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Resumo:

A partir do seqienciamento de ESTS de trés espécies de café, Coffea arabica, Coffea canephora e Coffea
racemosa, foi aberta uma série de possibilidades para o estudo de caracteristicas diferenciais entre essas espécies.
Caracteristicas fenotipicas de interesse agronémico podem ser estudadas molecularmente através da andlise de transcritos
dessas trés espécies e também através do mapeamento de um conjunto de genes alvos para programas de melhoramento
genético. Neste trabalho foi realizado um agrupamento de ESTs das trés espécies por similaridade visando estudo de
polimorfismos de nucleotideos Unicos (SNPs). A partir de parametros de similaridade (>95%) e sobreposicdo (>100 bp)
foram construidos 15.885 contigs, e nestes observa-se uma freqliéncia de 0,47 SNPs a cada 100 pb. Os resultados foram
armazenados para consulta visando futuros estudos de variabilidade em individuos de cada espécie e entre estas trés
espécies.
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IDENTIFICATION OF SINGLE NUCLEOTIDE POLYMORPHISMS IN ASSEMBLY OF
THREE COFFEA SPECIES ESTs

Abstract:

The sequencing of the ESTS of three coffee species transcriptome, Coffea arabica, Coffea canephora and Coffea
racemosa, opened many possibilities for studying different characteristics between these species. Fenaotipical
characteristics of agronomic interest can be molecularly studied through the transcript analysis of these three species and
also through the mapping of a set of target genes for genetic improvement programs. In this work, a clustering for similarity
of ESTs of the three species was carried, aiming a study of single nucleotide polymorphisms (SNPs). Using parameters of
similarity (>95%) and overlapping (>100 bp) 15,885 contigs have been constructed, which contain a frequency of 0,47
SNPs for 100 bp. The results were stored for consults and future studies of variability in individuals of each species and
between these three species.
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Introducao

O café é considerado um dos mais importantes produtos agricolas no mercado internacional. . Existem, cerca de
cem espécies do género Coffea descritas (Fazuoli, 1986), mas apenas duas espécies tém grande importancia para o cultivo:
Coffea arabica e Coffea canephora. Aproximadamente 70% do café comercializado mundialmente é do tipo arabica e o
restante é de café robusta (C. canephora).

Apesar dos esforcos continuos, o progresso no implemento na producdo do café através de abordagens
convencionais tem sido muito lento, devido a diversos fatores tais como a estreita base genética do café cultivado e a falta
de marcadores genéticos. Busca-se melhorias em caracteristicas agrondmicas tais como: florescimento, rendimento,
tamanho do gréo, qualidade da bebida, indice de cafeina, resisténcia a doencas e pragas e tolerancia ao estresse hidrico.

O desenvolvimento de novas tecnologias aplicadas a biologia vem gerando um vasto conhecimento na area de
genbmica de plantas. O sequienciamento em larga escala de cDNA visando a producdo de ESTs (Expressed sequenced tags)
fornece evidéncias diretas para todas as amostra de transcritos de um genoma, permitindo a rapida caracterizacdo do
conjunto do genes expressos.

A espécie C. canephora foi seqlienciada pela iniciativa Nestlé Research Center (Lin, 2005), enquanto as espécies
C. arabica e C. racemosa foram seqiienciadas pelo Brazilian Coffee Genome Project, formulado em 2002 através de um
acordo cooperativo assinado entre o Brazilian Coffee Research e o Development Consortion (CBP&D-Café), um consorcio
nacional de 40 universidades publicas e institutos de pesquisa. O projeto conta também com a participacdo da Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecudria (EMBRAPA), da Fundagdo de Amparo a Pesquisa na Bahia (FAPESP) e do Férum
Permanente das Rela¢fes Universidade-Empresa (UNIEMP). O Laboratério de Genbmica e Expressdo (LGE -



http://www.lge.ibi.unicamp.br) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) foi designado como o centro da
bioinformética para armazenamento dos bancos de dados de seqliéncias do Genoma do Café e como coordenador de todos
os aspectos relacionados com a submissdo de seqliéncias, performance e produtividade de todos os grupos de
seqlienciamento, armazenamento de informagdes, analise comparativa através do programa de alinhamento local BLAST e
clusterizacdo dos ESTs.

Uma das formas de estudar diferencas entre os individuos de uma mesma espécie e entre as espécies € através da
deteccdo e analise dos polimorfismos de nucleotideos Unicos (SNPs) e de insercOes e delecbes (INDELs). Um SNP é uma
Unica mudanca de nucleotideo numa mesma posicdo de molécula de DNA entre individuos, diferindo de mudangas em
maltiplas bases em posicBes aleatdrias. SNPs podem ser responsdveis por importantes variagBes nas caracteristicas
fenotipicas entre individuos de uma mesma espécie (Emahazion et al, 2001; Sherry et al, 2001).0s métodos de deteccdo de
SNPs in silico buscam por diferencas individuais em uma seqiiéncia através de analise computacional (Buetow et al, 1999;
Marth et al, 1999; Picoult-Newberg et al, 1999), tendo a capacidade de discernir entre um verdadeiro polimorfismo e erros
de seqlienciamento.

O objeto de estudo deste trabalho é mapear possiveis SNPs que ocorrem em genes do café a partir de uma
montagem de ESTs das trés espécies supracitadas..

Material e Métodos

Foram utilizadas 275.117 seqiiéncias de ESTs das trés espécies de café, originadas a partir de 56 bibliotecas de
diversos tecidos (Figura 1) e 6rgdos em vérias condi¢Oes. A espécie Coffea arabica representa 65% desse total, enquanto C.
canephora e C. racemosa representaram 31% e 2%, respectivamente. Essas seqiiéncias foram tratadas com o programa
LUCY para retirar a seqiiéncias de vetor, caudas PolyA/T e seqiéncias de baixa qualidade.
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Figura 1: Distribuic&o de biblioteca por tecido

A montagem dos ESTs de café foram realizadas através do programa CAP3. Os parametros de alinhamento foram
ajustados buscando reduzir o nimero de contigs e singlets, evitando que genes diferentes que compartilham de regides em
comum se agrupem num mesmo contig. O arquivo ACE gerado pelo CAP3 foi usado como entrada do programa AutoSnp
que encontra todas as discrepancias com alta qualidade (reduzindo os falsos positivos por erros de seqlienciamento) nas
montagens, o que geralmente esté associado com a presenc¢a de polimorfismos. Todo o processo foi automatizado para o
estudo em larga escala. Os scripts para manipulagdo de dados e geracéo de relatérios foram escritos em PERL.

Resultados e Discussao

Depois do processo de trimagem, os 194.455 ESTs foram utilizados como entrada para o processo de montagem
global. ESTs individuais foram montados com o programa CAP3 utilizando seis diferentes conjuntos de parametros
(Tabela 2), que demonstraram resultados muito préximos no nimero de contigs e singlets. A melhor montagem para o
nosso proposito foi a que alinhou regides de ESTs compartilhando ao menos 95% de identidade de seqliéncia com >100 bp
de sobreposicdo entre eles (>20% do tamanho médio dos EST apds a etapa de limpeza com o LUCY). Como resultado
foram obtidos 15.885 contigs e 47.361 singlets em 276,6 Mb de seqiiéncias transcritas com um tamanho médio de 599 pb
(DP = 309). Uma anélise de similaridade entre as seqiiéncias dessa montagem resultou na identificacdo de mais de 30 mil
“genes Unicos” (unigene), entre contigs e singlets. Esta informagdo bésica fornece um valioso recurso a ser utilizado e
minerado para estudos na fisiologia das plantas do café, o que ajudara no isolamento e caracterizagdo de genes com
importancia agrondmica.



Tabela 1: ESTs analisados totais e trimados por alta qualidade

Espécie

CA

CcC

CR
Total

Total de ESTs %
189.351 68,83
78.182 28,42
7.584 2,76
275.117

ESTs trimados com alta
qualidade *

128.139
61.001
5.315
194.455

*Sequéncias foram tratadas com o programa LUCY (ftp:/ftp.tigr.org/pub/software/L ucy)

%

65,90
31,37
2,73

Aproximadamente 83% dos contigs (13.220) tiveram seus ESTs com origem de mais de uma biblioteca, e 62% por

mais de uma espécie (Tabela 2). A figura 2 mostra que a maioria dos contigs formados por mais de trés ESTs sdo misturas
de mais de uma espécie e que esse valor de contigs mistos aumenta conforme a quantidade de ESTs que os formam. Esses
resultados sugerem que variages nucleotidicas entre as espécies tém somente um pequeno efeito na montagem global e
que a presenca de SNPs em contigs formados por maltiplos ESTs provavelmente estdo presentes entre espécies.
Nestes 15.885 contigs foram detectados 55.171 SNPs (30.572 transi¢des e 25.499 transversdes) e 12.438 indels)
no total. A partir desses resultados, a freqtiéncia calculada da ocorréncia dos SNPs ao longo das sequiéncias é de 0,47/100
pb. Os resultados obtidos estdo armazenadas no servidor do LGE para consulta dos usuarios cadastrados e para uma futura
analise que seré feita visando a classificagdo dos SNPs como sinbnimos (altera o aminoacido a ser codificado) ou ndo-

sindnimos (ndo altera 0 aminoacido a ser codificado) e a associacao destes SNPs as familias génicas mais abundantes.

Tabela 2: Resumo da montagem dos contigs de café por parametro utilizado

Contigs contendo = Contigs contendo = Contigs contendo

Contigs com ao menos uma

Paracr:n Ae\t;gs do Quantidade r;rgg;sn(?c?s ESTs de ao menos  ESTs de varias ESTs das trés sequéncia de cada espécie
de contigs . duas espécies bibliotecas espécies
contigs
CA CC CR
-050*—p 90P 15,584 955 65,14% 85,29% 10,90% 86,00% 74,01% 16,04%
-050-p 95 15,584 955 65,14% 85,29% 10,90% 86,00%  74,01% 16,04%
-0100-p 90 15,603 937 64,35% 84,73% 10,52% 85,60%  73,67% 15,61%
-0100-p 95 15,885 917 62,24% 83,34% 9,35% 84,49%  72,44% 14,66%
-0150-p 90 15,500 919 63,64% 84,23% 10,05% 85,29%  73,15% 15,24%
-0150-p 95 15,738 900 61,53% 82,90% 8,95% 84,15%  72,07% 14,26%
a — tamanho da regido sobreposta
b — porcentagem de similaridade
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Figura 2. Numero de ESTs (eixo X) por quantidade de contigs (eixo Y). A legenda descreve o tipo de contig formado pela espécie C. Racemosa (CR), C.

Canephora (CC), C. Arabica (CA) e contigs formados por ESTs originados por mais de uma destas espécies (Mixed).



Conclusoes

O pré-processamento das seqliéncias € um passo importante para evitar que sequéncias de ma qualidade
atrapalhem o correto agrupamento dos ESTs em contigs. Esse agrupamento dos transcriptomas das trés espécies e a
mineracdo de informacdo proveniente dos contigs e singlets serd um valioso recurso para a compreensao de caracteristicas
estruturais e funcionais nos genes expressos entre os individuos, diferentes espécies e diferentes bibliotecas do café.

A quantidade de genes Gnicos das trés espécies é bastante elevada levando em conta outras espécies de planta
como arroz, arabidopsis e milho que estdo por volta de 30 mil, porém como estamos lidando com uma montagem de trés
espécies diferentes é muito provavel que muitos genes nao possuam similaridade suficientemente grande para se alinharem
num gene Unico e acabam se tornando singlets. Contando apenas os genes da espécie com maior numero de ESTs (Coffea
arabica) podemos chegar no maximo a 40.000 genes, o que pode ser reduzido levando em conta que ainda podem existir
erros comuns de montagem.

A quantidade de SNPs foi superestimada devido aos contigs formados por apenas dois ESTs, as discrepancias
nestes contigs ndo sdo estatisticamente confiaveis, porém SNPs em contigs maiores, com discrepancias numa mesma
posicdo, € um maior indicativo de que seja real. Porém o valor estimado para o café de 0.47 SNPs a cada 100 bp nestas
condi¢es é proxima da frequéncia do arroz (0.43 por 100 bp) (Feltus et al, 2004). O conjunto de dados de SNPs
(disponivel em http://www.lge.ibi.unicamp.br/cafe) é um valioso recurso para experimentos genéticos envolvendo o café e
suas diversas espécies e individuos.
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