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Resumo:

Os danos potenciais dos estresses abidticos tais como seca, salinidade e temperaturas extremas na producdo
agricola mundial ¢ alarmante, tendo em vista as constantes alteragdes climaticas observadas nas ultimas décadas ao redor
do globo. Desta forma, a ampliacdo do conhecimento cientifico acerca dos fatores genéticos envolvidos na tolerancia dos
vegetais a esses estresses, com vistas ao melhoramento genético destas caracteristicas, ¢ prioritario. Foi concluido
recentemente, com o apoio do Consorcio Brasileiro de Pesquisa e Desenvolvimento do Café (CBP&D-Café), o projeto
Genoma Café. Este projeto consistiu no seqiienciamento em larga escala de genes expressos (ESTs) de café e teve como
meta, identificar e anotar de 20 a 30.000 genes de Coffea spp. a partir do seqilienciamento de 200.000 clones de ESTs
obtidos de diversas bibliotecas de cDNA, inclusive aquelas oriundas de material vegetal submetido a estresses abidticos.
Com a conclusdo do projeto, esta disponivel para pesquisa um banco de dados contendo uma parcela significativa dos
genes expressos em café (transcriptoma), associados as diversas condigdes de estresse submetidas ou tecidos utilizados para
a construgdo das bibliotecas. O objetivo do presente trabalho, foi realizar uma analise prospectiva dos fatores genéticos
potencialmente associados a resposta aos estresses abioticos, presentes na Base de Dados do Genoma Café. Essa analise
baseou-se na identificacdo de genes de café com alta similaridade aos previamente descritos, caracterizados como genes
envolvidos na resposta aos estresses abioticos (EREA), em outras espécies vegetais. Através das analises de tBlastn, genes
de café com alto nivel de similaridade (e-value < 10?°) aos 355 genes EREA pesquisados, foram identificados, em mais de
91% dos casos. Apenas 5% dos genes EREA pesquisados, ndo resultaram em genes analogos de café, com nivel
significativo de similaridade (e-value > 107). A observagdo de que a maioria desses genes ndo encontrados na base de
dados do café, sdo genes relacionados as respostas ao frio, pode ser justificada pela auséncia de ESTs provenientes de
bibliotecas de cDNA, com esse tipo de estresse. Por outro lado, essas diferencas poderiam estar relacionadas as diferengas
fisiologicas marcantes entre arabidopsis e cafeeiro, com relagdo a tolerancia ao frio, uma vez que grande parte dos genes
EREA utilizados nesta pesquisa, sdo provenientes de arabidopsis. Pode-se concluir com os resultados obtidos, que a
utilizagdo da Base de Dados do Genoma Café ¢ uma ferramenta poderosa na rapida identificagdo e selegdo de potenciais
genes de interesse agronomico de café, para a realizacdo de ensaios experimentais de caracterizagdo funcional.
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IN SILICO ANALYSIS OF GENES POTENTIALLY INVOLVED IN ABIOTIC STRESS RESPONSES,
IDENTIFIED IN THE COFFEE-EST DATABASE

Abstract:

Abiotic stresses, such as drought, salinity and extreme temperatures, are serious threats to agriculture due to severe
climate changes observed in the last decades, around the globe. Therefore, the identification of the molecular mechanisms
involved in abiotic stress responses aiming at improving breeding for abiotic-stress tolerance in crop plants is considered
priority in plant biotechnology programs. Supported by the Consorcio Brasileiro de Pesquisa e Desenvolvimento do Café
(CBP&D-Café), it was recently concluded the Brazilian Coffee EST-project. The project aimed at identifying 20 to 30
thousand genes from a large-scale sequencing effort (200.000 EST), obtained from several coffee-cDNA libraries,
including those made from plants submitted to abiotic stresses. The conclusion of this project provided to coffee
researchers a database containing a large set of transcribed genes, associated with the diverse stress conditions applied
before the construction of the cDNA libraries. The aim of the present work was to identify in the Coffee-EST database,
genes potentially involved in the response to abiotic stresses. The analysis consisted iniatially on the identification of coffee
genes displaying high degree of sequence similarity to well characterized genes, described as to be involved in the abiotic
stress responses (IASR), from other plant species. Results of tBlastn analysis indicated that coffee ESTs displaying high
degree of primary-sequence similarity (e-value < 102%) to 355 IASR genes, could be identifyed in more than 90% of the
cases. The results also show that only 5% of the IASR genes searched for, could not be identified at a significative level of
similarity (e-value > 107). The observation that the majority of these “non-identified” ESTs correspond to genes involved
in response to cold stresses, could be explained by the fact that there was no cDNA library made under cold stress. Another
explanation could be related to the obvious differences between arabidopsis and coffee, regarding cold-tolerance, in view of
the fact that most of the IASR sequences used for screening the database are genes from arabidopsis. The results of this
work indicate that the use of the Coffee-EST database provided a fast and efficient way to identify and select candidate
genes involved in abiotic-stress responses in coffee, that will be further studied and characterized.
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Introducao

Apesar do alto nivel tecnologico ja adquirido na agricultura mundial, as perdas ocorridas nas principais culturas
por estresses sao muito elevadas. Estresses abioticos sdo a causa principal destas perdas, na agricultura mundial, reduzindo
a produtividade média das principais culturas em mais de 50% (BOYER, 1982; BRAY, 1993). Levando em conta o
potencial de produtividade das principais culturas em relagdo a média real obtida nas lavouras nos Estados Unidos, KRIEG
(1993) apresentou dados das principais culturas que indicam perdas de até 87% por fatores bidticos e abioticos. As perdas
por fatores de estresses abidticos sdo as mais significativas para a maioria das culturas, representando no minimo quatro
vezes mais em relagdo aos fatores bidticos.

As plantas superiores, bem como todos os organismos vivos, possuem a necessidade de estarem “‘sintonizadas”
com as constantes alteragdes ambientais durante o seu crescimento e desenvolvimento. As plantas utilizam varios estimulos
ambientais tais como luz, temperatura e disponibilidade de agua, para regular os seus processos normais de crescimento,
germinagdo e florescimento. Entretanto, condi¢des climaticas severas tais como seca, temperaturas extremas (baixas e
altas), salinidade alta ou inundagdo, causam efeitos adversos no crescimento e desenvolvimento vegetal. Na busca de se
tolerar esses estresses e se garantir a sobrevivéncia, as plantas respondem a esses fatores ambientais através de alteragdes
fisiologicas, aos niveis celular e molecular. Grande parte da regulagdo bioldgica responsavel pelas alteragdes metabodlicas e
fisiologicas em resposta as mudangas ambientais ocorre na regulacdo da expressdo dos genes envolvidos nestes processos
(SHINOZAKI & DENNIS, 2003). Desta forma, o conhecimento dos genes que possuem expressao alterada em resposta a
determinado fator ambiental podera revelar grande parte das bases genéticas determinantes ou envolvidas neste processo
biologico.

O desenvolvimento de tecnologias aplicadas a biologia e genética molecular vem propiciando uma produgado
enorme de informacdes na area genomica, através do seqiienciamento de diferentes organismos. Recentemente, as
seqiiéncias gendmicas da planta modelo Arabidopsis, foram totalmente determinadas (THE ARABIDOPSIS GENOME
INITIATIVE, 2000). A utilizagdo da tecnologia de arranjos de DNA para se analisar simultaneamente a expressdo de
varios genes tem proporcionado uma gama enorme de informagdes acerca do perfil da expressio génica em plantas
submetidas a condigdes de estresses abioticos. Os resultados destas analises, comegam a revelar a complexidade dos
mecanismos moleculares envolvidos nas respostas dos vegetais aos estresses abioticos (SHINOZAKI et al, 2003; ZHU, et
al, 2003). Esses mecanismos moleculares sdo baseados na ativagdo e regulagdo da expressdo de varios genes, cujos
produtos protéicos podem estar envolvidos tanto na resposta (percepcdo, tradugdo do sinal e controle da expressdo
génica/fatores de transcri¢gdo) como na tolerancia ao estresse (antioxidantes, protetores osmoticos, transporte ionico, etc)
(SHINOZAKI et al, 2003). O controle da expressdo dos genes induzidos por estresses abidticos pode ser dependente ou
independente de acido abscisico (ABA) e pode ainda ser comum aos diferentes tipos de estresse. Por exemplo, mais da
metade dos 299 genes induzidos por estresse hidrico sfo também induzidos por estresses de alta salinidade e tratamento
com ABA. Entretanto, somente 10% destes sdo também induzidos por baixas temperaturas, indicando haver certa
especializagdo (SEKI et al, 2002 a,b).

O melhoramento genético convencional do cafeeiro tem obtido sucesso no atendimento do setor produtivo, e €
realizado através dos métodos tradicionais de cruzamentos e sele¢do de progénies favoraveis. Este processo de selecdo
envolve testes exaustivos para avaliar as caracteristicas desejaveis da progénie seguidos de propagacdo dos individuos
selecionados e avaliagdo em campo da planta adulta. Atualmente, as técnicas de biologia avangada podem oferecer
alternativas para a reducdo do tempo de obtenc@o de novos gendtipos e atuar como uma ferramenta auxiliar nos programas
de melhoramento genético através da identificagdo de marcadores em programas de selegdo assistida. Além disso, a
possibilidade de producdo de plantas transgénicas abre novas perspectivas ao melhoramento convencional, permitindo a
rapida incorporagdo de caracteristicas desejaveis as espécies perenes. No entanto, as alteragdes genéticas experimentadas
até hoje, com o objetivo de se aprimorar a tolerancia das plantas aos estresses abidticos, t€ém sido baseadas na manipulacdo
de genes envolvidos na prote¢do e manutengdo da fungfo e estrutura dos componentes celulares. Ao contrario da maioria
das herangas monogénicas, tais como resisténcia a pragas e doengas, a complexidade e multiplicidade dos componentes
genéticos envolvidos nas respostas aos estresses abidticos tornam a manipulacdo e o melhoramento genético para essas
caracteristicas muito mais dificil (WANG et al, 2003).

Enquanto a adaptacdo das plantas aos estresses abidticos nas condi¢des naturais propicia vantagens ecologicas, o
custo metabdlico e energético pode, em alguns casos, limitar os beneficios agrondmicos e resultar em baixa produtividade.
Desta forma, o melhoramento genético direcionado para a obtencdo de plantas de interesse agricola com maior tolerancia
aos estresses abioticos, somente podera ser obtido na pratica, através de uma agdo combinada do melhoramento cléssico e o
melhoramento avangado com técnicas de biologia molecular (KASUGA et al., 1999; DUNWELL, 2000; WANG et al.,
2001). Segundo WANG et al. (2003), um programa racional e estratégico de melhoramento para tolerancia aos estresses
abioticos deve incluir as seguintes etapas: (1) Selecdo de germoplasma de espécies selvagens de relevancia; (2) Elucidacdo
dos mecanismos moleculares especificos nos genotipos tolerantes e sensiveis; (3) Selecdo e melhoramento utilizando
técnicas de biologia avangada, através de genoma funcional, uso de sondas e marcadores moleculares para a selecdo entre
as populagdes naturais e cruzamentos, bem como transformag¢do com genes especificos; (4) Adaptagdo das praticas
agrondmicas em uso. Desta forma, um dos requisitos primordiais para um programa estratégico de melhoramento genético
direcionado para tolerancia a estresses abidticos, ¢ a identificagdo dos genes envolvidos no controle destas caracteristicas,
conforme descrito acima.

O presente trabalho teve como objetivo principal prospectar e identificar na Base de Dados resultante do Projeto
Genoma Café, os genes com alta similaridade aos envolvidos na resposta aos estresses abidticos, previamente descritos e
caracterizados em outras espécies vegetais.



Material e Métodos

Inicialmente, uma colecdo de genes envolvidos na resposta aos estresses abioticos (EREA), ja caracterizada em
outras espécies vegetais, foi construida, a partir de relatos de literatura. Esses genes foram estratificados em trés grandes
grupos, de acordo com a fungdo desenvolvida na resposta aos estresses abioticos: 1. Percepcao e transferéncia do sinal; 2.
Controle da transcrigdo ¢ 3. Mecanismos de resposta ao sinal (Fig. 1). Utilizando-se a ferramenta tBlastn (e-value < 1072°)
da Base de Dados do Genoma Café (http://genoma.cenargen.embrapa.br/) procedeu-se a identificacdo dos genes de café
com alta similaridade aos genes do conjunto EREA.
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Figura 1: Cadeia de eventos moleculares na resposta das plantas aos estresses abioticos. Classificagdo dos eventos em trés
estratos: 1. Percepcdo e transferéncia do sinal, 2. Controle da transcrigdo e 3. Mecanismos de resposta aos estresses (Wang
et al, 2003).



Resultados e Discussao

Os resultados da analise tBlastn utilizando cerca de 355 seqiiéncias protéicas, presentes no conjunto EREA,
indicam que 324 destas seqiiéncias apresentam alta similaridade (e < -20) com inimeros ESTs presentes no conjunto
Unigene-CAFEST, disponivel na Base de Dados do Genoma Café da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. O
grande nimero de seqiiéncias encontradas pode ser devido a alta conservagdo de seqiiéncia primdria entre os diferentes
paralogos das proteinas pesquisadas e/ou a presencga de varios alelos no genoma do café. Esta possibilidade representaria
um impecilio na identificacdo dos potenciais ortdlogos dos genes EREA em café. No entanto, uma analise da distribuicao
de freqiiéncia dos “Best Hits”, extratificados em 7 classes de e-value, indicam que mais de 70% dos ESTs identificados,
apresentam e-value menores que e-50 sugerindo alta similaridade. Esta distribuigdo de freqiiéncia ¢ diferente da
extratificagdo resultante da analise do conjunto Unigene (Fig. 2). Isto sugere especificidade e maior confiabilidade nos
dados da analise realizada com os genes EREA, onde 47 % dos EST identificados apresentam-se agrupados nas classes
com e-value < e-100. Ja no caso do Unigene somente 27 % dos “Best Hits” estdo agrupados nessas classes.

Os dados apresentados na Fig. 3A, ilustram a identificacdo de potencias ortélogos, em café, de varias proteinas
envolvidas no controle transcricional da resposta aos estresses abidticos. Os resultados indicam que das 40 seqiiéncias dos
fatores de trancri¢do EREA, utilizadas na pesquisa do banco de dados do café, o EST analogo com nivel de similaridade
significativo, nao foi indentificado para somente uma delas. A Fig. 3B, apresenta uma distribui¢ao do resultado da analise
de tBlastn (e-value <e-20) com essas 40 seqiiéncias EREA, apresentando todos os ESTs identificados, classificados por
familia.
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Fig. 2. Distribuig@o de freqiiéncia dos “best hits” encontrados na base de dados do genoma café, resultante das analises de
tBlastn e Blastx, realizados com as seqiiéncias EREA (Abiotic) e Unigene (NCBI-Non redundant), respectivamente.

Pode-se concluir com os resultados obtidos, que a utilizagdo da Base de Dados do Genoma Café ¢ uma ferramenta
poderosa na rapida identificag@o e selecdo de potenciais genes de interesse agronomico de café, para a realizagdo de ensaios
experimentais de caracterizagdo funcional. Os dados apresentados mostram que através das analises de tBlastn, genes de
café com alto nivel de similaridade (e-value < 10?°) aos 355 genes EREA pesquisados, foram identificados, em mais de
91% dos casos. Apenas 5% dos genes EREA pesquisados, ndo resultaram em genes analogos de café, com nivel
significativo de similaridade (e-value > 107). A observacdo de que a maioria desses genes ndo encontrados na base de
dados do café, sdo genes relacionados as respostas ao frio, pode ser justificada pela auséncia de ESTs provenientes de
bibliotecas de cDNA, com esse tipo de estresse. Por outro lado, essas diferencas poderiam estar relacionadas as diferengas
fisioldgicas marcantes entre arabidopsis e cafeeiro, com relagdo a tolerancia ao frio, uma vez que grande parte dos genes
EREA utilizados nesta pesquisa, sdo provenientes de arabidopsis.

Finalizando, a realizagdo de ensaios experimentais de caracterizagdo funcional para a validacio das observagdes in
silico realizadas neste trabalho é o foco atual de nossas pesquisas. Neste sentido, a utilizagdo do conjunto Unigene
arranjado em membranas de nylon (Macroarranjos), para a realizagdo de experimentos de hibridizagdo com sondas
marcadas radiotivamente, sintetizadas a partir de mRNA obtido de gendtipos contrastantes e/ou submetidos tratamentos de
estresses abidticos, fornecera sem duvida, dados importantes na discriminacdo dos genes envolvidos nas respostas do
cafeeiro aos estresses abidticos. Esse conhecimento poderd trazer grandes beneficios aos programas de melhoramento
genético do cafeeiro, acelerando o processo de selecdo.



Resultado de tBlastn
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Fig. 3. Resultado das analises de tBlastn realizadas com 40 seqiiéncias de fatores de transcrigdio EREA
A. Numero de ESTs identificados, com alta similaridade as seqiiéncias EREA utilizadas na pesquisa. B. Resultado total dos
ESTs identificados (e-value <e-20), agrupados por familias proteicas dos fatores de transcrigdo EREA.
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