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Resumo:

Genes MADS-box constituem uma familia de fatores de transcri¢do que atuam como reguladores-chave em muitas
etapas no desenvolvimento de diversos organismos. Em plantas estdo envolvidos em processos de identidade do meristema,
tempo de florescimento, caracterizacdo do orgdo floral, desenvolvimento do fruto, entre outros. Baseado em regides
conservadas das seqiiéncias de genes MADS, foi realizada uma busca por provaveis membros dessa familia dentro do
banco de dados CAFEST. Apds o processo de busca e selegdo de reads relacionados ao dominio MADS, foi feita a
montagem dos EST-contigs, alinhamento entre seqiiéncias relacionadas publicadas, andlise filogenética, e analises de
motivos de agrupamento, bem como, do perfil de expressdo. Desta forma, foi possivel identificar 27 seqiiéncias
relacionadas ao dominio MADS-box, sendo todas elas classificadas nos subdominios pertencentes ao tipo II de proteinas,
ou seja, com estrutura do tipo MIKC. A maioria delas foi expressa em bibliotecas de tecidos reprodutivos, mas também
foram encontradas sendo expressas em tecidos vegetativos e algumas, em ambas. O presente trabalho é um estudo
comparativo entre seqiiéncias que surge como uma importante ferramenta para identificacdo de genes, baseada em uma
caracteristica de interesse, para trabalhos na area de manipulagdo genética.
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IN SILICO EXPRESSION OF MADS-BOX GENES IN Coffea arabica

Abstract:

MADS-box genes constitute a family of transcription factors that act as regulator proteins in many levels in the
development of several organisms. In plants they are involved in processes meristem identity, flowering time,
characterization of the floral organ, development of the fruit, amongst others. Based in the conserved regions of MADS
sequences, it was realized a search for putative MADS genes in the CAFEST database. After searching and selection of
reads related to the MADS domain, it was assembled the EST-contigs, alignment between related sequences published,
phylogenetic analysis, and clustering, as well as, the expression profile. It was possible to identify 27 sequences related to
the MADS-box domain, being all classified into the subdomains type II of proteins, known as MIKC-type. The majority of
the genes were expressed in reproductive tissues libraries and also in vegetative tissues, and some of them, in both. The
present work is a comparative study between sequences that appear as an important tool for identification of genes, based
on the characteristic of interest, helping experiments in the area of genetic manipulation.
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Introducao

O café ¢ um commodity mundial de extrema importancia para o Brasil. O agronegdécio mundial de café envolve
bilhdes de pessoas e movimenta uma quantia gigantesca de divisas para os paises produtores. A participagao brasileira no
mercado internacional, em torno de 30%, demonstra a for¢a econdmica do produto cultivado em mais de dois mil
municipios em 16 Estados do pais. Nos ultimos anos, a Organiza¢do Internacional do Café (OIC) tem divulgado
informagdes demonstrando sucessivas quedas no preco do café devido ao desequilibrio entre oferta e demanda. Entre os
diversos meios para enfrentar a crise e criar um maior equilibrio entre consumidores e produtores, estdo as propostas de
melhoria na qualidade, monitoramento da produgéo e incentivo ao consumo, incorporando o café em novos mercados.

Um dos problemas na produtividade e qualidade do café consiste no florescimento seqiiencial dos botdes florais e,
conseqiientemente, desuniformidade na maturagdo dos frutos, dificultando a colheita e prejudicando a qualidade dos graos.
O inicio do processo de florescimento depende da expressdo equilibrada de uma rede complexa de genes, que ¢é regulada
por fatores enddgenos e ambientais. Fatores ambientais vém sendo bastante estudados, mas pouco compreendidos na
criagdo de um modelo para o florescimento, sugerindo a necessidade de um melhor entendimento dos fatores genéticos.

Com a criag@o do banco de ESTs (CAFEST) apds o seqiienciamento do transcriptoma do cafeeiro (Vieira et al.,
2006), torna-se possivel a realizagdo de buscas por seqiiéncias formadoras dos provaveis genes relacionados as
caracteristicas de interesse. Dessa forma, estudos comparativos de gendmica funcional surgem como ferramentas poderosas
para a identifica¢do de genes envolvidos na regulagdo de vias metabolicas.

Genes MADS-box constituem uma familia de fatores de transcrigdo que atuam como reguladores-chave em muitos
processos no desenvolvimento celular de diversos organismos, tais como fungos, plantas e animais. Genes dessa familia



sdo0 constantemente relatados estando envolvidos em muitos aspectos no desenvolvimento de plantas, tais como: identidade
do meristema, tempo de florescimento, caracterizacdo do 6rgdo floral, fertilidade do pdlen, desenvolvimento do dvulo,
caracterizagdo ¢ desenvolvimento do fruto, e elongagdo da raiz lateral. Além disso, a existéncia de genes MADS-box em
gimnospermas, samambaias ¢ musgos, os quais nao formam flores ou frutos, demonstra que a rota desses genes em plantas
ndo ¢ restrito ao desenvolvimento de 6rgdos reprodutivos (Miinster et al., 2002 b).

MADS sdo as iniciais dos primeiros quatro membros descritos encontrados nessa familia: MINICHROMOSOME
MAINTENANCE 1 (MCM1) de levedura, AGAMOUS (AG) de Arabidopsis, DEFICIENS (DEF) de Antirrhinum, e
SERUM RESPONSE FACTOR (SRF) de humano (Yanofsky et al., 1990). Membros dessa familia tém regides altamente
conservadas, em torno de 58 aminoacidos, que ativam os processos de transcricdo ligando-se a elementos de
reconhecimento chamados CarG boxes (CC (A/T)6 GG), encontrados em genes promotores alvo (Riechmann et al., 1996).
Alvarez-Buylla et al. (2000a), sugerem que houve uma duplicagdo do gene MADS ancestral, antes da divergéncia de
plantas e animais, dando origem a dois grupos de proteinas MADS-box, o tipo I (SRF-like) e o tipo II (MEF2-like), ambas
encontradas em animais, fungos e plantas. O tnico denominador comum de todos os genes MADS-box sdo os altamente
conservados 180 pb, codificando o dominio DNA-binding desses fatores de transcrigao.

Proteinas MADS do tipo II s8o mais comumente encontradas em plantas e apresentam organizagdo estrutural
modular e conservada, chamada dominio MIKC-type, devido a presenca de quatro dominios caracteristicos do terminal N
ao C da proteina: 0o MADS (M) altamente conservado, o Intervening (I) correspondente a uma regido interna que se conecta
ao dominio Keratin-like (K), por sua vez, responsavel por interagdes proteina-proteina, seguindo-se entdo uma porc¢ao
Carboxy-terminal (C), envolvida na ativagdo da transcri¢do. Ja as proteinas do tipo I ndo possuem o dominio K bem
definido e sdo subdivididas em 4 subfamilias, Ma, M, My e MJ. Esta tltima atualmente aceita como mais proxima ao tipo
II de proteinas (Parenicova et al., 2003).

O presente trabalho teve como objetivo identificar genes da familia MADS envolvidos em diversos estagios e
expressos em diferentes tecidos, com intuito de melhor compreender os processos de desenvolvimento da planta e
principalmente dos orgdos reprodutivos. Com isso, proporcionar um estudo preliminar de possiveis genes alvo para
melhoramento de cultivares Coffea arabica.

Material e Métodos

Busca por sequiéncias MADS-hox, clusterizacdo e anotacao

O banco de dados CAFEST foi investigado utilizando-se critérios de busca por palavra-chave e similaridade com o
dominio MADS descrito e depositado no NCBI (National Center for Biotechnology Information). Seqiiéncias que atendiam
os requisitos de selecdao acima descritos, foram depositadas no sistema de gerenciamento e manipulagdo de seqiiéncias, o
GeneProject. Procurando-se esgotar o banco de dados, uma nova etapa de busca foi realizada, na qual as proprias
seqiiéncias encontradas serviram de molde para novas procuras. Apds clusterizacdo, os EST-contigs formados foram
identificados, por meio da ferramenta InterProScan, ¢ anotados, comparando-os contra bancos de proteinas visando-se
obter o maior nimero de informagdes relevantes sobre os provaveis genes MADS. Dessa forma, foi possivel a validagdo de
27 seqiiéncias com base em suas regides conservadas, que foram o alvo do estudo de classificagéo.

Analise Filogenética e de Expresséo

Para classificag@o das seqiiéncias de EST-contigs, foi realizado um alinhamento multiplo das regides do dominio
MADS-box utilizando-se o programa CLUSTALW, que reuniu seqiiéncias selecionadas do CAFEST e seqiiéncias
homodlogas publicadas. As seqiiéncias puderam ser visualmente inspecionadas e manualmente corrigidas, sendo removidos
segmentos cuja homologia ndo pode ser acertada. A arvore filogenética foi feita pelo programa MEGA 3.1 (Kumar et al.,
2000) e sua validade pode ser medida pelo teste de bootstraps (Figura 1). Para descobrir motivos de agrupamento entre as
seqiiéncias MADS selecionadas no CAFEST (Figura 2), foi usado o programa MEME (Bailey & Elkan, 1994), sendo os
dominios funcionais de proteinas MADS-box encontrados, anotados através do software online SMART (Schultz et al.,
1998). Para a analise dos locais de expressdo, Northern Eletronico, foi construida uma tabela contendo o nimero de vezes
que cada read formador de um EST-contig aparecia expresso em cada biblioteca. Esses dados foram normalizados, para dar
uma idéia exata do grau de expressdo dos provaveis genes em cada tratamento e local da planta, ¢ seus dados foram
langados em uma matriz relacionando genes e bibliotecas. Os EST-contigs e bibliotecas foram agrupados por agrupamento
hierarquico utilizando-se os programas Cluster e TreeView (Eisen et al., 1998), sendo os resultados de expressdo
apresentados em uma escala cinza, onde expressdo zero ou negativa representadas por coloragdo mais clara sendo
aumentada gradativamente até atingir o preto, grau maximo de expressao positiva (Figura 3).

Resultados e Discussao

Dos 27 provaveis genes MADS-box do cafeeiro considerados em nossos estudos, 12 deles encontravam-se
expressos em oOrgdos reprodutivos, 11 em oOrgdos vegetativos ¢ 4 em ambos (Figura 3). Analisando-se as relagdes
filogenéticas encontradas, todas as nossas seqiiéncias puderam classificadas como genes do tipo II de proteinas MADS-box
(Figura 1). A grande maioria delas pertencentes ao grupo MIKC, em suas diferentes subfamilias, e apenas uma (CaMC13)
mostrou-se similar ao grupo dos genes MJ, atualmente aceitos como genes do tipo II (Parenicova et al., 2003). O fato de



genes do tipo I de proteinas MADS ndo terem sido encontrados, pode ser explicado pelas hipoteses de terem um baixo
nivel de expressdo ou por serem expressos sob condi¢des ndo monitoradas em projetos transcriptoma (Dias et al., 2005).
Genes do tipo I constituem uma grande familia de genes amplamente inexplorada. Os ESTs-contigs agruparam-se da
seguinte forma dentro das subfamilias de genes MIKC-type: AGL2 (5 genes), AGL6 (1 gene), SQUA (2 genes), FLC (1
gene), TM3 (6 genes), AG (2 genes), D+G (4 genes), STMADS (3 genes), AGL17 (2 genes) e Md (1 gene). Essas
subfamilias sdo bastante estudadas, tendo muitos genes de diversas plantas publicados e caracterizados, sendo em alguns
casos apresentados mutantes com perda de fungo, permitindo assim inferir caracteristicas que auxiliem na escolha de um
gene para posteriores trabalhos in vivo.
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Figura 1. Arvore filogenética relacionando segiiéncias MADS encontradas no CAFEST (#) e genes
MADS MIKC-type. Utilizou-se o modelo de comparagio Neighbor-joining com o método de distincia p
e pair-wise deletion. Valores de bootstrap menores que 50% foram omitidos.
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Figura 2. MEME (Multiple Expectation Minimization for Motif Elicitation, http://meme.sdsc.edu/meme/meme.html). Os
parametros utilizados foram: niimero de repeti¢cdes qualquer, maximo niimero de motifs 20 e amplitude 6tima entre 6 e 200.
Os motifs foram anotados pelo SMART (Simple Motif Architecture Research Tool, http://smart.embl-heidelberg.de/):
Motif 1 - Mads, Motif 3 - Intervening, C-terminal do Motif 3 até C-terminal do Motif 2 - K-box, C-terminal do Motif 2 até

final das seqiiéncias - C-domain.
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Figura 3. Northern Eletronico representando, por meio de uma escala cinza, os niveis de expressdo dos EST-contigs nas
diferentes bibliotecas. Quanto mais escuro maior o nivel de expressdo. Bibliotecas (Vieira et al., 2006): Plantulas e folhas
tratadas com acido araquidonico (AL), Suspensdo de células tratadas com acibenzolar-S-methyl (BP1), Suspensdo de
células tratadas com acibenzolar-S-methyl e brassinoesterdides (CB1), Suspensdo de células tratadas com NaCl (CS1),
Calo embriogénico (EII), Sementes germinando (ES), Botdes florais (FBs), Fruto (FRs), Fruto (Coffea racemosa) FR4,
Calo nio embriogénico com e sem 2,4 D (CCP), Folhas jovens de ramos ortotrépicos (LV1s), Folhas maduras de ramos
plagiotropicos (LV2s), Suspensdo de células tratadas estressadas com aluminio (RT8), Talos infectados com Xylella spp.
(RX1), Plantas estressadas por déficit hidrico (Pool de tecidos) (SH2).
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