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Projeto EST-Café permitiraacelerar
lancamentos de novas variedades

Paulo Mazzafera*

0 genoma é o conjunto das informacoes
genéticas, naformade genes, necessarias
a formacao de um organismo. Projetos
genomas, portanto, objetivam conhecer
todas as informacdes genéticas de uma
determinada espécie, ou seja, “ler” os ge-
nes que ela possui. O projeto conhecido
como Genoma Café (Vieira et al., 2006)
nao €, na verdade, o sequenciamento
dos genes do café, mas sim de uma parte
das informagdes contidas nesses genes.
Genes sao formados por moléculas de
DNA (acido desoxirribonucleico), que
possuem em suas estruturas quatro
unidades de bases (adenina e guanina =
bases purinicas; citosina e timina = bases
pirimidinicas), além de fosfato e um acu-
car, conhecido como ribose.
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Algumas regides dos genes podem
ser “lidas” por enzimas especificas (RNA
polimerases), as quais produzem o RNA
mensageiro (MRNA), etapa que ocorre
no nucleo das células e é conhecida
como transcricdo. Nas moléculas de RNA,
a base timina é substituida pela base
uracila. No citoplasma o mRNA se liga a
estruturas conhecidas como ribossomos,
que mediam a formacéo das proteinas.
0 conjunto de trés bases identifica um
aminodacido; ao ser lido nos ribossomos, o
mRNA forma uma cadeia de aminoacidos,
etapa conhecida como tradugéo.

As proteinas, por sua vez, permitem
a formacao das muitas substancias pre-
sentes nos organismos vivos, além de
fazer parte de estruturas. Por exemplo,

nas plantas, uma enzima apelidada Ru-
bisco (abreviacao de RibuloseBisfosfato-
Carboxilase/Oxigenase) é responsavel na
fotossintese, por catalisar aincorporacao
do carbono do CO, em uma molécula de
acticar de 5 carbonos — a ribulose bis-
fosfato. Outras proteinas que nao tém
atividades enzimaticas como a Rubisco
(ou seja, ndo participam de reacoes
quimicas), podem fazer parte de estru-
turas (proteinas na membrana celular)
ou auxiliar os processos celulares (por
exemplo, aquaporinas, que facilitam a
entrada de agua nas células). Ou seja, as
informagoes contidas no DNA (gene) tém
que ser copiadas (transcritas) em uma
molécula de mRNA, que por sua vez sera
traduzida em uma proteina.



Muitas proteinas sdo produzidas
constantemente, outras ndo... De outra
forma, diversos genes sao constante-
mente expressos e outros passam a ser
expressos ou, ainda, mais ou menos
expressos, em reposta a algum tipo de
estimulo. Por exemplo, uma planta pode
passar a expressar um gene e produzir
a proteina a ele relacionada mediante
o estimulo causado pelo ataque de um
inseto. Na mesma situacdo, outro gene
pode deixar de ser expresso. Portanto,
se aplicarmos determinado estimulo a
uma planta e conseguirmos separar as
moléculas de mRNA, num dado momen-
to, o que faremos é coletar informacoes
extraidas dos genes em resposta aquele
estimulo, além daqueles genes que sao
constantemente expressos. E aqui que
entra o sequenciamento por EST, usado
no chamado projeto Genoma Café.

EST vem da expressao em inglés Ex-
pressed Sequence Tag (Etiqueta de Se-
quéncia Expressa), referindo-se a genes
que estao funcionando, em determinado
momento, na forma de mRNA. O que se
faz, inicialmente, € extrair e purificar as
moléculas de mRNA e, com a ajuda de
uma enzima chamada DNA polimerase,
realiza-se uma copia do mRNA na forma
de um cDNA — cuja letra “c” significa com-
plementar, indicando tratar-se de uma
copiado RNA. Emseguida, cada cDNA tem
a sequeéncia de suas bases determinadas
por aparelhos chamados sequenciadores.
Por limitacoes técnicas, a sequéncia de
cada cDNA é, na maior parte das vezes,
parcial e, devido a maneira como é se-
quenciada, muitas das sequéncias podem
ser obtidas para um mesmo cDNA.

Assim, para se obter a sequéncia intei-
ra ou a mais completa possivel, lanca-se
mao da bioinformatica: programas de
computadores (softwares) especificos
fazem comparacoes das sequéncias e
verificam suas similaridades (a sequén-
cia de bases); ou seja, organizando as
sequéncias de tal forma que se sobrepo-
nham nas partes semelhantes. Com isso,
essas sequéncias parciais resultardo em
uma sequéncia completa e precisa cha-
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mada de “consenso deduzida” ou, ainda,
“contig”. Falta, entéo, identificar o que é
cada contig.

Novamente, com o auxilio da bioin-
formatica, os contigs sdo comparados
a milhdes de sequéncias de genes ja
encontradas e identificadas em outras
plantas, depositadas em bancos publicos
disponiveis pela Internet e, a depender
do grau de semelhanca, pode-se dizer
que tal sequéncia identifica o gene
de nome X, que tem a func¢do Y. Esses
bancos publicos sao muito completos e
trazem muitas informacoes mais, como,
por exemplo, qual a funcado metaboélica,
quem depositou a sequéncia no banco,
se existe algum trabalho publicado a
ela relacionado, como € a sequéncia de
aminodcidos traduzida, se existe alguma
caracteristica na sequéncia que permita
relaciona-la a um grupo de proteinas,
entre muitas coisas mais.

Recapitulando, DNA é “transcrito”
em mRNA, que é extraido, purificado e
copiado em cDNA. Este ultimo, por sua
vez, é sequenciado e suas sequéncias
sao usadas na montagem de contigs,
entdo comparadas com sequéncias de
bancos de dados para se determinar a
identidade e a funcdo do gene. Mas qual
gene? Aquele encontrado no DNA, no
inicio do processo. A palavra transcrito,
entre aspas porque, ao determinar as
sequéncias dos mRNAs, o que fazemos
¢é chamado de “transcritomica’, ou seja,
determinamos quais genes sdo expres-
sos; em outras palavras, transcritos.
Aqui surge a grande utilidade de um
programa de sequenciamento de ESTs,
que é retratar determinado momento e
determinado estimulo ou situacao, em
termos da expressao dos genes.

Exemplificando, imagine um cafeeiro
sozinho crescendo no meio de um cam-
po, onde néo falta dgua. Ali uma série de
genes sao expressos, produzem suas res-
pectivas proteinas e atuardo em muitos
processos, tais como o de biossintese de
centenas de substancias, a fotossinte-
se, a respiracao, a expansao celular, a
absorcao de nutrientes etc. Além disso,

durante um ciclo, esta planta passara
por diferentes fases, como vegetacao,
florescimento e frutificacao. Nessas con-
dicoes, ja se pode imaginar que para cada
processo metabolico e para cada fase do
desenvolvimento, varios e diferentes
genes se expressam ou, ainda, deixam
de ser expressos. Sem esquecer que, ao
longo do ano, existe variacao de tempe-
ratura, insolagdo e umidade.

Em seguida, vamos colocar um cafeeiro
de cada lado daquele inicial. Com isso,
havera um certo sombreamento entre os
cafeeiros, que poderao comecar a compe-
tir por 4gua e nutrientes no solo. Imagine
agora o plantio de milhares de cafeeiros,
criando a possibilidade de ocorrer, por
exemplo, o desenvolvimento da ferrugem
por conta do aumento da umidade nas
folhas. E, numa época mais seca, havera
nao s6 competicdo por agua, COmo o
desenvolvimento de bicho-mineiro.
Assim, ao crescer em uma cultura, nosso
solitario café nao so tera que desenvolver
seu proprio ciclo, como estara sujeito a
fatores ambientais naturais, ao longo do
ano, e a uma série de fatores decorren-
tes do manejo da cultura. Havera maior
complexidade nas interacoes e, conse-
quentemente, alteracoes na expressao
de muitos genes.

Portanto, ao analisar as sequéncias
de mRNAs produzidos em determinado
momento (o transcritdma), o que se
faz é, na verdade, analisar as respostas
a estimulos impostos pelo ambiente
(estimulos abidticos) e outros organis-
mos (estimulos bioticos) nas atividades
metabdlicas dos diferentes tecidos do
cafeeiro, em determinado momento. E
que consequéncias praticas um projeto
de sequenciamento EST pode ter? Um
exemplo simples é a reacdo do cafeeiro
a ferrugem. Conhecendo-se bem o ciclo
da doenca, ap6s a inoculagao com os
esporos, pode ser feita a coleta de folhas,
ao longo do desenvolvimento da doenca,
e, a cada etapa, serao obtidas sequén-
cias contigs, como descrito acima. Em
outras palavras, sera obtido o transcri-
toma das folhas em resposta a ferrugem,
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permitindo conhecer quais genes sao
expressos a cada etapa amostrada.
Como se conhece bem o ciclo da doen-
capode-seinferir que, na etapaemque a
hifa do fungo penetra a folha, tais e tais
genes passam a ser mais expressos; e,
também, que tais e tais genes sdo menos
expressos. Uma vez obtidas as informa-
coes sobre os genes e, eventualmente,
sobre suas funcoes em outras plantas,
isso nos permitira compreender como o
cafeeiro responde a ferrugem, naquela
etapa especifica do ciclo da doenca. Se,
porém, forem cruzadas as informagoes
de um transcritoma de uma cafeeiro
tolerante com as de um suscetivel, po-
demos encontrar genes diferencialmente
expressos nas duas plantas e que podem
estar, eventualmente, envolvidos na to-
lerancia. Neste caso, o nimero de genes
diferencialmente expressos pode ser
razoavelmente grande e, novamente,
a bioinformatica vem em socorro. Com
o uso deste programa de computador,
podemos construir redes de correlacoes
entre os genes e, uma vez conhecidas
suas funcoes, eles podem ser posicio-
nados em um mapa metabolico, do qual
podemos extrair ainda mais informacoes.
Outros exemplos de emprego do
projeto de sequenciamento EST seriam
entender como cafeeiros se comportam
em situacoes de estresse hidrico ou
quando cultivados em locais mais altos e
propicios ao desenvolvimento de bebida
de melhor qualidade, e assim por diante...
Apesar da simplicidade como o processo
esta descrito aqui, é preciso lembrar que
ele ndo é tao facil assim. Poucos sao os
processos metabolicos em plantas que
dependem de poucos genes, e existem
sempre relacoes entre diferentes vias
metabolicas, de tal forma que néo se
“pinca um gene magico” que resolve
determinada doenca. Outro agravante
é que nem todos os contigs obtidos no
sequenciamento de ESTs podem ser iden-
tificados, quando se faz a comparacao
com os bancos de dados. Muitos terao
identidade e funcao desconhecida, uma
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vez que — embora os bancos de genes
sejam grandes e ricos — ha ainda muita
informacao sobre as funcoes dos genes
aserem estabelecidas.

Porém, caso sua expressao esteja
fortemente associada a determinado
evento (como no exemplo da infec¢do
de ferrugem), pode-se tentar descobrir
sua funcéo, ao seisolar o gene e inseri-lo
em plantas-modelo, como Arabidopsis
thaliana; ou seja, faz-se uma planta
transgénica capaz de expressar o gene
desejado. Isto é possivel por meio de
técnicas de biologia molecular. A planta
transformada que contém o gene de
café podera, entao, ser estudada ao se
inocular nela outra doenca e verificar a
a sua reacdo. A. thaliana é uma planta
pequena, com seu genoma inteiramente
conhecido (agora, sim, todo o seu DNA
sequenciado), de ciclo curto e que facil-
mente aceita ser transformada com um
gene de outro organismo.

Outra grande utilidade do sequencia-
mento EST feito no café é a possibilidade
de se encontrar marcadores moleculares.
Algumas alteracoes (mutacdes) no geno-
ma de uma planta passam de geracao a
geracdo e podem servir para identificar
populacoes que carregam determina-
dos tipos de caracteristicas; como no
nosso exemplo, resisténcia a ferrugem.
Néao necessariamente, um determinado
marcador esta em um gene relacionado
a resisténcia, mas estaria proximo o su-
ficiente para permitir que se estabeleca
relagdo entre sua presenca e a caracteris-
tica procurada/estudada. Varios marca-
dores podem ser associados a uma tinica
caracteristica e isso € bastante desejavel.
Marcadores moleculares sao muito
praticos em estudos de melhoramento
genético, usados para selecionar plantas
em estagios iniciais de crescimento, o que
€ muito importante no cafeeiro que tem
um ciclo de vida muito longo; as vezes,
sd0 necessarios varios anos de espera
até que uma determinada caracteristica
se manifeste, como, por exemplo, aresis-
téncia a ferrugem.

0 melhoramento genético convencio-
nal utiliza apenas a observacéo das ca-
racteristicas da planta para se obter uma
nova variedade, o que demanda muito
tempo. Por exemplo, a variedade Icatu
demorou mais de 30 anos para ser lancada.
Assim, analisar plantas em estagios preco-
ces do desenvolvimento € uma vantagem
grande que aceleraolancamento de novas
variedades. Hoje, o sequenciamento por
EST deixou, contudo, de ser uma técnica
aplicada. Maquinas e métodos bem mais
rapidos, eficientes e baratos permitem
sequenciar organismos mais facilmente,
como é o caso da técnica conhecida como
RNAseq. De qualquer forma, o RNAseq
também é um transcritoma e permite ob-
ter as mesmas informagoes de um sequen-
ciamento EST. O importante € que, com
tais métodos, o avanco na pesquisa basica
é enorme. Tanto que existe um considera-
vel descompasso entre a quantidade de in-
formagoes geradas em sequenciamentos
e seuprocessamento por cientistas. Nisso
abioinformatica é essencial, pois permite
a comparacao entre milhdes de sequén-
cias de organismos diferentes ou nao, e
possibilita, ainda, integrar os dados com
trabalhos de protedmica, metabolémica
e outras Omicas (sim, existem varias Omi-
cas além da genomica). Isto podera, sem
duvida, apontar caminhos e economizar
tempo; mas sempre, apés descobrir um
gene ou sua fungcdo em uma determinada
situacdo, ele devera ser testado em campo.
Ouseja, a ciéncia sempre funde passado e
presente. @
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