of coffee-H. vastatrix interaction, with potential
involvement in the plant's defense mechanism. RGA gene expression analysis showed significant difference between
resistant and susceptible varieties, with the gene being up regulated in the resistant variety at 12 and 24 hours after
inoculation (hai), suggesting its involvement in the host defense response. RGA screening was performed on a BAC
(Bacterial Artificial Chromosome) clone library obtained from the Hibrido de Timor (HdT) CIFC 832/2. The
sequencing of clone 101-2P, which has the fragment of interest, revealed the presence of three RGAs that may provide
important information about the plant's resistance mechanism to the pathogen, as well as for the identification and
selection of resistant varieties in the coffee breeding programs. Functional analysis and characterization of this RGA are
being performed.
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INTRODUCAO

O café, uma das commodities agricolas mais importante no mundo, possui papel de destaque na economia de varios
paises. Coffea arabica e Coffea canephora sdo as espécies mais importantes economicamente (Davis et al., 2011). A
ferrugem do cafeeiro, causada pelo fungo biotréfico Hemileia vastatrix é a principal doenga da cultura. A doenca pode
atingir com gravidade toda a lavoura sendo responsavel por perdas da ordem de 35 a 50% da producdo se ndo forem
implantadas medidas de controle eficiente. Seu controle exige gastos e, consequentemente, aumenta os custos de
producgdo (Zambolim, 2016). Dessa forma, o uso de variedades resistentes a ferrugem é o mais indicado, pois além de
eficaz, é econdbmico e sustentavel. O modo de interagdo entre o patdgeno e o hospedeiro envolve sofisticados
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mecanismos de supressdo do sistema imunolégico e a indugdo de genes especificos na planta para o estabelecimento da
colonizacdo pelo fungo (Schulze-Lefert e Panstruga, 2003; Guimardes et al., 2015). Dessa forma, a identificacdo de
genes envolvidos no mecanismo de defesa da planta é essencial para a identificacdo e selecdo de plantas resistentes a
ferrugem. Derivados do Hibrido de Timor (HdT), hibrido natural interespecifico de C. arabica e C. canephora, tem sido
utilizados como a principal fonte de genes de resisténcia a H. vastatrix. Tendo em vista sua importancia, Cagdo et al.
(2013) construiram uma biblioteca de cromossomo artificial bacteriano (BAC) do HAT CIFC 832/2, genétipo parental
de varios cultivares modernas do cafeeiro, com o objetivo de disponibilizar uma ferramenta (Gtil para a identificagdo de
genes de interesse. A maioria dos genes de resisténcia (genes R) clonados e sequenciados até 0 momento contém um
sitio de ligagdo a nucleotideo (NBS) e um dominio de repetigdo rica em leucina (LRR) onde séo encontrados motivos
altamente conservados (Rommens & Kishore, 2000). Os RGAs (Resistance genes analogs), assim como 0s genes R,
possuem dominios conservados, principalmente NBR, ligados a resisténcia. Dessa forma, a identificacdo e
caracterizacdo de RGAs sdo fundamentais para o desenvolvimentos de estratégias para os programas de melhoramento
que visam a obtencdo de variedades resistentes. O objetivo desse trabalho foi identificar e sequenciar um RGA com
potencial envolvimento no mecanismo de defesa do cafeeiro a H. vastatrix.

MATERIAL E METODOS

A partir de dados do transcriptoma da interacdo entre cafeeiros resistentes (HdT CIFC 832/1) / suscetiveis (Caturra
19/01) e H. vastatrix ragca XXXIII (Florez et al., 2017), foi selecionado um RGA potencialmente envolvido no
mecanismo de resisténcia da planta. Esse RGA foi identificado somente na biblioteca de transcritos da interacéo
incompativel. Para a avaliagdo da expressdo génica, foi montado um experimento inteiramente casualizado com trés
réplicas bioldgicas para cada tempo de coleta apds a inoculagdo de uredinidsporos de H. vastatrix ragca XXXIII (0, 12 e
24 horas ap0s a inoculagdo) em plantas resistentes (HdT CIFC 832/1) e suscetiveis (Caturra 19/01). As folhas coletadas
em cada tempo, previamente congeladas, foram maceradas em nitrogénio liquido e aproximadamente 100 mg foram
destinadas a extracdo de RNA utilizando-se o Concert® (Invitrogen) como extrator. A partir da sequéncia do RGA
selecionado, obtida pela montagem por referéncia do transcriptoma da interagdo, foram desenhados primers que a
amplifica. A sintese de cDNA foi realizada utilizando o kit ImProm-II™ Reverse Transcription System Protocol RT-
PCR (Promega), segundo as orientacfes do fabricante. Para a realizacdo da PCR quantitativa em tempo real foi
utilizado o sistema de deteccdo de fluorescéncia SYBR Green I. O nivel de expressao dos genes foi calculado utilizando
os valores médios de Ct resultante de trés réplicas bioldgicas e trés réplicas técnicas por meio de curva padrdo relativa.
As andlises estatisticas foram realizadas usando o GraphPad Prism. O RGA selecionado foi rastreado a partir de uma
biblioteca de 56.832 clones BAC oriunda de um clone de Hibrido de Timor CIFC 832/2, resistente a ferrugem,
construida por Cagdo et al. (2013) pelo método de decomposicdo de pool de clones BAC. O DNA da BAC identificada
foi extraido utilizando o Kit Wizard® SV Plus Minipreps DNA Purification System (Promega), seguindo o protocolo do
fabricante. O clone contendo o fragmento correspondente do gene de interesse foi sequenciado por meio da plataforma
Ilumina MiSeq, utilizando MiSeq Reagent Kit v2, seguindo as recomendac@es do fabricante. A qualidade das reads foi
avaliada utilizando o software FastQC 0.11.5. O software trimmomatic foi utilizado, com valor de Phred=30, para a
selecdo das reads de boa qualidade e elimina¢do dos adaptadores. A montagem da sequéncia do clone foi realizada
utilizando a estratégia de novo por meio do software SPAdes. A predigdo de genes foi feita por meio do software
AUGUSTUS. Solanum lycopersicum foi utilizado como genoma de referéncia por ser a espécie mais proxima
filogeneticamente disponivel nesse software até a presente data. A anotacdo génica foi feita por meio da ferramenta
tBLASTX com base nos genomas das espécies C. arabica, C. canephora e Coffea eugenioides, disponiveis no National
Center for Biotechnology Information (NCBI).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A identificacdo e caracterizacdo de RGAs € extremamente importante para o desenvolvimento de estratégias de
melhoramento de plantas visando a resisténcia a patdgenos. A andlise de expressdo génica do RGA selecionado a partir
de dados do transcriptdma mostrou expressao significativa diferenciada entre o genétipo resistente e suscetivel em 12 e
24 hai, sendo esse gene up regulado no gendtipo resistente (Figura 1). O padrdo de expressdo desse gene se mostrou
crescente durante as horas ap6s a infeccdo nos dois genotipos, porém com uma maior e mais rapida expressdo no
genodtipo resistente na fase inicial (12-24 hai) da infeccdo. Esse padrdo de expressdo reforca a hipOtese de que a
resisténcia a patdgenos em plantas pode depender da taxa e extensdo da sintese de uma ou mais enzimas induzidas no
hospedeiro pelo patégeno (Diniz et al. 2012). Diniz et al. (2012) sugeriram que a resposta rapida de resisténcia limita a
formacdo de haustérios, estrutura especializada responsavel pela absor¢do de nutrientes a partir do hospedeiro, além da
inducdo de mudancas estruturais na célula hospedeira (Ramiro et al., 2009), e isso pode ser a base para 0 sucesso da
resisténcia da planta a infeccdo pelo patogeno.



X Simposio de Pesquisa dos Cafés do Brasil — ISSN: 1984-9249
8 a 11 de outubro de 2019, Vitéria — ES

RGA

BB Resistant
[ Susceptible

o 12 24
hai

Figura 1: Validacdo do gene RGA por gPCR. O eixo y representa o nivel de expressdo em relagdo aos genes endégenos em trés momentos, 0, 12 e 24
horas ap6s a inoculagdo (hai) por H. vastatrix. Barras de erros = SEM, n = 3 réplicas biolégicas independentes. Asterisco (*) indica diferenca
significativa do nivel de expressdo na mesma hai entre as interagdes resistente e suscetivel. Asterisco (*) indica diferenca significativa do nivel de
expressdo entre as hai dentro da mesma interagéo.

Com o objetivo de obter a sequéncia completa do RGA, este foi rastreado em uma biblioteca de clones BAC e
identificado no clone BAC 101-2P (placa 101, coluna 2 e linha P) (Figura 2). A partir do sequenciamento desse clone,
foi obtido um total de 81352 reads pair com boa qualidade utilizadas para a montagem. Apesar dos genomas de
referéncia de C. canephora e C. arabica estarem disponiveis, optou-se pela estratégia de montagem de novo, pois o loco
sequenciado pertence a um hibrido interespecifico, o Hibrido de Timor. Dessa forma, mudangas estruturais nesse loco
poderiam ndo ser identificadas por meio da montagem utilizando um genoma de referéncia.

Figura 2: Gel de agarose 1,5 %. M: marcador de peso molecular 100 pb. Seta: indica a banda de interesse presente no clone 101-2P. Demais bandas
foram consideradas inespecificas.

A montagem realizada com o software SPAdes gerou 2600 contigs e 2597 scaffolds com valor de N50=1615. O
tamanho total da montagem foi de 221871pb sendo o maior scaffold com 56551 pb (Tabela 1). A partir dos scaffolds
foram preditos 1645 ORFs (Open Reading Frame) por meio do software AUGUSTUS. Foram filtrados somente as
ORFs que apresentaram tamanho acima de 100 pares de bases (pb), totalizando 1636 ORFs. Esses possiveis genes
foram entdo anotados utilizando a ferramenta tBLASTX e os genomas de C. arabica, C. canephora e C. eugenioides.
Um total de 297 genes foram anotados (dados ndo mostrados). Vinte genes (~7%) foram anotados como proteinas ndo
caracterizadas, enquanto que a grande maioria foi anotada como proteina que participa do metabolismo primério da
planta. Trés genes (scaffold1gl, scaffold1g3 e scaffold3g5) foram anotados como proteinas RGAs, confirmando que a
montagem foi eficiente, apesar de relativa fragmentacdo observada. As sequéncias desses trés genes foram submetidas
ao software Pfam para a anélise de dominios conservados em proteinas. O resultado indicou que as proteinas
codificadas pelos genes identificados possuem os dominios Rx-N e NB-ARC, ambos encontrados em proteinas
envolvidas na resisténcia de plantas a patégenos (Rommens & Kishore, 2000). A maioria das proteinas de resisténcia
nas plantas possuem sitio de ligagcdo de nucleotideos e repeticdo rica em leucina (NLR, também conhecidos como
superfamilia NB-LRR) (Lee and Yeom, 2015). Tais proteinas possuem dominios NB-ARC na regido central e LRR na
regido C-terminal. J& foi demonstrado que genes codificadores de NB sem LRRs também pode funcionar na imunidade
da planta (Nandety et al., 2013).
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Tabela 1: Dados quantitativos da montagem do clone 101-2P utilizando o software SPAdes.

Caracteristicas Numeros
Reads de alta qualidade 81352
Tamanho total 221871pb*
Numero de scaffolds 2600
Maior scaffold 56551pb
N30 1615

L50 11

Tamanho total (>= 1000 pb)  121403pb
Tamanho total (>= 5000 pb)  94573pb
Tamanho total (>= 10000 pb) 85323pb
Tamanho total (== 25000 pb) 56551pb
Tamanho total (>= 50000 pb) 56551pb
CG (%) 43.53

*pb: Pares de bases

CONCLUSOES

1 - As informacdes obtidas nesse trabalho foram (teis para o entendimento inicial da estrutura do loco RGA presente
no cafeeiro HAT 832/2, fornecendo informacgdes importantes que poderdo ser utilizadas para a compreensdo da
origem do loco RGA e da fungdo do mesmo durante a resposta de defesa da planta.

2 - Observou-se que a regido sequenciada em andlise apresenta trés diferentes RGAs. Estudos funcionais e de
caracterizagdo desses genes estdo sendo realizados.

3 - A unido dessas informacdes podera auxiliar o desenvolvimento de estratégias que visam o controle da doenca por
meio da identificacdo e selecdo de variedades resistentes.

4 - Dessa forma, os trés RGAs identificados constituem alvos importantes para 0s programas de melhoramento do
cafeeiro que visam a resisténcia a H. vastatrix.
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