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RESUM O: O café ¢ uma planta perene, sendo considerada uma das commodities agricolas mais importantes do mundo.
Por consequencia, visando-se o estabelecimento de ferramentas de auxilio para se acelerar o melhoramento genético
desta espécie, avangos significativos em gendmica do cafeeiro tém ocorrido nos ultimos anos. Como exemplo, pode-se
citar a recente conclusdo do sequenciamento do genoma completo de Coffea canephora, que servira de referéncia para
utilizagdo em trabalhos avangados de genética molecular, aplicados diretamente ao melhoramento genético desta
espécie, tais como o estabelecimento de programas de selecdo genomica ampla (SGA) em cafeeiro. Anélises recentes de
bioinformatica dos genomas completos de plantas indicam que cerca de 20-30% do total de genes de cada genoma sdo
inéditos e especificos de cada espécie. Ou seja, essas sequencias genicas ndo apresentam similaridade alguma com as ja
depositadas nas bases de dados mundiais e sdo comumente denominadas de “no hits”. Conceitos recentes, denominam
esses “no hits’ como “genes 6rfaos” e postulam que o surgimento dos mesmos sdo resultantes de respostas adaptativas
especificas de cada espécie em funcdo de estresses e condigdes adversas por essas enfrentadas, durante o processo
evolutivo. Nosso trabalho estd focado na identificacdo e caracterizagdo funcional dos genes orfaos de café, por
apresentarem alto potencial de inovagdo e aplicacdo biotecnologica. O presente estudo apresenta dados obtidos para
alguns desses genes orfaos, denominados de CcUnk (Unknown), previamente identificados no genoma de C. canephora
e com foco especial aqueles CcUnk genes potencialmente envolvidos na resposta a seca.
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IDENTIFICATION AND CHARACTERIZATION OF OPHAN GENES (“NO HITS") IN
COFFEE (COFFEA CANEPHORA), INVOLVED IN DROUGHT-STRESS RESPONSES

ABSTRACT: Coffee is a perennial crop considered one of the most important agricultural commodities in the world.
By consequence, aiming at the establishment of tools to help accelerate the genetic improvement of this species,
significant advances in coffee genomics have occurred in recent years. As an example, one can cite the recent
completion of the complete genome sequencing of Coffea canephora, which will serve as a reference work for use in
advanced molecular genetics, applied directly to the genetic improvement of this species, such as the establishment of
genome-wide selection programs (GWS) in coffee. Recent bioinformatic analyzes of complete genomes of plants
indicate that about 20-30% of the total complete set of genes are novel and specific to each species. That is, these
genomic sequences do not exhibit any similarity with those already deposited in global databases and are commonly
called "no hits". Recent concepts, called these "no hits" as "orphan genes" and postulate that the emergence of these are
the result of adaptive responses specific to each species as a function of stresses and adverse conditions faced by these
plants during the evolutionary process. Our work is focused on the identification and functional characterization of
orphan genes from coffee, which show a high potential for innovation and biotechnological applications. This study
presents data obtained for some of orphan genes, called CcUnk (Unknown), previously identified in the genome of C.
canephora with special focus on CcUnk genes potentially involved in drought-responses.
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INTRODUCAO

O café, trata-se de uma cultura perene e de periodo juvenil longo, tornando o melhoramento genético através de técnicas
convencionais lento (BOREM; ALMEIDA, 2011). Sendo assim, as técnicas de biologia avangada tais como a gendmica
estrutural ¢ funcional, a protedmica, a bioinformatica e a prospec¢do e transformagdo genética, podem oferecer
alternativas para se reduzir o tempo de obtencdo de novos genotipos e atuar como uma ferramenta auxiliar nos
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programas de melhoramento genético (LASHERMES et al., 2002). Um requisito primordial para a aplicagdo destas
técnicas biotecnologicas ¢ a identificacdo e a caracterizacdo funcional de genes com potencial utilizacdo nestes
processos (HORAN et al., 2008). Desta forma, a realizagdo de uma analise exploratoria e discriminatéria dos genes ou
fatores genéticos, associados com uma determinada caracteristica fenotipica de interesse agrondémico ¢ de vital
importancia para a aplicagdo pratica destas ferramentas no melhoramento genético do cafeeiro. A geragdo de bancos de
dados de sequéncias nucleotidicas a partir do sequenciamento de genomas completos ou de projetos ESTs (“ Expressed
Sequences Tags' ), dentre outros, proporcionam uma fonte de determinantes genéticos para a busca de alternativas no
controle de pragas e doengas, bem como no aumento do rendimento e adaptabilidade das espécies agrondmicas.
Resultados de andlises de bioinformatica (MONDEGO et al.,, 2011; VIEIRA et al., 2006) mostram que
aproximadamente 30% dessas sequéncias ndo possuem nenhuma similaridade, (sequéncias denominadas no hits) com
aquelas conhecidas no GenBank'. Horan et al. (2008) identificaram e caracterizaram os genes que codificam proteinas
de fun¢do desconhecida no genoma de Arabidopsis thaliana. Outros trabalhos também tém identificado no hits, como
em Alvarenga et al. (2010) e Vinecky et al. (2012), que identificaram nas bases de dados do PGBC no hits
potencialmente relacionados a resisténcia a doengas e a seca, em café. Estes no hits podem ser genes que desempenham
papéis cruciais em determinados processos biologicos do cafeeiro, visto que a caracterizagdo destes genes
desconhecidos ¢ o foco deste trabalho.

MATERIAL E METODOS

| dentificacdo dos genes 6rféos. Como resultado do Consorcio Internacional de Sequenciamento do Genoma de Coffea
canephora, foram preditos cerca de 25 mil genes (WINCKER et al., 2011- http://coffee-genome.org; acesso restrito).
Apos o fluxograma de analises de identificagdo de genes ortdlogos (Arabidopsis, videira e tomate), com o OrthoMCL2
(versdo 1.4), cerca de 5 mil genes (~20%) de C. canephora nio apresentaram nenhum ortélogo entre os genomas
analisados, sendo potenciais genes orfaos de café. Como forma de priorizar os trabalhos, estas 5 mil sequéncias foram
utilizadas para a busca por similaridade nas bases de dados do NCBI. As analises foram realizadas por meio da
ferramenta BLASTp. As sequéncias foram contrastadas com o banco de dados do NCBI NR no GenBank utilizando o
software Geneious (KEARSE et al., 2012). Foram considerados “no hits” os resultados de BLASTp (E-value > le™),
que ndo apresentaram similaridade com aquelas conhecidas nos bancos de dados do GenBank, sendo estas sequéncias,
posteriormente utilizadas, para analises de expressao in silico.

Analises da expressao génica (in silico e qPCR): Os dados utilizados neste estudo foram obtidos por meio de dois
métodos de sequenciamento: a) dados gerados com a tecnologia de sequénciamento do tipo Sanger, provenientes das
bibliotecas relatadas em Vieira et al. (2006), Poncet et al. (2006) ¢ Lin et al. (2005); b) dados de sequéncias obtidas
com a tecnologia de sequenciamento em larga escala do tipo 454 da plataforma Roche (GS-FLX Titanium strategy),
dados ndo publicados. As sequéncias 454 Roche foram geradas a partir de extratos de RNA de raizes de C. canephora
dos clones 14, 73 e 120 considerados tolerantes a seca, e clone 22 considerado sensivel a seca, nas condi¢des de
irrigacdo (I) e ndo-irrigagdo (NI) (MARRACCINI et al., 2012). As andlises de expressdo in silico foram realizadas
separadamente, conforme as tecnologias de sequenciamento utilizadas. Nestas andlises (Northern eletronico) foi
utilizado o pacote DNAstar, software Qseq, versdo 7.0, para mapeamento dos no hits encontrados na cole¢do gendmica
de 25 mil genes de C. canephora, gerando assim os dados de expressdo dos no hits em cada biblioteca. Os dados foram
previamente normalizados com a padronizagdo da expressdo dos no hits sempre relativos a expressdo do gene da
ubiquitina (CcUBQ10), usado como um calibrador interno de referéncia. As amostras e métodos utilizados nas analises
de qPCR foram as mesmas descritas por Vieira et al., 2013.

Caracterizacdo funcional: Para a caracterizagdo funcional dos genes Orfios de café, foi utilizado o sistema de
transformagdo genética em Setaria viridis via Agrobacterium tumefaciens. O protocolo utilizado para transformagéo de
S viridis foi conforme descrito por Brutnell et al. (2010). Para transformagao foram usados calos embriogénicos obtidos
a partir de sementes maduras de S viridis (acesso A10). Os calos embriogénicos foram incubados com a suspensdo de
A. tumefaciens (OD600=0,6) contendo a constru¢do UBI::CcUNKS por 5 min. e co-cultivados no escuro a 22 °C por
trés dias, em meio de inducdo de calos (CIM) acrescido de 200 uM de acetoseringona. Ao final do co-cultivo, os calos
foram transferidos para o meio CIM suplementado com 150 mg/L de Timentin® onde permaneceram por uma semana
no escuro com temperatura de 25 + 2 °C. Apods esse periodo, os mesmos foram transferidos para meio seletivo CIM
contendo 150 mg/L de Timentin® e 30 mg/L do agente seletivo Higromicina B, por mais uma semana no escuro a 25 +
2 °C. Os calos que sobreviveram a essa primeira sele¢cdo foram transferidos para o meio de regeneragdo (MRS),
acrescido de 150 mg/L de Timentin® e 30 mg/L Higromicina B. Nesse momento os calos foram acondicionados sob
fotoperiodo de 16 horas luz e temperatura de 25 £ 2 °C. As plantulas regeneradas com parte area e raizes bem
desenvolvidas foram transferidas para MagentasTM, contendo sais e vitaminas MS (MURASHIGE & SKOOG, 1964)
suplementado com 150 mg/L de Timentin® e 30 mg/L Higromicina B. As plantulas com aproximadamente 10 cm de
parte aérea e com raizes principais e adventicias bem desenvolvidas, foram transferidas para copos plasticos de 100 mL
com a mistura de terra, substrato Plantmax® e vermiculita (3:3:1). Os mesmos foram cobertos com sacos plasticos e

! Disponivel em: >http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi<
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aclimatados em camara Fitotron com temperatura 25 + 2 °C, humidade relativa 65% ¢ intensidade luminosa de 400
pM/m2/s.

RESULTADOSE DISCUSSAO

Na figura 1 estio apresentados alguns resultados de Northern eletronico (Heat-Map / TreeView), indicando alguns
genes orfaos com expressdo diferencial nos tecidos analisados (calos, frutos e folhas-Figura 1A), assim como em folhas
controle e sob estresse hidrico (Figura 1B).
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Figura 1: Expressdo génica in silico dos no hits nas bibliotecas de (A) diferentes tecidos de C. canephora e (B)
bibliotecas de folhas controle e sob estresse de seca, produzidas utilizando a tecnologia Sanger.

Quando comparamos as bibliotecas de folhas controle e de plantas submetidas ao estresse de seca (Figura 1B), pode-se
observar a expressio diferencial de varios CcUnk genes. E possivel ressaltar, como exemplo, o caso do CcUnk2,
CcUnk3 e CcUnk8, que parecem ser altamente induzidos com o estresse de seca. A expressdo destes trés CcUnk genes
avaliada por qPCR esta apresentada na figura 2. Para esses estudos foram utilizadas folhas de clones de C. canephora
tolerantes a seca 14, 73 e 120 e o clone 22 sensivel a seca. Os clones analisados foram submetidos ao estresse de seca
(ndo irrigado, NI) e em condig¢des controle (irrigado, I). Observa-se pelos dados apresentados na figura 2, que todos os
genes CcUnk avaliados apresentaram perfis de expressdo diferencial para as condigdes hidricas avaliadas, assim como
comportamento diferencial em fungdo do clone analisado, confirmando os resultados obtidos pelas analises in silico.
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Figura 2: Expressdo dos genes candidatos CcUnk3, CcUnk2 e CcUnk8 analisada por qPCR em tempo real, a partir de
RNA extraido de folhas (A, B, C) e raizes (D) dos clones 22, 14, 73 ¢ 120 de C. canephora submetidos ao estresse de
seca (NI: Nao irrigado) e sem estresse (I: Irrigado). O gene CcUBQI1O0 foi utilizado como controle enddégeno. O
calibrador interno utilizado foi o 22I. A figura 2E, apresenta o resultado da andlise in silico da expressao do gene
CcUnk8 a partir de dados de sequenciamento em larga escala (454 Roche) normalizados por RPKM.

A figura 3 apresenta uma representacao esquematica da construgdo Ubi::CcUnk8, assim como um esquema dos passos
utilizados na estratégia de transformacdo em S viridis, visando-se a caracterizagdo da func¢do do gene CcUnk8 e a
comprovagdo de seu envolvimento na tolerdncia a seca em plantas. Plantas transgénicas de S viridis ja transformadas
com a construgdo Ubi::CcUnk8 ja foram obtidas (Figura 4) e estdo em processo de avaliagio.
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Figura 3: Expressdo dos genes candidatos CcUnk3 (A), CcUnk2 (B) e CcUnk8 (C) analisada por qPCR em tempo real,
a partir de RNA extraido de folhas dos clones 22, 14, 73 ¢ 120 de C. canephora submetidos ao estresse de seca (NI:
Nao irrigado) e sem estresse (I: Irrigado). O calibrador interno utilizado foi o 221. O gene CcUBQ10 foi utilizado como
controle enddgeno.

Figura 4: Plantas transgénicas de S viridis, transformadas com a constru¢do Ubi::CcUnk8, em fase de avaliaggo.

CONCLUSOES

Os genes 6Orfaos (no hits) de café foram identificados e caracterizados in silico de acordo com o tecido em que foram
expressos na espécie C. canephora. Foi possivel identificar e caracterizar CcUnk genes que parecem responder de
forma significante quanto a tolerancia e suscetibilidade ao estresse de seca. Os resultados apresentados neste trabalho
proporcionam o primeiro estudo sistematico de caracterizagdo funcional de genes orfaos de café, provendo insumos
com alto potencial inovador para trabalhos biotecnologicos em plantas.
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