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ANALISE IN SILICO DO GENE FRIGIDA (FRI) EM CAFE ARABICA
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RESUMO

Sincronizar o florescimento e amadurecimento dos frutos pode contribuir para reducdes no custo de
producdo. A compreensdo e identificacdo do mecanismo de florescimento, assim como os genes
envolvidos nos processos de regulacdo floral, sdo de fundamental importincia para elucidar como
esses mecanismos ocorrem em café. Hoje com o seqiienciamento do transcriptoma do cafeeiro e a
criacdo do banco CAFEST de ESTs (Expresssed Sequence Tags) tornou-se possivel a realizacdo de
buscas por sequéncias formadoras dos provdveis genes relacionados as caracteristicas de interesse.
Dessa forma, estudos comparativos de gendmica funcional surgem como ferramentas poderosas para a
identificacdo de genes envolvidos na regulagdo de vias metabdlicas. Diante disso, o presente trabalho
teve como objetivo identificar o gene FRI em café ardbica, gene esse ja descrito em Arabidopsis, que
estd envolvido no complexo de regulacdo génica do florescimento, pois, esse trabalho abre caminho
para a identificagdo de genes de interesse para estudos aplicados que possam melhorar a cadeia
produtiva do café, o que pode permitir um controle do tempo de florescimento e aumento da
produtividade. Através das ferramentas da bioinformatica foi possivel a identificacdo de dois EST-
contigs e um singlet que sdo fortes candidatos para o gene FRI em café arabica.

Palavras-chaves: Bioinformatica, Florescimento, Expressao génica, Regulacdo floral.
INTRODUCAO

O cafeeiro (Coffea sp.) pertence a familia Rubiacea € responsdvel pela producdo da segunda
bebida mais consumida pela populacio brasileira, o café, perdendo apenas da dgua (TNS InterScience,
2008). O Brasil ocupa o primeiro lugar na producdo e exportagdo de café, com 47,274 mil sacas de 60
kg/ano e 34,28% respectivamente, com drea plantada de 2.101.097 ha e produtividade média de 24,54
sacas’ha (CONAB, 2010). Em relagdao a produgdo, mesmo o cafeeiro sendo uma cultura bastante
estudada, ainda existe problemas com a produtividade, reflexo principalmente do florescimento
seqliencial, que causa uma maturacdo desuniforme dos frutos, dificultando a colheita e causando
perdas de producdo. Sincronizar o florescimento e amadurecimento dos frutos pode contribuir para
reducdes no custo de producdo. A compreensio e identificagdo do mecanismo de florescimento, assim
como os genes envolvidos nos processos de regulacdo floral, sdo de fundamental importincia para
elucidar como esses mecanismos ocorrem em café. Vdarios genes ja foram identificados como pecgas
chaves na regula¢do molecular do florescimento. Em fun¢@o do seu pequeno genoma e do ciclo curto
de vida, a planta Arabidopsis thaliana tem sido utilizada como modelo para entendimento das
diferentes rotas metabdlicas, incluindo aspectos encontrados no processo de floracdo (LEVY et al.,
2002; SIMPSON & DEAN, 2002). No momento, toda complexidade da rede de florescimento esta
baseada em informagdes importantes ji obtidas em Arabidopsis (IZAMA et al., 2003). Um dos
principais locus responsdvel pela regulacdo do florescimento em Arabidopis é o FRIGIDA (FRI) que
regula a expressdo do maior repressor floral o FLOWERING LOCUS C (FLC), pois quando ativo
conduz a ativagdo de genes de identidade de meristemas (SHINDO et al., 2005, CIANNAMEA,
2007). Hoje com o seqiienciamento do transcriptoma do cafeeiro (VIEIRA et al., 2006) e a criacdo do
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banco CAFEST de ESTs (Expresssed Sequence Tags) tornou-se possivel a realizagdo de buscas por
sequéncias formadoras dos provdveis genes relacionados as caracteristicas de interesse. Dessa forma,
estudos comparativos de gendmica funcional surgem como ferramentas poderosas para a identificagdao
de genes envolvidos na regulacdo de vias metabdlicas. Diante disso, o presente trabalho teve como
objetivo identificar o gene FRI em café ardbica, gene esse ja descrito em Arabidopsis, que esta
envolvido no complexo de regulagcdo génica do florescimento.

MATERIAL E METODOS

Analise In Silico

As sequéncias dos gene FRIGIDA (FRI) foram identificadas tendo-se como fonte de dados o
banco de ESTs (Expressed Sequence Tags) gerado pelo projeto Genoma Brasileiro Café (CAFEST;
VIEIRA et al., 2006). Por meio da interface Gene Project (http://www.lge.ibi.unicamp.br), foi possivel
a procura por reads, montagem de clusters e andlise dos provaveis genes.

Analise Filogenética

O alinhamento dos EST-contigs foi feito pelo programa ClustalW (THOMPSON et al., 1994)
com os pardmetros padrdes (default), utilizando-se as sequéncias de nucleotideos traduzidas em
aminodcidos. As sequéncias foram visualmente inspecionadas e manualmente corrigidas, sendo
removidos segmentos cuja homologia nido pode ser acertada. A arvore final foi feita utilizando-se o
programa MEGA 4.0 (TAMURA et al., 2007), com o modelo de compara¢do Neighbor-joining
(SAITOU & NEI, 1987).

Identificacao de motifs comuns de agrupamento

Para descobrir motifs de agrupamento entre as sequéncias do gene FRIGIDA (FRI)
selecionadas no CAFEST, foi utilizado o programa MEME (Multiple Expectation Minimization for
Motif Elicitation, http://meme.sdsc.edu/meme4_4_0/intro.html) versio 3.5.4 (BAILEY & ELKAN,
1994). A sequéncia total de aminoacidos das proteinas foi comparada de acordo com a ordem de
agrupamento observada na arvore filogenética, facilitando dessa forma a observacdo dos motifs de
agrupamento em cada subclasse. Os pardmetros utilizados foram: nimero de repeticdes qualquer,
méximo ndmero de motifs 20 e amplitude 6tima entre 6 e 200 (PARENICOVA et al., 2003).

Northern eletronico

Para a andlise espacial de expressdo, foram calculadas as frequéncias de reads formadores de
cada EST-contig nas bibliotecas em que apareceram expressos. Em seguida, os dados foram
normalizados, para dar uma idéia exata do grau de expressdao dos provdveis genes em cada tratamento
e local da planta. O procedimento para a normalizacdo consistiu em multiplicar cada read pela razdo
entre o nimero total de reads de todas as bibliotecas e o niimero de reads da biblioteca em que ele
aparecia expresso. As sequéncias foram reorganizadas de acordo com os locais de expressdo e seus
dados foram langados em uma matriz relacionando genes e bibliotecas. Os EST-contigs e bibliotecas
foram agrupados por hierachical clustering utilizando-se os programas Cluster e TreeView (EISEN et
al., 1998).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A clusterizagdo (agrupamento) realizada com os 57 reads encontrados no banco de dados
CAFEST formou 6 EST-contigs e 7 singlets. Apds a andlise das sequéncias protéicas, da parte
funcional de cada uma delas e de seus dominios conservados, observou-se que dois EST-contigs (1 e
5) e um singlet apresentaram o dominio FRIGIDA (motif 1) muito conservado (Figura 1). Os EST-
contigs e singlets incompletos (sem o dominio) foram excluidos da andlise e omitidos nos resultados.
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FIGURA 1 — Representacdo grafica mostrando os motivos de agrupamento entre os provaveis EST-
contigs para o gene FRI encontrados no CAFEST, utilizando-se o programa MEME (Multiple
Expectation Minimization for Motif Elicitation, http://meme.sdsc.edu/meme/meme.html).

Com a submissdo dos EST-contigs 1 e 5 e o singlet as analises filogenéticas em comparagdo
com outras espécies, em que o gene FRI ji foi identificado e caracterizado, observou-se que ambos
agruparam no mesmo clado e apresentaram similaridade com espécies como Medicago trunculata,
Glycine max, Vitis vinifera e Arabidpsis thaliana (Figura 2). Isso demonstra que foi possivel
selecionar fortes candidatos para o gene FRI em cafeeiro.

54 B MtFRL4 Medicago truncatula (BT053010)

82 _|: M GmFRL4 Glycine max (AK244061)

59 L M V\FRL4 Vitis vinifera (XM_002282429)

100 B AtFRL4a Arabidopsis thaliana (At3g22440)

100 { B AtFRLA4b Arabidopsis thaliana (AT4G14900)
T —
a9 & C1
& CAD0-XX-LV8-086-HO1-CE.F
M OsFRL4 Oryza sativa (NM 001065538)
B V\FRI Vitis vinifera (XM 002283753.1)
M OsFRL3 Oryza sativa (NM 001069203)

H AtFRL3 Arabidopsis thaliana (AT5G48385)
B StFRL3 Solanum tuberosum (DQ284456)

100 Bl GmFRL3 Glycine max (AK285551)
_|: B PtFRL3 Populus trichocarpa (XM 002320523)
53 H AtFRL5 Arabidopsis thaliana (At5g27230)
- { B PtFRL5 Populus trichocarpa (XM 002328357)
B V\FRL1 Vitis vinifera (XM 002276309)
100 M FRL1 Arabidopsis thaliana (AT5G16320)
_|: B FRL2 Arabidopsis thaliana (At1g31814)
FIGURA 2 Arvore filogenética relacionando as 8 provédveis sequéncias de FRI de C. arabica
encontradas no CAFEST, e as proteinas de espécies pertencente a subfamilia FRI publicadas e
depositadas no NCBI. () EST-contigs, (0) singlets e (m) espécies ja descritas. Foi utilizado o modelo

de comparacdo Neighbor-joining, pelo método de distdncia p e supressdo pair-wise. Valores de
Bootstrap menores do que 50% foram omitidos.
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Com analise do northern eletrénico, observou-se que o EST-contig 5 foi o que obteve maior
padrdo de expressdo, pois 0 mesmo apresentou perfil de expressdo na maior parte das bibliotecas em
estudo, exceto na biblioteca de folhas maduras de ramos plagiotrépicos, porém a biblioteca de folhas
jovens de ramos ortotrpicos foi uma das bibliotecas com maior perfil de expressdo. (Figura 3).
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FIGURA 3 Northern Eletronico representando os niveis de expressdao dos EST-contigs nas diferentes
bibliotecas por meio de uma escala cinza. Bibliotecas: AR1/LP1, plantulas e folhas tratadas com acido
araquidonico; BP1, células em suspensdo tratadas com acibenzolar-S-metil; CBI1, células em
suspensdo tratadas com acibenzolar-S-metil e brassinoesteroids. CS1, células em suspensdo tratadas
com NaCl; EA1/TA1/IA2, calos embriogénicos; EM1/SI3, sementes no inicio da germinagdo;
FB1/FB2/FB4, botdes florais em diferentes estagios do florescimento; FR1/FR2, botdes florais e frutos
de diferentes estagios; CA1/IC1/PCI, calos ndo embriogénicos; LV4/LV5, folhas jovens de ramos
ortotropicos; LV8/LVY, folhas maduras de ramos plagiotrépicos; PA1 calos embriogénicos primérios;
RM1, folhas infectadas com bicho mineiro do cafeeiro e ferrugem; RTS8, células em suspensdo com
estresse ao aluminio; RX1, talos infectados com Xylella spp. As bibliotecas utilizadas foram descritas
por Vieira et al., (2006).

CONCLUSAO

Foi possivel através do uso da bioinformadtica identificar dois EST-contigs e um singlet, que
sdo fortes candidatos para o gene FRI de cafeeiro.
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