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Resumo

A identificagdo de genes relacionados com a resisténcia de plantas a pragas e doencas ¢ de grande importincia para o
entendimento dos mecanismos de defesa envolvidos durante o ataque de patdgenos. Atualmente, varios desses genes,
identificados em diferentes espécies vegetais, ja foram caracterizados ao nivel molecular e suas seqiiéncias estdo
disponiveis em Bancos de Dados. Atualmente, com a conclusdo do sequenciamento do Genoma Café, homdlogos de genes
de defesa tiveram suas seqiiéncias estabelecidas. No entanto, estudos de gendmica funcional sdo necessarios para que o
papel destes genes no mecanismo de resisténcia aos patégenos do café seja conhecido. Este trabalho tem como objetivo
inicial caracterizar os mecanismos de defesa em café, através da identificagdo e avaliagdo da expressdo de genes
relacionados com a resisténcia a nematoéides. Foram realizadas buscas de seqiiéncias homodlogas a genes de defesa no
Banco de Dados do Genoma Café através do programa BLAST e foram identificados genes pertencentes a 12 categorias de
genes de defesa. Em experimentos de infec¢do controlada, raizes de cafeeiros suscetiveis e resistentes foram infectadas pelo
nematdide Meloidogyne exigua. Amostras de RNA extraido destas raizes serviram como molde para amplificacdo de
transcritos correspondentes a 6 genes de resisténcia. Os resultados mostram que os genes avaliados neste estudo apresentam
uma expressao basal em raizes infectadas pelo nematdide, sugerindo que a ativagdo da resposta de defesa ¢ controlada por
outras familias de genes ndo testadas neste estudo.
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DEFENSE GENE EXPRESSION IN RESPONSE TO NEMATODE INFECTION

Abstract

The identification of defense-associated genes is a major step through a complete understanding of pathogen resistance
mechanisms in plants. Several plant defense genes have been already identified, sequenced, characterized at molecular
level, and are available at GenBank. Recently, with the conclusion of EST-Genome sequencing, coffee homologs for those
genes are also known. However, functional analysis is required to entirely understand the role of defense genes during
coffee resistance responses. In order to begin this characterization, the main objective of this study is to identify and
evaluate gene expression during nematode resistance. Initial data-mining analysis on the Coffee Genome Database allowed
the identification of homologs to 12 families of defense-associates genes. Roots from susceptible and resistant coffee plants
were infected by Meloidogyne exigua in controlled infection time experiments. Expression of 6 identified genes was
evaluated through RT-PCR analysis using infected roots RNA. Results showed that gene expression is basal in all tested
infection times, which suggests that other gene families not tested in this study control the activation of defense during
nematode response.
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Introducao

O IAC desenvolve pesquisas em melhoramento do cafeeiro desde 1932. Nesse periodo varios cultivares ja foram langados e
recomendados para o plantio nas mais diversas regioes cafeeiras do Estado de Sao Paulo e do Brasil, incluindo linhagens
resistentes a ferrugem. No entanto, apesar de varias linhagens resistentes a doengas e pragas ja estarem disponiveis para
plantio, o mecanismo envolvido na determinagdo dessa resisténcia ainda ¢ desconhecido.

As plantas desenvolvem uma grande variedade de mecanismos de resisténcia a doengas, que incluem sintese de
fitoalexinas, antibioticos, inibidores de protease; deposicdo de material de parede celular e acumulagdo de enzimas
hidroliticas como as quitinases. Aparentemente, a resisténcia da planta depende da habilidade do hospedeiro em reconhecer
o patogeno, e rapidamente induzir os mecanismos de defesa a tempo de limitar a agdo do patogeno. A aplicacdo de
tecnologias moleculares tem gerado informacdes significativas sobre os mecanismos de reconhecimento de patdgenos,
tradugdo de sinais e ativagdo de genes de defesa (Cramer, 1993). Dessa maneira, uma estratégia que tem sido largamente
utilizada para o entendimento dos mecanismos de resisténcia em plantas ¢ a identificacdo e caracterizagdo molecular de
genes envolvidos no processo de defesa de espécies hospedeiras ao ataque de insetos € microrganismos.

Segundo Ryan (2000), os genes envolvidos na defesa vegetal podem ser divididos em trés grupos:

- Proteinas anti-nutricionais ou genes de defesa: codificam proteinas de defesa, tais como inibidores de protease, enzimas
da biossintese de compostos metabolicos secundarios. Exemplos destas enzimas sdo a fenilalanina amonia liase (PAL), da
via de biossintese de lignina, glicoproteinas ricas em hidroxiprolina (HRGPs) e peroxidases, que produzem intermediarios
reativos de oxigénio (IRO) que atuam no reforcamento da parede celular (Bradley et al., 1992; Brisson et al.,1994).

- Genes de sinalizagdo: produzem compostos volateis, para repelir os insetos, comunicar o ataque entre partes das plantas e
entre plantas. Sdo genes que codificam enzimas como a PAL, chalcona sintase (CHS) e chalcona isomerase, envolvidas na
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sintese de flavonodides, como as fitoalexinas, a polifenol oxidase, que produz compostos fenolicos toxicos (Felton et
al.,1992; Bi e Felton, 1995), proteinas inibidoras de proteinases (Farmer et al., 1992; Johnson et al., 1989).

- Genes envolvidos no redirecionamento metabolico: genes que ativam a sintese de enzimas que produzem IRO, que podem
atuar também na transducdo de sinais, ativando por exemplo a lipoxigenase (LOX), que participa da producdo de acido
jasmonico (Bell e Mullet, 1993).

Além destes, os genes que codificam os fatores de transcrigdo representam outra classe de genes essencial para a regulagdo
dos mecanismos de defesa. Entre os membros das familias de fatores de transcri¢do relacionados diretamente com a
resposta ao ataque os genes ERF, bZIPs, NPR1, Myb Whirly e WRKY séo os mais conhecidos (Eulgem, 2005).

O objetivo deste trabalho € caracterizar a expressdo de genes de defesa em genétipos de café durante o ataque de
patodgenos. Inicialmente a expressdo de genes de resisténcia foi avaliada em raizes de cafeeiros infectadas com o nematdide
Meloidogyne exigua. Esta caracterizagdo permitira em uma segunda fase o estabelecimento da fungdo de cada um desses
genes na ativagdo dos mecanismos de defesa em genotipos de Coffea selecionados e expressando diferentes padrdes de
resposta ao ataque de patdogenos.

Material e Métodos

As avaliagOes foram realizadas em plantas da cultivar Icatu Vermelho de Coffea arabica segregantes para resisténcia a M.
exigua. Raizes de estacas correspondentes a plantas suscetiveis e resistentes foram inoculadas com suspensao de ovos do
nemato6ide (Silvarolla et al., 1998) . Amostras de raizes foram coletadas 3, 10 e 21 dias ap6s o inoculo. O RNA total foi
extraido de raizes infectadas.

As analises in silico foram realizadas através de ferramentas de bioinformatica desnevolvidas pelo Laboratorio de
Genomica e Expressdo / Unicamp. Sequéncias correspondentes a genes especificos expressos durante a resposta de defesa
foram identificadas nos bancos de seqiiéncias ESTs oriundos do Projeto Genoma Café. As buscas identificaram intimeros
reads com homologia a genes de defesa identificados em outras espécies. As sequéncias foram agrupadas para
identificagdo de seqiiéncias Unicas consenso, ou contig, para cada gene estudado. A andlise de data-mining permitiu a
identificagdo de 12 classes de genes de defesa e o desenvolvimento de oligonucleotideos especificos para amplificacdo de
14 locos nos materiais de estudo (Tabela 1). Neste trabalho foi avaliada a expressdo de genes correspondentes a Superoxido
dismutase (SupDisA e SupDisC), fator de transcricdo WIPK (WipkA), Glucanases (Glu A) e proteinas de resisténcia
(ResproB e 5-RM1).

A expressdo dos genes selecionados foi avaliada pela metodologia de RT-PCR. Oligos especificos ao gene da actina foram
utilizados como controle positivo da qualidade e quantidade inicial de mRNA na reagao.

Resultados e Discussio

Os resultados preliminares da analise de data-mining estdo resumidos na Tabela 1. De maneira geral a variabilidade
genética identificada nesta analise € baixa. A classe de genes com a maior variabilidade ¢ a das proteinas de resisténcia, que
apresentou 23 contigs. Ja familias nas quais se esperaria uma maior diversidade, como ¢ o caso dos RGAs e de inibidores
de proteinase, um numero reduzido de contigs foi identificado, indicando uma baixa variabilidade dentro destas classes.
Fatores de transcricdo como Map kinase, B-zip ¢ RGA sdo codificados em outras espécies de plantas por familias de genes
com alta variabilidade (Revisto em Eulgem 2005). No entanto, os resultados obtidos até o momento confirmam dados de
analises de marcadores moleculares, que demonstram uma reduzida variabilidade genética na espécie C. arabica. Além
disso, estes resultados poderiam explicar a alta susceptibilidade a patdgenos observada nas linhagens de C. arabica.

Tabela 1 - Genes de resisténcia identificados no Banco

de Dados do Genoma Café
Genes de Resisténcia N° de Contigs

Fator de transcrigdo B-zip 5
Catalase 2
Glucanase 10
Lipoxigenase 7

Map Kinase WIPK 1

NO sintase 2
Polifenilalanina liase (PAL) 5
Polifenol oxidase 2
Inibidores de proteinase 3
Proteinas de resisténcia 23
Superoxido dismutase 12

RGAs (dominios NBS e LRR) 8




Para estabelecimento das rotas de defesa ativadas durante resposta a infec¢do por nematdides, foi iniciada uma analise do
padrdo de expressdo de genes de resisténcia em progénies de Icatu suscetiveis e resistentes a M. exigua. A expressdo dos
locos amplificados pelos oligos gene-especificos SupDis A, Sup Dis C, WIPK A, Glu A, Respro B e 5-RM1 foi avaliada
em raizes infectadas pelo nematoide. Os resultados sdo apresentados na Figura 1 e Tabela 2.

Tabela 2: Padrdes de expressdo de genes de resisténcia em plantas de Icatu segregantes para resisténcia e susceptibilidade
a nematoides inoculadas em diferentes tempos com Meloidogyne exigua.

Susceptiveis Resistentes
Gen 224 Gen 621 Gen 1297 Gen 1814
Seqiiéncias 0 3d 10 21 0 3 10 21 0 3 10 21 0 3 10 21
SupDis A + + + o+ + + + o+ + + + + + 4+ + o+
SupDis C + + + o+ + + + 4+ + + 4+ o+ + 4+ + 4+
WIPK A + + + o+ + + + o+ + + + + + 4+ + o+
Glu A + + 4+ o+ + + + o+ + 4+ 4+ o+ - -+ 4+
ResPro B + + + o+ + + + o+ + + + + + 4+ + o+
5-RMl1 + + H- o+ + H- o+ H- + + -+ + - -+

+ = expressdo acentuada
+/- = expressdo atenuada
- = sem expressao

Transcritos correspondentes aos genes SupDis A, Sup Dis C, WIPK A, Respro B foram observados em todos os tempos de
inoculagdo avaliados, sem diferengas quantitativas significativas (Tabela 2, Figura 1). Transcritos correspondentes ao gene
Glu A ndo foram observados no gendtipo resistente 1814 nos tempos 0 (raizes ndo-inoculadas) e apos 3 dias de inoculacdo
com M. exigua. O gene 5-RMI apresentou também um padrdo de expressdo distinto. Diminui¢do no actimulo de
transcritos 5-RM1 foi observada em genotipos susceptiveis e resistentes entre 3 e 10 dias apos a inoculag@o. Por outro lado
um dos gendtipos resistentes, o 1814, ndo apresentou transcritos do gene 5-RM1 (Figura 1 e Tabela 2). De maneira geral,
os resultados obtidos neste trabalho ndo demonstram variagdes significativas no padrdo de expressdo de alguns genes de
resisténcia. Pelo contrario, os genes testados apresentam uma expressdo basal mesmo na auséncia do patdogeno. Além disso,
foram observadas diferencas na expressdo de genes entre plantas com mesmo tipo de resposta de resisténcia.

Variagdes no padrao de expressdo génica sdo esperadas entre plantas resistentes e suscetiveis durante resposta de defesa.
No entanto, estudos de transcriptomas em plantas demonstram que a ativag@o da resposta de defesa é associada mais com
diferencas quantitativas da expressdo dos genes, sugerindo que a resposta basal tem um papel essencial no reconhecimento
do patogeno e na iniciagdo da resposta (Tao et al., 2003; Eulgem, 2005). Nesse sentido, genes que irdo controlar essa
resposta, tais como genes de fatores de transcricdo, devem ter sua expressdo visivelmente alterada. O gene WIPK A, da
familia das Map-Kinases, é o Unico fator de transcri¢do avaliado neste estudo. Este ndo apresentou diferencas quantitativas
no actimulo de transcritos durante a infecgdo, indicando que provavelmente esta familia de genes ndo € responsavel direta
pela ativacdo da resposta de defesa dos cafeeiros testados. O fato de outros genes, como o 5-RM1, ndo apresentarem o
mesmo tipo de expressdo entre gendtipos resistentes ou suscetiveis indica que a ativagado especifica da resposta de defesa é
controlada por outras familias de genes.

Analises da expressdo de outras familias de genes de resisténcia dardo continuidade a caracterizagdo dos mecanismos de
defesa em café e a identificacdo dos genes responsaveis pelo desencadeamento das respostas de resisténcia especificas para
cada patogeno.
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Figura 1 — Fragmentos correspondentes as seqiiéncias ResProt B (A) e 5 — RM1 (B) amplificados a partir de RNA total
extraido de raizes de progénies de Icatu segregantes susceptiveis - 224 (1-4) e 624 (9-12), e resistentes — 1297 (5-8) e 1814



(13-16) - inoculadas em diferentes tempos com M. exigua - Nao inoculado (1, 5, 9, 13), 3 dias (2, 6, 10, 14), 10 dias (3,
7,11, 15) e 21 dias (4, 8, 12, 16).
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