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RESUMO

O café é um dos produtos agricolas de maior interesse econémico nacional. Apesar do
Brasil ser o principal exportador e produtor de café, vem sendo observado, nos dltimos anos,
um declinio da produtividade, sendo uma parcela decorrente de fatores climaticos e
fitossanitarios, como pragas e doengas. Portanto, o estudo dos mecanismos de resisténcia a
patégenos € de extrema importdncia para o melhoramento do cafeeiro. Até o momento,
existem poucos estudos moleculares de interagdo patdgeno-planta em café, sendo assim
imprescindivel a identificag8o e caracterizagdo de genes envolvidos nesse processo.

A identificagdo de analogos de genes de resisténcia, RGAs, tem sido feita baseada na
homologia dos dominios protéicos de sitio de ligagdo a nucleotideos e regifio rica em leucina
(NBS-LRR) que permite a amplificagdio destas regides em diferentes genomas vegetais.
Através desta metodologia, foram identificadas duas familias distintas de RGAs em diferentes
espécies de Coffea, incluindo espécies resistentes a diferentes patogenos € a espécie altamente
susceptivel C. arabica. Dentre as seqiiéncias identificadas, foi encontrada baixa diversidade,
sendo que a variabilidade existente foi caracterizada principalmente por mutagdes pontuais e
pequenas dele¢des/insergdes de nucleotideos.

Em outra etapa, visando o estudo dos mecanismos de resisténcia a nematoides, foi
avaliada a expressio de RGAs em plantas de café resistentes e susceptiveis, na presenca e
auséncia do nematbide Meloidogyne exigua. Como resultado desta avaliagdo foi observada a
expressdo basal de RGAs em raizes ndo-inoculadas. Além disso, verificou-se que plantas
resistentes € susceptiveis apresentaram padrdes distintos de expressdo de RGAs, observados
ao longo do tempo apés a inoculagdo de M. exigua.

O desenvolvimento desta tese representa o primeiro passo para o entendimento dos
mecanismos moleculares envolvidos na resisténcia de café a nematéides. Estudos de regulagéo
génica assim como de transdug@o de sinal sdo os proximos passos para a elucidagdo deste

mecanismo de resisténcia da planta.



SUMMARY

Coffee is one of the most important crops of brazilian agriculture. Productivity decrease
has been observed during last years, mainly due to climate factors and pathogen infections.
Therefore, studies that help to elucidate pathogen resistance mechanisms are extremely
important for coffee breeding programs. At this moment, there are few analysis focusing on
coffee plant-pathogen molecular interaction. Therefore, for an understanding of this
interaction it is necessary the identification and characterization of genes involved in this
process. Identification of resistance genes analogs, RGAs, has been made based on the
homology of protein domains of nucleotide binding site and leucine rich region (NBS-LRR),
which permits the amplification of these regions in different plant genomes. Through this
methodology, two distinct RGAs families have been identified in different species of the
genera Coffea, including pathogen resistant and susceptible species. Among the identified
sequences, a low diversity was observed and the variability available was characterized by
punctual mutation and small deletion/insertions of nucleotides.

In other study aiming the characterization of RGA in defense mechanisms in coffee,
RGAs expression in resistant and susceptible coffee plants, in the presence and absence of
nematode M. exigua, was investigated. RGAs basal expression was observed in non-
inoculated roots of both resistant and susceptible plants. Besides, it was verified that resistant
and susceptible plants present distinct RGAs expression pattern, observed during M. exigua
root infection.

This dissertation represents the first step to the understanding of molecular mechanisms
involved in coffee plant resistance to pathogens. Gene regulation and signal transduction

studies are the next steps for a complete elucidation of resistance mechanism in this species.
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INTRODUGAO

1. Café

O café é considerado um dos principais produtos agricolas no mercado internacional, cuja
produgdo, comercializagéo e consumo envolvem vérios paises. Sua popularidade deve-se ao
efeito estimulante de sua bebida, obtida dos grdos torrados das duas principais espécies
cultivadas comercialmente: Coffea arabica e C. canephora. Apesar da grande importancia
econdmica, a produgdo e a exportagdo brasileira ¢ mundial do café tem sofrido queda. Essa
redugdo € atribuida ndo s6 ao aumento verificado no percentual total das exportagées mundiais,
como também a outros fatores que tém contribuido para oscilagdes na sua producgio total.
Dentre esses fatores destacam-se os climaticos, como secas € geadas, € os fitossanitarios, dentre
os quais evidenciam-se os nematodides (Gongalves, 1999).

O café comercializado mundialmente € representado em 70% por C. arabica L. e em
30% por C. canephora Pierre ex Froehner. Apesar de somente duas espécies terem importancia
econdmica, as espécies selvagens tém grande importincia do ponto de vista adaptativo.
Algumas encerram caracteristicas altamente vantajosas como resisténcia a doengas e pragas,
tolerancia a seca e outras varia¢des do ambiente, bem como caracteristicas das plantas (sistema
radicular, folhas, flores, frutos, etc.). C. arabica é a espécie nobre de café, possuindo boa
qualidade de bebida. Esta espécie € nativa de uma regido restrita, marginal as demais espécies e
localizada no sudoeste da Etiopia, sudeste do Suddo e norte do Quénia (Chevalier, 1947
Fazuoli et al., 1999). A espécie C. canephora ¢ altamente comercializada, mesmo possuindo
alto teor de cafeina e de solidos soliveis que propiciam uma bebida de qualidade inferior
quando comparado ao café ardbica. Esta espécie possui distribuicdo geografica mais ampla,
ocorrendo nas regides ocidental e central tropical e subtropical do continente africano,
compreendendo a Republica de Guiné, Libéria, Suddo e Uganda (Chevalier, 1947). A
variabilidade existente dentro dessa espécie é muito grande, principalmente em relagdo ao
tamanho e forma da planta, folhas, frutos e sementes. Além disso, possui variabilidade quanto a
resisténcia a patégenos. Um exemplo desta variabilidade genética € a variedade Apoatd (IAC

2258) de C. canephora, utilizada como porta-enxerto de C. arabica devido a resisténcia a
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nematéides (Fazuoli, 1981). As outras espécies de café ndo s@o cultivadas economicamente,
mas ocorrem de forma silvestre e possuem variabilidade elevada para muitas caracteristicas,
principalmente resisténcia a doengas, pragas ¢ nematoéides (Fazuoli e al., 1999). A espécie C.
racemosa, além de resisténcia a patdgenos, possui resisténcia ao bicho mineiro (Guerreiro Filho
et al., 1999), resisténcia a seca e folhas deciduas.

Quanto a biologia da reprodugdo, C. arabica ¢ tetraploide com 2n=44 cromossomos,
autocompativel e multiplica-se predominantemente por autofecundacdo, que ocorre em
aproximadamente 90% das flores. Por outro lado, C. canephora e as outras espécies conhecidas
do género Coffea sdo diploides, possuindo 2n=22 cromossomos. Estas sdo autoincompativeis e
multiplicam-se exclusivamente por fecundagfo cruzada (Fazuoli ez al., 1999; Berthaud, 1980).

A obten¢do de hibridos de interesse comercial é um dos principais objetivos do
melhoramento do cafeeiro. Um dos hibridos de café mais comercializado, cujos progenitores
sdo C. arabica e C. canephora, é a variedade Icatu Vermelho de C. arabica. Esta variedade
hibrida possui resisténcia a Hemileia vastatrix, causador da ferrugem, um dos principais
patdgenos que atacam o cafeeiro (Carvalho & Fazuoli, 1993). Trata-se de um exemplo
significativo do aproveitamento de uma espécie dipléide no melhoramento do cafeeiro C.
arabica. -

Atualmente, os avangos das técnicas moleculares permitem uma manipulagio mais
eficiente das caracteristicas encontradas em espécies selvagens. Um exemplo desta aplicagéo
biotecnoldgica foi a transformagio de espécies de café, C. canephora e C. arabica, utilizando o
gene crylAc de Bacillus thurigiensis, que confere resisténcia ao bicho mineiro e a outros
insetos em café (Leroy et al., 2000). Até este momento, a obtencdo de variedades resistentes a
doengas e pragas em café tem sido feita através de métodos tradicionais de melhoramento, onde

genes de interesse sdo introduzidos através de cruzamentos.

2. Mecanismos de resisténcia em plantas

As plantas desenvolveram sofisticados mecanismos de defesa contra patégenos. Os
mecanismos das interagdes entre planta-patdgeno ja s@o bem conhecidos, porém, pouco se
sabe em nivel molecular/genético sobre estas interagdes (Cordeiro & Sa, 2000). Dois tipos de

interagdes sdo observados, a interagdo compativel (planta susceptivel) e a interagdo
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incompativel (planta resistente). Estas diferem-se basicamente pela presen¢a ou auséncia de
um gene de resisténcia na planta (gene R) e de um gene de aviruléncia no patdgeno (gene
Avr). O reconhecimento do produto do gene avr pela proteina produzida pelo gene R da
planta, seja por interag@o direta ou indireta dos produtos (Hulbert ef al, 2001) permite a
ativagdo rapida do processo de defesa. Relacionados com a interagdo incompativel, dois
mecanismos de defesa estdo envolvidos, a resposta por hipersensibilidade (HR) e a resisténcia
sistémica adquirida (SAR). A HR ¢ caracterizada por uma resposta rapida em que ¢ induzida
morte celular na regido de infec¢do pelo patdgeno. Neste processo, ocorre producdo de
compostos antimicrobianos, formagdo de lignina, explosdo oxidativa e aumento da expressdo
de genes relacionados a patogenicidade. Estas respostas limitam a posterior multiplica¢do do
patégeno nas células infectadas (Jia et al., 2000). A SAR se manifesta através da ativagio
coordenada de genes de defesa (genes SAR), em sitios distantes ao da infecgéo,
proporcionando um estado de imunizag8io temporaria da planta a uma subseqiiente infecgdo
patogénica (Cordeiro & Sa, 2000). Acredita-se que os genes R estejam envolvidos no

desencadeamento desses mecanismos de defesa.

3. Genes de resisténcia (Genes R)

A maijoria dos genes de resisténcia foi caracterizada pela genética classica como tendo
herangca monogénica. Isso facilitou a aplicagdo de estratégias genéticas para a clonagem de
genes R. A partir da década de 80 muitos genes foram clonados através das técnicas de
transposon tagging e clonagem baseada em mapa. Dessa forma, ja foram identificados genes
envolvidos na defesa a patdgenos diversos em varias espécies, tais como o gene Rps2 de
Arabidopsis thaliana (Bent et al., 1994); o gene Ha2 de cevada (Hourdeum vulgare) € o Cre3
de trigo (Triticum aestivum), que confere resisténcia a nematdides dos cistos (Krestschmer ef
al., 1997; Lagudah et al., 1997). Analises de seqiiéncias destes genes demonstraram que alguns
compartilhavam dominios conservados mesmo em espécies diferentes (Staskawicz, 2001). A
presenca destes dominios protéicos deduzidos possibilitou a divisdo dos genes em classes,

apresentadas na tabela 1 e esquematizadas na figura 1.



Tabela 1: Classes dos Genes R caracterizados (adaptado de Hulbert et al., 2001).

Classe Gene Estrutura protéica deduzida
1 L, M N, P, RPPI, RPP5, RPS4 TIR-NBS-LRR
Bs2, Dm3, Gpa2/Rx1, 12, Mi, Mla, Pib, Pi-ta, Prf, Rpl, NBS-LRR
RPMI, RPP8/HRT, RPP13, RPS2, RPS5, Rx2, Sw-5, Xal
2 Cf-2/5, Cf-4/9 LRR-TM
Pro Proteina quinase
4 Xa2l LRR-TM-kinase

A maioria dos genes isolados até o momento pertencem a Classe 1, que apresenta genes
com estrutura molecular semelhante. Esta estrutura inclui um sitio de ligag@o de nucleotidios,
ou NBS (nucleotide-binding site) e um dominio de repeti¢do de leucinas, ou LRR (leucine-rich
repeat) (Baker et al., 1997, Staskawicz, 2001). Devido a essas semelhangas, bioquimicas e
estruturais, uma nova estratégia tem sido utilizada para a identificagdo desses genes através da
sua amplificacdio direta de genomas. Esta estratégia esta baseada no estabelecimento de
oligonucleotideos degenerados, obtidos a partir do alinhamento de seqiiéncias de diversos
genes, ja identificados e caracterizados, contendo seqiiéncias que codificam para os dominios
NBS e LRR (Altschul et al., 1990; Staskawicz, 2001). Isso ¢ possivel devido a presenca de
regides conservadas principalmente dentro do dominio NBS (Figura 2). Estes genes,
identificados através desta estratégia, tém sido genericamente chamados de analogos de genes
de resisténcia (RGA - resistance gene analogs). A identificacio de RGAs por amplificagdo
utilizando-se de primers heterdlogos ja foi realizada em trigo e cevada (Seah et al., 1998), em
soja (Yu et al., 1996), em tomate (Leister et al., 1996), em arroz (Mago ef al., 1999), em milho
(Collins et al., 1998) entre outros. Até o presente mais de 500 seqiiéncias foram identificadas
como RGAs em diferentes espécies de plantas (Staskawicz, 2001). Em C. arabica e C.
canephora, algumas familias de RGAs do tipo NBS-LRR foram identificadas por esta
estratégia de amplificagdo direta (Noir ef al., 2001)

O interesse na comprovagdo da participagdo desses genes na interagdo patdgeno-planta
vem crescendo cada vez mais (Fernandez et al., 2001). Estudos teéricos sugerem que o produto
destes locos esteja relacionado com a regulagdo da express@o de outros genes de defesa. Assim,
a presenca do dominio protéico NBS sugere que a ligagdo de ATP ou GTP seja necessaria para
a funcdio desses genes, indicando uma possivel fungio de fosforilagdo de proteinas (Milligan et
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al., 1998). Também, o dominio LRR sugere interages proteina-proteina como acontece em
diferentes organismos (Milligan et al, 1998). Os RGAs do tipo NBS-LRR representam uma
classe de genes de resisténcia que formam uma superfamilia génica, organizadas em clusters ao
longo do genoma (Kanazin et al., 1996; Leister et al., 1998; Williamson, 1998; Graham ef al.,
2000). A denominacdo de superfamilia ¢ dada pelo fato dos genes serem subdivididos em
familias, caracterizadas pelos grupos de amplificagdes e/ou grupos de hibridagdes formados

(Spielmeyer et al., 1998).

Classe 2
N
Avr
O + —
Provivel proteina
de ligagdo

4

Figura 1: Representagdo das estruturas protéicas deduzidas dos genes R e um modelo de
reconhecimento de produtos Avr para a ativagido da defesa da planta (adaptado de Hammond-Kosack &
Jones, 1997). Abreviagdes: LZ, provavel regido ziper de leucina; TIR, regido com homologia ao
dominio citoplasmatico dos receptores Toll de drosdfila e interlucina-1 de humanos; LRR, dominio de
repeticdo rica em leucina; NBS, dominio de ligagdo a nucleotideos; N, extremidade amino; C,

extremidade carboxil. Os genes correspondentes as classes 1, 2, 3 e 4 estdo apresentadas na tabela 1.



N3 | C-terminal

primer KIN primer EGF  primer MHD
5' TGA TAC TGG ATG ATG TCTGG 3'  5'GTG CTTCTTATGAACCCTTC3 5§ CGA CAG TCA GTC GTG CAT 3'

Figura 2: Representagdo esquemdtica dos RGAs apresentando os dominios protéicos

conservados e os primers desenhados a partir desses dominios.

4. Patogenicidade e Resisténcia a Nematdides em Plantas
4.1. Caracteristicas e importincia econdomica de fitonematdides

Os nematdides parasitas de plantas pertencem ao Filo Nematoda e sdo parasitas
obrigatérios que se alimentam apenas do citoplasma de células vivas de plantas (Williamson
& Hussey, 1996). Estes podem ser divididos em ectoparasitas e¢ endoparasitas. Os
ectoparasitas vivem fora do hospedeiro, onde o nematdide consegue completar o ciclo de vida,
causando grandes danos na raiz e podendo ser importantes vetores de virus (Brown ef al,
1995). Dentre os endoparasitas encontram-se os migratorios € os sedentarios. Apesar dos
endoparasitas migratorios ocasionarem necrose massiva devido 4 movimentagdo através da
raiz, sdo os endoparasitas sedentdrios da familia Heteroderidae que causam os principais danos
na agricultura mundial (Williamson & Hussey, 1996).

A familia Heteroderidae pode ser dividida em dois grupos: os nematéides dos cistos, que
incluem os géneros Heterodera e Globodera; e os nematoides formadores de galha, género
Meloidogyne. Os nematdides dos cistos s3o parasitas comuns de plantas cultivadas em clima
temperado e seus hospedeiros se restringem a algumas familias relacionadas entre si. Em
contraste, os nematdides formadores de galha sdo mais freqiientes em areas de climas amenos
e quentes e a amplitude de hospedeiros que eles atingem € extremamente grande. A espécie M.
incognita € responsavel pela maior parte dos danos causados a agricultura. Estes séo capazes
de reproduzir-se em mais de 2000 espécies de plantas descritas até o momento (Jung & Wyss,
1999).

Os fitonematdides sdo responsaveis por agdes traumaticas, espoliadoras e toxicas nas

plantas hospedeiras, sendo o dano causado varidvel com a espécie, nivel populacional,
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hospedeiro, condigdes ambientais e outros fatores. Muitos dos processos fisiologicos da planta
hospedeira como respiragdo, fotossintese, absor¢do e translocagdo de 4dgua e nutrientes,
balango hormonal, assim como, deformag¢des morfologicas e anatomicas podem ser afetados
direta ou indiretamente pelo parasitismo do nematoéide (Gongalves & Silvarolla, 2001). Dentre
os sintomas da planta hospedeira estdo baixa produgéo de frutos, redugéo de crescimento, e

susceptibilidade a outros patdgenos (Williamson, 1998).

4.2. Ciclo de vida dos nematoides

Os nematdides dos cistos e formadores de galhas passam a maior parte do tempo de sua
vida ativa do interior das raizes da planta hospedeira. As larvas ou juvenis de segundo estadio
(J2) sdo atraidas para a zona de alongamento, onde penetram na raiz e entdio, migram
intercelularmente, separando células na lamela média no tecido cortical. Este processo parece
incluir tanto forca mecanica quanto a participagcdo de secre¢Oes enzimaticas do nematdide
(Williamson & Hussey, 1996). Em Arabidopsis, a larva infestante migra em dire¢éo a ponta da
raiz e entdo retorna para a regido do meristema apical causando grandes danos celulares.
Posteriormente, migra de volta para o cilindro vascular em diferenciago até alcangar a zona
onde o protoxilema comega a se desenvolver. Nesta etapa, o nematdide inicia elaboradas
mudangas morfoldgicas € de desenvolvimento nas células da raiz do hospedeiro. Embora os
sitios de alimentagdo de nematodides dos cistos e formadores de galhas sejam parecidos, ambos
sdo formados por células multinucleadas, muito grandes e metabolicamente ativas, a indugéo
para o desenvolvimento desses sitios parece envolver mecanismos diferentes. Enquanto que a
dissolugdo da parede celular seguida da fusdo celular origina um sitio de alimentagdo sincicial
de nematdides dos cistos, a expansdo celular e a divisdo nuclear originam as células gigantes

na infec¢do por nematdides formadores de galhas (Williamson & Hussey, 1996).

Em nemato6ides formadores de galha, Meloidogyne, células parenquimatosas do xilema
sdo selecionadas para se desenvolver em células gigantes (Sijmons, 1993; Milligan et al.,
1998), embora a inducgio de células gigantes a partir de células do periciclo, cortex e mesmo
de células epiteliais tenha sido observada (Bird, 1996). Cada célula gigante € desenvolvida a
partir da injegdo de secregdes salivares, através de uma estrutura do nematéide denominada

estilete. Nesta etapa, as secregles se originam da glandula esofagica dorsal (Hussey, 1989) e
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sdo de origem diferente das secrecdes secretadas durante a migragfo. Estas secre¢des iniciam
grandes respostas celulares tais como o sincronismo da divisdo nuclear sem citocinese,
invaginacdo da parede celular e hipertrofia dos tecidos parenquimatosos. Células corticais e do
periciclo ao redor de células gigantes se expandem e se dividem, resultando na formagéo de
uma galha ou nédulo, que deforma e compromete funcionalmente as raizes. E importante
salientar que a célula gigante é conseqiiéncia priméria na interag@o de parasistismo enquanto a
galha é resposta secundaria neste processo (Bird & Koltai, 2000). O modo como os
nematdides alteram o desenvolvimento celular para a produgdo e manutengdo de células

gigantes é uma questio de grande interesse e que ainda néo foi solucionada.

A maioria das espécies do género Meloidogyne reproduz-se por partenogénese, embora
machos sejam encontrados em condi¢gdes de estresse nutricional. As fémeas produzem
centenas de ovos que sdo depositados em uma massa constituida de uma matriz gelatinosa. No
caso de M. exigua, em cafeeiro, as massas de ovos sdo depositadas no interior do tecido
radicular da planta, diferentemente de M. incognita que deposita os ovos em contato com 0
solo na superficie da raiz (Gongalves & Silvarolla, 2001). O ciclo de vida inclui seis estadios:
0 ovo, quatro estadios juvenis e um estadio adulto. No interior do ovo desenvolve-se um
juvenil de primeiro estadio. Pode ocorrer, entdo a primeira ecdise originando o J2 que, com
ajuda do estilete, perfura a casca do ovo e o abandona. O J2 penetra nas raizes das plantas,
passando por mais trés ecdises e finalmente atinge o estadio adulto (Gongalves & Silvarolla,
2001). As fémeas sedentarias, em formato de bulbo, comegam a depositar os ovos por volta da
quarta semana apo0s a infec¢do a temperatura de 30°C. O tempo para a oviposigéo depende das

espécies tanto do nematdide quanto da planta e das condi¢bes ambientais.

Na intera¢do de M. exigua com raizes de café susceptiveis a ele ocorre a formagdo de
células gigantes bem desenvolvidas, sem a presenga de necrose ao seu redor e agrupadas em
numero de duas a cinco no centro do cilindro central (Mendes et al., 1977). Os efeitos
histopatologicos provocados por M. exigua foram evidenciados pelo colapso dos feixes
vasculares, dilaceragdo dos tecidos corticais pela migragdo dos juvenis, massas de ovos e
expansdo do corpo da fémea durante seu desenvolvimento (Mendes et al., 1977). A formagéo
de células gigantes em cafeeiros de diversos acessos de C. arabica da Etidpia inoculados com

M. incognita foi estudada por Anzueto e colaboradores (2001). Os autores constataram que,
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em cafeeiros susceptiveis, estas estruturas eram bem desenvolvidas, enquanto nas plantas
resistentes as mesmas apresentavam-se reduzidas e com formagéo anormal.

A duragdo do ciclo biolégico de M. exigua em cafeeiro de Mundo Novo esta apresentada
na tabela 2. Taylor e Sasser (1978) descrevem que para M. naasi em plantulas de trigo a
penetracdo da maior parte de J2 acontece 24 horas ap6s a inoculagdo de larvas, e tornam-se

sedentarias de 2-3 dias ¢ a diferenciagdo sexual € visivel depois de 12 dias.

Tabela 2: Ciclo bioldgico de M. exigua em cafeeiro Mundo Novo (Lima e Ferraz, 1985a, b).

Fases Duracio
(dias)
Fase embriogénica (25-30°C)
Ovo a juvenil do 2° estadio (J2) 11-15
Fase pos-embriogénica (28°C)
2° estadio juvenil (infestante) 9-11
3° e 4° estadio juvenil 4-5
Pré-oviposigdo da fémea 8-11
TOTAL 32-42

O sistema ecologico em que vive o fitonematdide € uma complexa inter-relacdo entre
parasito, planta hospedeira, condi¢des ambientais e propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas
do solo (Gongalves & Silvarolla, 2001). Portanto, a duragdo de cada estagio do ciclo e a
intensidade dos danos causados ndo podem ser padronizadas, porém, podem ser comparadas

em um mesmo ensaio para avaliagdo de resisténcia.

4.3.  Resisténcia natural do hospedeiro (HPR — host plant resistance) e obtengdo de

resisténcia
4.3.1. Respostas moleculares do hospedeiro

As plantas hospedeiras apresentam diferentes graus de resisténcia. Quando a reprodugéo
do nematodide é normal, isto é, uma grande porcentagem de juvenis que penetram ou se
alimentam de suas raizes, se desenvolvem e produzem muitos ovos, a planta hospedeira é
altamente susceptivel. Do ponto de vista parasitolégico ou nematolégico, a resisténcia a
nematoides se caracteriza na planta como uma inibi¢&o a reprodug@o dos nematdides, variando
desde moderada a absoluta, conforme os efeitos na reprodugfo normal do nematdide em
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relagdo & penetragdio, desenvolvimento e producdo de ovos (Taylor & Sasser, 1978). Ja o
conceito fitopatologico considera ndo apenas a reprodugdo como também o dano causado a
planta como um todo, desde a raiz até a parte aérea (Gongalves & Silvarolla, 2001).

Nas plantas altamente susceptiveis, os nematdides multiplicam-se rapidamente e uma
pequena infestacdo inicial em curto espago de tempo resulta em intensa infestagdo e severos
danos a produgdo (Taylor e Sasser, 1978). A atragdo, penetragdo e migragdo dos nematdides
até as células do cilindro central da raiz ocorrem de maneira similar tanto em plantas
susceptiveis quanto em plantas resistentes. Contudo, nas plantas resistentes pode ndo ocorrer o
desenvolvimento das células gigantes, mas sim, necrose ou resposta por hipersensibilidade
(HR) no local ou préximo ao sitio de alimentagdo (Milligan et al., 1998). Em outros casos, o
desenvolvimento ¢ reduzido e com formag&o anormal, como foi observado em infecgfio de
cafeeiros por M. incognita (Anzueto et al, 2001). Na auséncia da fonte de alimentacdo, os
nematoides morrem ou deixam as raizes.

As complexas alteragbes morfologicas e fisiolégicas que ocorrem durante o
estabelecimento dos sitios de alimentagdo sfo conseqiiéncia da alteragdo da expressdo génica
no hospedeiro (Sijmons, 1993; Sijmons et al., 1994). As respostas moleculares sdo resultado
tanto dos mecanismos de defesa da planta quanto dos mecanismos para o estabelecimento e
manutengiio dos sitios de alimentagdo. A interpretagdo da regulagdo da expressdo génica no
hospedeiro é uma tarefa complicada, j& que muitos dos genes identificados na resposta so
membros de familias multigénicas com regulacdo complexa (Williamson & Hussey, 1996).
Além disso, os niveis de fitormdnios também estdio acima do normal em raizes infectadas por
nematéides formadores de galhas, mostrando que a resposta a infecgdo por nematdide € um
sistema muito mais complexo (Bird & Koltai, 2000). A indu¢do de proteinas relacionadas a
patogenicidade (PR) em folhas de batata apdés a inoculagdo por nematdides dos cistos
(Hammond-Kosack et al, 1989), assim como a indugdo de genes de defesa, incluindo
peroxidases, quitinases, lipoxigenases e inibidores de proteinases, em raizes de tomate apos a
infeccdio com nematdides do género Meloidogyne (Williamson & Hussey, 1996), sdo algumas
das respostas moleculares de defesa ndo especifica observadas na infec¢do de nematdides em
plantas resistentes a estes patdgenos.

Morfologicamente, as transformagdes que ocorrem para o desenvolvimento da célula

gigante podem ser comparadas aquelas observadas no desenvolvimento do xilema, tais como
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densidade citoplasmatica elevada com aumento no numero de organelas, redugdo do
tonoplasto, endorreplicagdo cromossOmica, e deposi¢éo secundaria da parede celular. Com
isso, Bird (1996) propde que os precursores para o desenvolvimento da célula gigante recebem
inicialmente uma sinalizagdo para a diferenciacdo em xilema. Tal sinalizacdo poderia ser
proveniente diretamente do parasita, como um analogo de um regulador normal do
crescimento da planta, ou seja, horménio, ou de uma molécula ativa da via de sinalizag¢do de

hormonios. Porém, os mecanismos de indugéo da célula gigante ainda permanecem obscuros.

4.3.2. Resisténcia natural do hospedeiro (HPR)

Os danos causados pela invasdo e multiplicagdo dos nematoides estdo relacionados com
a perda de produgdo das variedades e com o custo de controle dos mesmos, tanto do ponto de
vista econdmico quanto ecoldgico. Dentre as estratégias de controle deste patogeno, a HPR é a
mais segura, barata e ecologicamente correta, portanto, até o momento, o melhor recurso a ser

utilizado (Bird & Koltai, 2000).

O potencial da HPR ¢ enorme devido ao aumento da disponibilidade e acesso aos
germoplasmas de plantas que contém genes para a resisténcia, e ao rapido avango da
engenharia genética. Segundo Roberts (1992), HPR acaba sendo priorizada pelas seguintes
razOes: primeiro, porque em paises em desenvolvimento de regides tropicais e subtropicais a
utilizacdo de variedades resistentes torna-se a unica alternativa vidvel economicamente
comparada aos gastos com outros tipos de manejo; segundo, porque em sistemas de produgio
de alta tecnologia de paises desenvolvidos em que o uso de nematicidas foi restrito, a HPR
deve ser utilizada como uma op¢éo de controle primario, seja atuando isoladamente ou como

elemento chave em programas de manejo integrado.

Os mecanismos de resisténcia a nematdides sdo complexos e de natureza diversificada e
as plantas podem apresentar dois tipos de resisténcia, a passiva ou pré-infeccional ¢ a
resisténcia ativa ou pos-infeccional (Wallace, 1973). A resisténcia pré-infeccional esta
geralmente presente em plantas imunes ao patdgeno, pois ndo existe nenhum tipo de interagéo
patogeno-planta envolvido. Essa resisténcia € condicionada por barreiras anatdmicas,
fisiologicas e quimicas que podem impedir a invasdo do nematdide (Gongalves & Silvarolla,

2001). A resisténcia ativa é decorrente da interagdo estabelecida entre o nematdide e o
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hospedeiro. A indugdo de genes relacionados com a resisténcia da planta ao nematdide,
incluindo os genes analogos de resisténcia (RGA) em estudo nesta dissertagfo, € caracteristica

da resisténcia ativa, e pode envolver tanto a HR quanto a SAR.

Muitos pardmetros tém sido utilizados para estimar a eficiéncia do hospedeiro na
reproducdo dos nematdides. Dentre estes, pode-se citar o indice de massas de ovos € ou
galhas, numero de fémeas, nimero de ovos e juvenis por sistema radicular e o fator de
reprodugdo (populagdo final/populag@o inicial) (Gongalves & Silvarolla, 2001). Segundo
Moura (1997) para uma completa avaliagdo da resposta das plantas a nematoides, deve ser
mensurado, além da eficiéncia hospedeira (conceituagdo parasitoldgica), o dano provocado
pelo parasita a planta (conceituagdo fitopatologica). A eficiéncia hospedeira pode nio estar
correlacionada com o dano, pois um baixo nivel de dano pode ser devido ao alto nivel de
resisténcia do hospedeiro ou & baixa capacidade parasitica do nematdide (Gongalves &

Silvarolla, 2001).

4.4. Nematoide e o café — enfoque ao M. exigua

Os nematoides associados ao cafeeiro compreendem um grupo numeroso de espécies,
destacando-se as do género Meloidogyne, que s@o as mais disseminadas e que vém causando
maiores danos & cafeicultura brasileira (Gongalves et al, 1998). Das 14 espécies de
Meloidogyne que parasitam o cafeeiro nas diversas regiées produtoras de café do mundo, sete
ocorrem no Brasil (Santos, 1997). As espécies de maior importancia econdmica sdo M. exigua,
M. cofeicola, M. incognita e M. paranaensis. A destruicdo do sistema radicular do cafeeiro
arabico é o sintoma primadrio. Diversos fatores fazem dos nematdides do género Meloidogyne
um problema econdmico e fitossanitario importante. Tém ampla distribui¢do geografica, alta
persisténcia no solo, o controle quimico tem baixa eficiéncia e ocorrem em diversas ragas
fisiologicas (M. incognita). Esses nematoides se constituem fator limitante, tanto na
implantacdo de novos cafezais onde eles ocorrem, bem como na manutencdo daqueles ja

contaminados (Gongalves, 1999).

A espécie M. exigua foi a primeira a ser identificada e posteriormente descrita como
parasita do cafeeiro. Apesar de nfo ser a espécie mais patogénica ao cafeeiro, M. exigua

provavelmente € a espécie que causa maiores danos na cafeicultura. Estimativas da reducdo no
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crescimento de plantas em viveiro € no campo e de perdas na produgdo pelo ataque deste
patdgeno mostraram ser bastante significativas (Gongalves & Silvarolla, 2001). No entanto, os
efeitos danosos de M. exigua parecem ser mais drésticos em solos arenosos ou em argilosos que
tém deficiéncia hidrica para o cafeeiro (Fazuoli et al., 1977). Quanto a distribui¢do, M. exigua
encontra-se amplamente disseminada na cafeicultura brasileira, ocorrendo nas regides mais
tradicionais, como a Mogiana em Sio Paulo, Sul de Minas e Zona da Mata, assim como nas
regides emergentes ¢ promissoras, como o Tridngulo Mineiro e Alto Paranaiba em Minas
Gerais. As demais espécies concentram-se nos Estados de S&o Paulo ¢ Parana (Gongalves et
al., 1998).

A erradicagdo de uma 4rea contaminada por estes parasitas € praticamente impossivel
(Gongalves et al., 1998). Por ser perene, a permanéncia do cafeeiro por longo periodo de tempo
no solo propicia um alto nivel populacional de fitonematdides causando grande reducdo na
produgdo (Campos, 1992b). Gongalves e colaboradores (1998) sugerem o controle através do
manejo integrado, com medidas que reduzem e mantém as popula¢des de nematdides em niveis
populacionais baixos que ndo chegam a causar dano econdmico. Entre estas estratégias, deve-
se, primeiramente, evitar o aumento da area contaminada e, nos cafezais contaminados,
associar métodos de manejo cultural, genético, biologico e quimico dos nematoides (Gongalves
et al., 1998). As pesquisas visando o controle desta doenga tém sido relacionadas, principalmente,
com a introdugdo de métodos de controle biolégico (Herrera & Marban-Mendoza, 1999), controle
quimico (Villain ef al., 2000), caracterizag@o de populagdes de nematoides (Carneiro ef al., 1996)
e obtengdo de variedades resistentes a esses patogenos (Bertrand er al., 2000; Carvalho ef al,
1991).

Os prejuizos causados sdo diversos e podem inviabilizar a utilizag8o de areas extensas,
tornar antiecondmica a exploragdo de determinadas culturas e colocar em risco a produgéo de
mudas em geral (Campos, 1992a). Por exemplo, incidéncia de M. incognita em cafezais do
norte do Paran4 e oeste de Sdo Paulo fez com que propriedades anteriormente plantadas com
café dessem lugar a outras atividades, principalmente pastagens, devido a impossibilidade de
se conduzirem cafezais produtivos em areas infestadas por estes patégenos (Gongalves, 1999).

A utilizacdo de variedades resistentes a esses patdgenos € a alternativa preferencialmente
utilizada para o controle de nematdides (Carvalho et al, 1991; Bertrand er al, 2000).

Entretanto, até o momento, no Brasil, apenas a variedade Apoatd (C. canephora) apresenta
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resisténcia a nematoides para ser utilizado como porta-enxerto para as variedades de C.
arabica, 0s quais sdo extremamente susceptiveis.

Uma vez que esses mecanismos néo séo bem conhecidos ao nivel biolégico, a dificuldade
de se identificar precisamente os genes envolvidos € elevada. Uma abordagem adotada para a
identificacdo destes genes em outras espécies vegetais tem sido a utilizagdo de similaridades
moleculares entre estes. Assim, genes de resisténcia tém sido clonados a partir de individuos

naturalmente resistentes (Seah et al.,1998).

4.5. Genes de resisténcia a nematoides

Genes de resisténcia natural contra nematodides dos cistos ¢ formadores de galhas tém
sido clonados em determinadas espécies de plantas. Estes estudos permitem o estudo mais
detalthado da funcfio destes genes, ainda ndo esclarecida. O primeiro gene R de nematdides
clonado foi o gene HsI? r! de Beta procumbens, um parente selvagem da beterraba, B. vulgaris
(Cai et al., 1997). O produto deste gene confere resisténcia ao nematoide do cisto Heterodera
schachtii. O gene foi isolado por clonagem baseada em mapa (positional cloning). Em
experimentos de transformaggo foram obtidas plantas de beterraba transgénicas portando o
gene sob controle do promotor constitutivo CaMV35S com o mesmo nivel de resisténcia de
seus parentes selvagens (Jung & Wyss, 1999).

O segundo gene clonado foi Mi, que confere resisténcia a Meloidogyne spp. de tomate
(Lycopersicon esculentum). O gene foi originado da espécie selvagem L. peruvianum (Milligan
et al, 1998) e além de conferir resisténcia aos nematdides Meloidogyne spp., confere
resisténcia ao afideo de batata Macrosiphum euphorbiae (Rossi et al., 1998). O gene Mi € um
classico exemplo de utilizagdo da resisténcia genética do hospedeiro e tem sido incorporado em
mauitas variedades de tomates (Medina-Filho & Tanksley, 1983). O gene Mi também foi
isolado por clonagem baseada em mapa e dois alelos, Mi-1.1 e Mi-1.2, foram identificados
(Milligan et al., 1998). Porém, apenas Mi-1.2 confere resisténcia a M. javanica (Milligan et al.,
1998). A descoberta de que a resisténcia ¢ devido a polimorfismo do locus Mi traz fortes
evidéncias de que a resisténcia a M. exigua tenha as mesmas caracteristicas. Estudos de
expressdo transiente de genes quiméricos com Mi-1./ e Mi-1.2 sugerem que a morte celular

esta envolvida no mecanismo de resisténcia para este gene (Hwang et al., 2000).
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O terceiro gene e ultimo até o momento, também isolado por clonagem baseada em
mapa, € o Gpa2, que confere resisténcia ao nematéide cistico de batata Globodera pallida
(Rouppe van der Voort et al., 1999). A figura 4 apresenta de forma esquematica a estrutura

provavel das proteinas codificadas pelos trés genes de resisténcia a nematdides isolados até o

momento.
LR T™
0§ I Hs1po-1
Lz NBS LRR _
l W] - W
Lz NBS LRR
CI T [ T Goa2

Figura 3: Estrutura protéica provavel de genes de resisténcia a nematdides. LR indica a posi¢do
da regido rica em leucina € TM um possivel dominio transmembrana. LZ indica um possivel ziper de
leucina; NBS, uma regiéo conservada que possui um sitio de ligagdo a nucleotideos, e LRR, regido de

repetigdo rica em leucina (adaptado de Williamson, 1999).

O dominio LRR esta presente nos genes Hs /", Mi e Gpa, apesar de HsI”*" pertencer a
um grupo diferente e compartilhar pouca homologia de seqiiéncia com Mi e Gpa. O primeiro
possui uma regido transmembrana que sugere uma localizagdo na membrana plasmatica onde
reconhecera elicitores do patdgeno, além de estar presente em cdpia simples no genoma. O
segundo e terceiro pertencem a Classe 1 (Figura 1, Tabela 1), grupo dos RGAs, localizados
citoplasmicamente € com os dominios protéicos NBS e LRR. O gene Mi possui alta
similaridade com o gene Prf de tomate e Rpml de Arabidopsis, que conferem resisténcia a
Pseudomonas syringae. A seqiiéncia NBS-LRR também foi identificada no loco Cre3 em trigo,

que confere resisténcia ao nematoide cistico H. avenae (Lagudah et al., 1997).

5. Programa de melhoramento do cafeeiro

O atual programa de melhoramento genético desenvolvido no IAC, € realizado através
dos métodos tradicionais de cruzamentos € selegdo de progénies. O processo de selecdo

envolve exaustivos testes de avaliagdes de progénies de plantulas, propagag¢do daquelas
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resistentes € subsequentes avaliagdes em campo. Este processo de sele¢do pode ter sua
eficiéncia em muito melhorada com a utilizagdo de metodologias de genética molecular. Entre
estas é bastante utilizada a identificagido de marcadores moleculares associados a
caracteristicas agrondmicas de interesse. No entanto, os resultados obtidos até 6 momento nem
sempre tém se mostrado promissores. Avaliagdes feitas em variedades comerciais de café
utilizando marcadores moleculares de RAPD, AFLP e microssatélites apresentaram baixa
variabilidade genética entre as variedades (ainda néo publicado) o que dificulta a utilizagdo
destes tipos de marcadores na selegfo assistida. Nesta dissertagdo, um outro tipo de estratégia
foi avaliada. Genes envolvidos com o mecanismo de resisténcia foram identificados e
subseqiientemente foi feita a analise molecular dos mesmos. Nessa andlise foi avaliada a
variabilidade genotipica para locos identificados, assim como o seu padrdo de expressdo em
resposta ao ataque (infecgdo) por nematéide. Tais polimorfismos alélicos poderdo entdo ser
utilizados como marcadores diretos em programas de selecfo. Inicialmente foram avaliados os
mecanismos de resisténcia do cafeeiro a M. exigua. Foi escolhido este nemat6ide uma vez que
a resisténcia a M. exigua foi inicialmente caracterizada, como tendo padrio caracteristico de
heranga monogénica (Fazuoli, 1981). No entanto, o nimero de genes e o tipo de heranga
relacionado com a resisténcia a M. incognita, presentes na variedade Apoata de C. canephora,

porta-enxerto resistente, ainda ¢ assunto de investigagdes (Carvalho et al., 1991).

Até 0 momento, no Brasil, ndo foram desenvolvidas variedades de C. arabica resistentes
a nematoides do género Meloidogyne. Alguns acessos da Etidpia sdo resistentes, porém,
apresentam producgfio e adaptagio bem inferiores as do Mundo Novo e Catuai, altamente

susceptiveis (Gongalves et al., 1998).

A obtengdo de variedades resistentes a doengas e pragas em café tem sido feita através
dos métodos tradicionais de melhoramento, onde genes de interesse sdo introduzidos através
de cruzamentos. Este processo € longo e de custo elevado devido ao longo ciclo de vida do
cafeeiro. Assim, a utiliza¢@o das técnicas de Engenharia Genética representa uma alternativa
na qual a obtengdo de variedades, com caracteristicas especificas, poderia ser realizada sem
necessidade de cruzamentos de maneira rapida e econdmica. Para uma ampla utilizagdo das
modernas tecnologias, no entanto, é imprescindivel a identificagfio e a caracterizagdo de genes

de interesse agrondmico.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL.:

Identificacdo e clonagem de seqiliéncias génicas tipo RGA em espécies do género Coffea e
avaliacdo da expressdo génica de seqiiéncias de RGA em progénies resistentes e susceptiveis

ao nematoide Meloidogyne exigua.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Capitulo 1: Amplificagdo e identificac@o de andlogos de genes de resisténcia em espécies do

género Coffea.

» Amplificacdo de RGAs em café a partir de primers heter6logos;

. Clonagem e sequenciamento dos fragmentos amplificados;

. Identificagdo das seqiiéncias por comparagdo com seqiiéncias do GenBank;

» Caracterizagdo dos RGAs em caf€.

Capitulo 2: Anilise da expressdo de RGAs em gendétipos resistentes e susceptiveis ao

nematoide Meloidogyne exigua na presenca e auséncia do patégeno.
« Amplificagdo por RT-PCR de RGAs expressos;
« Clonagem e sequenciamento dos cDNAs amplificados para confirmagéo das seqiiéncias;

. Analise do padrio de expressdo de plantas resistentes e susceptiveis a0 nematé6ide ao longo

do tempo ap6s a inoculagdo do patégeno.
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CAPITULO 1

AMPLIFICACAO E IDENTIFICAGCAO DE
ANALOGOS DE GENES DE RESISTENCIA EM

ESPECIES DO GENERO Coffea
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1.1. INTRODUGAO

A identificag@o de genes relacionados com a resisténcia a pragas e doengas em plantas € de
grande importancia para o entendimento dos mecanismos de defesa envolvidos. Atualmente,
alguns desses genes identificados em diferentes espécies vegetais ja foram caracterizados em
nivel molecular e apresentam dominios protéicos conservados (Baker et al., 1997). Com base na
homologia dessas seqiiéncias génicas, analogos de genes de resisténcia (RGA) tém sido isolados
em espécies diversas. Em café, apesar de ja estarem disponiveis comercialmente variedades
resistentes a doengas e pragas, nenhum gene diretamente envolvido na resisténcia foi identificado
e caracterizado molecularmente.

Nesta etapa, através da utilizagdo de seqiiéncias homoélogas de RGAs conhecidos, foram
construidos primers heterdlogos que permitiram a amplificagéo, clonagem e sequenciamento de
RGAs em café. Desta forma, foi possivel identificar alguns RGAs em diferentes espécies de café.
As seqiiéncias identificadas estdo agrupadas em duas familias distintas, confirmando-se a
multigenicidade da classe NBS-LRR. Além disso, estéio presentes em varias copias no genoma
e sdo conservados mesmo em espécies diferentes de café. A andlise das seqii€ncias permitiu
ndo sé a identificagdo destes genes em café como também a visualizacdo das relagdes de
parentesco entre os genotipos analisados.

A identificacdo de possiveis genes R € o primeiro passo para o entendimento dos
mecanismos de resisténcia a pragas e doengas em plantas. A partir desta identificacdo sera
possivel a clonagem dos genes e a verificagdo de sua participagio em situagdes de
patogenicidade, experimentos favorecidos pelo surgimento de técnicas moleculares cada vez

mais avancadas.
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1.2. MATERIAL E METODOS

1.2.1. Material Vegetal

Folhas jovens de C. arabica var. Mundo Novo, material susceptivel a nematéides, bicho-
mineiro e ferrugem; C. arabica var. Icatu Vermelho, resistente a ferrugem; C. canephora var.
Apoati e C. racemosa, resistentes a nematodides, bicho-mineiro e ferrugem, pertencentes ao
Programa de Melhoramento e ao Banco de Germoplasma de Coffea do IAC foram coletadas e

mantidas em nitrogénio liquido até o momento da extrag3o.

1.2.2. Extracdo de DNA de café

Para a padronizagdo da extragdo de DNA de café, foram testados dois protocolos. O primeiro
protocolo testado foi retirado de Orozco-Castillo e colaboradores (1996) em que 1g de folhas
jovens foram lavadas com etanol 70% e macerados em N; liquido na presenca de 400mg de
carvio ativado. O tecido macerado foi ressuspendido cuidadosamente em 10ml de Tampéo de
Extracdo (2% de MATAB, 0,10M Tris-HCI pH 8,0, 20mM EDTA pH 8,0, 1,4M NaCl, 0,1%
DTT), pré-aquecido a 65°C. Apds 30 min. de incubagdo a 65°C, adicionou-se 7,5ml de
cloroférmio, misturando até que a emulsdo estivesse formada. A solugéo foi centrifugada por
5 min. a 1000g a 4°C e ao sobrenadante, ap6s filtragdo em Miracloth, acrescentou-se 1 volume
de isopropanol. Apos incubagdo a temperatura ambiente por 15 min., a solugdo foi
centrifugada a 10.000g por 15 min. e o sobrenadante descartado. O pellet foi ressuspendido
em 200ul de TE (10mM Tris-HCI pH 8,0, ImM EDTA pH 8,0) acrescido de 20ul de RnaseA
10mg/ml e incubado a 65°C por 15 min. A solugdo foi centrifugada a 8.000g por 5 min. a 4°C.
O sobrenadante foi transferido para um novo tubo onde foi adicionado 0,1 volume de 3M de
acetato de sodio pH 5,2 e 2 volumes de etanol absoluto gelado. Apés centrifugacdo a 10.000g
por 15min. a 4°C, o sobrenadante foi descartado € o DNA ressuspendido em 100pl de TE.

O segundo protocolo testado foi retirado de Paillard e colaboradores (1996). Neste
protocolo, 1g de folhas frescas foram lavadas em etanol 70% e maceradas em N;. O p6 obtido
foi ressuspendido em 7ml de Tampdo de Extragdo (0.35 M de Sorbitol, 0.10 M de Tris-HCI
pH 8.0, 50 mM EDTA pH 8.0, 1,5% P - mercaptoetanol) e centrifugado a 1000g, por 20 min.
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a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspendido em 2,5 ml de Tamp3o
de Extra¢do. A essa solugdo acrescentou-se 3,5 ml de Tampdo de Lise (0.2 M Tris-HCI pH
8.0, 50 mM EDTA pH 8.0, 2 M NaCl, 2% (w/v) MATAB) e 0,7 ml de SDS 10%. Apés
incubacdo da mistura a 65°C por 30 min. adicionou-se 7 ml da solugdo de cloroférmio: alcool
isoamilico (24:1), misturando até que a mistura ficasse homogénea. Depois de centrifugacio a
1000g, por 15 min. a 4°C foi feita a transferéncia da fase aquosa superior para um novo tubo.
O DNA foi precipitado adicionando-se 0,1 volume de acetato de sodio 3M pH 5,2 e 1 volume
de etanol absoluto gelado. A solugdo foi centrifugada a 10.000g por 15min. e o sobrenadante
descartado. Apds a evaporagdo do etanol do precipitado, ressuspendeu-se 0 DNA em 1 ml de
TE (10mM Tris-HCI pH 8,0, ImM EDTA pH 8,0) com RNAse a 200ug/ml. Apés incubagdo
por 30min. a 37°C, adicionou-se 1 ml de solug&io fenol : cloroférmio : alcool isoamilico
(25:24:1) e centrifugou-se a 8.000g, por 10 min. a 4°C. A fase aquosa superior foi transferida
para novo tubo para outra precipitagdo do DNA (adicionando-se 0,1 volume de acetato de
sodio 3M pH 5,2 e 1 volume de etanol absoluto gelado). A solugéo foi centrifugada a 10.000g
por 15 min., o sobrenadante descartado e o precipitado ressuspendido em 200ul de TE, apés a
evaporagdo do etanol. O material foi quantificado em gel de agarose 0.8% em TAE 1X

utilizando como parametro pGEM a 20ng/ml.

1.2.3. Amplificacdo e identificacdo de seqiiéncias homdlogas

Em uma primeira etapa foram desenhados primers (Figura 2), baseados em alinhamento de
seqiiéncias de genes heterdlogos, tais como Mi (AF091048), Cre3 (AF052641), rpml
(AF114171), obtidas em banco de dados (GenBank). Os primers amplificaram regides de
genes que contém o dominio NBS e regido intermediaria NBS-LRR de proteinas de
resisténcia.

Foram testadas cinco condi¢bes de reagdo diferentes para a obtencéo de bandas resultantes da

amplificagdo do DNA a partir dos primers degenerados:
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Reacgido 1 2 3 4 5
Condicdes
DNA 250ng ¢ 500ng 250ng e 500ng 100ng e 250ng 250ng e 500ng 250ng
Primers KIN1 x EGF1 a|KINI x EGF1 a|KIN1 x EGFI;{KIN1 x EGFI1;|KIN1 x EGFI;
0,5 e 1pmol/ul | 0,5 pmol/ul KINI x MHDI1 a | KIN! x MHDI1 a|{KINI x MHD1 a
0,5 pmol/pl 0,5 pmol/ul 0,5 pmol/ul
Tampio 1X 1X 1X 1X 1X
MgCl, 1e2mM 1 e2mM 2mM 2mM 2mM
dNTP 0,2mM 0,2mM 0,2mM 0,2mM 0,2mM
Taq Polimerase |2,5U 2,50 25U 25U 25U
Agua q.s.p. q.s.p. g.s.p. g.s.p. q.s.p.
Volume total S0pl S50ul 50ul 50ul 50ul
Condi¢oes do|lx 95°C por|ix 95°C por|lx 95°C por|lx 95°C por|lx 95°C por
termociclador Smin. Smin. Smin. Smin. Smin.
30x 95°C por 1’; | 30x 95°C por 1°; ] 30x 95°C por 1°; | 30x 95°C por 1°; | 30x 95°C por 1’;
55°C por 1,5;| 50°C por 1,5°;| 48°C por 1,5°;{ 52°C por 1,5°;] 50°C por 1,5%;
72°C por 2°. 72°C por 2. 72°C por 2. 72°C por 2. 72°C por 2.
1x 72°C por 10> [ 1x 72°C por 10° | 1x 72°C por 10° | 1x 72°C por 10° | 1x 72°C por 10

As melhores condi¢des foram estabelecidas na reagdo 5 (ver Resultados e Discussdo). Os
fragmentos obtidos foram purificados utilizando-se o kit de purificagdo de bandas em gel

GFX™ (4mersham Pharmacia Biotech).

1.2.4. Clonagem e andlise de produtos de PCR

A clonagem dos fragmentos foi feita utilizando-se o kit comercial: pMOSBlue blunt ended
cloning kit (Amersham Pharmacia Biotech). Para o par KIN/EGF foram clonados fragmentos
amplificados de C. arabica var. Mundo Novo e C. canephora var. Apoatd. Para o par
KIN/MHD foram clonados além dos genétipos anteriores, C. arabica var. Icatu Vermelho e C.
racemosa.

Pelo menos 40 clones de cada individuo foram sequenciados pelo método de dideoxi (Sanger

et al., 1977), utilizando um kit de sequenciamento do tipo ABI-PRISM Dye Terminator. Os

programas ClustalW

(http://bio.lundberg.gu.se/eduw/msf2.html), Toolkit

(http://arbl.cvmbs.colostate.edu/molkit/translate/index.html), e Blast (Altschul ez al., 1990).

utilizados para a andlise das seqiiéncias  foram:

Molecular
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A verificagdo da freqiiéncia de RGAs foi feita através da técnica de Southern blotting
(Sambrook & Hussell, 2001). A marcagdo da sonda para a hibridagéo radioativa foi feita a
partir de clones de RGA sequenciados € confirmados como RGA com o kit Megaprime DNA
Labeling System RPN (Amersham Pharmacia Biotech) e¢ a remogfo de nucleotideos
incorporados foi realizada com o kit ProbeQuant™ G-50 Micro Columns (4dmersham
Pharmacia Biotech). As condigdes de hibrida¢do e lavagem seguiram os protocolos de

Sambrook e Hussell (2001).

1.2.5. Arvore filogenética

Para a inferéncia filogenética, foi utilizado o método de agrupamento Neighbor-joining (NJ)
(Saitou & Nei, 1987) com distincia-p para o célculo de distdncia genética. A construgdo da
arvore NJ e os testes de bootstrap com 5.000 replicagdes foram realizados utilizando-se o
programa computacional MEGA?2 (Kumar et al., 1993).

Apesar da distdncia-p ndo levar em consideragdo substituigbes multiplas, ela ainda ¢
eficaz quando a distincia média entre as espécies € menor do que 0,20 (Russo ef al., 2001;
Nei, 1991). Na verdade, na faixa de 0 a 0,20, ndo existe muita diferenca na média da distancia
estimada pelos diferentes métodos para célculo da distincia. Portanto, a mais recomendada,
nesse caso, seria a p, ja que sua varidncia € menor (Russo et al., 2001; Nei, 1987, 1991; Russo,

1997).

1.2.6. Mapa de restrigdo — verificagao de seqiiéncias

Através do programa WEBCutter, disponivel em rede pelo site:
http://www.bionet//hypermail/METHDS-REAGNTS/methods.199811/0054.html, foi
construido o mapa de restricdio para todas as seqiiéncias obtidas. Comparando-se os mapas
observou-se que a enzima de restricio Msel possui sitios de restri¢do informativos para
visualizagio em gel de agarose, com fragmentos de tamanhos definidos e de fécil distingéo.
Portanto, a enzima Msel foi escolhida para a confirmagdo das seqiiéncias génicas. Apds
amplificagdo das seqiiéncias por PCR, elas foram isoladas e purificadas para posterior digest&o

com Msel. A separagio dos fragmentos digeridos foi feita em gel de agarose 2%.
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1.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

1.3.1. Extracdo de DNA

Para que a andlise da variabilidade de RGAs ndo se restringisse apenas a gendtipos
resistentes a nematdides, foram testados diferentes espécies de Coffea, que foram escolhidos com
base na menor ou maior susceptibilidade a patégenos. Assim, foram coletadas folhas das espécies
C. arabica var. Mundo Novo, altamente susceptivel, C. arabica var. Icatu Vermelho, resistente a
ferrugem, e C. canephora var. Apoatd, resistente a nematdide ¢ C. racemosa, resistente a
ferrugem, bicho-mineiro e nematdide.

Devido a presen¢a de muitos compostos fendlicos em café que levam a uma rapida
oxidac#o dos tecidos, 0 DNA foi extraido do material recém-coletado e ainda fresco. Ambos os
protocolos testados, descritos no item Materiais e Métodos, foram satisfatorios para a extragdo de
DNA em café. Portanto, o segundo protocolo (Paillard et al.,1996), mais rapido e pratico, foi
adotado.

1.3.2. Testes de amplificacdo de RGA

A utilizagdo de primers heterdlogos exige que as condi¢des experimentais de PCR,
principalmente a temperatura de anelamento, sejam testadas, a fim de se identificar aquelas que
permitam uma amplificaggio especifica do gene desejado.

Os resultados obtidos com as diferentes condi¢des de PCR testadas s&o mostrados na figura
1.3.1. Diferentes concentragdes de DNA, MgCl, e primer, assim como diferentes temperaturas de
anelamento foram testadas. As melhores condi¢Ses foram estabelecidas na reagdo 5, com 250ng
de DNA, 2mM de MgCl,, 0,5 pmol/ul de primer e 50 °C de temperatura de anelamento (Figura
1.3.1E). Com temperaturas de anelamento de 52 e 55°C nio houve amplificagio de fragmentos
(Figuras 1.3.1D e A). Procurando manter a maior estringéncia possivel, descartou-se a
amplifica¢do a 48°C, uma vez que outras bandas, de tamanhos variados, foram amplificadas na

PCR (Figura 1.3.1C).
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Figura 1.3.1: Testes de amplificagdo por PCR. (A) Reagdo 1, temperatura de anelamento a 55°C;
(B) Reag@o 2, temperatura de anelamento a 50°C; (C) Reagdo 3, temperatura de anelamento a 48°C; (D)
Reagdo 4, temperatura de anelamento a 52°C; (E) Reagdo 5, temperatura de anelamento padronizada a
50°C; canaleta 1, PM 250pb; de 2 a 10, primers KIN1 x EGF1; de 13 a 22, primers KIN1 x MHD1.

Dentre as bandas obtidas por PCR, foram selecionadas bandas monomorficas e que
coincidissem com o tamanho esperado para cada par de primers. De acordo com Seah e
colaboradores (1998) o par KINI/EGF1 amplifica, em trigo e cevada, um fragmento de
aproximadamente 530pb que foi identificado como possivel RGA. Ja para o par KINI/MHDI, o
fragmento obtido teria entre 590 a 690pb, considerando os RGAs descritos por Collins e
colaboradores (1998) em milho (Zea mays). O par de KIN/'MHDI foi o que gerou bandas mais
fortes e definidas, ou seja, teve melhor amplificagdo, fragmentos com 680pb (Figura 1.3.1E).

25



1.3.3. Amplifica¢do de RGA para clonagem e sequenciamento

Os fragmentos correspondentes ao tamanho esperado foram entdo isolados, purificados e
clonados. Um total de 40 clones de cada espécie foram sequenciados, e apenas seqiiéncias
repetidas em pelo menos dois clones distintos foram consideradas para analise. Isto foi feito a
fim de se evitar erros na interpretagdo dos polimorfismos em seqiiéncias decorrentes de falhas
de PCR ou sequenciamento.

Dentre os fragmentos obtidos pela amplificagdo dos primers KIN/EGF para os quatro
gendtipos em estudo (Mundo Novo -MN, Icatu Vermelho - [V, C. racemosa - RA e Apoati -
AP), apenas MN e AP apresentaram quantidade suficiente para purificagdo e clonagem dos
fragmentos. Por este motivo, os fragmentos clonados e sequenciados resultantes da

amplificagdo por KIN/EGF sdo referentes apenas aos genétipos MN e AP (Figura 1.3.2).

100ph MM AP MN n AP RA

Figura 1.3.2: Fragmentos amplificados por KIN/EGF e KIN/MHD para clonagem e sequenciamento.

1.3.4. Identificacdo de RGA em café

Apés o sequenciamento, as seqiiéncias foram analisadas utilizando-se programas
disponiveis on-/ine para alinhamento e conversdo protéica de seqiiéncias nucleotidicas. Devido a
presenga de regides protéicas conservadas em RGAs ja descritos, o alinhamento de seqgiiéncias
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protéicas deduzidas torna-se mais informativo em relagdo ao alinhamento de seqiincias
nucleotidicas. Portanto, as discussées serdo baseadas nos alinhamentos protéicos. As seqiiéncias
de nucleotideos dos RGAs amplificados s3o apresentadas no Apéndice 1.

A anélise das seqiiéncias mostrou que a utilizagdo de primers heterélogos foi eficiente na
amplificagdo de seqliéncias de RGAs em café. As seqiiéncias amplificadas sdo altamente
similares as seqiiéncias de outras espécies depositadas no GenBank (BLAST) pertencentes a
classe NBS-LRR de RGAs. A figura 1.3.3 apresenta o alinhamento de algumas seqiiéncias de
café com seqiiéncias do GenBank. Os valores de E, porcentagem de identidade e de positivos sdo
consistentes com a identificagdo destas seqiiéncias como pertencentes a classe NBS-LRR.

As regides kinase2a, kinase3a, GLPL, LSY, CFA, EGF e MHD sio notadamente as
mais conservadas dentre os RGAs. Porém, pode-se considerar, levando-se em conta a
distAncia genética entre as espécies alinhadas (Figura 1.3.3) — Phaseolus vulgaris, Arabidopsis
thaliana, Lycopersicon esculentum e espécies do género Coffea -, que as seqiiéncias, em toda
extensdo, sdo altamente conservadas. As seqiiéncias obtidas pela amplificagdo por KIN/EGF
(Figura 1.3.3a) apresentaram-se mais conservadas do que aquelas obtidas por KIN/MHD
(Figura 1.3.3b). Estas Gltimas apresentaram sinais de possiveis dele¢Ses ou inser¢des, que
apesar de conservadas entre as séqﬁéncias do café (Figura 1.3.4), sdo diferentes das seqii€ncias
de outras espécies avaliadas. Tais delegdes/insergdes, até o momento especificas em café,
podem caracterizar um evento importante na evolugdo dessa familia génica em estudos de
filogenia de grupos vegetais.

As seqiiéncias amplificadas por KIN/EGF sdo muito similares ao gene Mi-1.2, que
confere resisténcia a nematdides formadores de galha e afideos (Milligan ef al., 1998) ¢ ao
gene Prf, que confere resisténcia a Pseudomonas syringae (Salmeron et al., 1996). Estes dois
RGAs, sdo genes cuja participagdo na resisténcia aos respectivos patogenos ja foi comprovada.

Nio ha evidéncias de que a utilizagdo de primers degenerados para diferentes dominios
isole um novo grupo de seqiiéncia, contudo, as seqiiéncias identificadas neste trabalho
representam apenas pequena parcela do total previsto para um genoma. Em Arabidopsis
existem aproximadamente 200 genes contendo o dominio NBS, representando por volta de 1%
de todos os genes (Meyers et al., 1999). Portanto, para se isolar um maior numero de
seqiiéncias, seriam necessarias diferentes combinagdes de primers (Meyers et al., 1999) ou, no

caso do café, buscar as seqiiéncias expressas de RGAs disponibilizadas pelo Genoma Café.
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Figura 1.3.3 : Alinhamento de seqiiéncias de café com seqiiéncias de RGAs do banco de dados.
(A) Primers : KIN e EGF (Figura 1). (B) Primers : KIN e MHD (Figura 1). Tospovirus resistance
protein B - Lycopersicon esculentum (AAG31014) com Apoata 1: valor de E Se-37, identidade 42 %,
positivos 66 %. Prf-Lycopersicon pimpinellifolium (AAF76308) com Apoatd 3: valor de E 1e-45,
identidade 49 %, positivos 70 %. NBS-LRR resistance-like protein J71 - Phaseolus vulgaris
(AAK61317) com C. racemosa: valor de E 5e-37, identidade 38 %, positivos 57 %. Disease resistance
protein, putative - Arabidopsis thaliana (NP188065) com Icatu Vermelho 2-2: valor de E le-35,
identidade 37 %, positivos 59 %. Root-knot nematode resistance protein - Lycopersicon esculentum
(AF039682) com Apoatid3: valor de E 3e-35, identidade 41% , positivos 61%. Em ginza claro estio os
aminoacidos que possuem a mesma propriedade bioquimica em todas as seqiiéncias alinhadas. Em
S - n cstio os aminodcidos que possuem a mesma propriedade bioquimica em pelo

menos duas seqiiéncias. Dentro dos retdngulos estdo as regides conservadas nos RGAs.
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Figura 1.3.4 : Seqiiéncias amplificadas em Coffea a partir de primers heterologos de RGAs. (A) Primers :

KIN e EGF. (B) Primers :

KIN e MHD. As seqiiéncias em ginza representam regides conservadas nos

RGAs. Dentro dos retangulos ( [ ) estdo as regides altamente conservadas em café. E no retingulo cinza

est a regido altamente variavel em cafe.
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1.3.5. Presenca de RGAs no genoma de todas as espécies

Todos os genétipos avaliados de café amplificaram fragmentos de RGA, incluindo a
espécie altamente susceptivel C. arabica (var. Mundo Novo). Essas observagdes sugerem que
as sequiéncias amplificadas podem representar diferentes alelos, mutantes regulatrios ou
genes ndo funcionais (pseudogenes) para a resisténcia a patdogenos. A possibilidade da
presen¢a de pseudogenes ndo € descartada, j& que foi reportada tanto no loco Cre3 de trigo

(Lagudah et al., 1997) quanto no loco Mi de tomate (Milligan ef al., 1998).

1.3.6. Conservagdo em outras espécies

A similaridade entre as seqli€ncias de café € muito alta, sendo que a principal fonte de
polimorfismo s@o mutagdes pontuais. Ja foi observado que membros de uma mesma familia
génica diferem apenas por substitui¢des simples de aminoacidos (Lagudah et al., 1997), assim
como os alelos resistentes e susceptiveis do gene Pi-ta (Bryan et al., 2000). Além disso,
estudos recentes demonstraram que a substitui¢do de um unico aminoacido no dominio NBS
de um gene R do tipo TIR-NBS-LRR de Arabidopsis caracterizou um mutante com elevada
resisténcia a bactérias, quando comparado a planta silvestre (Shirano et al., 2002). Isto indica
que a conservagdo da regido NBS ¢ importante para a manutenc¢do da fungdo dos RGAs.

A ocorréncia de mutacdes neutras também ¢é freqiiente e a alteragdo de aminoacidos de
diferentes propriedades bioquimicas nas regides conservadas sdo mostrados na figura 1.3.4.
Estas alteragdes podem ter papel importante na conformagdo protéica atribuindo fung¢Ges
diferentes para as diferentes seqiiéncias. Além das regides conservadas ja descritas para RGAs
(Figura 1), o género Coffea apresentou seqiiéncias particularmente similares e altamente
conservadas entre as diferentes espécies avaliadas (Figura 1.3.4). A conservacgéo destas regides
pode ser atribuida a eventos de sinalizagfo especificas em café, importantes no mecanismo de

defesa.
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1.3.7. Caracteristicas das seqiiéncias de RGA
1.3.7.1. Auséncia de introns

Um mRNA de aproximadamente 4kb correspondente a Mi esta presente em raizes e
folhas de tomates resistentes (Milligan et al., 1998; Rossi ef al., 1998) sendo que o transcrito
primério contém dois introns, um anterior € outro posterior ao sitio de inicio de traducdo
(Williamson, 1998). No entanto, nenhum intron estd presente na regido NBS e inter NBS-
LRR, regido amplificada neste trabalho. Estudos de amplificagdo de RGA por primers
degenerados observaram a auséncia de introns nestas regides, confirmadas com a obteng¢&o dos
dominios protéicos conservados em uma mesma fase de leitura (Seah et al., 1998; Kanazin et
al., 1996; Leister et al., 1996). Portanto, toda a seqiiéncia amplificada esta sendo traduzida,

permitindo a utilizagdo de seqii€ncias de aminoécidos para melhor comparagéo.

1.3.7.2. Duas familias distintas

Para uma analise mais apurada das seqiiéncias nucleotidicas foi construida uma arvore
filogenética utilizando o método de agrupamento de Neighbor-Joining com distancia-p para o
calculo de distancia. Os dois pares de primers utilizados amplificaram, coincidentemente,
seqiiéncias localizadas em dois grupos distintos na arvore génica (Figura 1.3.5), caracterizando
duas familias distintas de RGA, nomeadas familia EGF e familia MHD. A propor¢éo de
diferencas nucleotidicas calculada pela distancia p (0.25 < p < 0.30), os valores do nivel de
confianca dados pelo boostrap (BCL) e a presenga de um RGA externo (4rabidopsis) incluido
em uma das familias ddo consisténcia a disting@o das duas familias.

A divisdo das seqiiéncia em duas familias também € consistente com a ramificagéo,
valor de bootstrap de 100%, que separa as familias em dois grupos (Figura 1.3.5). O
enraizamento da drvore com um grupo externo ndo foi possivel, pois, até o momento, néo foi
identificada nenhuma seqiiéncia ancestral as duas familias. Portanto, os grupos externos
utilizados foram RGAs de outras espécies pertencentes & familia MHD (AB028617) e a
familia EGF (AF039682 e AF320848) (Figura 1.3.5).

Comparando-se as regides conservadas kinase3a, LSY, CFA e EGF entre as seqiiéncias
amplificadas pelas duas familias, observam-se aminoacidos distintos, mas que sdo

conservados dentro de cada familia (comparagio entre as figuras 1.3.4A e 1.3.4B). Estes
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aminoacidos possuem as mesmas propriedades bioquimicas, possivelmente mantendo a
caracteristica estrutural do peptideo. Isso comprova que as duas familias pertencem a
superfamilia NBS-LRR, incluidos na classe non-TIR de NBS (Meyers et al., 1999), distintos,
portanto, dos genes N, RPP5, L6, M que sdo do tipo NBS-TIR.

A presenca da mesma seqii€éncia na familia amplificada por KIN/EGF entre os cultivares
Mundo Novo e Apoatd (Figura 1.3.5) pode evidenciar genes homdlogos provenientes de C.
canephora, considerado um dos possiveis pais de C. arabica (Lashermes ef al., 1999). Mesmo
sendo um alotetrapléide, 2n=44, originado do cruzamento de C. eugenioides X C. canephora
seguido de duplicagdo cromossdmica, C. arabica apresentou um unico alelo, enquanto C.
canephora, 2n=22, apresentou trés seqiiéncias bem distintas para essa familia de RGA. Uma
possivel explicagdo para esta observagdo estd na propria biologia do café. Enquanto C.
canephora é aldbgama, com incompatibilidade gamética, C. arabica ¢ autégama. Este tipo de
reprodugdo leva a restrigdo da variabilidade genética em C. arabica, através da fixagdo de
alelos. Em C. canephora ocorre o oposto € a obtengdo de novas seqiiéncias é resultado da
recombinagdo de diferentes genotipos. Além disso, o tempo de diversificagdo alélica é bem
maior para C. canephora (espécie mais antiga) do que para C. arabica, possibilitando o
aciumulo de mutagdes. '

As seqiiéncias da familia MHD podem ser divididas em dois grupos, grupo A e B,
sustentados pelos valores de bootstrap (Figura 1.3.5) e pelo alinhamento apresentado na figura
1.3.4. A seqiiéncia de Icatu Vermelho 2-2, apesar de estar localizada no grupo A é uma
seqiiéncia hibrida destes dois grupos, como mostra a figura 1.3.4B. Enquanto no dominio
GLPL a seqiiéncia apresenta o aminoacido L do grupo A, no dominio CFA apresenta o
aminoacido R do grupo B. Este é um forte indicio da ocorréncia de recombinagéo intragénica
no cruzamento de C. arabica e C. canephora que resultou no hibrido Icatu Vermelho. A
provavel origem desta seqii€ncia esta esquematizada na figura 1.3.6.

A evolugdo independente entre as duas familias (Figura 1.3.5) demonstra que ndo ha
intera¢do por recombinagdo, ou seja, estdo localizados em locos diferentes, ou estéio dispostas

em posi¢des invertidas no genoma (Hulbert ez al., 2001).
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Figura 1.3.5: Arvore génica das seqiiéncias nucleotidicas de RGAs em café obtida pelo indice de
Neighbor-joining com disténcia-ﬁ. Os niveis de confianga de bootstrap (BCL) a partir de 5.000
replicages esta apresentado em cada nd. Todas as seqii€ncias de um mesmo gendtipo pertencem a um
Gnico individuo e sdo as mesmas seqiiéncias de nucleotideo que foram traduzidas para as figuras 1.3.3
e 1.3.4 de alinhamento de peptideos. O sinal de * nas ramificagdes apresentam seqiiéncias idénticas e

que, portanto, apresentam valor esperado de bootstrap de 100%.
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Figura 1.3.6: Possivel origem da seqiiéncia hibrida de Icatu Vermelho.
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A observagé@o de que ocorre maior similaridade entre seqiiéncias de diferentes espécies
dentro da mesma familia do que entre as diferentes familias sugere que as duas familias
estudadas neste trabalho sdo paralogas entre si. Genes paralogos s@o aqueles que surgiram a
partir de eventos de duplicagéo e que possuem evolugdo independente se ndo interagirem por
recombinagdo (Hulbert ef al., 2001). Por outro lado, dentro de uma mesma familia, genes que
se derivaram de um ancestral comum ¢ que ocupam posi¢des idénticas em uma familia génica
sdo denominados de genes ortdlogos. Neste trabalho nfo existe a possibilidade de inferéncia
de quais genes seriam ortélogos entre si.

A evolugdo independente entre as familias também € suportada pelo fato de que
enquanto a familia MHD apresentou alta divergéncia de seqiiéncias, a familia EGF apresentou
baixa divergéncia. A alta divergéncia ¢ caracterizada pelo longo comprimento dos ramos € nos
muito proximos na arvore filogenética, enquanto a baixa divergéncia é caracterizada pelos nos

mais distanciados (Figura 2.3.5).

1.3.7.3. Multigenicidade

Um grupo de seqiiéncias € considerado como pertencente a uma familia multigénica,
quando genes de um unico individuo sdo gerados por duplicagdo génica a partir de uma
seqiiéncia ancestral. Isto €, para uma espécie dipldide, pelo menos trés seqiiéncias distintas,
identificadas como um mesmo gene, caracterizam uma familia multigénica. No caso de locos
simples, a presenca de trés alelos sé seria possivel em plantas tripldides. As seqiiéncias
apresentadas nas figuras 1.3.3 e 1.3.4 pertencem a um unico individuo de cada espécie,
sugerindo que os RGAs em café pertencem a uma familia multigénica. Isso é observado pela
obtengdo de duas familias génicas a partir de grupos de amplificagdes diferentes, sendo que o
esperado seria a amplificagdo de uma mesma seqiiéncia, apenas maior quando amplificada
com o primer MHD, que € localizado mais adiante de EGF (Figura 1). Além disso, Apoati
apresentou trés alelos distintos para a familia EGF, mesmo sendo dipléide (Figura 1.3.4A).
Portanto, estas seqiiéncias representam claramente uma familia multigénica que ¢

caracteristica dos genes de resisténcia que compartilham os dominios NBS-LRR.

1.3.8. A divisdo das familias EGF e MHD ocorreu antes da especiacdo do café
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C. racemosa é uma espécie silvestre de café que ndo possui parentesco direto com
nenhuma outra em estudo, ou seja, € a mais distante geneticamente. Com isso, podemos
comparar a diversificagdo das espécies de café avaliadas nesta tese, com a separagido dos
RGAs nas duas familias distintas, EGF e MHD. Neste caso, se a divisdo entre estas duas
familias fosse anterior a especiacdo do café, a seqliéncia de C. racemosa deveria estar
localizada como um grupo externo para ambas as familias, o que n@o ocorreu. A seqiiéncia
tnica de C. racemosa pertence a familia MHD e mesmo sem a amplificagdo de seqiiéncias da
familia EGF, este enraizamento poderia ser observado. Até o momento, nenhuma seqiiéncia
pertencente a familia MHD foi encontrada para monocotiledéneas no GenBank. A auséncia da
familia MHD em monocotiledoneas pode ser indicio de que a separagdo entre estas duas
familias ocorreu provavelmente durante a diversificagdo dos grupos de dicotiledoneas.

A familia MHD, apesar de apresentar maior numero de seqiiéncias diferentes em um
mesmo genoétipo, possui menor propor¢do de diferengas nucleotidicas, menos de 5% de
diferencas nucleotidicas distinguem as seqiiéncias desta familia. Provavelmente o tempo de
diversifica¢do ainda ndo foi suficiente para maiores diferengas nucleotidicas como ocorre em
EGF que chega de 15 a 20%. Convém relembrar que estas seqiiéncias sdo de regides
conservadas e que o gene também possui regides altamente variaveis, como o dominio LRR
portanto esses genes estariam sujeitos a um tipo de selecdo divergente (McDowell ez al., 1998;
Michelmore & Meyers, 1998). Para estudos mais detalhados sobre a evolugdo dos RGAs em
café, genes que estdo sob selegdo divergente, deve-se analisar o gene inteiro, j4 que apenas

parte dele ndo € significativa para inferir sobre as taxas evolutivas.

1.3.9. Origem dos gendtipos em estudo

A érvore génica (Figura 1.3.5), obtida para as seqiiéncias de RGAs amplificadas em café
nesse estudo, corrobora a historia evolutiva do café. C. arabica, representada pelo cultivar
Mundo Novo (MN), originou-se do cruzamento interespecifico natural entre C. canephora e
C. eugenioides seguido de duplicagdo cromossomica. Portanto, trata-se de um alotetrapldide
2n=44, enquanto que as espécies selvagens sdo dipléides 2n=22. Devido a esta caracteristica
tetraploide, esperar-se-ia maior variabilidade genética em C. arabica comparado as outras

espécies. Porém, a reprodugdio por autogamia restringiu esta variabilidade que foi mantida
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devido a sucessivos ciclos de melhoramento. Este fato pode ser comprovado pelos estudos de
caracterizagdo molecular dos cultivares de C. arabica, que apresentaram baixissima
variabilidade genética (Anthony er al, 2001; Anthony et al, 2002). C. canephora,
representado pelo cultivar Apoatd (AP), apresentou maior nimero de diferencas nucleotidicas
e de aminoacidos (Figura 1.3.4). E importante ressaltar que este cultivar é resistente a
diferentes patégenos, sendo, inclusive, utilizado como porta-enxerto para cultivares de C.
arabica. J4 a espécie C. arabica ¢ altamente susceptivel a pragas ¢ doengas, porém de maior
interesse econdmico devido a sua melhor qualidade de bebida.

Agrupamentos entre seqiiéncias de AP e MN ja eram esperados devido a relagdo de
parentesco direto entre os genoétipos. Estes agrupamentos podem ser observados tanto na
familia EGF quanto na familia MHD. Na familia EGF, as seqiiéncias Mundo Novo 1 e Apoati
1 sdo idénticas e provavelmente possuem a mesma origem. Na familia MHD a seqtiéncia AP
2-1 esta agrupada com MN 2-1 e MN 2-2 (Figura 1.3.5), separada das outras seqiiéncias MHD
com 90% de valor de bootstrap.

A variedade Icatu Vermelho (IV) de C. arabica, é proveniente do cruzamento artificial
entre C. arabica e C. canephora e subsequentes retrocruzamentos com C. arabica. Portanto, é
considerado uma variedade de C. arabica, sendo tetrapléide e possuindo resisténcia a
ferrugem. As seqiiéncias obtidas de IV variam entre as originadas a partir de C. canephora e
C. arabica, visualizadas através dos agrupamentos de seqii€ncias destes trés gendtipos (Figura
1.3.5).

C. racemosa € o Unico genotipo em estudo que ndo possui relagdo de parentesco direto
com nenhum dos outros genétipos. A arvore gé€nica mostra esta distancia em relago as outras
seqiiéncias. Enquanto as seqii€ncias para IV, MN e AP formaram um grupo dentro da familia

MHD, C. racemosa ficou como grupo externo para esta familia.

1.3.10. Variabilidade das seqiiéncias

A variabilidade de seqii€ncias existente nos genoétipos resistentes pode estar relacionada
com a resisténcia a diferentes patdgenos. A tabela 1.3.1 apresenta a rela¢do de resisténcia aos
principais patdgenos de café dos genétipos analisados. A espécie C. racemosa, no entanto,
apesar de altamente resistente, amplificou apenas uma seqiiéncia, indicando que
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provavelmente outros mecanismos além de polimorfismo alélico podem estar envolvidos com
a resisténcia a patégenos. Entre estes, pode-se citar a expressdo diferencial de alelos, o
polimorfismo em nivel de promotor e a variabilidade em regides fora da seqiiéncia
amplificada, principalmente no dominio LRR, responsével pela especificidade do patégeno. E
interessante salientar que apesar de C. racemosa apresentar um unico alelo, este possui um
niumero maior de substitui¢des de aminoacidos quando comparado as seqii€éncias de outros
genotipos (Figura 1.3.4). Este fato corrobora o distanciamento genético de C. racemosa em
relagdo as outras espécies.

A maioria dos genes R que sio membros de familias multigénicas estfio ordenados
formando locos complexos. Tal ordenagdo fornece substrato para eventos de recombinagéo
freqiientes, levando a origem de novos genes através de pareamento desigual, recombinagdo
intra/intergénica, e duplicagdo génica. Os eventos de recombinagdio conferem a planta
vantagem seletiva face a rapida evolugdo das populagdes de patégenos (Baker ef al., 1997).
Isto foi observado em linho a partir de eventos de recombinagdo intragénica no gene L
(Hulbert et al., 2001). Portanto, hibridos como o Icatu Vermelho podem ser fonte de novos
genes de resisténcia a diferentes patogenos. O gene identificado pela seqiiéncia hibrida Icatu
Vermelho 2-2, relatada anteriormente, pode ser responsavel pela resisténcia a uma raga ou

patogeno diferente da dos parentais.

Tabela 1.3.1: Classificagdo para resisténcia aos principais patégenos do género Coffea nos

gendtipos analisados. S - susceptivel, R - resistentes, S-R - depende do genétipo planta/patogeno.

Gendotipos Reacgdo quanto a resisténcia aos patogenos:
Meloidogyne spp. Leucoptera coffeella | Hemileia vastatrix
(bicho mineiro) (ferrugem)
Icatu Vermelho S S-R R
Mundo Novo S S S
Apoati S-R R R
C. racemosa S-R R R (campo) - S (lab)

1.3.11. Confirmacao das seqiiéncias de RGA baseada em mapa de restri¢do
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Com a finalidade de verificar a autenticidade das seqiiéncias de RGA obtidas, as
seqiiéncias nucleotidicas foram mapeadas por sitios de restri¢do utilizando-se o programa
WebCutter. O mapa de restri¢do para os fragmentos sequenciados de RGA indicou Msel como
uma enzima capaz de distinguir alguns grupos de seqiiéncias, pois resultou em fragmentos de
facil identificagdio de peso molecular. Os sitios de restri¢do de Msel para cada seqiiéncia estdo
apresentados na tabela 1.3.2 e o resultado da digestdo dos fragmentos por esta enzima estd
apresentado na figura 1.3.7.

Comparando-se os sitios de restrigdo resultantes do mapa (tabela 1.3.2) com os
fragmentos obtidos pela digestdo (Figura 1.3.7) os seguintes polimorfismos séo confirmados:

v seqliéncias 2-1 e 2-2 distintas de 2-3

MN seqiiéncias 2-1 e 2-2 distinta de 1

AP seqiiéncias 2-1 distinta de 2-2,2-3,1,2¢ 3

Tabela 1.3.2: Fragmentos de restri¢do gerados pela enzima Msel para as seqiiéncias de RGA.
Genétipo Seqiiéncia MSEI
v 2-4 (2-2) 354 464

2-16 (2-3)
2-5(2-1) 354 464
RA 2-25 (2-1) 354
MN 2-6 (2-2) 354 464
2-5(2-1) 354 464
1-10 (1)
AP 1-2 (1)
1-29 (3)
1-14 (2)
2-33 (2-1) 354
2-14 (2-3)
2-45 (2-2)
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A B PM
00pb py v AP RA

PM
250pb ppy v AP RA

__650pb

Figura 1.3.7: (A) Amplifica¢do de fragmentos de RGA utilizando os primers KIN e MHD2 para
posterior purifica¢do e digestdo dos fragmentos com enzimas de restrigdo. (B) Padrado obtido a partir da
digestdo dos fragmentos de (A). A enzima de restrigdo utilizada para verificagdo de seqiiéncias foi

Msel, resultante da analise do mapa de restri¢do para as seqiiéncias de RGA deste estudo.

Contudo, a seqiiéncia unica de C. racemosa (RA - familia MHD) possui sitio de
restricdo para Msel no nucleotideo 354 do fragmento, que resultaria apenas nas bandas de
354pb e 326pb. Porém, uma banda de 680pb foi encontrada. Isso pode ser decorréncia da
dificuldade de se amplificar familias génicas por PCR, ja que a amplificac@o € dependente das
primeiras seqiiéncias amplificadas complementares ao primer. Assim, apesar de sequenciados
40 clones de RA, todos apresentaram a mesma seqiiéncia enquanto que na amplifica¢do para
digestdo, pelo menos duas seqiiéncias distintas foram verificadas.

Mais uma vez, a proximidade entre MN e IV ¢é confirmada pela presenga dos mesmos
sitios de restri¢do, que caracterizam a presenca dos mesmos genes em MN e [V. Estes, sao
originarios nao apenas da hibrida¢@o mas também das subsequentes etapas de retrocruzamento
com MN (Figura 2.2.1).

A utilizagdo de enzimas de restrigdo para confirmacdo de seqiiéncias € de grande valor
quando o mapa de restri¢do apresenta sitios informativos. Sitios informativos, neste caso, sao
aqueles que fornecem fragmentos em numero e tamanho distinguiveis em gel de agarose.
Neste trabalho, ndo foi possivel a obten¢do de sitios informativos suficientes para distingdo de
todas as seqiiéncias obtidas. Apesar disso, a distingdo polimoérfica resultante da digestdo de

Msel para cada genétipo deixa claro que o nivel de exigéncia adotado neste trabalho, tanto
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para numero de clones sequenciados, andlise de seqiiéncias e descarte de seqiiéncias ndo
reproduzidas foi eficiente para a identificagdo das duas familias génicas e das seqiiéncias de

RGA em cada familia.

1.3.12. Freqiiéncia génica

Para verificagdo da freqiiéncia no genoma dos genes que compartilham a regido clonada
neste trabalho (NBS-interNBS-LRR) foi feita hibridagdo com sonda proveniente de sequéncias
de RGA amplificadas por KIN/MHD2. O DNA total de AP (resistente) e MN (susceptivel) foi
digerido pelas enzimas Hindlll, BamHI e Xhol e hibridados com a sonda marcada
radioativamente.

A regido da sonda utilizada, ndo apresenta ou apresenta poucos sitios de restrigdo para
estas enzimas (verificada no mapa de restri¢do). Isto significa que as varias bandas indicam a
presenca de mais de uma copia do gene no genoma (Figura 1.3.8). Principalmente porque
genes de copia simples apresentam uma, duas ou trés bandas dependendo da freqiiéncia do
sitio de restri¢do da enzima utilizada. Os fragmentos obtidos apresentam alto peso molecular,
nenhum sinal radioativo foi encontrado abaixo de 1.000 pb. Este também ¢ um indicativo de
que o corte destas enzimas neste genoma ndo € muito freqliente. Isto ja era esperado, pois as
enzimas Hindlll, BamHI e Xhol s&o enzimas de cortes pouco freqiientes, por reconhecerem
seqliéncias de seis nucleotidios cada.

A obten¢do de apenas uma banda, mas muito bem marcada para Xhol, provavelmente é
um indicativo de que os genes, na regido de marca¢do da sonda nfo possuem sitio para esta
enzima, mas que fora destas seqliéncias possuem sitio na mesma posigdo, portanto, estariam
todos agrupados em uma unica banda com marcagdo bem forte. Neste caso, X#ol ndo detectou

bandas polimorficas entre AP e MN.
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Hind Il BamHI Xhol

kb AP MN AP MN AP MN

Figura 1.3.8: Analise de Southern blot de DNA total de C. arabica (MN) e C. canephora (AP)

utilizando sonda radioativa de fragmento correspondente a RGA.
Os padrdes de grande quantidade de bandas e forte marcagdo ndo caracterizam genes de

copia simples, mas sim genes que possuem mais de uma copia no genoma. Portanto,

caracteristico de genes pertencentes a familias multigénicas.
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CAPITULO 2

ANALISE DA EXPRESSAO DE RGAS
EM GENOTIPOS RESISTENTES E
SUSCEPTIVEIS AO NEMATOIDE

Meloidogyne exigua
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2.1. INTRODUGCAO

Perdas econOmicas substanciais sdo ocasionadas por nematoides parasitas de raizes, que
obtém seu alimento exclusivamente de células vivas. Os nematdides endoparasitas sedentérios
de raizes, entre eles, espécies do género Meloidogyne, foram os que alcangaram o mais alto
grau de eficiéncia na obtengdo de alimento. Estes nematdides invadem a raiz e transformam
algumas células em estruturas altamente especializadas para suprir a demanda nutricional para
seu desenvolvimento e reproducio. A melhor alternativa para o controle dos nematdides até o
momento € a utilizacdo da resisténcia natural do hospedeiro, que vém sendo utilizada em
muitas espécies vegetais de importancia econdmica tais como soja, tomate, batata, beterraba e
café. Consequentemente, muitos trabalhos tém sido realizados visando a identificacéo e
clonagem de possiveis genes de resisténcia a nematéides. Até o momento, um unico estudo
verificou a expressdo destes genes durante a infecgdo por M. incognita, através da expressdo
transiente do gene de resisténcia (Milligan et al., 1998). Porém, nenhum outro trabalho
verificou se estes genes identificados ou clonados estio sendo expressos em condig¢des
naturais de resisténcia e susceptibilidade a nematdides.

Esta dissertagdo apresenta a andlise da expresséo de RGAs em plantas de café, resistentes e
susceptiveis a nematéides, inoculadas e ndo-inoculadas com M. exigua. Apesar de ter sido
observada expressdo basal tanto em genétipos resistentes quanto susceptiveis, os RGAs
apresentaram diferenca na quantidade de RNAm expresso tanto ao longo do tempo apds a

inoculagfo quanto no padréo de expressdo obtido.
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2.2. MATERIAL E METODOS

2.2.1. Material Vegetal

Para a analise da expressdo dos genes identificados como RGAs foram avaliadas progénies irmis

de C. arabica var. Icatu Vermelho. Esta variedade € derivada de um hibrido interespecifico

resultante do cruzamento de C. arabica e C. canephora (Figura 2.2.1). A resisténcia e

susceptibilidade ao nematdide M. exigua das progénies utilizadas foi avaliada em trabalho

anterior e estdo apresentadas na tabela 2.2.1(Silvarolla et al., 1998).

C. canephora X C. arabica
cv. Robusta + cv. Bourbon Vermelho
F1 X C. arabica
Arabusta + cv. Mundo Novo
C. arabica X FIRC1
c¢v. Mundo Novo +

FIRC2= CH4782

Ensaio de Progénies

Sementes Sementes
CH4782 CH4782-7/ 378 121
Sementes
1 4 @» 724 o
785 — T 361 355 121 — -
Avaliagdo
2 5 8 925\
585
306 .. N RS

\ 383

Figura 2.2.1: Origem da linhagem CH4782 de Icatu Vermelho (Fazuoli, 1991) e subsegqiiente obtencgdo de

linhagens para avaliagdo de progénies irmas.



Tabela 2.2.1: Genétipos utilizados para anélise da expressdo de RGAs: Mundo Novo (C. arabica) como
controle susceptivel, Apoatd (C. canephora) como controle resistente e progénies segregantes de Icatu Vermelho
CH4782 para o nematdide M. exigua, avaliados em Silvarolla e colaboradores (1998). EP: ensaio de progénie; EP

e Cova referem-se a identificagdo/localizagdo, das progénies em estudo, no IAC. R: resistente, S: susceptivel.

Cafeeiros EP Cova R/S
Mundo Novo 1AC 388-17 S
Apoata IAC 3597 Col 1 Planta A R
IAC H4782-7-724 378 1814 R
121 1056 R
IAC H4782-7-785 361 621 S
355 1200 R
121 1297 R
IAC H4782-7-925 391 670 S
IAC H4782-7-585 383 224 S
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2.2.2. Preparo de mudas para o inoculo

A colheita dos frutos do café foi feita entre abril a junho de cada ano. Apés colhidos, os frutos
foram despolpados para obtengdo das sementes. Estas passaram por processos de fermentagéo,
lavagem e secagem. A seguir, as sementes foram plantadas em estufas de areia onde
germinaram e permaneceram até o ponto de "palito de fosforo” (Figura 2.2.2) por
aproximadamente 1 més. Nesta etapa, as plantulas foram transplantadas para copos em
substrato de areia-argila estéril onde permaneceram até a idade de dois pares de folhas, quando

foram infectadas com nematoides.

Figura 2.2.2: Preparagdo de mudas para avaliagdo da resisténcia e susceptibilidade ao nematéide
Meloidogyne exigua. (A) Depolpamento dos frutos. (B) Grios de café sdo mantidos sob fermentagio, lavados e
secos para o plantio em areia. (C) Etapa de “palito de fosforo”, aproximadamente apés um més no substrato de
germinagdo (areia); nesta etapa sdo transplantados para substrato de areia e argila. (D) Etapa de “dois pares de

folhas”, aproximadamente dois meses apos o transplante, idade para a inoculagdo dos nematdides.
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2.2.3. Cultivo e inoculagdo de nematoides

Inoculos provenientes de cafezais infestados por M. exigua foram propagados em cafeeiros,
em casa de vegetacdo. Para a avaliagdo de resisténcia a M. exigua, os ovos foram extraidos
batendo-se as raizes de multiplicagdo do patégeno em solucio 1% de hipoclorito, que dissolve
a mucilagem que envolve os ovos nas raizes. Esta solugdo foi passada por duas peneiras, a
primeira de numero 60 retém a raiz batida e a segunda de numero 500 retém os ovos. O
numero de ovos por mililitro foi estimado em microscopio e cerca de 5000 ovos/copo foram
inoculados em raizes de plantulas de idade de dois pares de folha, em casa de vegetagdo

(Figura 2.2.3).

Figura 2.2.3: Cultivo de nematoides e inoculagdo para avaliagido de resisténcia. (A) Vasos de C. arabica
var, Mundo Novo para multiplicagdo de M. exigua. (B) Extragdo dos ovos através de liquidificador com solugao

1% de hipoclorito de sddio. (C) Inoculagdo de cerca de 5000 ovos/copo.
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2.2.4. Avaliag¢do fenotipica de resisténcia dos gendtipos em estudo

A reproducdo dos nematoides foi avaliada pelo indice de massa de ovos e/ou galhas presentes
no sistema radicular das plantas. A avaliacdo foi realizada aproximadamente 120 dias apos a
inoculagdo. Dez plantas provenientes de sementes de cada genétipo (Tabela 2.2.1) foram
avaliadas através da atribui¢do de pontos em func@o da reprodugdo dos nematdides medida
pela contagem do nimero de galhas por raiz, indice de galhas (IG) (tabela 2.2.2). Atribuidos
os pontos, calculou-se a porcentagem de IG menor ou igual a dois para determinagdo da
reacdo do cafeeiro ao nematdide, ou seja, resistente ou susceptivel. A figura 2.2.4 apresenta

uma raiz altamente susceptivel, nota 5, e uma raiz altamente resistente, nota 0.

Tabela 2.2.2: Indice de galhas (IG) para avaliagio de resisténcia e susceptibilidade a nematdides e reagdo do

cafeeiro.
Nota IG
0 0
Resistente T 1 la2
2 3al0
ER 11230
Susceptivel ¢ 4 31al00
5 > 100

Figura 2.2.4: Padrdes de resisténcia e susceptibilidade ao nematdide M. exigua. (A) Raiz de planta

altamente resistente, nota de avaliagdo 0. (B) Raiz de planta altamente susceptivel, nota 5.
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2.2.5. Extracdo de RNA

A extragdo de RNA de café foi feita baseada em Maluf ef al. (1997) e utilizando-se o mini kit
RNeasy Plant (Qiagen). Resumidamente, 100 a 500 mg de tecido radicular de café foi
macerado em nitrogénio liquido. Ao macerado foi adicionado 5 ml de tampédo de extragéo
guanidina (8M guanidina-HCl, 50mM Tris-HCI pH 8,0, 20mM EDTA pH 8,0, 2% PVP PM
40000 e 50mM B-mercaptoetanol). Adicionou-se 1 volume de fenol: cloroférmio: alcool
isoamilico (25:24:1). A soluggo foi misturada em vortex por 30s e centrifugada a 10,000g por
15 min. Com a fase superior foi repetida a extragdo com fenol: cloroférmio : dlcool isoamilico
mais uma vez € mais duas vezes com cloroférmio: dlcool isoamilico (24:1). A precipitagéo foi
feita com 0,2 volumes de acido acético IM e 1 volumes de etanol gelado 100%. Apods
precipitagdo overnight a —20°C, centrifugou-se a 13,000g por 30min. O sobrenadante foi
removido cuidadosamente e foram feitas duas lavagens com acetato de s6dio 3M pH 5,2 e
uma lavagem com etanol 70% gelado. A ressuspensdo do RNA foi feita com 4gua-DEPC
ultra-pura. A verificagdo da qualidade do RNA total foi feita por visualizagdo em gel apos
eletroforese em condi¢des desnaturantes e amplificagdo de seqiiéncia do gene da actina. O
RNA total foi quantificado através da absorbancia a 260nm. Todas as amostras foram tratadas

com DNase I Amplification Grade (Invitrogen), seguindo as instru¢ées do fabricante.

2.2.6. Obtengio de fragmentos controle — desenho de primers para actina

Para o controle da amplificagdo de cDNA foram utilizados primers de actina desenhados
especificamente para o gene de actina de café. Os primers sdo: actinF (5°-3"): GAC CTC ACA
GAT CAC CTC AT e actinR (5°-3’): GTA GTC TCG TGG ATA CCA GC.O fragmento

amplificado por este par de primers tem um tamanho aproximado de 290 a 300pb.

2.2.7. Andlise da expressdo de RGAs

Esta avaliagdo foi feita através da técnica de reverse transcriptase-PCR, RT-PCR. Para tal,
foram utilizados 400ng de RNA total extraidos de plantas susceptiveis e resistentes a

nematoides, como molde para amplificagdo, utilizando-se o kit RT-PCR: ThermoScriptTM RT-
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PCR System (Life Technologies). Os primers utilizados na reag@o, foram desenhados a partir
das seqiiéncias amplificadas do café, obtidas em etapa anterior. O primer forward (KIN1) foi
mantido.

Os primers reverse desenhados para esta etapa foram:

MHD?2: 5’ a 3°: CGTGCATCCTGTACTTCTCT

EGF2: 5’ a3’: TGCTTCTTATGAACCCTTCC

CFA1l: 5 a3’: CAAGGTACAGAAAACATGGT

2.2.7.1. Teste de tempo de infeccio

Um total de 18 mudas de C. arabica var. Mundo Novo, variedade susceptivel, e 18 mudas de
C. canephora var. Apoatd, variedade resistente, foram inoculadas com o nematoéide M. exigua,
como explicado no item 2.2.4. Para avaliar se a expressdo de RGAs varia ao longo do tempo
ap6s a infecgdo do nematoide, 3 raizes de cada variedade foram coletadas e congeladas em

nitrogénio liquido nos tempos 0 (ndo-inoculado), 24 horas, 3, 10, 21 e 30 dias.

2.2.7.2. Anilise de expressdo nos hibridos de Icatu Vermelho

Mudas das progénies irmés do hibrido Icatu Vermelho (tabela 2.1) foram inoculadas com o
nematodide M. exigua. Apds 0 (ndo-inoculado), 3, 10 e 21 dias de inoculago, as raizes foram
coletadas e congeladas em nitrogénio liquido para posterior analise da expressdo de RGAs por
RT-PCR.

2.2.8. Mapa de restri¢do — verificacdo de seqiiéncias

Através do  programa  WEBCutter, disponivel em rede pelo site:
http://www.bionet//hypermai/METHDS-REAGNTS/methods.199811/0054.html, foi
construido o mapa de restricdo para todas as seqii€ncias como descrito no Capitulo 1. Apds
amplificagdo das seqiiéncias de RGAs expressos em AP, 10 dias apés a inoculagdo do
nematoide, por RT-PCR, os fragmentos foram isolados e purificados para posterior digestdo
com Msel. Apods a digestdio, os fragmentos foram separados por eletroforese em gel de agarose

2%.
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2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1. Escolha do par de primers para RT-PCR

A vpartir das seqiiéncias de café obtidas no Capitulo 1 desta dissertagdo, foram
desenhados primers especificos para o café. Em uma primeira etapa, os primers foram
testados a partir do cDNA das variedades MN e AP apds 10 dias da inoculagdo. Este tempo foi
escolhido por ser aquele estimado para o estabelecimento do sitio de alimentagdo pelo
nematoide. Para esta avaliagdo foram utilizados trés pares de primers: KIN/MHD?2,
KIN/EGF2 e KIN/CFA, correspondentes a regides conservadas de RGA. Como resultado
dessas amplificagdes, apenas o par KIN/MHD2 apresentou diferengcas no padrio de
amplifica¢do de RGAs entre os genotipos resistente (AP) e susceptivel (MN) (Figura 2.3.1).
Os pares de primers KIN/EGF2 ¢ KIN/CFA apresentaram padrao de amplificagdo semelhante
entre MN e AP. Isto sugere que amplificaram fragmentos de genes igualmente expressos nos
duas variedades, sendo, portanto, pouco informativos para a avaliagdo de expressdo de RGAs
em resposta a infecgdo por nematdides. Desta forma, o par de primers KIN/MHD2 foi
escolhido para a andlise de RT-PCR e avaliagio da expressio ao longo da infecgdo em

variedade resistente e susceptivel ao nematdide e em progénies segregantes.

MHD 2 EGF2 CFA

MN AP MN AP MN AP

Figura 2.3.1: Amplificacdo de RGAs expressos em AP e MN por diferentes pares de primers.

2.3.2. Confirmag¢do da identidade de RGAs expressos

Para confirmar que os fragmentos amplificados a partir do cDNA correspondem a RGAs
foi feito o sequenciamento dos fragmentos de Apoatd (AP) e Mundo Novo (MN) nio-

inoculados. A figura 2.3.2 apresenta as seqiiéncias obtidas a partir da amplificacdo de cDNAs
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por KIN/MHD?2, confirmando a identidade destas como sendo RGAs. As seqiiéncias

amplificadas pelos outros primers também foram confirmadas como sendo RGAs.

Familia EGF

1My cC ILDDVWTND VUKE LKPYFPDNKKGSRYLITTRHKFVAEYSKSKIRPYDLRFLFPEESR

2 AP C T LDDVUTHDVWKE LKPVFPDNKKGSRVLITTRHKFVAEYSKSKIRPYDLRFLFPEESR
ELLRTKVFDENRCPEHLEEMETNILDKCKGLPLAIVVTAGI LRNNRERKEWWEKVFRGVS
ELLRTKVFDENRCPEHLEEMETNILDKCKGLPLAIVVTAGI LRNNRERKEWWEKVFRGVS
NLVYDDDQKRSEMLIKRLSYDHLPFQLKPCFLYLGVFPEDVDIPVWKLLRLWIAEGFIRS
NLVDDDQKRSEMLIKLSYDHLPFQLKPCFLYLGVFPEDVDIP

Familia MHD

1 AP C KGYKAIADGIVSKCDGLPLAVEAIGCLLRNKDLYKWSDILNNDLATVEEEFRDEKHRTLF

2MN C KDVKAIVDGIVSKCD GLPLAVEVIGCLLRPQARHKWSGILNND LAKVEEEYRDEKHRTLF
VLSLSYFHLPPELKHCFSFCSIFPKGHE FEKDE LVKLUMAHSLVQP SKLAETLQDKGRRY
YLRLSYFHLPPELKRCFSFCSIFPKGHE FDKDE LVKLWMAHSLYQP SKLAETLEEKGRRC
FDRLQELSFFQQKPESEKYRHH
FDRLQELSFFQQQPESEKYRMH

Figura 2.3.2: Seqiiéncias de cDNA identificadas como RGA. Alinhamento das seqiiéncias de
proteinas deduzidas dos cDNAs de plantas ndo inoculadas resistentes e susceptiveis ao nematdide M.
exigua. MN C - Mundo Novo (susceptivel) controle, ndo inoculado; AP C - Apoatd (resistente)

controle, ndo inoculado.

2.3.3. Avaliacdo de resisténcia e susceptibilidade da planta ao nematdide M. exigua

A avaliago fenotipica de resisténcia e susceptibilidade ao nematéide M. exigua ndo foi
feita para os mesmos individuos da avaliagio do RT-PCR. Isto porque para a extragdo de
RNA, toda a raiz de cada individuo foi coletada, ndo sendo possivel a manutengdo do mesmo
individuo para a avaliagio fenotipica que ocorre ap6s 3 meses da inoculagdo do nematéide.
Portanto, foi feita uma avaliagfio paralela para a confirmagio da resisténcia ou susceptibilidade
dos gendtipos em estudo, anteriormente avaliados por Silvarolla e colaboradores (1998), com
sementes irmds das plantas infectadas para a avaliagdo da expressio por RT-PCR. Esta
avaliagdo fenotipica é baseada no indice da galhas presentes 3 meses apos a inoculagdo do

nematdide. Para tal avaliagio considera-se que uma planta € resistente quando ocorre
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interrupgdo do ciclo de vida do nematdide restringindo sua multiplicagéo, portanto, nenhuma
ou poucas galhas estdo presentes nas raizes. Enquanto que em uma planta susceptivel o
nematdide desenvolve-se e multiplica-se rapidamente apresentando elevadas quantidades de
galhas. A tabela 2.3.1 apresenta as notas do indice de galha baseadas na quantidade de galhas
presentes na raizes e a atribui¢do de resisténcia ou susceptibilidade.

Tabela 2.3.1: Indice de galhas (IG) para avaliagdo de resisténcia e susceptibilidade a nematéides.

Nota IG
0 0
Resistente T 1 la2
2 3a10
3 11230
Susceptivel ¢ 4 31a100
5 > 100

Para cada planta foram avaliadas 10 sementes para a obtengdo da porcentagem de
segregacdo para resisténcia. Portanto notas individuais foram atribuidas para o céalculo da
porcentagem de notas menores ou iguais a 2, ou seja, porcentagem de plantas resistentes. A
tabela 2.3.2 apresenta as notas do indice de galha e a porcentagem de notas menores ou iguais
a2.

120

100 -
80 -

60 -

%h<ou=2

40 -
20 -

224 670 621 MN 1200 1814 1297 1056 AP

Susceptiveis Resistentes

Figura 2.3.3: Porcentagem de plantas com IG menor ou igual a 2 e reagbes do cafeeiro
(resistente/ susceptivel) aos 120 dias apods a inoculagdo com 5.000 ovos de uma populagdo de M.

exigua.
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2.3.4. Andlise de RT-PCR

2.3.4.1. Expressdo de RGAs ao longo do tempo apos a inoculagdo com o nematoide M.

exigua

Para a verificagdo da expressdo de RGAs ao longo do tempo apés a inoculagdo do
nematdide foram feitas coletas de raizes de plantas resistentes e susceptiveis nos tempos 0
(ndo-inoculado), 24 horas, 3, 10, 21 e 30 dias apds a inoculagdo com ovos de M. exigua. Apds
a extracdo do RNA total, este foi transcrito reversamente em ¢cDNA para a amplificagdo de
fragmentos de RGAs com os primers KIN/MHD2. A expressdo de RGAs foi avaliada ao
longo do tempo em condigdes de inoculagdo e ndo-inoculagdo de M. exigua nas variedades
AP, variedade resistente, ¢ MN, variedade susceptivel. A presenca de fragmentos resultantes
da amplifica¢do por RT-PCR indica a ocorréncia de acumulo de RGAs expressos e, portanto,
sera considerado como alta expressdo de RGAs. J4 a auséncia de fragmentos ou baixa
detec¢do sera considerada como baixa expressdo de RGAs.

A figura 2.3.4 apresenta o resultado da amplificacdo de RGAs e do controle (actina). A
variedade AP apresentou difereng¢a no acimulo de mRNA de RGAs ao longo do tempo pds-
infec¢do enquanto MN apresentou queda na expressdo de RGAs observada a partir de 24h. A
diferenca mais marcante entre os genétipos resistente e susceptivel estd aos 10 dias apods a
infecgdo. Enquanto os RGAs estdo altamente expressos em AP, em MN quase ndo ha
expressdo. Convém salientar que os experimentos foram repetidos diversas vezes obtendo-se
sempre 0 mesmo resultado. No tempos 0, 24h, 3d, 21d e 30d ndo foi observada diferenca
marcante entre AP e MN, enquanto que aos 10 dias ocorre 0 acimulo de RGAs expressos
apenas em AP (variedade resistente). AP e MN néo-inoculados (tempo zero) apresentam
aparentemente uma diferenga na expressdo de RGAs, porém, em algumas repeticdes, AP
apresentou banda referente aos RGAs, apesar de apresentar menor intensidade. Além disso,
quando aumentada a quantidade de RNA total para a transcri¢do reversa o fragmento

correspondente a RGAs foi obtido.
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Figura 2.3.4: Avaliagdo da expressdo de RGAs por RT-PCR, ao longo do tempo apos a
inoculagdo de ovos de nematoides em plantas resistentes e susceptiveis. NI: ndo-inoculado; os tempos

24h, 3d, 104, 21d e 30d, correspondem ao tempo de coleta apds a inoculagdo de ovos de M. exigua.

Este resultado, analisado em conjunto com o anterior, sugere que a alteracdo na
expressdo desses genes € a queda na expressdo dos genes analisados neste trabalho ¢
decorrente de uma regulagido negativa da expressdo de locos do tipo NBS/LRR em MN apds
24 horas da inoculag@o. Além disso, o acumulo de RNAm em AP aos 10 dias sugere a
participa¢do desses genes no mecanismo de resisténcia a nematoides desta variedade. Estudos
da expressdo génica de células gigantes demonstraram que para otimizar a qualidade da
estrutura de alimentagdo, os parasitas regulam negativamente alguns ou todos os promotores
de genes cuja expressdo ndo € essencial para a estrutura modificada de alimentagdo (Goddijn
et al., 1993). Isso permitiria que toda a maquinaria de sintese protéica esteja disponivel para o
desenvolvimento da estrutura de alimentagdo e para o acimulo de um suprimento massivo de
nutrientes (Siymons, 1993). Através de construgdes de fusdo de promotores com o gene GUS
em Arabidopsis e tabaco, foi observado que mesmo aqueles promotores, como CaMV 35S e
nopalina sintase, que ativam fortemente a expressio de genes de raiz, sio completamente

silenciados apos alguns dias da infec¢do (Goddijn et al., 1993).

2.3.4.2. Analise da expressdo de RGA em progénies irmds do hibrido Icatu Vermelho,

resistentes e susceptiveis ao nematoide M. exigua

A obtengido de variedades resistentes a pragas € patégenos que produzam graos com boa
qualidade de bebida ¢ um dos principais objetivos do Programa de Melhoramento do Cafeeiro

do IAC. A variedade Icatu Vermelho de C. arabica é de grande interesse para este programa,
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pois segrega para resisténcia a alguns patogenos, entre eles, M. exigua. Dentre as progénies de
Icatu Vermelho que segregam para esta caracteristica foram escolhidos quatro genétipos
resistentes e trés gendtipos susceptiveis para a avaliagdo da expressdo de RGAs.

Os gendtipos utilizados para andlises por RT-PCR, assim como sua avaliagdo quanto a
resisténcia a M. exigua, estdo apresentados na tabela 2.2.1. Os hibridos de Icatu Vermelho
1297, 1056, 1814 e 1200 sdo resistentes ao nematdide, enquanto 224, 621 e 670 séo
susceptiveis. A andlise de RT-PCR foi realizada com uma progénie de cada hibrido.

O actimulo de RNAm aos 10 dias pés-inoculagdo obtido com AP ¢ MN também foi
observado nos hibridos resistentes, e outro padrdo de expressdo aos 3 dias foi observado nos
hibridos susceptiveis (Figura 2.3.5). Desta forma, o tempo de 10 dias de infecgdo, observado
tanto nos hibridos quanto na variedade Apoatd, pode ser utilizado como marcagdo de
resisténcia a M. exigua em café.

Apesar de provenientes de um cruzamento entre C. canephora e C. arabica, os hibridos
de Icatu Vermelho nio apresentaram queda continua de expressdo de RGAs apos 24 horas da
inoculagdo, como ocorre em MN. Porém, foi observado acumulo de RGAs expressos nos
hibridos susceptiveis aos 3 dias apés a inoculagdo do nematdide, apresentando um padréo
diferente de expressdo de RGAs, tanto em relagdo a MN quanto em relagdo aos hibridos
resistentes. Este padrio de expressdo pode ser decorrente do surgimento de seqiiéncias
hibridas de RGA, tais como a seqiiéncia IV 2-2 (Figura 1.3.4), ou de genes envolvidos na
regulagdo deste mecanismo de defesa que levariam ao acimulo de RGAs observado aos 3 dias
ap6s a inoculagdio do nematdide. A identificagdo de muitos genes homologos de defesa por
Screening diferential de bibliotecas de cDNA de pontas de raiz, infectadas por 12 horas com
nemato6ides formadores de galhas, mostrou que a maioria desses genes também séo induzidos
em plantas susceptiveis, embora se distingam na quantidade e tempo de indu¢do (Williamson
& Hussey, 1996; Williamson, 1998). Portanto, provavelmente um outro mecanismo de
interacdo patogeno-planta, diferente daquele presente em MN, pode estar relacionado com a

susceptibilidade ao hemat6ide observada nos hibridos.
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Figura 2.3.5: Analise da expressio de RGAs por RT-PCR em progénies irmds de Icatu
Vermelho, resistentes e susceptiveis a M. exigua. A quantidade de RGA expresso foi verificada nos

tempos 0 (ndo inoculado — NI), 3, 10 e 21 dias apos a inoculagido do nematoide.

2.3.4.3. Expressdo basal de RGAs

A presenca de RGAs expressos tanto em hibridos resistentes quanto em hibridos
susceptiveis ndo inoculados (Figura 2.3.5) indica que os RGAs estio sendo expressos mesmo
na auséncia de M. exigua. Este resultado n3o ¢ surpreendente, pois analises de RNA blot
utilizando RPS2, RPM1, Pto, Cf-9 e Cf-2 como sondas revelaram a presenga de transcritos em
baixa concentra¢do em plantas sem o patdgeno, indicando que pelo menos o gene RPM/ e
alguns membros de familias multigénicas sdo expressos na auséncia do patoégeno (Hammond-
Kosack & Jones, 1997). Milligan e colaboradores (1998) também constataram que genes
homologos ao gene Mi, que confere resisténcia a nematdides em tomate, também estdo sendo
transcritos em tomates susceptiveis. Esta expressdo basal ja era esperada, pois os RGAs tem
como provavel funcio a de codificag@o de proteinas de interagdo com patdgenos que, portanto,

devem estar presentes no momento da infecgao.

2.3.5. Comparacdo entre fragmentos resultantes da digestdo de DNA e cDNA de AP
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A verificagdo da presenga de polimorfismos de seqiiéncias expressas em AP
amplificadas por KIN/MHD?2 foi feita através da digestdo com Msel, mesma enzima utilizada
para a confirmagdo das seqiiéncias no Capitulo 1.

Comparando-se a digestdo da amplificagdo de DNA com a digestdo da amplifica¢do de
cDNA (Figura 2.3.6) de AP, foram observadas bandas distintas e bandas de intensidades
diferentes. Estas diferengas pode ser decorrentes da amplificag@o de seqiiéncias polimorficas,
principalmente devido a obteng@o de fragmentos presentes no transcrito e ausentes no genoma
(fragmentos de 464, 216 e 110pb). Portanto, com este experimento foi verificada a ocorréncia

de polimorfismos destes genes detectados devido a eventos de amplificagdes distintos.

DNA  RNA  250pb

—
680pb —
45‘ph — —
B ] I

—
b T
110pb —

Figura 2.3.6: Digestdo com a enzima de restrigdo Mse/ dos fragmentos amplificados por PCR a
partir do DNA total de AP, e por RT-PCR a partir do cDNA de AP 10 dias pés-infecgdo.

2.3.6. Especificidade dos genes a determinados patogenos.

Em nivel molecular, os nematdides utilizam estratégias conceitualmente similares a
outros microorganismos na interagdo com as plantas (Bird & Koltai, 2000). O gene Mi de
tomate, que confere resisténcia a M. incognita também confere resisténcia a afidios (Rossi et
al., 1998). Uma possivel explicag@o ¢ que MI é capaz de reconhecer dois ou mais elicitores ou
produtos de aviruléncia diferentes mas que compartilham a mesma via de resposta
(Williamson, 1998). Ha evidéncias de que outros genes R respondam a mais de um elicitor. O
gene RPMI de Arabidopsis, confere resisténcia a linhagens de Pseudomonas syringae que

possuem genes de aviruléncia ndo relacionados, avrRpml! e avrB (Grant et al., 1995).
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Portanto, a resisténcia relacionada aos RGAs parece ndo ser patdgeno especifica, mas sim,
mecanismo especifica. Isso significa que um mesmo gene que confere resisténcia a um
patégeno pode conferir resisténcia a outros que compartitham as mesmas vias de defesa da
planta. Apesar disso, muitos dos genes R identificados at¢ o momento sdo altamente
especificos para bidtipos particulares de nematdides. Por exemplo, tomateiros que carregam o
gene Mi podem ser resistentes a Meloidogyne arenaria, M. incognita e M. javanica, mas néo
ao M. hapla (Gilbert & McGuire, 1956).

Neste trabalho, foram testados alguns primers que amplificam RGAs, mas que ndo
apresentam diferenga no padrdo de expresséo entre variedades resistentes e susceptiveis a M.
exigua (Figura 2.3.1), como KIN/CFA e KIN/EGF2. Apenas o par de primers KIN/MHD2
amplificou fragmentos de genes que tém sua expressdo alterada decorrente da infecgéo de M.
exigua € mesmo assim, apresentam express@o basal em todos os tempos. Isso sugere que a
expressio de RGAs apresenta certa especificidade, ja que diferentes niveis de expressdo de
RGAs foram observados a partir dos primers KIN/MHD2. Os outros pares de primers,
KIN/CFA e KIN/EGF2, provavelmente amplificam RGAs que participam de outros processos

celulares incluindo defesa a outros patogenos.

2.3.7. Hipdteses de atuacio de RGAs na resisténcia ao nematoide

A fungdo desempenhada pelas proteinas NBS-LRR ainda € desconhecida. Até o
momento, os trabalhos baseiam-se na estrutura bioquimica e nas fung¢des atribuidas aos
dominio protéicos NBS e LRR para inferéncia do papel destas proteinas. Desta forma, as
proteinas com dominios do tipo LRR e NBS parecem ter fungdo citoplasmatica, pois ndo
apresentam dominio transmembrana (Cordeiro & S4, 2000). Por outro lado, mesmo ndo
apresentando esse dominio, o gene de resisténcia Rpm1, de A. thaliana, se constitui em uma
proteina de membrana plasmatica (Boyers et al., 1998), o que corrobora a idéia de que os
RGAs devam codificar para proteinas receptoras, sejam citoplasmaticas, sejam de membrana.
Estas seriam responsaveis pela especificidade do mecanismo de reconhecimento entre a planta
e o patdgeno, gerando a transdugdo de sinal inicial, e induzindo a resposta de defesa e
resisténcia sistémica.

Na interagdo com nematdides formadores de galhas, se estas proteinas realmente

reconhecem um produto especifico do estadio J2, este produto deve estar presente no
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citoplasma do hospedeiro. Isto porque os nematdides injetam secre¢des no citoplasma das
células de raiz através do estilete para iniciar o desenvolvimento da estrutura de alimentag&o.
Além disso, a HR associada com a presenga do gene Mi ocorre proximo & cabega de J2, cerca
de 12 h apés a inoculagéo de larvas, aproximadamente quando o nematdide injeta a secregio
pelo estilete para iniciar o desenvolvimento da célula gigante (Williamson & Hussey, 1996).

Em experimentos de sistema duplo-hibrido e ensaios de liga¢do in vitro, Jia e
colaboradores (2000) demonstraram que uma proteina R reconhece o respectivo elicitor no
citoplasma da célula hospedeira. Neste estudo, foi demonstrado que a regido C-terminal rica
em leucina da proteina codificada pelo gene Pi-fa, responsavel pela resisténcia ao fungo
Magnaporthe grisea de arroz (Oryza sativa), funciona como dominio de ligagdo ao elicitor.
Isso sugere que Pi-ta € um receptor intracelular que se liga diretamente a AVR-Pi-tajss,
proteina que inicia a resposta de defesa. Este foi o primeiro gene NBS em que foi observada a
ligag8o direta com o elicitor. Apesar de néo possuir o dominio LRR, possui 0 dominio LRD,
leucin rich domain, de mesmo tamanho e na mesma posi¢do que LRR, mas que nfo possui o
mesmo padrio de repeti¢éo de leucinas.

Por outro lado, alguns estudos sugerem que os genes R atuam como sinalizadores dentro
da célula. Como explicagiio de que Mi confere resisténcia tanto para nematdides formadores
de galhas quanto afideos, Williamson (1998) considera possivel que MI nio atue diretamente
no reconhecimento do patégeno para ambos os patdgenos, mas atue como um componente
citoplasmatico envolvido na cascata de transducéo de sinal entre os receptores primarios € a
resposta de resisténcia. Neste caso, haveriam receptores especificos que provocam a mesma
cascata de transdugdo de sinal via MI. Outra evidéncia de que as proteinas NBS-LRR atuam
na sinalizagdo € o fato que tomates transformados para a superexpressdo do gene Prf, que além
de ativar as vias de transdugéo de Pro e Fen, iniciou a ativagdo da resposta sistémica adquirida
(SAR), desencadeando uma resposta de defesa ndo especifica na planta (Oldroyd &
Staskawicz, 1998).

Sabe-se que o dominio LRR, nfo sé participa no reconhecimento ao patdgeno, mas
também na sinalizag¢do da morte celular localizada (Hwang et al., 2000). Ele estd presente em
intera¢des proteina-proteina em varios organismos (Jones & Jones, 1996; Kobe & Deisenhofer,
1994) e para os genes de resisténcia, ha indicios de que este dominio determine a especificidade

do patdégeno (Ellis et al.,, 1999). A regido NBS assemelha-se a um dominio ATPase presente
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em proteinas que tém fungdo regulatéria chave na apoptose ¢ morte celular programada
(Aravind ef al, 1999 ; van der Biezen & Jones, 1998). Esse dominio parece mediar a
oligomerizagdo dessas proteinas regulatorias, que sdo requeridas para a ativagio de proteases
apoptoticas (Yang et al., 1998).

A obten¢do de diferentes seqiiéncias expressas, inclusive de familias distintas (Figura
2.3.2), demonstra que a atua¢do dos RGAs na defesa da planta pode ser mais complexa do que
se imagina. Baseados em evidéncias de ligagdo entre locos que controlam resisténcia
monogénica ¢ locos quantitativos de resisténcia a doengas, Gebdhardt e Valkonen (2001)
propde que ndo apenas os fatores monogénicos, mas também fatores genéticos que controlam
a resisténcia quantitativa sdo codificados pela mesma classe de genes NBS-LRR. Nesta
hipétese, o receptor biologicamente ativo que interage com o fator de aviruléncia pode ser
uma proteina dimérica ou um complexo protéico. Desta forma, a ligag@o especifica ao fator de
aviruléncia, a eficiéncia e cinética da transdugio de sinal e a reagdo de defesa seriam
resultantes da interacdo de duas ou mais subunidades de genes NBS-LRR. Isto pode ser
confirmado pelo fato de que diferentes seqiiéncias foram obtidas a partir de reagbes com 0s
primers KIN/MHD?2, apesar de ndo estar confirmada quais destas seqiiéncias estdo envolvidas
neste processo € se realmente ocorre a interagdo entre estas proteinas para a formagdo de
complexos protéicos.

E muito provavel que as proteinas NBS-LRR desempenhem varios pap€is na defesa a
doengas em plantas. Dentre estes papéis estariam inclusos o de receptor citoplasmético e de
sinalizador tanto em processos de transdugio de sinal celular quanto sistémica. Atribuindo-se
estas fungdes para os RGAs algumas inferéncias sobre a atuacdo destes genes com base nos

resultados obtidos serdo tomadas.

2.3.8. Hipdteses quanto ao padrdo de expressdo observado — paralelo com ciclo de vida do

nematoide.

As alteragbes mais marcantes na expresséo dos RGAs, de 3 e de 10 dias, observadas no
hibridos, coincidem com a fase de penetragio do nematdide na raiz e com o estabelecimento
da fase sedentéria do nematéide, respectivamente. Enquanto plantas susceptiveis apresentaram
alta expressdo de RGAs no tempo de 3 dias, e baixa expressdo no tempo de 10 dias, plantas
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resistentes apresentaram o padréo oposto. Portanto, aproximadamente apos o estabelecimento
do sitio de alimentagdo, estimado aos 10 dias apds a infeccdo, os RGAs estdo altamente
expressos nas plantas resistentes e praticamente ausentes nas plantas susceptiveis. Se por um
lado em plantas susceptiveis a auséncia da expressio do gene pode favorecer o
estabelecimento do sitio, por outro lado, em plantas resistentes, a expressdo do gene pode
conferir resisténcia & planta.

Em acessos de C. arabica da Etiopia resistentes ao nematdide foi observado que M
incognita induziu a formagéo de células gigantes anormais ¢ sub-desenvolvidas (Anzueto et
al., 2001). Desta forma, provavelmente a interagdo dos genes R ocorreu com substdncias
secretadas pelo nematdide, especificas para o estabelecimento do sedentarismo, e ndo
substincias secretadas em momento anterior, especificas para formagfo do sitio de
alimentagdo. Apesar da natureza e do numero de proteinas localizadas nas glandulas
secretoras, assim como altera¢des temporais de proteinas produzidas durante o ciclo parasitico
do nematdide ainda ser assunto de investiga¢des, foi observado que alteragdes morfoldgicas
nas células da glandula esofagica estdo correlacionadas com as fases de desenvolvimento no
ciclo de vida dos nematéides (Hussey, 1989; Davis et al., 2000). As células subventrais da
glandula (duas) sdo mais ativas na fase infestante J2, enquanto Que a célula dorsal € estimulada
com o aumento da produgdo de granulos secretdrios e torna-se predominante nos estagios
sedentarios (Davis ef al., 2000).

Apesar de incerta a etapa do ciclo de vida em que se encontra o nematdide em cada
tempo analisado, a maioria dos nematdides encontram-se nas fases do ciclo descritas na figura
2.3.7 a partir da inoculagdo de ovos. Portanto, fazendo um paralelo entre o ciclo de vida do
nematoide e os padrdes de expressdo de RGAs observados nas plantas em estudo, observa-se
que o periodo de maior expressdo dos RGAs nos hibridos susceptiveis € durante a penetragédo
de larvas J2 e nas plantas resistentes, incluindo AP, durante o estabelecimento do sitio de
alimentacfo, ou seja, para a formagdo da célula gigante.

A hipdtese proposta ¢ de que as secregdes produzidas na fase infestante para o
estabelecimento do sitio de alimentagdo induziriam a expressdo de RGAs nas plantas
resistentes, ¢ o acimulo destes RGAs, observado aos 10 dias pos-infecgdo, conferiria a
resisténcia. Assim, a intera¢do dos RGAs seria com produtos da secre¢do de estagios

sedentarios e ndo de estagios infectivos para o desencadeamento dos mecanismos de defesa.
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Esta interagdo com proteinas do nematéide pode ser direta, com produtos de genes R,
sejam proteinas simples, dimeros ou complexos multiprotéicos; ou indireta, mediada por
proteinas citoplasmaticas da planta. A representagdo esquematica deste processo esta

apresentada na figura 2.3.8.
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Figura 2.3.7.: Paralelo entre ciclo de vida do nematéide e padrdo de expressdo de RGAs em café.

Nos hibridos susceptiveis, as secre¢des produzidas na fase infestante ndo induzem a
expressdo de RGAs e portanto ndo promovem o acumulo de RGAs aos 10 dias pds-infecgao.
A presenca de banda de menor intensidade aos 10 e 21 dias apos a infecgdo sugere a presenca
de RGAs ndo envolvidos nesta resisténcia. Por outro lado, o acimulo de RGAs expressos
acontece durante a penetragdo do nematodide (3 dias) e depois é suprimida. Provavelmente, a
regulag@o da expressdo desses RGAs esta alterada nas plantas susceptiveis. Esta alteragdo no
padrdo de regula¢do pode ser decorrente da hibridacdo interespecifica que originou Icatu
Vermelho, pois a planta susceptivel C. arabica, que deu origem a este hibrido, ndo possui este
padrdo de expressio de RGA encontrado nos hibridos. No caso de MN (C. arabica), a
expressio de RGAs ¢ totalmente suprimida. Sendo esta uma variedade susceptivel e

observando que a variedade resistente, AP, apresenta expressio destes genes, sugere-se que a
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expressdo dos RGAs ¢é necessaria para o desencadeamento dos mecanismos de defesa a M.
exigua. Outros tipos de estudos, envolvendo promotor, controle de transcrigdo destes genes e

estudos de tradugao e ativagdo protéica podem auxiliar na elucidagdo deste processo.
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Figura 2.3.8: Representacdo esquematica de um possivel modelo para a participagio de RGAs na
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resisténcia a nematoides. Modelo baseado no padrio de expressdo obtido pela amplificagio de cDNAs de
progénies segregantes de Icatu Vermelho. (A) Nos hibridos resistentes, as secre¢des produzidas na fase infestante
para o estabelecimento do sitio de alimentagdo induziriam a expressdo de RGAs, e, o acimulo destes RGAs,
observado aos 10 dias pés-infecgdo (B), conferiria a resisténcia. Assim, a interagdo dos RGAs seria com produtos
da secregdo de estagios sedentdrios e ndo de estagios infectivos para o desencadeamento dos mecanismos de
defesa. Esta interagdo com proteinas do nematdide pode ser direta, com produtos de genes R, sejam proteinas
simples, dimeros ou complexos multiprotéicos; ou indireta, mediada por proteinas citoplasmaticas da planta,
desencadeando o processo de defesa da planta, como a inibigdo do parasitismo. (C) Nos hibridos susceptiveis, as
secregoes produzidas na fase infestante ndo induzem a expressdo de RGAs e portanto, nio promovem o aciumulo

de RGAs aos 10 dias pés-infecgdo (D), permitindo o desenvolvimento da célula gigante.
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CONCLUSOES

1. Duas familias distintas de RGAs foram amplificadas a partir de primers heterélogos em

Coffea;
2. RGAs sfo uma familia multigénica e est@o presentes em vdrias copias no genoma de café;

3. Os RGAs sequenciados apresentaram-se altamente conservados tanto em relagdo a RGAs
do GenBank, e principalmente entre as espécies de Coffea, apresentando regides altamente

conservadas e especificas para o género Coffea;
4. Raizes de plantas de Coffea apresentam expressdo basal de RGAs;

5. O acumulo de RGAs em determinados tempos pds-infecgdo indica que ocorre alteragédo na
quantidade do RGA expresso, e que esta alteragdo segue um mesmo padrio para as plantas
susceptiveis € um outro padriio para as plantas resistentes durante a infecgdo por M.

exigua,

6. Os dados sugerem a participagdo de RGAs no mecanismo de resisténcia ao nematoéide M.

exigua em café.
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CONSIDERAGCOES FINAIS

O primeiro passo para o entendimento dos mecanismos de resisténcia a nematéide foi a
identificacdo de seqiiéncias pertencentes a genes de resisténcia que participam efetivamente
deste processo. Com o entendimento das interagdes entre hospedeiro e patégeno novas
estratégias de controle poderdo ser estabelecidas.

Embora a incorporagdo da resisténcia natural seja a principal estratégia no manejo de
nematdides, muitas plantas cultivadas ndo possuem genes de resisténcia disponiveis. Com a
clonagem de genes de resisténcia a nematéides sera possivel transferi-los a outros hospedeiros.
Contudo, a obtengdo de genes de aviruléncia pelos nematdides pode encurtar a utilidade
efetiva desta metodologia. Ha indicagbes crescentes de quebra de resisténcia, como a
identificag@o de viruléncia, genes avr, contra o gene Mi em muitas popula¢des de campos onde
anteriormente cresciam tomates resistentes no Marrocos (Trudgill & Blok, 2001). Portanto, ha
necessidade real da introdugdo de novos genes, assim como maior entendimento dos mecanismos
de resisténcia para que uma resisténcia a longo prazo seja alcancada.

O objetivo futuro € o entendimento das bases moleculares da resisténcia a doengas em
detalhes suficientes para que seja possivel fazer predigbes sobre a engenharia das plantas e
expressdo de proteinas de resisténcia que possam reconhecer moléculas patogénicas essenciais a
patogenicidade. Estudos que envolvam andlise da regulagdo de promotores, transformagio e
estudos de sinalizagio poderéo auxiliar na elucidagdo de processos que envolvem a resisténcia da

planta a patdgenos especificos.
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APENDICE

1. Seqiiéncias nucleotidicas de RGA em café.

1.1. Seqiiéncias familia EGF

» Mundo Novo 1
GTGCTTCTTATGAACCCTTCCGCAATCCACAACCTCAACAATTTCCARACTGGAATGTCC
ACATCTTCCGGAAAGACCCCAAGGTACAGAAAACATGGTTTCAATTGGAAAGGCARATGG
TCATAACTCAATTTTATCAACATCTCACTTCGCTTCTGGTCATCATCGACTAARATTACTC
ACACCACGAAACACTTTCTCCCACCATTCCTTTCTCTCTCGATTATTCCTAAGRATACCA
GCAGTGACCACTATTGCTAGTGGTAGCCCTTTACACTTGTCCAAAATGTTTGTTTCCATC
TCCTCTAGGTGCTCTGGACATCTGTTCTCATCAAAGACCTTTGTTCGAAGTAATTCCCGA
CTCTCTTCTGGAAACAAGAAACGTAAGTCATAGGGTCTGATCTTTGATTTACTGTACTCG
GCCACAAATTTGTGCCGAGTGGTTATTAACACCCTGCTGCCCTTTTTGTTGTCAGGGARAA
ACAGGTTTGAGTTCCTTCCATACATCATTGGTCCAGACATCATCCAGTATCAATC

» Apoatd 1
GTGCTTCTTATGAACCCTTCCGCAATCCACAACCTCAACAATTTCCARACTGGAATGTCC
ACATCTTCCGGRAAGACCCCAAGGTACAGAAAACATGGTTTCAATTGGARAAGGCAAATGG
TCATAACTCAATTTTATCAACATCTCACTTCGCTTCTGGTCATCATCGACTAAATTACTC
ACACCACGAAACACTTTCTCCCACCATTCCTTTCTCTCTCGATTATTCCTAAGAATACCA
GCAGTGACCACTATTGCTAGTGGTAGCCCTTTACACTTGTCCAAAATGTTTGTTTCCATC
TCCTCTAGGTGCTCTGGACATCTGTTCTCATCARAGACCTTTGTTCGAAGTAATTCCCGA
CTCTCTTCTGGAAACAAGAAACGTAAGT CATAGGGTCTGATCTTTGATTTACTGTACTCG
GCCACAAATTTGTGCCGAGTGGTTATTAACACCCTGCTGCCCTTTTTGTTGTCGGGGAAA
ACAGGTTTGAGTTCCTTCCATACATCATTGGTCCAGACATCATCCAGTATCAATC

» Apoatd 2
GTGCTTCTTATGAACCCTTCAGCAAGCCAARACCGTATCAACTTGCTAACAGGAATATCC
TTGTCTTCAAGGAARAACTCCCAAGTAAAGAAAGCACGGTTTTAGATATCCCGGCAAGTGT
TTGTAACTCAATTCTAAGATTTCCATGCACCGAGCATTTGGATCTTCCATAACTTCAGCA
ATCAAGCTTTTTGCAATTTTACCCCACGATTCTGAGCTCTCTTCTATCCTCTGGAGGAGA
CCAGATATTGCATCAACACCAAGAGGCAATCCTTTACACTTTTTGGCAATTTCCTTTCCA
ACAAGCAACAATTCTTCGGGACAACCTTCACCATGGAATACTTTCTCTACTAATAAGGTC
CAGCTTTCATCATCAGACAATAAGCGTAGAGAATGAGGATCACTATCTGGTTCAATTTGC
ATGGCCACATCACGAAGGCGGGTCGTAATCAARATTCTGCTTCCATTGGCATCATCTGGT
ATTGAATTTCTTAGCTCATTCCAAACTCCAGCATCCCAGACATCATCCAGTATCAATC

> Apoatd 3
TATGAACCCTTCAGCAATCCATAATCGCAACAACTTCCAAACTGGAATATCAGAGTCTTC
TCGAAAGACCCCCATGTAGAGAAAGCAGGGTCTCAAGTAGTGAGGCAGGTGACTGAAACT
CAATTTGATCAGATTATCTAGAGGCGACGTGTCCCTTGCAAGGRAATTCTGTCACCCCTTC
AGAAACTTCCCTCCACCAATTAATGTTCTCTCTATCAATCACCAGGATACCTGCTATTAC
TACTATTGCTAGCGGCAATCCATTACATCTTTGCAGAATCCGTAATTCATAATCCTCAAT
CTCTGGTGGGTAGGTGTTCTTACCAAAAACCTTCTTCCGTAGTAACTCCTGACTCTCTTC
AAGATTCAGGAATCGCAGATAATAGGGTCCAATCTGTGGATTAGCATACAGAGCTACAGA
TTTAATTCGGCTTGTTATAACCACTCTACTGCAGTTATTATGGTCAGGAAGAGCTGACCT
GAGATCATCCCATGCTTCTTTGGTCCAGACATCATCCAGTATCAATC

1.2. Seqiiéncias familia MHD

» Icatu Vermelho 2-1
CGACAGTCAGTCGTGCATCCTGTACTTCTCTGACTCTGGCTGTTGCTGARAGAAGGAAAG
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CTCTTGCAGCCTGTCARAGCATCTGCGTCCTTTATCCTCCAGTGTTTCTGCCAACTTACT
CGGCTGAACCAGTGRATGAGCCATCCACAATTTGACTAGTTCATCTTTGTCAAACTCATG
GCCTTTAGGGAATATGGAGCAAAATGAAAAGCAGTGCTTTAGTTCAGGTGGGAGGTGAAA
ATAACTTAGTCTAAGGACAAATAGTGTTCTATGCTTCTCATCTCTATATTCCTCTTCTAC
CTTGGCCAGATCATTATTCAAGATATCCGACCATGTATCAAGAGCTTTATTTCTTAARAAG
ACATCCTATAACCTCTACAGCCAGAGGTAAACCATCACATTTGCTCACAATTCCATCAGC
AATAGCCTTTACACCTTTATTCACTAGGTCTGATTCATCCCCGTTAATTGCATTTCTGGC
ARATAATTTCAGACAATCCTCATGGGGCAATTTTCCCAAGGARATATGGGGGATCGGCAC
ATTCTGCGGACTCAAACCAAATACATTTTCTGTTCGACCGGTTACAATCACCCTAGTTCC
GTTATGTGCTTTCAATAAGCCTTTCTTCAGCTTTTTCCAATCCTCGAGATTTTCAGTCCA
GACATCATCCAGTATCAATC

» Mundo Novo 2-1
CGACAGTCAGTCGTGCATCCTGTACTTCTCTGACTCTGGCTGTTGCTGAARGAAGGARAG
CTCTTGCAGCCTGTCARAGCATCTGCGTCCTTTTTCCTCCAGTGTTTCTGCCAACTTACT
TGGCTGAACCAGTGAATGAGCCATCCACAATTTGACCAGTTCATCTTTGTCAAACTCATG
GCCTTTAGGGAATATGGAGCAAAATGAAAAGCAGCGCTTTAGTTCAGGTGGGAGGTGARA
ATAACTTAGTCTAAGGACARATAGTGTTCTATGCTTCTCATCTCTATATTCCTCTTCTAC
CTTGGCCAGATCATTATTCAAGATACCCGACCATTTATGACGAGCTTGAGGTCTTAARAAG
ACATCCTATAACCTCTACAGCCAGAGGTARACCATCACATTTGCTCACARATTCCATCAGC
AATAGCCTTTACATCTTTATTCACTAGGTCTGACTCATCCCCTTTAATTGCATTTCTGGT
AAATAATTTCAGACATTCCTCATGGGGCAATTTTCCCAAGGGAATATGGGGGATAGGCAC
ATTCTGCGGACTCAAACCAAACACATTTTCTGATCGACCAGTTACAATCACCCTAGTTCC
GTTATGTGCTGTCAATAAGCCTTTCTTCAGCTCTTTCCAATCCTCGAGATTTTCAGTCCA
GACATCATCCAGTATCAATC

» Mundo Novo 2-2
CGACAGTCAGTCGTGCATCCCGTACTTCTCTGACTCTGGCTGTTGCTGARAGAAGGARAG
CTCTTGCAGCCTGTCAAAGCATCTGCGTCCTTTATCCTCCAGTGTTTCTGCCAACTTACT
CGGCTGAACCAGTGAATGAGCCATCCACAATTTGACTAGTTCATCTTTGTCAARACTCATG
GCCTTTAGGGAATATGGAGCAARAATGAAAAGCAGTGCTTTAGTTCAGGTGGGAGGTGARA
ATAACTTAGTCTAAGGACAAATAGTGTTCTATGCTTCTCATCTCTATATTCCTCTTCTAC
CTTGGCCAGATCATTATTCAAGATATCCGACCATGTATCAAGAGCTTTATTTCTTARRAG
ACATCCTATAACCTCTACAGCCAGAGGTARACCATCACATTTGCTCACAATTCCATCAGC
AATAGCCTTTACACCTTTATTCACTAGGTCTGATTCATCCCCGTTAATTGCATTTCTGGC
AAATAATTTCAGACAATCCTCATGGGGCAATTTTCCCAAGGAAATATGGGGGATCGGCAC
ATTCTGCGGACTCAAACCAAATACATTTTCTGTTCGACCGGTTACAATCACCCTAGTTCC
GTTATGTGCTTTCAATAAGCCTTTCTTCAGCTTTTTCCAATCCTCGAGATTTTCAGTCCA
GACATCATCCAGTATCAATC

» Apoatd 2-1
CGACAGTCAGTCGTGCATCCTGTACTTCTCTGACTCTGGCTGTTGCTGAAAGAAGGAAAG
CTCTTGCAGCCTGTCAAAGTATCTGCGTCCTTTATCCTGCAGTGTTTCTGCCAACTTACT
TGGCTGAACCAGTGAATGAGCCATCCACAATTTGACTAGTTCATCTTTGTCAAACTCATG
GCCTTTAGGGAATATGGAGCAAAATGAARAGCAGTGCTTTAGTTCAGCTGGGAGGTGAAA
ATAACTTAGACTAAGGACAAATAGCGTTCTGTGCTTCTCATCTCTARATTCCTCTTCTAC
CGTGGCCAGATCATTATTCAAGATATCCGACCATTTATAAAGATCTTTATTTCTTAAAAG
ACATCCTATAGCCTCTACAGCCAGAGGTARACCATCACATTTGCTCACAATTCCATCAGC
AATAGCCTTTACACCTTTATTCACCAGGTCTGACTCATCCCCATCGATTGCATTTCTGGC
ARATAATTTCAGACATTCCTCATGGGGCAATTTTTCCAAGGGAATATGGGGGATCGGCAC
ATTCTGCGGACTCAAACCAARACACATTTTCTGTTCGACCGGTTACAATCACCCTAGTTCC
GTTATGTGCTTTCAATAAGCCTTTCTCTAGCTTTTTCCAATCCTCGAGATTTTCAGTCCA
GACATCATCCAGTATCAATC

» C. racemosa 2-1

CGACAGTCAGTCGTGCATCCTGAACTTCTCTGACTCTGGCTGTTGCTGARAGAAGGARAAG
CACTTGCAGCCTGTCAAAGTATCTGCGTCCTTTATCCTCCAGTGTTTCTGCCAACTTACT
TGGCTGAACCAGTGAATGAGCCATCCACAATTTGACTAGTTCATCTTTGTCAAACTCATG
ACCTTTAGGGAATATGGAGCAARAATGAARAAGCAGTGCTTTAGTTCAGGTGGGAGGTGAAA
ATAACTTAGTCTAAGGACAGGTAGTGTTCCACGCTCCTCATCTCCAAATTCCGCTTCTAC
CTTGGCCAGATCATTATTCAAGATATCCGACCATGTATCAAGAGGTTTACTTCTTAARAG
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ACATCCTATAACATCTACAGCCAGAGGTAAACCATCACATTTGCTCACAACTCGATCAGC
AATAGCCTTTACATCTTTATTCACTAGGTCTGACTCATCCCTTGCATTTCTGGCAAATAA
TTTCGGACATTCCTCATGGGGCAATTTTCCCAAGGAAATATGGGGGATCGACACATTCTG
CGGACTCAARACCAAACACATTTTCTGTTCGACCAGTTACAATCACCCCATTTCCGTTATG
TGCTTTCAATAAGCATTTCTTCAGCCTTTTCCATTCCTTGAGATTTTCGGTCCAGACATC
ATCCAGTATCAATC

» Icatu Vermelho 2-2
CGACAGTCAGTCGTGCATCCTGTACTTCTCTGACTCTGGCTGTTGCTGAAAGAAGGAAAG
CTCTTGCAGCCTGTCAAAGCATCTGCGTCCTTTTTCCTCCAGTGTTTCTGCCAACTTACT
TGGCTGAACCAGTGAATGAGCCATCCACAATTTGACCAGTTCATCTTTGTCAAACTCATG
GCCTTTAGGGAATATGGAGCAAAATGAAARAGCAGCGCTTTAGTTCAGGTGGGAGGTGARA
ATAACTTAGTCTAAGGACAAATAGTGTTCTATGCTTCTCATCTCTATATTCCTCTTCTAC
CTTGGCCAGATCATTATTCAAGATACCCGACCATTTATGACGAGCTTGAGGTCTTARARG
ACAGCCTATAACCTCTACAGCCAGAGGTAAACCATCACATTTGCTCACAATTCCATCAGC
AATAGCCTTTACATCTTTATTCACTAGGTCTGACTCATCCCCTTTAATTGCATTTCTGGC
ARATAATTTCAGACATTCCTCATGGGGCAATTTTCCCAAGGGAATATGGGGGATAGGCAC
ATTCTGCGGACTCAAACCAAACACATTTTCTGATCGACCAGTTACAATCACCCTAGTGCC
GTTATGTGCTGTCRAATAAGCCTTTCTTCAGCTCTTTCCRAATCCTCGAGATTTTCAGTCCA
GACATCATCCAGTATCAATC

» Apoatd 2-2
CGACAGTCAGTCGTGCATCCTGTACTTCTCTGACTCTGGCTGTTGCTGAAAGAAGGAAAG
CTCTTGCAGCCTGTCAAAGCATCTGCGTCCTTTTTCCTCCAGTGTTTCTGCCAACTTACT
TGGCTGAACCAGTGAATGAGCCATCCACAATTTGACCAGTTCATCTTTGTCAAACTCATG
GCCTTTAGGGRATATGGAGCAARATGAAAAGCAGCGCTTTAGTACAGGTGGGAGGTGAAA
ATAACTTAGTCTAAGGACAAATAGTGTTCTGTGCTTCTCATCTCTAAGTTCCTCTTCTAC
CTTGGCCAGATCATTATCCAAGATATCCGACCAAGTCTCAGGAGCTTTTTTTCTACAAAC
ACATCCTATAACCTCTACAGCCTGAGGTAAACCATCACATTTGCTCACAATTCCATCAGC
AATAGCCTTTACACCTTTATTCACTAGGTCTGACTCATCCCCGTCAATTGCATTTCTGGC
ARATAATTTCAGACATTCCTCATGGGGCAATTTTCCCAAGGAAATGTGGGGGATCGACAL
ATTCTGCGGACTCAAACCARACACGTTTTCTGTTCGACCAGTTACAATCACCCTAGTTCC
GTTATGTGCTTTCAATAAGCATTTCTCCAGCTTTTTCCAATCCTCGAGATTGTCAGTCCA
GACATCATCCAGTATCAATC

» Icatu Vermelho 2-3
CGACAGTCAGTCGTGCATCCTGTACTTCTCTGACTCTGGCTGTTGCTGAAAGAAGGAAAG
CTCTTGCAGCCTGTCAAAGCATCTGCGTCCTTTTTCCTCCAGTGTTTCTGCCAACTTACT
TGGCTGAACCAGTGAATGAGCCATCCACAATTTGACCAGTTCATCTTTGTCAAACTCATG
GCCTTTAGGGAATATGGAGCAAAATGAAAAGCAGCGCTTTAGTTCAGGTGGGAGGTGARA
ATAACTTAGTCTAAGGACAAATAGTGTTCTGTGCTTCTCATCTCTAAGTTCCTCTTCTAC
CTTGGCCAGATCATTATCCAAGATATCCGACCAAGTCTCAGGAGCTTTTTTTCTACAAAC
ACATCCTATAACCTCTACAGCCTGAGGTAAACCATCACATTTGCTCACAATTCCATCAGC
AATAGCCTTTACACCTTTATTCACTAGGTCTGACTCATCCCCGTCAATTGCATTTCTGGC
AAATAATTTCAGACATTCCTCATGGGGCAATTTTCCCAAGGARATATGGGGGATLCGACAC
ATTCTGCGGACTCAAACCAAACACGTTTTCTGTTCGACCAGTTACAATCACCCTAGTTCC
GTTATGTGCTTTCAATAAGCATTTCTCCAGCTTTTTCCAATCCTCGAGATTGTCAGTCCA
GACATCATCCAGTATCAATC

» Apoatad 2-3
CGACAGTCAGTCGTGCATCCTGTACTTCTCTGACTCTGGCTGTTGCTGAAAGAAGGAAAG
CTCTTGCAGCCTGTCAAAGCATCTGCGTCCTTTTTCCTCCAGTGTTTCTGCCAACTTACT
TGGCTGAACCAGTGAATGAGCCATCCACAATTTGACCAGTTCATCTTTGTCAAACTCATG
GCCTTTAGGGAATATGGAGCAARATGAARAAGCAGCGCTTTAGTTCAGGTGGGAGGTGAAA
ATAACTTAGTCTAAGGACAAATAGTGTTCTGTGCTTCTCATCTCTAAGTTCCTCTTCTAC
CTTGGCCAGATCATTATCCAAGATATCCGACCAAGTCTCAGGAGCTTTTTTTCTACAAAC
ACATCCTATAACCTCTACAGCCTGAGGTARACCATCACATTTGCTCACAATTCCATCAGC
AATAGCCTTTACACCTTTATTCACTAGGTCTGACTCATCCCCGTCAATTGCATTTCTGGC
AAATAATTTCAGACATTCCTCATGGGGCAATTTTCCCAAGGAAATATGGGGGATCGACAC
ATTCTGCGGACTCAAACCARACACGTTTTCTGTTCGACCAGTTACAATCACCCTAGTTCC
GTTATGTGCTTTCAATAAGCATTTCTCCAGCTTTTTCCAATCCTCGAGATTGTCAGTCCA
GACATCATCCAGTATCAATC
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ABSTRACT

The identification of resistance gene analogs (RGA) in several plant species has been achieved
based on the high homology of their two main protein domains, the nucleotide binding site and
the leucine rich region. In this work, RGA related sequences were identified in species of the
genera Coffea using heterologous primers. Only two distinct families were identified in all
evaluated species, which included general resistant and susceptible lines, corroborating the
low genetic diversity reported for this genus. In other study, resistant and susceptible coffee
plants inoculated with Meloidogyne exigua were evaluated for RGA expression, through
reverse transcriptase analysis. The results presented here demonstrate that although a basal
RGA expression is observed in both susceptible and resistant cultivars, there is a differential
expression of a specific RGA sequence in resistant roots. These observations suggest that
RGA locus may be involved with nematode resistance mechanisms in coffee plants. However,
this locus low genetic diversity available in Coffea species could represent a bottleneck for the

development of new resistant cultivars by breeding programs.

Key words: coffee, differential expression, NBS-LRR, plant resistance, root-knot nematode.
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INTRODUCTION

Plant defense to pathogen attack involves the activation of at least two types of response. First,
a set of intracellular reactions leading to localized cell death is triggered upon pathogen
recognition. This hypersensitive response (HR) is accomplished by the action of several
proteins that are specifically induced after a gene-for-gene interaction. The second type of
response is initiated just after the HR-response, involves the activation of a complex net of
signaling molecules and proteins, and results in an overall defense response by the plant. This
is known as the systemic acquired response, SAR.

Several plant genes are being identified as responsive to pathogen invasion, and related to the
initiation of defense mechanism in plants. Among these, the resistance genes (R) have been
identified in several species, and are apparently related to specific recognition of elicitors
produced by avirulent pathogens genes (avr). This recognition may trigger the cascade of
activation of several proteins, which will result in the HR.

Molecular analysis of R genes of diverse origin and pathogen specificity revealed that they
share highly conserved amino acid domains (Bent et al. 1994; Lawrence et al. 1995). These
domains include a nucleotide-binding site (NBS), and a leucine-rich repeat (LRR), which may
respond for actions such as protein interaction during signal transduction, and pathogen
specific recognition. A strategy that has been successfully employed to identify analogs to R
genes, Resistance Gene Analogs (RGA) in several plant species is the use of heterologous
primers, corresponding to the conserved domains, to amplify related sequences (Leister et al.
1996). In this way, several RGA were identified in soybean (Kanazin et al. 1996), wheat
(Spielmeyer et al. 1998), rice (Mago et al. 1999), maize (Collins et al. 1998) and others
(Leister et al. 1996; Pflieger et al. 1999; Fourmann et al. 2001).

Although a large number of sequences were identified by this methodology, very few of these
were actually associated to a specific pathogen resistance mechanism. Several analysis using
genetics and molecular maps allowed a physical localization and co-relation between
previously evaluated resistant loci to the identified RGA sequences (Graham et al. 2000;
Kretschemer et al. 1997; Pflieger et al. 1999).

Among defense RGA genes identified so far is the Mi locus in tomato, characterized as

responsible for resistance to root knot nematode Meloydogine sp (Gilbert and McGuire 1956).
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A functional Mi allele was cloned from a BAC library containing the entire region to which Mi
was localized (Milligan et al. 1998). In transient expression analysis, the functional M allele
conferred resistance to M. javanica to a previously susceptible tomato line (Milligan et al.
1998). This represents the first study demonstrating that an R family gene is actually involved
with a specific defense response.

Coffee plants, belonging to Coffea arabica species, are very susceptible to pathogen, such as
insects, bacteria, fungus and nematode. Resistant C. arabica lines have been developed
through crosses with other Coffea species, bearing natural defense mechanisms, such as C.
canephora and C. racemosa. Thus, resistance to the agent of the orange-rust, the fungus
Hemileia vastratrix was transferred from C. canephora to C. arabica (Monaco and Carvalho
1975; Fazuoli et al. 1999). Although coffee breeding programs are making efforts to develop
multiple pathogen resistant inbred lines, very little information is available regarding the
genetic control of these responses. For instance, resistance to root knot nematode infection,
one of the main problems in coffee fields, is not well characterized at the molecular level in
Coffea species. A limiting factor for identification of resistant-related locus is the lack of
either genetic or molecular maps, and also the reduced number of coffee genes identified so
far. -

Recently, Noir et al. (2001) identified some RGA sequences in Coffea using heterologous
primers. However, the amplified fragments covered only three amino acid sub-domains of the
NBS conserved region. Also, only two Coffea species were evaluated in this study. The
authors identified 19 different RGA sequences, which could be grouped into nine distinct
classes.

In order to initiate a program aiming the characterization of defense mechanisms in coffee
plants, we characterize RGA sequences in Coffea species. The variability of those sequences
was compared among susceptible and resistant inbred lines and commercial cultivars. Also, in
an attempt to associate the expression of those sequences with defense mechanisms, the
expression of some RGAs in response to root knot nematode infection were evaluated in

selected resistant and susceptible coffee genotypes.
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MATERIAL AND METHODS

Plant material

All plant material evaluated is part of to the Germplasm Collection of Coffea, from IAC,
Campinas, Brazil. The Coffee Breeding Program of IAC developed all cultivars tested. Leaves
were collected from non-cultivated accessions of C. racemosa, and from C. canephora
cultivar Apoati (B) and C. agrabica cultivars Mundo Novo (MN) and Icatu Vermelho (MN).
Mundo Novo resulted from a selection for high-yield and is a highly susceptible cultivar. Icatu
Vermelho is an inter-specific hybrid of C. arabica and C. canephora, with several backcrosses
to C. arabica. It is resistant to the orange-rust agent Hemileia vastratrix.

DNA extraction

Young leaves of all plant materials were collected, frozen in Liquid N, and kept at —80°C,

until used. Total DNA was extracted according to Paillard et al. (1996).

Amplification of RGAs

Oligonucleotides corresponding to NBS-domains were designed based on sequence alignment
of other RGA locus such as Mi (AF039682), Cre3 (AF052641), and rpml (AF122995).
Primers corresponding to NBS sub-domains (Figure 1) were as following: Primer KIN1
(FORWARD): 5' a 3'' TGATACTGGATGATGTCTGG:; Primer EGF1 (REVERSE): 5' a 3"
GTGCTTCTTATGAACCCTTC; Primer MHD1 (REVERSE): 5' a 3"
CGACAGTCAGTCGTGCAT. Amplification reactions were performed using 250ng DNA,
1X Taq reaction buffer, 2mM MgCl,, 0.2mM dNTP, 0,2 pmols/ul of primer, 2.5U Tagq
Polymerase. PCR final conditions were: an initial denaturing step at 95°C for 5 min., followed
by 30 cycles of 1 min. at 95°C, 1.5 min. at 50°C and 2 min. at 72°C, and a final extension step
at 72°C during 10 min. Amplified fragments were separated by agarose electrophoresis, and
gel purified using commercial kit (GFX™, Amersham Pharmacia Biotech).

Cloning, sequencing and analysis of PCR products
Cloning of amplified and purified fragments was performed using the pMOSBlue blunt ended
cloning kit (Amersham Pharmacia Biotech). Amplified fragments corresponding to Kin/EGF

primer combinations from C. arabica Mundo Novo and C. canephora Apoatd were cloned.
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Besides these, for KIN/MHD primer set were also cloned fragments from C. arabica Icatu
Vermelho and C. racemosa.

At least 40 clones of each original PCR reaction were sequenced by the dideoxy method. The
sequencing kit ABI-PRISM Dye Terminator was used, and the reactions were separated in an
ABI377 Automatic sequencer. Computer tools such as ClustalW, Molecular Toolkit, and
BLAST analyzed sequences.

The method Neighbor-joining (NJ) with p-distance (Saitou and Nei 1987) was used for
phylogenetical analysis. NJ-tree construction and bootstrap analysis, with 5,000 replications,

were performed by the software MEGA2 (Kumar et al. 1993).

Nematode inoculation

Nematode populations were collected in naturally infested fields. Inoculum of M. exigua was
isolated from mixed samples, identified and propagated in coffee plants, in greenhouse. Egg
masses were collected and used to infect roots from C. arabica cultivar Mundo Novo
(susceptible) and C. carnephora cultivar Apoatd (resistant). Around 5000 eggs/individual were

used for infection of coffee seedlings roots.

RGA expression analysis

Total RNA was extracted from infected and control roots of both susceptible and resistant
genotypes according to Maluf et al. (1997). RGA expression was evaluated by reverse
transcriptase-PCR (RT-PCR) using the commercial kit ThermoScript™ RT-PCR System (Life
Technologies). The forward primer used in all reactions was the Kinl (see Amplification of
RGAs). The reversed primers were: MHD2: 5 a 3°: CGTGCATCCTGTACTTCTCT,; EGF2:
5" a 3’: TGCTTCTTATGAACCCTTCC; CFAIl: 5 a 3: CAAGGTACAGAAAACATGGT.
Control actin primers were used to check integrity and initial concentration of mRNA.

For time-course analysis infected roots were collected at the following infection interval times:
non-inoculated; 24 hours-, 3 days-, 10 days-, 21 days-, and 30 days- after inoculation. Root
samples were collected from both susceptible and resistant genotypes, frozen in liquid N, and

kept at —80°C until used.



RESULTS

RGA amplification from Coffea genotypes

In order to evaluate the diversity of RGA sequences in Coffea species, these were amplified
from a selection of genotypes, using combinations of heterologous primers corresponding to
NBS domains. Oligonucleotides primers were designed based on alignment of previously
identified RGA sequences (Kanazin et al. 1996; Collins et al. 1998). The primers tested
(Figure 1) amplify a DNA fragment that comprehends the whole sequence between the kinase-
1 of the NBS domain, and either EGF or MHD motifs of the region between NBS and LRR
domains. Optimal amplification conditions were established for all primers combinations
using C. arabica genomic DNA. Amplified fragments that corresponded to expected size were
directly sequenced to confirm their RGA identity. After positive identification, RGA were
then amplified from all other genotypes.

RGA related sequences were amplified from all genotypes analyzed, including species that
exhibit resistance to several pathogens, such as C. canephora and C. racemosa, and also in
highly susceptible C. arabica cultivar. Both set of primers combinations amplified
corresponding sequences in all germplasm tested. However, for the primer combination that
includes the region between kinase-1 and EGF domains, only amplified sequences from
cultivars Mundo Novo of C. arabica and Apoati of C. canephora were further analyzed.
Amplified fragments were cloned and sequenced. In order to minimize sequence
polymorphisms due to Taq polymerase errors, at least 40 clones of each PCR reaction were
analyzed. A total of 9 distinct sequences were observed for the KIN/MHD primer
combination, and 3 for the KIN/EGF combination (Figure 2). Only sequences with at least two
copies were used for further analysis. BLAST searches in the GenBank demonstrated the high
homology of coffee sequences with other RGA sequences (Figure 3), such as NBS-LRR
resistance-like protein J71 from Phaseolus vuigaris e Prf protein from Lycopersicon
pimpinellifolium. Interestingly, a sequence amplified from C. canephora showed significant
homology with the Mi locus of tomato (61% of positive amino acids). This locus is
responsible for the resistance to Meloidogyne nematode species in tomato. Coffee cultivars
expressing nematode resistance belong to C. canephora species, and major efforts are being

made to transfer resistant genes from this species to C. arabica.
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Alignment of amplified RGA coffee sequences demonstrated that these might be grouped in 3
distinct groups, based on observed polymorphisms in conserved regions (Figure 2B).
However, the overall genetic variability of these sequences is very low. Although significant
polymorphisms were observed at DNA level, very few significant amino acid changes are
present in conserved protein domains. Besides the NBS domains, other highly conserved
amino acid regions were observed in coffee RGA sequences. Apparently, those domains are
coffee specific, since they are not present in other species RGAs (Figure 2B).

Two distinct gene families were observed in Coffea species, according to the pair of primers
used: the MHD family, and the EGF family (Figure 2). In order to look at phylogenetic
relationships of these families we used the neighbour-joining (NJ) method with p-distance
(Saitou and Nei 1987). Construction of NJ tree and its bootstrap tests were performed by the
software MEGA2 (Kumar et al. 1992). The gene family node is supported with 100%
bootstrap values. This node separates EGF and MHD families into two clusters (Figure 4).
Due to the fact that no species displaying gene sequences belonging to either MHD or EGF
families could be identified, external group genes used in this analysis belong both to MHD
family (AB028617) and EGF family (AF039682 and AF320848). Sequences of MHD family
can be divided into two groups, A and B, according bootstrap values (Figure 4) and sequence
alignments (Figure 2B). Despite the fact that Icatu Vermelho 2-2 sequence is located in group
A, it is a hybrid sequence from groups A and B (Figure 2B). Significantly this sequence
displays an L amino acid in GLPL motif, representing group A, and an R amino acid in CFA

motif of group B, therefore, representing a hybrid sequence of both groups.

RGA expression in nematode infected roots

With the purpose of verify if RGA amplified sequences are somehow related with resistance to
the nematode M. exigua in selected Coffea cultivars, their expression was evaluated through
RT-PCR analysis. Roots of the nematode resistant C. canephora cultivar Apoatd were infected
with eggs of M. exigua. Samples were collected and frozen at different time intervals after
inoculation (see Material and Methods). Total RNA was extracted and used for further
amplification of RGA related transcripts. As a control, roots of C. arabica susceptible cultivar
Mundo Novo were submitted to the same treatment. At first, cDNA was synthesized from total

RNA using an oligo dT primer. A selective amplification of RGA sequences was then
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performed using the same primer pairs as for genomic analysis. To check both quality and
quantity of initial mRNA, coffee actin-specific primers were used to amplify related
sequences. Amplified fragments corresponding to RGA sequences were observed in both
resistant and susceptible cultivars (Figure 5). Those fragments were further cloned and
sequenced for comparison with genomic sequences. These analyses confirmed the identity and
diversity of expressed resistance gene analogs. Also, it was observed that RGA sequences
belonging to the same group of NBS domains identified in genomic PCR are being expressed
in infected roots. However, analysis with restriction endonucleases could not detect any
polymorphism among expressed RGA sequences from susceptible and resistant genotypes
(data not shown).

RT-PCR analysis revealed that both susceptible and resistant genotypes expressed RGA in
root tissues in the absence of nematode. Basal expression was detected in non-inoculated
roots, and at initial periods upon nematode inoculation (Figure 5). The major difference
observed between genotypes is related with expression level, observed for only one of the
primer combinations tested, the KIN/MHD2. For this primer set, nematode resistant roots
displayed a low level of RGA transcripts accumulation until 10 days after inoculation. At this
point, a peak of RGA sequence accumulation is observed (Figure 5). On the other hand,
nematode susceptible roots exhibit a high basal RGA transcript accumulation in pathogen
absence. However, this accumulation ceases after nematode inoculation (Figure 5). In both
susceptible and resistant genotypes actin transcripts levels were uniform during time-course
treatments, demonstrating that mRNA was intact in those samples. These results were
repeatedly observed, even when RNAs extracted from different plants were tested. Also, the
same pattern of RGA transcripts accumulation is observed in C. arabica hybrids segregating
for resistance to M. exigua (data not shown). For others primer sets tested there was no
detectable difference in transcripts levels at the 10 days tested inoculation time (Figure 6). For
those primer sets both susceptible and resistant inoculated roots accumulated corresponding

transcripts.

DISCUSSION
The RGA family members are characterized by the presence of two conserved nucleotide

domains. The NBS domain consists of several amino acid motifs, which are responsible for
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the recognition and binding of DNA specific regions. The LRR domain comprehends leucine
repeats that are probably related with specific protein recognition and stabilization of
DNA/protein interactions. The highly conserved amino acid sequence of these domains allows
the design of specific primers that amplify similar sequences in several species. This strategy
was used to amplify RGA related sequences in Coffea genotypes.

RGA related sequences were amplified from both susceptible and resistant cultivars. The
variability among sequences is not very high. This low diversity is more evident in susceptible
cultivars, such as Mundo Novo, which amplified only one type of RGA sequence for
KIN/EGF and two types for KIN/MHD, even in several independent PCR reactions.
Nevertheless, the NBS-domain evaluated in this analysis is very conserved in all plant
sequences identified. Therefore, it could be argued that the variability in RGA sequences,
essential for their role in specific pathogen recognition will probably be found in others
domains, such as the LRR. In other studies, it has been shown that a basal expression level of
these sequences is observed, even in absence of pathogen attacks (Tao et al. 2000; Fourmann
et al. 2001). Together these observations may suggest another biological role for R genes,
besides the involvement during HR.

In an attempt to evaluate the genetic relationship of the species in study, we performed a
phylogenetic analysis, using the NJ- inference method. The phylogenetic gene tree obtained
from this analysis corroborates the evolutive history of the species C. arabica. This species
was possibly originated from an inter-specific cross between C. canephora and C. eugenioides
(Lashermes et al. 1999), followed by chromosome duplication. Therefore, C. arabica is an
allotetraploid (2n=44), and other species of Coffea are diploid (2n=22). Despite this inter-
specific origin, the overall genetic variability of C. arabica is very low. This is a result of
autogamous reproduction, and intensive breeding cycles. On the other hand, the selected C.
canephora cultivar Apoatd exhibited a higher number of nucleotide and amino acid
differences (Figure 2). These observations are consistent with the facts that this cultivar has a
wide-spectrum of pathogen resistance and that C. arabica is susceptible to several pathogens.
Another interesting observation is related to C. arabica cultivar Icatu Vermelho. This cultivar
is the result of an artificial inter-specific cross between C. canephora and C. arabica, followed
by successive backcross to C. arabica. It is a tetraploid and exhibit orange-rust resistance

(Monaco and Carvalho 1975). Amplified RGA sequences are homologous to both parental
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sequences (Figure 4). Sequences belonging to groups 1 and 2 are identical, representing
probably sequences originated in C. arabica. Therefore, the group B in figure 4 contains the
IV sequence originated in C. canephora.

The species C. racemosa is the only genotype in this study that does not share a common
origin with the other species. The NJ-tree demonstrates this relationship, once sequences from
IV, MN and AP are grouped inside the MHD family, and sequences from C. racemosa
comprehend an isolated group for this family (Figure 4).

The two main primers set used in this analysis were able to amplify two distinct RGA
families. This distinction is supported by observations such as a significant proportion of
nucleotide differences (0.25—p—0.30), an acceptable bootstrap confidence level (BCL), and
the presence of an outsider RGA group, from Arabidopsis, included in one family.

Together, the results allow for inferences about the division of the two RGA families
observed, which took place probably before C. arabica speciation. If the division had occurred
after this speciation, the sequence from C. racemosa would be represented as an external
group to both MHD and EGF families, what does not occurred. Until present, no member of
the MHD gene family could be found in monocotyledonous species during GenBank BLAST
searches. This fact could be an indicative that the separation between those two families
probably occurred before the diversification of dicotyledonous groups.

The species C. arabica is the most important of all cultivated species of Coffea. Arabica plants
produce a high quality coffee beverage. However, these plants are highly susceptible to all
types of pathogens. Despite the fact that losses in yields due to insects and diseases are very
high, very little information regarding defense mechanisms and genetic control of resistance is
available for Coffea species.

In this work, we initiated a characterization of response to nematode infection on resistant
coffee plants. Root-knot nematodes belonging to genus Meloidogyne represent one of the most
aggressive pathogens to coffee plants. After infection of susceptible plants, nematodes
parasitize xylem parenchymatous cells, altering their function and gene expression, and
leading to the development of giant cells. As a result, galls appear all over the root system,
causing a functional collapse and consequent plant death. Plant resistance to nematodes is
observed when the pathogen has reduced levels of reproduction (Trudgill 1991). Genes that

confer resistance to nematodes have been identified in several plant species. Several of them
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have been already mapped and cloned. Among these, the locus Mi of tomato (Milligan et al.
1998), the Cre of wheat (Seah et al. 1998), the Hs/”* from sugar-beet (Cai et al. 1997), are
members of the RGA gene family, and are associated with the hypersensitive-response.

In order to investigate if a member of the RGA gene family of Coffea is involved during
nematode defense response of resistant cultivars, the expression of these genes was evaluated
in inoculated roots in time-course experiments. Sequences corresponding to RGA genes were
amplified by RT-PCR from susceptible and resistant roots inoculated with M. exigua. This
nematode was chosen because the coffee resistance inheritance is apparently monofatorial
(Fazuoli 1981), which therefore could be the result of an RGA gene action. The results
showed an accumulation of RGA-related transcripts in both susceptible and resistant
genotypes, even in the absence of nematode. This pattern of accumulation was already
described for other RGA transcripts (Tao et al. 2000; Fourmann et al. 2001) and also for some
defense related proteins (Van Loon and Van Strien 1999). The fact that resistant genotypes
exhibit a less intense RGA-transcript accumulation in the presence of nematode, at the first
days after infection was unexpected. Susceptible genotype, on the other hand, has an intense
transcript accumulation in the absence of nematode, and after 10 days this accumulation is
turned down. However, this expression pattern was observed only for one of the RGA primer
set combinations. For other primer sets, basal transcripts accumulated at all times after
nematode inoculation. These observations could imply that a specific RGA sequence is
involved during defense response in resistant roots. If this is the case, the specificity of RGA-
mediated response is most probably due to differences in the LRR-domain, once no restriction
polymorphism could be detected between expressed sequences of susceptible and resistant
roots (data not shown).

The fact that other coffee RGA sequences are expressed during infection also demonstrated
that transcription of plant genes is not totally repressed by nematode proteins in infected roots.
Although, there is no previous cytological analysis of nematode infection on coffee roots,
greenhouse observations suggested that the resistance response would be initiated within 7 to
10 days after infection. Therefore, at this point, the nematode had migrated along root cells
until the root tip, and initiated the development of the feeding site and the giant cell. This
development involves the repression of specific plant gene expression in giant cells by

nematode proteins. Previous studies suggested that plant genes not essential for nematode
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feeding site establishment are preferentially turned off (Goddijn et al. 1993). Also, cytological
analysis of coffee roots infected with M. incognita demonstrated that in resistant plants the
giant cell is underdeveloped (Anzueto et al. 2001). These results suggest that defense
mechanisms in coffee are probably more related to inhibition of giant cell development rather
than blocking of nematode infection. In our analysis, resistant plants show an increase of RGA
transcript accumulation at the point correspondent to giant cell development, and not before
when the nematode penetrates the root system. On the other hand, susceptible plants exhibit
RGA transcript accumulation in the initial steps of nematode infection, suggesting that plant
defense genes are activated at this point, but are probably repressed at subsequent steps. In this
case, although the results obtained so far suggest that RGA genes are involved in the response
to nematode infection, their exact role is not well characterized. This type of gene could not
only be related to specific nematode recognition, but also to further activation steps in the
defense-signaling pathway.

In this work we could demonstrate that RGA related sequences in species of the genus Coffea
are not very polimorfic, and have common ancestral origin. Also, the resistance mechanism to
nematode in Coffea cultivars is associated with differential expression of a RGA. Future
studies focusing on cytological and molecular aspects of plant-nematode interactions would
help the understanding of RGA specific role during defense response. As for molecular-
assisted selection in coffee breeding programs, the identification of DNA polymorphisms on

RGA sequences would represent important tools for selection of resistant Coffee genotypes.
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FIGURES

Kihase 2a Kinase 3a OLPL LSY CFA EGF | MHD

P-ioop

primer KIN primer EGF  primer MHD
8 TGA TACTGG ATG ATGTCT GG 3 & GTG CTTCTT ATG AAC CCTTC 3 # CGA CAGTCA GTCGTG CAT?

Figure 1- Schematic representation of NBS-LRR domains. Selected primers corresponding to

amplified domains are shown.
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LLRTKVIDERR CPEHLEEMET NI LIK e LPLAIVVTA I LRXNRERK EWWEXVE RG - 73

BE i e T o S o

LsY CFA EGF

NLYDID QKRIELL IKL 3 (LXPL FLYLGiF} LLRYJIAEGET RIT
JKRIEEL IKLS KPC FLYL G LLRYIIAEGFIR3T
LIROALECFT RST
LLRTJIAEGEIRST

Kinasa 2a Kinase 3a

L ILDTAI TENLE DR KKL KX & LL KA HRGTRYI 9T GET
L ILD AN TEN LE D XKL XX & LL K& HRGT BT VT GET
L ILDIAX) TENLE DG XKL KK G LL KA HNGT @I VT GRT
L ILDDAA) TENLE D XKL EKG LL XA FNGT BT 7T GET
LILDIAGTENLK BWKEL KXC LL K& HRGIPY 19T GRT
L ILDDWWTER LE DA KEL KK G LL TA HHGT RVI VT GES
LILDDWITINLE XKL EKE LL K& HNGT BRI VT CRC ENUFG LI PONYS I PHISLEKL
L ILDIDAN TOM LE DO XKL EXC LL K& HRGT RGI UT GET EMVEG L PRSI PHISLGKL
L ILDIAXI TON LE D6 XKL EKC LL X& HNGT RGI T GET

GLPL

FCUXATADGIVIX CIGLELAYEVI G CLLENKALDTWS DI LI4DL AXVEEEY ROEXHRTLEV
¥GUKA IADCIVIK CIGLELAVEVI G CfL LRRKALDTWS DI LIAIL AKXV EEEY RDEKHRTLEY
¥CUXA IADGIVIK LIGLELAVEYI G CfL LRMKALDTWS DI LI4LL AKXV EEEY REDEXKHRTLEV
ECUKA TADGI VIK CIGLFLAEALG CLLRMKDLYKNS DI LK

CD VKA IADRYVYS KOG LPLAWDVIG L LR SKPLITWE DI
FDUXA IADGI V3K UIGLPLAYE VI G (L LEPQARHKWS GI
FCUXA IADGI VSK CIGLENAEYI ¢ O CREKKAPETWS DI
JCUXA IADCI V3K IGLENAVEVI G Cf CRKKAPETWS DI

IPHISLGKL
IFHISLGKL
IPHISLGKL
IPHIPLEKL

AXKVEAEF (IEERGTLEV
AKVEEEY RDEXHRTLEY

AXVEEELRIEXKHRTLTV
AKVEEELRIEXKHRTLIV

2 FEVKATADGIVIKCIG EVICCYCRKKAPETWI DI AXVEEELRDEXHBETLIV
LSY CFA, EGF M HD
LEL3 YT HLP PELKHC FSF 03 IF PG HEFDXDELVK LVMAH SL ESRXYMEHDL 3
LELIYFHLPPEIXKHCFIF (3 I'PKCHEFDXDELVKIWMAHSL ESRXYMHDL 3

LELI YFHLPPEIXKHCTSF (3 IFPKCHEFDXDELVKIWMAH 3L ES] X¥Y#HIL 3
LEL SYFHLPPELXHC F3F (S IFPKG HEFDXDELVK LJMAH SL
LELIYFHLPPEIKHCFIF (3 IFPKCHEFDKDELVK IWMAH 3L
LELIYFHLPPEIRICFSF (3 IPPKCHEFDRDELVK IWMAH SL
LELIYFHLPPUWIKECFST LS IF PR HEFDRKDELVKINMAH SL
LELS YT HLPPEIRECPIF (S [P PRCHEFDRDELVK LOMAH SL
LELIYTHLPPEIR:CTIF (3 IF PKGCHEFDKDELVK LIWMAH SL

Figure 2 — Resistance gene analogues from coffee. (A) Alignment of deducted amino acid
sequences of amplified RGA clones from C. arabica cultivar Mundo Novo (susceptible) and
from C. canephora cultivar Apoati (resistant), showing conserved subdomains. Amino acid
polymorphisms are shown in black. (B) Relationship of RGA sequences identified in C.
arabica cultivars Mundo Novo and Icatu Vermelho, C. canephora cultivar Apoatd and C.
racemosa. Based on amino acid polymorphism differences sequences could be separated in
three different groups. Black boxes represent domains conserved among all coffee RGA
sequences.
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Figure 3 — Alignment of coffee RGA deduced amino acid sequences with homologous
sequences from other species present in the GenBank. Sequences amplified using (A)
KIN/EGF and (B) KIN/MHD primer sets showed high homology with correspondent RGA
sequences. Light grey boxes correspond to similar amino acids present in all aligned
sequences. Dark grey and black boxes correspond to similar amino acids present in at least

two aligned sequences.
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Figure 4 — Phylogenetic tree for RGA nucleotide sequences from Coffea species. The tree was
constructed using the Neighbor-Joining method. Numbers (%) on the branches correspond to

bootstrap values (5,000 replications).
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Figure 5 — RGA expression in coffee seedlings roots during nematode infection. Roots of
resistant and susceptible (A) cultivars were inoculated with M. exigua. Development of nodes
corresponding to nematode multiplication is observed only in susceptible roots. Expression of

RGA was detected by RT-PCR only in infected resistant roots (B). Actin transcript levels were

used as a control of mRNA integrity and concentration.
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Figure 6 — RGA expression detected by RT-PCR in susceptible (MN) and resistant (AP)
cultivars, after 10 days of nematode innoculation. Primers amplifying MHD, EGF and CFA
motifs were tested, and only the pair related to MHD motif showed a significant difference in

transcript accumulation.
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