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RESUMO: Bibliotecas BAC (Cromossomo Atrtificial de Bactéria) tém sido muito utilizadas para suporte de trabalhos
de mapeamento fisico, clonagem posicional, mapeamento comparativo e estudos de evolucdo de genomas. Visando
realizar o mapeamento fisico em Coffea arabica, iniciamos a identificacdo e caracterizacdo de clones BAC de uma
biblioteca de C. arabica hibrido timor 832/2. A biblioteca contém 56.832 clones BACs com tamanho médio de 120 Kb,
representando uma cobertura de 5,5 vezes o tamanho do genoma do C. arabica. Os clones da biblioteca BAC foram
inicialmente agrupados em pools de placa com 384 clones, e superpools contendo 15 pools de placa o que representa
5.760 clones. A identificacdo do BAC de interesse foi realizada através da selecdo por PCR nos superpools e pools,
seguida por hibridizacdo em filtros de coldnia contendo 384 clones. Para a selecdo dos superpools e pools de placas
foram utilizados os primers baseados em AFLPs relacionados com locus de resisténcia a ferrugem (M-8, SAT-244 e
BA-124). Também foram utilizados os marcadores SSR-18 (GL1), SSR-16 (GL2), ACGG-1 (GL3), CCG-3 (GL6), de
quatro grupos de ligacdo do mapa genético parcial de C. arabica (Oliveira et al, 2007) visando identificar e posicionar
BAC para cada grupo de ligacdo. Os BAC selecionados nas hibridizagcbes foram confirmados através de extracdo
individual do clones, seguida por PCR para checar a marca de interesse. Até o momento foram identificados 32 clones
BAC para as marcas de resisténcia a ferrugem e 98 para os 4 grupos de ligacdo. Os BAC selecionados serdo
sequenciados para 0 mapeamento fisico da regido contendo l6cus de resisténcia a ferrugem.
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IDENTIFICATION OF BAC CLONES WITH MOLECULARS MARKERS AIMING
INTEGRATION OF GENETICS AND PHYSICAL MAPS

ABSTRACT: BAC libraries have been extensively used in physical mapping, positional cloning and comparative
studies of genomes evolution. With the aim to physical map genomic regions of Coffea arabica, we started the
identification and characterization of BAC clones from a C. arabica hybrid timor 832/2 library. The library contains
56.832 BAC clones with average size of 120 Kb, representing 5.5 times the genome. For BAC identification, pooling of
the clones was performed for each 384 well plate. After DNA extraction, the pools were grouped to form 15 super-pools
of BAC-DNA, each clone representing approximately 5760 clones. For the identification of BAC of interest PCR
screening in pools and superpools was performed, followed by colony filters hybridization containing 384 clones. To
selection of plates pools and superpools, primers based on AFLPs linked to rust resistance locus (M-8, SAT-244 and
BA-124) were used. We also used the markers: SSR-18 (GL1), SSR-16 (GL2), ACGG-1 (GL3), CCG-3 (GL6), from
four linkage groups of partial genetic map of C. arabica to identify BACs and position for each ligation group. The
selected BACs were confirmed by hybridization through the extraction of individual clones followed by PCR to check
the marker of interest. So far were identified 32 BAC clones for resistance to rust markers and 98 for the four linkage
groups. The selected BACs are going to be sequenced to perform physical mapping of the region containing the locus of
resistance to rust.
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INTRODUCAO

Bibliotecas BAC (Cromossomo Atrtificial de Bactéria) sdo ferramentas essenciais para caracterizacdo detalhada
de regiGes cromossémicas contendo genes de interesse, através da construgdo de mapas fisicos e da clonagem
posicional (Gonthier et al, 2010). O mapeamento fisico em ampla escala do genoma, usando clones de bibliotecas BAC
com grandes fragmentos de DNA (maior que 100 kb, por exemplo), tem se tornado uma peca central da metodologia
atual do estudo do genoma de qualquer planta ou animal. A integracdo de mapas fisicos e genéticos é o primeiro passo
para gerar plataformas para projetos de sequenciamento, total ou parcial, em larga escala do genoma (Han et al, 2009;
Warren et al, 2006).
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A caracterizacdo dessas bibliotecas para producdo de contigs e mapeamento fisico pode ser feita através de
hibridizac6es de clones BACs com ESTs gerados pelo Genoma Café e também utilizando marcadores existentes de
SSRs, SCARs, RFLPs e AFLPs. Esses marcadores quando integrados aos mapas fisicos, sdo ferramentas (teis para o
entendimento da fungdo e estrutura do genoma, quando o sequenciamento completo do genoma ainda ndo existe. O
mapa integrado também serve de ponto de partida para estudos de elucidacdo da organizacdo dos genomas e de estudos
de mapeamento.

A construcdo de mapas fisicos a partir de bibliotecas BACs é possivel por técnicas de selecdo por PCR de pool
de BACs. Para tanto, é necessario um pooling da biblioteca envolvendo combinagGes de placas seguidas da
hibridizacdo. Essa combinacdo é realizada de forma que um minimo de reacdes de PCR seja necessario para
identificacdo de um clone especifico dentro da biblioteca (Green e Olsen 1990). Combinadas, as técnicas de PCR e 0
condensamento da biblioteca através dos pools representando varios grupos de clones propiciam uma forma econdmica
de selecdo e caracterizacdo da biblioteca, pois com um pequeno nimero de PCRs e hibridizacdo de membranas
contendo clones BACs € possivel encontrar uma Unica sequéncia alvo (Gardiner et al. 2004). Neste trabalho iniciamos a
identificacdo de BACs de cafeeiro com marcadores moleculares relacionados aos genes de resisténcia a ferrugem,
visando o0 mapeamento fisico dessas regides.

MATERIAL E METODOS

Foi utilizada uma biliboteca BAC de C. arabica Hibrido Timor 832/2, com 56.832 mil clones e 5,5 vezes
cobertura do genoma (Cacéo et al., 2007), na qual o DNA de alto peso molecular foi digerido parcialmente com a
endonuclease de restricdo Hind 111 e clonado no vetor pPCC1BAC.

Pooling da Biblioteca

A biblioteca BAC foi condensada em pools de placa e superpools para facilitar a selecdo através de reacGes de
PCR. O pool de placa foi baseado no conjunto de clones BAC de placas individuais, com 384 clones BAC por placa.
Pools foram feitos de cada uma das 148 placas da biblioteca para isolar o DNA. O isolamento do DNA de pools de
BAC foi realizado através da lise alcalina (Sambrook et al., 1989). Para os superpools o0 DNA de cada 15 pools de
placas foram agrupados em concentracdes iguais de DNA (5ng/ul) de cada 15 placas, formando 10 superpools, cada
uma representando cerca de 5.760 clones.

Selec&o da Biblioteca BAC

Os superpools e pools de placas foram submetidos a sele¢do por PCR utilizando marcadores de resisténcia a
ferrugem : SAT-244, BA-124 e M-8 (Lashermes, 2007). Também foram utilizados os marcadores SSR-18 (GL1), SSR-
16 (GL2), ACGG-1 (GL3), CCG-3 (GL6), de quatro grupos de ligagdo do mapa genético parcial de C. arabica
(Oliveira, 2007). Os produtos foram separados em gel de poliacrilamida 10%.

Membranas de Coldnias dos clones BAC

As placas de 384 pocos contendo os clones BACs selecionadas por PCR foram inoculadas em membranas de
nylon positivamente carregadas, dispostas sobre meio de cultura LB e posteriormente incubadas a 37° C por 16 horas.
Os clones cultivados nas membranas passaram pelo processo de desnaturacéo e neutralizacdo, seguido pelo tratamento
com proteinase K e fixados na menhmbrana a 80° C por 3 horas.

Hibridizac¢do das Membranas de Col6nias dos clones BAC

Para selecdo de clones BAC, as membranas com os 384 clones da biblioteca foram hibridizadas com fragmento
de DNA resultante da amplificacdo das sondas SAT-244, BA-124 e M-8 e para marcas dos grupos de ligacdo SSR-16,
SSR-18, ACGG-1 e CCG-3. Estes fragmentos foram clonados no vetor PCR 2.1-TOPO® cloning, (Invitrogen™) e
utilizados como sonda apés a digestdo utilizando a enzima de restricdo EcoRI e separacdo dos fragmentos em gel de
agarose. As sondas purificadas do gel foram marcadas com **P-dCTP. Apés a hibridizacdo, as membranas foram
expostas em placa de imagem BAS-IP MS 2340. As imagens foram capturadas utilizando aparelho fluorescent image
analyzer FLA 3000 — series (Fuji Photo Film CO, Lts. Tokyo — Japan).

Os BACs selecionados nas hibridizacGes foram confirmados através da extracdo do DNA plasmidial de cada
clone seguido de PCR para confirmagéo das marcas de interesse.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Selecdo da Biblioteca através de PCR e Hibiridizagdo de Membranas

Das trés marcas baseadas em AFLPs relacionados com l6cus de resisténcia a ferrugem testadas, a M-8
apresentou amplificagdo para o superpool 07, ja 0 BA-124 (Figura 1) foi positivo para os superpools 01, 02, 03, 05, 07 e
09 e os superpools 01, 02, 03, 07 e 09 foram positivos para 0 SAT-244. Também foram utilizados os marcadores SSR-
18 (GL1), SSR-16 (GL2), ACGG-1 (GL3), CCG-3 (GL6), de quatro grupos de ligagcdo do mapa genético parcial de C.
arabica (Oliveira et al, 2007) visando identificar e posicionar BACs para cada grupo de ligacdo. Para os grupos de
ligacdo, o SSR-16 foi positivo para os superpools 02, 03, 04, 05, 06, 07, 08, 09 e 10, SSR-18 para 0s superpools 01, 03,
04, 05, 07 e 10, ACGG-1 foram positivos 01, 03, 04 e 05 e CCG-3 para o0s superpools 03, 04, 05, 06 e 07 (Figura 2).
Estes superpools foram desmembrados em pools de placas e as placas positivas plotadas em membranas para
hibridizacdo com sondas especificas (Figura 3). Anélises das hibridizacdes das membranas com as colénias dos clones
BAC seguido do PCR para confirmar os clones positivos permitiram a identificacdo de 16 clones positivos para a marca
SAT-244, nove para 0 BA-124 e para o M-8 foram encontrados sete clones positivos. Um total de 98 clones BACs
foram confirmados para os grupos de ligacdo. Para o grupo SSR-18 foram identificados 38 clones, para 0 SSR-16 foram
18 clones CCG-3 24 clones e 15 para o grupo ACGG-1. Os BACs selecionados (Tabelal) serdo submetidos ao
sequienciamento.

Uma vez analisadas, essas marcas podem ser empregadas como marcadores moleculares em populagdes de
mapeamento e por meio destes clones, apontar os primeiros possiveis loci dentro da biblioteca BAC para realizar a
integracdo dos mapas fisicos e genéticos. Isto porque poucos marcadores moleculares ligados a genes de resisténcia a
ferrugem foram obtidos até o momento, e 0s existentes estdo ligados a um gene oriundo de C. Liberica (SH3) (Prakash
et al., 2004). O hibrido timor € derivado de um cruzamento interespecifico natural entre C. arabica L. cultivar tipica e
C. canephora e apresenta caracteristicas de importancia agrondmica com resisténcia a diversas racas do fungo
biotréfico Hemileia vastatrix. Assim Diola, 2009, encontrou genes candidatos para o gene de resisténcia da raca Il
(SH,) utilizando marcadores SCARs e isolou 24 clones BAC da biblioteca de C. arabica Hibrido Timor 832/2. Dois
destes clones BAC foram delimitados em seus extremos por dois marcadores que flanqueam o gene em ambos os lados.

A identificacdo e caracterizacdo de BACs de C. arabica hibrido timor, pode auxiliar na identificacdo de
marcas relacionadas a outras ragas de ferrugem, originadas de C. canephora, devido a introgressdo existente neste
material.
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Figura 1 (A e B) A- Selecéo dos Superpools (1A)b com a marca de resisténcia a ferrugem e Pools de Placas (1B)
com o CCG-3 (GL6). Eletroforese em gel de poliacrilamida 10% dos produtos de PCR. Branco (B), DNA
gendmico (G) e o peso molecular 1Kb plus (PM).



VII Simpésio de Pesquisa dos Cafés do Brasil
22 a 25 de Agosto de 2011, Araxa - MG

S e LN B T e R ey )

-.-a.-:-r-z
L By]

i Tl {
!ﬂ-i-..e: |

_-”_-."".:.1._. .
L o T o o LY e Y
Ty g Sy
-Id Y .:_.-'.i-' r.-ﬂ_._ -.i.-_..'_r‘.\'_'
S i G (e e gl

L o ___'h.t_—__\_.\__\_ Tl -
el T e H:?.'--.".""r-\.-\.- =k ."I'- | '-"'|
e R e i e i e
i i iy AR iﬁ-“' e S e
P e Ry = et ¥ &5 1=
Aoy Lk T T i‘ T
T et 'iu
et
VR e RS e N
o A . !
A
T -atts
e st
oL i
TR e
RS

Figura 2- Sele¢do da biblioteca por hibridizagdo. Membranas com os clones BACs de placas de 384 pocos
hibridizadas com as sondas SAT-244 e M-8.

PM 1 2 3 4 5 6 7 G

Figura 3- Amplificacdo de clones BACs selecionados para a marca de resisténcia a ferrugem M-8. Eletroforese
em gel de poliacrilamida 10% do produto de amplificagdo. Linhas de 1 a 7 contem os clones positivos, DNA
gendmico (G) e o peso molecular 1Kb plus (PM).
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Tabela 1- Clones identificados na biblioteca BAC de C. arabica Hibrido Timor 832/2

Gene N° Clones Endereco do clone BAC

P10K18, P10L11, P10L09, P10G08, P51G06, P51L.14, P56P04, P126C20,

SAT-244 16 P126M23, P134H04, P134M22, P135K24, P13515

P51P01, P51P14, P126D01, P126E02, P126H08, P126H09, P126H10,

BA-124 9 P126P22, P134A11
M-8 5 P98K18, P8IL17, P8IL18, PBIL20, PBIO021
P04G24, PO4H18, PO4I17, PO4P18, PO4P19, P56F19, P56J23, P56K23,
P67F07, P67F20, P67104, P67J19, P67K03, P67K05, P67P24, P7T5A09,
SSR-18 38 P75A15, P75A24, P75B24, P75]19, P75K16, P75K18, P75L.16, P75NOS5,
P101C20, P101C22, P101D15 P101L19, P126B24, P126J19, P126K18,
P126N05,
cCea 1 P56E20, P56F01, P56F16, P56G01, P56H01, P67B05, P67B07, P67F06,
P67G08, P67J14, P67J19, P67K05
P04B01, P04K14, PO4M10, PO4M11, PO4M20, P56, P56, P56A02, PS6A03,
ACGG-1 17 P56B15, P56B16, P56D18, P56123, P75A10, P75A11, P75E11, P101E21,
P101H15
PO5A09, POSA18, PO5A21, POSE0L, PO5007, P0517, P56L12, P75F10,
SSR-16 19 P75G08, P85J12, P75G18, P101M16, P101N11, P101002, P105122,
P105K11, P105L13, P105L.21, P105023
CONCLUSOES

A identificacdo e caracterizacdo de BACs de C. arabica hibrido timor, seguido de fingerprinting e
sequenciamento dos clones selecionados e posterior mapeamento fisico das areas selecionadas, auxiliara na
identificacdo de novas marcas relacionadas a ferrugem do cafeeiro, podendo beneficiar e facilitar os programas de
melhoramento genético do cafeeiro que venham utilizar marcadores moleculares como ferramenta.
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