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IDENTIFICACAO E ANALISE DA EXPRESSAO IN SILICO DE RECEPTORES DO
ETILENO EM CAFE (Coffea arabica)
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RESUMO

O fitormdnio etileno estd envolvido na regulacdo de diversos processos fisioldgicos e do
desenvolvimento como na maturacio de frutos, abscisdo de 6rgaos vegetais e respostas a patdgenos e
estresses ambientais. Por se tratar de um fitormdnio gasoso, o controle de sua sensibilidade atua como
um fator critico na regulacio de sua acdo sob células alvo. Alguns estudos tém sugerido ser o café um
fruto climatérico, no entanto pouco se sabe sobre a regulacdo da biossintese e percepg¢do deste
fitormdnio em café. Assim, este trabalho teve como objetivo a caracterizagdo in silico dos provaveis
receptores de etileno em café no banco de dados CAFEST. Foram realizadas buscas por palavra
chave e similaridade no banco CAFEST, e as sequéncias selecionadas foram clusterizadas,
anotadas e analisadas quanto a presen¢a de dominios conservados. Posteriormente realizaram-
se alinhamentos multiplos envolvendo as sequéncias encontradas no banco CAFEST e
sequéncias de outras espécies, sendo a filogenia avaliada através de arvores filogenéticas
geradas pelo programa MEGA4. A andlise de expressdo foi avaliada por Northerns
Eletronico, construidos pelos programas Cluster e Treeview. A anélise filogenética mostrou que
o contig C22 apresentou uma alta similaridade para com receptores da subfamilia ETR1-like e o
Northern eletronico mostrou que este provavel receptor de etileno é expresso em diferentes tecidos,
estddios de desenvolvimento e condi¢cdes ambientais.

Palavras-chaves: Bioinformatica, rota de transducdo de sinal, CAFEST.
INTRODUCAO

O fitormoénio etileno desempenha um importante papel em uma grande variedade de processos
fisiol6gicos e do desenvolvimento vegetal como a germinagdo de sementes, alongamento do caule,
maturacdo de frutos, senescéncia, e também nas respostas a estresses bidticos e abidticos. A
participacdo em processos de tdo grande importancia agrondomica tem feito deste fitormonio um alvo
de intensos estudos relacionados a sua regulacdo e acdo (Chen et al.,2005).

Uma vez produzido, por se tratar de um fitormdnio gasoso, o etileno se difunde facilmente
entre os espacos intercelulares e tecidos adjacentes. Sem a possibilidade de haver uma regulagao do
mecanismo de seu transporte, o controle de sua sensibilidade é um fator critico na limitagdo de sua
resposta em células alvo (ALONSO & ECKER, 2001),

As mudancgas morfoldgicas apresentadas por plantulas crescidas no escuro na presenga de
etileno (Resposta triplice), junto a andlises genéticas e moleculares, permitiram a identificacdo de
muitos componentes chave da rota de transducdo de sinal do etileno (ETR1, ETR2, EIN4, ERSI,
ERS2 — CTR1 — EIN2 — EIN3 — ERF), que vao desde a percep¢do do etileno até a regulacdo
transcricional.

Alguns estudos tém sugerido ser o café um fruto climatérico, apontando para um importante
papel do fitormdnio etileno na maturacdo dos frutos do cafeeiro, a qual se caracteriza por uma grande
desuniformidade, tendo em vista o florescimento sequencial apresentado nesta espécie. Entretanto,
pouco se sabe sobre a regulacdo da biossintese e da percepg¢do celular do etileno nesta espécie.

Com a criagdo do banco de ESTs (Expressed Sequence Tags) CAFEST, gerado pelo
sequenciamento do transcriptoma do cafeeiro (Vieira et al., 2006), tornou-se possivel a realizagdo de
buscas por sequéncias formadoras de provaveis genes relacionados as mais diversas caracteristicas de
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interesse, permitindo também a determinacdo dos possiveis tecidos em que estes genes SA0 eXpressos,
além de uma estimativa desta expressao.

Desta forma, visando um melhor entendimento da rota de transducdo de sinal do etileno em
café, este trabalho teve como objetivo realizar a caracterizag@o in silico dos provaveis receptores de
etileno em café (Coffea arabica).

MATERIAIS E METODOS

Busca por sequéncias

Primeiramente o banco de dados CAFEST foi investigado através dos critérios de busca por
palavra chave e similaridade [tblastn utilizando sequéncias homodlogas publicadas no banco de dados
publicos GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov)], para identificacdo dos provaveis receptores do etileno.
As sequéncias apresentando similaridade confidvel (e-value>10") foram depositadas no sistema de
gerenciamento e manipulacdo de sequéncias, o GeneProject, e clusterizadas, utilizando o programa
CAP3 (HUANG & MADAN, 1999). Apés a clusterizacdo, os EST-contigs e EST-singlets, foram
anotados e comparados contra bancos de dados publicos de proteinas para se obter maiores
informacdes sobre as provaveis proteinas codificadas por estas sequéncias e eliminacdo de sequéncias
falsas. Apds esta etapa, as sequéncias selecionadas foram ainda utilizadas como moldes para uma nova
procura no préprio banco de dados CAFEST, processo denominado de saturacdo, com intuito de
estender ou completar estas sequéncias, ou mesmo encontrar novas sequéncias.

Analise filogenética

A caracterizacdo dos provaveis receptores foi realizada através de um alinhamento multiplo
entre as sequéncias selecionadas no CAFEST e sequéncias homdlogas publicadas. Os alinhamentos
foram realizados através do programa ClustalW (THOMPSON et al.,, 1994) com os parametros
padrdes (default) e utilizando-se de sequéncias de nucleotideos traduzidas em aminodcidos as quais
foram deduzidas através da ferramenta translate, encontrada no site do banco de proteinas EXPASY
(www.expasy.ch), sendo suas ORFs (Open Reading Frames) obtidas através da ferramenta ORF
finder, encontrada no site do NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov). A partir destes alinhamentos, 4rvores
filogenéticas foram geradas através o programa MEGA4 (TAMURA et al., 2007), com o modelo de
comparacdo Neighbor-joining (SAITOU & NEI, 1987), método de distancia p e supressdo pair-wise.
A validade das arvores quanto a distancia filogenética dos clusters, pode ser medida pelo teste
probabilistico de bootstraps (SITNIKOVA et al., 1995).

Analise da expressao in silico

As andlises de expressdo in silico foram determinadas pela construcio de Northerns
Eletronico, gerados a partir da construcdo de uma tabela contendo o nimero de vezes que cada read
formador de um EST-contig apareceu expresso em cada biblioteca. Esses dados foram entdo
normalizados para obten¢do do grau de expressdo exata dos provaveis genes em cada biblioteca.
Posteriormente, foi feita uma matriz, relacionando os provédveis genes e as bibliotecas em que estes
foram expressos, a qual foi submetida a um agrupamento hierdrquico pelo programa Cluster (EISEN
et al., 1998) e, os resultados obtidos foram entdo visualizados pelo programa TreeView (EISEN et al.,
1998), utilizando uma escala do preto ao vermelho, onde quanto mais préximo a cor vermelha maior o
grau de expressao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As andlises no banco de dados CAFEST geraram 231 reads relacionados aos receptores de
etileno, os quais foram clusterizados em 28 EST-Contigs e 89 EST-Singlets. A andlise de dominios
conservados demonstrou que somente o contig C22 apresentou o dominio de ligacdo ao etileno
conservado, sendo assim utilizado para as andlises posteriores.

O Contig C22 apresentou um total de 12 reads, compreendendo uma sequéncia com 2110
pares de bases (pb) e uma ORF (Open Reading Frame) de 1848 pb, codificando para uma proteina de
615 aminoécidos. De acordo com estudos anteriores realizados em Arabidopsis, onde os receptores de
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etileno, de acordo com suas similaridades estruturais e de sequéncia, foram divididos em duas
subfamilias, subfamilia ETR1-like (ETRI e¢ ERSI) e subfamilia ETR2-like (ETR2, ERS2 e
EIN4). A proteina codificada pelo contig C22 demonstrou uma maior similaridade para com os
receptores da subfamilia ETR1-like, o que pdde ser confirmado pelo resultado obtido pela arvore
filogenética gerada, envolvendo as sequéncias dos receptores de etileno de Arabidopsis e de café
(Coffea canephora), as quais foram obtidas no banco de dados do NCBI. Ao nivel de aminoécidos,
C22 demonstrou uma identidade de 96%, 84% e 70% com os receptores, CcCETR1, AtETRI1 e
AtERSI, respectivamente, enquanto que em relacio aos receptores da subfamilia ETR2-like, esta ndo
foi superior a 40% (Figura 1).
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FIGURA 1 - Arvore filogenética envolvendo as sequéncias de aminodcidos do provavel receptor de etileno
encontrado no banco de dados CAFEST, C22 (A), e de Arabidopsis [Arabidopsis thaliana (AtETR1, AtERS]1,
AtEIN4, AtERS2, AtETR2)] e café [Coffea canephora (CcETR1, CcEIN4)]. As sequéncias de Arabidopsis e
café foram obtidas no banco de dados do NCBI, e os nimeros de acesso sdo como segue: AtETR1(P49333),
AtERS1(Q38846), AtEIN4(Q9ZTP3), AtERS2(P93825), AtETR2(082429), CcETR1(ABL63471). Valores de
bootstrap menores que 50% foram omitidos.

O Northern eletrdnico mostrou que C22 apresenta uma expressao varidvel de acordo com o
tecido, estddio de desenvolvimento e condi¢cdo ambiental, sendo observada em situacdes onde
presume-se que o fitohormdnio etileno possivelmente esteja envolvido, como nas bibliotecas contendo
células sob estresse causado por aluminio (RTS), estresse hidrico (SH2), sementes em germinagdo
(SI3) e folhas maduras (LV8, LV9), o que demanda a presenca de receptores para que o etileno possa
exercer seus efeitos (Figura 2).
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FIGURA 2 - Northern Eletronico representando os niveis de expressdo do contig C22 nas diferentes bibliotecas,
em uma escala de cor do preto ao vermelho, onde quanto mais préximo ao vermelho maior o nivel de expressao.
Bibliotecas (Vieira et al., 2006): Folhas maduras de ramos ortotrépicos (LV5); Folhas maduras de ramos
plagiotrépicos (LV8 e LV9); Células em suspensdo em estresse com aluminio (RT8); Plantas estressadas por
déficit hidrico (Pool de tecidos) (SH2); Sementes em germinagdo (Sementes inteiras e embrides zigéticos) (SI3).

CONCLUSAO
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A similaridade estrutural e o padrdo de expressdao de C22 sugerem a sua classificagdo como
um provavel receptor de etileno de café.
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