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RESUMO

A familia MADS-box de fatores de transcricdo possui importantes funcdes em diversos
aspectos dos desenvolvimentos vegetativo e reprodutivo das plantas. Suas fungdes foram estudadas
em plantas modelo e estdio em grande parte relacionadas a determinacdo da identidade
meristematica e ao desenvolvimento de flores. Uma andlise global da familia MADS-box ainda ndo
havia sido realizada em Coffea arabica L., uma importante commodity agricola e recente espécie
polipléide, tinica no género. Portanto, um estudo mais completo dos genes MADS-box auxiliara na
compreensdo de aspectos evoluciondrios dessa familia de fatores de transcricao, sendo ttil também
para programas de melhoramento. Aqui, nés identificamos um total de 102 genes MADS-box, dos
quais 81 sdao completamente novos e 21 sdo sequéncias ja publicadas, validando nosso método de
busca. Através de andlises comparativas usando proteinas de Arabidopsis thaliana, arvores
filogenéticas foram geradas e classificamos as proteinas identificadas em seus respectivos
subgrupos, com o grupo MIKC sendo adicionalmente categorizado em 16 subfamilias. Um mapa
cromossomico contendo os genes foi elaborado, onde pudemos observar uma distribuicdo irregular
e baixa variacdo posicional de genes entre cromossomos homeo6logos de cada espécie parental (C.
canephora e C. eugenioides). Foi também realizada uma analise estrutural com o intuito de
investigar a ocorréncia de variagGes e confirmar as classificacdes atribuidas. A partir da andlise foi
verificado que o nimero de introns nos genes MADS-box varia de 0 a 11, e pudemos confirmar a
relacdo tipo-estrutura na maioria dos genes identificados, com algumas excecdes. Além disso, é
possivel também observar uma alta similaridade estrutural entre genes proximamente relacionados,
ocorrendo variacdo apenas no comprimento de introns. A fim de fornecer informacdes sobre as
funcoes dos genes MADS-box, nas proximas etapas determinaremos sua expressdao em diferentes
tecidos do cafeeiro por meio de andlises in silico de RNA-Seq. Portanto, nosso trabalho contribui na
elucidacdo da histéria evolutiva da familia MADS-box em Rubiaceae e no direcionamento de
estudos de desenvolvimento no género Coffea.

Palavras-chave: Coffea arabica L.; MADS-box; Fator de Transcricdo; Florescimento;
Desenvolvimento Vegetal; Analises Filogenéticas.
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Artigo a ser submetido e formatado de acordo com as normas da revista Genes.

Analise global dos genes MADS-box encontrados no genoma
de Coffea arabica L. e sua origem a partir dos parentais
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Abstract: The MADS-box family of transcription factors has important functions in various aspects of the
vegetative and reproductive cycles of plant development, their functions are studied in model plants and are
mostly related to the determination of meristem identity and flower development. A global analysis of the
MADS-box family was not yet performed in Coffea arabica L., an important agricultural commodity and a
recently formed polyploid species, unique in the genre. Thus, a more complete study of MADS-box genes in
crops would help understand evolutionary aspects of this family of transcription factors, while being useful
to breeding programs. Here, we identified a total of 102 MADS-box genes, from which 81 are totally new
and 21 are already published sequences, validating our search method. Through comparative analyses using
Arabidopsis thaliana proteins we generated phylogenetic trees and classified the identified proteins from
coffee in their respective subgroups, with the MIKC* group being further categorized into 16 subfamilies. A
chromosomal map containing the genes was elaborated, where we could observe a distribution irregularity
and low positional variation of genes between homeolog chromosomes of each parental species (C.
canephora and C. eugenioides). Moreover, a structural analysis revealed that the number of introns in coffee
MADS-box genes ranges from 0 to 11, and confirmed the gene type-structure relationship in most of the
identified genes. Moreover, we also observed that closely related genes have very high structural similarity,
with variations only in intron length. In order to provide insights about MADS-box genes functions, in the
next steps we will determine their expression in different coffee tissues through in silico RNA-Seq analysis.
Thus, our work contribute to elucidate the MADS-box family evolutionary history in Rubiaceae and to direct
development studies in the Coffea genre.

Keywords: Coffea arabica; MADS-box; Transcriptional Factor; Flowering; Plant Development

1. Introdugio

Pertencentes a familia Rubiaceae e ao género Coffea, com 103 espécies descritas [1],
Coffea arabica L. e Coffea canephora sdo as duas espécies cultivadas das quais as sementes
sdo utilizadas na producdo do café, considerada importante commodity agricola [2].
Coffea arabica é a tnica espécie polipldide do género, sendo caracterizada como uma
alotetrapléide (2n=4x=44) originada da hibridacdo de gametas ndo reduzidos de Coffea
canephora e Coffea eugenioides [34]. O cafeeiro é uma planta bianual, ou seja, seu
desenvolvimento ocorre em ciclos de dois anos, iniciados apds o término da fase juvenil
[5]. O primeiro ano é caracterizado pelo desenvolvimento de ramos e folhas juntamente
a inducdo e desenvolvimento reprodutivo, e o segundo ano inicia-se com a antese,
desenvolvimento de frutos e senescéncia de ramos [5]. Assim como em outras plantas,
seu desenvolvimento depende de uma complexa rede de regulacdo genética que integra
diversos estimulos enddgenos e exégenos, como estresse hidrico, temperatura e niveis
de actcar, com receptores e integradores de sinais através da ativagdo coordenada de
Fatores de Transcricdo (FT), proteinas nucleares que impulsionam ou inibem a
transcri¢do de genes [6].
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A familia MADS-box de FT esté relacionada a diversos processos nos organismos,
como respostas fisiolégicas em fungos, crescimento de musculos em animais e no
desenvolvimento de flores em plantas [7]. Entretanto, o nimero de genes MADS-box
presentes nos genomas de diferentes linhagens varia consideravelmente, sendo menor
em protistas e animais e atingindo as centenas em algumas plantas fanerégamas [7].
MADS é um acréonimo derivado dos nomes dos quatro genes que fundaram essa familia:
MINICHROMOSOME MAINTENANCE (MCM1) de Saccharomyces cerevisiae, AGAMOUS
(AG) de Arabidopsis thaliana, DEFICIENS (DEF) de Antirrhinium majus e SERUM
RESPONSE FACTOR (SRF) de Homo sapiens [8]. A presencga de tal familia em organismos
tdo distantes evidencia sua ancestralidade, enquanto sua conservagdo representa a sua
importancia na regulacdo transcricional dos processos de desenvolvimento [7]. Contudo,
tal familia ndo teve todos os seus membros descritos no género Coffea (Rubiaceae), sendo
encontrados apenas poucos trabalhos, relacionados principalmente ao florescimento [9-
11].

Particularmente nas plantas, os FT MADS-box possuiram papel fundamental no
processo evolutivo, atuando no controle de diversos mecanismos essenciais para que os
organismos completem seu ciclo de vida [12]. Diversos estudos ja atribuiram a familia
fun¢des em diversos aspectos do desenvolvimento em plantas, como por exemplo, seu
papel na determinagdo da identidade em células meristeméaticas e do tempo de
florescimento, na fertilidade de graos de pélen e no desenvolvimento dos ovérios e
frutos [13]. Além disso, também ja foram encontrados padrdes de expressdo em folhas,
células-guarda e tricomas, porém sua fungdo exata nesses tecidos ainda é desconhecida
[9].

Os membros da familia MADS-box sdo classificados em dois tipos principais,
originados por uma duplicacdo ocorrida antes da divergéncia entre plantas e animais,
sendo distinguidos principalmente pelos dominios conservados presentes nas proteinas
[14]. Outras caracteristicas distintivas entre subgrupos MADS-box sdo o ntimero de
éxons e suas diferentes taxas de nascimento e morte [7]. Até o momento foram
caracterizados cinco subgrupos de genes MADS-box, sendo trés pertencentes ao tipo I
(Ma, MB e My), enquanto os outros dois estdo agrupados no tipo II (MIKC® e MIKC¥)
[15].

Genes MADS do tipo I (SRF-like) sdo caracterizados por possuirem apenas o
dominio MADS que esta situado na regido amino-terminal da proteina e é descrito como
responsavel pela ligacdo com o DNA em 4&reas especificas localizadas nos sitios
promotores dos genes alvo [14]. Tais genes podem ser subdivididos em trés grupos: Ma,
MB e My, com base em sua filogenia e na presenca de motivos conservados de
aminodcidos na regido carboxi-terminal [7]. Estudos funcionais sobre este grupo de
genes sdo escassos, mas as func¢des descritas até hoje estdo relacionadas principalmente
ao desenvolvimento do gametoéfito feminino, do saco embriondrio e de sementes [16].
Por exemplo, em Arabidopsis thaliana, foi comprovado que a auséncia do gene
AGAMOUS-LIKE 23 (AGL23), subgrupo Ma, resultava no impedimento do
desenvolvimento do gametoéfito feminino, e na persisténcia do megasporo durante as
fases subsequentes do desenvolvimento do évulo [7].

Ja as proteinas classificadas no tipo II (MEF2-like), chamadas também de proteinas
MIKC, sdo identificadas pela presenca, além do dominio MADS, de um dominio I
(intervening) responsavel pela especificidade da ligagdo com o DNA, de um dominio K
(keratin-like) que facilita a dimerizagdo das proteinas, e um dominio C (carboxi-terminal)
menos conservado que é descrito como necessdrio em algumas intera¢bes para a
ativagdo da transcricdo dos genes alvo [17]. As proteinas MIKC sdo também
subdivididas em dois grupos: MIKC® e MIKC*, distinguidos por diferencas na estrutura
do dominio K e no comprimento e ntimero de éxons codificando o dominio I [7]. O
conhecimento que possuimos sobre os genes MIKC é significantemente maior quando
comparado ao tipo I, e suas fungdes estdo relacionadas principalmente ao
desenvolvimento do espordfito, a especificagdo da identidade floral e a regulagao do
tempo de florescimento em resposta a estresses [16].

O papel dos genes MADS-box do tipo 1I foi bastante explorado no desenvolvimento
reprodutivo, sendo descrito um modelo conhecido como ABC que descreve a
determinacdo da identidade floral, importante para a compreensio de aspectos
evolutivos das plantas [18,19]. O modelo ABC descreve que a identidade floral é
controlada através da combina¢do das funcdes de trés classes de genes [6].
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Correspondentes a classe A: APETALA 1 (AP1) e FRUITFULL (FUL). APETALA 3 (AP3) e
PISTILLATA (PI) pertencem a classe B. AGAMOUS (AG) representa a classe C. A
expressdo desses genes em cada camada do érgao floral determina o verticilo, ou seja, A
especifica sépalas, A e B juntos direcionam a identidade das pétalas, B e C determinam a
identidade de estames, e C controla a identidade dos carpelos. Foi também descrito que
os genes SEEDSTICK (STK) e SHATTERPROOF1 (SHP1) sdo necessdrios para a
identidade dos 6vulos, e incluidos no modelo como genes da fun¢do D [20,21], porém, a
conservagdo de tal funcdo ainda ndo foi demonstrada em outros grupos vegetais.
Posteriormente, foi descrito que as protethas MADS-box atuam em complexos
quaterndrios (Floral quartets) sendo necessdria a presenca dos genes SEPALLATA (SEP)
para que ocorra essa ligacao [22]. Os genes SEP também pertencem ao grupo MADS-box
e, por atuarem de maneira conservada, foram denominados genes de classe E,
constituindo o modelo ABCE expandido [18].

Estudos anteriores ja identificaram e analisaram alguns dos genes MADS-box
presentes em C. arabica, buscando a compreensdo de seu envolvimento no
desenvolvimento reprodutivo da planta [9-11]. Porém, devido a grande importancia
dessa familia de fatores de transcrigdo e a disponibilizagdo recente do genoma completo
de C. arabica (NCBI Coffea arabica Annotation Release 100), realizamos uma andlise
global in silico para a identificacdo e caracterizacdo de todos os putativos genes MADS-
box encontrados no genoma do cafeeiro. Como resultado, 102 genes foram identificados
e agrupados nas diferentes subclasses da familia MADS-box, suas posi¢des foram
determinadas no genoma e suas estruturas demonstradas. Sendo assim, o presente
estudo busca auxiliar na compreensdo dos mecanismos moleculares que coordenam
processos dos desenvolvimentos vegetativo e reprodutivo do cafeeiro, através da
identificagdo e classificagdo de fatores importantes, tais como os representantes da
familia MADS-box. Sendo Coffea arabica uma espécie relativamente recente, formada da
hibridizacdo entre C. eugenioides e C. canephora, e também uma espécie de grande
relevancia econdmica, discutimos aspectos evolutivos, bem como possibilidades de
futuros estudos para o melhoramento dessa cultura.

2. Material e Métodos

2.1. Identificagdo e Anotagdo dos Genes

Sequéncias proteicas preditas de Coffea arabica foram obtidas da anotagdo de seu
genoma e proteoma disponiveis no site do National Center for Biotechnology
Information (NCBI, disponivel em
https:/ /www.ncbinlm.nih.gov/assembly /GCF_003713225.1/#/def) e utilizadas na
criagdo de um banco de dados local. Foram feitos downloads, do banco de dados TAIR
(https:/ /www.arabidopsis.org/) [23], de 107 proteinas MADS-box ja descritas de
Arabidopsis thaliana. Também foram utilizados representantes da familia de fatores de
transcrigdo em espécies de tomate (género Solanum) e no arroz (Oryza sativa), obtidas das
péginas Sol Genomics (https://solgenomics.net/) e Rice Genome Annotation Project
(http:/ /rice.plantbiology.msu.edu/), respectivamente.

Para a identificagdo das sequéncias de interesse, proteinas MADS-box anotadas de
Arabidopsis foram utilizadas em alinhamentos contra o proteoma de C. arabica com uso
da ferramenta BLASTp v2.10.1 [24], tendo como pardmetro um e-value minimo de 107°.
Exaustivas filtragens foram realizadas sobre as proteinas identificadas, em que
removemos das andlises subsequentes todas as proteinas identificadas no cafeeiro que
possuiam comprimento 70% maior ou 70% menor do tamanho médio das proteinas de
Arabidopsis utilizadas como referéncia, e manualmente removemos suas diferentes
isoformas, de maneira a restar apenas uma representante (unigenes) por gene MADS-
box. Além disso, as sequéncias candidatas restantes foram analisadas através de buscas
por seus dominios conservados no banco de dados PFAM (http://pfam.xfam.org/)
[25] e pela ferramenta SMART (http://smart.embl-heidelberg.de/) [26], sendo a
presenga do dominio MADS confirmada em todas elas.

2.2. Andlises Filogenéticas

Para a classificagdo dos genes MADS-box de Coffea arabica, realizamos um
alinhamento global das proteinas candidatas restantes com as sequéncias proteicas ja
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curadas de Arabidopsis, tomate (género Solanum) e arroz (Oryza sativa), com uso do
programa MAFFT v7.475 [27] através do algoritmo Guidance v2.02 [28]. Arvores
filogenéticas foram geradas com algoritmos contidos no pacote PHYLIP [29] sendo
utilizado o seguinte procedimento para cada uma delas: Um dataset de 1000
randomizag¢des (bootstraps) foi gerado com o algoritmo seqboot, as matrizes de
similaridade entre as diferentes sequéncias foram calculadas com o algoritmo protdist e a
construgdo das drvores realizada através do método neighbor-joining com o algoritmo
neighbor. Por fim, a elucidacdo das &rvores foi feita com o algoritmo consense e o
programa FigTree v1.4.4 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/) utilizado para a
visualiza¢do das drvores e obtencado das figuras.

2.3. Mapeamento dos genes MADS-box nos cromossomos e andlise estrutural

Dados de localizagdo e estrutura correspondentes a cada gene MADS-box
identificado foram obtidos a partir do arquivo GFF disponibilizado com a anotacdo do
genoma de C. arabica. O mapa fisico foi desenhado com a ferramenta MapGene2Chrom
v2.0 (http://mg2c.iask.in/mg2c%5Fv2.0/) [30]. Nao foi possivel determinar as posi¢des
de 15 genes pois correspondiam a sequéncias gendmicas ainda ndo organizadas do
genoma da planta.

As figuras que ilustram as estruturas dos genes foram geradas pela ferramenta

GSDS v2.0 (http://gsds.gao-lab.org/) [31].

3. Resultados e Discussao

3.1. Identificagdo e classificagio dos genes MADS-box de Coffea arabica

Como resultado de buscas no proteoma através da ferramenta BLASTp e apds a
realizacdo de filtragens, remocdo de isoformas e confirmagdo da presenca do dominio
MADS, um total de 102 putativos genes MADS-box foram identificados em Coffea arabica
e nomeados de CaMADS1 a CaMADS102, apresentados de forma resumida na Tabela 1.
Das 102 sequéncias encontradas neste trabalho, 81 sdo novas e outras 21 sdo similares a
sequéncias previamente publicadas [10], conforme indicado na Tabela 1 do Apéndice
(Tabela A1l).

Tabela 1. Ntumero de sequéncias representantes de cada subgrupo da familia MADS-box,
identificadas em C. arabica.

Subgrupo Ne°

Ma 31

Tipo 1 Mp 0
My 11

MIKC* 55

Tipo II
MIKC* 5
Total 102

A partir da verificagdo da presenca do motivo conservado K-box e utilizando como
referéncia as proteinas MADS de Arabidopsis reportadas por Parenicova et al. [12], foi
possivel a montagem de 4rvores filogenéticas e classificacio dos genes MADS-box do
cafeeiro nos diferentes subgrupos descritos. Do total de 102 genes MADS-box, 42 foram
classificados como tipo I, sendo 31 representantes do subgrupo Ma e 11 do subgrupo
Mg, e 60 foram classificados como tipo II, sendo 55 pertencentes ao subgrupo MIKC*e 5
ao MIKC* (Figura 1). Nao identificamos nenhum gene MP de C. arabica em nossas
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andlises, porém essa peculiaridade também jé foi reportada em estudos do mesmo tipo
realizados em outras espécies de plantas [32].
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Figura 1. Arvore filogenética gerada através do método neighbor-joining contendo proteinas de Arabidopsis (81), Arroz (14), Tomate
(16), e todas as sequéncias identificadas em C. arabica. Ao redor da arvore estdo indicados os respectivos subgrupos a que
pertencem. N6s com valores de boostrap menores que 60% e que, portanto, ndo apresentam suporte estatistico, foram indicados na

figura.

No intuito de classificar mais especificamente as proteinas tipo II do cafeeiro, uma
segunda drvore filogenética foi gerada contendo apenas sequéncias MIKC* de C. arabica e
Arabidopsis (Figura 2). De acordo com o alto valor de bootstrap com a qual as proteinas se
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agruparam na arvore, identificamos os homoélogos e provaveis ort6logos dentro dos
subgrupos ja descritos. Essa andlise permite, juntamente com futuras andlises de
expressdo, realizar inferéncias baseadas em homologia com genes MADS-box ji
caracterizados e cujas fung¢des estdo relacionadas desde o desenvolvimento de raizes até

o controle do tempo de florescimento e na arquitetura das flores [7,33].
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Figura 2. Arvore filogenética gerada através do método neighbor-joining contendo apenas proteinas MIKC de Arabidopsis e C.
arabica. Ao redor da arvore estdo indicados os respectivos subgrupos a que pertencem. Nés com valores de boostrap maiores que

60% e que, portanto, apresentam suporte estatistico, foram indicados na figura.

Devido a natureza polipléide de C. arabica, foram identificados possiveis multiplos
ortélogos para diversos genes MIKC de Arabidopsis. Por exemplo, dois homélogos para
os genes AGAMOUS (AG), SEPPALATA3 (SEP3), AGAMOUS-LIKE12 (AGL12),
TRANSPARENT TESTA16 (TT16), PISTILLATA (PI), APETALA 3 (AP3), ARABIDOPSIS
NITRATE REGULATED 1 (ANR1) e AGL18 puderam ser identificados de maneira
inequivoca no genoma do cafeeiro. Curiosamente, os genes FRUITFULL (FUL), SHORT
VEGETATIVE PHASE (SVP), SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS 1
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(SOC1), AGL14 e AGL19 aparentam possuir ainda mais representantes, chegando a
quatro.

Outros genes importantes, como FLOWERING LOCUS C (FLC), AP1, e AGL6 foram
classificados dentro dos subgrupos descritos, servindo como um controle positivo para
as andlises. Entretanto, devido a distancia evolutiva entre C. arabica e Arabidopsis, tais
sequéncias foram agrupadas sem suporte estatistico (valores de boostrap menores que
60%) em relacdo aos seus provaveis ortélogos. Outras drvores considerando espécies
mais préximas do cafeeiro poderiam resolver a ortologia, porém néo foram realizadas
uma vez que o objetivo do trabalho foi o de classificar de maneira geral todas as
sequéncias encontradas no genoma de C. arabica.

3.2. Mapa da posigio nos cromossomos e Estrutura dos genes MADS-box do cafeeiro

A partir de dados contidos no arquivo GFF disponibilizado com a anotacdo do
genoma (NCBI Coffea arabica Annotation Release 100), foram posicionados todos os
genes MADS-box nos cromossomos de cafeeiro, exceto para 15 genes ainda ndo
organizados no genoma da planta. Assim, foi possivel a elabora¢do de um mapa
contendo suas posi¢des nos cromossomos do cafeeiro (Figura 3). Através da visualiza¢do
do mapa podemos destacar a irregularidade na distribuicdo dos genes MADS-box no
genoma de C. arabica. Por exemplo, ndo é observada a presenca de nenhum gene no 3°
par cromossOmico bem como em um dos cromossomos do 5° par, enquanto os pares 2, 7,
9 e 10 contém acima de 50% de todos os genes identificados.
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Figura 3. Distribui¢do dos putativos genes MADS-box nos cromossomos de C. arabica. Os
cromossomos estdo identificados pelo seu ntimero (1-11) seguido por C ou E, representando o
parental de que provém, C. canephora ou C. eugenioides, respectivamente. A posigdo dos genes e o
tamanho dos cromossomos podem ser estimados através da escala a esquerda da figura, em
Megabases (Mb).

C. arabica é um anfidipl6éide relativamente recente originado do cruzamento
interespecifico entre C. canephora e C. eugenioides [3]. C. arabica possui um conjunto
completo de cromossomos de cada espécie parental e é portanto, caracterizado como
um alotetrapléide [3]. Eventos de delecdo de sequéncias homedlogas, pares de genes
originados por especiagio e reunidos novamente no mesmo genoma por
alopoliploidizacdo, é algo comum na histéria evolutiva das plantas [34]. Entretanto,
devido a auséncia de tempo suficiente (no contexto evolutivo) e ao fato de C. canephora e
C. eugenioides serem espécies com alto grau de parentesco, é observada no hibrido uma
baixa variagdo entre seus respectivos subgenomas [4]. Lashermes et al. relata a retengao
e expressdo de duas copias de genes homeologos em 96% dos genes [34], o que serve
como uma possivel explicacdo para o grande ntiimero de homélogos de diversos genes
MIKC identificados, e resulta em uma redundancia ainda maior para os integrantes da
familia MADS-box. Essas caracteristicas sdo ilustradas na figura pela alta similaridade
na distribuicdo de genes dentro de pares cromossdmicos equivalentes, e também pelo
nimero préximo de representantes da familia MADS-box oriundos de cada subgenoma,
onde, dos 87 genes posicionados, 43 e 44 sdo situados em cromossomos provenientes
dos parentais C. canephora e C. eugenioides, respectivamente. Apesar disso, pequenas
variagdes podem ser observadas, possivelmente como consequéncia de pequenos
rearranjos genomicos envolvendo trocas homeodlogas através de mecanismos de
crossover ou conversao génica [34].

De acordo com estudos similares em Arabidopsis [12] e em plantas de interesse
econdmico, como o arroz [15], a pereira [35] e o tomateiro [36], uma das caracteristicas
que distingue proteinas MADS-box tipo I e tipo II é o nimero de éxons presentes nos
genes que as codificam. De maneira geral, genes tipo I sdo conhecidos por possuir
apenas um éxon e um ou nenhum intron, enquanto genes tipo II sdo mais
estruturalmente complexos e contém ntimero variado de éxons e introns. Sabendo disso,
realizamos uma andlise estrutural dos genes identificados com o intuito de também
confirmar as classificagdes atribuidas e investigar a ocorréncia de varia¢des nessa relagao
tipo-estrutura (Figura 4).

A partir da andlise foi verificado que o nimero de introns nos genes MADS-box
varia de 0 a 11, e pudemos confirmar a relacdo tipo-estrutura na maioria dos genes
identificados. Entretanto, houveram algumas exce¢des. Por exemplo, foi verificada a
presenca de 3 introns nos genes CaMADS26 e CaMADS94, e de 2 introns em
CaMADS100, todos tipo I, em que esperarfamos um ou nenhum intron, enquanto o gene
MIKC* CaMADS85 do tipo II ndo possui nenhum intron quando mdiltiplos eram
esperados. Além disso, é possivel também observar uma alta similaridade estrutural
entre genes proximamente relacionados, ocorrendo variacdo apenas no comprimento de
introns. Como exemplo temos os genes CaMADS10, CaMADS13, CaMADS42 e
CaMADS48, todos pertencentes ao subgrupo AGL17/AGL21 e de estrutura altamente
semelhante, porém enquanto CaMADS10 e CaMADS13 possuem comprimento de 6-7
Kb, CaMADS42 e CaMADS48 possuem 25 Kb e 22 Kb, respectivamente.

Figura 4. Andlise estrutural dos genes MADS-box do café ardbico. As por¢des amarelas de cada
gene representam éxons e as linhas continuas, os introns. Na parte inferior da figura estd situada a
barra de escala, em Kilobases (Kb).
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4. Consideragoes Finais

O presente estudo busca fornecer uma referéncia ttil sobre os genes MADS-box e
auxiliar na compreensdo dos mecanismos moleculares responsaveis pelos processos dos
desenvolvimentos vegetativo e reprodutivo do cafeeiro, contribuindo também na
elucidagdo da histéria evolutiva desses importantes fatores de transcricdo na familia
Rubiaceae. Nas préximas etapas determinaremos a expressdo dos genes identificados
em diferentes tecidos de C. arabica por meio de andlises in silico de RNA-Seq, o que
possibilitard uma andlise mais aprofundada do grau de conservacao desses genes e dos
papéis exercidos por eles.
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Apéndice A

Tabela A1. Relagdo dos 102 genes MADS-box identificados em Coffea arabica. Também informados na tabela estdo seus respectivos

identificadores no banco de dados GenBank, suas posi¢des no genoma da planta, o grupo a que pertencem e o comprimento da

proteina que codificam. * Proteinas descritas previamente por Oliveira et al. [8].

Gene name Synonym Genbank ID Chr. Localization Group | Subgroup | Length (aa)
CaMADS1 XP_027062828.1 1E 31887001 - 31887848 Ma NA 252
CaMADS2 XP_027063685.1 | 5C 40137420 - 40146426 | MIKC SHP 245
CaMADS3 XP_027064476.1 | 5C 1696972 - 1697820 Ma NA 282
CaMADS4 XP_027068482.1 1E 32271015 - 32271721 Ma NA 212
CaMADS5 XP_027069013.1 | 6C 15448302 - 15453697 | MIKC ’ZGGI“I}E 8/ 240
CaMADS6 XP_027073038.1 6E 14187665 - 14192800 | MIKC AA%];;S 8/ 242
CaMADS7 CaTM6 * | XP_027073264.1 7C 7075691 - 7078254 MIKC AP3 219
CaMADSS8 CaSEP-1* | XP_027074278.1 7C 2590468 - 2595678 MIKC SEP 245
CaMADS9 XP_027075278.1 | 7C 10403072 - 10406815 | MIKC SVP 232
CaMADS10 XP_027076499.1 | 7C 5433796 - 5441026 MIKC AA%];}Z 1/ 235
CaMADS11 XP_027077910.1 7E 17073970 - 17086729 | MIKC AP1/FUL 242
CaMADS12 XP_027078034.1 7E 415170 - 420468 MIKC SEP 245
CaMADS13 | CaAGL17* | XP_027078102.1 7E 3166861 - 3174028 MIKC AA%];}; 1/ 235
CaMADS14 CaSVP-1* | XP_027078661.1 7E 7604438 - 7608213 MIKC SVP 232
CaMADS15 XP_027078843.1 7E 426275 - 434382 MIKC AP1/FUL 241
CaMADS16 | CaTM3-1* | XP_027080181.1 8E 42234652 - 42244780 | MIKC AA%];};L 9/ 202
CaMADS17 XP_027082688.1 8E 44129029 - 44129646 Ma NA 205
CaMADS18 XP_027082904.1 | 8C 36706443 - 36716138 | MIKC IZ%IS;L 9/ 202
AGL14/
CaMADS19 XP_027083082.1 | 8C 36538879 - 36548065 | MIKC AGL19 202
CaMADS20 XP_027083939.1 | 8C 38284598 - 38285213 Ma NA 193
CaMADS21 XP_027083940.1 | 8C 38451695 - 38452312 Ma NA 205
CaMADS22 XP_027085702.1 | 9C 7276705 - 7287809 MIKC AA%];};L 9/ 213
CaMADS23 XP_027085703.1 | 9C 7235786 - 7252001 MIKC 1:%11114 9/ 205
CaMADS24 XP_027086111.1 | 9C 7217661 - 7223289 MIKC 1;%11114 9/ 212
CaMADS25 XP_027086639.1 | 9C 30079886 - 30080524 Ma NA 212
CaMADS26 XP_027086640.1 | 9C 30169388 - 30173038 Ma NA 321
CaMADS27 XP_027087702.1 | 9C 31053659 - 31055210 Ma NA 374
CaMADS28 XP_027087965.1 9E 4010616 - 4011356 Ma NA 181
CaMADS29 | CaTM3-2* | XP_027088367.1 9E 6409310 - 6414977 MIKC 11(21114 9/ 212
CaMADS30 XP_027088711.1 9E 29732528 - 29733652 Ma NA 374
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CaMADS31 XP_027088718.1 | 9E | 29973413 - 29977164 Ma NA 308
CaMADS32 XP_027088719.1 | 9E | 30021212 - 30022336 Ma NA 374
CaMADS33 XP_027089366.1 | 9E 6427515 - 6438609 MIKC AA%I}}IL 9/ 204
CaMADS34 XP_027089367.1 | 9E 6472824 - 6489839 MIKC AA%LLIIL 9/ 213
CaMADS35 CaPI * XP_027089801.1 | 10E | 36148862 - 36151534 | MIKC PI 210
CaMADS36 XP_027089990.1 | 10E | 35757233 - 35761031 | MIKC TT16 254
CaMADS37 XP_027090010.1 | 10E | 40052627 - 40061756 | MIKC svp 227
CaMADS38 XP_027090646.1 | 10E | 39980434 - 39989400 | MIKC Svp 227
CaMADS39 CaAP3* | XP_027090983.1 | 10E 1625706 - 1628031 MIKC AP3 224
CaMADS40 XP_027091062.1 | 10E 9111955 - 9117988 MIKC AGL12 205
CaMADS41 XP_027091162.1 | 10E 9370046 - 9380330 MIKC STK 224
CaMADS42 | CaAGL16* | XP_027092062.1 | 10E 7395733 - 7421886 MIKC A;GGLLlZ 1/ 239
CaMADS43 XP_027092769.1 | 10C | 41014563 - 41017238 | MIKC PI 210
CaMADS44 | CaSVP-2* | XP_027092990.1 | 10C | 44946055 - 44955263 | MIKC svp 227
CaMADS45 XP_027093277.1 | 10C | 40624080 - 40627376 | MIKC TT16 254
CaMADS46 XP_027093414.1 | 10C 7427346 - 7432528 MIKC AGL12 205
CaMADS47 XP_027093918.1 | 10C 7720126 - 7730404 MIKC STK 228
CaMADS48 XP_027094493.1 | 10C 6454180 - 6476418 MIKC AA%I;}; 1/ 239
CaMADS49 | CaSEP-4* | XP_027096631.1 | 11C | 31815729 - 31822474 | MIKC SEP 239
CaMADSS50 CaAP1* | XP_027096636.1 | 11C | 31806985 - 31812529 | MIKC | AP1/FUL 242
CaMADS51 CaSEP-3* | XP_027096722.1 | 11C | 35639430 - 35644817 | MIKC SEP 246
CaMADS52 XP_027097746.1 | 11C | 35614153 - 35629250 | MIKC FLC 206
CaMADS53 XP_027099549.1 | 11E | 41742814 - 41747715 | MIKC SEP 241
CaMADS54 CaFLC* | XP_027100320.1 | 11E | 41706090 - 41721807 | MIKC FLC 206
CaMADS55 XP_027101418.1 | NA 5538 - 6263 Ma NA 241
CaMADS56 XP_027101420.1 | NA 21691 - 22425 Ma NA 244
CaMADS57 XP_027101421.1 | NA 27797 - 31962 Ma NA 321
CaMADS58 XP_027101422.1 | NA 44052 - 44723 Ma NA 223
CaMADS59 XP_027101424.1 | NA 50275 - 51797 Ma NA 253
CaMADS60 XP_027101426.1 | NA 65586 - 66257 Ma NA 223
CaMADS61 XP_027101427.1 | NA 69174 - 69839 Ma NA 221
CaMADS62 XP_027101428.1 | NA 81926 - 82597 Ma NA 223
CaMADS63 XP_027101430.1 | NA 477 - 1196 Ma NA 240
CaMADS64 XP_027101434.1 | NA 88133 - 89903 Ma NA 240
CaMADS65 XP_027101456.1 | NA 3463 - 4056 Ma NA 197
CaMADS66 XP_027101457.1 | NA 28132 - 28797 Ma NA 221
CaMADS67 CaAG* XP_027101517.1 | 2C | 14611048 - 14618205 | MIKC AG 242
CaMADS68 XP_027101670.1 | 2C | 17292698 - 17305368 | MIKC ANRI1 240
CaMADS69 XP_027101746.1 | NA 3523635 - 3524483 Ma NA 282
CaMADS70 XP_027102172.1 | NA 1773126 - 1773671 Ma NA 181
CaMADS71 XP_027103881.1 | 2C 2838762 - 2844949 MIKC SOC1 230
CaMADS72 | CaSVP-3* | XP_027106196.1 | 2C | 17505089 - 17513253 | MIKC svp 261
CaMADS73 XP_027108199.1 | 2C | 63808808 - 63819347 | MIKC SOC1 216
CaMADS74 XP_027108862.1 | 2E 16923191 - 16923862 Ma NA 223
CaMADS75 | CaAGL6* | XP_027109717.1 | 2E | 68578009 - 68584569 | MIKC AGL6 253
CaMADS76 XP_027115031.1 | 2E 68835465 - 68842043 | MIKC AGL6 253




12 of 15

CaMADS77 | CaAGL42* | XP_027110410.1 2E 2974383 - 2981128 MIKC SOC1 230
CaMADS78 XP_027112013.1 2E 13488581 - 13499653 | MIKC AG 242
CaMADS79 XP_027112766.1 2E 17272420 - 17284677 | MIKC ANR1 240
CaMADS80 XP_027113896.1 2E 29510281 - 29517123 | MIKC AA%LLlf 8/ 311
CaMADSS81 CaSOC1* | XP_027115032.1 2E 68849447 - 68859978 | MIKC SOC1 216
CaMADSS82 XP_027123772.1 1C 35773610 - 35774368 Ma NA 252
CaMADSS83 CaFUL* XP_027125353.1 4E 23235158 - 23246543 | MIKC AP1/FUL 242
CaMADS84 XP_027123666.1 4C 38954926 - 38962701 MIKC AP1/FUL 423
CaMADSS85 XP_027101419.1 | NA 10599 - 11324 MIKC* NA 241
CaMADS86 CaMD * XP_027125662.1 4E 39220405 - 39227948 | MIKC* NA 409
CaMADSS87 XP_027062683.1 5C 2878627 - 2879736 Mg NA 369
CaMADSS88 XP_027093617.1 | 10C | 19156892 - 19157998 Mg NA 368
CaMADS89 XP_027078767.1 7E 5440936 - 5441622 Mg NA 228
CaMADS90 XP_027109449.1 2E 62460168 - 62461394 Mg NA 408
CaMADS91 XP_027062843.1 1E 32180000 - 32180799 Ma NA 236
CaMADS92 XP_027075722.1 7C 11966760 - 11969493 | MIKC* NA 232
CaMADS93 XP_027076830.1 7E 9174844 - 9177730 MIKC* NA 232
CaMADS9%4 XP_027086465.1 9C 7596121 - 7597179 Ma NA 246
CaMADS95 XP_027087159.1 9C 3390213 - 3392532 Mg NA 320
CaMADS96 XP_027087795.1 9E 2898683 - 2900906 Mg NA 321
CaMADS97 XP_027095848.1 | 11C | 24509371 - 24510275 Mg NA 224
CaMADS98 XP_027098569.1 | 11E | 31065295 - 31066206 Mg NA 224
CaMADS99 XP_027102546.1 2C 62725975 - 62726754 Mg NA 259
CaMADS100 XP_027066504.1 6C 3395314 - 3396479 Mg NA 189
CaMADS101 XP_027091235.1 | 10E 4307971 - 4311424 MIKC* NA 329
CaMADS102 XP_027075649.1 7C 8298062 - 8298748 Mg NA 228
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