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Resumo:

Para a construcdo dos macroarranjos, foi gerado inicialmente um conjunto ndo redundante de clones (Unigene),
resultante da analise do banco de dados gerado no projeto Genoma Café. Utilizando-se um sistema automatizado para o
rearranjo (Q-Bot), um conjunto ndo redundante com aproximadamente 33 mil clones foi rearranjado, perfazendo um total
de 86 placas de 384 pocos. O DNA plasmidial de todo esse conjunto de clones (33 mil), foi extraido e amostras
representativas de cada uma das placas foi analisada por eletroforese em gel de agarose. Com o objetivo de se ter uma idéia
do resultado do rearranjo, 4 clones aleatérios (1 clone/ quadrante de 96) de cada placa de 384 foram seqlienciados e
comparados por andlises de BlastN na Base de Dados do Genoma Café, para a confirmagéo da identidade dos clones. Do
total de sequiéncias analisado, verificou-se uma porcentagem de 8% de erros ocorridos no rearranjo. Essas placas foram
rearranjadas e amostras, novamente seqiienciadas. Ap0s essa etapa, as membranas serdo construidas e o presente trabalho
teve como objetivo, avaliar a metodologia para a constru¢cdo de macroarranjos, em escala piloto, para se determinar as
melhores condigdes para a impressao de DNA nas membranas do Unigene Café. Foram avaliados os parametros, tipo de
DNA a ser impresso (DNA plasmidial vs. Produto de PCR) e a concentracdo a ser utilizada. De modo geral, a impresséo
das membranas utilizando-se o equipamento Q-Bot (Genetix) foi bastante uniforme entre as repeticfes, apresentando muito
baixa variacdo e como esperado, os sinais radioativos apresentados pelos produtos de PCR, foram superiores aos de
plasmideo, devido a razdo molar diferente e provavel melhor desnaturacdo devido ao fato de serem fragmentos de DNA
lineares.
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COFFEE cDNA-MACROARRAYS FOR CANDIDATE GENE IDENTIFICATION

Abstract:

To make the Coffee cDNA-Macroarrays, a non-reduntant group of clones (Unigene) was initially generated by
bioinformatics analysis of the Brazilian Coffee Genome Database. The re-arraying routine was performed with the Q-Bot
system (Genetix) and resulted in a non-redundant group of 33,000 clones organized in 86 plates (384). Plasmid DNA from
all 33 thousand clones was extracted and representative samples were analyzed by gel electrophoresis. To check the
accuracy of the re-arraying routine, 4 samples per plate were sequenced and compared by BlastN analysis against the
Coffee Database. The results of this analysis indicated 8 % mistakes during the re-arraying routine. Plates containing
mistakes were re-arrayed and novel samples sequenced. The next step for the Macroarray construction is the printing of the
membranes and the objective of this work was to establish the best protocol for this routine. The type of DNA (plasmid vs.
PCR product) and the concentration were the variables evaluated. The results obtained with the hybridization experiments
indicated that in general the printing routine with the Q-Bot system was very uniform and accurate among the replicates. In
addition, the data obtained indicated that the radioactive signals obtained with the PCR product-spots were stronger than
the ones obtained with plasmid DNA due to the different molar ratio and probably also, due to the better denaturing step of
a linear DNA fragment.
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Introducdo

O café é um dos principais produtos agricolas no mundo, sendo produzido por mais de 70 paises. Brasil, Vietna,
Coldmbia, Indonésia e México sdo os cinco maiores produtores mundiais, responsaveis por aproximadamente 56% da
producdo mundial, sendo o Brasil o mais importante, com uma produc¢éo que chega a ser trés vezes acima que a do segundo
colocado, a Colémbia (ICO, 2007). A previsdo do mercado para os proximos anos é de déficit de producdo comparado a
demanda crescente do produto. Isto representa uma oportunidade para o Brasil consolidar a sua lideranga no mercado
mundial e continuar atendendo as necessidades do mercado interno. Ndo somente somos 0s maiores produtores mundiais
como também apresentamos altas taxas de crescimento de producao.

Tendo em vista a importancia da cultura do café na producédo agricola brasileira e a necessidade de solucGes para
os constantes desafios tecnoldgicos que enfrentam uma cafeicultura nacional competitiva e sustentavel, o apoio ao
desenvolvimento cientifico e tecnolégico do Consércio Brasileiro de Pesquisa e Desenvolvimento do Café-CBP&D-Café,
tem sido de fundamental importancia para os avancos cientificos e progressos tecnoldgicos alcancados na cafeicultura, nos
Gltimos anos. Uma dessas conquistas foi a conclusdo do projeto Genoma Café (Vieira et al, 2006) que abre novas
perspectivas para os programas de melhoramento genético desta cultura perene.



Com a concluséo do projeto Genoma Café, esta disponivel um banco de dados contendo uma parcela significativa
dos genes expressos em café (transcriptoma), relacionados as diversas condicBes de estresse submetidas e aos
orgdos/tecidos utilizados na construcdo das bibliotecas. No entanto, além da geracdo de um banco de ESTs, torna-se
necessario a realizacdo de uma analise prospectiva e discriminatoria dos fatores genéticos determinantes ou associados com
determinadas caracteristicas fenotipicas de interesse agrondmico (tais como tolerancia aos estresses bi6ticos e abi6ticos,
florescimento e maturacdo uniformes, qualidade e aroma, etc). Essas analises serdo realizadas através de hibridizactes de
macroarranjos com sondas marcadas radiotivamente, sintetizadas a partir de mRNA obtido de gendtipos contrastantes para
a caracteristica em estudo e/ou submetidos a diferentes tratamentos (Controle/Tratamento). Desta forma, sera possivel
realizar uma andlise comparativa dos transcriptomas de café, o que possibilitard a identificacdo dos fatores genéticos
associados a caracteristica agrondmica em estudo. Estes conjuntos de membranas (Macroarranjos) serdo entdo, distribuidos
para a realizagdo dos experimentos de hibridizacdo. Estes experimentos de hibridizagdo serdo realizados por grupos de
pesquisadores distribuidos em pdlos de pesquisa em melhoramento genético e biotecnologia do cafeeiro, com membros nas
principais regifes produtoras de café (Sudeste, Sul e Centro-Oeste). Todos os resultados das analises serdo centralizados e
organizados em uma base de dados Unica, localizada na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, o que facilitara a
integracdo e o acesso as informacgdes geradas.

Espera-se que a utilizacdo dos macroarranjos facilite a identificacdo de novos genes com potencial utilizacdo como
marcadores em programas de selecdo assistida, ou com potencial aplicagdo em biotecnologia. O conhecimento gerado tera,
sem divida, impacto em outras areas do conhecimento tais como fisiologia e bioquimica vegetal, resultando em maior
entendimento da biologia e bases moleculares das interagdes agrondmicas de uma das mais importantes espécies cultivadas
da agricultura brasileira. Mais importante, o aparelhamento das equipes, seu treinamento em gendmica e a consolidacéo da
rede de colaboracgdo técnico-cientifica levara a um salto qualitativo na pesquisa genética do cafeeiro no Brasil.

Material e Métodos

Preparacdo das amostras

O DNA plasmidial de 18 clones selecionados aleatoriamente, foi extraido e quantificado por analises em
espectrofotdmetro e avaliados por eletroforese em gel de agarose. As concentracdes foram padronizadas para 500 ng/ul e
75 ul de cada amostra foi depositado em placas de elisa. Apos a adi¢do de 75 ul de DMSO em cada amostra, 50 ul foram
trasnferidos para os pogos correspondentes das fileiras E e F da placa, para a obtencdo de amostras duas vezes diluidas,
conforme indicado na figura 1. Produtos de PCR das amostras de DNA plasmidial foram obtidos a partir de amplificacGes
utilizando-se um termociclador PTC-100 (MJ Research), com parametros padrdo de ciclagem e os primers M13 reverso e
M13 direto. Os produtos de PCR foram purificados, quantificados e aliquotas foram arranjadas na placa de elisa, da mesma
forma descrita para as amostras de DNA plasmidial.

Impressao das amostras

Foi utilizado o equipamento Q-BOT (Genetix) para a impressao das amostras em variacGes de 2, 4 e 8 toques e
também, duas e quatro repeticdes. O objetivo dessas variacBes foi o0 de se avaliar a sensibilidade de quantificacdo apds as
hibridizaces das membranas. As membranas foram fixadas conforme protocolos estabelecidos pelo fabricante.

HibridizacBes e andlises dos resultados

Um fragmento de 432 pb obtido ap0s a restricdo enzimatica de DNA plasmidial do vetor pSportl com Pvull foi
utilizado para a construcdo de uma sonda marcada com [o.- **P]dCTP. Apos hibridizacio por 14 horas & 65°C, utilizando o
tampédo “Modified Church Buffer”, as membranas foram lavadas por 5 vezes/15 min. em solucdo de 0,1% SSC + 0,1%
SDS, a mesma temperatura de hibridizacdo. As analises de quantificacdo foram realizadas apds 24 horas de exposicao,
utilizando-se o sistema de analises Phosphoimager FLA3000 (Fuji) e os softwares MultiGauge e ArrayGauge.

Resultados e Discussao

Os resultados apresentados nas figuras 2 e 3, indicam que a metodologia utilizada na construcdo dos arranjos de
DNA foi eficiente, com os melhores resultados obtidos com produtos de PCR. A metodologia utilizada na impressao das
membranas, utilizando-se o equipamento Q-Bot (Genetix) foi bastante uniforme entre as repeticdes, apresentando muito
baixa variacéo.



Constru¢do dos macroarranjos

Plasmideo :osoug/w+ PCR
50% DMSO ——, | s | =

+050pg/pl + =

.|| «——50% DMSO
%o | «—— 0,25 pg/ pl + \
/| " 50% DMSO o

123 45 68 7 8 9101112 13141516 17 18 A

B ae ==%  plasmideo

/]
'\ £025pg/pl+ ||
e L2 50% DMSO —— |«

Figura 1. Diagrama contendo as etapas para a constru¢do dos macroarranjos, especificando os parametros testados na
avaliacéo da metodologia.
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Figura 2. Resultados obtidos ap6s a hibridizagdo da membrana com a sonda 432pb-pSportixPvull.
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Figura 3. Dados de quantificagdo obtidos ap6s a hibridizacdo e andlise da membrana com os softwares MultiGauge e

ArrayGauge. Foi utilizado o método de background local nas analises de quantificagdo.

Conclusoes

De modo geral, os sinais radioativos apresentados apds as hibridizagdes, corresponderam com as variag@es de concentracéo
detectadas em gel de agarose, com algumas exce¢fes. Como esperado, 0s sinais radioativos apresentados pelos produtos de
PCR, foram superiores aos de plasmideo, provavelmente devido a razdo molar diferente. As analises de quantificacéo,
utilizando-se 24 horas de exposi¢do, o Phosphoimager FLA3000 (Fuji) e os softwares MultiGauge e ArrayGauge,
apresentaram bons resultados e foram eficientes em estratificar as classes de diluigdo utilizadas. A metodologia utilizada na
impressdo das membranas, utilizando-se o equipamento Q-Bot (Genetix) foi bastante uniforme entre as repeticGes,

apresentando muito baixa variagéo.
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