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YUYAMA, Priscila Mary. Mapeamento cromossémico em espécies de Coffea L.
(Rubiaceae). 2010. 47 f. Dissertagdo (Mestrado em Genética e Biologia Celular) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2010.

RESUMO

O género Coffea L. (Rubiaceae) possui mais de 100 espécies, nativas das florestas tropicais da
Africa e Madagascar. Coffea arabica L. é a espécie mais importante economicamente,
autocompativel e a nica tetraploide do género com 2n = 44. As demais espécies sao diploides
com 2n = 22 e autoincompativeis. Estudos moleculares ¢ de hibridagdo gendmica in situ
revelaram que as espécies de Coffea apresentam uma elevada similaridade genomica,
podendo ser consequéncia da presenca de familias de DNA repetitivo em comum. Neste
sentido, este estudo buscou isolar e caracterizar elementos repetitivos em C. arabica
variedade typica para utiliza-los como sondas em experimentos de hibridagao in situ (FISH)
em outras seis espécies do género, como C. canephora, C. eugenioides, C. kapakata, C.
liberica var. dewevrei, C. racemosa e C. stenophylla. Foram feitas analises convencionais, de
bandamento C-CMA/DAPI e FISH com DNAr 45S e retroelementos. Os resultados
mostraram que as espécies possuem cromossomos do tipo meta e submetacéntrico e nticleos
do tipo arreticulado a semirreticulado em todas as espécies, mas rico em cromocentros em C.
arabica, C. canephora, C. liberica var. dewevrei e C. stenophylla. O bandamento
cromossdmico mostrou predominio de bandas terminais e intersticiais com diferengas no
tamanho, ntimero, distribuicdo e composi¢do de bases. Coffea arabica e¢ C. canephora
+ +

mostraram bandas CMA e DAPI intersticiais proximas ao centromero na maioria dos
+

cromossomos, enquanto as outras espécies mostraram poucas bandas. As bandas CMA foram
encontradas nas regides terminais, associadas ou ndo a RON, e intersticiais préximos ao
+

centromero. As bandas DAPI foram encontradas somente nas regides intersticiais proximos
ao centromero, exceto em C. liberica var. dewevrei e C. racemosa. A FISH com a sonda de
DNATr 45S mostrou dois e quatro sitios de hibridagdao, com excecao de C. arabica, com seis
sitios. A partir da DOP-PCR, foram feitos o isolamento e a caracterizagdo de dois
retroelementos: 1) fragmento da transcriptase reversa de grupo indeterminado com 311 pb
(pCa2l) e ii) fragmento do retroelemento Ty3-gypsy-like com 775 pb (pCa06). Esses clones
foram utilizados como sondas na FISH, mostrando blocos e sinais dispersos na maioria dos
cromossomos. Foram observados sinais co-localizados para os dois clones e alguns sinais
especificos em determinadas regides para cada clone, sugerindo que pCa2l e pCa06 sejam
elementos diferentes. A distribuicdo das regides heterocromaticas, sitios de DNAr 45S e dos
retroelementos indicam que as familias de DNA repetitivo se acumularam de modo
independente na formacgao cariotipica dessas espécies. Apesar da ocorréncia elevada desses
retroeclementos na maioria das espécies de Coffea, eles ndo foram responsaveis por grandes
alteracdes na organizagdo dos cariotipos. Ao contrario, este estudo mostrou que a elevada
similaridade genOmica entre estas espécies podem em parte ser explicada pelo ocorréncia
comum desses retroelementos.

Palavras-chave: Bandamento. DNAr. FISH. Transcriptase reversa. Ty3-gypsy-like



YUYAMA, Priscila Mary. Mapping chromosomal species Coffea L. (Rubiaceae). 2010. 47
f. Dissertagdo (Master’s degree in Genetics and Molecular Biology) — Universidade Estadual
de Londrina, Londrina, 2010.

ABSTRACT

Coffea L. (Rubiaceae) consists of more than 100 species, native of tropical forests of Africa
and Madagascar. The most economically important specie is Coffea arabica L, self-
compatible and the only tetraploid with 2n = 44. The other species are diploid with 2n = 22
and self-incompatible. Molecular and genomic in situ hybridization studies revealed the
species of Coffea has a high genomic similarity, and this could be due to common families of
repetitive DNA. Thus, this study intended to isolate and characterize repetitive elements in C.
arabica variety typica to use them as FISH probes in six species: C. canephora, C.
eugenioides C. kapakata, C. liberica var. dewevrei, C. racemosa and C. stenophylla. Analysis
involved convencional, C-CMA/DAPI banding and FISH with 45S rDNA and retroelements.
The results showed meta and submetacentric chromosomes and non-reticulate to semi-
reticulate nuclei in all species, with evident chromocenters in C. arabica, C. canephora, C.
liberica var. dewevrei e C. stenophylla. The chromosomal banding showed a predominance of
terminal and interstitial bands that differ in size, number, distribution and composition of
bases. Coffea arabica and C. canephora showed interstitial CMA and DAPI bands in most
chromosomes, while other species showed few bands. CMA bands were found in terminal
regions, associated or not with NOR, and interstitial close to the centromere. DAPI bands
were found only in the interstitial regions near the centromere, except in C. liberica var.
dewevrei and C. racemosa. FISH with 45S rDNA probe showed two and four sites, except C.
arabica with six sites. From DOP-PCR products two retroelements were isolated and
characterized: 1) fragment of reverse transcriptase with indeterminate group of 311 bp
(pCa2l) and ii) fragment of Ty3-gypsy-like retroelement of 775 bp (pCa06). These clones
were used as probes in FISH, showing blocks and dispersed signals in most chromosomes.
Co-located signs of two clones and some specific signs in certain regions for each clone
indicated that pCa21 and pCa06 are different elements. The distribution of heterochromatic
regions, 45S rDNA and retroelements indicate that families of repetitive DNA accumulated
independently in the karyotype formation of the group. Despite the high occurrence of these
retroelements in most species of Coffea, they were not responsible for major changes in the
organization of the karyotypes. Although, this study showed the high similarity genomic
among these species could be explained by the common occurrence of these retroelements.

Keywords: Banding. @ DNAr. FISH. Reverse transcriptase.  Ty3-gypsy-like.
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1 INTRODUCAO

1.1 ASPECTOS GERAIS DE COFFEA

O género Coffea L. (familia Rubiaceae, subfamilia Cinchonoideae, tribo
Coffeeae) é formado por mais de 100 espécies, nativas das florestas tropicais da Africa e de
Madagascar. Dessas espécies, cerca de 70% estdo ameacadas de extingdo, resultado da
degradacgao florestal (Berthaud e Charrier 1988; Davis et al. 2006). O grupo foi dividido por
Bridson (1982) em dois géneros: Psilanthus Hook. F. e Coffea. Esses subdividem-se em
subgéneros baseados no habito de crescimento (monopodial ou simpodial) e tipo de
inflorescéncia (axial ou terminal): Psilanthus é composto por Psilanthus Hook. F. e
Afrocoffea (Moens) Bridson, ¢ Coffea, por Coffea L. e Baracoffea J.-F.Leroy (Bridson 1987,
1994).

O café ¢ um dos cinco produtos agricolas mais comercializados e
consumidos no mundo, sendo uma das commodity mais valorizada nos mercados
internacionais. O Brasil lidera o mercado mundial de café em produgdo e exportagdo, sendo o
segundo maior mercado consumidor do grao (Food and Agriculture Organization,
http://apps.fao.org, 2010). As duas espécies economicamente mais importantes sao C. arabica
L. e C. canephora Pierre ex A. Froehner (ICO, International Coffee Organization,
http://www.ico.org, 2010).

Coffea arabica ¢ autdgama e a Unica espécie tetraploide (2n = 44) do
género, enquanto C. canephora ¢ as demais espécies sdo autoincompativeis e diploides
(Berthaud e Charrier 1988). Coffea arabica ¢ considerada um anfidiploide (alotetraploide)
formado a partir da hibridizagao natural de C. canephora e C. eugenioides Moore (Lashermes
et al. 1999). A maioria de suas cultivares comerciais foram selecionadas a partir de duas bases
populacionais:

C. arabica var. bourbon (B. Rodr.) Choussy e C. arabica var. arabica
(usualmente chamada de C. arabica var. typica Cramer) (Carvalho et al. 1969). Dados
historicos indicam que a base genética da var. bourbon se originou a partir de poucas plantas
de Mocha (Iémen) na Ilha de Bourbon (Ilha de Reunido) entre 1715 ¢ 1718 (Haarer 1956),

enquanto que a base genética da var. typica surgiu a partir de uma tnica planta na Indonésia,
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que foi posteriormente cultivada em Amsterdd no século 18 (Carvalho 1946). Embora a
variabilidade genética seja bastante limitada (Anthony et al. 2001; 2002), as variedades
apresentam uma grande diversidade morfolégica (Krug et al. 1938). Além disso, espécies
silvestres estdo sendo bastante estudadas para a introducdo de caracteres, a fim de obter
hibridos mais resistentes a diferentes doencas.

Coffea arabica ¢ considerada a espécie preferida do género devido a melhor
qualidade da bebida (Campa et al. 2004). E caracterizada por apresentar plantas de dois a sete
metros de altura e frutos vermelhos ou amarelos, quando maduros (Carvalho et al. 1988). Por
outro lado, C. canephora fornece uma bebida de qualidade inferior ao C. arabica, mas ¢
muito utilizada no consumo de cafés soluveis e como blend em cafés torrados e moidos
(Malavolta 2000). As variedades sao de porte médio a grande e frutos vermelhos a amarelos
quando maduros. Algumas delas, como a var. robusta (Linden) Chev. e a var. laurentii (De
Wild.), apresentam resisténcia a ferrugem (Hemileia vastatrix Berk. & Br) (Fazuoli 1986;
Fazuoli et al. 1999).

O Instituto Agrondémico do Parand (IAPAR) mantém desde 1972 uma
cole¢do com espécies selvagens (IAPAR, http://www.iapar.br, 2010), as quais sdo utilizadas
em experimentos de melhoramento do café, como: i) Coffea eugenioides, com altura média de
dois a trés metros, frutos vermelhos quando maduros e resisténcia a ferrugem; ii) Coffea
kapakata (A. Cheval.) D. M. Bridson, de porte pequeno, cerca de um a trés e meio metros de
altura, e frutos vermelhos-alaranjados quando maduros; iii) Coffea liberica var. dewevrei
Hiern, de porte alto (at¢ 20 metros de altura), frutos vermelhos quando maduros, com
resisténcia a ferrugem, nematdides e ao bicho-mineiro (Perileucoptera coffeella Guer-Men)
(Fazuoli et al. 1999); iv) Coffea racemosa Lour., com altura aproximada de trés metros, frutos
roxos quando maduros, resisténcia ao bicho-mineiro ¢ a seca, além de ser extremamente
precoce em relagdo ao desenvolvimento e a maturacdo dos frutos (Guerreiro-Filho, 1992); e
v) Coffea stenophylla G. Don, de porte alto, com cerca de trés a seis metros de altura, frutos

pretos quando maduros, também com resisténcia a seca e ao bicho-mineiro (Carvalho 1988).
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1.2 ASPECTOS CITOGENETICOS DE COFFEA

Estudos para determinar a morfologia dos cromossomos somaticos de café
foram realizados inicialmente por Mendes (1938) em C. excelsa Chev. (atualmente
reconhecida como C. liberica var. dewevrei). Contudo, este autor encontrou dificuldades
técnicas, uma vez que os cromossomos sao muito pequenos (1 a 3 um) e morfologicamente
similares. Clarindo e Carvalho (2008, 2009) desenvolveram o primeiro cariograma de alta
defini¢do para C. arabica e C. canephora. Coffea arabica é composta por cinco pares
metacéntricos, 16 pares submetacéntricos € um par acrocéntrico, originados de progenitores
com caridtipos muito semelhantes. Coffea canephora é composta por dois pares metacéntricos
e nove submetacéntricos. Os pares 1, 10 e 11 de C. canephora sdo muito similares aos pares
1, 19 e 21 de C. arabica. Essas informagdes basicas reforcam a posicdo de C. canephora
como progenitor de C. arabica como observado em estudos de ITS (Lashermes et al. 1997),
RFLP e hibridacdo gendmica in situ (Lashermes et al. 1999) e ISSR (Ruas et al. 2003).

Estudos com bandamento-C e fluorocromos cromomicina A3 (CMA;) e 4,6-
diamino-2-fenilindol (DAPI) foram realizados para determinar a ocorréncia e a localizagdo da
heterocromatina em espécies de Coffea (Lombello e Pinto-Maglio 2004a; 2004b; Hamon et al.
2009). Estudos de bandamento CMA/DAPI foram feitos inicialmente em sete espécies de

Coffea (Lombello ¢ Pinto-Maglio 2004a, 2004b). Esses autores encontraram variagdes no

N
numero ¢ na localizagdo das bandas CMA em C. canephora cv. Apoata (terminal (T) em um

par), C. humilis A. Cheval. (cerca de quatro pares, sem posicdo definida), C. kapakata (A.
Cheval.) D. M. Bridson (T em um par e intersticial (I) em um par), C. salvatrix Swynnerton &
Philipson (T em dois pares), C. sessiliflora D. M. Bridson (T em dois pares), C. sp.

Moloundou (T em um par, com duas bandas em cada cromossomo do par de homoélogos) e C.

N
stenophylla G. Don (T em um par e [ em um par). Bandas DAPI foram encontradas somente

em C. stenophylla, porém, sem defini¢do do numero de bandas e do par cromossomico. Em

um estudo mais recente realizado por Hamon et al. (2009), 16 espécies de Coffea foram

+ +
analisadas, observando variagdes no nimero e na localizacdo das bandas CMA e DAPI . As

N
bandas CMA foram localizadas nas regides terminais, subterminais, intersticiais e/ou
proximais. Das 16 espécies, as cinco espécies citadas no trabalho anterior apresentaram

variagdes com relagdo ao numero de bandas: C. canephora (T em dois pares e | em um par),
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C. salvatrix (T em dois pares e I em um par), C. sessiliflora (T em dois pares e I em dois

pares), C. sp. Moloundou (T em um par ¢ I em um par) e C. stenophylla (T em um par, I em

+
um par e proximal (P) em dois pares). As bandas DAPI foram encontradas nas regides

intersticiais na maioria das espécies e sem definicdo do par. Interessante que Hamon et al.

(2009) nao evidenciaram bandas DAPI+ em C. stenophylla, como observado por Lombello e
Pinto Maglio (2004a).

Em relacdo a localizagdo fisica do DNA ribossomal (DNAr), Lombello e
Pinto-Maglio (2004a, 2004b) mostraram dois sitios terminais de DNAr 45S em C. canephora
cv. Apoatd, C. kapakata, C. humilis, C. salvatrix, C. sessiliflora e C. stenophylla e quatro
sitios terminais em C. sp. Moloundou. Em relagdo ao DNAr 5S, todas as espécies analisadas
mostraram dois sitios intersticiais. Contudo, Raina et al. (1998) revelaram quatro sitios de
DNATr 458 e seis de 5S em C. arabica, com dois sinais de 5S localizados em um cromossomo
de cada homologo (sem identifica¢do do par).

Hamon et al. (2009) mostraram que o nimero de segmentos de DNAr em
Coffea esta correlacionado com a possivel regido de origem das espécies na Africa. As
espécies da Africa Oriental, como C. eugenioides, C. racemosa, C. salvatrix e C. sessiliflora,
apresentaram quatro sitios de 45S e dois sitios de 5S, enquanto que espécies da Africa
Ocidental e Central, como C. canephora, C. liberica var. dewevrei, C. sp. Moloundou ¢ C.
stenophylla, mostraram dois sitios de 45S e quatro sitios de 5S. Coffea arabica apresentou
seis sitios de 45S (T) e quatro de 5S (I). A perda de sitios de DNAr em espécies
alotetraploides, comparado com os seus progenitores, tem sido documentada em
Chlorophytum Ker Gawl. e Glycine L. (Krishman et al. 2001; Lavania et al. 2005). Segundo
Mishima et al. (2002), sitios de 5S geralmente s3o eliminados depois do processo de
poliploidia, enquanto os sitios de 45S sdo mais conservados, por ocorréncia de processos de
crossing-over desigual, conversdo de genes e eventos de transposi¢do (Leitch e Heslop-

Harrison 1993; Taketa et al. 1999; Hasterok et al. 2001).
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1.3 SEQUENCIAS DE DNA REPETITIVO

As familias de DNA repetitivo sdo formadas por motivos que variam desde
dinucleotideos a mais de 10.000 pares de bases. Esses motivos podem aparecer repetidos de
centenas até milhares de vezes no genoma, podendo estar localizados em regides definidas ou
amplamente dispersos nos cromossomos (Kubis et al. 1998). As sequéncias repetitivas podem
ser classificadas em dois grandes grupos, de acordo com sua organizagdo e disposi¢cdo nos
genomas. O primeiro grupo inclui sequéncias em tandem, como por exemplo as repeti¢cdes
teloméricas, DNAr e os DNAs satélites. O segundo grupo ¢ formado por sequéncias dispersas
nos genomas, compreendendo principalmente a maioria dos elementos transponiveis. Tais
elementos possuem a capacidade de mobilizacdo no genoma de um organismo, podendo
produzir mutagdes instaveis, dependendo do local de inser¢do. Esses elementos sdo
classificados de acordo com a similaridade da sequéncia e o modo de transposi¢ao, podendo
ser por meio de DNA (transposons) ou a partir de RNA (retrotransposons) (Charlesworth et
al. 1994; Kubis et al. 1998).

Os retrotransposons utilizam um RNA intermediario ¢ a enzima
transcriptase reversa para produzir uma nova molécula de DNA. Por ac¢do da integrase, o
DNA recém sintetizado ¢ integrado ao genoma em posi¢des cis (formando blocos) ou trans
(carater disperso) (Kazazian 2004). Este tipo de mecanismo pode levar ao acimulo de muitas
copias, aumentando significativamente o tamanho dos genomas, como por exemplo, em
espécies de Poaceae (Langdon et al. 2000). Os retrotransposons podem ser divididos dentro
de duas subclasses principais, considerando a presenga ou ndo de longas repeticdes terminais:
os LTRs (long terminal repeats) e non-LTR retrotransposons, respectivamente (Hansen e
Heslop-Harrison 2004).

Os principais retroelementos com LTRs sdo os dos grupos Tyl-copia e Ty3-
gypsy presentes em animais e plantas (Kumar e Bennetzen 1999). Hull (2001) propds um
sistema de classificacdo filogenética dos elementos que transcrevem de modo reverso,
composto por duas ordens: Retrales e Retrovirales. Retrales inclui os elementos sem LTRs e
que nao foram estudados aqui. Retrovirales consiste dos elementos potencialmente capazes de
infec¢do, como os retrovirus (genoma de RNA), os pararetrovirus (genoma de DNA) ¢ os
retrotransposons copia e gypsy. Os elementos do grupo Tyl-copia-like (familia

Pseudoviridae) e do grupo Ty3-gypsy-like (familia Metaviridae) fazem parte dessa ordem.



14

Apresentam uma estrutura similar, com diferengas na ordem dos genes dentro do segmento
pol, sendo AP (proteinase aspartica), IN (integrase), RT (transcriptase reversa) ¢ RH (RNase
H) para Tyl-copia-like e AP, RT, RH e IN para Ty3-gypsy-like (Todorovska 2007) (Figura

).

copia
LTR LTR

VZZA=- S —3p T W IaT a0 F=¥77A

gypsy
LTR LTR
VZZA~-SAS 75T a7 Tan [N FoVZ77A
Figura 1 — Representagdo esquematica da estrutura dos retrotransposons dos grupos

copia e gypsy.
Fonte: Adaptado de Todorovska (2007).

Existe um nimero grande de classes de retroelementos, os quais variam
entre as diferentes espécies. Esses elementos podem se acumular de modo independente em
diferentes genomas, como por exemplo, em Beta vulgaris L., onde hd predominancia de
elementos Tyl-copia-like ¢ dos segmentos repetidos intercalados longos — LINE, este sendo
um non-LTR retrotransposon (Schmidt et al. 1995). Estudos sobre a distribuicao
cromossomica desses elementos sdo muito importantes para o entendimento da estrutura e da
organizagdo funcional dos cromossomos e podem esclarecer a dindmica e o papel desses
elementos nos processos evolutivos (Belyayev et al. 2001). Diversas investigagdes mostraram
a localizagdo fisica in situ de retroelementos simples (Suoniemi et al. 1996) ou em grupos

(Heslop-Harrison et al. 1997, Kubis et al. 1998). A localizacdo fisica dos retroelementos na
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FISH utilizando sondas amplificadas de dominios conservados da transcriptase reversa foi
empregada em diversas espécies de plantas como Brassica campestris L., Gossypium L. e
Sellaginella apoda L. (VanderWiel et al. 1993; Brandes et al. 1997).

Em muitas plantas, os centromeros, as regides terminais e heterocromaticas
podem conter um numero grande de retrotransposons, sendo possivel que eles tenham
adquirido algum papel estrutural ou funcional (Kumar e Bennetzen 1999). Retroelementos
Tyl-copia observados em Aegilops speltoides Tausch (Triticeae), por exemplo, foram
localizados em todas as regides heterocromaticas terminais, o que poderia indicar alguma
importancia desse elemento na organizacdo da heterocromatina. Além disso, esses autores
encontraram diferencas na distribuicao e na quantidade de Ty3-gypsy, Tyl-copia e LINE em
A. speltoides e Hordeum spontaneum K. Koch, indicando uma possivel atividade variavel
desses retroelementos durante a evolugao desses genomas (Belyayev et al. 2001).

Outros exemplos da ocorréncia e co-localizacdo de retroelementos com
regides especificas dos cromossomos sdo: Ty3-gypsy associado aos centrOmeros em cereais,
como centeio, cevada e trigo (Presting et al. 1998), Tyl-copia disperso nos cromossomos em
Brassica campestris (Brandes et al. 1997), Tyl-copia-like das subfamilias Tos17 de Oryza
sativa L. e Tpv2 de Phaseolus vulgaris L. préximas ou dentro de genes (Hirochika et al. 1992;
Garber et al. 1999), retroelemento Ppgyl (gypsy-like) co-localizado com a RON em Pinus
pinaster Aiton (Friesen et al. 2001). Portanto, a historia evolutiva dos retrotransposons parece
mostrar que estes evoluem de modo independente dentro dos genomas (Kumar e Bennetzen
1999).

Lopes et al. (2008) buscaram elementos transponiveis em bancos de dados
de ESTs de C. arabica, C. canephora e C. eugenioides, e encontraram Tyl-copia-e Ty3-
gypsy-like (63,7%), transposons (21,4%), LINEs (0,78%), Helitrons e MITEs (14%)
(Miniature Inverted-repeat Transposable). Contudo, os autores ndo relataram os locais de
ocorréncia nem sobre o comportamento disperso ou em blocos desses elementos. LINEs,
transposons ¢ MITEs foram detectados como segmentos distribuidos ao longo da sequéncia
de BACs de C. canephora (Guyot et al. 2009). Existem poucos estudos sobre a caracterizagdo
de familias de retroelementos em Coffea. Estudos com marcadores moleculares e GISH
sugerem que as diferentes espécies do género, sobretudo aquelas envolvidos na formagao de
C. arabica, possuem uma elevada similaridade nos genomas (Lashermes et al. 1999). Isto
poderia ser, em parte, uma consequéncia da presenca de familias repetitivas de DNA comuns

a esses genomas. Assim sendo, nosso estudo procurou responder as seguintes perguntas: 1)
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Quais os retroelementos nos genomas de C. arabica, C. canephora e C. eugenioides? 2) Os
genomas progenitores de C. arabica possuem elementos transponiveis para cada espécie? 3)
A preferéncia por localizagdo nos cromossomos varia para cada espécie? 4) Os retroelementos
tipicos de C. arabica ocorrem nas demais espécies em quantidade e localizagao? 5) Ha
associagdo entre posi¢do dos retroelementos e o padrdo de bandamento CMA/DAPI? 6) Ha

associagdo entre posicao dos retroelementos e os sitios de DNAr 45S?
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve como objetivo utilizar ferramentas citogenéticas e
moleculares para compreender a importidncia dos elementos repetitivos na organizacao
cariotipica das espécies de Coffea. Para isso, foram geradas marcas uteis nos cromossomos a

partir do isolamento das sequéncia repetitivas e localizagdo fisica nas diferentes espécies.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 Definir o padrdo de bandas CMA/DAPI em sete espécies de Coffea.

2 Isolar, caracterizar e localizar por FISH diferentes familias de DNA
repetitivo (DNAr 458 e retroelementos) em sete espécies de Coffea.

3 Relacionar a distribui¢do (quantidade e localizagcdo) dessas sequéncia

para verificar se hd um provéavel comportamento geral para o género.
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Introducao

O género Coffea (Rubiaceae) apresenta mais de 100 espécies nativas da
Africa e Madagascar (Berthaud e Charrier 1988; Davis et al. 2006). Coffea arabica L. e C.
canephora Pierre ex A. Froehner sdo as duas espécies de maior importancia econdmica do
género, sendo o café¢ uma das commodity mais valorizadas nos mercados internacionais

(International Coffee Organization, http://www.ico.org). Muitos estudos sdo direcionados

para o entendimento da organiza¢do gendmica de C. arabica, enquanto as espécies selvagens
sdo utilizadas para subsidiar os programas de melhoramento, como fonte de caracteristicas
relacionadas a resisténcia a diferentes doengas e adversidades ambientais (Herrera et al. 2002;
Prakash et al. 2002).

Estudos citogenéticos e moleculares indicam que C. arabica é um
anfidiploide formado a partir da hibridizagao dos genomas de C. canephora ¢ C. eugenioides
Moore (Lashermes et al. 1999). Os cromossomos de Coffea sdo muito pequenos (1 a 3 pm) e
similares (metacéntricos e submetacéntricos), o que dificulta as andlises e a identificacdo dos
pares cromossomicos. Os primeiros cariogramas de alta definicdo foram desenvolvidos para
C. arabica ¢ C. canephora (Clarindo e Carvalho 2008, 2009). Estes estudos reforgaram a

idéia de que C. canephora poderia ser um dos progenitores de C. arabica, como previamente
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proposto por andlises de sequéncia de ITS2 (Lashermes et al. 1997), RFLP e hibridagdo
genomica in situ (GISH) (Lashermes et al. 1999) e ISSR (Ruas et al. 2003).

Estudos envolvendo bandamento CMA/DAPI em sete espécies de Coffea

+
mostraram bandas ricas em GC (CMA ) nas regides intersticiais e terminais dos cromossomos

(Lombello e Pinto-Maglio 2004a; 2004b). Em um estudo mais recente, Hamon et al. (2009)
encontraram bandas adicionais localizadas nas regides terminais, subterminais, proximais e

intersticiais das cinco espécies anteriores de Coffea, mas sem definigdo do par cromossomico.

As bandas ricas em AT (DAPI+) foram encontradas nas regides intersticiais na maioria das
espécies e sem definigdo do par. Estes mesmos autores mostraram que o numero de
segmentos de DNAs ribossomais (DNAr) em Coffea esta correlacionado com a possivel
regido de origem das espécies na Africa. As espécies da Africa Oriental, como C.
eugenioides, C. racemosa Lour. e C. sessiliflora D. M. Bridson, apresentaram quatro sitios de
DNAr 458 e dois sitios de 5S, enquanto que as espécies da Africa Ocidental e Central, como
C. canephora e C. congensis Frohner mostraram dois sitios de 45S e quatro sitios de 5S.
Coffea arabica apresentou seis sitios de 45S ¢ quatro de 5S.

Os DNAs repetitivos ocupam uma grande porcdo dos genomas vegetais,
podendo estar localizados em regides definidas, como as repeti¢des teloméricas, DNAr e os
DNAs satélites ou dispersas nos cromossomos, como os elementos transponiveis (Kubis et al.
1998). Os retrotransposons mais comuns em plantas sdo o Tyl-copia-like (Pseudoviridae) e o
Ty3-gypsy-like (Metaviridae) (Kumar e Bennetzen 1999), e representam a maior parte dos
elementos transponiveis em bancos de dados de ESTs de C. arabica, C. canephora ¢ C.
eugenioides (Lopes et al. 2008). Contudo, existem poucos estudos sobre a distribuigdo de
retroelementos nos cromossomos de Coffea.

Analises moleculares ¢ GISH tém mostrado que as espécies de Coffea
apresentam grande similaridade gendmica, o que em parte poderia ser devido a ocorréncia de
familias de DNA repetitivo similares (Lashermes et al. 1999). O objetivo deste estudo foi
isolar e caracterizar retroelementos comuns no genoma de C. arabica var. typica e utiliza-los
como sondas nos genomas de C. arabica var. typica, C. canephora, C. eugenioides, C.
kapakata (A. Cheval.) D. M. Bridson, C. liberica var. dewevrei Hiern, C. racemosa ¢ C.
stenophylla G. Don. Este estudo foi conduzido de modo a entender a distribui¢do de
retrotransposons ¢ a associac¢ao desses elementos com regides especificas dos cromossomos,

como a heterocromatina e os sitios de DNAr 45S.
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Materiais ¢ Métodos
Amostras e coloracdo convencional

Sete espécies de Coffea foram analisadas: C. arabica var. typica, C.
canephora, C. eugenioides, C. kapakata, C. liberica var. dewevrei, C. racemosa ¢ C.
stenophylla. Plantulas e sementes de cada espécie foram fornecidas pelo Instituto Agronémico
do Parana (IAPAR), Londrina, Parana, e cultivadas em tubetes e vasos no viveiro de mudas
do Laboratorio de Biodiversidade e Restauragdo de Ecossistemas (LABRE) na Universidade
Estadual de Londrina.

Para a obtencao de laminas foram utilizados meristemas radiculares pré-
tratados com uma solu¢do saturada de paradiclorobenzeno (PDB) por uma hora a temperatura

)
ambiente, seguido de 23 horas a 14 C. As amostras foram fixadas em etanol: acido acético

o
(3:1, v:v) e diretamente utilizadas no preparo de laminas ou mantidas a -20 C até o uso. Para

a coloracdo convencional as raizes foram digeridas em uma solu¢do enzimatica contendo
celulase 2% (m/v) e pectinase 20% (v/v) a 37 C, hidrolisadas em HCI 1M por 10 min a 60

(0]
C, dissecadas em uma gota de acido acético 60% e esmagadas. As laminulas foram retiradas

apos congelamento em nitrogénio liquido, a coloracdo das ldminas feita em Giemsa 2% e

®
montadas com Entellan . Cinco metafases de cada espécie foram medidas utilizando o

programa MicroMeasure 3.3.
Bandamento cromossémico

Laminas foram obtidas utilizando meristemas radiculares pré-tratados,
fixados e digeridos como descrito acima. As raizes foram dissecadas em uma gota de acido
acético 60% e esmagadas. Depois que as laminulas foram retiradas apds congelamento em
nitrogénio liquido, as laminas foram tratadas como proposto por Schwarzacher et al. (1980),
com algumas modifica¢des. As laminas foram envelhecidas por trés dias e tratadas com acido
acético 45%, hidroxido de bario 5% e 2x SSC. As laminas foram coradas com CMAj; (0,5

png/ul) por 1,5 h e DAPI (2 pg/uL) por 30 min, e montadas com um meio composto de
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glicerol:tampao Mcllvaine, pH 7.0 (1:1, viv) e 2,5 mM MgCI2. Os materiais foram

observados em um microscopio de epifluorescéncia Leica DM 4500 B.

Extracdo de DNA

Folhas jovens de C. arabica var. typica foram coletadas ¢ usadas para a
extracdo de DNA, de acordo Diniz et al. (2005), com modificacdes. As amostras foram
pulverizadas em nitrogénio liquido, tratadas com tampao de extragdo (CTAB 2%, NaCl 1,4
M, EDTA 20 mM, Tris-HCI 100 mM pH 8, PVP 1% e beta-mercaptoetanol 0,2%) a 65 °C por
30 min. Em seguida, a solugdo foi centrifugada, purificada com cloroférmio e o DNA foi
precipitado em 0,6 volumes de isopropanol. As amostras foram tratadas com RNase
(10mg/mL) e proteinase-K a 0,01%, purificadas com fenol:cloroférmio (1:1; wv:v),
precipitadas em acetato de sdédio 3M (1:10, v:v) e 2 volumes de etanol 100%. Posteriormente,
foram feitas lavagens em etanol 70% e eluicdo em TE. A concentragcdo do DNA foi estimada
por comparagdo com dilui¢do seriada de padrao de DNA de fago lambda (0,5 pg/uL -
Invitrogen Life Technologies, USA) em gel de agarose a 0,8%.

Isolamento, clonagem e sequenciamento de fragmentos de DNA repetitivo

O DNA gendmico de C. arabica var. typica foi usado como molde para a
reagdo de DOP-PCR (Degenerate Oligonucleotide Primer-PCR) utilizando o primer
degenerado 5'-CCG ACT CGA GNN NNN NAT GTG G-3°, de acordo com Larsen et al.
(2001). Os resultados foram analisados por meio de eletroforese em gel de agarose 1%, a
3V/em.

Fragmentos obtidos foram isolados e purificados com o Kit Concert Rapid

Gel Extraction System (Gibco) e utilizados em uma nova reagdo de DOP-PCR. Os produtos

®
foram inseridos no vetor pCR 2.1 e transformados em células competentes TOP10 utilizando

o Kit T.A. Cloning (Invitrogen). Para verificagdo da presenca de insertos-alvo, as colonias
foram isoladas e, ap6s a extracdo plasmidial, estas foram submetidas a rea¢des de PCR
usando primers M13. As amostras foram enviadas para o sequenciamento no Laboratorio de
Biotecnologia do IAPAR, utilizando o Kit DYEnamicTM ET Dye Terminator Cycle
Sequencing (Amersham Pharmacia Biotech) em MegaBACE 1000 DNA Analysis System. A
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qualidade da sequéncia e a constru¢ao dos contigs foram desenvolvidas com o software CLC
DNA Workbench 5.6. As sequéncias consenso foram comparadas com outras do GenBank
utilizando o programa blastx: http://www.ncbi.nlm.nih.gov.

A hibridag¢ao in situ foi feita como descrito por Vanzela et al. (2002).
Laminas foram preparadas como descrito para o bandamento cromossomico, tratadas com
RNase (100 pg/mL) e desidratadas em uma série alcodlica (70 ¢ 100%). Os clones de DNAr
45S (pTa71) e os fragmentos gerados pela DOP-PCR foram marcados com biotina-14-dATP
ou digoxigenina-11-dUTP por nick translation. Sobre cada lamina foi aplicada uma mistura de
hibridacdo (30 pL) contendo 4 uL de sonda marcada (100 a 200 ng), 15 puL. de formamida a
50%, 6 uL de polietilenoglicol a 50%, 3 uL de 20x SSC (pH 7,0), 1 uL de DNA de timo de
bezerro fragmentado (100 ng) e 1 uL SDS a 10%. A mistura de hibridag¢do foi desnaturada a

70 C e a hibridizagao foi feita a 37 °C por pelo menos 12 h em uma cdmara Gmida. As

lavagens pos-hibridacdo foram feitas em 2% SSC, formamida a 20% em 0.1x SSC, 0.1x SSC
e 4x SSC/Tween 20 2%, todas a 37 °C. As sondas foram simultaneamente detectadas com
avidina/FITC e/ou anti-dig-rodamina 1:100 (v:v) em BSA 50%. As lavagens pds-deteccao
foram feitas em 4x SSC/Tween 20 2%, em temperatura ambiente. As ldminas foram
montadas com solucdo composta de glicerol (90%), 1,4-diaza-bicyclo(2,2,2)-octane (2,3%),
20 mM TrisHCI, pH 8.0 (2%), 2,5 mM MgCI2 (4%), agua destilada (1,7%), e 1 uL de 2
ug/mL DAPI.

Imagens

As imagens de gel foram capturadas em um transiluminador ultravioleta
equipado com o sistema de documentagao AlphaDigiDoc-RT. As andlises citogenéticas foram
feitas em pelo menos cinco metafases de cada espécie e as imagens dos cromossomos foram
capturadas separadamente em tons de cinza com um microscopio de epifluorescéncia Leica
DM 4500 B, equipado com uma camera DFC 300FX e sobreposto com a cor vermelho para
DAPI e verde-amarelado para FITC ou rodamina. As imagens foram otimizadas para o

melhor contraste e brilho, utilizando o software IGrafx Image.



30

Resultados

Andlise convencional e bandamento cromossdmico

Coffea arabica apresentou 2n = 44 (Figuras 1B-C) e as demais espécies 2n
= 22 (Figuras 1D-I). Os cariotipos foram formados por cromossomos predominantemente do
tipo meta e submetacéntrico, com variagdes de tamanho de 1 a 3 um. Os ntucleos interfasicos
foram do tipo arreticulado a semirreticulado em todas as espécies, mas ricos em cromocentros
em C. arabica (Figura 1A), C. canephora, C. liberica var. dewevrei e C. stenophylla, ¢ a

condensac¢ao profasica do tipo proximal em todas as espécies (Figura 1B).
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Figural - Coloragdo convencional em espécies de Coffea. A) Nucleo interfasico rico em
cromocentros de C. arabica variedade typica. B) Padrdo proximal de condensacdo em
prometafase de C. arabica var. typica. C) Metafase mitotica de C. arabica com 2n = 44,
D-I) Metafases mitdticas de C. canephora, C. liberica var. dewevrei, C. eugenioides, C.
kapakata, C. racemosa e C. stenophylla, respectivamente, com 2n = 22. Note o tamanho
pequeno e a morfologia similar dos cromossomos. Barra =5 pm.
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+ - - +
O bandamento cromossomico revelou blocos CMA /DAPI, CMA /DAPI e

CMA+/DAPI+ com diferencas na abundancia, tamanho dos blocos e localizagdo da
heterocromatina nos diferentes cromossomos e espécies (Figura 2 e Tabela 1). Em geral,
blocos ricos em GC foram localizados nas regides terminais e bandas menores nas regioes
intersticiais, sendo estas localizadas proximas ao centrdmero, com variagdes de nlimero entre
as espécies: 1) grandes blocos terminais em cerca de trés pares e menores bandas intersticiais
na maioria dos pares em C. arabica (Figura 2A), ii) grandes blocos terminais em um par,
menores bandas terminais em um par e intersticiais na maioria dos pares em C. canephora
(Figura 2C), iii) grandes blocos terminais em um par e menores bandas terminais em dois
pares em C. liberica var. dewevrei (Figura 2E), iv) grande bandas terminais em dois pares e
menores bandas intersticiais em um par em C. eugenioides (Figura 2G), v) grandes bandas
terminais em um par, menores bandas terminais em um par e intersticiais em um par em C.
kapakata (Figura 2I), vi) grandes bandas terminais em dois pares em C. racemosa (Figura

2K), vi) grandes bandas terminais em dois pares em C. stenophylla (Figura 2 M) (Tabela 1).

N
As bandas DAPI foram observadas nas regides intersticiais proximos ao

centrdmero mas com variagcdes no numero entre as espécies: 1) na maioria dos pares de C.
arabica (Figura 2B), ii) um par em C. canephora (Figura 2D), iii) um par em C. eugenioides
(Figura 2H), iv) dois pares em C. kapakata (Figura 2J) e um par em C. stenophylla (Figura

2N). Coffea liberica var. dewevrei e C. racemosa nio apresentaram bandas ricas em AT

+ +
(Figura 2F e 2L) (Tabela 1). As bandas C-CMA /DAPI foram observadas somente em C.
arabica e C. canephora (Figura 2A-D).
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Figura 2 — Bandamento C-CMA/DAPI em espécies de Coffea. A) Bandamento C-CMA em C.

arabica var. typica. As setas indicam bandas terminais e intersticiais. B) Bandamento C-

DAPI em C. arabica. As setas indicam bandas intersticiais. Note a presenca de bandas C-
+

b
CMA /DAPI intersticiais (setas). C) Bandamento C-CMA em C. canephora. As setas
indicam bandas terminais e intersticiais. D) Bandamento C-DAPI em C. canephora. Note

+ +

a presenca da banda C-CMA /DAPI intersticial (seta). E) Bandamento C-CMA em C.
liberica var. dewevrei. As setas indicam somente bandas terminais. F) Bandamento C-
DAPI em C. liberica var. dewevrei. Note a auséncia de bandas DAPI. G) Bandamento C-
CMA em C. eugenioides. As setas indicam bandas terminais. H) Bandamento C-DAPI
em C. eugenioides. A seta indica a banda intersticial. I) Bandamento C-CMA em C.
kapakata. As setas indicam bandas terminais e intersticiais. J) Bandamento C-DAPI em
C. kapakata. As setas indicam bandas intersticiais. K) Bandamento C-CMA em C.
racemosa. As setas indicam bandas terminais. L) Bandamento C-DAPI em C. racemosa.
Note a auséncia de bandas DAPI. M) Bandamento C-CMA em C. stenophylla. As setas
indicam bandas terminais. N) Bandamento C-DAPI em C. stenophylla. As setas indicam
bandas intersticiais. Barra =5 pm.
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Tabela 1 — Numero ¢ localiza¢do das bandas CMA/DAPI e sitios de DNAr 45S em sete
espécies de Coffea.

Espécies CMA™DAPT CMADAPT DNAT 455
C arabica 6 (T) e na maionia dos cromossomos (T) Maioria dos cromossomaos (T) 6 (T)
C. canephiora 4 (T) e na maioria dos cromossomos (I) 2D 2(T)
C. eugenioidas 4{Te2d 2D 4(T)
C. kapakaia 4{Te2d 4D 4(T)
C liberica i
6 (T) - 2(T)
var. dewevrei
C. racemosa 4(T) - 4T
C. stenophyila 4(T) 2 4T

P = proximal, I = intersticial e T = terminal.

Isolamento, caracterizacao e localizagao de retroelementos

A reagdo da DOP-PCR gerou fragmentos de diferentes tamanhos, os quais
foram utilizados como molde em uma nova reacdo de DOP-PCR (Figuras 3A-B). Os
fragmentos reamplificados foram marcados com biotina-14-dUTP ou digoxigenina-11-dUTP

por nick translation ¢ testados por hibridagdo in situ. Os fragmentos de 300 pb e 800 pb, que

®
deram sinais positivos ap6és a FISH, foram inseridos em vetor pCR 2.1 e os clones
submetidos a reacdo de PCR com primers M13 para a confirmagdo da presenca dos insertos-

alvo (Figura 3C).
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DOP-PCR PCR com M13

1 2 123

nova
DOP-PCR

clonagem
TA

——

™ 1800 pb <1800 pb
. L <2800 pb (1)
+ 168 pb (V)
<2300 pb N
<2300 pb (1)
<2300 pb + 168 pb (V)

B C

Figura 3 — Géis mostrando os produtos de PCR para o isolamento de retroelementos. A) Reacdo de
DOP-PCR a partir do genoma de C. arabica variedade typica, sendo a canaleta 1 o
marcador de peso de 100 pb e a canaleta 2 o resultado da PCR com a geragdo de dois
fragmentos com cerca de 300 pb e 800 pb. B) Reacdo de DOP-PCR utilizando os
fragmentos de 300 pb e 800 pb como molde. A canaleta 1 contém o marcador de peso de
100 pb e a canaleta 2 o resultado da PCR com a geragdo de dois fragmentos com 300 pb e
800 gb. C) Reacdo de PCR com os primers M13, utilizando como molde os vetores

pCR 2.1 contendo os fragmentos de 300 pb e 800 pb. A canaleta 1 contém o marcador de
peso de 100 pb, a canaleta 2 contém o fragmento de 300 pb somados a dois trechos do
vetor (95+73 pb flanqueadores) e a canaleta 3 contém o fragmento de 800 pb somados
aos mesmos dois trechos do vetor.

Apobs o sequenciamento e analise no banco de dados do NCBI, o clone
pCa2l com cerca de 300 pb foi selecionado por apresentar uma sequéncia similar ao
fragmento de 311pb da transcriptase reversa, porém, de grupo indeterminado de
retroelementos (Figura 4A-B). Este fragmento mostrou identidade com Zingiber officinale,
Cicer arietinum e Platanus x acerifolia (Figura 4C). O clone pCa06, com cerca de 800 pb, foi
selecionado por apresentar um fragmento de 775 pb similar aos retroelementos do grupo Ty3-
gypsy-like (Figuras 4D-E) de Oryza sativa cultivar Japonica, segmento gag de Cicer arietinum

e segmento dell1-46 de Lilium henryi (Figura 4F).



A. Seguéncia do clone pCa2l

1588 55s0l lenon laaaallaasa 5855 lennn laana leaas|Baaasann lanan leaaal laaaTiy
e GG T TAC TG T e T A TG T AC AR GO T TG G TARATCATGETCATAGCTGTITCCT
GIGIGAAATTCT AT GO T A AR T TCC A C A A R A TR GRAGCCCGARGCATAR ACTCTARMGCCTEEE
G AR T GA G T ARG TR T ACAT T AR T TGO T TGO TCAC T GO CEC T TICCAGT COGGARARCCT
GIOETGCCAGC TG ATTAR TR TCGGC C ARG GEGEEEAGAGEEGETITEOGTAT TGEGEGCTCTTOC
LT TCCTCGCTCACTGACTOGCTGOGCT O

eleeeeleecnalenaalaaaalanaa 311

CG
CG

B. Sequéncia da proteina

LAaVT.5G5EL . GTHLG. VIMVI . AVSCV . KLISA . HNSTO . HTSRE . HEV* 5. LGCIM. SELTH. TNCVA
.LTARF .EVGKP.VVPARA, LMNFRF . TRGER.FRFAYW. ALFRF . LAH* L. ART

C. S5imilaridades

Acessos Espécies - Familias Scors E-valuse Ident.
ABKED177.1 -iagiber officinals - 25,1 le-16 0%
. T Zingiberaceas ! -7 -

A COTE Cicer aristinum — o - .
CADGS768.1 Leguminosae 74, 7 3e-12 100%
TECET Cicer arietinm — e e -
CADS9767.1 Leguminosae &8 2a-10 54%

T == - = ] =
CAL37000.1 ;:'i;:f;jei;csh'c'l“ £z, 3 f=-0% 100%
D. Sequéncia do clone pCalé
L IEaal laosal [aasa lEata laaan faaal lsonallaaoa laaaa Eaan [noan Maas! et aal fanatil
COGACTCGAGTGTGTTTAGT GECCACCAATTCAGR A GCAR A CTTGEATAGTTCGTARATTTTGTITCATR

I TG CACACTTAG T TCCC TG G TAGTCCAR T AR CTCTTCCTCICTCCTCTCT TGAACT AR MGG
GEEAGETATTIC TG T T AR A TTTCCTTATGAR A TTCGTCCATSTCCATACGETCTGTTCTICTTTCCCATT
TG TTTAA TR CGTTCCACCACGCTCGGGCCGAT CCTICARATTGGRAACACCGCARRGTTTACTTGTICT
ITECTCGGTGIAGT TCARGACGET AR R TATTAR TCATGGCCTCTARCCATTETTCGGCTATATCCGER
TCAGATCCT AL GG T TTOGEAGGACTAL L TTCTEAR R CCTCTCARGRGCCTTATCTICTCCGATTT
CAEEETTCCGEEGTTGAT TC A AT TTGECCT TG T TEAT CCACCAGTCTTCCARGATATCTGTICAT
TG GCAT TR eI TG CATTTGGT CT TCGGC T ICARTCCTCGTICCTITGCTCTTGCGCAGRT GTTGTT
I I TICCI I CT TG I TTEAGC T CGT TCAT TCCCACGEC CACGTCCACGT CCACGGCTACGTICTCC
T AT AT AT GTT T T CCCTCTCTIITCTITTCCCCCCARRAMGGTARTTTAGTAR A TAAACACGATAR
LA TARA T AL TR A e TTEAGEGCAC AR R TR CTCARATARACATATACCCACATATCACACTCGR
GTCGG

-------

E. Sequéncia da proteina

PTRVC.LVATN.SEANL.DS5*I.LFHIR. PHLAF. PGVVQ . *TLPL. S5LEL.KEGGT . SE*15. L*H55
MSTRS.VLFPI.LL**R.5TTLG. PILOT . GTPQS . LLVFA.RCSSE. R*EY* . SWELT . IVELY . PDQT
L.QGISE.E*TSE.TSQEP.YLLEF .QG5GV . DSRPF .. GLVDP. PVLER. YL3EV . ALPLP.FGLEL. Q55
FL.ATAOM.LFLFP.LLALE.IVASH. GHVHY . HGYVS . REYIC.FPSLF . FSPQK. VI**I . NTIR* . LK
*LK.LRAPN.TQINI.YPHIT.LES

35
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F. Similaridades

Acezaos Especies - Familias Score EB-value Ident.

ARLT.79340.1

ARMABR2TO L Orvza sative — FPoaceas 52,4 4e2-17 35%

ARPERZEE.1

ABF3TATZ .1 fryza sativa — Poaceas 52,0 oe—17 30%
E10387h Lilium henryi — Liliaceae 51,3 le-le 32%

CRC441 1 Ciger arietinum - Leguminosae BE, 2 Ze—-le 30%

ARRSZZ40.1 Orvza sativa — Poaceas Bg, 7 2e-15 4%

Figura 4 —Descrigdo das sequéncias dos clones pCa2l e pCa06 e sua comparagdo com outras
sequéncia. A) Sequéncia nucleotidica do clone pCa2l de C. arabica var. typica com 311
pb. B) Sequéncia de proteina obtida a partir da sequéncia nucleotidica de 311 pb. C)
Espécies com sequéncias similares ao clone pCa2l. D) Sequéncia nucleotidica do clone
pCa06 de Coffea arabica variedade typica com 775 pb. E) Sequéncia de proteina obtida a

partir da sequéncia nucleotidica de 775 pb. F) Espécies com sequéncias similares ao clone
pCa06.

Hibridag&o in situ

A FISH com a sonda de DNAr 45S mostrou dois sitios de hibrida¢do em C.
canephora ¢ C. liberica var. dewevrei (Figuras 6A ¢ 7A), quatro sitios em C. eugenioides, C.
kapakata, C. racemosa e C. stenophylla (Figuras 6D, 7D, 7G e 7J) e seis sitios em C. arabica,

todos terminais(Figura 5C).. Além disso, os sitios de 45S foram coincidentes com as bandas

+

CMA .

As hibridag¢des in situ com as sondas pCa21 (300 pb) e pCa06 (800 pb)
mostraram sinais em blocos e dispersos na maioria dos cromossomos de C. arabica var.
typica, C. canephora, C. eugenioides, C. kapakata, C. racemosa e C. stenophylla. Coffea
liberica var. dewevrei mostrou sinais fortes de hibridagdo com as duas sondas em quatro
cromossomos. Variagoes foram detectadas no niumero e localizacdo dos sitios dentro e entre
as espécies (Figuras 5, 6 ¢ 7). Em C. arabica, a FISH com pCa21 mostrou um niimero maior
de sinais em blocos proximais do que dispersos, em cerca da metade dos cromossomos,
enquanto que a sonda pCa06 evidenciou mais sinais dispersos (Figuras 5B ¢ E). Em C.
canephora, pCa2l e pCa06 localizaram blocos proximais e sinais dispersos nos mesmos
cromossomos e regides, em cerca de metade dos cromossomos, mas a sonda pCa06
apresentou maior numero de sitios em alguns cromossomos em relagdo a pCa21 (Figuras 6B-
C). Coffea eugenioides exibiu sinais dispersos em todos os cromossomos com a sonda pCa2l,
com alguns blocos na regido proximal e terminal. Alguns cromossomos nio apresentaram

sinais com pCa2l e muitos sinais com as duas sondas foram co-localizados (Figuras 6E-F).
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Em C. liberica var. dewevrei, essas duas sondas mostraram sinais co-localizados em dois
pares cromossomicos, com bloco proximal em um par e sinais dispersos em outro (Figuras
7B-C). Em C. kapakata foram observados poucos blocos, com sinais em blocos ¢ dispersos de
pCa2l em cerca de metade dos cromossomos e pCa06 na maioria dos cromossomos, sendo
alguns co-localizados (Figuras 7E-F). Em C. racemosa as mesmas sondas mostraram blocos e
sinais dispersos na maioria dos cromossomos principalmente nas regides proximais (Figuras
H-I). Coffea stenophylla exibiu sitios de hibridagdo em metade dos cromossomos, com
regides exclusivas de hibrida¢ao com a sonda pCa21 e pCa06 (Figuras 7K-L).

A FISH mostrou que ndo houve co-localizagdo das sondas de pCa2l e

pCa06 com a sonda DNAr 45S. E interessante que C. arabica e C. canephora apresentaram

+ +
bandas CMA e DAPI intersticiais proximos ao centromero na maioria dos cromossomos, € a

sonda pCa21 mostraram blocos proximais em cerca de metade dos cromossomos e a sonda
pCa06 revelou blocos em alguns cromossomos. As outras espécies exibiram bandas
heterocromaticas terminais e bandas intersticiais em poucos cromossomos, ¢ a FISH com
pCa2l e pCa06 mostrou preferencialmente sinais dispersos, sugerindo uma co-localizagdo

entre retroelementos e regides heterocromaticas proximais, o qual detectado também em

intérfase de C. arabica.

Figura 5 — Distribui¢ao dos clones pCa21 e pCa06 nos cromossomos de C. arabica variedade typica.
A) Cromossomos corados com DAPI. Note as bandas proximas ao centromero na maioria
dos cromossomos. B-C) FISH com a sonda pCa21 contendo um segmento conservado da
transcriptase reversa em C. arabica. B) Note que a sonda pCa2l localizou segmentos
organizados em blocos em vinte cromossomos (setas), com sinais dispersos e ténues nos
demais cromossomos. C) FISH com DNAr 45S mostrando seis sitios terminais. D)
Cromossomos corados com DAPI. E) FISH com a sonda pCa06 contendo um segmento
Ty3-gypsy-like em C. arabica var. typica. Note que a sonda pCa06 mostrou sinais
dispersos na maioria dos cromossomos, com alguns blocos (ver setas). Barra =5 um.
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Discussao
Andlise convencional e bandamento

Os resultados de numero, tamanho e morfologia cromossomica obtidos aqui
para as sete espécies de Coffea concordam com os estudos prévios de varios autores (Krug
1934; Pierozzi et al. 1999; Pinto-Maglio 2006), os quais apontaram a grande dificuldade em
reconhecer os pares cromossomicos. O bandamento cromossdmico mostrou blocos ricos em
GC terminais e intersticiais, como descrito previamente na literatura (Lombello e Pinto-
Maglio 2004a, 2004b, Hamon et al. 2009), mas foram encontradas diferencas quanto ao
niumero de bandas. Em nosso estudo, C. arabica e C. canephora apresentaram bandas
intersticiais proximos ao centrdmero em quase todos 0s cromossomos € nao apenas em duas

bandas intersticiais, como descrito por Hamon et al. (2009). Coffea eugenioides revelou duas

N
bandas CMA intersticiais, além das quatro terminais descritas (Hamon et al. 2009), enquanto

C. kapakata revelou duas bandas terminais, além das duas terminais e duas intersticiais
descritas (Lombello e Pinto-Maglio 2004a). Coffea stenophylla mostrou quatro bandas
terminais, diferente do que havia sido reportado por Lombelo e Pinto Maglio (2004a) (duas
bandas terminais e duas intersticiais) ¢ Hamon et al. (2009) (duas bandas terminais, quatro
proximais e duas intersticiais). Além disso, ndo foram observadas bandas intersticiais em C.
liberica var. dewevrei como descrito por Hamon et al. (2009). E possivel que tais variacdes
sejam decorrentes das diferentes amostras estocadas em diferentes cole¢des, ou ainda devido a

diferencas nos procedimentos técnicos adotadas em cada laboratodrio.

+

Bandas C-DAPI nao foram observadas em C. liberica var. dewevrei ¢ C.
racemosa. Nas demais espécies, essas bandas foram localizadas nas regides intersticiais.
Coffea arabica apresentou bandas na maioria dos cromossomos ¢ ndo apenas em quatro
cromossomos, como reportado por Hamon et al. (2009). Coffea kapakata apresentou quatro
bandas ricas em AT e C. stenophylla duas bandas, as quais ndo foram mencionadas por
Lombello e Pinto Maglio (2004a) e Hamon et al. (2009).

Coffea canephora provavelmente contribuiu com as bandas ricas em GC

encontradas em C. arabica. Porém, tanto C. canephora quanto C. eugenioides apresentaram

N
poucas bandas DAPI , enquanto que C. arabica revelou bandas ricas em AT intersticiais

proximos ao centrdmero na maioria dos cromossomos. Ha varias evidéncias indicando que C.
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arabica foi originada por hibridacdo entre C. canephora e C. eugenioides a cerca de um
milhdo de anos (Lashermes et al. 1999). Neste sentido, o nimero maior de bandas ricas em
AT encontrados em C. arabica pode ser devido a mecanismos de amplificagdo e dispersao
equilocal (Schweizer e Loidl 1987) que aconteceram apds a formagdo do hibrido. De um

modo geral, Coffea poderia ser formado por pelo menos trés familias de DNA repetitivo: 1)

+ +
bandas CMA terminais, intersticiais e proximais, ii) bandas CMA terminais associadas a

+
RON e iii) bandas DAPI somente nas regides intersticiais. Cariotipos compostos por mais de

uma familia heterocromaética foram descritos em varios grupos de plantas, como em Cestrum
L. (Fregonezi et al. 2006, Fernandes et al. 2009). Dessa forma, as diferengas nos padrdes de
bandas entre as espécies podem ter acontecido devido ao acumulo ou dele¢do de segmentos
ao longo da historia evolutiva de cada espécie, mas sem grandes alteragdes na estrutura
cariotipica entre as espécies, que preservaram a morfologia semelhante e o tamanho pequeno
dos cromossomos, como Serjania subdentata Juss. (Hemmer e Morawetz 1990) e Fortunella

crassifolia Swingle (Guerra et al. 2000).
Localizac@o de DNAr 45S e retroelementos

O namero de sitios de DNAr 45S, terminais e associados aos blocos ricos
em GC foram confirmados para as setes espécies de Coffea, concordando com os estudos
prévios de Lombello e Pinto Maglio (2004a, 2004b) e Hamon et al. (2009). Apesar da
localizagdo terminal ter sido constante, seguindo um padrdo comum em plantas, como em
Aloe L. (Adams et al. 2000) e Maxillaria L. (Cabral et al. 2006), diferencas foram encontradas
no tamanho dos blocos entre homodlogos, heterdlogos e espécies. As diferengas mais
marcantes foram detectadas em C. eugenioides, C. kapakata ¢ C. stenophylla, que podem ter
sido geradas por crossing-over desigual e amplificacdo/dispersdo nas pontas dos
cromossomos, como sugerido para Glycine max L. e para as proprias espécies de Coffea
(Krishman et al. 2001; Hamon et al. 2009).

A presenga de nuacleos ricos em cromocentros e varios blocos de
heterocromatina em C. arabica, C. canephora, C. liberica var. dewevrei e C. stenophylla em
compara¢do com as demais espécies, sugerem que familias de DNA repetitivo se acumularam
de modo independente ao longo da diferenciagdo cariotipica em diferentes espécies de Coffea.

Esse mesmo comportamento independente dos DNAs repetitivos foi observado apos a FISH
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com as sondas de retroelementos, j4 que essas mesmas espécies exibiram variagdes no
numero de sinais dispersos ¢ em blocos com as sondas pCa2l e pCa06. A independéncia de
transposi¢do e na taxa de homogenizagao dos retroelementos foi observada em C. racemosa, a
qual exibiu apenas quatro blocos ricos em GC, co-localizados com os sitios de DNAr 458,
porém, inimeros sinais de hibrida¢do com as sondas pCa21 e pCa06, em blocos e dispersos.
Do mesmo modo, o elemento Tyl-copia-like foi encontrado nas regides heterocromaticas

paracentroméricas em Arabidopsis thaliana (L.) Heynh., sendo que algumas regides foram

+
observadas somente sinais de Tyl-copia-like, enquanto que as bandas DAPI em Beta

vulgaris L. e Vicia faba L. mostraram pouca associagdo com esses elementos (Brandes et al.
1997).

Os sitios de DNAr 45S ndo mostraram associacdo com os sinais das sondas
pCa21 e pCa06 nos cromossomos das espécies de Coffea analisadas, do mesmo modo que os
sitios de DNAr 45S ndo apresentaram associagdo com sinais de Tyl-copia-like em Beta
vulgaris, (Schmidt et al. 1995). Elementos do grupo Ty3-gypsy-like, semelhantes a pCa06,
foram localizados em diferentes regides cromossdmicas, como nas regides proximais de Zea
mays L. (Purugganan e Wessler 1994), co-localizados com a RON e dispersos nos
cromossomos em Sorghum L. (Sang e Liang 2000) e Cestrum strigilatum Ruiz & Pav.
(Fregonezi et al. 2006). Essa distribui¢do ndo preferencial dos retroelementos parece nao
respeitar a relagdo taxondmica entre as espécies, mas sim fatores como a existéncia de sitios
de inser¢do-alvo em determinadas regides, taxa de homogenizacdo e amplificagdo e a
freqliéncia de recombinacdo. De qualquer modo, os retroelementos cada vez mais vem se
mostrando importantes na evolugdo dos genomas e cariotipos (Heslop-Harrison et al. 1997).

Neste trabalho, os dois fragmentos obtidos ndo puderam ser identificados
como pertencentes ao mesmo subgrupo de retroelementos, ja que o clone pCa2l foi muito
similar a um pedaco da transcriptase reversa, porém de elemento ndo identificado, enquanto
que o clone pCa06 teve elevada identidade com fragmentos dell e gag, relacionados ao
subgrupo Ty3-gypsy. No entanto, diversos cromossomos das sete espécies apresentaram
sinais diferentes ap6s a dupla hibridagdo, como por exemplo em C. arabica, C. canephora, C.
eugenioides e C. stenophylla (veja as setas nas Figuras 5, 6 ¢ 7). Ha casos similares na
literatura para espécies de outros grupos, como por exemplo, em Helianthus L., onde sondas
de Ty3-gypsy-like foram localizadas preferencialmente nas regides proximais, enquanto Ty1-

copia-like mostrou sinais menos freqiientes nessas regides e sinais mais fortes nas regides
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terminais. Além disso, na tribo Triticeae, Belyayev et al. (2001) encontraram contetdo alto de
retroelementos com diferencas na distribui¢do e na quantidade do Tyl-copia-like/LINE em
Aegilopes speltoides Tausch e Hordeum spontaneum K. Koch, que podem ter contribuido na
divergéncia interespecifica. As diferencas encontradas na distribuicdo dos retroelementos
podem ser em func¢do da atividade varidvel durante a evolu¢do dos genomas das espécies e
podem ter adquirido papéis diferentes nos genomas hospedeiros (Belyayev et al. 2001; Santini

et al. 2002).

Figura 6 — Distribui¢do do DNAr 45S e dos clones pCa2l ¢ pCa06 nos cromossomos de C.
canephora e C. eugenioides. A) FISH com DNAr 45S mostrando dois sitios terminais em
C. canephora. B) FISH com a sonda pCa2l contendo um segmento conservado da
transcriptase reversa em C. canephora. C) FISH com a sonda pCa06 contendo um
segmento Ty3-gypsy-like em C. canephora. Note que a sonda pCa06 localizou blocos e
sinais dispersos nas mesmas regides hibridadas com a sonda pCa2l, porém pCa06
mostrou maior niumero de sitios em alguns cromossomos (ver setas). D) FISH com DNAr
45S mostrando quatro sitios terminais em C. eugenioides. Note as diferengas no tamanho
dos sinais de DNAr 45S. E) FISH com a sonda pCa2l em C. eugenioides. Note que a
sonda pCa21 revelou sinais dispersos em todos 0s cromossomos, com alguns blocos. F)
FISH com a sonda pCa06 em C. eugenioides. Note que a sonda pCa06 localizou blocos ¢
sinais dispersos co-localizados com a sonda pCa2l, porém pCa06 mostrou auséncia de
sinais em alguns cromossomos (ver setas). Barra =5 pym.
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Figura 7 — Distribui¢do do DNAr 45S e dos clones pCa2l e pCa06 nos cromossomos de C.

liberica var. dewevrei, C. kapakata, C. racemosa ¢ C. stenophylla. A) FISH com
DNAr 45S mostrando dois sitios terminais em C. liberica var. dewevrei. B-C) FISH
com as sondas pCa21 e pCa06 em C. liberica var. dewevrei, respectivamente. Note os
blocos proximais e co-localizados das duas sondas em somente quatro cromossomos
(ver setas). D) FISH com DNAr 45S mostrando quatro sitios terminais em C.
kapakata. Note as diferengas no tamanho dos sinais de DNAr 45S. E-F) FISH com as
sondas pCa2l e pCa06 em C. kapakata, respectivamente. Note que as sondas
mostraram blocos em poucos cromossomos, com sinais de pCa2l hibridizados em
cerca de metade dos cromossomos ¢ sinais de pCa06 na maioria dos cromossomos,
sendo alguns co-localizados (ver setas). G) FISH com DNAr 45S mostrando quatro
sitios terminais em C. racemosa. H-I) FISH com as sondas pCa2l e pCa06 em C.
racemosa, respectivamente. Note que as sondas mostraram blocos e sinais dispersos,
além de co-localizados na maioria dos cromossomos (ver setas). J) FISH com DNAr
45S mostrando quatro sitios terminais em C. stenophylla. Note as diferengas no
tamanho dos sinais de DNAr 45S. K-L) FISH com as sondas pCa21 ¢ pCa06 em C.
stenophylla, respectivamente. Note que as sondas mostraram sinais dispersos em cerca
de metade dos cromossomos, alguns co-localizados, porém a sonda pCa2l mostrou
maior numero de sitios de hibridagao (ver setas). Barra =5 m.
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Este estudo mostrou que as espécies de Coffea apresentam genoma rico em
heterocromatina ¢ DNA repetitivo. Esse artigo revela a importancia dos retroelementos na
constitui¢do genomica e cariotipica de Coffea, uma vez que o perfil de hibridag¢do in situ
apontou para a forte e comum ocorréncia das sequéncias presentes nos clones pCa21l e pCa06
nos cromossomos dessas sete espécies Coffea, exceto para C. liberica var. dewevrei. Os
estudos de GISH revelaram a dificuldade na determinagdo dos progenitores de C. arabica
(Raina et al. 1998; Lashermes et al. 1999), provavelmente porque o grupo apresenta genomas
semelhantes e, assim, partilham de familias repetitivas em comum. A FISH com elementos
repetitivos obtidos por DOP-PCR mostraram um padrdo disperso e coexisténcia ou ndo com
regides ricas em heterocromatina, indicando se tratar de familias distintas de DNA repetitivo.
Além disso, as espécies de Coffea mostraram variagdes no numero de sinais dispersos e
blocos com as sondas pCa2l e pCa06, podendo se tratar de familias de DNA repetitivo
diferentes. Esses retroelementos estariam presentes desde origem da especiagdo do género,
considerada recente (5-25 milhdes de anos) (Lashermes et al. 1996), ndo sendo responsaveis
por grandes modificagdes na estrutura cariotipica das espécies. Provavelmente esses
retroelementos seriam responsaveis pela elevada similaridade gendmica neste grupo de
plantas. Estes poderiam auxiliar nos estudos de GISH, sendo utilizados como DNA de
bloqueio, como sondas para monitorar bibliotecas BACs ¢ para estudos futuros de

reconhecimento, caracterizacao e funcionalidade dos retroelementos nos genomas de Coffea.
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