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Resumo:

A cultura do café imp8e um constante desafio aos produtores, devido ao grande nimero de problemas de doencas
e pragas que ocorrem durante praticamente todo o ciclo. Apesar de ser um produto agricola comercial tradicional da
economia brasileira, as cultivares apresentam alta susceptibilidade a pragas e doencas. Esses problemas fitossanitarios tém
aumentado os danos a cultura e a contaminacdo ambiental. Portanto, grandes esforcos tém sido realizados por diferentes
equipes de melhoristas no sentido de obtengdo de cultivares de café que combinem alto rendimento com resisténcia a
estresses bioticos e abidticos e boa qualidade de bebida. O desenvolvimento de cultivares melhoradas é um desafio para
aumentar a sustentabilidade do agronegocio café. Genes de resisténcia (R) tem sido isolados em varias espécies de plantas,
sendo que a grande maioria destes genes R possuem o dominio NBS (Nucleotide binding site). Os genes R que possuem
esse dominio estdo classificados como pertencentes a classe 2 de genes R. Utilizamos para rastrear seqiiéncias no Banco
Brasileiro de ESTs Genoma Funcional de Café (CafEST) a seqiiéncia do gene de resisténcia Mi do tomate, por ser uma
sequéncia bem descrita e conhecida, e também pelo fato do tomate pertencer a uma familia préxima a familia do café. As
sequéncias isoladas do CafEST foram agrupadas formando contigs (duas ou mais seqliéncias homologas) e seqiiéncias
Unicas (singlets). As seqliéncias consenso dos contigs foram blastadas contra o banco de dados NCBI para confirmar a
homologia com genes R ja descritos e para encontrar as fases abertas de leitura (ORFs - Open Reading Frame) e possiveis
dominios conservados. As seqiiéncias de aminoacido das ORFs foram analisadas e alinhadas, e um filograma foi gerado. O
filograma gerado indica a existéncia de varias seqiiéncias no CafEST homologas a genes de resisténcia e também
homologas ao gene de resisténcia Mi do tomate.

Esta analise confirma a eficiéncia de buscar seqiiéncias homdlogas a genes de resisténcia utilizando-se seqiiéncias
ancoras de genes conhecidos, auxiliando o desenvolvimento de marcadores moleculares para selecdo assistida por
marcadores, mapeamento genético e isolamento de genes de resisténcia no café.
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IDENTIFICATION OF PROBABLE R GENES CLASS 2 ANALOG TO TOMATO Mi GENE IN THE
BRAZILIAN EST BANK OF COFFEE FUNCTIONAL GENOME (CafEST)

The coffee culture imposes a constant challenge to the producers due the great number of problems of diseases and
pests that occur during all the cycle. Although to be a traditional commercial agricultural product of the Brazilian economy,
cultivate coffee present high susceptible to pests and diseases. These problems have increased the damages to the culture
and the ambient contamination. Therefore, great efforts have been carried through for different teams of coffee breeding in
the attainment direction to cultivate coffee that combine high income with resistance pests and diseases and good quality of
drink. The improved cultivate development is a challenge to increase the sustentability of the coffee agrobusiness.
Resistance genes (R) have been isolated in some species of plants, being that the great majority of these genes R have the
NBS domain (Nucleotide binding site). R genes that have this domain are classified as being of R genes class 2. We use to
track sequences in the Brazilian Bank of ESTs Functional Genoma of Coffee (CafEST) the sequence of the gene of
resistance Mi of the tomato, for being a well described and known sequence, and also for the fact of the tomato belonging
to a family next the family to the coffee. The isolated sequences of the CafEST had been grouped forming contigs (two or
more homologous sequences) and only sequences (singlets). The sequences consensus of contigs had been blast against the
NCBI data base to confirm the homologia with described genes R already and to find the phases open of reading (ORFs -
Open Reading Frame) and possible conserved domain. The amino acid sequences of the ORFs had been analyzed and lined
up, and a phylogram was generated. The generated phylogram indicates the existence of some sequences in the CafEST
homologous the genes of resistance and also homologous to the gene of resistance Mi of the tomato. This analysis confirms
the efficiency to search sequences homologous the resistance genes using themselves sequences anchors of known genes,
assisting the development of molecular markers for election attended for markers, genetic mapping and isolation of genes
of resistance in the coffee.
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Introducdo

O café é um produto agricola tradicional e de grande importancia, sendo comercializado no mercado interno e
internacional, movimentando a economia brasileira. A cultura do cafeeiro imp&e um constante desafio aos produtores,



devido ao grande numero de problemas fitossanitarios que ocorrem durante praticamente todo o ciclo (ZAMBOLIM et al.,
2003). Dentre os agentes patogénicos que causam prejuizos a cafeicultura estdo incluidos fungos, bactérias e virus que
causam doencas, além de insetos pragas e fitonematdides (CARVALHO e CHAULFOUN, 2000). O desenvolvimento de
cultivares melhoradas € um desafio para aumentar a sustentabilidade do agronegdcio café. Os programas de melhoramento
do cafeeiro estdo voltados para o desenvolvimento de materiais que combinem alto rendimento com resisténcia a estresses
bidticos e abioticos e boa qualidade de bebida.

Um grande nimero de genes de resisténcia (genes R) de plantas ja foi isolado e caracterizado, sendo que a maior
parte deles apresentam um dominio NBS (nucleotide binding site) conservado. Com base neste dominio conservado, o
presente estudo visa identificar seqliéncias que estdo depositadas no Banco Brasileiro de ESTs homologas a genes de
resisténcia, utilizando-se a seqiiéncia do gene Mi do tomate como ancora.

A identificacdo e validacdo da funcéo dos potenciais genes R de C. ardbica, C. canephora e C. racemosa é um
grande passo para o futuro desenvolvimento de marcadores moleculares, que serdo utilizados em programas de
melhoramento com sele¢do assistida no de cafeeiro, e no isolamento de genes R de café, visando a geracdo de plantas
transgénicas resistentes a doencas.

Material e Métodos

As sequéncias de C. arabica, C. canephora e C. racemosa usadas no presente trabalho estdo depositadas em um
Banco Brasileiro de ESTs, denominado Genoma Funcional de Café (CafEST: http://cafe.lge.ibi.unicamp.br/). Essas
sequéncias de ESTs sdo oriundas de bibliotecas de cDNA especificas para diferentes gendtipos, 6rgaos (folha, caule, fruto,
folha e raiz), crescimento ou condigdes de estresse (Vieira et al, 2006). O CafEST foi rastreado pelo gene R pertencente a
classe 2, o Mi do tomate, que foi usado como sonda através de buscas por Basic Local Alignment Tool (BLAST) (Altschul
etal., 1997).

As sequéncias (reads) de C. arabica, C. canephora e C. racemosa isoladas pelo rastreamento foram agrupadas
(clusterizados) em contigs e singlets para cada espécie, separadamente, usando-se o programa Contig Assembly Program
(CAP3). As sequéncias de aminoacidos deduzidas e correspondentes a Open Read Frame (ORF) dos contigs de C. arabica,
C. canephora e C. racemosa foram obtidas utilizando o programa NCBI ORF  Finder
(http://www.ncbi.nIm.nih.gov/projects/gorf/). As sequéncias aminoacidicas dos contigs a seqiiéncia do gene Mi de tomate,
e a sequéncia de uma catalase foram analisadas por multi-alinhamento feito pelo programa ClustalW
(http://www.ebi.ac.uk/clustalw/). O multi-alinhamento demonstrando as similaridades entre sequéncias aminoacidicas foi
usado para gerar uma representacdo em filograma, que foi visualizado utilizando-se o programa TreeView
(http://darwin.zoology.gla.ac.uk/~rpage/treeviewx/).

Resultados e Discussado

Foram isoladas um total de 319 seqiiéncias no CafEST similares ao gene Mi de tomate, sendo 244 sequiéncias de
C. arabica, 69 de C. canephora e seis de C. racemosa (tabela 1). As clusterizagdes das sequéncias foram feitas
separadamente por espécie, utilizando-se apenas sequencias com e-value inferior a 1 x e,
Tabela 1. Nimero de seqiiéncias encontradas no CafEST utilizando-se como sonda o gene Mi de tomate.

Espécie NuUmero de Reads Contigs Singlets
C. arabica 244 49 77
C. canephora 69 13 31
C. racemosa 6 1 3

Entre seqiiéncias consenso dos 49 contigs de C. arabica, todas apresentaram ORFs, sendo que 19 ndo codificaram
para nenhum dominio conservado, e 30 apresentaram o dominio conservado NB-ARC, sendo que uma das seqliéncias
apresentou também o dominio COG4886 (LRR), dominios estes encontrados nos genes R. Nas 13 seqiiéncias consenso dos
contigs de C. canephora,todas apresentaram ORFs sendo que nove ndo codificaram para nenhum dominio conservado e
trés apresentaram o dominio NB-ARC. O unico contig formado em C.racemosa nao apresentou ORFs.

No filograma (figural) gerado pela similaridade entre as ORFs dos contigs, e das seqiiéncias do gene Mi de tomate
e da catalase, podemos observar trés grupos distintos.

O grupo | engloba seqliéncias de contigs de C.arabica,C.canephora e sequéncias do gene Mi do tomate. O grupo
Il agrupou também seqtiéncias dos contigs de C.arabica,C.canephora e da catalase, e formou-se um grupo a parte, 0 grupo
111, contendo seqliéncias exclusivas dos contigs de Coffea.

Verifica-se uma maior quantidade de seqiiéncias de C.arabica devido ao fato de que o banco de ESTs de C.
canephora e de C. racemosa serem menos representativos, ou seja, ndo saturado, contendo um ndmero menor de ESTs
depositados. Enquanto que o banco de C. arabica estad mais completo, com maior nimero de seqliéncias.

Conclusoes

No presente trabalho, é apresentada a busca no CafEST por provaveis genes R de C. arabica, C. canephora e C.
racemosa e a analise das suas homologias de seqiiéncias aminoacidicas com o gene Mi de tomate. Verificamos que é



possivel a identificacdo de provaveis genes R com o uso de ferramentas de bioinformética, pretendendo assim desenvolver
marcadores moleculares para genes de resisténcia a serem empregados em programas de melhoramento do cafeeiro, bem
como o isolamento de genes R completos. Sendo as analises do CafEST in silico relevantes para a elucidacdo dos
mecanismos de defesa do café contra pragas e patdégenos.
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Figura 1. Representacdo em filograma da similaridade de seqiiéncia de aminoacidos entre seqiiéncias de C.arabica e C. canephora relacionadas com genes Mi de tomate e
catalase. Em azul estdo as sequiéncias do gene Mi de tomate e da catalase. As sequiéncias dos contigs de C. arabica estdo representadas em preto, e em vermelho os contigs de

C.canephora.
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