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Resumo:

Café é uma importante commodity e um dos produtos agricolas mais comercializados e consumidos no mundo. Por
isso, 0 seqlienciamento em larga escala de sequiéncias expressas (ESTs) em orgdos de espécies de cafeeiro foi realizado e
resultou na formacao do banco de dados brasileiro do genoma funcional de café (CafEST). Apesar da producdo e consumo
de Coffea arabica corresponder a cerca de 70% do mercado de café, essa espécie é altamente susceptivel a nematdides,
pragas e patogenos. Portanto, hd um crescente interesse de programas de melhoramento genético de cafeeiro em
desenvolver variedades de C. arabica com resisténcia a esses agentes fitopatoldgicos. Inimeros genes de resisténcia (genes
R) ja foram isolados de varias plantas e foram agrupados em classes de 1 a 6. Com o objetivo de elucidar se subclasses das
6 classes de genes R estdo representadas nos genomas de espécies de café, uma estratégia de identificacdo de genes baseada
em mineragdo de dados gendmicos estd sendo empregada para selecionar ESTs do banco CafEST que representem cada
classe e subclasse ja descrita. O presente trabalho relata a presenga de um total de 293 ESTs relacionadas com genes R
classe 3 (genes do tipo LRR/NBS/TIR) no genoma de C. arabica, as quais foram identificadas dentro do banco CafEST por
homologia no BLAST. Dentre essas seqiiéncias, 101 representam a subclasse RPP4 e foram agrupadas em 56 clusters.
Adicionalmente, 93 ESTs representando a subclasse RPP5 foram encontradas e agrupadas em 46 clusters. Finalmente, as
Gltimas 99 ESTs encontrados representam a subclasse RPS4 e foram agrupadas em 54 clusters. No entanto, nenhuma EST
foi encontrada representando as outras subclasses de genes R classe 3 (L, M, N, P e RPP1) no banco CafEST com base nos
critérios empregados. A estratégia usada para selecionar ESTs de C. arabica que potencialmente codificam genes R classe
3 dentro do CafEST permitiu a identificacdo de varios provaveis genes.
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In silico analyses OF Coffea arabica PUTATIVE CLASS 3 R GENES WITHIN THE cafEST DATABASE

Abstract:

Coffee is a very important commodity and one of the main commercialized and consumed crops worldwide. For
this reason, the sequencing in large scale of expressed sequence tags (ESTs) from coffee organs was performed and
resulted in the formation of the Brazilian Coffee Genome EST database (CafEST database). Although C. arabica
production and consumption corresponds to approximately 70 % of the coffee market, it is highly susceptible to nematodes,
pests and diseases. Therefore there is a raising interest of genetic breeding programs in developing C. arabica varieties with
resistance to these phytopathological agents. A large number of plant resistance genes (R genes) have already been isolated
and were classified into six categories denoted class1-class 6. Herein it is presented a screening of the coffee transcriptome
database for class 3 LLR/NBS/TIR-like R gene related sequences within the Coffea arabica ESTs from the CafEST data
bank. Based on sequence similarities in homologue searches we selected a total of 293 ESTs encoding for class 3 R
proteins putative related to disease resistance in C. arabica. Among these reads, 101 ESTs representing the RPP4 subclass
were grouped into 56 clusters. We found 93 reads representing the RPP5 subclass and which were grouped into 46 clusters.
In addition, we also found 99 reads representing the RPS4 subclass and which were grouped into 54 clusters. However, no
EST was found representing other subclasses of R genes (L, M, N, P and RPP1) in CafEST database based on adopted
criteria. The used approach to select ESTs from C. arabica that putatively encode potencialmente R genes classe 3 dentro
do CafEST led to identification of several putative genes.
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Introducdo

Café é uma importante commodity e um dos produtos agricolas mais comercializados e consumidos no mundo. O
Brasil produz aproximadamente 40% do café comercializado no mercado internacional, além de ser o segundo maior
consumidor mundial desse produto, particularmente da espécie Coffea arabica. Apesar da producdo e consumo de C.
arabica corresponder a cerca de 70 % do mercado de café, essa espécie é altamente susceptivel a nematéides, pragas e
doengas. Portanto, ha um crescente interesse de programas de melhoramento genético de cafeeiro em desenvolver
variedades de C. arabica com resisténcia a nematéides, pragas e doengas.

Durante a evolucdo, as plantas desenvolveram varios mecanismos contra o ataque de patégenos. Além de muitas
barreiras pré-formadas, também ativam resisténcia ao nivel de espécie (resisténcia de ndo-hospedeira), resisténcia raga-
especifica, resisténcia raca ndo-especifica e mecanismos de resisténcia basal. Plantas reconhecem a presenca de patégenos
quando ocorre um contato fisico entre eles na superficie externa vegetal ou dentro de seus tecidos (Vidhyasekaran, 1997).



O reconhecimento do patégeno pela planta, o qual € mediado por receptores de resisténcia (proteinas R), € um pré-requisito
essencial para a inducédo de respostas de defesa no local de penetracdo. Intimeros genes de resisténcia de planta (genes R) ja
foram isolados e agrupados em classes de 1 a 6. Genes R classe 3 bem caracterizados codificam proteinas R receptoras do
tipo TIR-NBS-LRR, tais como L, M, N, P, RPP1, RPP5 e RPS4, as quais apresentam um dominio N-terminal TIR, que é
similar ao dominio de sinalizacdo citoplasmatica de receptores transmembrana Toll e Interleukin-1, um dominio NBS
(nucleotide binding site) e um dominio LRR (leucine-rich repeat) (Meyers et al., 1999; Dangl e Jones, 2001). Receptores
Toll de drosdéfila e do tipo Toll (Toll like receptors, TLRs) de mamiferos reconhecem moléculas PAMPs (pathogen-
associated molecular pattern) através do dominio LRR extracelular e transduzem o sinal de PAMPs para o interior da
célula através do dominio TIR. Similarmente, a resisténcia do tipo ndo-hospedeira induzida em plantas é comparavel a
imunidade inata de animais, a qual ativa a resisténcia a patégenos através do reconhecimento de moléculas elicitoras gerais
tipo PAMPs (Jones e Takemoto, 2004).

Recentemente, 0 sequienciamento em larga escala de seqiiéncias expressas (Expressed Sequence Tags, ESTs) de
cafeeiro foi concluido, resultando na formacdo do Banco Brasileiro do Genoma Funcional de Café (Banco CafEST),
trabalho este que envolveu a rede formada entre o Consorcio Brasileiro de Pesquisa e Desenvolvimento do Café, a
AEG(Agronomical and Environmental Genomes)-FAPESP e a Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. Uma
estratégia de identificacdo de genes baseada em mineracdo de dados gendmicos esta sendo empregada para selecionar ESTs
do banco CafEST que representem cada uma das 6 classes de genes R ja descrita. Mais de 2400 reads relacionadas a genes
R ja foram selecionadas até 0 momento. Neste trabalho, nds relatamos a presenca de ESTs relacionadas com genes R classe
3 (genes do tipo LLR/NBS/TIR) no genoma de C. arabica, as quais foram identificadas dentro do banco CafEST por
homologia no BLAST.

Material e Métodos

Para buscar genes homdlogos no genoma de C. arabica que codificam proteinas R classe 3 do tipo TIR-NBS-
LRR, andlises de busca por comparacdo foram realizadas dentro do banco de dados CafEST
(http://www.Ige.ibi.unicamp.br/cafe), usando o programa Basic Local Alignment Tool (tBLASTn) (Altschul et al., 1997) e
seqliéncias de aminoacido de cada uma das subclasses (L, M, N, P, RPS4, RPP1, RPP4 e RPP5) bem descritas e
disponiveis em bancos plblicos (www.nbci.nlm.nih.gov). O uso dos critérios E-value 1,00 e-10% e matrix BLOSUM®62,
levou a selecdo de 293 reads do banco CafEST (Tabela 1), o qual possui 153.739 reads Uteis. Clusters de ESTs foram
construidos para cada classe de possiveis genes R classe 3, usando o programa CAP3 (Contig Assembly Program) (Huang e
Madan, 1999). Em seguida, a seqiiéncia consenso de cada contig da subclasse RPS4 foi comparada com sequéncias de
aminoacidos de proteinas homélogas depositadas no Genbank, usando o programa BLASTXx (Altschul et al., 1997).

Todas as seqiiéncias de C. arabica usadas neste trabalho, correspondentes as seqiiéncias do tipo ESTs (reads) e
sequéncias consenso de clusters, foram obtidas no banco de dados brasileiro do genoma funcional de café (CafEST), as
quais sao derivadas de 32 bibliotecas de cDNA construidas de diferentes genétipos e 6rgaos (folha, ramo, fruto, flor e raiz)
sob condic¢des de desenvolvimento ou estresse (Vieira et al, 2006).

Resultados e Discussao

Este trabalho relata a presenca de possiveis genes R classe 3 que codificam proteinas do tipo TIR-NBS-LRR no
genoma de C. arabica encontradas no banco de dados CafEST, as quais estdo envolvidas na percepcdo de sinais de
moléculas efetoras de patdgenos. Com base na similaridade de seqliéncia encontrada via tBLASTn, um total de 293 ESTs
foi identificado no CafEST, as quais provavelmente codificam proteinas R classe 3 relacionadas com a resisténcia a
doengas em C. arabica (Tabela 1). Dentre essas seqiiéncias, 101 representantes da subclasse RPP4 foram agrupadas em 56
clusters. Além dessas, 93 ESTs representando a subclasse RPP5 foram encontradas e agrupadas em 46 clusters. O gene
RPP4 de Arabidopsis ¢ membro da familia multigénica RPP5 de genes TIR-NBS-LRR e confere resisténcia a mildio através
de componentes de sinalizacdo (van der Biezenet et al., 2002). Finalmente, as Ultimas 99 ESTs encontradas representam a
subclasse RPS4 e foram agrupadas em 54 clusters. O gene RPS4 de Arabidopsis € um gene R classe 3 de resisténcia a
bactéria, cuja proteina reconhece o elicitor de aviruléncia avrRps4, produto do gene de Pseudomonas syringae pv. pisi
(Hinsch and Staskawicz, 1996; Gassmann et al., 1999). No entanto, nenhuma EST de C. arabica foi encontrada
representando as outras subclasses de genes R classe 3 (L, M, N, P e RPP1) no banco CafEST, com base nos critérios
adotados. Adicionalmente a estes dados, uma estratégia utilizando programas de andlises de dominios presentes em
proteinas R de cada classe de gene R, estd sendo empregada em nova varredura do banco CafEST, de modo a confirmar ou
adicionar novas seqiiéncias de interesse.

Tabela 1. Nimero de ESTs do tipo genes R classe 3 de C. arabica encontrados no Banco CafEST.

Subclasse de N° de reads N° de clusters
gene R Contigs Singlets
RPP4 101 19 37
RPP5 93 17 29
RPS4 99 18 36




Interessantemente, analise detalhada de clusters do tipo RPP4 (Table 2) revelou que os contigs C1, C3, C5, C13,
C16 e C18 sdo formados por ESTs oriundas exclusivamente de bibliotecas Unicas de café (dado ndo mostrado): O contig
C1 ¢é formado por 2 ESTs expressas exclusivamente na biblioteca de folhas tratadas com é&cido araquiddnico. O contig C3 é
formado por 2 ESTs isoladas de folhas ndo-tratadas com Bion. O contig C5 é composto por 5 ESTs oriundas da biblioteca
de ramos infectados por Xylella fastidiosa, o que sugere envolvimento desse contig em resisténcia basal de C. arabica a
essa bactéria patogénica. O contig C13 é composto por 3 ESTs expressas na biblioteca de células de café mantidas em meio
salino. Enquanto que o contig C16 é formado por 2 reads exclusivas de biblioteca de tecidos de raiz e suspensdo de células
na presenca de aluminio. Finalmente, o contig C18 é composto por 3 reads originarias exclusivamente de bibliotecas de
sementes em germinag&o.

Tabela 2. Distribuicdo de ESTs de C. arabica do tipo do tipo genes R classe 3 subclasse RPS4 em contigs e similaridades
da sequiéncia de aminoacidos deduzida com proteinas do GenBank.

Seqiiéncia de melhor similaridade via Blast

H 0
Contig | Tamanho (nt) | N"de ESTs Organismo N°de acesso E-value | Similaridade
C1 831 2 Solanum tuberosum gb|AAP44392.1 2e-56 131/153 (84%)
C2 1579 9 Orysa sativa ref|[NP_915900.1 2e-16 156/378 (41%)
C3 736 2 Arabidopsis thaliana refiINP_200956.1 5e-68 161/245 (65%)
C4 1556 7 Orysa sativa ref[NP_001067154.1 | le-141 | 312/408 (76%)
C5 779 3 Populus trichocarpa gb|ABF81421.1 1e-20 119/249 (47%)
C6 769 3 Cucumis melo gb|AAT77096.1 2e-15 88/182 (48%)
C7 1282 3 Populus trichocarpa ghJABF81421.1 le-27 158/334 (46%)
C8 734 3 Cucumis melo gb|AAT77098.1 6e-08 74/176 (42%)
C9 999 2 Arabidopsis thaliana ghJABG00804.1 1e-58 171/281 (59%)
C10 900 2 Medicago truncatula gbJABE84400.1 3e-29 95/164 (57%)
C11 918 7 Capsicum annuum gbJAAN62015.2 2e-68 161/197 (81%)
C12 1552 4 Glycine max ghJAAR19098.1 4e-29 175/397 (44%)
C13 862 3 Capsicum annuum gbJAAN62015.2 5e-52 151/179 (84%)
C14 922 2 Arabidopsis thaliana ref|[NP_176532.2 9e-76 182/257 (70%)
C15 1003 2 Arabidopsis thaliana gh|JAAM13028.1 7e-67 167/256 (64%)
C16 685 2 Solanum tarijense ghJAAR29076.1 6e-28 122/215 (56%)
C17 798 3 Solanum tuberosum gb|JAAW48301.1 6e-09 59/113 (52%)
C18 784 3 Nicotiana benthamiana | gb|AAY54606.1 6e-53 145/214 (67%)

Conclusdes

Neste trabalho, a estratégia usada para selecionar ESTs de C. arabica que potencialmente codificam genes R
classe 3 dentro do CafEST permitiu a identificacdo de varios provaveis genes homélogos aos genes RPP4, RPP5 e RPS4.
Por ser o cafeeiro uma cultura perene, os dados aqui apresentados provém informagdes relevantes que poderdo ser
aplicadas em programas de melhoramento tradicional e no desenvolvimento de novas estratégias para a obtencdo de
resisténcia duravel de cafeeiro contra patdgenos, resultando em impactos positivos no agronegdcio do café.
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