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Resumo:

O projeto Brasileiro Genoma Café foi elaborado e executado com o objetivo de fornecer informagdes sobre o genoma
do cafeeiro aos pesquisadores que desenvolvem variedades melhoradas, em busca da produtividade e qualidade de grdos. Nesse
projeto foram seqlienciados 218.150 clones distintos de ESTs (Expressed Sequenced Tags) escolhidos aleatoriamente em 49
bibliotecas de cDNA de C. arabica, C. canephora e C. racemosa, as quais representam diferentes tecidos em estagios
especificos de desenvolvimento e tecidos submetidos a estresses bidtico e abidtico. Apds a remocgdo de contaminagdes e
sequéncias de baixa qualidade, as 154.770 ESTs restantes foram agrupadas em 45.366 clusters (UniGenes), dos quais cerca de
27% ndo apresentam similaridade significativa com seqliéncias protéicas ja descritas. A fim de selecionar genes
preferencialmente expressos na raiz, no fruto, na folha e no botdo floral, realizamos uma analise in silico, visando a prospecc¢édo
dos seus respectivos promotores em um proximo passo. Para tal, foram feitas comparac@es por meio do Teste Exato de Fisher,
entre grupos formados por bibliotecas de ESTs obtidas a partir de um Unico tipo de tecido e grupos formados pelas bibliotecas
restantes, tendo-se como resultado a selecdo de UniGenes que possuem grande chance de serem tecido-especificos. Dessa
forma, foram selecionados 103 UniGenes que apresentam niveis significativamente distintos de transcritos oriundos de cada um
dos tecidos, sendo 18 de folhas, 40 de frutos, 14 de raiz e 31 de botbes florais. Dentre os Unigenes selecionados, foram
escolhidos trés de cada um dos tecidos e um constitutivo para as validagdes experimentais. O critério de escolha desses
Unigenes se baseou no grau de ineditismo, na especificidade dos unigenes e no nivel de expressdo. Para confirmar o carater de
tecido especificidade dos genes escolhidos, serdo realizadas analises de Real Time RT-PCR e Northern blot.
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IDENTIFICATION OF TISSUE-SPECIFIC ESTS IN THE Coffea spp. FUNCTIONAL GENOMIC
DATABASE

Abstract:

The Brazilian Coffee Genome Project generated a total of 218,150 EST (Expressed Sequenced Tags) sequences of
randomly chosen clones coming from 49 cDNA libraries made from C. arabica, C. canephora or C. racemosa. Those libraries
where made of mRNA extracted from several distinct tissues, developmental stages and forms of biotic and abiotic stresses.
Contamination and low quality sequences were removed and the 154.770 valid ESTs were grouped in 45.366 clusters
(UniGenes), of which about 27% have unknown function. In order to locate candidate tissue-specific promoters, an in silico
analysis was performed to identify genes preferentially expressed on roots, fruits, leaves and flowers. We’ve constructed groups
of EST libraries, each coming from one tissue type, and have used the Fischer’s Exact Test to compare each one to a group
formed by the remaining libraries (i.e., the libraries not included on that particular group) and identified 103 UniGenes with a
high chance of being tissue-specific: 18 leaf-, 40 fuit-, 14 root- and 31 flower-specific. The expression level, specificity and
uniqueness of the previously identified UniGenes were used to select 3 from each tissue to experimental validation. Real Time
RT-PCR and Northern blot analysis will be employed to verify those 12 genes tissue-specificity.
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Introducéo

A producdo comercial do café é baseada em duas espécies: C. arabica L e C. canephora Pierre, as quais representam
70% e 30% do mercado, respectivamente. O Brasil é o maior produtor e exportador mundial de café, respondendo por cerca de
um quarto da produ¢do mundial. Contudo, a cafeicultura apresenta uma série de problemas que podem limitar a producédo
nacional e que requisitam cultivares mais adaptados. A obtencdo de melhores cultivares por métodos classicos de
melhoramento é dificultada por aspectos intrinsecos como: a perenidade, a baixa variabilidade no género Coffea e as
dificuldades de cruzamento de Coffea arabica devido a diferencas de ploidia. Nesse caso, as técnicas de biotecnologia, entre
elas a transgenia, se apresentam como ferramentas bastante (teis na aceleracéo da obtengdo dos resultados esperados. O projeto



Brasileiro Genoma Café foi elaborado e executado na tentativa de auxiliar os pesquisadores na obtencdo de variedades mais
adequadas ao cenario atual como, por exemplo, tolerantes a estresses bidticos e abiéticos ou que produzam grdos de melhor
qualidade. Nesse projeto foram sequenciados 218.150 clones de ESTs (Expressed Sequenced Tags) escolhidos aleatoriamente
de 49 bibliotecas de cDNA de C. arabica, C. canephora e C. racemosa, representando estagios especificos de desenvolvimento
de tecidos e tecidos submetidos a estresse biotico e abidtico. Apds a remocdo de contaminagdes e seqiiéncias de baixa
qualidade, as 154.770 ESTs restantes foram agrupadas em 45.366 clusters (UniGenes), dos quais 26.242 sdo formados por uma
Unica seqiiéncia (Sales et al., 2005). Cerca de 27% dos UniGenes ndo apresentam similaridade significativa (blastx com e-value
melhor que 10™) com seqiiéncias protéicas j& descritas. De posse de um determinado UniGene, é possivel detectar seu
promotor. Assim, promotores inéditos poderdo ser isolados, caracterizados e potencialmente utilizados para agregacéo de valor
nas mais diversas culturas e no caso especifico do café visando resisténcia a patdgenos, tolerancia a seca, uniformidade de
maturacéo de frutos e qualidade dos frutos, trazendo beneficios no manejo das culturas e para as caracteristicas pds-colheita. A
importancia da obtencdo desses promotores reside no fato de que uma das barreiras a utilizacdo da transgenia é o fato de que as
plantas transgénicas comercializadas hoje em dia possuem transgenes comandados por promotores constitutivos que fazem com
que sua expressao ocorra em todos os tecidos da planta ao invés de somente no local onde é necessaria. Uma forma de atingir a
expressdo pontual do transgene de interesse € utilizar promotores tecido especificos em sua confecgdo.

O objetivo deste trabalho foi identificar, no banco UniGene do cafeeiro, ESTs abundantes e inéditas preferencialmente
expressas em raiz, folha, flor ou fruto, que no futuro serdo utilizadas na prospeccdo de seus respectivos promotores. Esses
promotores, além de promover a especificidade de expressdo dos genes por eles comandados poderdo ser patenteados e
utilizados em programas de melhoramento sem onera-los com o pagamento de royalties de promotores protegidos.

Material e Métodos

Foram realizados Testes Exatos de Fisher, in silico (Sales & Silva, 2005), contrastando bibliotecas de ESTs de um
Unico tecido contra bibliotecas dos demais tecidos. Primeiramente, 0s grupos a serem contrastados eram criados para entéo
serem selecionados para o Teste de Fisher. O primeiro grupo de ESTs de um Unico tecido a ser criado foi de raiz. Em seguida,
foi o grupo formado por ESTs de folhas, sendo o mesmo feito com os grupos das ESTs de fruto e de botdo floral. Cada um
desses grupos foi contrastado com um grupo formado por todas as bibliotecas dos demais tecidos, que ndo o dele, presentes no
banco de dados do Genoma Café. Como resultado, os Testes selecionaram os UniGenes que apresentam expressao preferencial
ou exclusiva nos grupos de cada um dos tecidos. O Teste Exato de Fisher j& apresenta em seus resultados o Blast de cada
unigene, indicando quais sdo homologos a sequiéncias ja conhecidas e quais séo inéditos (Figura 1).

Ap6s esse screening virtual foram escolhidos entre os unigenes resultantes dos Testes Exatos de Fisher, 3
representantes de cada tecido. Um unigene constitutivo também foi selecionado para servir de controle positivo aos
experimentos. Para cada um dos unigenes foram desenhados, para um ensaio preliminar de Reacdo da Polimerase em Cadeia
utilizando Transcriptase Reversa (RT-PCR), pares de primers com 20 nucleotideos, contendo os sitios de restricdo Spe | e Not I,
de forma que amplificassem fragmentos entre 400 e 500 pb. Um clone (EST) contendo a regido do fragmento amplificado foi
escolhido em cada um dos unigenes, para, a partir deles, serem sintetizadas por PCR ou restri¢do as sondas que serdo usadas no
ensaio de Northern blot.

Para uma outra abordagem do estudo de expressdo dos unigenes selecionados virtualmente sera realizado um ensaio de
Real Time-PCR. Para tal, foi desenhado para cada unigene escolhido, um par de primers de 20 nucleotideos de forma que
amplificassem fragmentos entre 90 e 170 pb e tivessem uma temperatura de anelamento (Tm) entre 59 e 61 °C.

Resultados e Discussao

Os contrastes entre bibliotecas de diferentes tecidos e o conjunto das bibliotecas restantes apontaram 103 UniGenes
preferencialmente expressos, sendo 18 de folhas, 40 de frutos, 14 de raiz e 31 de botdes florais (Tabela 1). A comparacao destas
sequéncias com seqiliéncias protéicas ja descritas, utilizando-se BlastX, mostrou que 84% dos clusters apresentam similaridade
a seqliéncias conhecidas e 16% sao inéditos.

Devido a impossibilidade de trabalhar com todos os unigenes (Unigenes) selecionados, foram escolhidos trés
representantes de cada tecido levando em consideracdo se eram formados apenas por bibliotecas do tecido em questdo, se sua
seqliéncia era inédita e se apresentavam uma boa expressdo relativa em relagdo ao total de reads das bibliotecas que o
compunham. Como unigene constitutivo foi escolhido aquele formado pelo maior nimero possivel de bibliotecas de todos os
tecidos. Para produzir a sonda a ser usada no Northern blot por PCR, foram desenhados primers especificos para cada um dos
unigenes escolhidos para cada tecido e mais o constitutivo. Para o ensaio de Real Time PCR foram desenhados outros pares de
primers adequados as exigéncias da técnica. Dessa forma, a préxima etapa serd validar os UniGenes selecionados mediante
ensaios de Northen blot e RT-PCR e subseqiientemente usar 0s genes validados na prospecgéo de seus respectivos promotores.
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Figura 1 - Demonstragdo de alguns resultados proporcionados pelo Teste Exato de Fisher, como a expressdo relativa em relagdo
ao total de Reads da Biblioteca (A) e o Blast (B).
Conclusdes

No Banco de Dados do Genoma Funcional de Coffea spp existem 18 genes preferencialmente expressos em folha, 40
em frutos, 14 em raiz e 31 em bot0es florais. Desses, 84% apresentam similaridade a seqiiéncias conhecidas e 16% séo inéditos.
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Tabela 1 - Relagdo das bibliotecas que compunham o0s grupos contrastados, as comparacdes realizadas e seus respectivos
resultados.

Nome dos Raiz Nao Folha Nao Flor Nao Fruto Nao

Grupos Raiz Folha Flor Fruto

RT3 AR1 Lv4 AR1 FB1 AR1 FVv2 AR1

RT4 FB1 LV5 BP1 FB2 BP1 BP1

RT5 FB2 LV8 BP2 FB4 BP2 BP2

FB3 LV9 CAl FR1 CAl CAl

FB4 CB1 FR2 CB1 CB1

FR1 CD1 CD1 CD1

FR2 CL1 CL1 CL1

FR4 CL2 CL2 CL2

Fv2 CM1 CM1 CM1

IA2 Cs1 Cs1 Cs1

IC1 EA1l EA1l EA1l

Lv4 EC1 EC1 EC1

LV5 FB1 FP2 FB1

LV8 FB2 FR4 FB2

LV9 FB3 FVv2 FB3

PC1 FB4 IA2 FB4

RM1 FP2 IC1 FP2

RX1 FR1 LM3 FR1

SH3 FR2 LP1 FR2

Bibliotecas FR4 Lv4 FR4

Fv2 LV5 IA2

IA2 LV8 IC1

IC1 LV9 LM3

LM3 PA1 LP1

LP1 PC1 Lv4

PA1 RM1 LV5

PC1 RT3 LV8

RM1 RT5 LV9

RT3 RT7 PA1

RT5 RTS8 PC1

RT7 RX1 RM1

RTS8 SH2 RT3

RX1 SH3 RT5

SH2 SI3 RT7

SH3 RTS8

SI3 RX1

SH2

SH3

SI3

Raiz X Nao Raiz Folha X Naéo Flor X Nao Flor Fruto X Nao

Folha Fruto
Clusters
Total 39 117 94 57
Clusters
Selecionados 14 18 31 40
Clusters
Inéditos 2 0 6 8




