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Resumo

Apenas duas variedades de café sdo cultivadas comercialmente: Coffea arabica e Coffea
canephora. Sendo assim, espécies silvestres como Coffea racemosa constituem
importantes fontes de recursos genéticos e séo utilizadas no melhoramento das variedades
comerciais. A resisténcia a pragas e doencas é controlada por genes da planta que
codificam proteinas de resisténcia que interagem especificamente com proteinas de
viruléncia do patdégeno, acionando respostas de defesa. Analisando seus dominios
conservados, genes analogos de resisténcia (RGAs) sdo identificados por similaridade de
seqliéncias. Em varias espécies de plantas os RGAs possuem repeti¢cdes in tandem e estdo
organizados em clusters pelos cromossomos A hibridizacdo in situ fluorescente (FISH)
possibilita a localizagdo de RGAs nos cromossomos. Em C. racemosa, foi identificado o
RGA BS2, originalmente descrito em Capsicum chacoense. Observam-se sinais desse gene
nos cromossomos mitoticos metafasicos e nos meiodticos paquiténicos, entretanto esses
Ultimos ainda necessitam maior apuracdo. FISH em paquiteno é inédito em café e o
protocolo em desenvolvimento permitira o mapeamento de outros genes. Um estudo
comparativo dos RGAs nas variedades de café estd em progresso, visando a determinacao
da quantidade e distribuicdo desses genes em variedades diferencialmente resistentes a

patégenos.

Abstract

Worldwide only two varieties of coffee are commercially cultivated: Coffea arabica and
Coffea canephora. Therefore, wild species such as Coffea racemosa are essential for the
maintenance of genetic resources and are used on coffee genetic improvement. Resistance
to plagues and diseases in plants is controlled by R-genes, which produce proteins that
interact with specific virulence proteins of the pathogen thus starting the plant’'s defense
strategies. Resistance genes analogues (RGAs) can be identified by searching sequences

for their conserved domains. Also, in several plant species, RGAs are organized in clusters
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all over chromosomes. Fluorescence in situ hybridization (FISH) makes possible the location
of those genes in plant chromosomes. The BS2 resistance gene, first described in Capsicum
chacoense (Chile pepper), has been cloned from C. Arabica and identified by FISH in Coffea
racemosa. Signals could be seen in mitotic metaphasic and meiotic pachytene
chromosomes; however the meiotic signals are still unclear and need additional essays. This
is the first report of meiotic FISH in coffee chromosomes and further development of this
methodology will allow other genes to be hybridized. A comparative study to determine the
guantity and distribution of RGAs loci in different species and varieties of coffee is still in
progress. Since those species and varieties are differentially resistant to pathogens,
hopefully it will help to relate the distribution of R-genes families in the genome to the plant’s

resistance to different pathogens.

Introducéo

Das cerca 100 espécies de café existentes, apenas duas sdo cultivadas com fins
comerciais: Coffea arabica e Coffea canephora, senda a primeira a mais amplamente
utilizada nos cafezais e a Unica tetraploide (2n=44). As espécies silvestres sao diplbides
(2n=22). C. arabica apresenta baixa variacdo genética, sendo as espécies silvestres
importantes fontes de recursos genéticos para programas de melhoramento do café,
podendo adicionar as variedades comerciais atributos positivos. A espécie C. racemosa é
utilizada no programa de melhoramento genético do cafeeiro, ja que possui certa resisténcia
ao bicho mineiro (Leucoptera coffeella), enquanto que C. arabica e C. canephora séo
consideradas susceptiveis (GUERREIRO FILHO et al., 1999).

A resisténcia a pragas e doencas € frequentemente controlada por genes que conferem
altos niveis de resisténcia a genétipos especificos dos patdégenos. Atualmente se aceita o
modelo em que genes R (de resisténcia) especificos promovem a resisténcia interagindo
com genes de viruléncia (Avr) também especificos do patdégeno. Nos modelos mais simples,
0 gene R reconhece o Avr especifico acionando respostas de defesa. Frequentemente
essas respostas sdo caracterizadas pela morte das células infectadas e a acumulo de
substancias antimicrobianas no local. Os genes de resisténcia possuem frequentemente
repeticbes in tandem, estando localizados em clusters no genoma por motivos evolutivos
(HULBERT et al, 2001). Em café foram identificadas familias de RGAs (genes analogos de

resisténcia) em espécies resistentes ou suscetiveis a diferentes patdogenos (ORSI, 2002).

A técnica de hibridizag&o in situ fluorescente (FISH) tem possibilitado a localizagdo de
sequéncias de &cidos nucléicos in situ, sendo utilizada principalmente na localizagdo de

sequéncias repetitivas especificas de DNA ribossémico (rDNA) em cromossomos mitéticos



metafasicos(LOMBELLO & PINTO-MAGLIO, 2004). Como os cromossomos de café sdo
muito pequenos nessa fase, uma solucdo para melhorar a resolucdo dos sinais de
hibridizagéo € a utilizagdo do FISH em cromossomos meidticos paquiténicos. Esses séo
geralmente de 10 a 20 vezes mais longos e bivalentes, estando presentes quatro cépias do
genoma, fazendo com que os sinais produzidos pelas sondas figuem mais fortes. (WANG et
al, 2006).

Desse modo, espera-se que uma analise comparativa em diversas espécies e variedades
de café permita relacionar melhor a resisténcia e susceptibilidade a diferentes patdogenos
com a distribuicdo dos clusters de genes de resisténcia nos cromossomos. O objetivo neste
estudo é o mapeamento cromossémico de RGA BS2 (primeiramente identificado no genoma
de Capsicum chacoense e entdo clonado de C. arabica) através da técnica de hibridacao in
situ de acidos nucléicos fluorescente (FISH) em cromossomos mitéticos e meiodticos da

espécie C. racemosa.

Material e Métodos

O material utilizado provém de plantas silvestres da espécie diploide (2n=2x=22
cromossomaos) C. racemosa Lour. do banco de germoplasma do Instituto Agronémico (IAC),
com registro sob nimero 6593. Para as hibridizacdes de cromossomos paquiténicos sao
coletados ramos de botBes florais em diversos estdgios de maturacdo. Os ramos sao
colocados em camara Umida para que se inicie o processo de meiose. O progresso do
desenvolvimento dos botdes é acompanhado através de microscopia € 0s mesmos sao
coletados quando atingem o paquiteno. J4 para as hibridizagbes em cromossomos
mitéticos, raizes recém-germinadas sdo tratadas com paradiclorobenzeno (PDB) em
solucéo saturada por 2 a 4 horas a 16°C. Botdes e raizes séo fixados com uma solucao de

alcool: acido acético glacial 3:1 e sdo armazenados a -20°C.

As raizes e os botdes fixados sdo lavados em agua e tampdo citrato. Segue-se uma
hidrolise enzimatica (0,3% celulase, 0,3% citohelicase, 0,3% pectoliase) a 37°C por 15min
(raizes) ou por 5h(botdes). Em seguida, as anteras dos botdes e os meristemas das raizes
sdo dissecados e os espalhamentos cromossdmicos sao efetuados em laminas com acido
acético 60%. As laminulas sdo entao retiradas apds o congelamento com nitrogénio liquido
e o0s espalhamentos armazenados a -20°C. As laminas utilizadas séo pré tratadas com HCI

para melhor aderéncia do material.

As sondas utilizadas s&o amplificadas por PCR e marcadas com digoxigenina-11-dUTP com

o kit de Nick Translation Amersham. Apds a marcacdo das amostras é feito um teste de



deteccdo em membrana de nylon utilizando-se um anticorpo antidigoxigenina conjugado
com fosfatase alcalina e também uma verificacdo de integridade em gel de agarose,
assegurando assim a qualidade das sondas. Os cromossomos e a sonda sao desnaturados
com formamida a altas temperaturas e a hibridagdo ocorre overnight a 37°C. O protocolo
para hibridizacao in situ € o de (PINTO-MAGLIO et al, 2000).

Para a deteccao dos sinais € usado um anticorpo conjugado com o fluorocromo fluoresceina
(antidigoxigenina-FITC). A visualizacdo dos sitios de hibridizacdo decorre da excitagdo do
fluorocromo e emissdo de luz de comprimento de onda préprio. Os sinais sdo obtidos
através do uso de filtros de luz especificos para cada comprimento de onda, e a observacao

se d4 em microscopio de fluorescéncia.

Resultados e Discussao

Como pode-se observar na Figura 1.1, claros sinais de agrupamentos de genes de
resisténcia BS2 séo observados no complemento cromossomico de Coffea racemosa. Como
a sonda para esse gene foi feita considerando uma regido especifica da sequiéncia, ndo
sendo um dominio conservado, os sinais devem correspondem a clusters especificos

contendo repeticdes in tandem de sequéncias bem similares aquela da sonda.

Os sinais nos cromossomos mitéticos apresentaram padrdes muito similares e consistentes
de marcagOes entre si. Parece haver dois clusters bem proximos em cada um dos
cromossomos marcados. Ainda ndo € possivel afirmar se esse par de cromossomos
representado nas figuras 1.1 e 1.2 consiste em um par de homodlogos ou em dois
cromossomos diferentes. Entretanto, como o padrdo em ambos os cromossomos do par é
similar e também é pouco provavel que os clusters de genes de resisténcia sejam tao
diferentes entre os parentais a ponto de estarem em cromossomos diferentes, acredita-se

gue se tratem de homologos.

Nas células meidticas paquiténicas (Figura 1.3), cada par de cromossomos homélogos é
representado por um fio. Dessa forma, comparando o sinal mitético com o sinal meidtico é
possivel determinar com certeza se os clusters pertencem a cromossomos homélogos ou
nao. Contudo, as marca¢gdes no paquiteno ainda ndo estéo claras, aparecendo em varios
pontos de cromatina mais condensada e no nucléolo, variando entre células. Esses sinais
podem ser devidos a hibridacdo inespecifica da sonda ou a ligagdo inespecifica do
anticorpo. Como o protocolo para paquiteno € novo, tendo sido desenvolvido durante o

estudo, algumas providéncias como o0 aumento da temperatura de hibridizacdo e



experimentos controle com outras sondas e apenas com 0s anticorpos estdo sendo tomadas

para aperfeicoar 0 mapeamento do gene.

FIGURA 1. Sinais do gene BS2 nos cromossomos de Coffea racemosa. 1) A,
B e C sdo células mitéticas diferentes cujos cromossomos com sinais (setas)
foram selecionados. 2) Célula mitética em metafase contendo cromossomos
marcados, setas indicam os sinais. 3) FISH em cromossomo meiético em
paquiteno. Nucléolo e regides de cromatina mais condensada sdo mostradas
marcadas

Os estudos em mitose se mostraram eficientes na localizagdo de clusters de RGAs nos
cromossomos. Ja o protocolo para hibridizacdo in situ em paquiteno ainda precisa ser
aperfeicoado, mas tem grande potencial para se tornar uma importante ferramenta no

mapeamento génico de café devido a sua alta resolucéo.

Foi determinado que sequéncias similares ao gene de resisténcia BS2 existem em Coffea
racemosa. Os fortes sinais nos cromossomos mitéticos indicam que héa repeticdes
agrupadas dessas seqiiéncias, formando clusters. E provavel que a clusterizacio dos genes

Y

de resisténcias se devem a selecdo natural. E interessante que genes que conferem



resisténcia a determinados patégenos segreguem juntos nos processos de recombinacdo

que ocorrem na meiose.

Outros estudos futuros em diferentes espécies e variedades, abrangendo também mais
genes, permitirdo que a relagéo entre a distribuicdo dos grupos de RGAs e a resisténcia das
plantas a diferentes patdégenos seja melhor esclarecida, bem como 0s mecanismos

evolutivos que regem essas diferengas
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