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RESUMEN

MONTOYA O., G. E.; CRISTANCHO A., M. A.; MONCADA B., M del P. Analisis de secuencias
de genes de Coffea arabica var. Caturra. Cenicafé 57(2): 79-87. 2006.

Actualmente en Cenicafé se estan realizando estudios moleculares del café¢ Coffea arabica, con el fin
de identificar genes de importancia agronémica. En la presente investigacion se desarrollaron genotecas
de ADNc de tres tejidos diferentes (hoja, flor y fruto) de var. Caturra, con el fin de obtener informacion
sobre los genes que se estan expresando en estos tejidos. De 3.029 secuencias analizadas, se obtuvo
un total de 1.824 transcritos Unicos (unigenes), para las tres genotecas, y el 60% de estos transcritos
mostraron similaridad con secuencias reportadas para C. canephora. Los analisis de los clones identificados
mostraron una amplia diversidad de genes involucrados en diversas funciones metabdlicas. Las principales
categorias incluyen proteinas involucradas en organizacion celular y biogénesis, metabolismo, sintesis
de proteinas, transporte, trascripcion, transduccion de sefiales y respuesta a patéogenos o plagas. Estos
resultados concuerdan con algunos estudios realizados en tomate y Arabidopsis y pueden representar
una tendencia general en plantas. Los transcritos involucrados en respuesta a patogenos, plagas y estrés
abidtico, podrian ser usados en experimentos de laboratorio para confirmar su funcién y determinar su
potencial de uso en programas de mejoramiento genético del café.
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ABSTRACT

Currently at Cenicafé molecular studies of coffee Coffea arabica are being carried out with the purpose
of identifying genes of agronomic importance. In this work, cDNA libraries of three different tissues
(leaf, flower and fruit) from C. arabica var. Caturra were developed with the objective of obtaining data
about the genes expressed in these tissues. A total of 1,824 unique transcripts (unigenes) was obtained
out of the 3,029 sequences analyzed for the three cDNA libraries, 60% of them showed similarity with
sequences reported for C. canephora. The analysis of the identified clones showed a broad diversity of
genes involved in different metabolic functions. The main categories include proteins involved in cell
organization and biogenesis, metabolism, protein synthesis, transport, transcription, signal transduction
and response to pathogens or pests. These results agree with some studies made in tomato and Arabidopsis
and can represent a general tendency in plants. Transcripts involved in response to pathogens, plagues and
abiotic stress could be used in laboratory tests to confirm their function and to determine their potential
use in coffee genetic improvement programs.
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El café es uno de los principales productos
agricolas del mundo que genera ingresos
a los paises productores. Los estudios de
esta planta han sido principalmente a nivel
agronomico, sin embargo, el conocimiento
a nivel bioquimico y molecular es aln
limitado. Este conocimiento es importante
para modificar o introducir caracteristicas
de interés agrondémico en los programas
de mejoramiento. El género Coffea ha sido
estudiado a nivel agronémico y recientemente
a nivel molecular principalmente en Brasil,
Colombia y Francia.

Coffea spp. es una especie perenne,
con 2X=22 cromosomas para las especies
diploides y 2X=44 para la especie tetraploide
C. arabica. Taxonémicamente, Coffea spp.
pertenece a la familia Rubiaceae y es el
unico género de importancia econdmica en
la familia. C. arabica es la especie mas
ampliamente cultivada de café en el mundo
(75% de las plantaciones) y la unica sembrada
comercialmente en Colombia. Recientemente
Lashermes et al. (12), han establecido el origen
de C. arabica como un allopoliploide formado
por la hibridacién entre dos especies diploides
cercanas (C. eugenioides y C. canephora). C.
arabica se caracteriza por su baja diversidad
genética, la cual es atribuida a su biologia
reproductiva y al proceso evolutivo de las
especies. La baja variabilidad se refleja en
la susceptibilidad de la especie a la mayoria
de las enfermedades (4).

La generacion de ESTs (Expressed Sequence
Tags) a partir de genotecas de ADNc ha
tomado gran importancia dentro de los estudios
de genoma que actualmente se desarrollan
en muchos organismos. Las secuencias ESTs
se obtienen de la secuenciacion parcial de
clones de ADNc andénimos, presentes en
genotecas de ADNc (1). Estos ESTs podrian
representar idealmente todos los genes
expresados en un tejido u o6rgano blanco, en
un estado de desarrollo especifico y/o bajo
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condiciones medio ambientales especificas.
Actualmente, mas de 100 especies de plantas
estan representadas en la base de datos de
ESTs (dbESTs) del GenBank (http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/dbEST/dbEST summary.
html), y resultan ser las plantas con mayor
informacion las de las especies Arabidopsis
sp, arroz, papa, maiz, tomate y soya.

El género Coffea cuenta con 47.999 registros
de ESTs (Abril 2006), principalmente de
secuencias de la especie C. canephora. Este
tipo de proyectos permiten la caracterizacion
de “sets” completos de transcritos de un
organismo y son fuente de marcadores
genéticos que pueden asociarse funcionalmente
a caracteristicas agronomicas de interés.
Asi, el uso de marcadores basados en ESTs
puede conducir al mapeo genético de una
secuencia blanco basada en la prediccion
de su funcién. En plantas, las genotecas de
ADNc han permitido aislar y caracterizar
clones que han contribuido a la construccion
de mapas fisicos y de ligamiento (7), al
desarrollo de ESTs, asi como también al
estudio de los mecanismos de expresion de
varias isoenzimas y varias familias de genes
(19). En cafg, recientemente el grupo dirigido
por Tanksley en la Universidad de Cornell
(13), realiz6 un estudio con 47.000 secuencias
de ADNc de C. canephora para establecer
las posibles funciones de los transcritos y el
perfil de expresion en diferentes tejidos, y
comparar estos resultados con lo encontrado
en Arabidopsis y Solanaceas (particularmente
en tomate).

En Colombia, el proyecto del genoma
del café tiene como metas fundamentales:
conocer la localizacion de los genes de interés
(resistencia a enfermedades y plagas, calidad
de la bebida y rendimiento, entre otros), su
secuencia (gendmica estructural) y su funcion
(gendmica funcional). Dentro de esta tltima
se enmarca el presente trabajo en el que se
aislaron, caracterizaron y analizaron secuencias




de ADNc de tres tejidos distintos (hoja, flor y
fruto) de C. arabica var. Caturra, con el fin
de investigar de manera global, los perfiles
de expresion génica en estos tejidos.

MATERIALES Y METODOS

Material biologico. En la Estacion Central
Naranjal (Chinchina, Caldas) se recolectaron
hojas jovenes, frutos de 22 semanas y botones
florales de C. arabica variedad Caturra. Las
muestras se tomaron directamente de plantas
en el campo y los tejidos se conservaron
inmediatamente en nitrogeno liquido para
su transporte al laboratorio.

Aislamiento del ARN. De los tres tejidos
se hizo la extraccion del ARN total, usando
el sistema de aislamiento para ARN total
de Promega (RNAgents total RNA isolation
system; Promega, Madison WI). Los ARNs
mensajeros se obtuvieron del ARN total
de cada tejido por separacion magnética,
empleando el sistema de aislamiento de
Promega (PolyAtract mRNA isolation system;
Promega, Madison, WI) y su integridad
fue determinada por electroforesis en gel
de agarosa.

RT-PCR. De 29 a 200ng de ARN mensajero
fueron transcritos a ADN copia (ADNc) de
cadena sencilla mediante la transcriptasa reversa
“PowerScript” a 42°C por 1 hora. La primera
cadena fue sintetizada con el cebador-adaptador
oligo dT (CDCIII/3’ primer) y un adaptador
que abarca la region 5’ del transcrito, para
obtener transcritos de longitud completa. Esta
cadena de ADNCc sintetizada se amplifico por
PCR con los cebadores CDCIII/3 primer
y 5’ PCR primer. La reaccioén se llevd a
cabo con el siguiente perfil: 95°C por 15
segundos y 68°C por 6 minutos por 14, 21
y 24 ciclos para las muestras de hoja, flor
y fruto, respectivamente.

Construccion de genotecas de ADNec. La
sintesis de la doble cadena de ADN y la
construccion de las genotecas se realizo
siguiendo las especificaciones del fabricante del
kit Creator Smart ADNc Library Construction
Kit (Clontech, Palo Alto, CA, USA). Luego
de la sintesis de la segunda cadena, el ADNc
se digirié con la enzima Sfi I, se fracciond
por tamafios con columnas Chroma Spin
400 (Becton Dickinson) y se ligo al vector
pDNR-LIB predigerido por los sitios Sfi IA
y Sfi IB. Los productos obtenidos de las
ligaciones se utilizaron para la transformacion
de bacterias E. coli DH10B.

Secuenciacién de ADN. Las genotecas fueron
procesadas por la compaiiia REXAGEN,
Seattle WA. El proceso constdo de plateo,
seleccion de colonias, preparacion del molde
de ADN vy secuenciacion, los cuales fueron
realizados en su totalidad por esta compaiia.
La secuenciacion se realizo solo por el extremo
5’, con el cebador universal T7.

Analisis de secuencias. La depuracion de las
secuencias se realizo utilizando el programa
CodonCode Aligner (version 1.3.0). Con
este programa se determind la calidad de
las secuencias (9) y aquellas secuencias con
un valor de PHRED inferior a 30, fueron
excluidas de los andlisis. Posteriormente, se
identificaron las secuencias correspondientes
al vector, a los adaptadores y las secuencias
contaminantes que, de igual manera, fueron
omitidas para los analisis. Luego de esta
depuracion se procedio al ensamblaje de
las secuencias con el programa CAP3 (10).
El “set” de secuencias de unigenes se
utilizd para realizar analisis de similitud
con el programa Blastn (2) contra la base
de datos de secuencias de unigenes de C.
canephora (13), utilizando un “e-value” de
10°. Adicionalmente, mediante el programa
Targetidentifier http://fungalgenome.concordia.
ca/tools/Targetldentifier.html (14), se procedio a
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la determinacion de la cantidad de transcritos
de longitud completa. El programa busca
caracteristicas propias de secuencias completas
(codones de inicio y de parada, ORFs) y
anotaciones en marcos de lectura (ORFs),
predecidos por el BlastX. Este BlastX se realiza
contra la base de datos local de proteinas
de Arabidopsis (29.161 secuencias).

Finalmente, para determinar la funcion
putativa de los transcritos obtenidos, se realizo
la traduccion de la secuencia de nucledtidos
a proteina mediante el programa ESTScan
(version 2.0) (11), el cual detecta regiones
codificantes. Con el “set” de secuencias de
aminoacidos, se procedid a realizar Blastp
contra los unigenes encontrados en las
secuencias de C. canephora, con un “e-value”
igual al usado previamente.

La herramienta InterProScan (version 4.0)
(20) se uso para la busqueda de las posibles
funciones putativas de las proteinas, por
comparacion con todas las bases de datos
presentes en el InterProScan (Prosite, Prints.
Pfam, ProDom etc.), arrojando como resultado
un archivo con categorias del Gene Ontology
(GO, http://geneontology.org).

RESULTADOS Y DISCUSION

Generacion de ESTs. Se secuenciaron
3.029 clones de las tres genotecas desde el

extremo 5’ con el cebador universal T7. El
numero de secuencias obtenidas para cada
una de las genotecas se encuentra resumido
en la Tabla 1. Luego de la depuracion de
las secuencias correspondientes al vector, los
adaptadores y las secuencias correspondientes
a contaminacion, se obtuvieron en total
2.208 secuencias (Tabla 1) listas para ser
ensambladas con el programa CAP3. En este
ensamblaje se obtuvieron 1.824 genes unicos,
de los cuales 1.649 fueron singletons, 415
de hoja, 641 de flor, 593 de fruto y 175
contigs, con una longitud promedio de 400pb.
Algunas secuencias presentaron poli A en su
extremo 3°, lo cual podria corresponder a
transcritos completos dada la naturaleza de
la sintesis del ADN copia. Para evaluar la
cantidad de transcritos de longitud completa
se corrié el programa Target Identifier, el
cual determind que de los 1.824 genes
unicos el 19,68% corresponde a transcritos
de longitud completa y el resto (80,32%) a
secuencias de transcritos completos cortos,
transcritos ambiguos y secuencias parciales
(Tabla 2).

La redundancia estimada de las secuencias
para cada genoteca se realiz6 con el programa
wRedBlast (desarrollado en Cenicaf¢), y
mostré que la genoteca de fruto contiene
el mayor niimero de transcritos redundantes,
con un valor alto del 32%, seguido de la
genoteca de flor con un 21% y de la de hoja

Tabla 1. Descripcion del numero de secuencias aisladas y analizadas de los clones obtenidos en las Genote-

cas de ADNCc tejido especificas de C. arabica.

HOJA FLOR FRUTO CONTIGS
Numero de clones aislados 766 1.119 1.144
Numero de secuencias de buena calidad 557 845 806
Porcentaje de redundancia 19 21 32
Tamafio promedio de los insertos en pb* 431 388 350 466
Unigenes 415 641 593 175
Numero de secuencias (proteinas® ) 401 568 470 172

Pares de bases.
b

Secuencia de aminoacidos deducida a partir de la secuencia de nucleétidos.
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Tabla 2. Prediccion de las secuencias de café de longitud completa, obtenida con el programa Target Iden-

tifier.

DESCRIPCION*

Numero total de secuencias

Secuencias de longitud completa
Secuencias de longitud completa cortas
Numero de secuencias ambiguas
Numero de secuencias parciales 5’

Numero de secuencias parciales secuenciadas 3’

1.824
359
76
42
483
19

* Para las especificaciones, remitirse a los documentos descriptivos de las categorias del Target Identifier
https://fungalgenome.concordia.ca/tools/docs/Targetldentifier faq.html

con tan s6lo un 19% (Tabla 1). Por otra
parte, no todas las secuencias de unigenes
pudieron ser traducidas a proteinas, indicando
transcritos con codones de parada a lo largo
de la secuencia.

Similaridad de los transcritos de C. arabica
con C. canephora. Una vez obtenidas las
secuencias de unigenes, se realiz6 una
busqueda de similitud de las secuencias
con las reportadas en C. canephora con el
programa Blastn. Este andlisis mostré que
el 60% de las secuencias de C. arabica se
comparten con las secuencias de la base de
datos de C. camnephora. En la Tabla 3 se
describen aquellos transcritos que tuvieron
similitud con los 20 unigenes mas expresados
en C. canephora.

Identificacion de la funcién putativa. De
los 1.824 transcritos iniciales, se obtuvieron
1.611 secuencias de aminoacidos y con
ellas se realizo Blastp contra los unigenes
de C. canephora. Este analisis mostrd que
el 47,9% de las secuencias de aminoacidos
de C. arabica se encuentran reportadas para
C. canephora. Dentro de las secuencias que
mostraron similaridad se encuentran transcritos
identificados por Lin ef al. (13) como especificos
de desarrollo temprano, intermedio y tardio

' GO. http://www.geneontology.org

del fruto; otros transcritos compartidos con
Arabidopsis y otros transcritos unicos de
café y solanaceas (Tabla 3).

Adicionalmente, las secuencias de
aminoacidos fueron utilizadas para la
identificacion de las funciones putativas de
las respectivas proteinas con el InterproScan.
Los genes unicos que exhibieron similaridad
con proteinas reportadas en las diferentes
bases de datos, se agruparon en diferentes
categorias funcionales de acuerdo a la
clasificacion asignada por Gene Ontology!
anotation (GO) para procesos biologicos. Se
clasificaron dentro de las distintas categorias
371 secuencias (25%)(Figura 1), mientras
que no fue posible asignarles una funcion
especifica a las 1.463 secuencias restantes,
aunque muchas de ellas exhibieron dominios
funcionales dentro de sus secuencias, pero
sin posibilidad de identificarlas y clasificarlas
en un proceso bioldgico especifico dentro de
la basqueda en GO.

Las secuencias se ubicaron principalmente
en las categorias de organizacion celular y
biogénesis, metabolismo, sintesis de proteinas,
transporte, trascripcion, transduccion de
sefiales y respuesta a patdgenos o plagas.
Esta tendencia ya ha sido registrada para el
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Tabla 3. Relacion de las proteinas de C. arabica, identificadas en la base de datos de C. canephora. E value

> 10—15

DESCRIPCION*

COMENTARIO*

IDENTIFICADOS A PARTIR DE NT'!

Unigen 120912 (100% de similitud)
Unigen 124988 (87% de similitud)
Unigen 120685 (96% de similitud)
Unigen 120121 (99% de similitud)
Unigen 124574 (83% de similitud)
Unigen 126264 (84% de similitud)

Proteina de almacenamiento 11S
Funcion desconocida

Quitinasa

Taumatin, relacionada con patogénesis
Proteina de resistencia a enfermedad

Funcién desconocida (Gnica de café)

IDENTIFICADOS A PARTIR DE AA?

Factor de ribosilacion-ADP
Peroxidasa de secrecion
Metalotioneina

Quitinasa

Sintetasa SAM

Factor de transcripcion WRKY4

Sintetasa AdoMet

Receptor plasmodesmal
Subunidad pequefia de Rubisco
Unigen 122071

Unigen 125230

Unigen 124952

Unigen 123451

Unigen 120054

Unigen 119449

Unigen 122956

Unigen 121998

Unigen 123769
Unigen 120284

Implicada en resistencia a hongos

Especifica de desarrollo temprano del fruto
Relacionado con estrés, infeccion por patdogenos y senes-
cencia. Especifico de fruto

Enzima clave en fotosintesis y fijacion de carbono
Proteina putativa S2 de almacenamiento
Compartida con Arabidopsis

Compartida con Arabidopsis

Compartida con Arabidopsis

Compartida con Arabidopsis

Retrotransposon. Unico de café y solanaceas

Proteina de resistencia a enfermedad. Unica de café y
solanaceas

Proteina inducida ABA/WDS.

Proteina extension-like. Unica de café y solanaceas.

* Tomado de Lin et al.(13). . Nucleotidos. 2. Aminoacidos

caso de Arabidopsis (3), tomate (17) y
C. canephora (13), en los cuales se observo
un comportamiento similar en los transcritos

obtenidos en este trabajo, pueden indicar que
este tipo de distribucion o comportamiento
es general para todas las plantas.

hallados. Estos resultados, junto con los
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Vale la pena resaltar los transcritos
involucrados en respuesta a patdgenos o plagas
(3% en promedio); este valor es interesante
por cuanto potencialmente se podria contar
con transcritos que puedan estar involucrados
en resistencia a ciertos patégenos, y en esa
medida resulta importante el estudio futuro
de estos transcritos dentro del programa de
mejoramiento genético de la planta. Entre
ellos se encuentran proteinas involucradas en
la actividad de la quitinasa, la cual ha sido
implicada en resistencia a hongos e insectos
en varias especies de plantas, incluyendo café
(5, 16), asi como proteinas miembros de la
familia SAR (Systemic Acquired Resistance),
las cuales se han encontrado en aji y tabaco
(Solanéceas) y parecen estar involucradas
en el desarrollo de una resistencia sistémica
adquirida a patogenos (18), luego de una
respuesta hipersensible a una infeccion
microbiana. SAR es caracterizada por una
resistencia a largo plazo de un amplio rango
de patdgenos (18).

Se encontraron transcritos para proteinas
implicadas en respuesta a estrés: Miembros de
la familia de proteinas inducibles AB/WDS,
que se producen por estrés hidrico (dehidrinas)
(6, 15), peroxidasas que se producen por
estrés oxidativo y catalasas que se sintetizan
para neutralizar el peroxido de hidrogeno
producido por diferentes organismos.

Finalmente, se detecté un transcrito
para una proteina perteneciente a la familia
MATE (“Multi Antimicrobial Extrusion”), la
cual tiene homologia con transportadores en
bacterias. En Arabidopsis, la proteina ALFS5
(miembro de la familia MATE) se relaciona
con resistencia a toxinas (8).

El estudio realizado permitioé conocer parte
del material genético del café, la posibilidad
de realizar futuros analisis sobre la expresion
génica tejido especifica, identificacion de genes
con caracteristicas agronémicas de interés y
desarrollo de nuevos marcadores moleculares
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(SNPs, CAPs y SSRs), que permitan construir
el mapa genético del café.

Como conclusion se pueden resaltar los
siguientes resultados:

- Los analisis mostraron que las genotecas
contienen transcritos de redundancia
moderada, los cuales son representativos e
informativos.

- Los analisis de los ESTs identificados
mostraron una amplia diversidad de genes
involucrados en diversas funciones metabolicas.
Las principales categorias incluyen proteinas
involucradas en el metabolismo, en sintesis
de proteinas y en rescate y defensa celular.
Estas distribuciones concuerdan con los analisis
realizados en C. canephora y algunos estudios
realizados en tomate, donde se detectaron
principalmente transcritos involucrados en
procesos metabolicos, de transcripcion y
de sintesis de proteinas. Estas categorias
también se encontraron en Arabidopsis y
pueden representar una tendencia general
en plantas.

- Se identificaron varios transcritos dentro
de procesos de respuesta a patdogenos y
plagas, a estrés abidtico y a resistencia
debida a toxinas. El analisis detallado de
los mismos se hace llamativo debido a su
potencial para incluirlos dentro de programas
de mejoramiento genético de la planta de
café.

- Las secuencias de ADNc analizadas en
este estudio permitieron una caracterizacion
inicial de varios genes codificantes dentro del
genoma del café. Estos resultados pueden
ser muy utiles en estudios de patrones de
expresion génica, en el desarrollo de marcadores
para la construcciéon de un mapa genético
y la identificacion de genes de defensa y
resistencia en café.
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