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RESUMO: O estudo e a caracterizagdo de fatores genéticos de resisténcia sdo importantes para ampliar os
conhecimentos da interagdo planta-patdgeno. O marcador molecular CARF 005, identificado em trabalho anterior, ¢
capaz de identificar um fragmento de gene de resisténcia a doengas presente em genoétipos de cafeeiro resistentes a
ferrugem, principal doenca da cultura. Neste trabalho, o CARF 005 foi utilizado para fazer o screening de uma
biblioteca BAC de Coffea arabica com 56.832 clones. Foram identificados dois clones contendo o fragmento do gene
de resisténcia. Apos o sequenciamento, esses poderdo ser usados para estudo da estrutura do gene e, eventualmente, em
obtengdo de plantas transgénicas para auxiliar programas de melhoramento.

Palavras-Chaves: Coffea arabica, genoma, marcador molecular

IDENTIFICATION OF BACTERIAL ARTIFICIAL CHROMOSOME CONTAINING A
COFFEE DISEASE RESISTANCE GENE

ABSTRACT: The study and characterization of genetic factors of disease resistance are important to broaden the
knowledge of plant-pathogen interaction. The molecular marker CARF 005, identified in previous work, is able to
identify a disease resistance gene fragment present in coffee genotypes resistant to rust, the main disease of this crop. In
this work, CARF 005 was used to perform the screening of a BAC library containing 56,832 Coffea arabica clones. We
identified two clones containing the disease resistance gene fragment. After sequencing, they might be used to study
gene structure and, eventually, production of transgenic plants to aid breeding programs.
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INTRODUCAO

Doengas e pragas constantemente afetam a producdo do café. Dentre elas destaca-se a ferrugem alaranjada,
causada pelo fungo Hemileia vastatrix, a qual acarreta maiores prejuizos a cultura cafeeira. O estudo e a caracteriza¢do
de fatores genéticos que conferem resisténcia a este fungo sdo importantes para ampliar os conhecimentos da interagdo
planta-patégeno. O seqiienciamento de genoma de plantas tem facilitado e acelerado a identificacdo de genes
desejaveis, possibilitando a sua manipulagdo subseqiiente 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 doengas. Por meio da
mineracdo 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 primers para amplificar algumas das sequéncias mineradas. Utilizando as condi¢des de reagdo e
amplificagdo otimizadas, os 40 primers foram testados em 12 genétipos resistentes e 12 susceptiveis a H. vastatrix.
Vinte e nove destes 40 primers resultaram em bandas tnicas e bem definidas, sendo um polimoérfico. Esse marcador
polimérfico, denominado CARF 005, amplifica uma regido do DNA que corresponde a um ORF (Open Reading Frame
— Janela Aberta de Leitura) parcial de Coffea arabica que codifica uma proteina de resisténcia a doengas.

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 doengas foram clonados e caracterizados em plantas mono ¢ dicotiledoneas
(Hammond-Kosack e Jones, 1997). A literatura relata mais de 50 genes de resisténcia clonados em varias espécies de
plantas (Wenkai et al. 2006).
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Uma das formas de conseguir isso é por meio da identificagdo desse fragmento no genoma de C. arabica e
posterior sequenciamento das regides adjacentes.

O Laboratdrio de Biotecnologia Vegetal do IAPAR (Instituto Agronomico do Parana, Londrina) construiu uma

biblioteca de BACs (Bacterial Artificial Chromosome — Cromossomo Artificial de Bactéria). Essa biblioteca possui
56.832 clones contendo fragmentos de DNA genémico de C. arabica HT 832/2 (Cagéo et al., 2007).
Assim, com a utilizagdo 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 doengas. Essa constitui a etapa inicial da clonagem e analise desse gene de
resisténcia do cafeeiro a ferrugem. Apds a clonagem, serd possivel realizar estudos sobre a estrutura do gene e,
eventualmente, utiliza-lo na obtencdo de plantas transgénicas para auxiliar programas de melhoramento.

MATERIAL E METODOS

A biblioteca de BAC de C. arabica Hibrido de Timor 832/2 foi disponibilizada pelo IAPAR (Cagdo et al.

2007). Uma copia dessa biblioteca se encontra no Laboratdrio 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 pogos. 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 extragdo do
DNA foi realizada utilizando o protocolo para recuperagdo de DNA de BACs-Mini-Prep (Diola, 2009). O DNA
extraido foi quantificado e diluido para a concentragio de 10 ng.uL". Apos a extragdo e dilui¢do, esse material foi
devidamente armazenado em ultrafreezer -80°C no Laboratério de Biotecnologia do Cafeeiro, UFV.
Para a identificagdo dos clones positivos, ou seja, identificagdo de clones de BAC que continham o fragmento de gene
de resisténcia a doengas amplificado pelo primer CARF 003, 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 amplificagdo 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 extensdo adicional de 72°C por 40 s . Para um volume final de 20puL foram utilizados 3uL de solugdo de
DNA (10ng.uL-1). Os demais reagentes foram: 2 pl de tampdo de reacdo de PCR 10x (Invitrogen), 0,4 uL de MgCl,
(50mM) (Invitrogen), 0,6 nL de ANTP (2mM cada) (Invitrogen), 0,7 uL de cada primer (2 uM) e 0,16 pL de Taq
Polimerase (5U/uL) (Invitrogen). Como controles positivos foram utilizadas amostras de DNA provenientes de
genotipos de C. arabica que comprovadamente sdo amplificados pelo primer CARF 005 (Alvarenga, 2007). Como
controle negativo, utilizou-se agua.

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

Na identificagdo do(s) clone(s) positivo(s), utilizou-se 0 método de decomposigdo de pools, consistindo em 3
etapas:
1° etapa — Identificagdo 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 — Identificagdo dos clones positivos, utilizando as colunas positivas obtidas na etapa anterior.

Para repicagem das placas foi utilizado, em cada pogo, 70 pL. do meio de cultura composto por 13mM de
KH,PO,, 36mM de K,HPO,, 1,7mM Citrato de Sodio, 6,8 mM de (NH,4),SO,, 5% de Glicerol, 1% de Triptona, 0,5% de
extrato de levedura e NaCl. Apds a inoculagdo das BACs, submeteu-se a placa a uma temperatura de 37°C, em
aproximadamente 150 rpm de agitac@o por 24 horas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ap0s 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 decomposicdo dos pools desta meia placa foram
identificados 2 pools positivos (14 e 18) (Figura 2). Na terceira etapa de decomposi¢do, dois clones positivos
pertencentes a coluna 14 foram identificados (Figura 3).

O resumo dos resultados obtidos nas etapas de decomposicao dos pools estd apresentado na Figura 4. Nessa
figura é possivel observar as etapas de decomposi¢do de pools. A 1° etapa constitui na identificacdo de meias placas
positivas. A 2° etapa, a identifica¢@o de colunas positivas utilizando meias placas positivas encontradas na 1° etapa de
decomposicdo. A 3° 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.
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Figura 1 - Identificacdo 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.
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Figura 2 — Identificacdo das colunas contendo clones positivos da meia placa 78B. M = Marcador de peso
molecular 100pb. 1-12 = Clones da meia placa 77B. 13-24 = Clones 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 - Identificagdo dos clones positivos da coluna 14, da meia placa 78B. 1-16 = Colunas
da meia placa 78B. 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.
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Figura 4 — Representagdo das etapas utilizadas para a identificacao do(s) clone(s) que possuem fragmento de gene
de resisténcia amplificado pelo primer CARF 005 da meia placa 78B.

Os dois clones identificados podem fornecer informagdes importantes sobre a estrutura dos genes de resisténcia
em Coffea. Apds o sequenciamento, sera possivel analisar toda a extensdo do gene de resisténcia amplificado
parcialmente pelo CARF 005. Desta forma, sera possivel saber o nlimero de introns e exons 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 regulatorias para direcionar o nivel de transcricdo de um gene (Lewin,
2000). A partir da analise dessas regides, sera possivel ampliar o conhecimento sobre a modulag@o da expressdo desse
gene em casos de intera¢do planta-patogeno.

Apods os estudos sobre a estrutura do gene, a sua clonagem podera ser usada na obtencdo de plantas
transgénicas. A transgenia ¢ uma das tecnologias que pode ser utilizada nos programas de melhoramento de plantas.
Essa tecnologia oferece duas oportunidades aos melhoristas. Uma ¢ a introdugdo de uma nova variagdo genética que
ndo se encontra disponivel no germoplasma do programa de melhoramento, ¢ a outra € a criagdo de fendtipos desejados
a partir de genes conhecidos (Zhong, 2001).

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

Em café, varios trabalhos envolvendo clonagem génica e transformacgdo 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 obteng@o de café descafeinado (Ogita et al., 2003), e mais
recentemente o gene SH3 (Lashermes et al., 2008), que confere resisténcia a Hemileia vastatrix (Sera et al., 2007).

CONCLUSOES

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.
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