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Resumo:

O Brasil é o maior produtor mundial de café e é dono do segundo maior mercado consumidor. Uma das maiores
preocupacles dos produtores é a qualidade dos grdos que envolvem processos de florescimento e maturacéo influenciando
na qualidade final do produto. Fatores de transcricdo sdo genes reguladores-chave nos diversos processos biolégicos que
ocorrem durante o desenvolvimento do cafeeiro. Genes MYB constituem a mais extensa familia de fatores de transcrigdo
em plantas e dentre as diversas fungdes desempenhadas por proteinas MYB estdo a regulacdo do ciclo celular, controle de
numerosas rotas biossintéticas mais comumente incluindo produgdo de antocianinas, flavondides; proliferagdo e
especificacdo celular. Baseado no banco de dados CAFEST, identificou-se genes presentes nesta extensa familia, sendo
realizada andlises de filogenia, analise dos motivos de agrupamento vizualisando as regiGes conservadas e provaveis locais
de expressdo espacial e temporal (“Digital Northern Blot”). Desse modo foi possivel a identificacdo de expressdo de genes
MYB envolvidos em varios processos celulares do cafeeiro.
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IDENTIFICATION OF MEMBERS OF MYB TRANSCRIPTION FACTORS FAMILY INVOLVED IN
CELLULAR PROCESSES IN Coffea arabica

Abstract:

Brazil is the world’s biggest coffee producer and has the second consumer market. One of the biggest concerns of
the producers is the quality of the grains in which involve process of flowering and maturation leading to the final quality
of the product. Transcription factors are regulatory genes in the several biological processes and are expressed during the
development of the Coffea tree. MYB genes constitute the most extensive family of plant transcription factors and are play
important roles in several cellular events such as cellular cycle, control of numerous biosynthetic pathways more usually
including production of antocianins, flavonoids; proliferation and cellular specification. Based on the CAFEST database,
MYB genes were identified, phylogenetic analyses performed, analysis of the clustering motifs visualizing conserved
regions and putative regions of temporal and spatial expression (“Digital Northern Blot™). Thus, it was possible the
identification of MYB gene expression involved in some cellular processes of Coffea arabica.
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Introducdo

O café é um commodity mundial, e desperta interesses em cientistas e produtores, na questdo de seu
desenvolvimento, bem como florescimento, e maturacdo dos frutos no que se refere a qualidade do produto. Apesar do
modelo tecnoldgico aceito pela maioria dos produtores ter sido satisfatério para a cafeicultura brasileira, favorecendo a
qualidade do café, as variedades introduzidas apresentam grande desuniformidade de maturacéo, gréos defeituosos, e sabor
desagradavel, tornando um aspecto de grande preocupacdo de cientistas e dos produtores.

A eficiéncia dos mecanismos moleculares e bioquimicos que controlam fenémenos bioldgicos tais como
diferenciacéo, controle celular, desenvolvimento e resposta a estimulos ambientais esta estritamente relacionada com a fina
regulacdo da expressdo génica. Esta regulacdo assegura que uma determinada proteina seja produzida em sua exata
quantidade, no exato momento e no local apropriado para que sua fungdo biolégica no desenvolvimento do organismo seja
cumprida (N&ar et al, 2001). Fatores de transcricdo sao reguladores chave para os diversos processos celulares que ocorrem
durante o desenvolvimento de plantas e um estudo mais detalhado destes ajudaria a resolver ou minimizar problemas
encontrados no cultivo do caffeiro.

Uma analise compreensiva da familia génica MYB pode ajudar a elucidar fungdes biolégicas em varios aspectos
de interesse no cultivo de café, tais como florescimento seqiiencial e conseqiiente desuniformidade na maturacéao dos frutos,
alteracdo do sabor por metabolitos produzidos, etc. O primeiro gene MYB identificado em plantas foi o C1 de Zea mays,
envolvido na biossintese de antocianina. Hoje, constituem a mais extensa familia de fatores de transcrigdo encontrada em
plantas, sendo a maioria induzidos por um ou multiplos tratamentos contendo hormdnios ou submetidos a estresses. O



dominio MYB geralmente é composto de uma a trés repeticdes imperfeitas de 52 aminoécidos, dispostas numa
conformacéo hélice-volta-hélice (helix-loop-helix) que se encaixa na fenda principal do DNA. Tipicamente, trés residuos de
triptofano espacgados regularmente estdo presentes em cada repeticdo MY B, participando na conformacédo hidrofébica que
se presume estar envolvida no reconhecimento especifico do DNA. As proteinas MYB séo classificadas em 3 grupos
principais: R2R3-MYB, com 2 repeti¢Ges adjacentes, RLR2R3-MYB, com 3 repeti¢Ges adjacentes, e MY B-related, grupo
heterogéneo de proteinas, o qual geralmente apresenta uma Unica repetigdo. O R2R3 é o grupo de genes MYB mais bem
estudado, estando envolvidos em muitos processos fisiologicos e bioquimicos, tais como regulagcdo de metabolismo
secundario, controle da morfogénese celular, regulacdo da formacéo do meristema, desenvolvimento foliar e da semente e
controle do ciclo celular. Alguns estdo também envolvidos em resposta de defesa e estresses, além de vias de sinalizag8o de
luz e hormdnios. No grupo de genes R1IR2R3, existem poucos estudos. Supde-se que tenham funcdo conservada atuando na
diferenciacéo e/ou controle do ciclo celular. O grupo MYB-related, apesar de ter grande ndmero de representantes, ndo
atrai muito a atencdo dos cientistas sendo poucos deles estudados funcionalmente. Entre eles estdo os do tipo CCAL,
envolvidos na manutencdo do ritmo circadiano e os CPC, envolvidos no controle da morfogénese celular.

O presente trabalho teve como objetivo identificar e classificar as sequiéncias de genes da familia MYB no banco
de ESTs (Expressed Sequence Tags) do cafeeiro (CAFEST) gerado pelo Projeto Genoma Café (Vieira et al., 2006). Uma
grande quantidade de ESTs obtidos a partir de diferentes populacdes de mRNA pode fornecer uma estimativa da
abundancia relativa de transcritos de genes de interesse em diferentes tecidos/orgdos vegetais e também em diversas
condigdes biolégicas (Audic e Claverie, 1997). Esse processo de investigagdo do padréo de expressdo de um gene in silico,
conhecido como “Digital Northern”, aliado a metodologias experimentais, possibilita a identificacdo e a analise de uma
ampla gama de genes, os quais podem ser selecionados e utilizados em programas de melhoramento genético.

Material e Métodos

Baseado nas regides conservadas de genes MYB, foi realizada uma busca por reads, que pudessem conter ou fazer
parte de provaveis genes do dominio MYB dentro do banco de dados CAFEST. Ap6s 0 processo de busca e selecéo de
seqliéncias relacionados ao dominio MYB, foi feita a montagem dos clusteres e posteriormente a saturagdo do banco. Os
EST-contigs formados foram anotadas e inspecionadas pelo programa InterProScan, para comprovagdo das regides
conservadas caracteristicos da familia MYB. Foi feito o alinhamento das seqiiéncias pelo programa CLUSTALW, que
puderam ser visualizadas e manualmente corrigidas. Utilizando-se o programa MEGA 3.1 foi construida a arvore
filogenética comparando as seqiiéncias com outras publicadas, 0 que permitiu a separacdo dos genes MYB do café em
grupos. Para confirmar o agrupamento foi realizada uma analise dos motivos conservados das seqliéncias, através do
programa MEME (dados ndo apresentados) e as regides do dominio MYB foram anotadas pelo SMART. Por altimo, foi
feito uma anélise de expressdo, “Digital Northern Blot”, dos possiveis genes MYB do café, que apés normalizacdo
indicaram os provaveis locais e niveis de expressdo nos diferentes tecidos e tratamentos.

Resultados e Discussao

Foram encontrados um total de 61 EST-contigs, porém em nossa arvore foram considerados apenas 51, ja que 10
deles foram excluidos manualmente para um agrupamento mais confiavel dentro das subfamilias MYB (Figura 1). Como
resultados ja esperados, genes MY B dos grupos R2R3 e MY B-related foram os mais significativos, sendo encontrados 23 e
25 sequéncias, respectivamente, no CAFEST. Este resultado corrobora com outros resultados encontrados nos bancos de
dados de outros organismos, tais como Arabidopsis e Oryza. Na subfamilia R1R2R3, foram encontrados apenas 3 EST-
contigs, demonstrando a baixa expressividade dessa classe de genes em plantas, sendo mais relatadas em animais. Para a
analise de expressao desses provaveis genes, foram consideradas todas as sequéncias (Figura 2), mostrando ser o perfil
bastante diversificado, sendo encontrados principalmente em tecidos vegetais, mas comumente em 6rgdos reprodutivos e
em ambos. Dessa forma, 31 EST-contigs apareceram expressos nas bibliotecas de tecidos vegetativos, 8 em reprodutivos e
22 em ambos.

Baseado no presente trabalho, foi possivel a identificacdo e classificagcdo dos provaveis genes MY B envolvidos em
diversas rotas mencionadas em literatura, responsaveis por caracteristicas particulares, permitindo previsdes mais precisas
nos organismos manipulados. Com as técnicas de transformagdo genética, bem como o0 cruzamento entre organismos
relacionados, genes de interesse podem ser isolados e transferidos. Esta possibilidade amplia consideravelmente os
recursos genéticos para incremento da produtividade e principalmente qualidade de cultivares. Assim, a identificagdo e
caracterizacdo feita neste trabalho, torna-se imprescindivel para conhecimento dos mecanismos das rotas metabdlicas
controladas por fatores de transcricdo MYB, o que permitird um posterior melhoramento direcionado de cultivares.
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Figura 1. Anélise filogenética relacionada aos
genes MYB encontradas no CAFEST e genes MYB
de Arabidopsis de diferentes subfamilias. Utilizou-
se 0 método de comparagdo Neighbor-joining com
método de distancia P e pair-wise deletion. Foram
omitidos valores de Bootstraps menores que 50%.
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Figura 2. Northern eletrénico com os niveis de expressdo dos EST-contigs em escala cinza. Bibliotecas (Vieira et al.,
2006): Plantulas e folhas tratadas com acido araquid6nico (AL+LP1), Suspensdo de células tratadas com acibenzolar-S-
methyl (BP1), Suspenséo de células tratadas com acibenzolar-S-methyl e brassinoesteréides (CB1), Suspenséao de células
tratadas com NaCl (CS1), Calo embriogénico (EA1+IA1+lA2), Calo embriogénico (EC1), Sementes germinando
(EM1+S13), Botdes florais (FB1+ FB2+ FB4), Fruto (FR1+FR2), Fruto (Coffea racemosa) (FR4), Calo ndo embriogénico
com e sem 2,4 D (CAl+IC1+ PCl), Folhas jovens de ramos ortotrdpicos (LV4+LV5), Folhas maduras de ramos
plagiotrépicos (LV8+LV9), Calos embriogénicos primarios (PA1), Folhas infectadas com bicho-mineiro e folhas oxidadas
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(RM1), Raiz com acibenzolar-S-methyl (RT5), 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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