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RESUMO: Nos ultimos anos o Brasil vem se destacando na pesquisa genética de cafeeiros, principalmente na area de
melhoramento. Recentemente, a pesquisa em biotecnologia de cafeeiros vem ganhando espaco devido aos trabalhos em
genOmica, estes trabalhos juntamente com estudos citogenéticos tém contribuido muito para o entendimento da
organizacdo gendmica em algumas espécies de Coffea. Neste género com mais de 100 espécies, as mais importantes
economicamente sdo Coffea arabica e C. Canephora. A primeira espécie é a unica e tetraploide (2n = 44) do género,
enquanto as demais sdo auto-incompativeis e diploides. Apesar das analises citogenéticas e moleculares indicarem que
C. arabica ¢ um anfidiploide, ainda existe dificuldade para se confirmar os seus parentais. Isto se deve possivelmente a
alta similaridade do genoma entre estas espécies de Coffea, uma possivel consequéncia da presenga de familias
repetitivas de DNA comuns a essas espécies. Porém, ainda sdo escassos os estudos sobre a distribui¢do e caracterizacao
de familias de DNA repetitivos em Coffea. Estes estudos limitam-se a identificar regides heterocromaticas e localiza¢do
de sitios de DNA ribossdmico (DNAr) 45S e 5S. Com relagdo aos elementos transponiveis (TEs), foi encontrado um
predominio de retrotransposons Copia ¢ Gypsy. Uma vez que a identificacdo e localizagdo destes elementos
transponiveis pode auxiliar a compreensdo da organizagdo gendmica das espécies de Coffea, o objetivo deste estudo foi
identificar a distribui¢do cromossdomica em C. arabica de trés elementos transponiveis. Para isso sondas de trés clones
contendo as sequéncias de elementos transponiveis, dois transposons MUDR e Tip100 (Ca_TE-009, Ca_TE-050) ¢ um
retrotransposon LTR deal (Ca_TE-079), foram hibridadas em Coffea arabica. Os resultados indicam uma distribui¢do
co-localizada entre os transposons analisados e regides terminais heterocromaticas, contudo o retroelemento possui uma
distribui¢@o mais dispersa. Estudos futuros serdo feitos para identificar a distribuigao destes elementos transponiveis nas
espécies consideradas progenitoras de C. arabica.

Palavras-chave: citogenética, Coffea arabica, elementos transponiveis, FISH

DISTRIBUTION OF TRANSPOSABLE ELEMENTS IN CHROMOSOMES OF COFFEA
ARABICA

Abstract: In recent years Brazil has been increasing its genetic research of Coffea, especially in the area of plant
breeding. Recently, research in Coffea biotechnology has gained ground due to genomics research , these works
together with cytogenetic studies have contributed greatly to the understanding of genome organization in some species
of Coffea. In this genus with over 100 species, the most important economically are Coffea arabica and C. canephora.
The first species is the only tetraploid (2n = 44) of the genus, while the others are self-incompatible and diploid.
Although cytogenetic and molecular analysis indicate that C. arabica is a allopolyploid, there is still difficulty to
confirm their parents. This may be due to high similarity of the genome between these species of Coffea, and a possible
consequence is the presence of families of repetitive DNA common to these species. However, there are still few
studies on the distribution and characterization of the families of repetitive DNA in Coffea. These studies are limited
only to identify heterochromatic regions and locate sites of ribosomal DNA 45S and 5S. With respect to transposable
elements (TEs) it has been found a predominance of Gypsy and Copia retrotransposons. Since the identification and
location of these transposable elements may aid the understanding of genomic organization of Coffea species, the
objective of this study was to identify the chromosome distribution in C. arabica of three transposable elements. To do
this, probes of three clones containing sequences of transposable elements, two transposon MuDR and Tip100 (Ca_TE-
009, Ca_TE-050) and an LTR retrotransposon deal (Ca_TE-079), were hybridized with Coffea arabica. The results
indicate a co-located distribution between the transposon and heterochromatic terminal regions, but the retrotransposon
deal showed a more dispersed distribution in the chromosomes. Future studies will be made for the identification of the
distribution of transposable elements in different Coffea species regarded as progenitor of C. arabica.
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Introducdo

O género Coffea L. (familia Rubiaceae, subfamilia Cinchonoideae, tribo Coffeae) é formado por mais de 100
espécies nativas das florestas tropicais da Africa e de Madagascar, das quais apenas Coffea arabica L., C. canephora
Pierre ex A. Froehner sdo utilizadas na produgdo da bebida, sendo as duas primeiras mais importantes economicamente
(Leroy et al., 2005). O Brasil ¢ o lider mundial em produgdo e exportagdo de café, com o segundo maior mercado
consumidor do grao (Vidal et al., 2010). Além desta importéncia econdmica, o Brasil também se destaca na pesquisa
genética de cafeeiros, principalmente na area de melhoramento. Recentemente a pesquisa em biotecnologia de cafeeiros
vem ganhando espago devido aos trabalhos em gendmica (Vidal et al., 2010; Mondego et al., 2011). O mapeamento
genético ¢ uma das ferramentas de biologia molecular mais importante para o auxilio no melhoramento de plantas.
Aliado a estes estudos, as analises cito-moleculares tém contribuido muito para o entendimento da organizacdo
gendmica em algumas espécies de Coffea (Lashermes et al., 1999; Hamon et al., 2009; Yuyama, 2010).

Coffea arabica ¢ uma espécie autogama e a Ginica tetrapldide (2n = 44) do género, enquanto as demais sdo
auto-incompativeis e diploides (Berthaud & Charrier, 1988). Estudos citogenéticos e moleculares indicam que C.
arabica é um anfidiploide formado a partir da hibridacdo dos genomas de C. eugenioides ¢ C. canephora ou C.
congensis Frohner (Raina et al., 1998; Lashermes et al., 1999). A dificuldade para identificar os parentais de C. arabica,
pode ser devido a alta similaridade do genoma entre estas espécies de Coffea, como mostrado por Lashermes et al.
(1999), que pode ser, em parte, uma consequéncia da presenga de familias repetitivas de DNA comuns a essas espécies.
Contudo, sdo escassos os estudos sobre a distribuigdo e caracterizagdo de familias de DNA repetitivos em Coffea.

As sequéncias repetitivas podem ser classificadas em dois grandes grupos, de acordo com sua organizagdo e
disposicao nos genomas. O primeiro grupo inclui sequéncias em tandem, 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 mobilizag¢do no genoma
de um organismo, podendo produzir mutagdes instaveis, dependendo do local de insercdo. Esses elementos sdo
classificados de acordo com a similaridade da sequéncia e 0 modo de transposi¢do, podendo ser por meio de DNA
(transposons) ou a partir de RNA (retrotransposons) (Charlesworth et al., 1994; Kubis et al., 1998).

Os estudos de DNAs repetitivos no género se concentram na localizacdo de sitios de DNAr 45S e 5S. Hamon
et al. (2009) mostraram que o numero de segmentos de DNAs ribossdémicos (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 45S e dois sitios de 5S, enquanto que as
espécies da Africa Ocidental e Central, como C. canephora e C. congensis mostraram dois sitios de 45S e quatro sitios
de 5S. Coffea arabica apresentou seis sitios de 45S e quatro de 5S. Variagdes no numero de sitios de DNAr 45S
também foram observados por Yuyama et al. (2010), estes autores encontram dois sitios de hibridagdo em C. canephora
e C. liberica var. dewevrei, quatro sitios em C. eugenioides, C. kapakata, C. racemosa e C. stenophylla e também seis
sitios em C. arabica, todos terminais e coincidentes com regides heterocromatica ricas em CG (bandas CMA;"). Com
relagdo aos elementos transponiveis (TEs), o principal estudo em larga escala (Lopes et al., 2008), baseado em
seqiiéncias expressas, observou que as superfamilias mais abudantes de retrotransposons foram Copia e Gypsy, que
correspondem ao principal componente do genoma em plantas (Kumar & Bennetzen, 1999). Apesar destes estudos, a
caracterizagdo citogenética de TEs para as espécies de Coffea é, até 0 momento, limitada. Uma vez que a identificacdo e
localizagdo destes elementos transponiveis pode auxiliar a compreensdo da organizacdo gendmica das espécies de
Coffea, o objetivo deste estudo foi identificar a distribuicdo cromossémica em C. arabica de trés elementos
transponiveis: um retroelemento (deal) e dois transposons de DNA (MuDR e Tip100).

Materiais e Métodos

As plantulas de C. arabica var. typica utilizadas no estudo foram fornecidas pelo Instituto Agrondmico do
Parana (IAPAR), Londrina, Parana, e cultivadas em tubetes no viveiro de mudas do Laboratério de Biodiversidade e
Restauragdo de Ecossistemas (LABRE) na Universidade Estadual de Londrina. Para a obten¢do de laminas foram
utilizados meristemas radiculares pré-tratados, com uma solugdo 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 (3:1, v:v) e
diretamente utilizadas no preparo de laminas ou mantidas a -20 °C até o uso.

As hibridagdes in situ (FISH) foram feitas como descrito por Vanzela et al. (2002). Para o preparo das laminas
as raizes foram digeridas em uma solugdo enzimatica contendo celulase 4% (m:v) e pectinase 40% (v:v) a 37°C,
dissecadas em uma gota de acido acético 60% e esmagadas. Apos a confeccdo da lamina, o material foi tratado com
RNAse (100 pg/mL) e desidratadas em uma série alcodlica (70% e 100%). Os clones contendo as sequéncias de
elementos transponiveis foram obtidos por Lopes et al. (2011). Trés clones contendo as sequéncias de elementos
transponiveis, dois transposons MuDR e Tip100 (Ca_TE-009, Ca_TE-050) e um retrotransposon LTR deal (Ca_TE-
079), foram utilizados como sonda para a FISH. Estes clones (plasmideos) foram marcados com biotina-14-dATP por
nick translation. Sobre cada lamina foi aplicada uma mistura de hibridagao (31 pL) contendo 5 pL de sonda marcada
(100 a 200 ng), 15 pL de formamida a 50%, 6 uL de polietilenoglicol a 50%, 3 pL de 20x SSC (pH 7,0), 1 uL de DNA
de timo de bezerro fragmentado (100 ng) ¢ 1 pL SDS a 10%. A mistura de hibridag@o foi desnaturada a 70 °C ¢ a
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hibridagao foi feita a 37 °C por pelo menos 12 h em uma cdmara iimida. As lavagens p6s-hibridagdo foram feitas em 2x
SSC, formamida a 20% em 0,1x SSC, 0,1x SSC e 4x SSC/Tween 20 2%, todas a 37 °C. As sondas foram detectadas
com avidina/FITC 1:100 (v:v) em BSA 50%. As lavagens pos-detec¢do foram feitas em 4x SSC/Tween 20 2%, em
temperatura ambiente. As laminas foram montadas com solugdo 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 pL de 2 pg/mL DAPI.

As analises citogenéticas foram feitas em pelo menos cinco metafases para cada sonda e as imagens 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 (sonda). As
imagens foram otimizadas para o melhor contraste e brilho, utilizando o software Adobe Photoshop CS.

Resultado e Discussao

Os resultados revelaram sinais terminais e intersticiais, com as trés sondas, em vdarios cromossomos de C.
arabica (2n = 44). A hibridagéo in situ (FISH) com a sonda Ca_TE-009 (com o transposon MuDR) mostrou sinais
terminais em 18 cromossomos e apenas um par cromossomico exibiu sinais intersticiais (Fig. 1A). A hibridagdo in situ
com a sonda Ca_TE-050 (com o transposon Tip100) revelou sinais terminais em 10 cromossomos, sendo que em um
par cromossdmico dois sinais foram observados (Fig. 1B). A sonda Ca_TE-079 (com o retroelemento deal) revelou
sinais em 24 cromossomos, estes sinais apareceram mais dispersos ao longo dos cromossomos, com dois pares
revelaram fortes sinais terminais e outros dois revelaram sinais pericentromerico (Fig. 1C).

A maioria dos sinais de hibridagdo em C. arabica, obtidos com a sonda Ca TE 009 e Ca TE-050 esta
localizada na regido terminal dos cromossomos, possivelmente coincidindo com regides de heterocromatina CG', pois
C. arabica possui varios cromossomos com regides terminais heterocromaticas (Hamon et al., 2010; Yuyama, 2010).
Além desta co-localizagdo, houve uma variagdo no namero de sitios entre MUDR ¢ Tip100, com predominio de MuDR
em relacdo a Tipl100. O retroelemento deal, apesar dos sinais também terminais, exibiu uma maior quantidade de sinais
intersticiais. Yuyama (2010) estudou a distribui¢do de um fragmento do retroelemento Ty3-gypsy-like, em sete espécies
de Coffea, entre elas C. arabica, e encontrou um padrdo de distribui¢do disperso e coexisténcia ou ndo com regides
ricas em heterocromatina, para esta espécie. Contudo, segundo a autora esses retroelementos ndo foram responsaveis
por grandes alteragdes na organizacdo dos caridtipos, das espécies por ela estudadas.

CONCLUSOES

Ainda sdo escassos na literatura dados de distribuicdo de elementos transponiveis em Coffea, os resultados
indicam uma distribui¢do co-localizada entre os transposons analisados e regides terminais heterocromaticas, contudo o
retroelemento possui uma distribuicdo mais dispersa. Estudos futuros serdo feitos para identificar a distribui¢do destes
elementos transponiveis nas espécies consideradas progenitoras de C. arabica. Os estudos de FISH revelaram a
dificuldade na determinagdo dos progenitores de C. arabica, provavelmente porque o grupo apresenta genomas
semelhantes e, assim, partilham de familias repetitivas em comum. Portanto, a identificagdo destas familias em muito
podera auxiliar nos estudos de caracterizagdo gendmica em Coffea.

Figura 1. A) FISH com a sonda Ca_TE-009, contendo o transposon MuDR, em prometafase de Coffea arabica. As
setas apontam os sinais intersticiais. B) FISH, com a sonda Ca_TE-050, contendo o transposon Tip100, em prometéafase
de Coffea arabica. As setas apontam para os cromossomos que possuem dois sinais de hibridagdo. C) FISH com a
sonda Ca_TE-079 contendo o retroelemento deal, em metafase de Coffea arabica. Note os sinais dispersos nos
cromossomos. As setas apontam os sinais pericentroméricos. Barra = Sum.
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