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Resumo

A Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, a Universidade Catdlica de
Brasilia (UCB) e o Centro Francés de Pesquisa Agricola para o Desenvolvimento
Internacional (CIRAD) iniciaram, em 2002, o projeto de pesquisa intitulado “Anélise
da Estrutura Primaria do Genoma A de Musa acuminata”, financiado pelo
Conselho Nacional de Pesquisa e Desenvolvimento (CNP(q), e com o objetivo de
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desenvolver as bases de um programa de gendmica e biotecnologia de banana no
Brasil. Este projeto resultou na criacdo do DATAMusa, um banco de dados de
gendmica de banana composto de informacdes de GenOmica Estrutural
(sequéncias de clones de uma biblioteca de BAC), de Transcriptoma (Expressed
Sequence Tags - ESTs) e de Analogos de Genes de Resisténcia (Resistance
Genes Analogs - RGAs). As analises das sequéncias hoje presente no
DATAMusa permitiram a identificagdo de 5.317 Musa acuminata Assembled ESTs
Sequence (MaAES), 113 genes e suas sequéncias promotoras de expressao, e
dezenas de RGAs. Uma analise preliminar dessas sequéncias ja permitiu
identificar diversos genes candidatos de interesse para uso em apoio ao
melhoramento genético da bananeira; cabendo destacar entre eles: analogos de
genes de resisténcia a fungos, bactérias, a nematoides, insetos e estresses
abioticos. O uso das informacdes do DATAMusa irda permitir ampliar as
possibilidades de melhoramento genético e de transgenia direcionados para a

cultura da banana, com vistas a geracdo de novas variedades superiores.



Abstract

Embrapa Genetic Resources and Biotechnology, the Catholic University of Brasilia
(UCB) and the French Center of Agricultural Research for International
Development (CIRAD) initiated, in 2002, the research project entitled "Analysis of
the Primary structure of Genome of Musa acuminata”, with financial support from
The National Council for Scientific and Technological Development (CNPq), and
with the objective of developing the basis for a banana genomic and biotechnology
research & development program in Brazil. This project resulted in the creation of
the DATAMusa, a banana genomic data base composed by information on
Structural Genomics (sequences from BAC clones), Transcriptome (ESTs) and
Resistance Genes Analogous (RGAS). The analysis of the sequences present in
the DATAMusa database has allowed the identification of 5.317 Musa acuminata
Assembled ESTs Sequence (MaAES), 113 genes and their promoter sequences,
as well as several RGAs. A preliminary analysis of the data has already led to the
identification of several candidate genes of potential use in banana genetic
improvement, such as: genes for resistance to fungi, bacteria, nematodes, insects
and abiotic stresses. The use of information from the DATAMusa database will
increase the possibilities of development of new varieties by conventional breeding

and transgenic strategies.



Introdugao

A bananeira (Musa ssp.) é cultivada de Norte a Sul do Pais, sendo
fundamental para a complementacédo da dieta alimentar das populacdes de baixa
renda. O Brasil é o segundo maior produtor mundial de bananas, tendo produzido
6.469,470 Mt (9.5% da producdo mundial) no ano 2003, em uma éarea de 507,000
hectares (FAO, 2004). Praticamente toda fruta produzida no Brasil é
comercializada no mercado interno. A maioria dos bananicultores é composta por
pequenos produtores, e o setor da bananicultura gera mais de 500 mil empregos
diretos no Brasil.

O Programa Internacional para o Melhoramento de Musa (PROMUSA),
ligado a Rede Internacional para o Melhoramento de Banana e Platano (INIBAP -

www.inibap.org), € um mecanismo de colaboracao e troca de informacfes entre

pesquisadores envolvidos no melhoramento genético de Musa no mundo. Em
2001, o PROMUSA incentivou a formacédo e abrigou o consodrcio internacional do
genoma banana (Global Musa Genomics Consortium - GMGC), dos quais a
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, a Universidade Catodlica de Brasilia
(UCB), e o Centro Francés de Pesquisa Agricola para o Desenvolvimento
Internacional (CIRAD) sdo membros fundadores. O GMGC tem como objetivo
decifrar o0 genoma de Musa para com isso garantir a sustentabilidade da banana
como alimento basico para grande parte da populacdo mundial. Isto sera
alcancado através do maior entendimento da genética e do genoma deste género,
possibilitando a elaboracdo de novas estratégias de melhoramento genético e de
transgenia direcionada.

O projeto de pesquisa intitulado “Analise da Estrutura Primaria do
Genoma A de Musa acuminata”, financiado pelo Conselho Nacional de Pesquisa e
Desenvolvimento (CNPQ), e executado pela Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, em parceria com a UCB e o CIRAD no periodo de fevereiro de 2002
a junho de 2005, resultou na criacdo do DATAMusa. O DATAMusa € hoje o
segundo maior banco de dados de gendbmica de banana e é composto de
informacgdes de gendmica estrutural (sequéncias completas de clones de biblioteca


http://www.inibap.org/

de BAC, de transcriptoma (Expressed Sequence Tags — ESTs) e de analogos de
genes de resisténcia (Resistance Genes Analogs — RGAS).

Este boletim técnico descreve de forma sucinta o banco de dados
DATAMusa.

Material e Métodos

1. Seqiiéncias de DNA obtidas a partir de subclones de BAC

Cinco clones da biblioteca de BAC de Musa acuminata ssp.
burmannicoides - variedade Calcutta 4 (VILARINHOS et al., 2003) foram
selecionados utilizando-se cinco diferentes sondas obtidas junto ao projeto
EGRAM - The European comparative gramineae mapping programme, e que
estavam a disposicdo do CIRAD em Montpellier, Franca. Apds a selecdo, os
clones de BAC foram preliminarmente caracterizados mediante sequenciamento
das extremidades e geracdo de perfil de restricdo com diferentes enzimas. As
bibliotecas de subclones dos clones de BAC foram geradas, cada uma, com 3.072
clones, os quais foram arranjados em oito placas de 384 pocos. O vetor utilizado
para a producdo da biblioteca de subclones foi o pcDNA 2.1 (Invitrogen Life
Technologies, USA), que recebeu fragmentos de DNA na faixa de tamanho entre 5
e 10 Kb. A selecdo dos clones de BAC e producdo das bibliotecas shotgun foi
realizada em laboratérios na Franca, dentro da cooperagcdo estabelecida com o
CIRAD.
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Tabela 1. Numero de sequéncias de DNA por subclone de BAC

depositadas no DATAMusa.

Nome do subclone de BAC N© de
sequéncias

MA4 BAC008L021 2.511

MA4 BAC042M013 2.491

MA4 BACO0781012 7.104

MA4_BAC1060017 2.385

MA4 BAC111B014 5.648

Total 20.139

2. Sequéncias de cDNA obtidas a partir de sete bibliotecas de folhas, raizes,
casca verde e flor masculina de Musa acuminata

A andlise de transcriptoma de banana realizada no projeto de pesquisa
“Andlise da Estrutura Primaria do Genoma A de Musa acuminata” utilizou
sequéncias de DNA obtidas a partir de sete bibliotecas de cDNA de banana
(Tabela 2).

Cinco destas sete bibliotecas foram produzidas e caracterizadas na
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, tendo sido utilizado material
vegetal da variedade Calcutta 4. Esta é uma variedade dipléide (Musa
Germplasm Information System - MGIS accession number ITC0249) que pertence
a secdo EUMUSA. As plantas utilizadas foram obtidas inicialmente no Banco
Ativo de Germoplasma de banana da Embrapa Mandioca e Fruticultura, em Cruz

das Almas-Bahia (www.cnpmf.embrapa.br).

Santos et al. (2005) descrevem a producdo e caracterizacdo de duas
bibliotecas de cDNA de folha de M. acuminata ssp. burmannicoides var. Calcutta 4
(AA) submetidas a estresse de temperatura (calor e frio). Para a construcdo da
biblioteca de estresse de alta temperatura foram utilizadas folhas de plantas
micropropagadas in vitro e que tinham sido aclimatadas em camaras de ambiente

controlado (80% de umidade relativa, 25 °C, e regime de 14 horas de luz). A
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primeira coleta de folhas (HO) foi realizada apds as plantas terem sido submetidas
a temperatura de 25 °C por 72 horas. Apdés a primeira coleta a temperatura foi
elevada para 35 °C, e novas amostras foram coletadas apés uma (H1), duas (H2)
e trés (H3) horas da mudanca na temperatura. A temperatura foi entdo elevada a
45 °C, e novas amostras foram coletadas apés uma (H4), duas (H5), trés (H6),
nove (H7), e 21 horas (H8) da mudanca na temperatura.

Para a construgcdo da biblioteca de estresse de baixa temperatura,
amostras de folha (CO) foram coletadas de plantas sob temperatura de 25 °C por
72 horas. ApOs a primeira coleta a temperatura foi reduzida para 15 °C, e novas
amostras foram coletadas apés uma (Cl), duas (H2) e trés (H3) horas da
mudanca na temperatura. A temperatura foi entdo reduzida para 5 °C, e novas
amostras foram coletadas ap6s uma (C4), duas (C5), trés (C6), nove (H7), e 21
horas (H8) da mudancga na temperatura. As folhas de bananeira coletadas foram
imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e transferidas para o freezer a -

80 °C até o inicio do processo de extracdo do RNA total.

Para a producao das bibliotecas de cDNA de flores masculinas e casca
verde de banana, os respectivos tecidos foram coletados de plantas de M.
acuminata ssp. burmannicoides var. Calcutta 4 (AA) mantidas no campo
experimental da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. Para a producéo
da biblioteca de cDNA de raizes, raizes foram coletadas de plantas desta
variedade mantidas em cultivo in vitro. O material vegetal depois de coletado, foi
imediatamente congelado em nitrogénio liquido e transferido para freezer - 80 °C
até inicio do processo de extracdo de RNA total.

Duas bibliotecas de cDNA foram construidas a partir de folhas de banana
infectadas in vitro com o0 agente causal da Sigatoka Negra, o ascomiceto
Mycosphaerella fijiensis Morelet (Forma perfeita) e Paracercospora fijiensis
(Morelet) Deighton (Forma imperfeita). Uma das bibliotecas foi construida com a
variedade M. acuminata ssp. burmannicoides var. Calcutta 4 (AA), altamente
resistente a este fungo, enquanto que a outra foi construida com a variedade do
subgrupo Cavendish denominada Grand Naine (AAA), altamente susceptivel ao

fungo. Estas duas bibliotecas de cDNA foram produzidas nas dependéncias do
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CIRAD em Montpellier, Franca, haja vista que a Embrapa Recursos Genéticos e

Biotecnologia ndo tinha permissao para manusear este fungo em Brasilia.

Tabela 2. Numero total de sequéncias de ESTs obtidos a partir das

bibliotecas de cDNA geradas no projeto.

Bibliotecas N° de

sequéncias

Folhas de bananeira submetidas ao estresse de alta 1.440
temperatura

Folhas de bananeira submetidas ao estresse de baixa 1.440
temperatura

Flor masculina 1.944
Raizes de plantas cultivadas in vitro 2.155
Casca 2.420
Folhas de bananeira infectadas com Mycosphaerella fijiensis 3.902

em estagio inicial de infeccao
Folhas de bananeira infectadas com Mycosphaerella fijiensis 3.812
em estagio avancado de infec¢éo

17.113
Total

O RNA total foi isolado das folhas (sadias e infectadas) e raizes, utilizando-
se o kit “Plant RNA Reagent” (Invitrogen Life Technologies, USA), de acordo com
o0 protocolo apresentado pelos fabricantes, enquanto que RNA total da casca
verde e das flores masculinas foram isolados de acordo com Chang et al. (1993).
Para todas as bibliotecas, o RNA total foi submetido a purificacdo de poli (A) +
RNA utilizando-se o kit “Micro FastTrack 2.0 mRNA lIsolation” (Invitrogen Life

Technologies, USA), seguindo protocolo apresentado pelos fabricantes. As
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bibliotecas foram construidas utilizando-se o kit “Creator Smart cDNA library” e o
vetor pDNR-LIB (Clontech Laboratories, Inc., USA), também segundo protocolo

apresentado pelos fabricantes.

3. Sequéncias de DNA obtidas a partir de analogos de genes de resisténcia
(RGAS)

Plantas de Calcutta 4 foram micropropagadas in vitro. Folhas jovens foram
coletadas e utilizadas para extracdo de DNA genbmico. O acido nucléico foi
extraido de acordo com o método de CTAB (ROGERS e BENDICH, 1988),
quantificado em géis de agarose de 1% via comparacdo com o “Low DNA Mass
Ladder” (Invitrogen Life Technologies, USA), e sua qualidade examinada via
digestdo com a endonuclease EcoR1, e amplificagdo com 10mer primers em
reacao de RAPD.

A amplificacdo por PCR tendo como alvo os “motifs” conservados no
dominio NBS em Arabidopsis foi conduzida usando combinac¢des de oito primers
degenerados, tendo como primers senso: Pla, P1b (BERTIOLI et al., 2003) e
LM638-for (KANAZIN et al., 1996) e primers anti-senso: P3a, P3d (BERTIOLI et
al., 2003) e RNBS-D-rev (PENUELA et al., 2002). Oito combinacdes de primers
foram testadas: LM638-P3A, LM638-RNBS-D, P1A-P3A, P1A-P3D, P1A-RNBS-D,
P1B-P3A, P1B-P3D, and P1B-RNBS-D) (Tabela 3). Sete combinag¢fes de primers
degenerados foram também testados, com primers desenhados a partir de
motivos conservados em dominios NBS e LRR em monocotiledoneas, e motivos
nao-TIR em Arabidopsis (Tabela 3), usando as programas HMMSearch (Hammer
package), MEME Motif discovery, e Codehop. As combinacdes de primers
testados foram: 39F1-1R1, 1F-P3b, P1c-P3b, 3F2-13R1, 3F2-11R1, 2F-13R1, 2F-
11R1.

As reacdes de amplificacdo foram realizadas em 25 pl de solug¢édo contendo
50 ng de DNA genbémico, 0,2 mM de cada dNTP, 0.5uM de cada primer, 1.25
unidades de Tag DNA Polymerase, 1X de Taq polymerase buffer, 2,5 mM de
MgCl,, completando para o volume final com agua milliQ autoclavada. O

programa empregado foi de um ciclo de 96°C/5’, 35 ciclos de 96°C/1’, 40°C/1’ e

14



72°C/1’, e um ciclo de 72°C/10’. Apos a amplificacdo, procedeu-se a separagao
dos fragmentos de DNA em gel de 1% de agarose, em TBE 1X, e visualiza¢éo
sob luz ultravioleta.

Os produtos de PCR foram purificados usando o kit de purificagdo Qiagen
QIAquick PCR purification kit (Qiagen, USA) e clonados usando o vetor comercial
pCR2.1TOPO (Invitrogen Life Technologies, USA.) ou pGEM-T-Easy (Promega,
USA). A ligacdo dos produtos de PCR com os vetores descritos acima, foi
dialisada usando membranas de 0.02uM, e células competentes de DH5a
Escherichia coli transformados por eletroporagdo ou choque térmico. As células
transformadas foram plaqueadas em meio LB de selegdo com ampicilina
(100ug/ml), X-Gal (20mg/ml) e IPTG (200mg/ml), e crescidas na estufa a 37°C. Os
clones recombinantes foram selecionados e o0 DNA extraido e purificado através
de lise alcalina (SAMBROOK e RUSSELL, 2001).
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Tabela3. Seqguéncias de primers degenerados e motivos alvos para
iIsolamento de RGAs.
Primer Motivos Seqliéncia do Primer (5" a 3’)
P1la (forward) P-loop GGIATGCCIGGIIIGGIAARACIAC*
P1b (forward) P-loop GGIATGGGIGGIIIGGIAARACIAC
LM638-for (forward) P-loop GGIGGIGTIGGIAAIACIAC
P3a (reverse) GLPL AlITYIRIIRYIAGIGGYAAICC
P3d (reverse) GLPL AIITYIRIIRYYAAIGGIAGICC
RNBS-D-rev (reverse) RNBS-D non-TIR GGRAAIARISHRCARTAIVIRAARC
39F1 (forward) Non NBS (n-terminal) monocot TCATCAAGGACGAGCTGgarwbnatgma
1F (forward) P-loop — GKTT monocot GGCGGGGTGGGCaaracnacnht
P1c (forward) P-loop - GKTT non TIR Arabidopsis GGICGICCIGGIIIGGIAARACIAC
3F2 (forward) Kinase 2 GAGGTACTTCCTGGTGCTGgaygayrtbtgg
2F (forward) RNBS-2 AACGGCTGCAGGATCATGrtbachachmg
1R1 (reverse) P-loop CGTGCTGGGCCAGGQgtngtyttncc
P3b (reverse) GLPL — non Tir Arabidopsis AIITYIRIIRYIAGIGGIAGICC
13R1 (reverse) LRR - C-terminal monocot CGGCCAAGTCGTGCAyvakrtertgca
11R1 (reverse) LRR - C-terminal monocot TCAGCTTGCCGATCCACtydggsagbyt
*Caodigo degenerado: |=I; R=A/G;Y=C/T;M=A/C;K=G/T,W=A/T;S=C/G;B=CI/G

IT,D=A/GI/T,H=A/CI/T;V=A/C IG;N=A/C/GI/T
4. Sequenciamento

As extremidades 5' dos clones de cDNA, as 5’ e 3’ dos subclones de BAC, e
as 5’ e 3’ dos clones RGAs foram sequienciadas na plataforma de sequenciamento
de DNA da
(http://www/laboratorios/psd/psd.html) e da UCB, utilizando-se os primers “M13
senso” (5°- TGT AAA ACG ACG GCC AGT - 3)), “M13 anti-senso”’(3" - CAG GAA
ACA GCT ATG ACC - 5'), e o sequenciador automatico ABI3700. Os

eletroferogramas gerados foram entdo submetidos ao Sistema GENOMA da

Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

(http://genoma.cenargen.embrapa.br/genoma/) e estocados no MUSA_ESTs

database do Laboratério de Bioinformética até processamento e analise de

sequéncias.
5. Avaliacdo da qualidade e limpeza das sequiéncias

Os eletroferogramas gerados no sequenciamento dos clones de cDNA

foram inicialmente analisados pelo programa Phred (EWING et al., 1998), que
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avaliou a qualidade dos picos correspondentes a cada base sequenciada,
conferindo um valor de qualidade a cada uma. Para esta analise foram
estabelecidos os parametros de aceitacdo das sequéncias conforme Telles e Silva
(2001) com Phred superior a 20, correspondendo a um erro a cada 1000 bases. A
remocado de sequéncias ribossomais, de poli-(A), de sequéncias de baixa
qualidade, de regides do vetor e de adaptadores, foi conduzida conforme Telles e
Silva (2001).

6. Agrupamento das seguéncias
As sequéncias de alta qualidade foram submetidas a montagem utilizando o
programa CAP3 (HUANG e MADAN, 1999).

7. ldentificacdo dos genes

Utilizando o programa BLASTx (ALTSCHUL et al., 1997), com filtro para de
resultados <10 ~°, verificou-se a similaridade entre os “MaAES” e as seqiiéncias
no banco de dados GenBank nr (BENSON et al., 2002), MIPS Arabidopsis thaliana
(SCHOOF et al., 2002) e SwissProt (GASTEIGER et al., 2001), e para predizer a
funcdo das proteinas codificadas pelos genes expressos realizou-se o Blastx
contra o0 banco de dados KOG (Eukaryotic Orthologous Groups) (TATUSOV et al.,
2003).

Resultados

Os cinco clones de BAC selecionados foram seqUenciados, montados e
submetidos a anotacdo automatica mediante geracdo de 20.038 sequéncias. A
andlise preliminar do contetdo bioldgico das sequéncias geradas através do
sistema de anotacdo automatica (RiceGAAS) identificou 113 genes e suas
respectivas sequéncias promotoras.

Foram produzidas 17.113 sequéncias de cDNA de diferentes bibliotecas de
ESTs, sendo que apés a andlise de qualidade e limpeza das seqtiéncias restaram
13.297 sequéncias de alta qualidade, ou 78% das sequéncias. A analise destas

sequéncias permitiu a identificacdo de 5.317 clusters, sendo 1.647 contigs e 3.570
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singlets, os quais foram denominados Musa acuminata Assembled EST
Sequences (MaAES). Dos 5.317 MaAES, 1.975 (37.2%) ndo apresentaram
similaridade com as sequéncias depositadas nos bancos de dados publicos.
Todas as sequéncias consenso dos 5.317 MaAES foram depositadas no
DATAMusa.

Para a identificacdo dos Analogos de Genes de Resisténcia (RGAS) um
total de 1.593 sequiéncias foram geradas e analisadas. De um total de 1.593
sequéncias originarias de amplificacbes com nove combinacbes diferentes de
primers, 335 mostraram similaridade com genes de resisténcia (R-genes) ou
RGAs, através de analise com os programas Blastx e estwisedb.

A montagem destas sequéncias resultou em 62 contigs de RGAs de Musa e
sete singletons foram identificados. Os contigs foram considerados completos
apos a remocgdo dos primers anti-senso e senso e analise da qualidade. O
tamanho médio de um contig de RGA foi de 636 bp, dos quais 335 bp foram
analisados filogeneticamente.

Dos contigs considerados completos apds a remocdo dos primers anti-
senso e senso e a analise da qualidade, os que mostraram mudancas de janela de
leitura foram excluidos da analise filogenética. Devido o fato que os RGAs foram
gerados com varias combinacfes de primers direcionados para diversos motivos,
uma sequéncia comum de 335 pb para todos os contigs entre os motivos de
kinase 2 e GLPL foi selecionada para a andlise filogenética.

Uma analise filogenética preliminar de 28 Musa RGA contigs com contiguos
ORFs foi conduzido com 50 Arabidopsis thaliana NB-ARC RGAs e R-genes,
usando o programa ClustalW e a geracdo de uma arvore de média distancia com
o programa Jalview. Os RGAs formaram dois grupos, configurando as familias
NBS TIR e ndo-TIR. Todos os genes de Musa acuminata agruparam-se na classe
nao-TIR, como esperado para os RGAs de monocotiledéneas. Dentro desta
classe, trés subclasses foram observadas, sendo duas classes de Arabidopsis
thaliana e um grupo Musa acuminata. As distancias dentro da classe de Musa

acuminata correlacionam-se com as combinacgdes dos diferentes primers.
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Consideracdes finais

O banco de dados de genbmica de banana que resultou do projeto “Analise
da Estrutura Primaria do Genoma A de Musa acuminata”’, o DATAMusa, é
composto por informagcbes de Gendmica Estrutural (BAC’s), de Transcriptoma
(ESTs) e de Analogos de Genes de Resisténcia (RGAs). A analise das quase
40.000 sequéncias de DNA presentes no DATAMusa permitiu a identificacdo de
aproximadamente 5.500 unidades génicas de banana, um aumento de quase 20
vezes 0 numero de genes de banana disponiveis nos bancos de dados publicos
como o GenBank — NCBI por ocasido do inicio do projeto. O DATAMusa é um
banco de dados em continuo enriquecimento, sendo que sequéncias de DNA do
genoma B de Musa balbisiana estdo sendo produzidas e serdo adicionadas ao
banco de dados no futuro. Utilizando as informaces ja contidas no DATAMusa, 0
grupo de pesquisa em gendomica e biotecnologia de banana da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia ja desenvolve atividades de identificacao e validacéo de
sequéncias promotoras de expressao génica, uso de micro-arranjo de DNA para
estudo da interacdo banana x Mycosphaerella fijiensis, desenvolvimento e
mapeamento de marcadores moleculares do tipo SSR, e identificacdo,
caracterizacao e validacédo de genes candidatos de interesse para a agroindustria
da bananicultura. Todas as sequéncias geradas estdo disponiveis para acesso
pelos interessados, mediante assinatura de acordo de confidencialidade e de
transferéncia de material, no endereco http://genoma.embrapa.br/musa.
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