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RESUMO

SARAIVA, Verénica da Costa, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de
2022. Mapeamento citogenético comparativo dos genes DXMT1 e DXMT2 da via
de biossintese da cafeina em Coffea L. Orientador: Wellington Ronildo Clarindo.

A rota biossintética da cafeina é regulada por diferentes genes da familia N-
metiltransferases (NMTs). Dentre eles, os genes DXMT1 e DXMTZ2 codificam
enzimas que atuam na ultima reacao da via, convertendo a teobromina em cafeina.
Vinte e trés genes NMTs sao encontrados em espécies de Coffea. No entanto,
estudos citogendmicos baseados no mapeamento fisico desses genes ainda néo
foram realizados em Coffea ou em outras espécies vegetais. Esses estudos podem
fornecer informacdes sobre a organizacao genémica e evolucao das espécies, como
Coffea eugenioides, Coffea canephora e Coffea arabica. Desse modo, nosso
objetivo foi mapear os genes DXMT1 e DXMT2, utilizando uma unica sonda, nos
cromossomo mitéticos de Coffea diploides (C. eugenioides e C. canephora) e do
alotetraploide verdadeiro (C. arabica). A sequéncia utilizada como sonda para
mapear os genes foi sequenciada. Com base nos dados de sequenciamento, a
similaridade em relacdo as sequéncias dos genes DXMT1 e DXMTZ2 foi confirmada.
Os cariotipos dos Coffea diploides apresentaram 2n = 2x = 22 cromossomos € 0
alotetraploide 2n = 4x = 44 cromossomos. Por meio da sonda de 400 pb, nés
mapeamos simultaneamente as sequéncias dos genes DXMT1 e DXMTZ2. Dois
sinais de hibridizagdo foram identificados em C. eugenioides para o gene DXMT1 e
dois sinais para o gene DXMT2 em C. canephora. O cari6tipo de C. arabica
apresentou quatro sinais de hibridizacdo, dois sinais para o gene DXMTT1
possivelmente herdado de C. eugenioides, e dois para o0 gene DXMTZ2 proveniente
de C. canephora. Todos os sinais de hibridizacdo estavam localizados em
cromossomos submetacéntricos na regido intersticial do brago longo. A presenga
de uma copia do gene DXMT1 em C. eugenioides, uma do gene DXMT2 em C.
canephora e duas copias em C. arabica, sendo uma do gene DXMT1 e outra copia
do gene DXMTZ2 fornece evidéncias adicionais para a origem de C. arabica.
Portanto, os resultados fornecem a base para a realizagdo de outras abordagens
genbmicas e evolutivas no género Coffea. Além disso, nosso estudo contribui para
a caracterizacdo citogenémica de Coffea e também para outras espécies que



possuem os genes NMTs envolvidos na biossintese da cafeina.

Palavras-chave: Mapeamento fisico. Café. Citogenémica comparativa. metabolismo

secundario. Sequenciamento. Mapa genético.



ABSTRACT

SARAIVA, Verénica da Costa, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, August 2022.
Comparative cytogenetic mapping of the DXMT1 and DXMT2 genes of the
caffeine biosynthesis pathway in Coffea L. Advisor: Wellington Ronildo Clarindo.

Caffeine biosynthesis is regulated by genes of the N-methyltransferases (NMTs)
family. Among them, the DXMT1 and DXMTZ2 genes encode enzymes that act in the
last reaction of the pathway, converting theobromine into caffeine. Twenty-three
NMTs genes are found in the genome of Coffea species. However, cytogenomic
studies based on the physical mapping of these genes have not yet been carried out
in Coffea or other plant species. These studies can provide information about the
genomic organization and evolution of species, such as Coffea eugenioides, Coffea
canephora and Coffea arabica. Thus, we aimed to map the DXMT1 and DXMT2
genes, using a single probe, on the mitotic chromosomes of diploids (C. eugenioides
and C. canephora) and true allotetraploid (C. arabica) Coffea. The sequence used
as probe to map the genes was sequenced. Based on the sequencing data, the
similarity was confirmed in relation to the DXMT1 and DXMTZ2 genes. The karyotypes
of the diploid Coffea showed 2n = 2x = 22 chromosomes, and the allotetraploid 2n =
4x = 44 chromosomes. Using the 400 bp probe, we simultaneously mapped the
DXMT1 and DXMT2 gene. Two hybridization signals for the DXMT1 gene were
identified in C. eugenioides and two signals for the DXMT2 gene in C. canephora. C.
arabica karyotype showed four hybridization signals, two signals for the DXMTT1
gene possibly inherited from C. eugenioides, and two for the DXMTZ2 gene from C.
canephora. All hybridization signals were mapped in the interstitial region of the long
arm of a submetacentric chromosome. The presence of one copy of the DXMTT
gene in C. eugenioides, one copy of the DXMT2 gene in C. canephora, and two
copies in C. arabica, one of the DXMT1 gene and the other copy of the DXMT2 gene,
provides additional evidence for the true allotetraploid origin of C. arabica. Therefore,
the results provide the basis for further genomic and evolutionary approaches in the
Coffea genus. In addition, our study contributes to the cytogenomic characterization
of Coffea, as well as other species that have NMTs genes involved in caffeine
biosynthesis.



Keywords: Physical mapping. Coffee. Comparative cytogenomics. Secondary
metabolism. Sequencing. Genetic map.
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INTRODUCAO

Coffea L. é um género com grande representatividade dentro da familia
Rubiaceae, compreendendo cerca de 124 espécies nativas da Africa e ilhas do
Oceano indico, estendendo-se ao sul e sudeste da Asia e Australasia. O género
Coffea tem origem recente de 7,87 Mya, sendo a regido central Africana o principal
centro de diversidade de espécies de Coffea (Tosh et al. 2013). As espécies do
género Coffea apresentam numero basico de cromossomos x = 11, sendo quase
todas diploides com 2n = 2x = 22 cromossomos. Coffea arabica L. € o Unico
alotetraploide do género, com 2n = 4x = 44 cromossomos (Hamon et al. 2017). O
evento de hibridagao natural que originou C. arabica ocorreu possivelmente entre
Coffea canephora Pierre ex A. Froehner e Coffea eugenioides S. Moore (Lashermes
et al. 1999; Clarindo e Carvalho 2009).

Nas ultimas décadas, Coffea tornou-se um género de grande interesse
econOmico, sendo utilizado principalmente para produgédo de café. O café € uma
das bebidas mais importantes do mundo, com aproximadamente 2,25 bilhdes de
xicaras consumidas diariamente (Denoeud et al. 2014). O interesse econémico
mundial esta baseado principalmente em duas espécies: Coffea arabica que
corresponde a 70% da producéo, e C. canephora que representa 30%. Atualmente,
as espécies de Coffea sdo encontradas em mais de 70 paises de regides tropicais
e subtropicais distribuidas pela América do Sul e Central, Asia e Africa (Vieira et al.
2019). A diferenca na maior producgéo de C. arabica em relacédo a C. canephora se
da principalmente pelo fato de C. arabica ser uma espécie que gera uma bebida de
alta qualidade, aroma marcante, menor amargor, suave e com menor teor de
cafeina, sendo dessa forma mais apreciado pelos consumidores. A bebida de C.
canephora € menos aromdtica, densa, sabor mais amargo e com elevado teor de
cafeina (Huded et al. 2020).

No género Coffea, a presenga da cafeina é de grande interesse,
principalmente nos graos de café, em virtude do impacto na qualidade da bebida
(Kato et al. 2009). A cafeina (1,3,7-trimetilxantina) é membro de um grupo de
compostos conhecidos coletivamente como alcaloides purinicos, derivados da
xantosina (Leibrock et al. 2022). A cafeina é um metabdlito secundario encontrado
em quase 100 espécies de plantas pertencentes aos géneros Camellia, Coffea,
Theobroma e Paullinia (Kato e Nakayama 2017). A principal via de biossintese da
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cafeina ocorre a partir da xantosina (Denoeud et al. 2014). A via envolve trés etapas
de metilacdo catalisadas por N-metiltransferases (NMTs) dependentes de S-
adenosil-1-metionina (SAM) e uma reacgao de nucleosidase. A primeira etapa na via
biossintética da cafeina é a conversdo da xantosina em 7-metilxantosina por uma
N-metiltransferase dependente de SAM. A 7- metilxantosina é hidrolisada por uma
nucleosidase em 7-metilxantina, a qual € metilada no 3-N em teobromina (3,7-
dimetilxantina). Em seguida, a 3,7-dimetilxantina € metilada no 1-N formando a
cafeina (Ashihara et al. 2008; Perrois et al. 2015).

As enzimas NMTs envolvidas na biossintese da cafeina sao codificadas por
diferentes genes NMTs. No genoma de Coffea, os genes NMTs pertencem a uma
Unica familia que agrupa 23 genes que codificam enzimas que atuam na via
biossintética da cafeina (Denoeud et al. 2014). Os diferentes genes envolvidos na
biossintese da cafeina possuem sequéncias genémicas que variam de 1.829 a
2.063 bp, bem como o mesmo numero de éxons e introns, sendo 4 e 3
respectivamente (Denoeud et al. 2014). Ademais, suas sequéncias exibem alta
similaridade (>80%) entre si (Perrois et al. 2015). A andlise filogenética realizada
com diferentes N-metiltransferases envolvidas na sintese da cafeina evidenciou que
os NMTs estdo agrupados em trés clusters que correspondem, respectivamente, a
XMT (xantosinometiltransferase), MXMT (7- metilxantina methyltransferase) e
DXMT (3,7-dimetilxantina methyltransferase) (Perrois et al. 2015).

Em espécies do género Coffea, como C. canephora, trés genes para N-
metiltransferases foram identificados, com base em dados de sequenciamento, e
localizados duas regides distintas: 0 DXMTZ2 no cromossomo 1 e os genes XMT1 e
0 MXMT1 no cromossomo 9 (Denoeud et al. 2014). No genoma de C. arabica foram
identificados seis genes relacionados a via de biossintese da cafeina, sendo: XMT,
XMT2, MXMT1, MXMT2, DXMT1 e DXMT2. Os genes ortdlogos XMT1, MXMT1 e
DXMTZ2 encontrados em C. arabica foram herdados de C. canephora, enquanto o0s
XMT2, MXMT2 e DXMT1 foram provavelmente herdados do progenitor C.
eugenioides (Perrois et al. 2015).

Genes de copia unica, sequéncias com poucas cépias no genoma e
sequéncias repetitivas podem ser identificadas pela construcdo de mapas
citogenéticos. Com base nos mapas citogenéticos, a evolugdo dos genomas de
plantas vem sendo investigada e caracterizada. Em Coffea, 0 mapeamento
citogenético foi conduzido para as sequéncias repetitivas (repeatoma) de rDNA 5S e


https://internal-journal.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2020.551288/full#B12
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455 (18S e 26S), sendo importante para discriminagdo de cromossomos e
entendimento da organizagdo evolutiva do género (Hamon et al. 2009). O
mapeamento de gene rDNA 58S realizado nos diploides C. canephora e C. eugenioides
exibiu a presenca de um loci na porcéao intersticial do brago longo do cromossomo 4
para C. canephora, e na por¢ao pericentromeérica do brago longo do cromossomo 8
em C. eugenioides (Sattler et al. 2022).

A distribuicdo cromossGmica de outras sequéncias do repeatoma, dois
transposons (MuDR e Tip100) e um LTR-retroelemento (Del 1), foi avaliada em C.
canephora, C. eugenioides e C. arabica. Os sinais de hibridizacdo dos elementos
mébveis foram mapeados predominantemente nas porgbes teloméricas em C.
eugenioides e C. canephora, e por¢cdes intersticiais, em maior nimero, em C. arabica.
Del 1 apresentou sinais de hibridizagdo mais dispersos nas trés espécies (Lopes et al.
2013). O mapeamento citogenético de retrotransposons LTR Ciganos comuns nos
centrdbmeros dos cromossomos de plantas também foi realizado em Coffea. O
mapeamento trouxe um direcionamento sobre a composicdo das regides
centroméricas no género Coffea, e também evidéncias genémicas acerca da relacao
de parentesco de C. arabica com seus dois progenitores (Nunes et al. 2018).

Em outras espécies de plantas, a citogendmica vem avangando no
mapeamento de genes de cdpia Unica. A primeira tentativa de mapeamento de genes
de cépia Unica em plantas foi realizada em Petroselinum crispum L. (Huang et al.
1988). O mapeamento citogenético de sequéncias especificas foi conduzido para
Allium cepa L. e Allium fistulosum L., envolvendo a localizagdo de genes membros da
familia multigénica da alinase (Khrustaleva et al. 2019). Em Triticum aestivum L. e
Triticum turgidum L., genes que conferem resisténcia a toxicidade do aluminio foram
mapeados (Oliveira e Maglio 2020). Os genes Glh, Bph-3 e Xa-5 identificados em
Oryza sativa L. foram mapeados em Oryza granulata Nees et Arn. Ex Watt.

Dessa forma, considerando a importdncia do mapeamento citogenético na
gendmica, 0 nosso obijetivo foi construir um mapa citogenético do gene DXMT1 em C.
eugenioides, do DXMT2 em C. canephora, e dos genes DXMT1 e DXMT2 em C.

arabica .
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MATERIAL E METODOS

Material biolégico

Folhas de individuos das espécies C. canephora, C. arabica e C. eugenioides
(doadores de explantes) foram coletadas de plantas cultivadas em casa de vegetacao
na Universidade Federal de Vigcosa (UFV), Minas Gerais, Brasil. As plantas foram
desinfestadas com solugcdo contendo 10,0 mL L' Assist (Basf®, Brasil), 1,0 g L'
Curathane (Dow AgroSciences®, Brasil), 2,0 g L' Agri-micina PM (Pfizer®, Brasil) e
0,5 mL L' Ethion 500 (Bayer Crop- Science®, Brasil). Apos 24 h da desinfestacéo, as
folhas foram coletadas e lavadas superficialmente com detergente liquido e mantidas
em agua corrente por 2 h. Em seguida, as folhas foram desinfestadas em camara de
fluxo laminar com etanol 70% (Merck®) por 1 min e solucdo contendo 500 mL de
hipoclorito de sodio (Merck®), 500 mL de dH=20 estéril e 10 gotas L' de Tween 20
(Sigma®) por 20 min. Finalizando, as folhas foram lavadas por trés a quatro vezes
em dH20 estéril (Clarindo et al. 2012).

Estabelecimento das suspensébes de agregados celulares

Fragmentos das folhas desinfestadas (~2 cm?) de cada Coffea doadora de
explante foram inoculados em placas de Petri, 60 x 15mm (Prolab®, Brasil) contendo
o meio de inducao de calo friavel. O meio de inducao de calo friavel utilizado foi
idéntico ao proposto por Sanglard et al. (2019). Trinta placas de Petri para cada
Coffea com cinco fragmentos foram mantidas no escuro a 22 + 2°C por 90 dias para
inducao de calos friaveis. Decorrido os 90 dias, 0,5 g de calos fridveis foi transferido
para Erlenmeyers contendo 30 mL de meio liquido. A composicado do meio liquido foi
semelhante ao meio de inducéo, diferindo na auséncia do Phytagel (Sigma®). Os
Erlenmeyers foram mantidos no escuro a 25 £ 2°C em agitador orbital a 100 rpm,
ocorrendo seis subcultivos a cada 15 dias para estabelecimento das suspensdes de
agregados celulares (SAC), que foram utilizadas para obtencdo de nudcleos e
cromossomos (Sanglard et al. 2019).

Sete dias ap6s o sexto subcultivo, as SAC foram tratadas com 4 yM do agente

anti-tubulinico amiprophos-metil e mantidas no escuro, em agitador orbital a 100 rpm
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e 25 £ 2°C por 8 h. As SAC foram fixadas em solugao de metanol: 4cido acético (3:1)
com trés trocas de 10 min cada e mantidas a -20°C. Posteriormente, as SAC foram
novamente lavadas em dH20 por trés vezes 10 min cada e maceradas por 2 h a 36°C
em pool enzimatico (0,5% celulase, 0,5% hemicelulase Sigma®, 0,5% macerozyme
Orozuka R10 Yakult) diluido em dH20 na proporgéao 1:10 (pool enzimatico: dH20).
Apo6s a maceragao, as SAC foram lavados em dH20 e fixados em 3:1 metanol:acido
acético e armazenado a -20°C. A partir das SAC maceradas as laminas foram
preparadas por meio das técnicas de dissociacao celular e secagem ao ar (Clarindo
e Carvalho 2006).

Amplificagdo genémica para caracterizagdo dos genes relacionados a cafeina

O DNA genbmico de C. eugenioides, C. canephora e C. arabica foi extraido
utilizando o kit GenElute™ Plant Genomic DNA Miniprep (Sigma®). A concentragao
e pureza do DNA foram avaliadas por espectrofotometria usando NanoDrop
(Invitrogen), e a integridade do DNA foi verificada por eletroforese em gel de agarose
a 15%. Os primers DXMT-C sense 5-CAGGGACATCTGGAGGAAGA-3' e
antisense: 5-GCTTTTTGGCGAGAGAAATG-3’, foram desenhados a partir de uma
regido consenso obtida do alinhamento das sequéncias completas dos genes
DXMT1 e DXMT2 (3,7- dimetilxantina methyltransferase) disponiveis no National
Center for Biotechnology Information (NCBI) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

As sequéncias foram amplificadas em reagdes de PCR utilizando DNA
gendmico de C. eugenioides gerando uma sonda de 400 pb. A mistura da reacao de
amplificacédo foi composta por 0,5 uM de cada primer, 100 ng de DNA genémico, 200
MM de cada ANTP (Promega), tampao de reacao 1x (lnvitrogen), 2 mM MgS04
(Invitrogen) e 2,5 U Platinum® Taq DNA Polimerase High Fidelity (Sigma®) para um
volume final de 30 pL. As condi¢des da PCR no termociclador foram: desnaturacao
inicial a 95°C por 2 min; 30 ciclos de desnaturagéo a 95°C durante 1 min; anelamento
a 45°C por 45 seg; extensdo a 68°C por 1 min; e extensao final a 72°C por 2 min. Os
produtos de amplificagdo foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1,5%,
purificados por meio de E-gel® SizeSelect (Invitrogen) e quantificados pelo Qubit™
(Invitrogen).

A sequéncia alvo de DNA foi amplificada via PCR para gerar a sonda DXMT

usando os primers DXMT-C. A reacao de producao da sonda consistiu em 1,25 U de


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Platinum® Tag DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen); 1x do tamp&o de reacéo
da enzima (Invitrogen); 1,8 mM de MgSOas (Invitrogen), 0,2 mM de dATP, dCTP,
dGTP e 0,15 mM de dTTP; 0,05 mM de Chromatide® Alexa Fluor® 488-5-dUTP; 0,5
MM de cada primer e 100 ng do DNA molde amplificado, um volume final de 20 pL
para cada reacdo. A reagdo de marcagao foi conduzida na mesma condigao de
reacao de PCR estabelecida para a amplificacao.

Laminas contendo cromossomos metafasicos e nucleos foram lavadas em
tampao fosfato salino (PBS 1X) por 5 min, fixadas em solugdo de formalina 4% por
10 min, lavadas novamente com PBS 1X por 5 min em temperatura ambiente e
desidratadas em série alcodlica (70%, 85% e 100%) por 5 min cada a -20°C. A
desnaturacdo dos cromossomos € nucleos foi realizada em tampao de formamida
70% em solugéo salina de citrato de sodio (SSC 2X) a 67°C por 3 min, seguida
novamente de série alcodlica gelada (70%, 85% e 100%) por 3 min cada. A mistura
de hibridizagdo consistiu em formamida 50%, SSC 2x e 200 ng da sonda marcada.
A desnaturacao a 85°C por 5 min em termociclador MJ e imediatamente colocada no
gelo.

As laminas foram incubadas com 35 uL da mistura de hibridizagdo, coberta
com laminulas de plastico HybriSlip™ (Sigma®) e seladas com cola Rubber Cement
(Elmer’s®). A hibridizacéo foi conduzida no equipamento ThermoBrite™ (StatSpin®)
a 37°C por 24 h. Posteriormente, as laminas foram submetidas a lavagem de
estringéncia realizada a 37°C em solugcao SSC 2X por 5 min. As metafases e os
nucleos foram contracoradas com 40% glicerol + 4',6-diamidino-2-fenilindol (Soares
et al. 2020).

Os nucleos e metafases foram capturados com uma camera digital 12-bit CCD
(Olympus®) acoplada a um fotomicroscépio Olympus BX-60 equipado com iluminagao
de campo claro, epifluorescéncia e objetiva de imersédo (100x, NA = 1,4). As imagens
foram capturadas na exposicao de 1.8 e processadas no software Image-Pro Plus 6,1
(Media Cybernetics, Inc).

Sequenciamento dos produtos de amplificagdo

As reacoes de PCR para sequenciamento foram feitas para um volume total
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de 50 pL e consistiram em 0,5 yM de cada primer, 200 ng de DNA amplificado e
purificado, 200 uM de cada dNTP (Promega®), 1,3 mM de MgClz2, 1X de tampao
Colorless GoTag® Flexi (Promega®) e 1 U da enzima de Platinum® Tag DNA
Polymerase High Fidelity (Invitrogen). As condigbes da PCR foram as mesmas
utilizadas para a amplificagcao das sequéncias e producédo das sondas. A purificacao
das amostras foi realizada com o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega®). A concentracio e pureza do produto de PCR foram determinadas por
espectrofotdmetro NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific®), e sua integridade foi
avaliada por eletroforese em gel de agarose 1,5%. Os produtos de PCR purificados
foram enviados para sequenciamento pelo método de Sanger na empresa ACTGene
Andlises Molecular, Brasil. A similaridade da sequéncia foi realizada usando o
software Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGAX - versédo 11, 64-bit) e
pelo banco de dados NCBI GenBank.
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RESULTADOS

Uma unica sonda DXMT construida a partir do primer DXMT-C, com 400 pb,
foi utilizada na hibridizagéo in situ fluorescente em nucleos interfasicos e metéafases
de Coffea. Os nucleos interfasicos foram utilizados para identificar o numero de
copias dos genes DXMT1 e DXMT2 em Coffea. Dessa forma, dois sinais de
hibridizacao foram identificados em quinze nucleos interfasicos de C. eugenioides e
em 8 de C. canephora. Os sinais identificados mostram que C. eugenioides possui
uma cépia do gene DXMTT1, assim como C. canephora apresenta uma copia do gene
DXMT2. Em C. arabica, quatro sinais de hibridizacdo foram identificados em 8
nucleos interfasicos, indicando que essa espécie possui uma copia do DXMT1 e outra
do DXMT2. A hibridizag&o in situ realizada nos nacleos interfasicos das trés espécies
confirmaram o numero de coOpias dos genes DXMT1 e DXMTZ2, demonstrando
também a reprodutividade e especificidade da sonda utilizada para os genes DXMTT
e DXMT2 (Figura 1).
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C. eugenioides

C. canephora

C. arabica

Figura 1: Nucleos interfasicos de Coffea exibindo sinais de hibridizacdo para o
genes da cafeina (DXMT1e DXMT2). C. eugenioides com dois sinais para o gene
DXMTT1, C. canephora com dois sinais do gene DXMT2 e C. arabica com quatros
sinais, sendo dois para o gene DXMTT1 e dois para DXMTZ2. Barra: 10 um.

As metafases dos diploides C. eugenioides e C. canephora apresentaram 2n
= 2X = 22 cromossomos, e as do alotetraploide C. arabica (2n = 4x = 44
cromossomos), confirmando o nivel de ploidia das trés espécies. Sequéncias dos
genes DXMT1 e DXMTZ2 foram mapeadas, pela primeira vez, em metafases de
Coffea. Dois sinais de hibridizagado foram obtidos para o gene DXMT1 em metafases
de C. eugenioides e dois sinais para o gene DXMT2 em C. canephora. Quatro sinais
de hibridizacdo foram observados no cariétipo de C. arabica, sendo dois sinais para
o gene DXMTT1 e dois sinais para DXMT2 em diferentes pares cromossémicos.
(Figura 2).



C. eugenioides

C. canephora

C. arabica

Figura 2: Mapeamento de sequéncias dos genes DXMT1 e DXMT2 em
cromossomos metafasicos de Coffea. C. eugenioides exibindo dois sinais do gene
DXMTT1, C. canephora dois sinais para o gene DXMTZ2 e C. arabica quatros sinias,
sendo dois sinias para o gene DXMTT e dois sinais para DXMT2. Barra 10 pym.
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Noés observamos que os cromossomos de C. eugenioides, C. canephora e C.
arabica exibiram sinais de hibridizagdao para a sonda na regido intersticial do braco
longo de um par cromossémico de C. eugenioides, um par em C. canephora e em

dois pares cromossémicos de C. arabica (Figura 3).

C. eugenioides C. canephora C. arabica

Figura 3. Cromossomos metafasicos com sinais de hibridizacao das sequéncias do
gene DXMT1em C. eugenioides, do gene DXMT2 em C. canephora e em C. arabica
para DXMT1 e DXMT2. Os sinais estdo localizados na regiao intersticial do brago
longo. Barra: 5 ym.

A sonda gerada a partir do DNA genémico de Coffea foi sequenciada e sua
similaridade verificada no MEGAX e pelo banco de dados NCBI GenBank, usando a
funcédo de Busca de Alinhamento Local Basico (BLAST). O alinhamento realizado no
MEGAX demonstrou similaridade de 95,75% e 96,69% para as sequéncias sense €
antisense, respectivamente, com os primers utilizados (Tabela Suplementar 2). O
percentual de similaridade entre os dados do sequenciamento com as sequéncias
disponiveis no NCBI foi equivalente a 97% para a fita sense e 97% para antisense do
gene DXMT1 em C. eugenioides e 96% na fita sense e 97% na antisense do gene
DXMT2 em C. canephora. Enquanto, C. arabica apresentou 97% para fita sense e
96% na antisense para os dois genes DXMT1 e DXMT2.
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DISCUSSAO

Nos realizamos, pela primeira vez, o mapeamento fisico de uma sequéncia
referente aos genes DXMT1 e DXMT2 em cromossomos metafasicos do
alotetraploide C. arabica e dos seus dois progenitores C. eugenioides e C. canephora.
Os genes DXMT1 e DXMT2 sao responsaveis por codificar uma das cafeina sintase
(DXMT) que converte a teobromina em cafeina. Os genes XMT, MXMT e DXMT
envolvidos na via de biossintese da cafeina apresentam alta similaridade (>80%) entre
si (Perrois et al. 2015), fato que dificulta o desenho de primers especificos para cada
um desses genes envolvidos. O alinhamento de multiplas sequéncias dos genes N-
metiltransferases apresentaram alta similaridade entre os diferentes genes agrupados
(Leibrock et al. 2022). O percentual de similaridade que esses genes apresentam entre
si nos permitiu construir uma uUnica sonda, que mapeou simultaneamente as
sequéncias dos genes DXMT1 e DXMTZ2 e determinou o numero cépias desses dois
genes. A similaridade da sonda utilizada com os genes DXMT1 e DXMTZ2 foi
confirmada por meio do sequenciamento da sequéncia, pelo banco de dados NCBI
GenBank. Perrois et al. (2015) projetaram primers “universais” para identificar os
diferentes genes XMT, MXMT e DXMT presentes em C. arabica e C. canephora,
explorando a alta similaridade entre as sequéncias.

A ploidia dos diploides C. euegenioides e C. canephora, e do alotetraploide C.
arabica foi confirmada. C. arabica, inicialmente classificado como um alotetraploide
segmental natural (Pinto-Maglio e Cruz 1998), originou-se de um evento hibridacao
entre duas espécies diploides com genomas semelhantes (Stebbins 1949; Sattler,
2022). O alotetraploide C. arabica tem como seus progenitores potenciais C.
eugenioides e C. canephora (Lashermes et al. 1999; Ruas et al. 2003; Clarindo e
Carvalho 2009). Considerando a origem evolutiva de C. arabica, a sonda construida
mapeou dois genes diferentes relacionados a via de biossintese de cafeina, tanto o
DXMTT1 encontrado no genoma de C. eugenioides quanto o gene DXMT2 em C.
canephora. Dessa forma, a sonda gerou sinais de hibridizacao para esses dois genes
no genoma de C. arabica. O mapeamento dessas sequéncias nos permite sugerir que
nao ocorreram eventos evolutivos envolvendo a perda desses genes no genoma de

C. arabica, o que afetaria a biossintese da cafeina nessa espécie. Uma condicao
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diferente do que ocorre em Coffea humblotiana Baill, uma espécie caracterizada pela
auséncia de cafeina nas folhas e sementes. A auséncia da cafeina em C. humblotiana
se deve a perda do loci DXMT, uma vez que a andlise microssintética revelou a
auséncia de um segmento de 76 kb neste loci (Raharimalala et al. 2021). Alteracoes
no numero de cépias de um gene resulta em alteragdes no nivel de expressao génica,
0 que leva a existéncia de diferentes fenétipos (Hastings et al. 2009).

Genomas poliploides, como o de C. arabica, estdo sujeitos a alteracoes
genéticas, envolvendo mutacoes e alteragdes cromossémicas estruturais (Chen
2007; Lopes et al. 2013). O sequenciamento dos dois acessos de C. arabica ‘AR41’
e ‘Caturra’ evidenciou a perda de 179 genes nos onze cromossomos de referéncia
ao subgenoma de C. canephora (Lashermes et al. 2016). A perda de sequéncias
parentais também foi observada em outros alopoliploides como Tragopogon
miscellus Ownbey (Shaked et al. 2001; Tate et al. 2006). Individuos alotetraploides
de T. miscellus apresentaram uma meédia de ~20% menos, equivalente a cerca de
70 loci em um dos cromossomos homedlogos, de um dos alelos dos loci
investigados (Buggs et al. 2012). Em poliploides naturais e sintéticos de Arabidopsis
suecica Fries, a ocorréncia de alteracdes cromossOmicas estruturais envolveu a
perda de um Joci de rDNA parental (Pontes et al. 2003; Pontes et al. 2004). O
mapeamento fisico realizado para o gene 11A nas espécies Brachiaria ruziziensis
Germain e Evrard, Brachiaria brizantha Stapf. cv. Marandu e Brachiaria decumbens
Stapf identificou a ocorréncia de dele¢cdes em virtude da falta de um sinal de
hibridizagdo em um dos cromossomos homélogos do par 7 em B. brizantha (Nani et
al. 2018).

C. arabica e seus dois progenitores C. eugenioides e C. canephora
apresentam diferengas no nivel de cafeina em folhas e gréos, e nos diferentes
estagios de maturagéo dos graos (Perrois et al. 2015). Os sinais de hibribizacdo dos
nucleos interfasicos e metafases confirmaram o numero de copias dos genes
DXMT1 em C. eugenioides, do gene DXMT2 em C. canephora e dos genes DXMTT1
e DXMT2em C. arabica. Dessa forma, inferimos que a diferencga no teor de cafeina
nessas espécies possivelmente estd relacionada ao gendtipo e/ou a expressao
génica desses genes, € ndo na perda do loci dos genes DXMT1e DXMT2. Segundo
Ky et al. (2001), os valores médios do conteudo de cafeina expressos em base
percentual da matéria seca (% dmb) nas espécies Coffea variam de 0% (dmb) em
Coffea pseudozanguebariae Bridson a 2,5% (dmb) em C. canephora. O conteudo
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de cafeina expresso em gréos verdes de C. eugenioides equivale a 0,5% (dmb) e
em C. arabica a 1,6% (dmb) (Campa et al. 2005). Os genes DXMT1e DXMTZ2 estao
diretamente relacionados ao acumulo de cafeina em folhas e graos de Coffea
(Raharimalala et al. 2021). Os niveis de expressao génica dos genes envolvidos na
via de biossintese da cafeina em C. arabica sao diferentes em relagcdo a C.
eugenioides e C. canephora, o que leva a uma producédo intermediaria de cafeina
em suas folhas e graos (Perrois et al. 2015). Em C. arabica, diferentes padroes de
expressao foram encontrados para genes homedlogos de C. eugenioides e C.
canephora. A variagdo na expressao génica contribui para a variagdo no teor de
cafeina nos graos de diferentes espécies e variedades de plantas (Leibrock et al.
2022). Segundo Tran et al. (2018), 40 SPNs potencialmente associados a via de
biossintese de cafeina foram identificados e podem levar as diferencas fenotipicas
no teor de cafeina Coffea.

O mapeamento da sonda confeccionada revelou que os sinais de hibridizacao
em prometafases e metafases de C. eugenioides, C. canephorae C. arabicanao estao
localizadas no cromossomo 1, divergindo dos resultados do sequenciamento de C.
canephora que aponta que o gene DXMTZ2 esta localizado no cromossomo 1
(Denoeud et al. 2014). O par cromossémico com sinal de hibridizagéo de C. canephora
foi comparado com o cariétipo da espécie estabelecido por Clarindo e Carvalho
(2009), indicando ser um dos pares cromossémicos (2, 3, 5, 7 ou 8). Os cromossomos
com sinais de hibridizacdo para sequéncia do DXMT1 em C. eugenioides
apresentaram semelhanca morfolégica com os cromossomos 8 e 9 do cariograma
reportado por Sattler (2022). Portanto, nés acreditamos que o gene DXMT1 em C.
eugenioides esta localizado em um desses cromossomos.

Segundo Denoeud et al (2014), os genes XMT, MXMT e DXMT em Coffea
evoluiram como resultado de duplicagdes em tandem no cromossomo 1 ancestral,
e supostamente os genes XMT e MXMT foram translocados para o cromossomo 9
e o0 gene DXMT permaneceu no cromossomo 1. O agrupamento de genes NMTs de
Coffea é sintético a NMTs de outros géneros, como Gardenia (Rubiaceae), nao
produtores de cafeina. No entanto, uma andlise comparativa do genoma Gardenia
e Coffea mostrou que o cluster de genes NMTs envolvidos na biossintese de cafeina
em C. canephora mostra sintenia com uma regido em Gardenia jasminoides Ellis,
mas que sdo anteriores a divergéncia entre Coffea e Gardenia (Xu et al. 2020).
Esses dados sugerem que as duplicacées em tandem dos genes NMTs em Coffea
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ocorreram apds a diversificacdo do género Coffea em relacdo aos géneros
Theobroma, Paullinia, Citrus, Camellia, Gardenia (Deneud et al. 2014; Huang et al.,
2016). As duplicagcdes em tandem trazem novas fun¢cdes metabdlicas e papéis
adicionais na evolugdo do genoma das plantas (Salojarvi et al. 2017).

O numero de genes NMTs é distinto entre as espécies desses diferentes
géneros. Por exemplo, Camellia sinensis L. possui 13 genes NMTs, Theobroma
cacao Linn. 21 e C. canephora 23 genes relacionados a biossintese da cafeina (Xia
et al. 2017). No entanto, a localizacdo cromossdmica dessas sequéncias por
mapeamento citogenético ndo foi realizada em nenhuma dessas espécies. O
mapeamento citogenético tem possibilitado a identificacao de genes de copia unica
e sequéncias repetitivas em diversas espécies de plantas (Jiang 2019). Os mapas
citogenéticos sdo valiosos apenas por integrar as informacbes sobre estrutura,
organizacdo e evolugdo dos cromossomos individuais, e também de genomas
inteiros (Wang 2006). A localizagcao simultanea de diferentes sequéncias de DNA
utilizando 15 BACs de Phaseolus vulgaris L. foi usada para construir um mapa
citogenético comparativo para Phaseolus lunatus L. O mapa construido possibilitou
a identificagéo de todos os cromossomos de P. lunatus, permitindo uma anélise de
sintenia entre os genomas das duas espécies (Bonifacio et al. 2012). Em Zea mays
L., um mapa citogenético foi construido para oito genes, incluindo os genes DEK1,
SERKZ2, RF2, ACC1, ACC2e MYOT1 (Lamb et al. 2007). Entre as espécies vegetais,
Z. mays teve seu mapeamento fisico explorado tanto para sequéncias de cépia
Unica quanto para sequéncias do repeatoma (Yu et al. 2007; Lamb et al. 2007),
agregando informagdes com aplicagdes diretas no melhoramento de plantas (Nani
et al. 2018).
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CONCLUSOES

NOs, pela primeira vez, determinamos o numero de coOpias e mapeamos
sequéncias dos genes DXMT1e DXMTZ2relacionados a via de biossintese da cafeina
em trés espécies Coffea. C. eugenioides possui uma cépia do gene DXMT1, C.
canephora uma copia do gene DXMTZ2 e C. arabica duas copias génicas, sendo uma
do DXMTT proveniente de C. eugenioides e uma do gene DXMT2 herdada de C.
canephora. Com isso, inferimos que a diferenca no teor de cafeina presente nessas
trés espécies esta relacionado a diferenca da expresséo génica desses genes ou dos
diferentes genes relacionados a via de biossintese da cafeina e ndo ao numero de
copia dos genes DXMT1 e DXMTZ2. Além disso, nossos dados contribuem para
aumentar as andlises citogenémicas e o entendimento da evolucao e estrutura do

genoma de Coffea.
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INFORMAGOES SUPLEMENTARES

Figura Suplementar 1: Produto de PCR resultante da amplificagcdo do DNA
gendmico de C. eugenioides utilizando o primer para os genes DXMT1e DXMTZ2, em

gel de agarose 1,5%

M A

1200 pb

1000 bp

700 bp

400 bp

100 bp

M: marcador, A: amplicon, bp: pares de base.
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Tabela Suplementar 1: Sequéncias utilizadas para alinhamento no MEGAX.

>DXMT_sense
CCCCCCCTTTCMTGTTCGTCTATGCACCTTCAGTAGAAGAAGTAAAGTGCATAGTTGAGGAGGAAGGTT
CTTTTGAAATTTTATACCTGGAGACTTTTAAGGTCCCTTATGATGCTGGCTTCTCTATTGATGATGATTAC
CAAGGAAGATCCCATTCCCCAGTATCCTGCGATGAACATGCTAGAGCAGCGCATGTGGCATCTGTCGTT
AGATCAGTTTACGAACCCATCCTCGCAAGTCATTTTGGAGAAGCTATTATACCTGACTTATCCCACAGGA
TTGCGAAGAATGCAGCAAAGGTTCTCCGCTCGGGCAAAGGCTTCTATGATAATCTTATCATTTCTCTCGC
CAAAAAGC

>DXMT antisense
CAGTCTSGAAGCCTTTGCCCGGCGGAGACCTTTGCTGCATTCTTCGCAATCCTGTGGAATAAGTCAGGT
ACAATAGCTTCTCCAAAATGACTTGCGAGGATGGGTTCGTAAACTGATCTAACGACAGATGCCACATGC
GCTGCTCTAGCATGTTCATCGCAGGATACTGGGGAATGGGATCTTCCTTGGTAATCATCATCAATAGAG
AAGCCAGCATCATAAGGGGCCTTAAAAGTCTCCAGGTATAAAATTTCAAAAGAACCTTCCTCCTCAACTA
TGCACTTTACTTCTTCTGCTGAAGGTGCATAGACTGGAACATTGAAACTGTCCAATTTTTCTTCCTCCAGA
TGTCCCTGA

>ORIGEM
CAGGGACATCTGGAGGAAGAAAAATTGGACAGTTTCAATGTTCCAATCTATGCACCTTCAACAGAAGAAG
TAAAGTGCATAGTTGAGGAGGAAGGTTCTTTTGAAATTTTATACCTGGAGACTTTTAAGGTCCCTTATGAT
GCTGGCTTCTCTATTGATGATGATTACCAAGGAAGATCCCATTCCCCAGTATCCTGCGATGAACATGCTA
GAGCAGCGCATGTGGCATCTGTCGTTAGATCAATTTTCGAACCCATCGTCGCAAGTCATTTTGGAGAAGC
TATCATGCCTGACTTATCCCACAGGATTGCGAAGAATGCAGCAAAGGTTCTTCGCTCCGGCAAAGGCTTC
TATGATAGTCTTATCATTTCTCTCGCCAAAAAGC

Tabela Suplementar 2: Similaridade das sequéncias Sense/Antisense

(sequenciamento) com a sequéncia “Unica” de origem para os genes DXMTT1 e
DXMT2.

DXMT _sense DXMT _antisense

DXMT sense | 0,0363

DXMT _antisense | 0,0363

Origem | 0,0425 0,0331

Similaridade (%) | 95,75496 96,692396
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