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RESUMO

A familia dos genes MADS-box codifica fatores de transcricio que atuam como reguladores
importantes em muitas etapas no desenvolvimento de diversos organismos. Em plantas, estes
genes estdo envolvidos na determinacdo da identidade dos meristemas reprodutivos e dos
orgaos florais, bem como no controle de diversos processos durante o desenvolvimento. O
presente trabalho teve como objetivo estudar o padrdao de expressdo dos provdveis ortdlogos
dos genes do modelo ABC (APETALAI, APETALA3, PISTILATA e AGAMOUS de
Arabidopsis thaliana, e do gene TM6 de Solanum lycopersicum) em Coffea arabica L. Estes
genes pertencem a familia MADS-box e estdo relacionados a determinagdo da identidade dos
orgdos florais na planta-modelo A. thaliana. A partir do banco de dados de sequéncias
expressas de cafeeiro (CAFEST), foram identificados 23 possiveis homdlogos de genes
MADS-box em cafeeiro. Perfis de expressdo por RT-PCR indicaram que a maioria destes
genes sdo expressos em flor e fruto. A andlise dos dados gerados pelo uso de microscopia
Optica e de varredura permitiu estabelecer uma sequéncia de desenvolvimento para
estabelecimento dos o6rgdos florais em cafeeiro, facilitando a identificacdo dos locais de
expressdo dos ortélogos do modelo ABC pela técnica de hibridizacdo in situ. Sendo C.
arabica uma espécie relativamente recente e com caracteristicas peculiares, foi proposto um
mecanismo de atuacdo dos genes do modelo ABC. Dessa forma, os resultados obtidos
contribuem para a compreensdo do estabelecimento dos o6rgdos florais em C. arabica.
Adicionalmente, pela caracterizacdo de um nimero elevado de genes da familia MADS, foram
identificados outros genes potencialmente envolvidos em outros processos de
desenvolvimento, que futuramente poderdo ser utilizados para incremento da industria

cafeeira.

Vii



SUMMARY

The MADS-box gene family encodes transcription factors that act as key regulators in many
steps in the development of various organisms. In plants, these genes are involved in
determining the identity of reproductive meristems and floral organs as well as in controlling
several processes during development. This work aimed to study the expression patterns of
putative orthologs of the ABC model genes (APETALAI, APETALA3, AGAMOUS and
PISTILATA from Arabidopsis thaliana, and TM6 from Solanum Lycopersicum) in Coffea
arabica L. These genes belong to the MADS-box family and are related to the determination of
floral organ identity in the model plant A. thaliana. From the CAFEST database of expressed
sequence tags, 23 MADS-box gene sequences were identified in coffee. Expression profiles of
these genes, determined by RT-PCR, indicated that most of these genes are expressed in
flowers and fruits. The analysis of data from optical microscopy and scanning electron
microscopy allowed the establishment of a developmental sequence for the establishment of
floral organ, facilitating the characterization of the spatial expression patterns of orthologs of
the ABC genes by in situ hybridization. A diversified role of conserved genes of the ABC
model was proposed for the relatively recent and peculiar specie that is C. arabica. The
obtained results aid the understanding of the establishment of floral organs in C. Arabica.
Additionally, as many other coffee MADS-box genes were also characterized, other genes,
potentially involved in other developmental processes that could be of interest to the industry in

the future were also identified.
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1. INTRODUCAO
Os genes MADS-box

Genes MADS-box constituem uma familia de fatores de transcri¢do envolvidos no
controle dos principais aspectos do ciclo de vida das plantas terrestres (Gramzow & Theissen,
2010). Membros dessa familia t€m uma regiao (dominio MADS) de 58 aminoécidos altamente
conservados, que ativam processos de transcri¢dao ligando-se a elementos de reconhecimento -
chamados CarG boxes (CC (A/T)s GG) encontrados em promotores de genes alvo no DNA
(Riechmann et al., 1996). O termo MADS-box refere-se as iniciais dos primeiros quatro
membros descritos, MINICHROMOSOME MAINTENANCE 1 (MCM1) de Saccharomyces
cerevisiae, AGAMOUS (AG) de Arabidopsis thaliana, DEFICIENS (DEF) de Antirrhinum
majus ¢ SERUM RESPONSE FACTOR (SRF) de Homo sapiens (Schwarz-Sommer et al.,
1990). Estudos recentes indicam que genes MADS-box originaram de uma sequéncia de DNA
que codifica uma subunidade da enzima topoisomerase IIA, envolvida na replicacio do DNA
(Gramzow et al., 2010). Uma das cépias acumulou mudangas nas sequéncias originando um
dominio com maior especificidade na ligacdo ao DNA, o dominio MADS (Gramzow et al.,

2010).

Como um resultado da subsequente duplicacdo e divergéncia do gene, dois principais
tipos de genes MADS-box sdo reconhecidos - Tipo I (SRF-like) e tipo II (MEF2-like) -
estabelecidos no ancestral mais recente de eucariotos (Alvarez-Buylla et al., 2000a). Esses
dois tipos sao distinguidos pela sequéncia de DNA, especificidade do local de ligacdo ao DNA
e a quantidade de transcritos que eles induzem (Messenguy & Dubois, 2003). Os dois tipos
sdo distinguidos pelos dominios caracteristicos da estrutura de suas proteinas, sendo que

fatores de transcricdio MADS do tipo II de plantas apresentam dominio keratin-like (K) e sdo



geralmente conhecidos como proteinas MIKC, devido a presenca de quatro dominios
caracteristicos: MADS (M) altamente conservado, Intervening (I) correspondente a uma
regido interna que se conecta ao dominio Keratin-like (K), por sua vez, responsavel por
interacdes proteina-proteina, seguindo-se entdo uma porcao Carboxy-terminal (C), envolvida
na ativacao da transcricao (Parenicova et al., 2003; Becker & Theissen, 2003). As proteinas do
tipo I ndo possuem o dominio K e sdo subdivididas em trés subfamilias, Ma, M} e My,

podendo ou ndo ter dominios caracteristicos (De Bodt et al., 2003).

A familia de genes MADS-box pode ser dividida em diversos clados ancestrais
revelados por uma reconstrucao filogenética entre diversas espécies de Angiospermas (Becker
& Theissen, 2003), que demonstra relagdes génicas ortélogas extremamente conservadas ou
pardlogas originadas de eventos recentes de duplicacdo retomando os seguintes grupos: AG,
AGL2, AGL6, AGL12, AGL15, AGL17, DEF, FLC, GGM13, GLO, SQUA, STMADSI1 e
TM3. O grande nimero de genes MADS-box encontrados em alguns grupos de plantas, em
contraste com o nimero reduzido em protistas, animais e fungos, indica a importancia desses
fatores de transcri¢dao contribuindo para diversos processos biologicos durante a evolucao das
plantas (Gramzow & Theissen, 2010). Em A. thaliana, por exemplo, sdao encontrados 107
genes, em Oriza sativa (arroz) 71 e em Populus trichocarpa 105 (Parenicova et al., 2003;
Leseberg et al., 2006), que estdo envolvidos em diversos processos de desenvolvimento da
planta, nem sempre relacionados ao desenvolvimento reprodutivo (Zhang & Forde, 1998;

Alvarez-Buylla et al., 2000b).

O modelo ABCE

A grande maioria dos genes relacionados a determinagdo da identidade dos meristemas

e dos orgdos florais pertence a familia MADS-box (Krizek & Fletcher, 2005). A partir de



estudos envolvendo principalmente mutantes MADS-box em A. thaliana e A. majus, foi
proposto um modelo composto por trés fatores: A, B e C, para explicar a determinacdo da
identidade dos 6rgdos florais (Coen & Meyerowitz, 1991). Esses fatores, representados pelo
produto de genes homeoéticos especificos, atuam de forma combinatdria determinando a
formagdo dos quatro verticilos florais (Theissen & Saedler, 2001; Honma & Goto, 2001).
Segundo Coen & Meyerowitz (1991), a funcdo A conferida pelos genes APETALAI (API) e
APETALA2 em A. thaliana e seus respectivos ortélogos LIPLESSI e LIPLESS2 em A. majus,
especificam a identidade das sépalas no primeiro verticilo. Essa mesma funcdo combinada
com a fun¢do B, conferida pelos genes APETALA3 (AP3) e PISTILATA (PI) em A. thaliana e
DEFICIENS e GLOBOSA em A. majus, especifica a identidade de pétalas no segundo
verticilo. A fun¢do B combinada com a funcdo C, conferida pelos genes AGAMOUS (AG) em
A. thaliana e PLENA (PLE) e FARINELLI (FAR) em A. majus, especifica identidade de
estames no terceiro verticilo. E por fim, a funcdo C expressa sozinha no quarto verticilo

especifica identidade do carpelo, além de conferir determina¢ao do meristema floral.

O programa bésico de desenvolvimento floral abrangido pelo modelo ABC parece ser
amplamente conservado entre as espécies de plantas estudadas (Krizek & Fletcher, 2005).
Porém, diversos estudos comparando espécies filogeneticamente distantes mostram que
eventos de duplicacdo seguidos de funcionalizagdo sdo constantes e podem tomar caminhos
diferentes na evolugdo, sendo esse o principal mecanismo na origem da diversidade
morfolégica (Litt & Kramer, 2010). Exemplo disso ocorre com uma duplica¢do de genes de
funcdo B na base das eudicotiledoneas, onde é sugerido que tenha dado origem a um perianto
diferenciado de padriao claramente observado entre essas espécies, ao contrario de
angiospermas mais basais, ausentes dessa copia génica e apresentando diferentes morfologias
florais com perianto indiferenciado (Theissen & Melzer, 2007).

3



A descoberta de que a superexpressdo de genes do modelo ABC em folhas ndo é
suficiente para determinacdo da identidade do 6rgdo floral indicou a existéncia de outro fator
também essencial a essa identidade (Pelaz et al., 2000). Estudos envolvendo a classe de genes
SEPALLATA identificaram quatro pardlogos em A. thaliana com fungdes redundantes e
essenciais a formacdo de complexos especificos em cada verticilo, sendo chamados de genes
de funcdo E (Pelaz et al., 2000; Honma & Goto, 2001). Estudos recentes indicam que esses
genes funcionam como verdadeiros conectores na formagdo de complexos de ordem superior,
interagindo com diferentes fatores de transcricdo e desencadeando uma série de processos

coordenados durante o desenvolvimento (Immink ez al., 2009).

A existéncia de genes MADS-box em gimnospermas, samambaias € musgos, 0s quais
nao formam flores ou frutos, demonstra que a funcdo desses genes em plantas ndo € restrita ao
desenvolvimento de 6rgdos reprodutivos (Miinster et al., 2002b). De forma concordante,
estudos tém demonstrado que os genes MADS-box estdo envolvidos em muitos aspectos no

desenvolvimento de plantas (Zhang & Forde, 1998; Alvarez-Buylla et al., 2000b).

Caracteristicas de Coffea arabica L.

N

O género Coffea L. pertence a familia Rubiaceae e conta com 103 espécies
identificadas (Davis et al., 2006). A grande maioria das espécies conhecidas sdo diploides
(2n=2x=22) e munidas de sistemas de auto-incompatibilidade reprodutiva. Uma das excecdes
¢ a espécie C. arabica, alotetrapldide (2n=4x=44) com taxa de auto-fecundacido em torno de
90% (Grassias & Kammacher, 1975; Charrier & Berthaud, 1985). Hibridos polipléides férteis
podem ter surgido de diferentes formas no género Coffea (Harlan & deWet, 1975), e embora
ndo esteja claro o modo como ocorreu na espécie C. arabica, estudos indicam que trata-se de

um anfidipléide formado da hibridizacdo dos genomas de duas espécies proximas: Coffea



eugenioides, parente feminino, e Coffea canephora Pierre (Lashermes et al., 1999; Maurin et

al., 2007).

As espécies do género Coffea sdo arvores e arbustos, sendo o cafeeiro caracterizado
pelo dimorfismo dos ramos, classificados como ortotropicos (crescimento vertical e simetria
radial) e plagiotrépicos ou laterais (crescimento horizontal ou obliquo, com simetria bilateral)
(Carvalho et al., 1950). Em ramos ortotrépicos sao relatados dois tipos de gemas axilares que
diferem basicamente pela estrutura que originam: gemas cabeca de série, que ddao origem aos
ramos plagiotrépicos, e gemas seriadas, que podem formar ramos ortotrépicos de substitui¢cao
(Moens, 1963). Nos ramos plagiotropicos existem apenas as gemas seriadas (Wormer &
Gituanja, 1970b) que podem formar ramos plagiotrépicos de ordem superior e inflorescéncias
ou permanecerem indiferenciadas (Carvalho et al., 1950). Dedecca (1957) numa descri¢dao
morfoldégica em C. arabica, relata que as inflorescéncias desenvolvem-se num eixo curto
terminando em flor. Nestes novos eixos surgem pares de bricteas cruzadas, que podem
desenvolver outras séries descendentes de gemas. Os eixos que suportam as flores sdo sempre
muito curtos e a inflorescéncia em conjunto assume aspecto compacto de glomérulo. Os
primdrdios florais aparecem na axila formada pelas bracteas com o eixo da inflorescéncia. A
flor do cafeeiro apresenta um célice de cinco pequenos segmentos. A corola é de cor branca,
constituida de cinco pétalas unidas entre si até a metade formando um tubo. Os cinco estames
sdo epipétalos e inserem-se sobre o tubo da corola. Cada estame consiste em um filamento
cilindrico e curto inserido no setor mediano de uma antera bilocular com quatro sacos
polinicos. O gineceu é formado por dois carpelos unidos pelo estilete que se bifurcam em dois

lobos estigmaticos, sendo o ovario infero bilocular contendo um évulo por 16culo.



Fisiologia do florescimento em Coffea arabica

O ciclo fenoldgico do cafeeiro arabica apresenta uma sucessao de fases vegetativas e
reprodutivas que ocorrem a cada dois anos, diferentemente da maioria das plantas cujas
inflorescéncias surgem na primavera e os frutos formam-se no mesmo ano fenoldgico
(Camargo, 1985). O primeiro ano fenoldgico € caracterizado pela formacdo dos ramos
vegetativos com gemas axilares nos nds, posteriormente induzidas a um estado reprodutivo
(Gouveia, 1984). Em seguida, as gemas florais amadurecem, entram em dorméncia e tornam-
se aptas a antese, que ocorre cerca de dez dias apdés uma acdo indutéria causada
principalmente por chuva ou irrigacdo (Camargo, 1985). O segundo ano fenoldgico inicia-se
com a florada, seguida da forma¢do dos chumbinhos (frutos imaturos com cerca de 3-4 mm de
diametro) e da expansdo dos graos. Finalmente, ocorre a granacdo dos frutos e a fase de
maturacdo (Camargo & Camargo, 2001). Nas condicdes tropicais do Brasil, cada ano

fenoldgico geralmente inicia-se em setembro e termina em agosto do ano seguinte.

Sao relatados trés periodos de quiescéncia antes da antese nas gemas reprodutivamente
induzidas (Wormer & Gituanja, 1970a). O primeiro ocorre imediatamente apds a
diferenciacdo e o segundo quando as gemas jid se encontram entumescidas, volumosas e
cobertas por secrecdo. O terceiro ocorre quando os botdes florais individuais ja se encontram
totalmente formados. Apesar do estresse hidrico ndo ser uma condicdo necessdria para
ocorréncia da florada, o periodo de seca precedente parece concentrar as floradas (por impedir
antese prematura das gemas florais mais adiantadas) e promover a aceleracdo da etapa final de
diferenciacdo das gemas florais (Gouveia, 1984). O periodo de florescimento é caracterizado
por sucessivas floradas, havendo sempre uma florada principal, em consequéncia do processo
assincronico de diferenciacdo e crescimento das gemas reprodutivas e da distribuicdo das

chuvas no periodo (Frederico & Maestri, 1970).
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Morais et al. (2008) propuseram uma escala fenoldgica detalhada da fase reprodutiva
de C. arabica dividindo seu desenvolvimento em quatro grandes fases: desenvolvimento da
gema floral (G), floragdao (FL), frutificacio (F) e maturacdo (M). As fases G e F foram
subdivididas tomando-se como critério o tamanho das gemas e frutos, respectivamente. Para a
fase M o critério adotado foi a coloragdo dos frutos. No entanto, a duracdo das fases e o tempo
necessdrio para a completa maturagdao sofrem influéncia de condi¢des climdticas (Kumar,

1979) e da constituicao genética do cafeeiro (Sondahl & Sharp, 1979).

Com base nessas informacdes, torna-se provdvel que o florescimento e o
desenvolvimento de frutos do cafeeiro estejam associados as variacdes edafoclimaticas,
principalmente aquelas associadas a alteracdo no potencial hidrico das plantas (chuva,
irrigacdo apods periodo seco e rdpido decréscimo de temperatura). Porém, do ponto de vista
molecular, o mecanismo envolvido na percepcdo desses estimulos pelas plantas ¢é
desconhecido. Igualmente, pouco se sabe a respeito da conservacdo dos fatores moleculares

responsaveis pela determinacao da identidade dos 6rgdos florais em cafeeiro.

Justificativa

Dentre as diversas espécies pertencentes ao género Coffea, C. arabica é a que produz
bebida de melhor qualidade, respondendo por uma produ¢do em torno de 64% do total
mundial (Fasio & Silva, 2007). O processo de florescimento depende da expressao equilibrada
de uma rede complexa de genes, que € regulada por fatores endégenos e ambientais. Um dos
problemas na qualidade do café consiste no florescimento sequencial dos botdes florais e,
consequentemente, desuniformidade na maturacdo dos frutos, o que dificulta a colheita e

prejudica a qualidade dos graos.



No momento, a complexidade da rede de interacdes moleculares responsdvel pelo
controle do florescimento estd em grande parte baseada em estudos realizados em A. thaliana
(Izawa et al., 2003). Contudo, extensivos esforcos continuam sendo feitos para descrever vias
relacionadas em outras espécies que auxiliem no entendimento do mecanismo bdsico de
desenvolvimento floral (Benlloch ez al., 2007). A aplicacdo desses conceitos a espécie C.
arabica seria de grande interesse para elucidacio de seu complexo processo de
desenvolvimento reprodutivo, permitindo o incremento de préticas agricolas (por exemplo,
obtencdo de plantas macho- e/ou fémea-estéreis e aumento do nimero de verticilos
produzindo um determinado 6rgdo floral — ver revisdao Krizek & Fletcher, 2005), além de
fornecer dados moleculares inéditos de como ocorre a iniciagdo e o estabelecimento dos

orgaos florais nessa espécie.

2. OBJETIVOS

O projeto teve como objetivo identificar em C. arabica os genes ortélogos aos genes
do modelo ABC - APETALAI (API), APETALA3 (AP3), PISTILATA (PI), AGAMOUS (AG) e
TOMATO MADS 6 (TM6) - e estudar seus padrdes de expressao relacionando-os as alteracoes
anatdmicas ocorridas durante o desenvolvimento floral. Dessa forma, inferir suas provaveis

funcdes e a organizacdo do modelo ABC no cafeeiro.

Os objetivos especificos foram: obter sequéncias MADS-box completas a partir do
banco de ESTs CAFEST; classificd-las e indicar seus provaveis ort6logos nos subgrupos
relatados; estabelecer as fases do desenvolvimento reprodutivo por microscopia Optica e
eletronica de varredura; determinar por RT-PCR os padrdes de expressao desses genes nos

diferentes tecidos e fases de desenvolvimento reprodutivo; determinar o padrdo espacial de



expressao dos ortélogos do modelo ABC durante o desenvolvimento floral pela técnica de

hibridizagao in situ.
3. MATERIAIS E METODOS
Identificacdo de sequéncias MADS-box

As sequéncias ESTs de C. arabica homoélogas aos genes da familia MADS-box foram
obtidas no banco de dados CAFEST por meio de duas ferramentas disponiveis no site do
Projeto Genoma Brasileiro do Café (Vieira et al., 2006): busca por palavra-chave e busca por
similaridade - BLAST (Altschul et al., 1997). Para esta ultima, foi utilizada uma sequéncia
consenso da regido MADS gerada pelo programa COBBLER (Henikoff & Henikoff, 1997) a
partir de sequéncias publicadas de genes MADS-box. Foram selecionados todos os reads que
apresentaram similaridade significante (e-value > 10°) e agrupados pelo programa CAP3
(Huang & Madan, 1999), formando os chamados EST-contigs. Para verificacdo da presenca
do dominio conservado MADS as sequéncias foram inspecionadas pelo programa
InterProScan (The InterPro Consortium, 1999) e sendo o BLAST um método heuristico de
procura, todos os EST-contigs validados foram usados para uma terceira busca por
similaridade visando-se encontrar novos reads e remontar clusters incompletos. Esse processo

foi repetido até que nao fosse encontrado mais nenhum novo read significante.

Os clones bacterianos mais representativos de cada EST-contig foram solicitados ao
Banco de Clones (BCCC, Jaboticabal, SP). Foi feito o isolamento de colonias em cidmara de
fluxo esterilizada e crescimento dessas bactérias em meio LB dgar seletivo (Ampicilina 100
pg/ml), por 12 horas a 37°C, seguido de seu cultivo em meio LB liquido também seletivo, em
agitador (200 rpm) pelo mesmo periodo e temperatura. Com essa cultura de células
bacterianas foram realizados dois procedimentos: estoque e armazenamento dos clones
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bacterianos (1:1 em glicerina pura) a -80°C e, extragdo dos plasmideos utilizando-se o kit
PureLink™ Quick Plasmid Miniprep (Invitrogen). Os plasmideos extraidos foram entdo
precipitados em NaAc 3M pH 5,2 e EtOH absoluto gelado, seguido de centrifugacdo e
secagem, e enviados a plataforma de sequenciamento do Laboratério de Gendmica do Centro

de Energia Nuclear na Agricultura (CENA/USP, Piracicaba, SP).

Para algumas sequéncias contendo longas caudas poli-A, foi utilizada a técnica de
primer walking, na qual primers internos sdo utilizados no sequenciamento. Esses primers
foram desenhados em regides confidveis das sequéncias e tinham em geral 20 bases e

temperatura de anelamento de 60°C.

Classificacdo das sequéncias MADS-box

A classificacdo das sequéncias MADS encontradas no CAFEST foi feita por uma
andlise filogenética comparando-os aos genes de A. thaliana (Parenicova et al., 2003). Todas
as sequéncia, tanto as de C. arabica quanto as de A. thaliana, foram alinhadas utilizando-se o
programa ClustalW com os parametros padroes (Thompson et al., 1994). A arvore final foi
obtida utilizando-se o programa MEGA4 (Tamura et al., 2007) com o algoritmo Neighbor-
joining (Saitou & Nei, 1987) e validadas pelo teste probabilistico de bootstraps (Sitnikova et

al., 1995).

Identificacdo de dominios conservados

Para descobrir dominios conservados presentes nas sequéncias MADS selecionadas no
CAFEST, utilizou-se o programa MEME (Multiple Expectation Minimization for Motif
Elicitation) versao 4.4.0 (Bailey & Elkan, 1994). Os parametros utilizados foram: nimero de
repeticoes qualquer, maximo nimero de motifs 4 e amplitude 6tima entre 6 e 200. Os motivos

foram anotados quanto aos dominios funcionais de proteinas por meio do software SMART
10



(Simple Motif Architecture Research Tool) versao 5.0 (Schultz et al., 1998; Letunic et al.,

2002), capaz de reconhecer mais de 500 dominios presentes em diferentes tipos de proteina.

Material vegetal

Foram utilizadas como fonte de tecidos plantas de C. arabica cv. Mundo Novo em
idade reprodutiva ja estabelecidas no campo experimental do Departamento de Biologia
Vegetal da Unicamp e do Instituto Agrondmico de Campinas (IAC), além de sementes da
mesma cultivar germinadas e cultivadas em hidroponia. Os tecidos vegetais escolhidos para as
diversas andlises foram: raiz, entrené de ramos plagiotrépicos (caule jovem), folhas jovens,
meristema apical de ramos plagiotropicos (dpice ou ponteiro) e diferentes estddios de
desenvolvimento de meristemas axilares de ramos plagiotrépicos (gemas axilares), botdes

florais e frutos.

Para coleta de raiz, sementes foram germinadas em papel filtro e 4dgua destilada
mantidos no escuro a uma temperatura de 27°C até o desenvolvimento e abertura dos
cotilédones (periodo de 45 dias). As plantulas foram translocadas para hidroponia oxigenada
em solu¢do nutritiva de Hoagland modificada trocada quinzenalmente, e mantidas por trés
meses. Os meristemas axilares foram coletados mensalmente na altura do né de ramos
plagiotropicos durante o periodo de dezembro de 2008 a junho de 2009. Os botdes florais e
frutos foram selecionados quanto ao critério de tamanho, de acordo com Morais et al. (2008).
Para cada tecido foram coletados respectivamente seis diferentes fases: G2, G3, G4, G5, G6 e
FL, no periodo de maio a agosto de 2009 e F1, F2, F3, F4, F5 e F6, entre agosto e setembro de

2009.

Os tecidos destinados a microscopia 6ptica (MO), microscopia eletronica de varredura
(MEV) e hibridizacao in situ foram fixados em paraformaldeido 4% (p/v) por um periodo de
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12-16 horas a 4°C e, posteriormente, submetidos a uma série de desidratagdo em élcool etilico
(EtOH). Apés atingirem a concentracdo de etanol absoluto, os tecidos foram armazenados a
4°C. Para os tecidos destinados a RT-PCR, ou seja, para extracdo de RNAs, foi feita a coleta

diretamente em nitrogénio liquido (N3) e armazenados a -80°C.

Microscopia éptica e de varredura

Para a microscopia Optica foram utilizados os materiais ja fixados e armazenados em
alcool absoluto, como descritos acima, e incluidos em resina pldstica ativada (Historesin,
Leica) seguindo-se uma série de inclusdo nas seguintes propor¢des Resina/EtOH: 1:3, 1:1 e
3:1, com durac@o de 24 horas cada uma. Na ultima etapa o material ficou imerso por um
periodo 48 horas em resina pura. Apds a série de inclusdo o material foi polimerizado em
moldes plasticos seguindo as instru¢des do fabricante. Os blocos de resina polimerizada foram
colados em pequenos cubos de madeira, sendo submetidos aos cortes histoldgicos seriados em
micrétomo rotativo. Foram feitas sec¢des de 5 um e os cortes sobrepostos em dgua sobre
lamina, seguido de secagem em mesa térmica a 50°C. Os cortes foram entdao corados com azul
de toluidina (0,05% p/v em fosfato de sédio bibdsico anidro e &cido citrico, pH 5) por 4
minutos e montados permanentemente com Entellan entre lamina e laminulas. As laminas
permanentes foram observadas e fotografadas no microscépio ZEISS modelo AXIOVERT 35

do Departamento de Biologia Vegetal da Unicamp.

Para a microscopia de varredura os mesmos materiais fixados e armazenados em 4lcool
absoluto foram utilizados, porém foram secos ao ponto critico. Apds dissecacdo adicional das
amostras e metalizacdo com ouro coloidal (camada de 30nm), a observacido foi feita em
microscopio de varredura LEO 435 VP e as imagens digitalizadas foram obtidas utilizando-se

o programa LEOUIF.
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RT-PCR

A extracdo de RNA total dos materiais vegetais descritos acima foi feita pelo método
descrito por Rezaian & Krake (1987) com modificagdes para retirada de DNA gendmico
contaminante. Uma amostra de cada tecido foi bem macerada com pildo e nitrogénio liquido
em almofariz e, a 2,5 g desse p6 foi adicionado o tampao de extracdo (Tris-HCI 1M pH 8,3,
NaClO4 9M, PEG 8000, H,O DEPC, SDS 20% w/v, PVPP 8,5% v/v, 6 ul B-mercaptoetanol)
sendo agitado rapidamente a temperatura ambiente por alguns minutos. A solucdo foi entdao
centrifugada a 14000 rpm por 10 minutos a 4°C. Apds coleta da fase sobrenadante, foi
adicionado 800 ul de EtOH absoluto gelado, sendo mantidos a -20°C por 20 minutos para
precipitacao de dcidos nucléicos. Foi feita nova centrifugacdo a 8000 rpm por 15 min a 4°C e
o pellet formado lavado com 300 ul de EtOH 70% gelado. Apds repeticao da ultima
centrifugacdo, o pellet foi ressuspendido em 300 pl de Tris-EDTA (10 mM/5mM, pH8.,0) e 1
ul de B-mercaptoetanol. O tubo foi agitado e adicionado 750 ul de fenol/cloroférmio. Seguiu-
se centrifugacdo a 10000 rpm por 10 min e coleta do sobrenadante. Foi adicionado 750 ul de
cloroférmio/élcool isoamilico (24:1 v/v), agitado e novamente centrifugado a 10000 rpm por 5
min. A fase aquosa foi coletada e o RNA precipitado pela adi¢do 50 ul de acetato de sédio
(3M, pH 5,2) e 750 pl de etanol absoluto gelado e incubados a -20°C por cerca de 1 hora. Foi
feita mais uma centrifugacao a 10000 rpm por 15 min a 4°C, e o pellet lavado com 750 pl de
EtOH, que apds nova cetrifugacdo a 8000 rpm por 5 min a 4°C e secagem ao ar livre, pode ser
ressuspendido em H,O DEPC. A extracao dos RNA para os tecido pdde ser confirmada em gel

de agarose.

Para sintese dos cDNAs, os RNAs extraidos de cada tecido foram quantificados em
espectrofotometro e apds célculo do volume necessdrio para uma quantidade de 2,5 pug de

RNA, foram feitos os tratamentos com DNAse (DNA-free, Ambion) para retirada de
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remanescentes de DNA gendmico seguindo-se as instru¢des do fabricante. Em seguida, a
primeira fita de cDNA foi sintetizada em rea¢do com transcriptase reversa (Kit Superscript II,

Invitrogen®) e primers oligo-dT. Estes constituiram os moldes para as reacdes de PCR.

Os primers de cada gene MADS selecionado no cafeeiro foram desenhados em regides
ndo conservadas das sequéncias utilizando-se o programa Primer3 (Rozen & Skaletsky, 2000),
tendo os seguintes parametros solicitados: amplificacdo de produtos de PCR entre 380 e 450
pb, tamanho de 18 a 22 bases, melting temperature (Tm) em torno de 55°C e conteido GC
entre 45-55% (para a sequéncia dos primers, ver APENDICE — Item 1). Foram selecionados
primers com baixa energia livre de complementaridade (AG), apds serem testados no
programa Gene Runner 3.05 (Copyright © 1994 Hastings Software, Inc.) quanto a formacao
de dimeros e hairpins. Posteriormente, os primers foram testados em reacdes de PCR

utilizando-se o préprio plasmideo do respectivo clone como template (controle positivo).

O experimento para documentagdo dos perfis de expressio das sequéncias
selecionadas, foi precedido pela normalizacdo das quantidades de cDNA nas amostras de
tecidos coletados. Para tal, foram desenhados primers especificos do gene constitutivo
GAPDH, indicado como tendo expressdo bastante estdvel em diversos tecidos de cafeeiro
(Barsalobres-Cavallari et al., 2009). Com os tecidos normalizados, as reacdes de PCR semi-
quantitativas foram realizadas e documentadas digitalmente pelo programa Gel Doc

(Syngene).
Hibridizacdo in situ

Para sintese da sonda foram utilizados como moldes os clones contendo os respectivos
cDNAs dos ortélogos dos genes do modelo ABC (AP1, AP3, TM6, PI e AG). Apds
crescimento das bactérias em meio LB agar/ampicilina (100pug/ml), os plasmideos foram
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extraidos (kit miniprep Invitrogen®) e linearizados com enzima EcoRI numa reagdo que levou
75 ul de miniprep em TE (Tris-EDTA), 10 ul H,O, 10 ul tampao da enzima e 5 pl de EcoRI,
totalizando 100 pl que foram mantidos a 37°C por 2 horas. Um segundo tipo de sonda foi feita
com o mesmo procedimento linearizando-se os plasmideos numa regido mediana ao clone
utilizando-se as enzimas SACI, HindIll e HindFI, especificas para cada clone. As sondas
foram obtidas por transcricdo in vitro dos plasmideos linearizados com emprego da
transcriptase SP6 em reacdo contendo uracila marcada com digoxigenina (DIG-UTP), segundo

as instrucdes do fabricante do kit (Roche).

Os materiais j4 fixados e armazenados em dlcool absoluto, conforme descrito
anteriormente, foram transferidos para xilol seguindo-se uma série de propor¢des xilol/EtOH:
1:3, 1:1 e 3:1, com duracdo de 24 horas cada uma e, posteriormente mantidos por 3 dias em
xilol puro. Foi feita a substituicdo do xilol por parafina adicionando-se ao material parafina
histologica granulada e mantendo-o em estufa a 60°C. Para retirada total do xilol foram feitas
quatro trocas de parafina liquida por dia durante quatro dias. O material totalmente incluso em
parafina liquida foi entdo posicionado e solidificado em formas de papel e montados em cubos
de madeira para os cortes histoldgicos em micrétomo. Os cortes seriados com 7um de
espessura foram colocados sobre H,O (tratadas com DEPC) sobre lamina previamente
submetidas a um banho de organosilana (3-aminopropiltrietoxisilana, Pierce 2% em acetona),
por 6 minutos. As laminas foram secas em chapa elétrica a 50°C até e armazenadas a 4° até

que fossem utilizadas para hibridizacao.

A hibridiza¢do in situ consistiu de trés etapas: pré-hibridizacao/hibridizacdo, pos-
hibridizagdo/imuno-deteccao e visualizacdo das laminas. Para primeira etapa foi feita a
remog¢ao da parafina dos cortes com banhos de xilol:EtOH nas propor¢des 3:1, 1:1, 1:3 e

alcool absoluto, sendo secos posteriormente ao ambiente. As laminas foram entao
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selecionadas em microscopio, submetidas ao tratamento de pré-hibridizacdo com proteinase K
(1pg/ml em 0,05M Tris HCl pH:7,5) durante 13 minutos e lavadas em H,O DEPC. A
hibridizacdo foi realizada em tampao de hibridizacido (3ml Formamida deionizada, 132pl Tris-
HCL IM pH 8,0, 720ul NaCl 5M, 120ul EDTA, 144ul Denharts, 1,44 ml de Dextran Sulfato
50%) contendo 300-600ng de sonda. Foram colocados 300 pl dessa solucdo sobre as laminas,

cobertas com parafilme e mantidas em camara imida a 42°C durante 16 horas.

Na segunda etapa, as laminas foram imersas duas vezes em tampao SSC 2X (solugdo
estoque 20X: 175,3g/L NaCl, 88,2g/L Citrato de Sédio, pH= 7) e duas vezes em tampao SSC
4X, mantidas a 42°C durante 30 minutos cada uma. Seguiram-se trés lavagens em H,O estéril
e imuno-detec¢do com anticorpo anti-DIG conjugados a fosfatase alcalina. As laminas foram
deixadas por 5 minutos em tampao de deteccdo DB1 (100 mM Tris-HCL pH 8,0, 150 mM
NaCl) e por 30 minutos em tampao de bloqueio, DB2 (DB1 acrescido de 1% Blocky agent,
Roche). Foram colocados 300ul de solucdo de anticorpo (1:1000 em DB2) em cada lamina.
Posteriormente, as laminas foram cobertas com parafilme e armazenadas em camara imida
por 1 hora. As laminas foram imersas duas vezes por 15 minutos em DB1 e mais 5 minutos
em DB3 (100mM Tris-HCL pH 8,0, 100mM NaCl e 5S0mM MgCl,). A visualiza¢do do sinal
foi obtida apds aplicacdo de 300ul de substrato comercial de NBT/BCIP Plus Suppresor
(Pierce) sobre cada lamina, que foi em seguida coberta com laminulas e mantidas por 12 horas
no escuro. Foram feitas laminas permanentes com Entellan e o material hibridizado foi

observado e documentado em microscépio ZEISS modelo AXIOVERT 35.

16



4. RESULTADOS
Identificacdo e classificacdo de sequéncias

Os métodos de buscas por sequéncias no banco CAFEST permitiram a identificagcao de
mais de 100 reads, que apds processo de agrupamento e comparagdo com bancos de dados
publicos, resultaram na formagao de 23 EST-contigs relacionados a familia de genes MADS-
box. Os clones mais representativos dos 23 EST-contigs selecionados foram entdo
resequenciados para confirmacdo (ver APENDICE, Item 2 - Lista de sequéncias). Esse
procedimento revelou que dois contigs (20, 22) apresentavam a regidlo MADS incompleta
(cDNA clonado fragmentado a 5°) e trés (3, 16 e 20) ndo tinham seus clones disponiveis no

Banco de Clones (BCCC, Jaboticabal, SP).

As andlises filogenéticas incluindo as 23 sequéncias encontradas no CAFEST e as
sequéncias publicadas de A. thaliana (Parenicova et al. 2003) permitiram a reconstrucao dos
grupos relatados para a familia MADS-box (Theissen et al., 2000), permitindo a classificacdo
das mesmas nos diferentes subclados bem suportadas pelo teste de bootstraps (Figura 1).
Todas as sequéncias foram classificadas como genes do tipo II de proteinas MADS-box
(Alvarez-Buylla et al., 2000), a grande maioria apresentou estrutura MIKC tipica com os
dominios caracteristicos MADS e K-box bastante conservados (Figura 2), e apenas 7-CaMd

apresentou uma estrutura mais similar ao grupo MJ.
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Figura 2 — Representagdo grafica dos “motifs” de agrupamento entre os 23 EST-contigs completos encontrados
no CAFEST (Bailey & Elkan, 1994). Os motifs indicados acima foram anotados e estdo representados pela figura
do topo. A cor azul-clara representa a porcdo mais conservada do dominio MADS. A cor vermelha representa
parte do dominio I. As cores azul-escuro e rosa representam dois “motifs” conservados do dominio K. A linha
cinza ao final das sequéncias indica a por¢cao C-terminal, ndo conservada.

Dessa forma, foram indicados os provdveis ortdlogos em C. arabica para os diferentes
genes MADS-box descritos em A. thaliana e de particular interesse para este trabalho: os
candidatos ortélogos do modelo ABC (Fungdo A: sequéncias 13 e 15, fun¢do B sequéncias 5,

10 e 14, e funcdo C sequéncias 12 e 22 (Figura 1).

Tendo em vista a considerdvel distancia filogenética entre as familias de A. thaliana e
C. arabica, e as diversas duplicacdes relatadas ao longo da evoluc¢do da familia MADS-box,
andlises filogenéticas complementares, incluindo sequéncias de espécies mais proximas ao

cafeeiro, foram realizadas para separar esses subgrupos e melhor caracterizar os verdadeiros
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ortélogos de genes do modelo ABC. Para a funcio A, as andlises confirmaram a ortologia da
sequéncia 13 a API, sendo nomeada Coffea arabica APETALAI (CaAP1, Figura 3A). Para a
funcdo B, a sequéncia 5 apresentou ortologia a AP3 (Coffea arabica APETALA3, CaAP3), a
sequéncia 10 foi classificada como ortéloga ao gene PI (Coffea arabica PISTILLATA, CaPl),
e a sequéncia 14, ortdloga a TM6 (Coffea arabica TOMATO MADS 6, CaTM6; Figura 3B).
Por fim, para a funcdo C o ortélogo ao gene AG foi a sequéncia 12 (Coffea arabica

AGAMOUS, CaAG:; Figura 3C).

Como cada EST-contig foi oriundo de montagens incluindo diversos reads, diferencas
alélicas (SNPs ou indels, delecdes e translocacdes de bases) e splicing alternativos, puderam

ser observadas e encontram-se anotadas na lista de sequéncias (APENDICE - Item 2).
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Figura 3 - Arvores especificas comparando sequéncias MADS de C. arabica (quadrado) e genes publicados das
respectivas familias de diversas espécies (nimeros de acesso e espécie estdo acompanhados). A — Subclado SQUA

AGL12(AGL12/At1g71692)

(fungdo A), B — Subclado Def+GLO (fungéo B), e C — Subclado AGAMOUS (fungéo C).
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Caracterizacdo morfo-anatomica do desenvolvimento floral

As andlises feitas em microscopia Optica e eletronica de varredura permitiram
estabelecer as etapas do desenvolvimento do meristema vegetativo durante sua transicdo para
meristemas de inflorescéncia, seguindo-se a formacdo dos meristemas florais e
desenvolvimento dos primérdios dos 6rgdos florais. Meristemas vegetativos oriundos de
ramos ortotrépicos sdo menores, mais achatados e compactos quando comparados com gemas
que originam as inflorescéncias, estas formadas nos ramos plagiotrépicos (Figuras 4A e 4B).
Em geral, sdo encontradas quatro gemas nas axilas de ramos plagiotrépicos protegidas pela
estipula interpeciolar e dispostas numa série de diferentes estddios de desenvolvimento como
mostrado na Figura 4B, onde a gema mais desenvolvida encontra-se acima no ramo (Gl) e a

menos (G4) na base junto a conexao com o peciolo.

O estabelecimento de um meristema axilar se da inicialmente pelo crescimento do
primeiro par de brécteas e coléteres em sua face adaxial (Figuras 4C e 4D). Apéds inducdo do
estadio reprodutivo, os meristemas de inflorescéncia apresentam formagao de um segundo par
de bracteas, também revestido de coléteres em sua face adaxial, que secretam grande
quantidade de mucilagem (Figuras 4E e 4F). Essa mucilagem ird acompanhar o
desenvolvimento dos meristemas até o surgimento de todas as estruturas florais (APENDICE
— Item 3). Nas amostras coletadas em maio, sdo observadas massas celulares adjuntas ao
meristema central, indicando o inicio da formagdo dos meristemas florais (Figura 4F). E nas
amostras coletadas em junho, observa-se uma clara diferenca entre as fases de
desenvolvimento, tanto dos meristemas de inflorescéncia, quanto dos meristemas florais
(Figura 4G). O meristema floral central, mais desenvolvido, apresenta inicialmente o
desenvolvimento de primdrdios de sépala e pétala (Figura 4H) e, em seguida, formagao de

estames, carpelos e finalmente a formacdo do ovario (Figura 4I).
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Figura 4 - Secdes longitudinais mostrando a transi¢do de um meristema vegetativo em meristema de
inflorescéncia e a formagdo dos 6rgdos florais em C. arabica. Legendas: EI — estipulas interpeciolares, G1 a G4
— série de gemas axilares em diferentes estddios de desenvolvimento, Br — bricteas, Co — coléteres, Mu —
mucilagem, MI — meristema da inflorescéncia, MF — meristema floral, S — sépala, P — pétala, E — estame, C —
carpelo, Ov — ovdrio. Barras: figuras A, C,De E=100 um; B, F, He I =500 um; G = 1000 pm.
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Observa-se nesse ponto o rompimento da barreira de mucilagem com o crescimento da

estrutura floral (Ver APENDICE — Item 3).

Na figura 5 é apresentada em detalhe a formacdo dos primérdios dos 6rgaos florais.
Inicialmente, o meristema floral adquire aspecto achatado por meio de divisdes celulares da
tinica e do corpo do promeristema na regido periférica originada da zona central (Figura SA).
A partir da zona periférica sdo formados primeiramente os primérdios das sépalas e das
pétalas (Figura 5B), seguidos dos primérdios dos estames e dos carpelos (Figura 5C e 5D).
Observa-se também a presenca de coléteres na lateral do corpo do meristema floral (Figura
5C), que estdo presentes desde os estddios iniciais (Figura 5A). Esses coléteres sao
comumente observados nas bases de meristemas, tanto nos de inflorescéncia quanto nos
florais e inicialmente recobrem todo o domo meristemético, adquirindo posi¢do mediana com

o posterior desenvolvimento das estruturas oriundas do meristema (Figuras 5A e C).

H4 intensa atividade meristematica nas regides centrais e periféricas do meristema
floral, evidenciada pelo nicleo bastante denso das células (Figura SE). A manuteng¢do da
protoderme ocorre por divisdes anticlinais da camada L1 e ha vacuolizag¢ao dessas células em
direcdo a regido basal. A partir dai segue-se um periodo de expansao e crescimento dos 6rgaos
florais terminando com a formacdo do ovéario infero, bicarpelar, bilocular contendo os évulos
(Figura 5F). Um corte transversal de uma inflorescéncia apresenta dois botdes florais ja
completamente formados com a arquitetura floral caracteristica do cafeeiro: cinco pétalas,
cinco estames e dois carpelos unidos, envoltos pelo segundo par de bricteas revestidas por
coléteres que preenchem todo espaco entre as bracteas e os botdes florais (Figura 5G). Os
outros dois botdes florais encontram-se em um nivel de corte mais profundo (ver Figura 6I)

devido as diferencas nos estadios de desenvolvimento dos mesmos.
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Figura 5 — Figuras A a F, secGes longitudinais do meristema floral mostrando a formagéo dos érgios florais em
C. arabica. Na figura G, um corte transversal da inflorescéncia com os botdes florais ja formados. Legendas: Tu
— tinica (L1), Co — coléteres, S — sépala, P — pétala, E — estame, C — carpelo, Ov — ovério, O — évulo, Pt —
protoderme. Seta indica uma divis@o anticlinal na L1. Barras: figuras A a F = 100 um; G = 500 um.
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As andlises morfoldgicas por microscopia eletronica de varredura revelaram detalhes
nas estruturas das gemas bem como dos 6rgdos florais formados posteriormente. Na série de
imagens apresentada na Figura 6, observam-se as estipulas interpeciolares do caule que
encobrem e protegem as gemas axilares no inicio do desenvolvimento (Figura 6A). Apds
indug¢do do estado reprodutivo, ocorre o entumescimento das gemas, causado pelo crescimento
e desenvolvimento do meristema de inflorescéncia, forcando a abertura das estipulas e
permitindo seu surgimento (Figura 6B). Essa gema inicial apresenta seu primeiro par de
bricteas abrangentes, cobrindo e fechando toda a estrutura. A medida que ocorre o
desenvolvimento dos primérdios, as bricteas se afastam e os quatro botdes florais da gema
emergem (Figuras 6C e 6D). Em seguida, ocorre o crescimento dos botdes florais que se
projetam ainda mais para fora do corpo do meristema revelando o segundo par de bricteas
opostas que os protegia internamente (Figura 6E). O arranjo dos 6rgdos florais antes da antese
pode ser observado na figura 6F, na qual o estigma bifurcado parte dos estiletes unidos, o
pistilo encontra-se cercado por duas das cindo anteras e por trés das cinco pétalas. As sépalas
reduzidas ndo aparecem na figura. Quando completado seu desenvolvimento, o estigma
bipartido abre-se revelando suas papilas estigmaticas (Figuras 6G e 6H). Fica clara na
estrutura floral completa a formacdo de duas estruturas acopladas, constituidas pelo corpo do
meristema e um par de bracteas revestidas por coléteres, dispostas de forma cruzada onde se

inserem os quatro botdes florais (Figura 61).

Essa caracterizagdo morfo-anatdmica serviu de base para o entendimento da formacao

das estruturas no tempo e espaco e posterior comparagdo com os cortes de hibridizacdo in situ.
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Figura 6 — Gemas axilares de C. arabica em microscopia eletrdnica de varredura. Legendas: EI — estipulas
interpeciolares, Br — bractea, BF — botdes florais, Co — coléteres, P — pétala, A - antera, Es — estigma, Et — estilete,
Pe — papilas estigmaticas.
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Perfis de expressdo dos genes MADS-box

RT-PCR

Para facilitar o entendimento da grande quantidade de resultados, os genes MADS-box
encontrados no cafeeiro foram citados pelo nimero correspondente a sua sequéncia, indicado

também em todas as figuras.

As andlises dos perfis de expressdo por RT-PCR semi-quantitativa dos 23 provaveis
genes MADS-box do cafeeiro selecionados revelaram que seis deles encontram-se expressos
exclusivamente em 6rgdos vegetativos (1, 3, 3.1, 6, 17, 18) e 12 deles em 6rgdos reprodutivos
ou em ambos (apenas 6rgaos reprodutivos: 9, 12, 14 e 21; em ambos: 2, 5, 10, 11, 13, 15, 16,
19), confirmando o que € relatado sobre a familia quanto a sua importancia durante o
desenvolvimento reprodutivo (Figura 7). Apesar de amplificagdes terem sido observadas
quando se utilizou os clones de cDNA como moldes para os genes 7 e 8, ndo foram
observadas amplificacOes a partir das amostras de cDNA estudadas para os primers destes
genes. Para trés genes ndo foram feitas andlises (4, 20 e 22), pois como citado anteriormente,

suas sequéncias estavam incompletas. Os perfis de expressdo de cada gene do cafeeiro

puderam ser comparados com perfis de expressdo relatados para genes homologos.

Genes expressos no pool de tecidos reprodutivos da primeira andlise tiveram suas
expressoes determinadas em cada fase do desenvolvimento floral e do fruto (respectivamente,
Figuras 8A e 8B). As PCRs foram realizadas com dois nimeros de ciclos diferentes, gerando
reacOes saturadas ou ndo saturadas, servindo como repeticdo e revelando os padrdes de
expressao incipiente. Além de permitir a identificacdo das fases em que cada um desses genes
sao expressos, os experimentos de RT-PCR revelaram tendéncias de expressao ao logo do
desenvolvimento reprodutivo.
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Figura 7 - Perfis de expressdo semi-quantitativa de genes MADS-box, obtidos por RT-PCR, em diferentes tecidos
de Coffea arabica. Tecidos: R (raiz), C (caule), Fo (folha), A (dpice ou ponteiro), Fl (pool de estadios de flor) e Fr
(pool de estadios de fruto); + (controle positivo, clone de cDNA como molde) e — (controle negativo, sem DNA
molde). A tabela da direita indica onde foram consideradas expressdes positivas.
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Figura 8 — Perfis de expressdo de genes MADS-box obtidos por RT-PCR semi-quantitativa: A) Em diferentes
estadios do desenvolvimento floral em C. arabica. Tecidos: 1 — gemas de 2 mm de comprimento, 2 — gemas de 3
mm, 3 — gemas de 3 a 6 mm, 4 — gemas de 6 a 10 mm, 5 — gemas maiores que 10 mm e 6 - flor na antese. B) Em
diferentes estddios do desenvolvimento dos frutos (antes da maturacdo) em C. arabica. Tecidos: 1’ — frutos até 3
mm de comprimento ("chumbinho”), 2’ — frutos de 3 a 4 mm, 3’ — frutos de 4 a 5 mm, 4’ — frutos de 5 a 10 mm,
5’ — frutos de 10 a 15 mm e 6’ — frutos maiores de 15 mm. Em ambas as figuras, + representa o controle positivo
(clone de cDNA como molde) e -, o controle negativo (sem DNA molde).
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A andlise dos perfis de expressdo dos genes de cafeeiro homdlogos aos genes do
modelo ABC, durante as fases do desenvolvimento floral, revelou que o gene /3-CaAPl
(func@o A) € expresso em todos os estddios, sendo a expressdo mais acentuada no inicio do

desenvolvimento (Figura 8A).

Genes da fungdo B (5-CaAP3 e 10-CaPl) sao fortemente expressos em estddios mais
tardios. O gene [4-CaTM6 possui uma expressao menor, quando comparado com os dois
genes anteriores, mas compartilha com eles a expressdao mais acentuada nos dois ultimos

estadios.

O gene 12-CaAG (funcdo C) encontra-se expresso nos quatro ultimos estaddios com

aumento da expressao nos dois ultimos (Figura 8A).

A andlise da expressdao desses mesmos genes durante o desenvolvimento do fruto,
mostra expressdo semelhantes em todos os estddios para os genes [3-CaAPl e 5-CaAP3.

Observou-se expressao durante estadios iniciais e finais para /4-CaTM6 (Figura 8B).

As quantidades de cDNAs em todas as amostras foram satisfatoriamente normalizadas
pela intensidade das amplificacdes especificas do gene GAPDH. Uma vez considerado o nivel
de expressdo deste gene como estdvel em todos os 6rgados e tecidos analisados, a intensidade
das bandas nos géis de agarose revelou de forma semi-quantitativa o nivel de expressao dos
genes MADS-box nas amostras consideradas. A forte intensidade das bandas dos controles
positivos e a auséncia de bandas nos controles negativos indicam que as RT-PCRs foram bem
sucedidas, ndo apresentando contaminagdes. A amplificacdo de uma tnica banda, do tamanho

previsto para cada par de primers, mostrou que os primers desenhados foram gene-especificos.
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Hibridizagées in situ

Todos os experimentos de hibridiza¢des in situ dos ortélogos do modelo ABC em
cafeeiro (/3-CaAPl, 5-CaAP3, 14-CaTM6, 10-CaPI e 12-CaAG) produziram forte sinal de
hibridizacdo, possibilitando a estimativa de um padrdo de expressdo durante o
desenvolvimento floral (Figuras 9, 10, 11, 12 e 13). As anélises morfoanatdmicas permitiram a
identificacdo dos érgaos/tecidos onde os genes encontravam-se expressos. Para todos os genes
foram obtidos sinais de expressdo desde o inicio do desenvolvimento reprodutivo (meristemas
de inflorescéncia) até a formacdo dos 6rgaos florais. A andlise comparativa dos padrdes de
expressao para os cinco genes revelou que eles podem ser divididos em dois grupos principais
complementares (ver Figura 14): o grupo dos genes que tem expressdo em brécteas e tecido
fundamental (cértex e medula) — 13-CaAPI, 5-CaAP3 e 14-CaTM6, e o grupo dos que tem

expressao preferencialmente no promeristema e tecido vascular — /10-CaPlI e 12-CaAG.

O gene 13-CaAPI apresenta expressdo inicial nas faces abaxial e adaxial dos dois
pares de bracteas e no meristema fundamental periférico e central do meristema da
inflorescéncia (Figura 9A). Essa expressao se mantém, sendo observada uma progressao da
area hibridizada em direcao aos primérdios de sépalas a medida que ocorre o crescimento e
desenvolvimento do meristema floral (Figuras 9B e 9C). Esse padrdo € bastante conservado e
consistente durante os estddios de desenvolvimento dos 6rgaos florais, sendo estendido a face
abaxial do primérdio da pétala a medida que este se desenvolve (Figuras 9D e 9E). Nao se
observou sinal de hibridiza¢do nos primérdios de estames e carpelos (Figura 9F). Os genes 5-
CaAP3 e 14-CaTM6 apresentam padrdao muito semelhante ao descrito para /3-CaAP1 (Figuras
10 e 11), porém com sinal menos intenso sugerindo possivelmente um menor nivel de

expressdo.
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Figura 9 — Secdes longitudinais do meristema floral de C.
arabica mostrando a hibridizacdo in situ do gene 13 — CaAPl
(funcdo A) em diferentes estddios do desenvolvimento floral.
Barras: figuras A, D, Ee F =200 pm, B e C= 100 um.
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Figura 10 — Sec¢des longitudinais do meristema floral de C.
arabica mostrando a hibridizag¢do in situ do gene 5 — CaAP3
(funcdo B) em diferentes estaddios do desenvolvimento floral.
Barras: figuras A e D =200 um, B = 100 pym, C= 500 ym.

Nos estadios iniciais, o gene /0-CaPl apresenta expressao ja no promeristema dos
meristemas de inflorescéncia  (Figura 12A). Este sinal de expressdo permanece no
promeristema dos meristemas florais, além de aparecer restrito ao procambio recém formado
(Figura 12B). Posteriormente, o sinal de hibridizacio € detectado no inicio do
desenvolvimento dos primérdios dos 6rgaos florais em camadas mais internas, sendo mantida

a expressao no procambio (Figura 12C).
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Figura 11 — Secdes longitudinais do meristema floral de C. arabica mostrando a hibridizacéo in situ do gene /4
— CaTM6 (funcdo B) em diferentes estddios do desenvolvimento floral. Barras: figuras A, C, D e F =200 um, B
e E =500 um.

A expressdo de [/0-CaPl é gradativamente diminuida nos primérdios de sépalas e
pétalas (Figuras 12C, 12D e 12E), ficando assim restrita aos primérdios de estames e carpelos
(Figura 12E e 12F). Adicionalmente, a figura 12G mostra um forte sinal de hibridiza¢do nos

coléteres que revestem os meristemas florais.
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O gene 12-CaAG, mostrou um padrdo de expressdo bastante semelhante ao observado
para o gene /0-CaPlI (Figura 13), porém observou-se sinal de hibridizacdo na face adaxial das
anteras (Figura 13E) e em todo o primérdio do carpelo, principalmente na regido adaxial do
estilete e do ovdrio (Figura 13F). Da mesma forma que /0-CaPl, esse gene apresentou

expressdo em coléteres (Figuras 13B e 13C).

Figura 13 — Secdes longitudinais do meristema floral de C. arabica mostrando a hibridizagao in situ do gene
12 — CaAG (fungdo C) em diferentes estadios do desenvolvimento floral. Barras: figuras A e F =500 um, B e
D =100 um, Ce E =200 pm.

37



'CaAP1 (A)

W )

(CaAP3 (B)

0t

‘CaTMsé (B)

T Tt fal £

'CaPI (B)

Hwh

CaAG (C)

Hoaerd

Figura 14 — Resumo esquemadtico das hibridizagdes in situ mostrando os locais onde foram

considerados sinais positivos de expressdo para os ortélogos dos genes ABC. Em parénteses a
fungdo relatada para cada um dos genes.
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5. DISCUSSAO

Caracteristicas anatomicas

A sequéncia de desenvolvimento ontogenético dos verticilos florais em C. arabica é
semelhante ao descrito para inimeras outras espécies de angiospermas, diferenciando-se
primeiramente as sépalas, em seguida as pétalas, os estames e finalmente os carpelos
(Dedecca, 1957; Popham, 1963). A estrutura da inflorescéncia do cafeeiro reproduz a
organizacdo do sistema de ramificagdo vegetativa, sendo os dois pares de bracteas homdlogos

as folhas e estipulas interpeciolares dos ramos vegetativos (Meulen, 1939).

Meristemas de ramos ortotropicos originam ramos plagiotropicos ou ortotrépicos de
substituicdo (Carvalho et al., 1950) e por isso, podem ser considerados meristemas vegetativos
que se mostram mais achatados e menores. Além disso, gemas vegetativas sdo consideradas

indiferenciadas quando menores que 300 um em C. canephora (Moens, 1963).

As gemas dos ramos plagiotrépicos ocorrem geralmente em nimero de quatro
dispostas numa série de desenvolvimento (Wormer & Gituanja, 1970a), sendo G1 a mais
desenvolvida. As gemas Gl podem formar ramos laterais ou inflorescéncias, enquanto as
outras gemas raramente desenvolvem-se vegetativamente, podendo formar inflorescéncias ou

permanecer indiferenciadas (Majerowicz & Sondahl, 2005).

Descrevendo as etapas do desenvolvimento floral, Majerowicz & Sondahl (2005)
apontam que a passagem para o estado reprodutivo é marcada pelo entumescimento das gemas
Gl e ligeira protuberancia das estipulas. As observacdes histologicas desses autores apontam
que ocorre alargamento e elevacdo do domo apical do meristema, que assume um aspecto
tabular devido a intensa proliferacdao celular nas regides laterais do dpice onde as células

sofrem repetidas divisdes anticlinais e periclinais. Nestas dreas, que originam o segundo par de
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bracteas, ocorre grande aumento do volume da gema com a presen¢a de uma mucilagem ocre-
amarelada hidrofilica. Essa transicdo, ou seja, o periodo de inducdo reprodutiva ocorre
aceleradamente entre janeiro e fevereiro, estendendo-se até julho. A data de coleta do material
apresentado na figura 4F concorda com este periodo e estas observacdes, sendo considerada
uma gema induzida contendo o meristema de inflorescéncia ja em atividade reprodutiva. A
mucilagem € provavelmente secretada pelos coléteres da regido adaxial das bricteas (Figura 4

e APENDICE - item 3).

As brécteas sdo consideradas estruturas de suporte e protecdo das gemas. Coletéres sdo
estruturas multicelulares secretoras de mucilagem que lubrificam as gemas impedindo seu
dessecamento e, em C. arabica, revestem as bricteas na face adaxial preenchendo todos os
espacos ao redor dos meristemas florais. O fato do periodo de inducdo e inicio do
desenvolvimento reprodutivo iniciar-se com a formagdo do segundo par de bricteas e intensa
atividade de secrecdo dos coléteres, sugere que um mesmo mecanismo poderia estar ativando
estes dois processos, conferindo protecdo aos meristemas florais até o final de seu

desenvolvimento (ver Figura 4 e APENDICE - item 3).

A partir da formaca@o do segundo par de bricteas, opostas ao primeiro e algumas vezes
nido visiveis externamente (Majerowicz & Sondahl, 2005), segue-se a formacdo dos
meristemas florais na regido axilar, a partir do meristema de inflorescéncia. Sendo as bracteas
homdlogas as folhas e estipulas, alguns meristemas florais ectopicos podem ser eventualmente
encontrados desenvolvendo-se na axila do primeiro par de bricteas. Os meristemas de
inflorescéncia ddo origem a quatro meristemas florais dispostos de forma cruzada. Os dois
meristemas florais dispostos no eixo paralelo ao caule (ou alinhado com o primeiro par de
bracteas) estdo sempre num estadio mais desenvolvido que os meristemas florais do eixo

perpendicular ao caule (ou alinhado com o segundo par de bricteas).
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A assincronia observada entre as gemas axilares e também entre os meristemas florais
(ver figura 4G) poderia sugerir um mesmo mecanismo de controle no tempo de
desenvolvimento. Porém, a assincronia entre as gemas axilares é estabelecida desde sua
origem no caule e a desuniformidade do florescimento e da maturagdo s@o causadas
principalmente pela assincronia no desenvolvimento dos meristemas florais oriundos das
gemas G1 e G2, principais responsaveis pela producdo das flores e frutos em C. arabica
(Majerowicz & Sondahl, 2005). Portanto, os mecanismos atuantes no desenvolvimento das

gemas axilares e dos meristemas florais estdo separados no tempo e atuam provavelmente de

maneira independente.

Os genes MADS-box em Coffea L.

A identificacdo de 23 genes MADS-box classificados como genes do tipo II foi
confirmada pela anédlise de dominios conservados, com identificacdo da tipica estrutura MIKC
(exceto gene 7-CaMd). Genes do tipo I ndao foram encontrados, o que pode ser explicado pelo
baixo nivel de expressdao ou por serem expressos sob condi¢des ndo monitoradas em projetos
transcriptoma (Dias et al., 2005). Além disso, enquanto membros do grupo MIKC controlam
efeitos fenotipicos 6bvios e redundantes em mutantes de plantas-modelo, os dos grupos Ma,
MB e My teriam fungdes muito mais sutis, possivelmente ndo relacionadas ao

desenvolvimento (Parenicova et al., 2003).

Os perfis de expressdo dos genes MADS-box em diferentes tecidos vegetativos e
reprodutivos, confirmaram a importancia destes genes para o para o desenvolvimento floral,
assim como para o desenvolvimento de outras regides vegetativas da planta e podem estar

envolvidos em diversos processos, tais como, alongamento da raiz lateral, desenvolvimento de
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folhas, células-guarda e tricomas (Zhang & Forde, 1998; Alvarez-Buylla et al., 2000b;

Miinster et al., 2002b).

As andlises comparativas de sequéncias indicaram a reconstrucdo dos diversos
subgrupos dos homdlogos de cafeeiro dos genes MADS-box, formando clados bem definidos
(Becker & Theissen, 2003). Genes homdlogos de uma mesma subfamilia sdo, em geral,
funcionalmente similares, podendo sugerir provaveis fungdes baseadas em ortologia (Kim et
al., 2005). Porém, tem-se demonstrado que apesar de serem originados de duplicacdo, podem
sofrer modificagdes ao longo da evolugdo, desempenhando fungdes nem sempre conservadas
(Kim et al., 2005). A figura 3 demonstra a importancia em ser considerada a distancia
evolutiva incluindo espécies préximas, pois dessa forma podem ser separados clados mais
bem definidos e ortologias mais proximas. Duplicacdes recentes em algumas espécies tem
resultado num grupo de pardlogos que carregam partes das fungdes desempenhadas por seus
homdlogos (Soltis et al., 2002). Esses provaveis eventos de subfuncionaliza¢do sugerem que
enquanto as funcdes de membros individuais das subfamilias possam variar entre espécies,
coletivamente estes genes teriam uma funcdo conservada na regulacdo da identidade dos

orgaos florais (Zahn et al., 2005).

Para um melhor entendimento dessa relac@o entre os genes identificados em cafeeiro e
seus homdlogos, serd feita uma discussdo dentro de cada subfamilia MIKC-like, dando-se

maior énfase aquelas correspondentes as funcdes A, B e C.

Subfamilia SQUAMOSA-like (Funcao A)

Sao descritos quatro genes dessa subfamilia em A. thaliana - APETALAI (API),
FRUITFULL (FUL), CAULIFLOWER (CAL) e AGL79 - sendo trés deles caracterizados por
mutantes. Os genes AP/ e CAL sao pardlogos parcialmente redundantes (Becker & Theissen,
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2003), pois € o mutante duplo apl/cal que produz o tipico fenétipo CAULIFLOWER
caracterizado pela extensiva proliferacdo de meristemas de inflorescéncia (Kempin et al.,
1995).

A expressdao de API € primeiramente observada nos primoérdios florais emergentes e,
mais tarde, confinada as regides mais periféricas do meristema floral, onde este gene estd
envolvido na especificacdo de sépalas e pétalas (Mandel er al., 1992). Estudos recentes
indicam que AP/ atua como ponto central na rede regulatéria envolvida na transicdo do
meristema da inflorescéncia para o meristema floral (Kaufmann et al., 2010). A participacao
deste gene na formacgdo do perianto é recente, ocorrendo apenas em angiospermas superiores
(Litt & Irish, 2003). O mutante ful apresenta defeitos na expansdo e diferenciacdo de células
das valvas nos frutos, dando ao fruto mutante um aspecto de “fruto cheio”. Desta forma é
considerado um gene determinante da identidade das valvas, que correspondem a maior parte
da siliqua (Gu et al., 1998).

Foram identificados em cafeeiro os genes 13 e 15, ort6logos aos genes API e FUL,
respectivamente. Os perfis de expressao para /3-CaAP1 concordam com os dados publicados
para outros homodlogos de AP1, ja que detectou-se expressdao de /3-CaAP1 em &pices, botdes
florais e frutos. O gene 13-CaAP1 é preferencialmente expresso em tecidos reprodutivos e, em
geral, a expressdo se mantém consistentemente em todas as fases de desenvolvimento de flores

e frutos.

A expressdao de /5-CaFUL apresentou um padrao de expressao divergente do relatado
para A. thaliana (Kim et al., 2005). Detectou-se a expressao deste gene em tecidos de raiz e
caule, e também em botdes florais, nao sendo detectados transcritos em amostras de fruto.
Desta forma, espera-se que a fun¢ao do gene /5-CaFUL seja diferente da fungdo atribuida a

seu possivel ortélogo em Arabidopsis (FUL), ja que nesta planta modelo, a principal fungao
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atribuida a este gene tem relacdo com o desenvolvimento dos frutos. Isso pode ser explicado
pelo fato da linhagem ancestral FUL que deu origem ao subclado SQUA, ter expressao mais
ampla, incluindo 6rgdos vegetativos, como detectado em angiospermas basais (Kim et al.,
2005). Em contraste com o observado em A. thaliana, existe um maior nimero de pardlogos
de FUL em Solanaceae (Leseberg et al., 2008). Segundo estes autores, este fendomeno
favoreceu um aumento da complexidade fenotipica, sendo que interacdes diferenciais de
proteinas produzidas por estes pardlogos seriam as responsaveis pela divergéncia observada no

desenvolvimento dos frutos das espécies em Solanaceae (Leseberg et al., 2008).

Subfamilias DEF e GLO-like (Func¢ao B)

Diversos estudos demonstraram que as subfamilias DEF-like e GLO-like surgiram da
duplicagdo de um gene ancestral na base do grupo das Angiospermas (Winter et al., 2002),
sendo por isso relatados como pardlogos e agrupados em conjunto. O nome é dado ao grupo
devido aos dois primeiros genes identificados: DEFICIENS (DEF) e GLOBOSA (GLO), em
Antirrhinum (Bowman et al., 1989), sendo posteriormente descobertos seu respectivos
ortélogos em A. thaliana, APETALA3 (AP3) e PISTILLATA (PI) (Sommer et al., 1990;
Trobner et al., 1992). Em ambas as espécies esses genes t€ém apresentado fungdes de formagao
de heterodimeros para estabelecimento da identidade das pétalas e estames (Riechmann et al.,

1996; Zachgo et al., 1995).

Os genes pertencentes a essa classe sdo denominados genes B, com provével fungdo
ancestral de diferenciacdo dos 6rgios reprodutivos masculinos de 6rgaos femininos (Winter et
al., 2002). Outra importante duplicacdo ocorrida na linhagem AP3, na base das
eudicotiledoneas superiores, deu origem as linhagens euAP3 e TM6 (ou paleoAP3; Pnueli et

al., 1991; Kramer et al., 1998). Essa duplicacdo teve grande importancia na origem das
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pétalas, claramente diferenciadas nesse grupo (Lamb & Irish, 2003). Dessa forma, sugere-se
que genes euAP3, exclusivos de eudicotiledOneas superiores, estdo associados a diferenciacao
de pétalas, enquanto que a fun¢do ancestral, de especificacdo de estames, foi mantida pela

copia TM6 (Vandenbussche et al., 2004, de Martino et al., 2006).

Foram encontrados trés sequéncias deste grupo em cafeeiro, que puderam ser
claramente diferenciada. Cada um destes genes, 10-CaPlI, 5-CaAP3 e [4-CaTM6, mostraram-
se preferencialmente expressos durante as fases finais do desenvolvimento de orgdos florais,
sendo que 5-CaAP3 e [14-CaTM6 mostraram-se também expressos em diversas fases do

desenvolvimento do fruto.

Esses genes por pertencerem ao modelo ABC, serdao discutidos mais detalhadamente

adiante.

Subfamilia AG-like (Funcao C)

O gene AGAMOUS (AG) de A. thaliana foi o primeiro gene homedtico clonado dando
nome ao grupo (Yanofsk et al., 1990). Genes da subfamilia AG sdo chamados de genes de
funcdo C por estarem envolvidos na especificacdo de estames e carpelos (Winter et al., 1999).
Homologos de AG possuem padrdes de expressdo bastante conservados em Gimnospermas e
Angiospermas basais (Jager et al., 2003, Kim et al., 2005), indicando uma func¢do bastante
antiga no grupo ancestral das plantas com sementes (Kramer et al., 2003; Melzer & Theissen,
2007).

Outros trés genes de A. thaliana sdo classificados como pertencentes a subfamilia AG:
SHATTERPROOFI (SHP1), SHATTERPROOF?2 (SHP2) e SEEDSTICK (SDK), sendo que AG
e SHPI/2 exibem tanto fungdes redundantes quanto distintas (Pinyopich et al., 2003).
Enquanto AG € responsavel por uma “bfun¢do C primaria”, SHPI e SHP2 sao redundantes em
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promover identidade dos O6vulos e carpelos, também desempenhando um papel na
diferenciacdo do replum (Liljegren et al., 2000). Em Antirrhinum, o gene PLENA (PLE)
desempenha a fung¢do C (Carpenter & Coen 1990), enquanto o pardlogo FARINELLI (FAR) é
redundante e contribui para diferenciacdo dos estames (Davies er al., 1999). Apesar da
homologia funcional entre AG e PLE, estudos demonstraram que esses genes pertencem a
linhagens pardlogas, separadas apds uma duplicacdo ocorrida antes da diversificacdo das
eudicoteledoneas superiores (Davies et al., 1999). Os multiplos eventos de subfuncionaliza¢do
que ocorreram nessa subfamilia ilustram o potencial de duplicagdes génicas na divergéncia de
modulos genéticos, permitindo um aumento da diversidade morfologica (Kramer et al., 2004).

Foram encontrados em cafeeiro dois genes pertencentes a subfamilia AG: 12-CadAG,
ortélogo a FARINELLI e proveniente da linhagem AG e o gene 22-CaSHP, proveniente da
linhagem PLE (Figura 3C). O perfil de expressdo para o gene /2-CaAG indicou que esse gene
parece desempenhar a funcio C, ja que € expresso em tecidos reprodutivos, durante algumas
fases do desenvolvimento do fruto e nas fases finais do desenvolvimento floral, que coincide
com a formacdo de estames e carpelos. A expressdo nos verticilos internos foi confirmada
pela hibridizagdo in situ. O gene 22-CaSHP ndo teve seu perfil de expressao determinado uma
vez que a sequéncia deste gene revelou-se incompleta, mas um indicio de sua expressdo € o
fato de que seus ESTs formadores sdo oriundos de bibliotecas obtidas a partir de botdes

florais.

Subfamilia SEP (Funcao E)

O grupo dos genes SEPALLATA (SEP) ¢ chamado de genes de fun¢do E, por serem
essenciais a diferenciacdo dos quatro verticilos florais (Pelaz et al., 2000). Proteinas SEP
formam complexos com as proteinas das fungdes A, B e C, sendo suficientes para

transformacao de folhas em o6rgdos florais (Honma & Goto, 2001). Em A. thaliana sao
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encontrados quatro pardlogos de SEP, sendo que somente com a obtencdo de um mutante
triplo (sepl/sep2/sep3) € observado um fendtipo claro, que apresenta a segundo e terceiro
verticilios convertidos em sépalas e o desenvolvimento de uma nova inflorescéncia na regiao
central (Pelaz et al., 2000). A mutacio sep4 somada ao mutante triplo resulta na conversao de
todos os Orgdos florais em folhas, revelando uma importante funcdo desse gene no
desenvolvimento dos oOrgdos florais (Ditta et al., 2004). Proteinas SEP atuam como
importantes mediadores da formacao de complexos se ordem superior entre os diferentes

produtos dos genes MADS (Immink et al., 2009).

Foram encontrados trés genes do cafeeiro classificados nessa subfamilia. O gene 8
apresentou-se ortélogo ao gene SEP4, e sua expressio ndo pdde ser determinada,
provavelmente devido aos baixos niveis de expressdo. O gene 11 apresentou homologia aos
genes SEPI e SEP2, enquanto o gene 9 é provével ortélogo de SEP3. Os padrdes de expressao
dos genes 9 e 11 concordam com o relatado para A. thaliana (Flanagam & Ma, 1994). Immink
et al., (2009) sugerem que SEP3 seja um ponto central na rede de interacdo de fatores de
transcricdo MADS-box, funcionando como um elemento comum na formac¢do de complexos
de ordem superior nos trés verticilos internos da flor, o que coincide com os padrdes de

expressao do gene 9.

Subfamilia AGL6-like

A subfamilia AGL6 estd grupada num superclado junto com as subfamilias SQUA e
SEP, porém a exata relacdo entre essas trés linhagens permanece desconhecida (Becker &
Theissen, 2003). Em A. thaliana sdo encontrados dois pardlogos, AGL6 e AGLI3, para os
quais nao foram observados fendtipos nos mutantes, provavelmente devido a redundancia

desses genes e outros fatores (Koo et al., 2010).
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Enquanto o gene AGL6 € expresso nos quatro verticilos florais (Mouradov et al.,
1998), 0 AGLI3 ¢ restrito aos 6vulos (Rounsley et al., 1995). Recentemente foram relatados
fendtipos em mutantes para estes genes em outras angiospermas, revelando que genes dessa
classe estariam envolvidos na regulacdo das identidades dos 6rgdos florais e na determinagdo
do meristema floral (Ohmori et al., 2009). Diversos estudos indicaram que, embora os padrdes
de expressdao em Gimnospermas e Angiospermas tenham sido mantidos nos 6rgaos masculinos
e femininos (Yoo et al., 2010), a expressdao destes genes em O6rgdos masculinos ndo foi

detectada em muitas linhagens (Viaen et al., 2010).

No cafeeiro encontrou-se apenas o gene 2/-CaAGL6 nessa subfamilia, apresentando
perfil caracteristico de expressdao em Orgaos florais e em amostras de fruto. Embora ndo se
tenha determinado em quais verticilos florais este gene seria expresso, um aumento da
expressao no final do desenvolvimento floral sugere que 2/-CaAGL6 possa estar associado a

diferenciacao de 6vulos e carpelos.

Subfamilia TM3-like

Membros da subfamilia TM3 sdo encontrados tanto em Angiospermas quanto em
Gimnospermas (Winter et al., 1999) constituindo um clado muito antigo, com funcdes
ancestrais no desenvolvimento vegetativo (Becker & Theissen, 2003). Sdo encontrados seis
representantes deste clado em A. thaliana: SOCI (AGL20), AGLI14, AGLI19, AGL42, AGL71 e
AGL72. Estes genes sdo preferencialmente expressos em partes vegetativas, mas também estao
envolvidos na transicdo floral, sendo relatada a expressdao em 6rgdos reprodutivos (Miinster et
al., 2002a; Heuer et al., 2001).

Foram encontrados em cafeeiro cinco homoélogos pertencentes a esta classe, sendo trés

deles considerados pardlogos muito préximos (3, 3.1 e 4). A formacdo de um clado
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independente, mas sem o suporte de bootstrap, ndo permitiu relaciond-los aos grupos préximos
(genes AGL71/72 e AGLI14/19). No entanto, os perfis de expressdo indicaram estarem mais
relacionados aos genes AGL71 e AGL72, que mostram um amplo padrio de expressao,
principalmente em tecidos vegetativos (Helliwell et al., 2006), ao contrario dos genes AGLI4 e
AGLI19 exclusivo de raizes (Rounsley et al., 1995; Alvarez-Buylla et al., 2000a). Os outros
dois genes do cafeeiro (16 e 20) sdo respectivamente provaveis ortdlogos dos genes AGL42 e

SOCl.

Homologos ao gene AGL42 sdo pouco estudados, apresentando expressdao ampla tanto
em tecidos vegetativos como reprodutivos (Helliwell et al., 2006), o que concorda com a
expressdao observada em cafeeiro. J4 o gene SOC!/ tem um mutante caracterizado, sendo
descrito como um componente essencial da via pela qual o tempo de florescimento € regulado
(Lee et al., 2000) sendo também sugerido como formador de complexos protéicos superiores
no desenvolvimento de partes vegetativas (Immink et al., 2009). Uma vez que a sequéncia
ortdloga a este gene em cafeeiro encontrava-se incompleta no clone correspondente, optou-se

por ndo determinar seu perfil de expressao.

Subfamilia AGLI17-like

Os genes da classe AGL17 sao relatados como sendo preferencialmente expressos em
raizes (Zhang & Forde, 1998; Burgeff et al., 2002). Em A. thaliana sdo encontrados quatro
genes pertencentes a esta classe: AGLI6, AGLI7, AGL21 e ANRI. O tnico mutante
identificado para um gene desta classe é o anrl, que ndo responde com a proliferacdo de raizes
laterais em dire¢do as zonas do solo ricas em nitrato, o que sugere uma fun¢do importante na
cadeia de transducdo de sinais pela qual as raizes s@o estimuladas pelo nitrato (Zhang & Forde,

1998).
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Foram encontrados em cafeeiro dois genes pardlogos, I-CaAGLI17-1 e 6- CaAGLI17-2,
relacionados a classe de genes AGLI7. O padrio de expressdao encontrado em cafeeiro
concorda com o observado para AGLI7 de Arabidopsis. Baixas expressoes de AGLI7 podem
ser encontradas também em tecido vegetativo (Han et al., 2008), em concordancia com a

expressdo de /-CaAGLI17-1 em tecidos de caule.

Subfamilia SVP (STMADS11-like)

No cafeeiro foram encontrados trés genes pertencentes a essa classe, 2-CaSVP-1, 17-
CaSVP-2 e 18-CaAGL24, todos expressos em O0rgaos vegetativos. Isso concorda com estudos
anteriores em Arabidopsis, em que transcritos do gene SVP sdo encontrados em folhas jovens e
no meristema apical caulinar, sendo reprimidos no meristema da inflorescéncia por AP/ (Liu
et al., 2007). O mutante para o gene SVP, apresenta florescimento precoce, passando
rapidamente pelos estagios vegetativos de desenvolvimento (Hartmann et al., 2000). Esse gene
codifica um repressor de florescimento, que prolonga todos os estagios vegetativos em plantas
selvagens independentemente do fotoperiodo ou da vernalizacdo (Becker & Theissen, 2003).
Durante o desenvolvimento da flor, a expressdo desse gene € fortemente reprimida (Hartmann

et al., 2000).

O gene AGL24 ¢ fortemente expresso no meristema apical e nos primoérdios foliares.
Durante a transi¢do floral, a expressdao € detectada também no meristema da inflorescéncia e
depois no meristema floral, em estames e carpelos (Yu et al., 2002). Curiosamente, transcritos
do gene 18-CaAGL24, provavel ortélogo do gene AGL24, nao foram observados em 6rgaos
reprodutivos, talvez por ser dificil a deteccao da expressdo em fases iniciais durante a transi¢ao
do meristema vegetativo para o reprodutivo, ou por essa funcio estar sendo representada pelo

seu pardlogo, 2-CaSVP-1, que apresenta expressao em amostras de flores e frutos.
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Subfamilia FLC-like

Em A. thaliana o gene FLC (Flowering Locus C) é relatado como um inibidor de
florescimento, ja que seu mutante nulo apresenta florescimento precoce (Michaels & Amasino,
1999). O produto destes gene tem sido interpretado como um ponto de convergéncia para
fatores ambientais e vias endégenas que regulam o tempo em que ocorrerd o florescimento
(Becker & Theissen, 2003). O gene FLC € expresso em todas as partes das plantas, exceto em
inflorescéncias, sendo regulado principalmente pela vernalizacdo, mas também por vias
autdnomas e pela expressdo de FRI (FRIGIDA; Sheldon et al., 2000). Em cafeeiro, o provavel
ortélogo de FLC € o gene 19-CaFLC, que possui um padrdo de expressao similar ao seu
representante em Arabidopsis, ocorrendo em todos os tecidos € bem pouco expresso em botdes

florais, conforme os dados obtidos nos experimentos de RT-PCR.

Genes da subfamilia FLC de muitas espécies respondem a vernalizacdo, sugerindo que
esses genes constituem um mecanismo evolutivo de adaptagcdo as condi¢des temperadas, pois,
assim como genes AGLI5, ndo sdao encontrados em representantes fora da familia
Brassicaceae (Becker & Theissen, 2003). Esses genes poderiam ser, portanto, indicadores do

término e inicio de uma época mais favoravel para desenvolvimento e propagacgao.

O modelo ABC em C. arabica L.

O modelo ABC postula que trés funcdes (A, B e C) atuam de forma combinatdria para
conferir a identidade dos 6rgdos florais em cada verticilo (Coen & Meyerowitz, 1991). Esse
programa basico é amplamente conservado entre as espécies com flores (Krizek & Fletcher,
2005), apesar da possibilidade de ocorréncia de diferencas caracterizadas por eventos de

duplicagdo e subsequente divergéncia génica entre espécies (Litt & Irish, 2003).
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No cafeeiro, as hibridiza¢des in situ indicaram um perfil de expressdo aparentemente
bastante diferente dos relatados para Arabidopsis, mostrando que os ortélogos dos genes AP1
(I13-CaAP1 - fungdo A), AP3 e TM6 (5-CaAP3 e 14-CaTM6 - fungdo B) possuem um padrao
de expressao similar, com transcritos detectados nas partes estéreis da flor (bréacteas, corpo do
meristema e perianto), enquanto que os ortélogos do gene PI (/0-CaPl — fun¢do B) e AG

(fungdo C), sdo expressos nos 6rgaos férteis.

A funcdo A conferida pelo gene AP/ em A. thaliana determina a especificacdo da
identidade do meristema floral bem como a diferenciacdo do perianto (Weigel & Meyerowitz,
1994). No cafeeiro, as hibridizac¢des in situ confirmaram o padrao de expressdo de /3-CaAPI
em estddios iniciais, importantes para a determinacdo da identidade do meristema floral e para
o desenvolvimento de bricteas e sépalas (Figuras 9A, 9B e 9C). No entanto, o gene ndo
apresentou expressao nas fases iniciais de desenvolvimento das pétalas (Figura 9D) e, apesar
de serem relatadas expressdes mais amplas de homodlogos em outras espécies (Kim et al.

2005), outro fato parece explicar essa expressao.

Em Arabidopsis, os genes que desempenham as funcoes B e C basicamente
diferenciam 6rgaos florais férteis de estéreis: carpelos pela expressao apenas de genes C no
quarto verticilo e estames pela expressdo simultanea de genes das classes B e C no terceiro
verticilo (Coen & Meyerowitz, 1991). Dessa forma, no inicio do desenvolvimento dos
meristemas florais, a expressao dos genes /0-CaPI e 12-CaAG sao expressos nas células da
regido de origem dos orgaos férteis (Figuras 12C, 12D e 13C). As identidades de pétala e
estame sdo discriminadas apenas tardiamente, com o acréscimo dos transcritos de /3-CaAP1
nos primérdios de pétalas, juntamente com 5-CaAP3 e 14-CaTM6. As linhagens AP3/Pl e AG
presentes em gimnospermas revelam que a origem de genes da classe B e C sdo anteriores a

origem das flores, sugerindo uma func@o primordial na especificacdo de 6rgdos reprodutivos
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anterior a formagdo do perianto (Winter et al., 1999). Assim, ocorre primeiramente a
diferenciacdo da regido que origina os estames e posteriormente a determinacdo das pétalas
pelo gradativo aumento de expressdo na face abaxial de /3-CaAP1, 5-CaAP3 e 14-CaTM6

(ver Figura 14).

Desta forma, a expressdo dos ortélogos dos genes das classes B e C (10-CaPlI e 12-
CaAG) passam a exercer as fungdes conservadas na especificacdo dos 6rgdos reprodutivos que
originam os estames e carpelos (Kim et al., 2005). O gene 12-CaAG mantém sua expressao até
a formacdo completa do carpelo e se restringe a regido das anteras nos estames, onde
provavelmente serdo necessdrios para indu¢do da microsporogénese pela ativacdo de

homdlogos do gene SPOROCITLESS (Ito et al., 2004).

Os ortélogos dos genes da classe B (5-CaAP3, 14-CaTM6 e 10-CaPI), foram
observados em todos os verticilos durante todas as fases do estabelecimento dos 6rgaos florais.
Genes da classe B atuam basicamente na diferenciagao do perianto e dos 6érgaos masculinos de
femininos (Kramer & Irish 1999), sendo ambos os genes AP3 e PI, em Angiospermas,
requeridos para o desenvolvimento apropriado do 6rgao floral. Mutantes de A. thaliana para
esses genes resultam em mudancas homedticas com perda da identidade do estame e em A.
majus, conversao de estames em estruturas femininas (Jack et al., 1992; Trobner et al., 1992).
Com a duplicacdo da linhagem AP3, resultando na formagao dos pardlogos euAP3 e TM6
(Kramer et al., 1998), estudos t€ém demonstrado diferentes func¢des para o gene euAP3,
atuando no desenvolvimento mais especifico da pétala, mas contribuindo para diferencia¢do
de estames, e TM6 exercendo fungdes predominantemente no desenvolvimento de estames (de
Martino et al., 2006; Rijpkema et al., 2006). Dessa forma, genes ortélogos da classe B teriam
adquirido distintos papéis funcionais, ja que o complexo multiprotéico da classe B como um

todo teria retido uma fun¢do comum (Geuten & Irish, 2010). No cafeeiro, os ortélogos dos
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genes AP3 e TM6 parecem envolvidos em especificar pétalas (ver Figura 14). O fato de ndo
estarem expressos em estames e carpelos indica que ndo estdo envolvidos no desenvolvimento
desses Orgdos, cuja identidade é provavelmente determinada pelo ortélogo ao gene PI, o gene

10-CaPlI em C. arabica.

Disso surgem duas importantes questdes: como sdao explicadas as expressdes ndo
esperadas para eudicoltiledoneas superiores de ortélogos B (5-CaAP3 e 14-CaTM6) em
sépalas e em carpelos (10-CaPI)? Além disso, sendo 13-CaAPI e CaAP3/CaTM6 expressos
em sépalas e pétalas, bem como /0-CaPlI e 12-CaAG em estames e carpelos, como podem se
diferenciar esses quatro verticilos? Algumas hipéteses discutidas a seguir poderiam ajudar a

explicar essas questoes.

Para responder a primeira pergunta, temos que padrdoes amplos de genes da classe B
sao encontrados em diversas angiospermas basais, podendo ter sido mantido em algumas

espécies ao longo da evolucdo (Kim et al., 2005). Porém, parece mais provavel que a

o

expressdo desses genes em sépalas, assim como em outras regides, esteja relacionada
formacdo de complexos com [3-CaAPl e 5-CaAP3 contribuindo para alongamento e
proliferacao celular sem especificacao da identidade do 6rgao, numa possivel rota de ativacao

de giberelinas orquestrada pela expressdao de API (Kaufmann et al., 2010).

Além disso, uma andlise da expressao de genes do grupo E durante o desenvolvimento
floral poderia revelar a formagdo de complexos especificos necessdrios apenas para a
identidade de determinado verticilo, mostrando que apesar de ocorrer a expressao de outros
genes e da aparente redundancia de genes SEP, eles atuem de forma especifica na formacao de
complexos em determinadas regides (Immink ez al., 2009). Pode-se especular também, que a

expressao em tecidos vasculares de [0-CaPl contribui de alguma forma para o
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desenvolvimento da pétala, o que ndo ocorre para sépalas (ver Figura 12E). Funcdes
adicionais combinadas no cambio tém sido recentemente descritas para algumas proteinas
MADS-box (Melzer et al., 2009). Para o fato de /0-CaPlI estar expresso em carpelos, os
resultados das RT-PCR semi-quantitativas mostram que a expressdo tende a diminuir ao longo
do desenvolvimento floral, mas infelizmente ndo pode ser confirmada a regido em que estava

restrita a expressao desse gene na ultima fase de desenvolvimento.

Para a segunda pergunta, Theissen & Melzer (2007) propoem em uma revisdo que a
transicdo no modo de interacdo protéica de dimeros para tetrameros teria aprimorado os
mecanismos génicos regulatérios pelo aumento da cooperatividade entre proteinas MIKC-like
que se ligam ao DNA. Isso quer dizer que, no caso de ligacdes cooperativas entre fatores de
transcricdo, um mecanismo de alteracdo genética pode ser criado por pequenas mudangas na
concentracdo da proteina causando uma resposta dramatica no gene alvo regulado podendo

resultar em mudangas drésticas nos programas de desenvolvimento (Ptashne, 2004; 2005).

De acordo com isso, é proposto um grafico baseado na intensidade de expressao das
RT-PCRs semi-quantitativas para os genes /3-CaAPl1, 5-CaAP3, 14-CaTM6, 10-CaPI e 12-
CaAG, no qual a especificagdo dos orgdos florais sao explicados pelas diferencas de
concentragio desses genes em cada etapa do desenvolvimento floral (ver APENDICE — Item
4). Para facilitar o entendimento, o grafico foi dividido em duas partes mostrando
separadamente os dois grupos de expressao similares (grupo CaAP1/CaAP3/CaTM6 - Gréfico
A, e grupo CaPl/CaAG — Grifico B) ao longo do desenvolvimento floral. No primeiro grafico,
as primeiras fases de desenvolvimento, onde sdo especificadas as sépalas, tem a expressao do
gene [3-CaAPI (Funcao A) maior que a de 5-CaAP3 (Fun¢dao B), mostrando uma maior
atuacdo da func@o A nesse periodo. Nas etapas seguintes, que coincidem com as etapas de

desenvolvimento das pétalas (ver resultados anélises morfo-anatdmicas), ocorre aumento da
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expressdo do gene 5-CaAP3 que ultrapassa o nivel da expressio do gene [3-CaAPl,
evidenciando uma maior atuagdo da funcao B, auxiliada também pela da expressdao do gene
14-CaTM6 (ver APENDICE - Item 4 Gréfico A). Dando embasamento a esses resultados,
Kaufmann et al. (2010) sugerem que API controla de maneira complexa um moddulo
regulatério de genes que asseguram e auto-regulam sua prépria expressdo, suprimindo

repressores florais e genes de identidade de meristema em primordios florais emergentes.

No segundo grafico € observado que as expressodes dos genes 10-CaPl e 12-CaAG é
menor nas primeiras etapas do desenvolvimento, sendo aumentadas a partir do estaddio 2, onde
sdo diferenciados os Orgdos férteis (estames e carpelos) dos ndo férteis do perianto. O gene /0-
CaPI (funcdo B) tem expressao bem superior ao gene /2-CaAG (fungdo C) nas etapas 3 e 4,
quando se formam os estames, a0 passo que nas etapas finais onde se estabelecem os carpelos,
o gene 12-CaAG tem sua expressao bastante aumentada demonstrando uma maior atuagdo da

funcdo C (ver APENDICE - Item 4 Gréfico B).

Embora tenha sido relatada andlises quantitativas por qRT-PCR para alguns desses
genes durante o desenvolvimento reprodutivo em C. arabica (Oliveira et al., 2010), os dados
sa0 escassos para as diversas fases do desenvolvimento floral e nao incluem todos os ortélogos
do modelo ABC. Sendo assim, ndo permitem confirmar as hipéteses do estabelecimento da
identidade dos orgdos florais baseadas nos niveis de expressdo, deixando em aberto a

necessidade de uma andlise quantitativa mais exata.

Dessa forma, € sugerido que os genes do modelo ABC no cafeeiro, embora expressos
de maneira mais ampla do que os relatados em eudicotileddneas superiores, atuem de maneira
conservada sendo principalmente regulados pela concentragdo de seus transcritos em cada

verticilo floral em desenvolvimento. Lembrando que C. arabica é uma espécie relativamente
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recente (Lashermes et al., 1999), genes MADS-box de identidade floral poderiam ter
adquirido novas funcdes combinatdrias resultando em mecanismos sofisticados de
desenvolvimento, como os apresentados acima, e ndo so restritos aos 6rgaos florais, como por
exemplo, ativando o inicio do desenvolvimento dos meristemas florais juntamente com a

ativacdo da secrecao de mucilagem pelos coléteres.

6. CONCLUSOES

A partir do banco CAFEST foram obtidas 23 sequéncias MADS-box em C. arabica,
sendo 20 completas. O elevado nimero de reads e o baixo nivel de redundancia nas diferentes
bibliotecas permitiram visualizar diferengas alélicas e splicings alternativos de cada sequéncia.
As andlises filogenéticas classificaram as 23 sequéncias em suas respectivas subfamilias e
indicaram os ortolégos do modelo ABC. Os locais de expressdao RT-PCR indicaram de forma
semi-quantitativa os tecidos onde os genes estariam sendo transcritos no cafeeiro, bem como
durante as fases do desenvolvimento reprodutivo. Dessa forma, todas as sequéncias puderam
ser comparadas aos respectivos homoélogos em A. thaliana, sugerindo provaveis funcdes
conservadas. Com as andlises morfo-anatdomicas foi determinada a série de desenvolvimento
de um meristema para estabelecimento dos 6rgaos florais e a hibridizac¢do in situ identificou
em quais desses locais os ortdlogos do modelo ABC estariam sendo requisitados ao longo do

desenvolvimento.

Foi constatado que genes do modelo ABC atuam de maneira diferenciada no tempo e
espaco durante o desenvolvimento dos verticilos florais quando comparados a outras espécies,
porém, baseado em seus niveis de expressdo, a maneira combinatdria de atuacdo de cada um
dos fatores permanece relativamente conservada. Resumindo, genes ortdlogos das funcdes B

(10-CaPI) e C (I2-CaAG) determinam os locais onde vao se desenvolver os Orgdos
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reprodutivos, o gene ortdélogo da funcdo A (I3-CaAPl) e B (5-CaAP3 e 14-CaTMO6)
determinam primeiramente as sépalas e posteriormente tem sua expressdo estendidas as
pétalas culminando, por isso, na formacdo de um estame epipétalo. Os niveis dos genes
ortélogos de cada um dos fatores determinam a diferenciagdo entre verticilos que possuem

expressoes similares.

Sugere-se que genes ortélogos do modelo ABC tenham obtido funcdes diferenciais e
especificas durante a evolucdo, como por exemplo, a ativagdo de um mecanismo de protecao
por secre¢do dos coléteres ou desenvolvimento de tecido vascular. Essa observagdo €
pertinente, tendo-se em vista que eventos de duplicacdo seguidos de funcionalizacdo ao longo
do tempo sdo relatados como um dos principais mecanismos de ganho de fun¢do (Theissen &
Melzer, 2007) e, para o cafeeiro em particular, a estrutura de seu genoma tem forte potencial
para isso [lembrando se tratar de um alotetrapldide recente com genomas de duas diferentes
espécies dipldides e de fecundacdo cruzada (Lashermes et al., 1999)]. Concluindo, estes genes
parecem ter adquirido funcdes especificas ao longo do desenvolvimento do cafeeiro, mas
conservando de maneira robusta mecanismos reguladores essenciais observados também em

outras espécies.

Dessa forma, o trabalho alcangou seus objetivos com a identificacdo e anédlise dos
ortélogos do modelo ABC durante o desenvolvimento reprodutivo do cafeeiro e, além disso,
abriu enormes possibilidades de estudo para diversos processos que envolvem outros genes
MADS-box também identificados. Coffea arabica € uma espécie com caracteristicas
peculiares que por isso tem muito a oferecer na elucidac@o de processos de florescimento, bem
como, com o melhoramento dos métodos de produgdo no incremento da qualidade da bebida,

j4 ha tempos apreciada em todo o mundo.
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Item 1 — Lista de primers

APENDICE

Direcdo Primers
GAPDH Forward GAATTGGACGTTTGGTTGCT
Reverse AACTGGCATTGGACACAACA
1-CaAGL17-1 Forward CGAGGTGTCCGTATGAGAAAG
Reverse GCACCACTCCTTACGAATTGA
2-CaSVP-1 Forward TGGATACCTTTGACTCTTGG
Reverse CTCTTCTCATTTGCCTCAGTTG
3-CaTM3-1 Forward CGTCTCACCTACCCAGCATTTT
Reverse GTGCTTGTTCCATTCTTCTGCT
3.1-CaTM3-2 Forward GCAGCAAGTAGACAAGTGACA
Reverse CTCCCAAAACAATAGGCTCT
4 - CaMADS Forward CGCACCTGATCTGCTCATAA
Reverse TGGCAATTGGCATAAACATC
5-CaAP3 Forward TCAAAAGGCTGTAGGGGTTG
Reverse | TGTGAAGATTAGGCTGGGTAGG
6 - CaAGLI17-2 Forward AACCCTCTTCAGCAATCACA
Reverse GCCATACAGTTCTTCTCCCATC
7 - CaMd Forward GTTCTCCCCCTCTGGAAGAC
Reverse CCCATTTACTTGTGCTGCTTG
8 - CaSEP4 Forward TGTGATGCTGAGGTTGCTCT
Reverse GGCCTTGTTTACTTCCATCA
9 - CaSEP3 Forward GCGAAGAAATGGGCTATTGA
Reverse ACTTGAGTCCGTGTTGATCTG
10 - CaPI Forward TGGAAAGAAGCTGTGGGATG
Reverse TGAAGATTTGGCTGCATTGG
11 - CaSEPI1/2 Forward TGGCCCTCATCATCTTCTCT
Reverse TTTCCAAGCTCCTTTCTAATGC
12 - CaAG Forward AGCAGAGTCCGATCCAAAAA
Reverse CTTCGCCTCCACCAACAC
13 - CaAPl Forward ATGAGCTCGAAAGACCTCCA
Reverse TGGTTTCTCCGCCTTTATC
14 - CaTM6 Forward ACAATATGTGCCGTCTGCAA
Reverse TTCTCATACGAGGACTAGCACA
15 - CaFUL Forward GCTGCTGGAGTCTGGAACAT
Reverse CATTGGTTTGGCTGCTCTG
16 - CaAGL42 Forward GCTTGCCTATTTAGAGTCCTTG
Reverse GGTCGCTTCTTTGATCTTCCT
17 - CaSVP-2 Forward TTTTGTGCGATGCTGATGTT
Reverse TCTGGAATCACTGGCCTCTT
18 - CaAGL24 Forward TCCGAGTCGAGAAAAATGGT
Reverse ACCCAAGTCTTCCATGCTCA
19 - CaFLC Forward CTACGACTTCTGCAGCACCA
Reverse AAGGTCCCCAATTCAAGGAT
21 - CaAGL6 Forward GAGAATGCTGCTGAAAGAGA
Reverse GGTGAGAAGTGTGCATAGGA
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Item 2 - Lista de sequéncias MADS-box obtidas no cafeeiro

Legendas:

XXX CDS

XXX Dominio MADs-box

XXX Dominio K-box

Obs.: Regido dos primers sublinhada nas sequéncias

1) CaAGLI17-1 (Coffea arabica AGAMOUS-likel7-1)

CTCTICTTTCTICTCTCTCICTCTCTTTCTCCTTCCTCCGCTCTTGAGAGTTAGCAAGTCCTTTCTCTGTTTATCGCTTCAAAAAGTCCATCTCTA
GCCCTTTTTTTCCTTCCATCTTTTCTTGTTTTTCTCTCTCCGTACAGCAGCGCGTGAGATCGGAGGTCGGACCAGCATGGGGAGAGGGAAGATA
GTGATTAGGAGGATCGATAATTCGACGAGCAGGCAAGTGACGTTTTCCAAGAGGAGGAATGGGTTGCTGAAGAAGGCTAAGGAGTTGGCGATCC
TGTGCGACGCGGAGGTTGGAGTCGTCATCTTCTCCAGTACTGGCAAGCTCTATGATTTCTCTAGCTCCAGCATGAAGTCAGTGATTGAACGATA
TAACAAAGTGAAAGAGGAGCATCACCAATTGGCCAATCCGAGTTICTGAAGTCAAGTTTTGGCAGAGGGAAGTGGCAATGCTCAGGCAACAACTG
CAGAACTTGCAAGAGAATCATCGGCAAATGAGGGGCGAAGAGCTTTCTGGTTTGAGTGTCAAAGATCTACAGAACTTGGAGAACCAACTTGAAA
TGAGCCTTCGAGGTGTCCGTATGAGAAAGGACCAAGTGCTTATTGACGAGATACAAGAACTAAACCGGAAGGGTAGCCTCATCCATCAAGAAAA
TGTTGAACTGTATAAGAAGGTAAACCTAATTCGTGAAGAAAATCAAGAATTGTACAAGAAGGTTTATGGAACCAAGGAGGCGAATGGAACTAAC
AAAACTGCACTTCTGACAAACAATTTAAGCATTCGAGAAGACCCTGATGGTCCTGTACATCTCCAGCTTAGCCAGCCACAACAAAACTATGAGA
CGGCAACAGGGGCATCAAAACTGGGATTGCAACTCCATTAGTATGAAGAAAATGCTGAGCTGATTGCTTGTTGATGAAGATCCACCATGCATAC
AACACAATGTTCAATTCGTAAGGAGTGGTGCAAAAACCACATATTACTCAGAAAAAGTCTTCAATTTCATTGAAAGGATCTTGACATATCCGAG
GTAATTAATGCTATAGCTGTCTATGTAAGATGGTGAGAAATAAAGAAATACTGCTAATTGCTTGTCTCAGACTTTCTTCAGATATCTTTCTATA
GGGCATCTCTACTCAATTGAAAAATGTACACAAGCATCTCTACACAATAACTGGGATCATAAAAAATGTACTTGTATAGGTATCCACTTGAGTA
AGATGCACCCTGGCGACAAGAAATGCCATGAAAAGTAGAAAGTACAGGATGAAGCAAGTCAAAGAATTTGATGGACCAAACAGTCAATGAAAAA
GTGACAATAGTACACGCAATAAGGTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Reads do contig:
CA00-XX-BP1-123-A07-AG.F (clone)

>Proteina
MGRGKIVIRRIDNSTSRQVTEFSKRRNGLLKKAKELAILCDAEVGVVIFSSTGKLYDEFSSSSMKSVIERYNKVKEEHHQLANPSSEVKFWQREVA
MLROOLONLQENHROMRGEELSGLSVKDLONLENQLEMSLRGVRMRKDQVLIDEIQELNRKGSLIHQENVELYKKVNLIREENQELYKKVYGTK
EANGTNKTALLTNNLSIREDPDGPVHLQLSQPQONYETATGASKLGLQLH-

Mapa do cDNA:

1 CTCTICTTTCTCTCTCTCICTCTCTTTCTCCTTCCTCCGCTCTTGAGAGTTAGCAAGTCCTTTCTCTGTTTATCGCTTCAA 80
81 AAAGTCCATCTCTAGCCCTTTTTITTCCTTICCATCTTTTCTTGTTTTTCTCTCTCCGTACAGCAGCGCGTGAGATCGGAGG 160

R T s M G R G K I viI1I RR I DNS T S R Q V T F S K
lel TCGGACCAGCATGGGGAGAGGGAAGATAGTGATTAGGAGGATCGATAATTCGACGAGCAGGCAAGTGACGTTTTCCAAGA 240

R R N G L L K K A K E L A I L C D A E V G V V I F S S
241 GGAGGAATGGGTTGCTGAAGAAGGCTAAGGAGTTGGCGATCCTGTGCGACGCGGAGGTTGGAGTCGTCATCTTCTCCAGT 320

T 6 K L. Y D F S S S S M K S VvV I E R Y N K V K E E H H
321 ACTGGCAAGCTCTATGATTTCTCTAGCTCCAGCATGAAGTCAGTGATTGAACGATATAACAAAGTGAAAGAGGAGCATCA 400

Q L. AN P S S E V K F W Q R E V A ML R Q O L QO N L
401 CCAATTGGCCAATCCGAGTTCTGAAGTCAAGTTTTGGCAGAGGGAAGTGGCAATGCTCAGGCAACAACTGCAGAACTTGC 480

Q ENH R QMU R G E E L S G L s V KDL Q N L E N Q L
481 AAGAGAATCATCGGCAAATGAGGGGCGAAGAGCTTTCTGGTTTGAGTGTCAAAGATCTACAGAACTTGGAGAACCAACTT 560

E M S L R GV RMURI KD OO VL I D E I QQ E L N R K G S
561 GAAATGAGCCTTCGAGGTGTCCGTATGAGAAAGGACCAAGTGCTTATTGACGAGATACAAGAACTAAACCGGAAGGGTAG 640

L I H © E N V E L ¥ K K V N L I R E E N Q E L Y K K
641 CCTCATCCATCAAGAAAATGTTGAACTGTATAAGAAGGTAAACCTAATTCGTGAAGAAAATCAAGAATTGTACAAGAAGG 720

v Yy 6 T K EANG TN K T AL L T NDNTL s I R E D P D
721 TTTATGGAACCAAGGAGGCGAATGGAACTAACAAAACTGCACTTCTGACAAACAATTTAAGCATTCGAGAAGACCCTGAT 800

G p V H L QL S QP Q O N Y E T AT G A S K L G L Q L
801 GGTCCTGTACATCTCCAGCTTAGCCAGCCACAACAAAACTATGAGACGGCAACAGGGGCATCAAAACTGGGATTGCAACT 880
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H * Y E E N A E L I A C * * R S T M HT T Q C S I R

881 CCATTAGTATGAAGAAAATGCTGAGCTGATTGCTTGTTGATGAAGATCCACCATGCATACAACACAATGTTCAATTCGTA 960
961 AGGAGTGGTGCAAAAACCACATATTACTCAGAAAAAGTCTITCAATTITCATTGAAAGGATCTTGACATATCCGAGGTAATT 1040
1041 AATGCTATAGCTGTCTATGTAAGATGGTGAGAAATAAAGAAATACTGCTAATTGCTTGTCTICAGACTTTCTTCAGATATC 1120
1121 TTTCTATAGGGCATCTCTACTCAATTGAAAAATGTACACAAGCATCTCTACACAATAACTGGGATCATAAAAAATGTACT 1200
1201 TGTATAGGTATCCACTTGAGTAAGATGCACCCTGGCGACAAGAAATGCCATGAAAAGTAGAAAGTACAGGATGAAGCAAG 1280
1281 TCAAAGAATTTGATGGACCAAACAGTCAATGAAAAAGTGACAATAGTACACGCAATAAGGTAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 1360
1361 AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA. 1440
1441 AAAAAAA 1447

2) CaSVP-1 (Coffea arabica SHORT VEGETATIVE PHASE-1)

ATTTTCTCTICTCTGGCTGCTGCTTCTCTCTGGATCTAAAACTAAACCAATAACAATGGCCGCATGAACAAGTGTCTGTTTTTCCTTITTTCTCIC
TCATTTGGGTTTGTTCCCTTATTCCCCCTCTACATTTGGCAAAATGCCGCCATTTATTTTCTAACCTTIGTCTCCTCCACCTTTACTTCTATCCC
TCTATTTTTAGAAACCCTTCTTGTCCTTTTTAAACTTTGCATTGTATGCTGGTGTATTCCTGGATTGCTCAAGGGGTTTGGATACCTTTGACTC
TTGGTGACTTTTTGATCCCATAATATCCTTTTCTACCATGGCTAGAGAGAAGATTCAGATCAGGAAAATCGATAACGCAACGGCCAGGCAGGTG
ACTTTCTCAAAGAGAAGAAGAGGACTTTTCAAGAAAGCTGAAGAACTTTCAGTTCTCTIGCGATGCTGATGTTGCTCTCATCCTCTTCTCCTCCA
CTGGCAAGCTTTTTGAGTATTCCAGCTCCAGTATGAAGGAAATACTCGAAAGGCACAACTTACACTCGAAGAACCTTGAAAAAATGGAGCAGCC
GTCGCTTGAGCTGCAGCTGGTGGAGAATAGCAATTGCTCTCGATTAAGCAAGGAAGTTGCTGAGAAAAGCCATCAACTGAGGCAAATGAGAAGA
GAAGAGCTCCAAGGATTGACTGTTGATGATCTGCAGCAATTAGAGAGGTCGCTTGAAGCTGGATTGAACCGTGTGATAGAGAAAAAGGGCGAAA
AGATAATGAAGGAAATTAATCACCTTCAGCGAAAGGGAATGCAATTAATGGAAGAGAATGAGCGTTTGAAGCAACAGGTGATGGAGGTATCCAA
TGGGAGCGGGCAAATGGCAGCAGATGATTCAGAGAACGTTCTGTACGAGGAAGGCCAATCATCTGAATCGGTTACTAACGTCTIGTAGCTCTACC
GGCGGTCCACAAGACTATGAAAGTTCTGATACCTCTCTCAAATTGGGGCTGCCATACTCAAGTCGATTGGAAAAGTAAAGCAGTATGTAACACC
AAAACGGGAAATGTGTTGTTGGTGGTCACATTGCATGAAATAAGAAGTAAAAGCTAACCAGCAACTTCAGATTCTTGATTCAAAACCAAGCATA
TTTAAAGAGAGGGGAGGGAGTTGATGAGACTGTAGATGATGAAACCATAACTATCATTGACAGTAAAAATGGGATACATCGCTAACCAGTATTT
CGAGACTTTCTCATTCATCCCTACCATTCAATAACTTTAATAGACATTGCATTTAATAAATTGAGGCCTCTGCCATGGCTATTCTGTGCTAAAA
AAAAAAAAAAAAAA

Reads:
CAO00-XX-CA1-005-C03-AC.F (clone)

>Proteina
MAREKIQIRKIDNATARQVTEFSKRRRGLFKKAEELSVLCDADVALILFSSTGKLFEYSSSSMKEILERHNLHSKNLEKMEQPSLELQLVENSNC
SRLSKEVAEKSHQLROMRREELQGLTVDDLQQLERSLEAGLNRVIEKKGEKIMKEINHLOQRKGMQLMEENERLKQQVMEVSNGSGQOMAADDSEN
VLYEEGQSSESVTINVCSSTGGPQDYESSDTSLKLGLPYSSRLEK—

Mapa do cDNA:

1 ATTTTCTCTICTCTGGCTGCTGCTTCTCTCTGGATCTAAAACTAAACCAATAACAATGGCCGCATGAACAAGTGTCTGTTT 80
81 TTCCTTTTTCTICTCTCATTTGGGTTTGTTCCCTTATTCCCCCTCTACATTTGGCAAAATGCCGCCATTTATTTTCTAACC 160
161 TTGTCTCCTCCACCTTTACTTCTATCCCTCTATTTTTAGAAACCCTTCTTGTCCTTTTTAAACTTTGCATTGTATGCTGG 240
241 TGTATTCCTGGATTGCTCAAGGGGTTTIGGATACCTTTGACTCTTGGTGACTTTTTGATCCCATAATATCCTTTTCTACCA 320

M A R E K I ¢ I R K I D NATAIRQ V T F S K R R R G
321 TGGCTAGAGAGAAGATTCAGATCAGGAAAATCGATAACGCAACGGCCAGGCAGGTGACTTTCTCAAAGAGAAGAAGAGGA 400

L F K XK A E EL S v L ¢C D AD VAL I L F S S T G K L
401 CTTTTCAAGAAAGCTGAAGAACTTTCAGTTCTCTGCGATGCTGATGTTGCTCTCATCCTCTTCTCCTCCACTGGCAAGCT 480

F E Y S S S S M K E I L E R H N L H S K N L E K M E
481 TTTTGAGTATTCCAGCTCCAGTATGAAGGAAATACTCGAAAGGCACAACTTACACTCGAAGAACCTTGAAAAAATGGAGC 560

Q p S L E L Q L V EN S N C S R L s K E V A E K s H Q
561 AGCCGTCGCTTGAGCTGCAGCTGGTGGAGAATAGCAATTGCTCTCGATTAAGCAAGGAAGTTGCTGAGAAAAGCCATCAA 640

L R O M R REEL OQGUL T VD DILOQ QUL E R S L E A G
641 CTGAGGCAAATGAGAAGAGAAGAGCTCCAAGGATTGACTGTTGATGATCTGCAGCAATTAGAGAGGTCGCTTGAAGCTGG 720

L N RV I E K K G E K I M K E I N H L Q R K G M QO L
721 ATTGAACCGTGTGATAGAGAAAAAGGGCGAAAAGATAATGAAGGAAATTAATCACCTTCAGCGAAAGGGAATGCAATTAA 800

M E E N E R L K O OV M E V S NG S G Q M A A D D S E
801 TGGAAGAGAATGAGCGTTTGAAGCAACAGGTGATGGAGGTATCCAATGGGAGCGGGCAAATGGCAGCAGATGATTCAGAG 880

N V L Y E E G Q S s E s Vv T N V C S s T G G P Q D Y E
881 AACGTTCTGTACGAGGAAGGCCAATCATCTGAATCGGTTACTAACGTCTGTAGCTCTACCGGCGGTCCACAAGACTATGA 960

s s b T s L K L 6L P Y s S R L E K * s S M * H Q N
961 AAGTTCTGATACCTCTICTCAAATTGGGGCTGCCATACTCAAGTCGATTGGAAAAGTAAAGCAGTATGTAACACCAAAACG 1040
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1041 GGAAATGTGTTGTTGGTGGTCACATTGCATGAAATAAGAAGTAAAAGCTAACCAGCAACTTCAGATTCTTGATTCAAAAC 1120

1121 CAAGCATATTTAAAGAGAGGGGAGGGAGTTGATGAGACTGTAGATGATGAAACCATAACTATCATTGACAGTAAAAATGG 1200
1201 GATACATCGCTAACCAGTATTTCGAGACTTTCTCATTCATCCCTACCATTCAATAACTTTAATAGACATTGCATTTAATA 1280
1281 AATTGAGGCCTCTGCCATGGCTATTCTGTGCTAAAAAAAAAAAAAAAAAA 1330

3) CaTM3-1 (Coffea arabica TM3-1) - sem clone

ATAAATATTCCCCTTTTATTTCATTTTTGGAGGGGGGTCTCTTTCGTGCTTCTCGCGAGTTTACCAAAAGAAGAAAAGGGATGAGGTATTGGGG
CCTTGCTAGTCTTTCCTTAATCATTTGTGTTTTGCATATATTCGGTGGTTGGGAGATGAGACTCATAAAGACCAAGGAGTTTGAGGAATATCGT
TTCTCTGCACATCTTGCCTGAAAAAATCTCTCTTTAGGGTTTCTGCTAGCGTCTCACCTACCCAGCATTTTCCAGCTTTTCTCATCTCCCATCT
TGCAGATCTGAGACATCCCAGAAAAGGGTTGTAGGTGGATTCAATTTTGGCCCTCTITTTTGTTATCTAAATTTGTAAGAATGGCGAGAGGGAAA
ACTCAGCTGAAGAGGATTGAAAATGCAACGAGTAGACAAGTGACATTCTCAAAGAGGAGAAGTGGACTTCTCAAGAAGGCCTTTGAGCTATCAG
TTCTTTGTGATGCAGAAGTTGCACTGATCGTTTTCTCCCCAAAAGGGAAGCTTTATGAGTTCTCAAGTTCCAGTGCCACAAGTACAATACAGCG
CTACCAGAAGAATATCAAGAATCTATGTCCGAGCAGAAGAATGGAACAAGCACAGCATTTCGAAGAAGAGGTTGCAATCCTGAGAAAAAAAATT
GAGATCCTTGAGGAAACTCGACGAAGGTTCTTGGGAGATGGTTTAGATTCCTCCAGTGGTGATGAATTGCAACAGATAGAAAATCGGCTGGAGA
AAAGTTTAAGCATCATCAGGTCAAGAAAGAGTTTATTGTTCAGGGAGCGAATGGATCACCTGAAAGAAGAGGAGAAAATTCTCAGAAAGGAAAA
TGCAGAATTGCGGGGAAAGTATGAAGAAGCCACCAATTGGAACTTATCGATTAGTCCACAACCCTTGCCACTGAGACAGGTAAAGGAGGTAGAA
ACACAACTCTITTATCGGACCTCCCAAAAGTTAGAATTGTTCCCCCCCAAAGAAAAAAGAACAATTTATCAGCCTATGTAACTTTGATT

Reads:

CAQ00-XX-CA1-039-D10-AB.R
CA00-XX-LV8-017-E03-JM.F
CAQ00-XX-LV8-020-F03-AC.F
CAQ00-XX-SH2-049-A02-EM.F

>Proteina
MARGKTQLKRIENATSRQVTFSKRRSGLLKKAFELSVLCDAEVALIVFSPKGKLYEFSSSSATSTIQRYQKNIKNLCPSRRMEQAQHFEEEVAT
LRKKIEILEETRRRFLGDGLDSSSGDELQQIENRLEKSLSITRSRKSLLFRERMDHLKEEEKILRKENAELRGKYEEATNWNLSISPQPLPLRQ
VKEVETQLFIGPPKS—

Mapa do cDNA:

1 ATAAATATTCCCCTTTTATTTCATTTTTGGAGGGGGGTCTCTTTCGTGCTTCTCGCGAGTTTACCAAAAGAAGAAAAGGG 80
81 ATGAGGTATTGGGGCCTTGCTAGTCTTTCCTTAATCATTTGTGTTTTGCATATATTCGGTGGTTGGGAGATGAGACTCAT 160
161 AAAGACCAAGGAGTTTGAGGAATATCGTTTCTCTGCACATCTTGCCTGAAAAAATCTCTCTTTAGGGTTTCTGCTAGCGT 240
241 CTCACCTACCCAGCATTTTCCAGCTTTTCTCATCTCCCATCTTGCAGATCTGAGACATCCCAGAAAAGGGTTGTAGGTGG 320

p s 1 L A L F L L. S K F V RMAWRG K T Q L K R I E N
321 ATTCAATTTTGGCCCTICTTTTTGTTATCTAAATTTGTAAGAATGGCGAGAGGGAAAACTCAGCTGAAGAGGATTGAAAAT 400

A T s R Q v T F S K R R S G L L K KA F E L S8 V L C D
401 GCAACGAGTAGACAAGTGACATTCTCAAAGAGGAGAAGTGGACTTCTCAAGAAGGCCTTTGAGCTATCAGTTCTTTGTGA 480

A E VAL I VF S P K G KL Y E F S S S S A T S T I
481 TGCAGAAGTTGCACTGATCGTTTTCTCCCCAAAAGGGAAGCTTTATGAGTTCTCAAGTTCCAGTGCCACAAGTACAATAC 560

Q R Y 9 K N I K N L C P S R R M E Q A QO H F E E E V A
561 AGCGCTACCAGAAGAATATCAAGAATCTATGTCCGAGCAGAAGAATGGAACAAGCACAGCATTTCGAAGAAGAGGTTGCA 640

I L R K K I E I L E E T R R R F L G D G L D S S S G D
641 ATCCTGAGAAAAAAAATTGAGATCCTTGAGGAAACTCGACGAAGGTTCTTGGGAGATGGTTTAGATTCCTCCAGTGGTGA 720

E L ¢ ¢ I E N R L E K S L s I I R S R K s L L F R E
721 TGAATTGCAACAGATAGAAAATCGGCTGGAGAAAAGTTTAAGCATCATCAGGTCAAGAAAGAGTTTATTGTTCAGGGAGC 800

R M D H L K E E E K I L R K E N A E L R G K Y E E A T
801 GAATGGATCACCTGAAAGAAGAGGAGAAAATTCTCAGAAAGGAAAATGCAGAATTGCGGGGAAAGTATGAAGAAGCCACC 880

N W NUL s I s P Q P L P L R Q V K E V E T Q L F I G P
881 AATTGGAACTTATCGATTAGTCCACAACCCTTGCCACTGAGACAGGTAAAGGAGGTAGAAACACAACTCTTTATCGGACC 960

P K s * N C S P P K K K E Q F I S L C N F D
961 TCCCAAAAGTTAGAATTGTTCCCCCCCAAAGAAAAAAGAACAATTTATCAGCCTATGTAACTTTGATT 1028

3.1) CaTM3-2 (Coffea arabica TM3-2)

CTTGCCTGAAAAATCTCTCTTTAGGGTTTCTACTAGTGTCTTTGCTACCCATTATTTTCCAGCTTTTCTCACCTACCATCTTGCAGATCTGAGA
CTTCCCAGAAAAGGGTTGTCGGTGGATTTAATTTTGGACCTCGTCTICTTATCTAAAATTGTAAGAATGCGTGAGGGGGAAAACTCAGATTAAGAG
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GATAGAAAATGCAGCAAGTAGACAAGTGACATTCTCAAAGAGGAGAAGGGGACTTCTCAAGAAGGCCTTTGAACTATCAGTTCTTTGTGATGCA
GAAGTTGCACTGATCATTTTCTCCCCCAGCGGGAAGCTTTATGAGTTCTCAAGTTCCAGTGCCACAAGTACAATAGAGCGCTACCAGAAGAATA
TCAGGAATCTATGTCCGAGCGAAAAAATGGCTCTACAACATTCACAGAATTTTGAAGAAGAGGTTGCAATTCTGAGAAAAAAACTTGAGATTCT
TGAAGAAACTAAACGAAAGTTGTTGGGAGATGGCTTGGATACCTCCTICTTTTGATGAGCTGCAACAGATAGAAGGTCAATTGGAGAGAAGTTTA
AACATCATTAGGTCAAGAAAGAGCCTATTGTTTTGGGAGCAAATTGATCACTTGAAAGAAGAGGAGAAAATCCTCAGGAAGGAAAATGCGGAAT
TACGAGAAAAGATGAATTTGCAGTATGAGCAGCAACGATTGGGACCATCGATTAGTCGACAGCCCTTATCACTGAGACAAGTAAAGGAGATAGA
AACACGACTGTTTATTGGACTTCCTGAAAGTTCAAACTATCCCTAGAAAAAAAGAAAAAGAAAAAGAAATTGAACAATTTACCAGTGGAGGTGA
TTTTCGCATGATTTGTTTTTCTTTACTTCTTGTACAGTTTATCTTTTATTTTTICTTTTTCTAAAAGGCATGTTATGAGGCAAAAGCACAGCTTC
TATATTGATGGATGAAATATTGAATAAGGCTACTTGTATTGCAAAAAAAAAAAAAAA

Reads:
CAO00-XX-CA1-035-H06-QH.F (clone)
CAO00-XX-RX1-096-D04-EB.F

>Proteina
MVRGKTQIKRIENAASRQVTFSKRRRGLLKKAFELSVLCDAEVALITFSPSGKLYEFSSSSATSTIERYQKNIRNLCPSEKMALQHSONFEEEV
AILRKKLEILEETKRKLLGDGLDTSSFDELQQIEGQLERSLNITIRSRKSLLFWEQIDHLKEEEKILRKENAELREKMNLQYEQQRLGPSISRQP
LSLRQVKEIETRLFIGLPESSNYP—

Mapa do cDNA:

1 CTTGCCTGAAAAATCTCICTTTAGGGTTTCTACTAGTGTCTTTGCTACCCATTATTTTCCAGCTTTTCTCACCTACCATC 80
81 TTGCAGATCTGAGACTTCCCAGAAAAGGGTTGTCGGTGGATTTAATTTTGGACCTCGTCTCTTATCTAAAATTGTAAGAA 160

M V R G K T 0 I K R I E N A A S R Q V T F S K R R R G
161 TGGTGAGGGGGAAAACTCAGATTAAGAGGATAGAAAATGCAGCAAGTAGACAAGTGACATTCTCAAAGAGGAGAAGGGGA 240

L L K K A F E L S VL CDAZE V AL I I F s P S G K L
241 CTTCTCAAGAAGGCCTTTGAACTATCAGTTCTTTGTGATGCAGAAGTTGCACTGATCATTTTCTCCCCCAGCGGGAAGCT 320

Yy EF S S s s A T s T I E R Y Q K N I R N L C P S E
321 TTATGAGTTCTCAAGTTCCAGTGCCACAAGTACAATAGAGCGCTACCAGAAGAATATCAGGAATCTATGTCCGAGCGAAA 400

K M A L Q H S 9 N F E E E V A I L R K KL E I L E E T
401 AAATGGCTCTACAACATTCACAGAATTTTGAAGAAGAGGTTGCAATTCTGAGAAAAAAACTTGAGATTCTTGAAGAAACT 480

K R K L L 6 b G6GL DT S S F D ETL Q @ I E G Q L E R S
481 AAACGAAAGTTGTTGGGAGATGGCTTGGATACCTCCTICTTTTGATGAGCTGCAACAGATAGAAGGTCAATTGGAGAGAAG 560

L N I I R 8 R K s L L F W E ¢ I D H L K E E E K I L
561 TTTAAACATCATTAGGTCAAGAAAGAGCCTATTGTTTTGGGAGCAAATTGATCACTTGAAAGAAGAGGAGAAAATCCTCA 640

R K E N A E L R E K MNIL QY E Q Q R L G P s I s R Q
641 GGAAGGAAAATGCGGAATTACGAGAAAAGATGAATTTGCAGTATGAGCAGCAACGATTGGGACCATCGATTAGTCGACAG 720

p L S L R ¢ V K E I E TR L F I G L P E S S N Y P * K

721 CCCTTATCACTGAGACAAGTAAAGGAGATAGAAACACGACTGTTTATTGGACTTCCTGAAAGTTCAAACTATCCCTAGAA 800
801 AAAAAGAAAAAGAAAAAGAAATTGAACAATTTACCAGTGGAGGTGATTTTCGCATGATTTGTTTTTCTTTACTTCTTGTA 880
881 CAGTTTATCTITTTATTTTTCTTTTTCTAAAAGGCATGTTATGAGGCAAAAGCACAGCTTCTATATTGATGGATGAAATAT 960
961 TGAATAAGGCTACTTGTATTGCAAAAAAAAAAAAAAA 997

4) CaMADS (Coffea arabica MADS) - Nao finalizada

ATTTGAGACTTATGAGATAAAAAAAGAAAAGAAAAAGACTACAAAGATATTGAAGAATATCATTTCTCTGCACATCTTGCCTAAAAAATCTCTC
TTTAGGGTTTCTACTAGTGTCTTGCCTACCCAACATTTTCCAGCTTCTGTCATCTCCCATCTTGCAGATCTGAGACTTCCCAGAAAAGATATTG
TCTGGTTTTCCATTTTTTGGGGTCAATCAGTGCCACTCCCTCCGGGGTCGTCGGTGGATTTAATTTTGCACCTCGTTTCTTATCTACAATTGTA
AGAATGTTGAGAGGGAAAACTCAGATTAAGAGGATAGAAAGTGCAACAAGCAGACAAGTGACATTGTCAAAGAGGAGAAGGGGAGTTCTCAAGA
AGGCCTTITGAGCTATCTCAGCTICTTITGTGATGCAGAAGTTIGCACTGATCGGGGGTAGCTTCATGAACTCTCAAGTTCCAGGTACATTTACCATC
AACATTCGCACCTGATCTGCTCATAATCTCTATCTGTCTCTCTTCAGCTAAACGGTATCATATTAATCAGAATTTTTGTCCACTTTTACAACGG
ATTGGCCATTAATCATTCCAAGCATGTTCTCAAGCTTTTGTCAGGNCTAAGGGATCAGGNATCCCTTATCTGGGTTTATGTCCGTTCTTATGAA
TCAATTTTACCAATAAGTGCATTTTTTATGAGTTTGACTGAAGGGTTAGATATTA

Reads: CAQ00-XX-CA1-050-D02-AC.F (clone)
Proteina: MLRGKTQIKRIESATSRQVTLSKRRRGVLKKAFELSQLCDAEVALIGGSFMNSQVPGTFTINIRT

Mapa do cDNA:

iy

ATTTGAGACTTATGAGATAAAAAAAGAAAAGAAAAAGACTACAAAGATATTGAAGAATATCATTTCTCTGCACATCTTGC 80
81 CTAAAAAATCTCTCTTTAGGGTTTCTACTAGTGTCTTGCCTACCCAACATTTTCCAGCTTCTGTCATCTCCCATCTTGCA 160
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16l GATCTGAGACTTCCCAGAAAAGATATTGTCTGGTTTTCCATTTTTTGGGGTCAATCAGTGCCACTCCCTCCGGGGTCGTC 240

G G F NF A P RF L s TI V RMIULIR G K T Q I K R I E
241 GGTGGATTTAATTTTGCACCTCGTTTICTTATCTACAATTGTAAGAATGTTGAGAGGGAAAACTCAGATTAAGAGGATAGA 320

s A T S R ¢ v T L S K R R R G V L K K A F E L S Q L
321 AAGTGCAACAAGCAGACAAGTGACATTGTCAAAGAGGAGAAGGGGAGTTCTCAAGAAGGCCTTTGAGCTATCTCAGCTC 400

¢ b A EVAL I G GS F MN S Q V P G T F T I N I R

401 TGTGATGCAGAAGTTGCACTGATCGGGGGTAGCTTCATGAACTCTCAAGTTCCAGGTACATTTACCATCAACATTCGCA 480
481 CCTGATCTGCTCATAATCTCTATCTGTICTICTCTTCAGCTAAACGGTATCATATTAATCAGAATTTTTGTCCACTTTTACA 560
561 ACGGATTGGCCATTAATCATTCCAAGCATGTTCTCAAGCTTTTGTCAGGNCTAAGGGATCAGGNATCCCTTATCTGGGTT 640
641 TATGTCCGTTCTTATGAATCAATTTTACCAATAAGTGCATTTTTTATGAGTTTGACTGAAGGGTTAGATATTAS 714

5) CaAP3 (Coffea arabica APETALA3)

GCAACGACTGGGACCCAATCACAGCAAGAAGAGTCTTAAAATCTTGAAGCATTGGCAGTGACAGATAACTAAGAAGTGACTGATTCTTAAACAA
CTTTATCAACTTCTGCCAACACTTTTTCGCGCAATTGGTAAGTCTTTCCATTTTTAGTAACCCATGGATCTAAACAATTCTCAACCTCTCCTTT
CATTTCAGAAAATCCATGTGCGCTTATCCTCTTCTTGAGTAGGAACAGTAATAATACTGGTAGATGGCTAGATTCATATAACTCAACTGACTAT
TTAAAACTCTTTAAAGAGGGCTTAGGCGTAAAGAAGAGAAAAGAAAATAGTCGTATAGAAGGGGGAGGAGGAGGAGCAGATCGAGGTAGTAATA
GTTTTAGAAAGAGGGCAAAAAATGGCTCGTGGGAAGATCCAGATCAAGCGGATAGAGAATCAAACCAACAGGCAAGTGACCTACTCTAAGAGAA
GAAACGGGCTGTTTAAGAAAGCTCATGAGCTCACCGTCCTGTGCGATGCTAGAGTTTCCATCATCATGGTCTCCAGTACCCAGAAGCTTCACGA
ATACATCAGTCCCACAGCCACGACAAAGCAGTTGGTTGATCAGTATCAAAAGGCTGTAGGGGTTGATCTTTGGAGCTCCCACCACGAGAAAATG
CAAGAGCAATTGAAGAAGCTAAAGGAGGTGAATAGAAATCTTICGTAAGGAGATCAGGCAGAGGATGGGGGAGAGTTTGAATGATCTGAGTTATG
ATGAGCTCGGTTTTCTCATAGAAGACGTGGATAATTCTCTGAGGGCCATTCGGGAGAGGAAGTACAAGGTAATTGGGAACCAGATCGAGACTCA
CAAGAAAAAGGTGAGGAATGTTGAAGAAATACACAGAAATCTCCTGCTTGAACTGGATGCTAGAGGAGAGGATCCACACTATGGCTTGGTTGAT
AACGGCGGAGGGGACTACAATCCGGTCCTTGGCTATCCTCGTGTGTTGGCATTACGCTTTCAGCCTACCCAGCCTAATCTTCACAGTGGAGGTG
GAAGCTCGGATCTTACGACTTTTGCCCTGCTTGAGTAGCAATTTGATGTACTATATATATACATTTGATCTCTATTTCTICGTTGTGATGATCT
CTATTTCTTTTTTAAATACATCTTGATATCTTTTTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

B® splicing alternativo:

poli A ou
ATGGTTGCGATGGTCTCTATTTCTTTTTTAAATACATTTGATCTCTATTTCTGGATTGGTTTCTTTTCAAAACTTTTTGACACAAAACACATAT
TCCGCTTTCTTTTTAATTAAAAACC

Reads:

CAQ00-XX-AR1-026-G02-EB.
CAQ00-XX-CB1-011-C02-EQ.
CAQ00-XX-CS1-042-G07-JM.
CAO00-XX-CS1-076-B12-AB.
CAQ00-XX-FB2-009-F06-EZ.
CAQ00-XX-FB2-013-F09-UT.
CAQ00-XX-FB2-035-H12-BM.
CAQ00-XX-FR2-092-G05-CE.

(clone)

Lo I B B e B L

>Proteina
MARGKIQIKRIENQTNRQVTYSKRRNGLFKKAHELTVLCDARVSIIMVSSTQKLHEYISPTATTKQLVDQYQKAVGVDLWSSHHEKMQEQLKKL
KEVNRNLRKETIRQRMGESLNDLSYDELGFLIEDVDNSLRATIRERKYKVIGNQIETHKKKVRNVEETHRNLLLELDARGEDPHYGLVDNGGGDYN
PVLGYPRVLALRFQPTQPNLHSGGGSSDLTTFALLE—

Mapa do cDNA:

1 GCAACGACTGGGACCCAATCACAGCAAGAAGAGTCTTAAAATCTTGAAGCATTGGCAGTGACAGATAACTAAGAAGTGAC 80
81 TGATTCTTAAACAACTTTATCAACTTCTGCCAACACTTTTTCGCGCAATTGGTAAGTCTTTCCATTTTTAGTAACCCATG 160
161 GATCTAAACAATTCTCAACCTCTCCTTTCATTTCAGAAAATCCATGTGCGCTTATCCTCTTCTTGAGTAGGAACAGTAAT 240
241 AATACTGGTAGATGGCTAGATTCATATAACTCAACTGACTATTTAAAACTCTTTAAAGAGGGCTTAGGCGTAAAGAAGAG 320

E XK K I vv * K G EEEE QI E V V I VL E R G Q K M
321 AAAAGAAAATAGTCGTATAGAAGGGGGAGGAGGAGGAGCAGATCGAGGTAGTAATAGTTTTAGAAAGAGGGCAAAAAATG 400

A R G K I ¢ I K R I EN OO T NR Q V T Y S K R R N G L
401 GCTCGTGGGAAGATCCAGATCAAGCGGATAGAGAATCAAACCAACAGGCAAGTGACCTACTCTAAGAGAAGAAACGGGCT 480

F K K A H E L T Vv L ¢ DA RV S I I MV S S T Q K L
481 GTTTAAGAAAGCTCATGAGCTCACCGTCCTGTGCGATGCTAGAGTTTCCATCATCATGGTCTCCAGTACCCAGAAGCTTC 560

H E Yy I s p T A T T K Q L VvV D Q ¥ © K A V G V. D L W S
561 ACGAATACATCAGTCCCACAGCCACGACAAAGCAGTTGGTTGATCAGTATCAAAAGGCTGTAGGGGTTGATCTTTGGAGC 640

71



s H H E KMOQE Q L K KL K E VN RNTL R KE I R Q R
641 TCCCACCACGAGAAAATGCAAGAGCAATTGAAGAAGCTAAAGGAGGTGAATAGAAATCTTCGTAAGGAGATCAGGCAGAG 720

M G E S L N DL S YD E L G F L I E D V D DN S L R A
721 GATGGGGGAGAGTTTGAATGATCTGAGTTATGATGAGCTCGGTTTTCTCATAGAAGACGTGGATAATTCTCTGAGGGCCA 800

I R E R K Y KV I G N Q I E T H K K K V R N V E E I H
801 TTCGGGAGAGGAAGTACAAGGTAATTGGGAACCAGATCGAGACTCACAAGAAAAAGGTGAGGAATGTTGAAGAAATACAC 880

R N L L. L EL D ARG EDUPUHY G L VDNGG G D Y N
881 AGAAATCTCCTGCTTGAACTGGATGCTAGAGGAGAGGATCCACACTATGGCTTGGTTGATAACGGCGGAGGGGACTACAA 960

p v L G Y Pp RV L A L R F QP T Q P N L H S G G G S
961 TCCGGTCCTTGGCTATCCTCGTGTGTTGGCATTACGCTTTCAGCCTACCCAGCCTAATCTTCACAGTGGAGGTGGAAGCT 1040

s b L T T F AL L E * QQ F DV L Y I Y I * s L F L R C
1041 CGGATCTTACGACTTTTGCCCTGCTTGAGTAGCAATTTGATGTACTATATATATACATTTGATCTCTATTTCTICGTTGT 1120
1121 GATGATCTCTATTTCTTTTTTAAATACATCTTGATATCTTTTTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 1185

6) CaAGL17-2 (Coffea arabica AGL17-2)

ATAACCCTCTTCAGCAATCACAGCTATAAGCTCATCAAAGATCGAGCAGGGAATATTATGGGAAGGGGGAAGATTGTGATCCGGAGGATCGATA
ACTCGACAAGCAGGCAAGTGACTTTICTCTAAGAGAAGAAATGGGCTGTTGAAGAAGGCCAAGGAGCTGGCTGTTCTICTGTGATGCAGAAGTTGG
AGTTGTCATCTTCTCAAGCACTAGCAAGCTCTATGAATATGCAAACACCAGCATGAAATCCGTCCTGGAACGTTACAGCAAAGCGAAAGAAGAG
CGCCATCAACTCCTTAGTCCACTATCGGAGGTCAAGTTTTGGCAAAGGGAGGCAACAATCCTCCGGCAACAATTACACAACTTGCAGGAAATTC
ACAGGCAATTGATGGGAGAAGAACTGTATGGCCTGAGCGTTAAAGACCTACAAGGTCTAGAGAACCAACTTGAAATGAGTTTAAGGGGCATCCG
TATGAAAAAGGAACAAATACTGACTGATGAGATTCGGGAACTACATCGTAAGGGCTGCCTCATTCATCAAGAAAACGCGGAACTTTATAAGAAG
GTAAACTTCCATCAACAAGAAATTATCTCATTGCATAAGAAGGCTTATAGCACGAGTAATTCCAATGCCACACATGGGAATACCATAACTCCAT
ATGGATTTGCAATTACTGAGGAGCAACATGCTCCAATCCATCTCCAACTTAGCCAGCCTGAGTCACAGAACTTCGTGACGTCAGAGGGAACCTC
AGAATCAAGGTAATTAAACAAAGGCAGTAAATTCTCATCGTATCACGAGTCAAGACCCAAAGGAGGCATGACCGGTTAGACTACATCAACCAAC
AAGAAAAATGCTAACAAATGATTTACAGAGCTTTCTTCAATTCTICTCGGGTTGTAATGTGTTTGCATTTCGCATGGTGCTTAACTGGTTATATA
AACTCTTTATAAGGTTATCCACAAATACTAGTAACCAACGCTGCCTACTGTATTCAAGTGCAAGATTGCATATGCCTCGACTGAACTTAATGTG
AATATTTTGGTCGTGAAAGCTGAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Reads:

CAQ00-XX-CB1-059-H08-BG.F
CAQ00-XX-CS1-036-A09-UT.F (clone)
CAQ00-XX-RT8-023-HO01-BM.F

>Proteina
MGRGKIVIRRIDNSTSRQVTEFSKRRNGLLKKAKELAVLCDAEVGVVIFSSTSKLYEYANTSMKSVLERYSKAKEERHQLLSPLSEVKFWQREAT
ILROQOLHNLQETHRQLMGEELYGLSVKDLQGLENQLEMSLRGIRMKKEQILTDEIRELHRKGCLIHQENAELYKKVNFHQQETIISLHKKAYSTS
NSNATHGNTITPYGFAITEEQHAPTIHLQLSQPESQNFVTSEGTSESR—

Mapa do cDNA:

I T L. F S N H S Y K L I K D R A G N I M G R G K I V I
1 ATAACCCTCTTCAGCAATCACAGCTATAAGCTCATCAAAGATCGAGCAGGGAATATTATGGGAAGGGGGAAGATTGTGAT 80

R R I DN S T S R Q V T F S K RRN G L L K K A K E
81 CCGGAGGATCGATAACTCGACAAGCAGGCAAGTGACTTITCTICTAAGAGAAGAAATGGGCTGTTGAAGAAGGCCAAGGAGC 160

L A VL CDAZEV GV VI F s S T S KL Y E Y A N T S
16l TGGCTGTTCTCTGTGATGCAGAAGTTGGAGTTGTCATCTTCTCAAGCACTAGCAAGCTCTATGAATATGCAAACACCAGC 240

M K s v L E R ¥ S K A K EE R HOQ L L S P L S8 E V K F
241 ATGAAATCCGTCCTGGAACGTTACAGCAAAGCGAAAGAAGAGCGCCATCAACTCCTTAGTCCACTATCGGAGGTCAAGTT 320

wW ¢ R E A T I L R Q 0 L H N L Q E I HR Q L M G E E
321 TTGGCAAAGGGAGGCAACAATCCTCCGGCAACAATTACACAACTTGCAGGAAATTCACAGGCAATTGATGGGAGAAGAAC 400

L ¥y 66 L. s Vv K DL Q G L ENOQULEMS SL R G I R M K K
401 TGTATGGCCTGAGCGTTAAAGACCTACAAGGTCTAGAGAACCAACTTGAAATGAGTTTAAGGGGCATCCGTATGAAAAAG 480

E ¢ I L T D E I R E L H R K G C UL I H Q E N A E L Y K
481 GAACAAATACTGACTGATGAGATTCGGGAACTACATCGTAAGGGCTGCCTCATTCATCAAGAAAACGCGGAACTTTATAA 560

K v N F H Q QO E I I L H K K A Y S T S N S N A T H

561 _AAGGCTTMAGCACGAGTAATTCCAMGCCACACATG 640

G N T I T P Y G F A I T E E Q H A P I H L Q L S Q P E
641 GGAATACCATAACTCCATATGGATTTGCAATTACTGAGGAGCAACATGCTCCAATCCATCTCCAACTTAGCCAGCCTGAG 720
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s Q N F VT s £E G T s E S R * L N K G S K F S S Y H E

721 TCACAGAACTTCGTGACGTCAGAGGGAACCTCAGAATCAAGGTAATTAAACAAAGGCAGTAAATTCTCATCGTATCACGA 800
801 GTCAAGACCCAAAGGAGGCATGACCGGTTAGACTACATCAACCAACAAGAAAAATGCTAACAAATGATTTACAGAGCTTT 880
881 CTTCAATTCTICTCGGGTTGTAATGTGTTTGCATTTCGCATGGTGCTTAACTGGTTATATAAACTCTTTATAAGGTTATCC 960
961 ACAAATACTAGTAACCAACGCTGCCTACTGTATTCAAGTGCAAGATTGCATATGCCTCGACTGAACTTAATGTGAATATT 1040
1041 TTGGTCGTGAAAGCTGAAAAAAAAAAAAAAAAAA 1074

BB splicing alternativo: existem as duas proteinas, com e sem essa regido.

7) CaMd (Coffea arabica Md)

AAGATCGGTACTGCCTGCAGGTACCGGTCCGGAATTCCCGGGCTCACCGCTAACTTTATCTCTCACCCTCTCGTCATCTTCTGAACAGCGGCCT
AACGGTGCCAAAAAGCCCCTTCCGATCCGAAATTTGTTACTACCTCTCTTAGCTTCTCTTCTCATCCTTCACTTTCCAACTTCTTACATCAACT
GTTTCGCATATGCAATTAATGACTTTTTTTTATCTATGTATAAACAAAAGTACTAGGATACTAGTATAATTTCAGGTTCCATTTAAGAGCTGGC
AGGGACAGACTTGATCCTGGCTGAGATTACTACTATATTTGGCTTCCTTCACAAAAAAGGGCTTTCAAGTTTCAACAAGTTCGACAGAGACGTA
TATTTTAGAGGAGAGGAAACCTAGGAGGAGGGAAAAATATGGGAAGAGTGAAGCTCCAGATCAAGAAAATCGAGAGCACAACAAATAGGCAGGT
GACTTTCTCAAAAAGAAGAAATGGGCTTATCAAGAAAGCTTATGAACTTTCTGTIGCTICTGTGATGTTGATGTAGCTCTCATCATGTTICTCCCCC
TCTGGAAGACTCAGCGTATTTTCAGGAAACAAAAGCCTTGAGGAAATTATGGCACGATATCTGAATCTTCCTGAGCATGAGCGAGGACGGCTGC
ATAACCAAGAGTATCTGGAAAAAGCACTTGGCAAGTTGAAATCTGAAGCAGACAGAACTAATCAAGATGTCAGCCCAGTAAGTGTTGACTCTCA
AATTGAGGAAATTCAGCAAGAAATTCTTAGGTATAAGTCCCAAATGGAGGATATGGAGAAAAAATTGAGAATTTATGAAGGTGATCCTTGGGAG
ATCAATACGATTTGTGAGGCTGAATACAGGGAACAAATTCTTGAGGAGACTCTGAATCAGGTTCGAGCACGCAAGGTAAATTTGGCTCAACAAG
CAGCACAAGTAAATGGGTTTACTACGAGAAGTGCAAGCAGTATATTGGATTIGGTTTCCTCATCAAAGAGACCAAGATCAAATTCCAATGCTCAA
TTTCTTGGATCCCACAGGGCTTATTCCTCTTAGAGCTGGGCAAGCTGATCAGCGCATAGAGAACATGGTACCTGCTTCCTTAACTCTTCCTCCT
CAAAGTCATATGGATACAGCAGCAGACATGCAGCAGCAGCTGAATGATCATAACAGTCCAATCAGCAAGATCGAGAATGACCCACAAGTACTGC
AACGTCCCCATGATGATCACTTTGGACAAATCATCGACGTAAATCTICTCGCCATGGACGCACCTATATCCAACAGGAACTGATCCGTTTCCAGC
TGGACAACCCAGGGAAGGAGCACTCTITGGAGCTGTTCTTATCTCAGCTTGCTCCTGTAAATCAAGATCAGCTTGATAATCTCCAGTGATTTGTT
TGTATTTAGTTTTTTTTTAATACTATTTTTATTTGATAAGCCTTGTAAGGAGTTAGAATTGTAGAATATTTGAGGTTTTCATTAATAGTTATGT
ATAAATAAAAAAACAGAAATAGAAATTGAGGGTTTCCAGTGAAGTAAAAAAAAAAAAAAA

Reads:

CAQ00-XX-CA1-029-F11-EP.F
CAQ00-XX-CS1-055-D08-EQ.F (clone)
CAQ00-XX-SI3-056-CO03-EM.F
CAQ00-XX-SI3-080-CO09-EM.F

>Proteina
MGRVKLQIKKIESTTNRQVTEFSKRRNGLIKKAYELSVLCDVDVALIMFSPSGRLSVEFSGNKSLEEIMARYLNLPEHERGRLHNQEYLEKALGKL
KSEADRTNQDVSPVSVDSQIEEIQQEILRYKSQMEDMEKKLRIYEGDPWEINTICEAEYREQILEETLNQVRARKVNLAQQAAQVNGETTRSAS
SILDWFPHQRDQODQIPMLNFLDPTGLIPLRAGQADQRIENMVPASLTLPPQSHMDTAADMQQQLNDHNSPISKIENDPQVLOQRPHDDHEGQIID
VNLSPWTHLYPTGTDPFPAGQPREGALLELFLSQLAPVNQDQLDNLQ-

Mapa do cDNA:

1 AAGATCGGTACTGCCTGCAGGTACCGGTCCGGAATTCCCGGGCTCACCGCTAACTTTATCTCTCACCCTCTCGTCATCTT 80
81 CTGAACAGCGGCCTAACGGTGCCAAAAAGCCCCTTCCGATCCGAAATTTGTTACTACCTCTCTTAGCTTCTCTTCTCATC 160
161 CTTCACTTTCCAACTTCTTACATCAACTGTTTCGCATATGCAATTAATGACTTTTTTTTATCTATGTATAAACAAAAGTA 240
241 CTAGGATACTAGTATAATTTCAGGTTCCATTTAAGAGCTGGCAGGGACAGACTTGATCCTGGCTGAGATTACTACTATAT 320
321 TTGGCTTCCTTCACAAAAAAGGGCTTTCAAGTTTCAACAAGTTCGACAGAGACGTATATTTTAGAGGAGAGGAAACCTAG 400

G 6 6 K NM G RV KL ©Q I K K I E S T T N R Q V T F S
401 GAGGAGGGAAAAATATGGGAAGAGTGAAGCTCCAGATCAAGAAAATCGAGAGCACAACAAATAGGCAGGTGACTTTCTCA 480

K R R N G L I K KA Y E L s Vv L C D V D V A L I M F S
481 AAAAGAAGAAATGGGCTTATCAAGAAAGCTTATGAACTTTCTGTGCTCTGTGATGTTGATGTAGCTCTCATCATGTTCTC 560

p s G R L 8 VF s GN K S L EE I MAWIR Y L N L P E
561 CCCCTCTGGAAGACTCAGCGTATTTTCAGGAAACAAAAGCCTTGAGGAAATTATGGCACGATATCTGAATCTTCCTGAGC 640

H E R G R L H N OQ E Y L E K A L G K L K S E A D R T N
641 ATGAGCGAGGACGGCTGCATAACCAAGAGTATCTGGAAAAAGCACTTGGCAAGTTGAAATCTGAAGCAGACAGAACTAAT 720

Q b v s P Vs V D S Q I E E I Q @ E I L R Y K S Q M E
721 CAAGATGTCAGCCCAGTAAGTGTTGACTCTCAAATTGAGGAAATTCAGCAAGAAATTCTTAGGTATAAGTCCCAAATGGA 800

pbp M E K K L R I Y E G D P W E I N T I C E A E Y R E
801 GGATATGGAGAAAAAATTGAGAATTTATGAAGGTGATCCTTGGGAGATCAATACGATTTGTGAGGCTGAATACAGGGAAC 880

¢ I L E E T L N Q V R A R K V N L A Q Q A A Q V N G F
881 AAATTCTTGAGGAGACTCTGAATCAGGTTCGAGCACGCAAGGTAAATTTGGCTCAACAAGCAGCACAAGTAAATGGGTTT 960

T T R s A s s I L.D W F P H Q R D QQ D ¢ I P M L N F L
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961 ACTACGAGAAGTGCAAGCAGTATATTGGATTGGTTTCCTCATCAAAGAGACCAAGATCAAATTCCAATGCTCAATTTCTIT 1040

p p T G L I P L R A G Q ADOQR I ENMV P A S L T
1041 GGATCCCACAGGGCTITATTCCTCTTAGAGCTGGGCAAGCTGATCAGCGCATAGAGAACATGGTACCTGCTTCCTTAACTC 1120

L P P QS HM DT A AUDMOQOQQOQULNDHN S P I S K I
1121 TTCCTCCTCAAAGTCATATGGATACAGCAGCAGACATGCAGCAGCAGCTGAATGATCATAACAGTCCAATCAGCAAGATC 1200

E ND?P OQ VL Q R P H D DHU?F G Q I I DV N L S P W T
1201 GAGAATGACCCACAAGTACTGCAACGTCCCCATGATGATCACTTTGGACAAATCATCGACGTAAATCTCTCGCCATGGAC 1280

H L Yy Pp T G T D P F P A G Q P R E G A L L E L F L S
1281 GCACCTATATCCAACAGGAACTGATCCGTTTCCAGCTGGACAACCCAGGGAAGGAGCACTCTTGGAGCTGTTCTTATCIC 1360

Q L. AP VN QD QUL DNILOQ * F V C I * F F F N T I F

1361 AGCTTGCTCCTGTAAATCAAGATCAGCTITGATAATCTICCAGTGATTITGTITTGTATTTAGTTITTTITTTTAATACTATTTTIT 1440
1441 ATTTGATAAGCCTITGTAAGGAGTTAGAATTGTAGAATATTITGAGGTITTTICATTAATAGTTATGTATAAATAAAAAAACAG 1520
1521 AAATAGAAATTGAGGGTTTCCAGTGAAGTAAAAAAAAAAAAAAA 1564

8) CaSEP4 (Coffea arabica SEPALLATA4)

CCAGAAAAGAGTAACTCTTCCTGCCCTAARAGAGAAAAAGAGACAACCGGTTTGGCAGTGTACTTGTCCATATATATGTGGTTTTCCTTATTTC
CCCATAAAAATCCAATCTTGGTGGCATTTTGTTACATGTTTGCTTGTTTTTGTTAAGATTTTGATAGAACCATAACACTTTTTTTGTGAAGAAA
AAAAGGATTGTAATTCTTTTCTGAGTATTATCTGTTGGTTTTTGATACGGTGT TACAGATACGTTACATAAATTAACACAAAACAGGATAATGE
GAAGGGGTAAAGTGGAGCTGAAGAGAATAGAGAACAAGATAAATAGACAGGTAACCTTTGCAAAAAGAAGGAATGGTCTGCTGAAGAAGGCCTA
TGAACTCTCCATCCTATGTGATGCTGAGGTTGCTCTCATCGTATTCTCCAATCGTGGCARACTCTATGAGTTCTGCAGCAGCTCTAGTATGTCC
AAAACGCTGGAGAGGTATCACAGATGCAGCTATGCTGATGCTGGAATGAACCAATCCTCCAAGGATCCACAGGGTGACTACCAGGAGTATCTGA
AGCTTAAAGCAAAAGTGGAGGTATTACAACAATCTCAGAGGCATCTTCTGGGGGAAGACT TGGCTCAGCTGGGTGCARAGCAGCTCGATCAGCT
CGAGCGTCAGCTTGATGCATCTTTGCGGCAAATTAGGTCCACAAAGACTCAGCATATGCTGGATCAACTCTCAGATCTTCAGCAARAAGGAAAAA
TCACTGATGGAAGTAAACAAGGCCTTGAGGAACAAGCAGTTAGAAGAAACCACTGCAGCATATCAGTTATCATGGGACGTCTCAGAGGAGCATA
ATTTACGACATAGATCTCAGACAATTCATCCTGAGGGATTCTTCCAGCCCCTTGAATGCAACAGCTCCATCATGAACTACAACATGGTGGTAGC
CGATGCTGAGGCAGAGCCAACACAAAATCCCAGTGGAATCCTACCAGGATGGATGCTTTGAGAATA T RIATANATATANATATNGC TAGCAATTAR
ACACAATTTGAATTGGAAGGCCAACAAATHRMEACGTGTGGTACACAGGTTCCTAATTTTGCTGTATTTTCCATTGAAATGGGAAGATAAAAAT
AAATTATGTTCTTGGGCCAACAGGHBBCATAAGGGGATCCTGTTGGAGTAATGTACGTACCATAGCAGCATTAACATATTGCCAACTCTACAGT
TTTCAAGGHERBA TAAAGACATGGAATGTCTTTCTTTCTTTTTCTTTTTCTTTTTTTTTTCCCCGAAGACTTGGAATGTAATAAGATGGGATCT
ATAATCTTGTGGTGGGGAGTGGCTATCTTTATTGAACTGAAATTTGCTTGGACAAATATTATTGTATGACGCAARACAAAATGTGCAATCAGGC
CAGCCCTTTTGTAGGGACTAGGGGAACAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAARAAAAAAAAAAAAARAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAARAA

BB Regides de splicing alternativo

Reads:
CAO00-XX-FB1-109-G09-BG.F (clone)
CAQ00-XX-FB3-000-D06-EZ.
CAQ00-XX-FR2-014-C01-BF.
CAQ00-XX-FR2-026-A09-QH.
CAO00-XX-RX1-094-GO7-EB.

I B |

>Proteina
MGRGKVELKRIENKINRQVTFAKRRNGLLKKAYELSILCDAEVALIVFSNRGKLYEFCSSSSMSKTLERYHRCSYADAGMNQSSKDPQGDYQEY
LKLKAKVEVLQOSQRHLLGEDLAQLGAKQLDQLERQLDASLRQIRSTKTQHMLDQLSDLQQKEKSLMEVNKALRNKQLEETTAAYQLSWDVSEE
HNLRHRSQTIHPEGFFQPLECNSSIMNYNMVVADAEAEPTONPSGILPGWML —

Mapa do cDNA:

1 CCAGAAAAGAGTAACTCTTCCTGCCCTAAAAGAGAAAAAGAGACAACCGGTTTGGCAGTGTACTTGTCCATATATATGTG 80
81 GTTTTCCTTATTTCCCCATAAAAATCCAATCTTGGTGGCATTTTGTTACATGTTTGCTTGTTTTTGTTAAGATTTTGATA 160
161 GAACCATAACACTTTTTTTGTGAAGAAAAAAAGGATTGTAATTCTTTTCTGAGTATTATCTIGTTGGTTTTTGATACGGTG 240

v T b T L H K L T @ N R I M G R G K V E L K R I E N K
241 TTACAGATACGTTACATAAATTAACACAAAACAGGATAATGGGAAGGGGTAAAGTGGAGCTGAAGAGAATAGAGAACAAG 320

I N R Q VT F A KR RN G L L K K A Y E L S I L C D A
321 ATAAATAGACAGGTAACCTTTGCAAAAAGAAGGAATGGTCTGCTGAAGAAGGCCTATGAACTCTCCATCCTATGTGATGC 400

E vAL I VF S NIRGIZ KLY EF C S S S s M S K T L
401 TGAGGTTGCTCTCATCGTATTCTCCAATCGTGGCAAACTCTATGAGTTCTGCAGCAGCTCTAGTATGTCCAAAACGCTGG 480

E R Y HRC S Y A DA G M N Q S S KD P O G D Y QO E Y
481 AGAGGTATCACAGATGCAGCTATGCTGATGCTGGAATGAACCAATCCTCCAAGGATCCACAGGGTGACTACCAGGAGTAT 560
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L K L K A KV E VL Q Q S Q R H L L G E DL A Q L G A
561 CTGAAGCTTAAAGCAAAAGTGGAGGTATTACAACAATCTCAGAGGCATCTTCTGGGGGAAGACTTGGCTCAGCTGGGTGC 640

K ¢ L D QL ER QL DA S L R Q I R S T K T Q H M L
641 AAAGCAGCTCGATCAGCTCGAGCGTCAGCTTGATGCATCTTTGCGGCAAATTAGGTCCACAAAGACTCAGCATATGCTGG 720

D Q L. s DL Q Q K E K S L M E VN KA AUILRNIK Q L E E
721 ATCAACTCTCAGATCTTCAGCAAAAGGAAAAATCACTGATGGAAGTAAACAAGGCCTTGAGGAACAAGCAGTTAGAAGAA 800

T T A A Y Q L. s W D V S E E H N L R H R S Q T I H P E
801 ACCACTGCAGCATATCAGTTATCATGGGACGTCTCAGAGGAGCATAATTTACGACATAGATCTCAGACAATTCATCCTGA 880

G F F O P L ECNS S I MNYNMV V A DA E A E P
881 GGGATTCTTCCAGCCCCTTGAATGCAACAGCTCCATCATGAACTACAACATGGTGGTAGCCGATGCTGAGGCAGAGCCAA 960

T o N P S G I L P G WML * E Y I Y I Y I C S N * T Q

961 CACARAATCCCAGTGGAATCCTACCAGGATGGATGCTTTGAGAATA T Hi A AAAMAGIAN G TAGCAATTARACACAR 1040
1041 TTTGAATTGGAAGGCCAACAAATHMEEACGTGTGGTACACAGGTTCCTAATTTTGCTGTATTTTCCATTGAAATGGGAAG 1120
1121 ATARAAATARATTATGTTCTTGGGCCAACAGGHEBECATARGGGGATCCTGTTGGAGTAATGTACGTACCATAGCAGCATT 1200
1201 AACATATTGCCAACTCTACAGTTTTCAAGG ATAAAGACATGGAATGTCTTTCTTTCTTTTTCTTTTTCTTTTTTTT 1280
1281 TTCCCCGAAGACTTGGAATGTAATAAGATGGGATCTATAATCTTGTGGTGGGGAGTGGCTATCTTTATTGAACTGARATT 1360
1361 TGCTTGGACAAATATTATTGTATGACGCAAAACAAAATGTGCAATCAGGCCAGCCCTTTTGTAGGGACTAGGGGAACAAA 1440
1441 ARAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA ' 1520
1521 AARA 1524

9) CaSEP3 (Coffea arabica SEPALLATA3)

GTTTGAGAGTGGGAAATTGTGTATCTGTCTCAGGGCCCGCCCTTARAATAATTTTTCTCATCTAAACTGTGGGGATGTATAAACAGGACCGAATA
GTTATCTAGTACATGTGTAGAAGATTACATGTATTGTGGGATGTGCATATARAAAGAGGGAAACAAAAGGGAAGGAGCAGTTTTGAGGGGGAAA
CAAGACTCTGTTGTTGTGGTTGTAATTTGTGAGTTTCAGTGGTAATAAGAACGGAAAGAGAGGTAGGAGAGAGGATGGGAAGAGGTAGGGTGGA
GCTAAAGAGGATAGAGAACAAGATCAATAGGCAAGTAACTTTTGCTAAGCGAAGAAATGGGCTATTGAAGAAAGCTTATGAGCTCTCAGTTCTA
TGTGATGCTGAGGTTGCTTTGATCATCTTCTCCAATAGAGGAAAGCTCTATGAGT TTTGCAGTAGCTCT ACRGHOACCORGIAGAGCATGCTCA
AGACGCTAGAGAGGTATCAGAAATGCAACTATGGAGCACCTGAGCCCAACATATCCACCAGGGAAGCACTGGAGCTGAGTAGTCAGCAGGAGTA
TTTGAAGCTTAAAGCACGTTACGAAGCTCTACAAAGATCACAAAGGAATCTTTTGGGCGAGGACCTTGGTCCTTTAAACAGCAAGGAACTTGAA
TCATTGGAAAGGCAGCTTGATATGTCTCTGAAGCAAATCAGATCAACACGGACTCAAGTAATGCTGGATCAGCTCACTGATCTCCAGAGAAAGG
AACATGCTTTGAACGAGGCAAACAAAACTCTAAAACAAAGGCTGATGGAAGGAAACCAAGTAAATCTCCAGTGGAATCCGAATGCACAGGATGT
TGGGTACGGCCGACAACCAGCTCATGCTCAGGGTGATGGTTTTTTTCATCCATTGGATTGTGAACCGCCATTACAGATTGGATACCAGAATGAT
CCAATAACAGTGGCAGCGGCAGGCCCGAGTGTGAATAACTACATGGCAGGTTGGTTACCATGATCAGAAGAAAAAATTGCCTGTCATGCTAATG
ATTCCTTTCATAAGACTCGATGCAATTGATGTTCTATGTATTTTTATTTTGACTAAAGAACTTGTGTAATAGCATGAATTTTCATAAGACGCTA
TTATTATAATCTCCTAATGTGGACGAACGTTAAGTCATATATTTACTTCGATAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAARAAAAAAAARAA

BB Regido de splicing alternativo

Reads:

CAO00-XX-FB1-089-HO01-EQ.
CAQ00-XX-FB1-127-G10-AG.
CAQ00-XX-FB2-003-E02-CC.
CAO00-XX-FB2-030-B02-JF.
CAQ00-XX-FB2-068-D09-AC.
CAQ00-XX-FB4-003-A02-JM.
CAQ00-XX-FR2-091-D09-AC.

(clone)

Lo e e e L B B

>Proteina
MGRGRVELKRIENKINRQVTFAKRRNGLLKKAYELSVLCDAEVALIIFSNRGKLYEFCSSSRVTILYSMLKTLERYQKCNYGAPEPNISTREALE
LSSQQEYLKLKARYEALQRSQRNLLGEDLGPLNSKELESLERQLDMSLKQIRSTRTQVMLDQLTDLOQRKEHALNEANKTLKQRLMEGNQVNLQW
NPNAQDVGYGRQPAHAQGDGFFHPLDCEPPLQIGYQNDPITVAAAGPSVNNYMAGWLP—

Mapa do cDNA:

1 GTTTGAGAGTGGGAAATTGTGTATCTGTCTCAGGGCCCGCCCTTAAATAATTTTTCTCATCTAAACTGTGGGGATGTATA 80
81 AACAGGACCGAATAGTTATCTAGTACATGTGTAGAAGATTACATGTATTGTGGGATGTGCATATAAAAAGAGGGAAACAA 160
161 AAGGGAAGGAGCAGTTTTGAGGGGGAAACAAGACTCTGTTGTTGTGGTTGTAATTTGTGAGTTTCAGTGGTAATAAGAAC 240

E R EV GERMGRGUR V E L KR TIENI KTINIR Q V
241 GGAAAGAGAGGTAGGAGAGAGGATGGGAAGAGGTAGGGTGGAGCTAAAGAGGATAGAGAACAAGATCAATAGGCAAGTAA 320

T F A K R R N G L L K K A Y E L S V L ¢ D A E V A L I
321 CTTTTGCTAAGCGAAGAAATGGGCTATTGAAGAAAGCTTATGAGCTCTCAGTTCTATGTGATGCTGAGGTTGCTTTGATC 400

I F S NR GXK L Y ETFCS S SRV T L Y S MILZKT L E
401 ATCTTCTCCAATAGAGGAAAGCTCTATGAGTTTTGCAGTAGCTCTA BNEHCACEOMGIAGACCATGCTCAAGACGCTAGA 480
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R 'Yy g K ¢ NY G A P E P NI S T REA AULE L S S QO 0
481 GAGGTATCAGAAATGCAACTATGGAGCACCTGAGCCCAACATATCCACCAGGGAAGCACTGGAGCTGAGTAGTCAGCAGG 560

E ¥y L K L K A R Y E AL Q R S Q R N L L G E D L G P L
561 AGTATTTGAAGCTTAAAGCACGTTACGAAGCTCTACAAAGATCACAAAGGAATCTTTTGGGCGAGGACCTTGGTCCTTTA 640

N §S K E L E s L E R Q L D M s L K ¢ I R s T R T Q V M
641 AACAGCAAGGAACTTGAATCATTGGAAAGGCAGCTTGATATGTCTCTGAAGCAAATCAGATCAACACGGACTCAAGTAAT 720

L b o L T DL Q R K EUHAULNEA ANI KT L K Q R L M
721 GCTGGATCAGCTCACTGATCTCCAGAGAAAGGAACATGCTTTGAACGAGGCAAACAAAACTCTAAAACAAAGGCTGATGG 800

E G N Q V NL Q WN P NA QD V G Y G R Q P A H A Q G
801 AAGGAAACCAAGTAAATCTCCAGTGGAATCCGAATGCACAGGATGTTGGGTACGGCCGACAACCAGCTCATGCTCAGGGT 880

p 6 ¥F F H P L D CE P P L QQ I G Y Q N D P I T V A A A
881 GATGGTTTTTTTCATCCATTGGATTGTGAACCGCCATTACAGATTGGATACCAGAATGATCCAATAACAGTGGCAGCGGC 960

G p S VNDNYMASGWL P * s E E K I A CH A N D S

961 AGGCCCGAGTIGTGAATAACTACATGGCAGGTTGGTTACCATGATCAGAAGAAAAAATTGCCTGTCATGCTAATGATTCCT 1040
1041 TTCATAAGACTCGATGCAATTGATGTITCTATGTATTTTITATTTTGACTARAGAACTTGTGTAATAGCATGAATTTTCATA 1120
1121 AGACGCTATTATTATAATCTCCTAATGTGGACGAACGTTAAGTCATATATTTACTTCGATAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 1200
1201 AAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 1220

10) CaPI (Coffea arabica PISTILATA)

CGGACGCGTGGGGAAGAACTTAAGAAGAAGGTCTTIGGTTTCCAAGGTGTGAAATAAATTAATAAAAAAAAAGATGGGGAGAGGT
AAGATTGAGATCAAGAGGATTGAGAACACAAACAACAGGCATGTGACTTACTCAAAGAGAAGAACTGGGATCATGAAGAAGGCT
AAGGAGATCACAGTTCTTTIGTGATGCTAAGGTTTCCCTCATCATCTTCGGTACTTCTGGAAAGATGCATGAATATATAAGTCCT
TCAACAAATTTGGTTGAAATGTTGGATGCTTACCAGAGGTCTACTGGAAAGAAGCTGTGGGATGCTAAGCATGAGAATTTAAGC
AATGAAATTGATAGAGTTAAGAAAGAGAATGACAGCATGCAGATTGAGCTCAGGCACCTAAAGGGGGAAGACATCACATCTTTG
AATTACAAAGAACTCATGATTTTAGAAGATGCCCTAGAAAATGGGCTTGCAGGTTTACGCGAGAAACAGAGTGAGATCATCAAG
ATGATCAGGAAAACTGGGGAAATGCTGGAGGACGAGAATAAGCAGCTTCAATACATATGGCACCAACAAGAGATGGCAAATATG
AAGGGTGCTATTGGTGAGAGGGATGATGTTTATCAAAGGGTCAGAGACTACCCATCCCAGATGCCTTITTGCCTTCCGGGTGCAG
CCAATGCAGCCAAATCTTCATGAGAGGATTTAGAGCTCTACCAAAAAACAAAAGCATTTTAGCTAAGCTTTGCTGCTTGAAATG
CAAGTTCTTAAGATTTCAGAAGTCICCTTTGAGTAAAAGCCTGTAATAAAGCAAACCTTGATGGTGCTATGAGACTATATATTG
GATAGCTATATCTATCTATGCATGIGATTTTATGTTGGTCTTTIGGTTTGGGTTGGCTTTCTTTTTTTCATTGGTTTTCATCTTT
TGAATCTGAATGGCATGTGTGTGGCACTTTTGACTTGCCTTCTCTAATATTGAAGAAATTCACTTTTGTTTAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Reads:

CAQ00-XX-FB1-008-C09-QH.
CAQ00-XX-FB1-044-H08-JM.
CAQ00-XX-FB1-054-E02-JF.
CAO00-XX-FB1-073-G10-BM.
CAO00-XX-FB1-132-G09-AG.
CAQ00-XX-FB2-005-C04-AC.
CAQ00-XX-FB2-006-F10-BF.
CAQ00-XX-FB2-009-C06-EZ.
CAO00-XX-FB2-035-H08-BM.
CAQ00-XX-FB2-043-D07-UT.
CAQ00-XX-FB2-043-H01-UT.
CAO00-XX-FB2-058-A07-EQ.
CAO00-XX-FB2-058-F02-EQ.
CA00-XX-FB2-063-D03-SB.
CAQ00-XX-FB2-072-B06-BG.
CAO00-XX-FB4-002-E05-JE.
CAO00-XX-FB4-011-E07-QH.
CAQ00-XX-FB4-041-G07-AG.

(clone)

Lo e B e B I s T e e e B B B B L I

>Proteina
MGRGKIEIKRIENTNNRHVTYSKRRTGIMKKAKEITVLCDAKVSLIIFGTSGKMHEYISPSTNLVEMLDAYQRSTGKKLWDAKHENLSNE IDRV
KKENDSMQIELRHLKGEDITSLNYKELMILEDALENGLAGLREKQSEIIKMIRKTGEMLEDENKQLQYIWHQQEMANMKGAIGERDDVYQRVRD
YPSQMPFAFRVQPMOPNLHERTI -

Mapa do cDNA:

R T R G E E L K K K Vv L v s KV * N K L I K K K M G R
1 CGGACGCGTGGGGAAGAACTTAAGAAGAAGGTCTTGGTTTCCAAGGTGTGAAATAAATTAATAAAAAAAAAGATGGGGAG 80
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G K I E I K R I E N T N N R H V T Y S K R R T G I M
81 AGGTAAGATTGAGATCAAGAGGATTGAGAACACAAACAACAGGCATGTGACTTACTCAAAGAGAAGAACTGGGATCATGA 160

K K A K E I T v L C DA XK V S L I I F G T S G K M H E
16l AGAAGGCTAAGGAGATCACAGTTICTTTGTGATGCTAAGGTTTCCCTCATCATCTTCGGTACTTCTGGAAAGATGCATGAA 240

y I s p s T N L V EM L D A ¥ ©Q R S T G K K L W D A K
241 TATATAAGTCCTTCAACAAATTTGGTTGAAATGTTGGATGCTTACCAGAGGTCTACTGGAAAGAAGCTGTGGGATGCTAA 320

H E N L S N E I D R V K K E N D S M Q I E L R H L K
321 GCATGAGAATTTAAGCAATGAAATTGATAGAGTTAAGAAAGAGAATGACAGCATGCAGATTGAGCTCAGGCACCTAAAGG 400

G E D I T S L NY K E L M I L E D AL E N G L A G L R
401 GGGAAGACATCACATCTTTGAATTACAAAGAACTCATGATTTTAGAAGATGCCCTAGAAAATGGGCTTGCAGGTTTACGC 480

E K ¢ s E I I K M I R K T G E ML E D E N K Q L Q Y I
481 GAGAAACAGAGTGAGATCATCAAGATGATCAGGAAAACTGGGGAAATGCTGGAGGACGAGAATAAGCAGCTTCAATACAT 560

w H O Q EM A NMIK G AI GER DDV Y Q R V R D Y
561 ATGGCACCAACAAGAGATGGCAAATATGAAGGGTGCTATTGGTGAGAGGGATGATGTTTATCAAAGGGTCAGAGACTACC 640

P s ¢ M P F A F RV QP M QP NL HER I * S S T K K

641 CATCCCAGATGCCTTTTGCCTTCCGGGTGCAGCCAATGCAGCCAAATCTTCATGAGAGGATTTAGAGCTCTACCAAAAAA 720
721 CAAAAGCATTTTAGCTAAGCTTTGCTGCTTGAAATGCAAGTTCTTAAGATTTCAGAAGTCTCCTTTGAGTAAAAGCCTGT 800
801 AATAAAGCAAACCTTGATGGTGCTATGAGACTATATATTGGATAGCTATATCTATCTATGCATGTGATTTTATGTTGGTC 880
881 TTTGGTTTGGGTTGGCTTTCTTTTTTTCATTGGTTTTCATCTTTTGAATCTGAATGGCATGTGTGTGGCACTTTTGACTT 960
961 GCCTTCTCTAATATTGAAGAAATTCACTTITTGTTTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA. 1040
1041 AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 1079

11) CaSEP1/2 (Coffea arabica SEPALLATA1/2)

AAACTCCAAATGTACAGGGGGTCCAAGGACATGAAACCCATCAAACCAAACCAAAGTAGAAACACAGAAAAAGGGACTCCAACCCTAAAGCTTT
TGATCCCTCTTGTCTTTCCATCCAGATGCTAATCCTGAGGTTCAAGCTCAAACCCCAATCCTGAAGAGAAGTACAAGGAAAGAGAAGAAGCAAT
CCCAGATTCCCATTTCTTCCCCTTTTCTCTCTTTCTAACTACAAACATAAATACATTACTACAATTTAGGGTTTGTATATATCTTCCTTGTTTC
TTGCATAGTTTTGGTTGCAATTTGTGAGAAGTATAAAGGATCTAAGACTAACCCAGAAGAAGAAAGGTTATTGTTGAGTAAAGATATATACTTT
CACAGACATAGATATAAACAAGGGCTTGTGACTGCTGAGAAGTGTTGACCATGGGTAGGCGGCAGAGTGCGAGCTGAAGAGAATAGAGAACAAGAT
AAATAGGCAGGTTACGTTTGCTAAGAGGAGGAATGGACTGCTCAAGAAAGCTTATGAGCTCTCAGTTICTGTGTGATGCTGAGGTGGCCCTCATC
ATCTTCTCTAACCGGGGCAAGCTTTATGAGTTCTGTAGCAGCTCCAACATGCTCAGGACTCTTGAAAGGTACCAAAGATGCAGTTATGGAGCAG
TAGAAGTCAGCCACTCAGCCAAAGAGATTGAGCAAAGCAGCTACAAGGAGTACCTGAAGCTGAAAGGCAAATATGAGTCACTACAACGATATCA
AAGACACCTTCTTGGAGATGACTTGGGACCGCTAAATATAAATGATCTCGAACATCTTGAACATCAACTAGAATCATCCTTGAAGCTTIGTAAGG
TCCACAAGGACCaAAGTTATGCTIGGATCAGCTTTCTGATCTCCAAACAAAGGAGAAGTTIGTGGCTTGAGGCTAATAAGGCATTaGAAAGGAAGC
TtGgAAGATATATTTATGCTGAGAATtCACCTTCATCATCGTGGGGAGATGGTGGTGAGCAGAGCATaACATACAGCCAACAGCATTCTCAATA
TTCAcaGGGGTTTTTCcAGCCACTGGgATGCAGTTCAGGCTTGCAAATTGGGTACAATCCTGCAAGTTCAAGCCACATAACTGCAGTGACTAAT
GCTCAAAATGTCAGTGGATTAGTTCCGGGCTGGATGCTTTGACAAATTAATCTCCAGATCAATATTCCAACCCCGGTCCACTTICTTITCTAAAG
TGAAGATATATGCTGATGGTTTCCCCTTGATACGTAAGCCTGTTATACAATTATGCAGCTACTCAATGATTAAAACGATAGTATTTGTCAGTCC
AGTCCCACAAGAACGAATTTAAGTACGAGATCAGGTAGATCATGCTACCTGGTTTTAGTGTTATAAGAAGGTGTATTTGACATCAAGTGTATTG
GCAAACAAACTTTATTTTGCAGAGTTATTTGCGTAAAATATGGAGTACATTTCGGTGCACTTTCAGCAATGGCTTCTGTTTTCCTTCAGTTTTA
ATCCATTAATAATGCTCTGTCCGTCGGAACTAGGGAGGCATACGTGCAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Reads:

CAO00-XX-FB2-032-F12-RF.F
CAQ00-XX-FB2-058-F07-EQ.F (clone)
CAO00-XX-FB4-013-F01-AB.F
CAQ00-XX-FR1-029-F08-BF.F

>Proteina
MGRGRVELKRIENKINRQVTFAKRRNGLLKKAYELSVLCDAEVALITFSNRGKLYEFCSSSNMLRTLERYQRCSYGAVEVSHSAKETIEQSSYKE
YLKLKGKYESLOQRYQRHLLGDDLGPLNINDLEHLEHQLESSLKLVRSTRTKVMLDQLSDLOTKEKLWLEANKALERKLGRYIYAENSPSSSWGD
GGEQSITYSQOHSQYSQGFFQPLGCSSGLOIGYNPASSSHITAVTNAQNVSGLVPGWML —

Mapa do cDNA:

1 AAACTCCAAATGTACAGGGGGTCCAAGGACATGAAACCCATCAAACCAAACCAAAGTAGAAACACAGAAAAAGGGACTCC 80
81 AACCCTAAAGCTTTTGATCCCTICTTGTCTTTCCATCCAGATGCTAATCCTGAGGTTCAAGCTCAAACCCCAATCCTGAAG 160
161 AGAAGTACAAGGAAAGAGAAGAAGCAATCCCAGATTCCCATTTCTTCCCCTTTTCTCTCTTTCTAACTACAAACATAAAT 240
241 ACATTACTACAATTTAGGGTTTGTATATATCTTCCTTIGTTTCTTGCATAGTTTTGGTTGCAATTTGTGAGAAGTATAAAG 320
321 GATCTAAGACTAACCCAGAAGAAGAAAGGTTATTGTTGAGTAAAGATATATACTTTCACAGACATAGATATAAACAAGGG 400

A C D C* E V L T M G R G R V E L K R I E N K I N R Q
401 CTTGTGACTGCTGAGAAGTGTTGACCATGGGTAGGGGGAGAGTGGAGCTGAAGAGAATAGAGAACAAGATAAATAGGCAG 480
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481

641

721

801

881

1041

1121
1201
1281
1361
1441
1521
1601

v T F A K R R N G L L K K A Y E L S V L C D A E V A L
GTTACGTTTGCTAAGAGGAGGAATGGACTGCTCAAGAAAGCTTATGAGCTCTCAGTTCTGTGTGATGCTGAGGTGGCCCT

I I F S N R G K L Y E F C S S S N M L R T L E R Y Q

CATCATCTTCTICTAACCGGGGCAAGCTTTATGAGTTCTGTAGCAGCTCCAACATGCTCAGGACTCTTGAAAGGTACCAAA

R ¢ s Yy G A V E V S H S A K E I E Q S S Y K E Y L K L
GATGCAGTTATGGAGCAGTAGAAGTCAGCCACTCAGCCAAAGAGATTGAGCAAAGCAGCTACAAGGAGTACCTGAAGCTG

K 6 K Yy E s L @ R Y O R H L L G D D L G P L N I N D L
AAAGGCAAATATGAGTCACTACAACGATATCAAAGACACCTTCTTGGAGATGACTTGGGACCGCTAAATATAAATGATCT

E H L EH Q L E S S L K L v RS TR T K V M L D Q L
CGAACATCTTGAACATCAACTAGAATCATCCTTGAAGCTTGTAAGGTCCACAAGGACCAAAGTTATGCTGGATCAGCTTT

s DL Q T K E K L wWw L E A N KA AULEURI KL G R Y I Y A
CTGATCTCCAAACAAAGGAGAAGTTGTGGCTTGAGGCTAATAAGGCATTAGAAAGGAAGCTTGGAAGATATATTTATGCT

E N S P S S S W G D G G E Q S I T Y S Q Q H S Q Y S Q
GAGAATTCACCTTCATCATCGTGGGGAGATGGTGGTGAGCAGAGCATAACATACAGCCAACAGCATTICTCAATATTCACA

G F F Q P L G CS S GL o I GY NP A S S S H I T A
GGGGTTTTTCCAGCCACTGGGATGCAGTTCAGGCTTGCAAATTGGGTACAATCCTGCAAGTTCAAGCCACATAACTGCAG

v T N A Q NV sS G L vVvP GWMT L * Q I N L Q I N I P T
TGACTAATGCTCAAAATGTCAGTGGATTAGTTCCGGGCTGGATGCTTTGACAAATTAATCTCCAGATCAATATTCCAACC
CCGGTCCACTTTCTTTCTAAAGTGAAGATATATGCTGATGGTTTCCCCTTGATACGTAAGCCTGTTATACAATTATGCAG
CTACTCAATGATTAAAACGATAGTATTTGTCAGTCCAGTCCCACAAGAACGAATTTAAGTACGAGATCAGGTAGATCATG
CTACCTGGTTTTAGTGTTATAAGAAGGTGTATTTGACATCAAGTGTATTGGCAAACAAACTTTATTTTGCAGAGTTATTT
GCGTAAAATATGGAGTACATTTCGGTGCACTTTCAGCAATGGCTTCTGTTTTCCTTCAGTTTTAATCCATTAATAATGCT
CTGTCCGTCGGAACTAGGGAGGCATACGTGCAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 1633

12) CaAG (Coffea arabica AGAMOUS)

CTTCCTCAGTTTCCTCACCAGCCATGTCATGCCAAAGTGATCCATCCAGAGAGACCTCTCCACAAAGAAAACTGGGTAGGGGGAAAATTGAGAT
CAAGAGGATTGAAAACACCACAAATCGTCAGGTCACCTTICTGCAAGCGCCGCAATGGTTTGCTGAAGAAAGCCTATGAATTATCTGTTCICTGT
GATGCTGAAGTTGCCTTGATCGTCTTCTCCAACCGTGGCCGTCTTTATGAGTATGCAAATAACAGTGTCAAAGAGACAATTAAGAGGTACAAAA
CGGTAAATTCAGATTCTGCGAACACCGGCTCTATTTCAGAAGCCAATGCTCAGCACTACCAACAGGAAGCATCGAAACTGCGTGCACAGATCAG
TAATTTGCAGAACTCAAACAGGAACATGCTTGGTGAATCTTTAGGGTCGTTGAATCTGAGGGAGCTCAAGAATATAGAAAGCAAGGTTGAGAGA
GGCATTAGCAGAGTCCGATCCAAAAAGAATGAACTTITTGTTCGCGGAAATTGAGTTCATGCAGAAGAGGGAGGTTGATTTACATAACAACAATC
AATACCTTCGATCAAAGATAGCTGAAACTGAAAGAGCCCAGCATGACATGAACTTGGTGCCTGGGAGCTCTGACTATGAACTAGTGTCAGCTCA
GCCATTTGATGCTAGGACTTTCCTCCAAGTTAATGGGCTGCAATTAAATAATCATTACCCTCGCCAGGAACAGAGGCCTCTTCAACTAGTCTGA
TATTGCTTAATGAGGTTGAGATTTCTCCATCTICTCATTTICTTGTTTGGAAGTTCTGTCGCTAAGCTTGCCAGCAAGGACTAAATTCTTCAAGAA
ATCTGGGGATTGATCGGTGTTGGTGGAGGCGAAGCTTCATTCTTAAAATAAGTATGCTGTTGGACAGAATATATAGTCCATTTTCTTCCAATTT
CTATTGATAACATCTTTCTTCTTTACTTCCCAAATGATTATACTTATAAATGCTTATAACTATTCCTCCACGTTGTTATACTCTTTTGAACTTC
TATGGAAGGAAGTCGAAAGCGTGAAATACTATGTCTATGTATC]

B® splicing alternativo:
ATCAGCTGCAGAAATTAAAATTTGATGGCATGTTATAAGTAAAAGTTCCGTCTCATTTGCCAAGAAAAGATTGCTTGTTTCATATTCACAAAAA
CAAGAAAGGTATATAGGAAGTTTAGCCATCAAGCACTTTCCCACTGTAACTTTCCCCACTTCCCCTCCAAAAAAAAA

Reads:

CA00-XX-FB1-032-A11-EP.
CA00-XX-FB1-032-A12-EP.

CAO00-XX-FR1-032-B0O7-AC.

F
F
CAQ00-XX-FB3-000-D09-EZ.F
F
F

CAO00-XX-FR1-032-E08-AC.

(clone)

>Proteina
MSCQSDPSRETSPQRKLGRGKIEIKRIENTTNRQVTFCKRRNGLLKKAYELSVLCDAEVALIVFSNRGRLYEYANNSVKETIKRYKTVNSDSAN
TGSISEANAQHYQQEASKLRAQISNLONSNRNMLGESLGSLNLRELKNIESKVERGISRVRSKKNELLFAETEFMOKREVDLHNNNQYLRSKIA
ETERAQHDMNLVPGSSDYELVSAQPEFDARTFLQVNGLOQLNNHYPRQEQRPLQLV—

Mapa do cDNA:

s s vs S P A M S C Q S D P s R E T S P Q R K L G R
CTTCCTCAGTTTCCTCACCAGCCATGTCATGCCAAAGTGATCCATCCAGAGAGACCTCTCCACAAAGAAAACTGGGTAGG

78

560

800

880

960

1040

1120

1200
1280
1360
1440
1520
1600
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G K I E I K R I EN T TN R Q V T F C K R R N G L L K
81 GGGAAAATTGAGATCAAGAGGATTGAAAACACCACAAATCGTCAGGTCACCTTCTGCAAGCGCCGCAATGGTTTGCTGAA 160

K A Y EL S vL ¢CDAZE VAL I VF S N R G R L Y E
161 GAAAGCCTATGAATTATCTGTTCTCTIGTGATGCTGAAGTTGCCTTGATCGTCTTCTCCAACCGTGGCCGTCTTTATGAGT 240

Y A NN S V K E T I K R Y K T V N S D S A N T G S I S
241 ATGCAAATAACAGTGTCAAAGAGACAATTAAGAGGTACAAAACGGTAAATTCAGATTCTGCGAACACCGGCTCTATTTCA 320

E A NA Q HY Q Q E A S KLU R AOQTI S NTL QN S N R N
321 GAAGCCAATGCTCAGCACTACCAACAGGAAGCATCGAAACTGCGTGCACAGATCAGTAATTTGCAGAACTCAAACAGGAA 400

M L G E s L G s L N L R E L KN I E S K V E R G I S
401 CATGCTTGGTGAATCTTTAGGGTCGTTGAATCTGAGGGAGCTCAAGAATATAGAAAGCAAGGTTGAGAGAGGCATTAGCA 480

R v R S K K N E L L F A E I E F M Q K R E V D L H N N
481 GAGTCCGATCCAAAAAGAATGAACTTTTGTTCGCGGAAATTGAGTTCATGCAGAAGAGGGAGGTTGATTTACATAACAAC 560

N 0 ¥ L R S K I A E T E R A Q H D MN L V P G S S D Y
561 AATCAATACCTTCGATCAAAGATAGCTGAAACTGAAAGAGCCCAGCATGACATGAACTTGGTGCCTGGGAGCTCTGACTA 640

E L vs A QP F DA R TF L Q VN G L Q L NNH Y P
641 TGAACTAGTGTCAGCTCAGCCATTTGATGCTAGGACTTTCCTCCAAGTTAATGGGCTGCAATTAAATAATCATTACCCTC 720

R 9 E 9Q R P L QL V *»Y C L M RLURPF¥F L HL S F L V W

721 GCCAGGAACAGAGGCCTCTTCAACTAGTCTGATATTGCTTAATGAGGTTGAGATTTCTCCATCTCTCATTTCTTGTTTGG 800
801 AAGTTCTGTCGCTAAGCTTGCCAGCAAGGACTAAATTCTTCAAGAAATCTGGGGATTGATCGGTGTTGGTGGAGGCGAAG 880
881 CTTCATTCTTAAAATAAGTATGCTGTTGGACAGAATATATAGTCCATTTTCTTCCAATTTCTATTGATAACATCTTTCTT 960
961 CTTTACTTICCCAAATGATTATACTTATAAATGCTTATAACTATTICCTICCACGTITGTITATACTICTTITTGAACTTCTATGGA 1040
1041 AGGAAGTCGAAAGCGTGAAATACTATGICTATGTATCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAARAA 1120

1121 AAA 1123

13) CaAPI (Coffea arabica APETALAI)

GTGATTTTAGAATCTAGGGGCATGGGATGATAAATTGGAGTTAGAGGGTTTCCTTTTTTAGATCCTGTGTGAAGAGGGTCGTTTGTTTTCTGGG
GAGAAGAAAAGAGAGAGAGGAGAAATCATGGGGAGAGGAAAGGTACAGTTGAAGAGAATAGAGAACAAGATTAACAGGCAAGTGACATTITTCAA
AGAGAAGAGCTGGATTGTTGAAGAAAGCTCATGAAATATCAGTACTTTGTGATGCTGAAGTGGCTTTGATCGTCTTCTCTCACAAAGGGAAGCT
CTTTGAATACTCTTCTGATTCTAGCATGGAGAATATCCTGGAACGATATGAAAGATATTCATATGCAGAAAGGCGATTAGTTGCAAATGATCTA
GAATCCGAGGGAGATTGGACTCTGGAATACACCAAACTCAAGGCCAAGATTGAGCTGTTGCAAAGAAATCATAGGCACTACATGGGTGAGGACC
TTGATGCAATGAGCTCGAAAGACCTCCAGAATTTGGAGCACCAGCTTGACACGGCTCTGAAACAAATCCGAACTAGAAAGAACCAACTCATGTA
CGAGTCAATCTCTGAGCTGCAGAGAAAGGAAAAAGCAATTCAACAGCAAAACAGCATGCTCGCAAAGAAGATAAAGGAGAAAGAGAAGTTAATG
GCACAACAGGCACAGTGGGAGCAGCAAAATCAAGGCCCGAGTTCAACTCCATACCTGATTCCAGAACCACTCCCTICCTITGCATCAATGTCAGTG
GCAACTATGAAGAAGAAACCCAAGAAGCGAGAAGGAATGACCTTGAGCTTACTCTAGACTCGCTGTTTCCCTGCCATCTTGGATGCTTTACTGC
CTGATCAAAGCGCAAAATTGGGTGCTATACTTGCTAGTACTTGTAACTGCATACGTTGACACCGATAAAGGCGGAGAAACCAAAATTTGCACCC
AACTTGGAAATTTCTAATATGTTTGACTATCTGCTGGTGTTATCTGCGCTAAGTGTATTTTGTGAACCCGATCTGGAAACTTTTTCAGCTGTICT
CTAAAGCTGTAGTTCTTGAGCATTTTTAGAATGATGGAAAAATGACACTATTGGAGCTGTGGAAATAAATATTAATGTTCTGTATAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Reads:
CAO00-XX-FR1-058-B11-QH.F (clone)

>Proteina
MGRGKVQLKRIENKINRQVTEFSKRRAGLLKKAHEISVLCDAEVALIVEFSHKGKLFEYSSDSSMENILERYERYSYAERRLVANDLESEGDWTLE
YTKLKAKIELLOQRNHRHYMGEDLDAMSSKDLONLEHQLDTALKQIRTRKNQLMYESISELQRKEKAIQQONSMLAKKIKEKEKLMAQQAQWEQQ
NQOGPSSTPYLIPEPLPPCINVSGNYEEETQEARRNDLELTLDSLFPCHLGCFTA-

Mapa do cDNA:

1 GTGATTTTAGAATCTAGGGGCATGGGATGATAAATTGGAGTTAGAGGGTTTCCTTTTTTAGATCCTGTGTGAAGAGGGTC 80

R L ¥F S G E K K R E R G E I M G R G K V QO L K R I E N
81 GTTTGTTTTCTGGGGAGAAGAAAAGAGAGAGAGGAGAAATCATGGGGAGAGGAAAGGTACAGTTGAAGAGAATAGAGAAC 160

K I N R Q VT F s K R R A G L L K KA HE I s Vv L C D
16l AAGATTAACAGGCAAGTGACATTTTCAAAGAGAAGAGCTGGATTGTTGAAGAAAGCTCATGAAATATCAGTACTTTGTGA 240

A E VAL I VF S H K G K L F E Y sS s bD S S M E N I
241 TGCTGAAGTGGCTTTGATCGTCTTCTCTCACAAAGGGAAGCTCTTTGAATACTCTTCTGATTCTAGCATGGAGAATATCC 320

L E R Y E R Y S Y A E R RL V ADNDL E S E G D W T L
321 TGGAACGATATGAAAGATATTCATATGCAGAAAGGCGATTAGTTGCAAATGATCTAGAATCCGAGGGAGATTGGACTCTG 400
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E Yy T K L K A K I E L L ¢ R N H R HY M G E D L D A M
401 GAATACACCAAACTCAAGGCCAAGATTGAGCTGTTGCAAAGAAATCATAGGCACTACATGGGTGAGGACCTTGATGCAAT 480

s S K DL Q N L E H Q L DT AULK Q I R T R K N Q L
481 GAGCTCGAAAGACCTCCAGAATTTGGAGCACCAGCTTGACACGGCTCTGAAACAAATCCGAACTAGAAAGAACCAACTCA 560

M Y E S I S E L Q0 R K E K A I 0 Q 0 N s M L A K K I K
561 TGTACGAGTCAATCTCTGAGCTGCAGAGAAAGGAAAAAGCAATTCAACAGCAAAACAGCATGCTCGCAAAGAAGATAAAG 640

E K E K L M A Q QA Q W E OQ QN OGP s s T P Y L I P
641 GAGAAAGAGAAGTTAATGGCACAACAGGCACAGTGGGAGCAGCAAAATCAAGGCCCGAGTTCAACTCCATACCTGATTCC 720

E pP L P P CI NV S G N Y E EE T Q E A R R N D L E
721 AGAACCACTCCCTCCTTGCATCAATGTCAGTGGCAACTATGAAGAAGAAACCCAAGAAGCGAGAAGGAATGACCTTGAGC 800

L T L DS L F P C H L G CVF T A * S KR K I G C Y T C

801 TTACTCTAGACTCGCTGTTTCCCTGCCATCTTGGATGCTTTACTGCCTGATCAAAGCGCAAAATTGGGTGCTATACTTGC 880
881 TAGTACTTGTAACTGCATACGTTGACACCGATAAAGGCGGAGAAACCAAAATTTGCACCCAACTTGGAAATTTCTAATAT 960
961 GTITTGACTATCTGCTGGTGTITATCTGCGCTAAGTGTATTTTIGTGAACCCGATCTGGAAACTTITTTICAGCTGTCTICTAAAG 1040
1041 CTIGTAGTICTTIGAGCATTTTITAGAATGATGGAAAAATGACACTATTGGAGCTGTGGAAATAAATATTAATGTTCTGTATA 1120
1121 AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 1158

14) CaTM6 (Coffea arabica TM6)

CCCACGCGTCCGGATTCCAGGAGGAGATGGGTCGTGGAAAGATAGAGATCAGGAAGATTGAGAACTCAACCAACAGGCAAGTTACTTACTCTAA
GAGAAGAAATGGTATTTTCAAGAAAGCCCATGAGCTCAGCGTTCTTTGTGATGCTAAGGTTTCACTCATCATGCTCTCCGATACCAAGAAGTTC
CATGAGTATACTAGTCCTTCAATAACGACTAAAAAGGTCATGGATGATTATCAAAGCGCTGTAGGTGTTGATCTCTGGAGCACGCACTATGAGA
AAATGCAAGAGAATTTAAGAAGATTGAAGGAGACCAACAATAAGCTGAGGAGAGACATCAGGCAAAGAATGGGTGAAGACTTGAATGATCTCAA
CTGGGACAATATGTGCCGTCTGCAAGAGAAGATTGTTGATTCTCTTGCTATCATACGCCATAGAAAGTACCATGTGATCAAAAATCAAACTGAT
ACCTACAAGAAGAAGGTGAGAAACCTGAAGGAAAGACATGGAAATCTTCTGTATGACTTGGAGGCAAGATCATGTGAAGATCCAAAGTATGGGA
TTGTGGACAACGCCAGAGACTACAACTCGGCCCTTGCATTAGCTGATGGAGGGTTGTCCAACCTCTATGCTCTCCGATTGCAGTCGAGCCACCC
CAATCTTCAGGACCTCCGACTTGCTTAAACTTTAAAAGCTCCAAGAACTGGGGATTTATCTAATTTATGTTCTTATCTAATTTTATCCGCAAAG
AACTAGTGGATGTGCTAGTCCTCGTATGAGAAAGAATGTTAGAAGTAATTTAAGTTGTTGAAACTCAAAAACTGCATTAACTATTGGGACGAGG
TTTTTGCTCITGCAATATCTACTTCGATGCTGTAATGCGATTTTTAATTTCCTTTAAAAA.AAAAAAAAAAAAAAAAAAA

B® splicing alternativo:

1 - poli-A

2 -
CTTCATCTGCGCTACTTGTTGAGAGTTGGGTTAGTTTATGGTAAAAGTATCCTCATGTATGCAAAGATCGGGAGTTAGGATTAATCTTTGTAC
TACTTTTTAAAGATTGTAACAACTGATATGATATGCAGTGAATATCAGAGTAGCACTTATTAGTTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Reads:

CAQ00-XX-FB1-021-C05-UT.F
CAO00-XX-FB1-040-F06-JE.F
CAQ00-XX-FR2-022-F12-CB.F (clone)
CAQ00-XX-LV8-072-G04-AG.
CAQ00-XX-SH2-043-E08-EM.F

>Proteina
MGRGKIEIRKIENSTNRQVTYSKRRNGIFKKAHELSVLCDAKVSLIMLSDTKKFHEYTSPSITTKKVMDDYQSAVGVDLWSTHYEKMQENLRRL
KETNNKLRRDIRQRMGEDLNDLNWDNMCRLQEKIVDSLATIIRHRKYHVIKNQTDTYKKKVRNLKERHGNLLYDLEARSCEDPKYGIVDNARDYN
SALALADGGLSNLYALRLQSSHPNLQDLRLA-

Mapa do cDNA:

H A S G F Q EEM G R G K I E I R K I E N S T N R Q
1 CCCACGCGTCCGGATTCCAGGAGGAGATGGGTCGTGGAAAGATAGAGATCAGGAAGATTGAGAACTCAACCAACAGGCAA 80

v T ¥ S K R R N G I F K K A H E L S v L ¢ D A K V S L
81 GTTACTTACTCTAAGAGAAGAAATGGTATTTTCAAGAAAGCCCATGAGCTCAGCGTTCTTTGTGATGCTAAGGTTTCACT 160

I Mm L s D T K K F H E Y T S P s I T T K K V M D D ¥
16l CATCATGCTCTCCGATACCAAGAAGTTCCATGAGTATACTAGTCCTTCAATAACGACTAAAAAGGTCATGGATGATTATC 240

Q s AV G VDL W S T H Y E KM Q E N L R R L K E T N
241 AAAGCGCTGTAGGTGTTGATCTCTGGAGCACGCACTATGAGAAAATGCAAGAGAATTTAAGAAGATTGAAGGAGACCAAC 320

N K L R R DI R QR M G E DL N DL N W D N M C R L Q
321 AATAAGCTGAGGAGAGACATCAGGCAAAGAATGGGTGAAGACTTGAATGATCTCAACTGGGACAATATGTGCCGTCTGCA 400

E K I v D S L A I I R HRKYHUVIKNUNJ QTODT Y K
80



401 AGAGAAGATTGTTGATTCTCTTGCTATCATACGCCATAGAAAGTACCATGTGATCAAAAATCAAACTGATACCTACAAGA 480

K K v R N L K E R H G N L L ¥ DL E A R S C E D P K Y
481 AGAAGGTGAGAAACCTGAAGGAAAGACATGGAAATCTTICTGTATGACTTGGAGGCAAGATCATGTGAAGATCCAAAGTAT 560

G I vDNARD YN S AL AL A DG GL S N L Y A L R
561 GGGATTGTGGACAACGCCAGAGACTACAACTCGGCCCTTGCATTAGCTGATGGAGGGTTGTCCAACCTCTATGCTCTCCG 640

L 9 S s H P N L QD L R L A * T L K A P R T G D L S
641 ATTGCAGTCGAGCCACCCCAATCTTCAGGACCTCCGACTTGCTTAAACTTTAAAAGCTCCAAGAACTGGGGATTTATCTA 720

N L ¢ s Yy L I L S A KN * W MC * S s Y E K E C * K *
721 ATTTATGTTCTTATCTAATTTTATCCGCAAAGAACTAGTGGATGTGCTAGTCCTCGTATGAGAAAGAATGTTAGAAGTAA 800

F K L L K L K N C I N Y WD E V F A HA I S T s M L *
801 TTTAAGTTGTTGAAACTCAAAAACTGCATTAACTATTGGGACGAGGTTTTTGCTCITGCAATATCTACTTCGATGCTGTA 880

c b rF * F P L K K K K K K K K
881 ATGCGATTTTTAATTTCCTTTAAAAA.AAAAAAAAAAAAAAAAAAA 926

15) CaFUL (Coffea arabica FRUITFULL)

CTCACAAACTCGTCTTTTITTCATCTTGCACGAAAAGTCATAGAGACATGATTATTGGTATATAGCGAGAATATTAATCGGTTTAATTTGGATTT
TCATCTTTTGATTTAACAGCACGAGAGAAAGAAGAAGAATGGGGAGAGGACGGGTACAGCTGAAGAGAATCGAGAACAAGATTAACAGGCAAGT
GACTTTCTCCAAAAGGCGATCTGGGCTGCTCAAGAAAGCTCATGAGATCTCCGTGCTTTGCGATGCTGAGGTTGCTTTIGATTGTIGTTICTCTACC
AAGGGGAAGCTCTTTGAGTATGCTACTGATTCATGCATGGAAAGGATCCTTGAGAGGTATGAAAGGTATGCCTATGCAGAAAGACAGCTTGGGG
GTGCAGAAATCGAGTCACAGGGCTGCTGGAGTCTGGAACATGCAAAACTCAAGGCCAGGATTGAAGTTCTACAAAGAAACCAAAGGCACTATAT
GGGAGAAGACCTTGACAATTTAAGTCTCAGAGAGCTTCAGAATTTGGAACATCAGCTTGATACAGCTCTTAAACACATCAGGTCAAGAAAGAAC
CAGCTCATGTTTGAATCAATTGCTGAGCTGCAGAAGAAGGACAAGGCACTGCAGGAGCAAAACAACGTGCTTGCAAAAAAGGTGAAAGACAAGG
AGAAAGAACAAGCCCAACAGCCACAGTGGGAACGACAGAACCGTCACGACCTGAATTCATCATCATTGGTTAGGTCACAACCAATCAACTCCTT
GAGCATTAGTGAAACGTACCATCGTGGTGGAGATAATGAAGCTGAAGGAACTCAGAGCAGCCAAACCAATGCAGTCATGCACCCATGGATGCTC
CGCCAGATGAATTGAATTGATAGAAGATTACGGCTGGTGGTTTTGGCCACAAACTACTAATGATAGGCTTATAAATTGTTGAAGAACAATGTTT
AAAAGCGGTGCCCACCATCCATTCCCCGAGAAAAGGTAATACTAATGATGTAAACGTGTGCTGTAAAAGGCTGTGGCTGTTACCCAGAAAAAAA
AGCTCCACTTTAATTCATATGTTACGGTATGCATGAATGAGGATTGAAATACTATAAAGTAACCCTACC

B® splicing alternativo:
ATGTAAATATCTGTGCATACTAGATTCAAAAAAGGAAGCTCATCTTTGTGAGGAAGCAAGACCTATACATGTTGGTTCAGTTTCAAAAAARAAR
AAAAAA

Reads:
CAO00-XX-FR4-015-C03-AC.F (clone)
CAQ00-XX-FR4-038-H07-JM.F

>Proteina
MGRGRVQLKRIENKINRQVTEFSKRRSGLLKKAHEISVLCDAEVALIVESTKGKLFEYATDSCMERILERYERYAYAERQLGGAEIESQGCWSLE
HAKLKARIEVLOQRNQRHYMGEDLDNLSLRELONLEHQLDTALKHIRSRKNQLMFESTAELQKKDKALQEQNNVLAKKVKDKEKEQAQQPQWERQ
NRHDLNSSSLVRSQPINSLSISETYHRGGDNEAEGTQSSQTNAVMHPWMLROMN—

Mapa do cDNA:

1 CTCACAAACTCGTCTTTTITTCATCTTGCACGAAAAGTCATAGAGACATGATTATTGGTATATAGCGAGAATATTAATCGG 80

L I w I F I F * F N S T R E R R R M G R G R V Q0 L K
81 TTTAATTTGGATTTTCATCTTTTGATTTAACAGCACGAGAGAAAGAAGAAGAATGGGGAGAGGACGGGTACAGCTGAAGA 160

R I EN K I N R Q V T F 8 K R R S G L L K K A H E I S8
161 GAATCGAGAACAAGATTAACAGGCAAGTGACTTTCTCCAAAAGGCGATCTGGGCTGCTCAAGAAAGCTCATGAGATCTCC 240

v L ¢ D A E VAL I VF S T K G KL F E Y A T D S C M
241 GTGCTTTGCGATGCTGAGGTTGCTTTGATTGTGTTCTCTACCAAGGGGAAGCTCTTTGAGTATGCTACTGATTCATGCAT 320

E R I L E R Y E R Y A ¥ A E R QL G G A E I E S O G
321 GGAAAGGATCCTTGAGAGGTATGAAAGGTATGCCTATGCAGAAAGACAGCTTGGGGGTGCAGAAATCGAGTCACAGGGCT 400

c w s L E H A KL K AR IE VL Q RN OQOQIRHY M G E D
401 GCTGGAGTCTGGAACATGCAAAACTCAAGGCCAGGATTGAAGTTCTACAAAGAAACCAAAGGCACTATATGGGAGAAGAC 480

L b N L S L R EL Q NL EH QL DT AL K H I R S R K
481 CTTGACAATTTAAGTCTCAGAGAGCTTCAGAATTTGGAACATCAGCTTGATACAGCTCTTAAACACATCAGGTCAAGAAA 560

N ¢ L M F E S I A E L Q K K D K A L Q E 0 N N V L A
561 GAACCAGCTCATGTTTGAATCAATTGCTGAGCTGCAGAAGAAGGACAAGGCACTGCAGGAGCAAAACAACGTGCTTGCAA 640
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K K v. X b K E K E Q0 A 9 ¢ P Q W E R Q N R H D L N S S
641 AAAAGGTGAAAGACAAGGAGAAAGAACAAGCCCAACAGCCACAGTGGGAACGACAGAACCGTCACGACCTGAATTCATCA 720

s L.v R S Q P I N S L s I S E T Y H R G G D N E A E G
721 TCATTGGTTAGGTCACAACCAATCAACTCCTTGAGCATTAGTGAAACGTACCATCGTGGTGGAGATAATGAAGCTGAAGG 800

T ¢ s s ¢ T N A V M H P WML R Q M N * I D R R L R

801 AACTCAGAGCAGCCAAACCAATGCAGTCATGCACCCATGGATGCTCCGCCAGATGAATTGAATTGATAGAAGATTACGGC 880
881 TGGTGGTTTTGGCCACAAACTACTAATGATAGGCTTATAAATTGTTGAAGAACAATGTTTAAAAGCGGTGCCCACCATCC 960
961 ATTCCCCGAGAAAAGGTAATACTAATGATGTAAACGTGTGCTGTARAAGGCTGTGGCTGTTACCCAGAAARAARAGCTCC 1040
1041 ACTTTAATTCATATGTTACGGTATGCATGAATGAGGATTGAAATACTATAAAGTAACCCTACC RANNANRMRRRAARE 1120
1121 BATGTAAATATCTGTGCATACTAGATTCAAAAAAGGAAGCTCATCTTTGTGAGGAAGCAAGACCTATACATGTTGGTTCA 1200
1201 GTTTCAAAAAAAAARAAAAAA 1221

16) CaAGLA42 (Coffea arabica AGAMOUS-like42) - sem clone e incompleta

AGGGAGAGGACCTGGCCTGGCCTTTGCAAAGAAGAGAAGGACAAACAGAATAAGCAAAATTACTAATACGATCAACAACTAAACCTTATTGTICT
TCTGTGGTCTGAAAATAAAGAGCTTGCTACATCAACCATCAGAAGATCCTTCATGTCCTTTTTCTTICTTCTTCTTICTTCTTICTTCTTCAGCTTG
CCTATTTAGAGTCCTTGGCTTATTATTATTTAGTTATTCTGCAAAGCGACTAGCATTGACCCTCCCAACTCATTTCTAAACTCTTTCCAGAAAA
TTACTTTTCCATAATTTTCTAGGCTTCAATTCTATGCTTGTGGGAGATTTGGGCTCTCATACAACTTGCAGAAAAATGGTGAGAGGGAAGATTC
AGATGAGAAGGATTGAGAATGCAACGAGCAGGCAGGTGACCTTICTCAAAGAGGAGAAATGGGCTTCTGAAGAAGGCGTACGAGCTATCAGTTCT
GTGCGATGCTGAAGTTGCTTTGATAATTTTCTCACAAAAAGGGAAGCTCTATGAGTTICTCAAGCTCCAACATGCAAAAGACAATCGATAAATAT
CGTGGCTGTGTGAAGGAAGATCAAAGAAGCGACCAAGACATTGAGAAATATGTACAGGAGCTGAAGCTGGAAGCTATAAACATGGCAAATACGA
TAGAATTCCTTGAAGCTTCTCAACGGAAGCTTTTGGGGCAAGATCTAGGATCAAGTTCACTAAGAGAACTTCCACAGATTGACAGCCAGCTCGA
GAGAAGTCTTAAACGgAACGTCCGGGCAAGGAGAACTCAGCTATTCAAGGA

Reads:
CAQ00-XX-IC1-022-DO7-EC.F

>Proteina (Incompleta)
RKMVRGKIQMRRIENATSRQVTFSKRRNGLLKKAYELSVLCDAEVALIIFSQKGKLYEFSSSNMOKTIDKYRGCVKEDQRSDODIEKYVQELKL
EATINMANTIEFLEASQRKLLGQDLGSSSLRELPQIDSQLERSLKRNVRARRTQLFK

Mapa do cDNA:

1 AGGGAGAGGACCTGGCCTGGCCTTTGCAAAGAAGAGAAGGACAAACAGAATAAGCAAAATTACTAATACGATCAACAACT 80
81 AAACCTTATTGTCTTCTGTGGTCTGAAAATAAAGAGCTTGCTACATCAACCATCAGAAGATCCTTCATGTCCTTTTTCTT 160
161 CTTCTTCTTICTTCTTCTTCTTCAGCTTGCCTATTTAGAGTCCTTIGGCTTATTATTATTTAGTTATTCTGCAAAGCGACTA 240
241 GCATTGACCCTCCCAACTCATTTCTAAACTCTTTCCAGAAAATTACTTTTCCATAATTTTCTAGGCTTCAATTCTATGCT 320

v G b L G S H T T CCRIKMVR G K I QMR R I E N A
321 TGTGGGAGATTTGGGCTCTCATACAACTTGCAGAAAAATGGTGAGAGGGAAGATTCAGATGAGAAGGATTGAGAATGCAA 400

T S R Q v T F s K R R N G L L K K A Y E L s V L C D A
401 CGAGCAGGCAGGTGACCTTCTCAAAGAGGAGAAATGGGCTTCTGAAGAAGGCGTACGAGCTATCAGTTCTGTGCGATGCT 480

E v A L I I F S Q K G K L Y E F S S S N M Q K T I D K
481 GAAGTTGCTTTGATAATTTTCTCACAAAAAGGGAAGCTCTATGAGTTCTCAAGCTCCAACATGCAAAAGACAATCGATAA 560

Yy R 6 ¢ v X ED Q R sS D o D I E K Y V 0 E L K L E A
561 ATATCGTGGCTGTGTGAAGGAAGATCAAAGAAGCGACCAAGACATTGAGAAATATGTACAGGAGCTGAAGCTGGAAGCTA 640

I N M AN T I E F L E A S Q R K L L G Q D L G S S S L
641 TAAACATGGCAAATACGATAGAATTCCTTGAAGCTTCTCAACGGAAGCTTTTGGGGCAAGATCTAGGATCAAGTTCACTA 720

R E L P 0 I DS Q L E R S L K RN V R A R R T Q L F K
721 AGAGAACTTCCACAGATTGACAGCCAGCTCGAGAGAAGTCTTAAACGGAACGTCCGGGCAAGGAGAACTCAGCTATTCAA 800

801 GGA 803

17) CaSVP-2 (Coffea arabica SHORT VEGETATIVE PHASE-2)

GGAAAACTGAGGATAAAAGAGCGATTGGTTTTGCTATAAAAGGGAAAGTGGACTTTCCTTTCTTGACATGGGGCTTCTGTTCCCAATTCTTCCC
TCCCTCTCTCTAATTGGTGGCTTCTTTTGATATTTTCGATTCCATATAGGATATATTTTTTTCTTGTTTGGAAGCTGGTGTTGTGCGTGAGGAG
TTGAGCTCAACAGTGGTGTTAAGCTAAGAGTACAACTGTTTCTTACTCAGCGCACGAAACAAAGAACATCTCCTGCAGCTCCTCACCCTCTCAC
TCCAGTACCCAATAAGGCGATCGAAAAGAAAAAATGGCGAGAGAGAAGATCAAAATCAAGAAAATCGATAACATCACGGCGAGGCAGGTGACCT
TCTCCAAGAGGAGACGAGGGCTTTTCAAGAAAGCTGAAGAGCTTGCTGTTTTGTGCGATGCTGATGTTGCCCTCATAATCTTCTCAGCCACTGG
CAAGCTCTTCGAGTTCGCTAGCTCAAGCATGAGTGATATCCTTGGAAAGTACAAGTTACATTCAAGTAACCTCGAGAAGACTGAGCAACCATCG
CTTGAGCTTCAGCTAGAGAATAGTTGCCATGTTAGATTGAGCAAGGAAGTTGCTGACAGGACTCATCAGCTAAGGCAAATGAAGGGTGAGGACC
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TTCAAGGGTTAAAGATAGAGGAGCTGCAGCAGTTAGAAAAAGTGCTGGAAGCAGGACTAACCCGTGTGCTTCAAACGAAGGGTGAACGCATCAT
GAATGAGATCAATGCCCTTCAAAAGAAGGGTGCAGAACTGTTTGAAGAAAATAAGCAACTGAAGCAAAAAATGGCAATGCTTTATGAAGGGAAG
AGGCCAGTGATTCCAGACTTGGATAAAGATATGCTGATAGAAGAAGGCCAATCTTCAGAGTCCATTACCAATGTTTGCAGCTGCAACAGTGGCC

CTCCTCCGGAGGATGACTGCTCAGATACATCACTCAAACTAGGGCTACCCTTTAACTAGCCGACGGTGGACAGCTTATGGGGACCTACCTTTAA
AAATTACTAGTAACATGGGATCAAGAAATGGAGCTCTCTCCATCTATATGTCTATATGTTATCCAAGATAGTGGTAAAAGTCTATGGTAGTATT
ACTCCTGTCATAAAATTAAGAGTCTGCTGTGTATGGCTGGCTCGATTGCCTCCAAAGTCCTAAGGTGCAGTAAAAAAGCTCGTGTTGCTTGCAC
CTGCTTCAACCAGAACTCAAGATTTGTACTCTICTTGTATGAACTTGCTTCCGGGCTTCAGCTGAAAAGTTAATCCTAATAATATGAAATGCTGC
TGGTAGAACTATTTATCTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Reads:

CAQ00-XX-CS1-050-A10-EP.
CAO00-XX-CS1-112-B05-EQ.
CAO00-XX-LV4-041-HO02-AB.
CAQ00-XX-LV5-006-D04-RF.
CA00-XX-LV5-034-E10-CB.
CAQ00-XX-LV5-063-A03-AC.
CAO00-XX-RX1-042-B05-EB.
CAQ00-XX-RX1-072-D0O5-EB.
CAQ00-XX-RX1-083-C01-EB.

(clone)

Lo e e e L L B L B |

>Proteina
MAREKIKIKKIDNITARQVTEFSKRRRGLFKKAEELAVLCDADVALIIFSATGKLFEFASSSMSDILGKYKLHSSNLEKTEQPSLELQLENSCHV
RLSKEVADRTHQLROMKGEDLQGLKIEELQQLEKVLEAGLTRVLQTKGERIMNEINALQKKGAELFEENKQLKQKMAMLYEGKRPVIPDLDKDM
LIEEGQSSESITNVCSCNSGPPPEDDCSDTSLKLGLPEFN—

Mapa do cDNA:

1
81
161

241

321

401

481

641

721

801

881

961

1041
1121
1201
1281
1361

GGAAAACTGAGGATAAAAGAGCGATTGGTTTTGCTATAAAAGGGAAAGTGGACTTTCCTTTCTTGACATGGGGCTTCTGT
TCCCAATTCTTCCCTCCCTCTCTCTAATTGGTGGCTTCTTTTGATATTTTCGATTCCATATAGGATATATTTTTTTICTTIG
TTTGGAAGCTGGTGTTGTGCGTGAGGAGTTGAGCTCAACAGTGGTGTTAAGCTAAGAGTACAACTGTTTCTTACTCAGCG

H E T K N I S C S S S P S H S s T @ * G D R K E K M A
CACGAAACAAAGAACATCTCCTGCAGCTCCTCACCCTCTCACTCCAGTACCCAATAAGGCGATCGAAAAGAAAAAATGGC

R E K T K T K K I b N T TAUR Q V T F S K R R R G L
GAGAGAGAAGATCAAAATCAAGAAAATCGATAACATCACGGCGAGGCAGGTGACCTTCTCCAAGAGGAGACGAGGGCTTT

F K K A E E L A V L C DA DV AL I I F S A T G K L F
TCAAGAAAGCTGAAGAGCTTGCTGTITTTGTGCGATGCTGATGTTGCCCTCATAATCTTCTCAGCCACTGGCAAGCTCTTC

E F A S S s M S DI L G K Y K L H S S N L E K T E Q P
GAGTTCGCTAGCTCAAGCATGAGTGATATCCTTGGAAAGTACAAGTTACATTCAAGTAACCTCGAGAAGACTGAGCAACC

s L EL 9 L EN S C H V R L S K E V A D R T H O L R
ATCGCTTGAGCTTCAGCTAGAGAATAGTTGCCATGTTAGATTGAGCAAGGAAGTTGCTGACAGGACTCATCAGCTAAGGC

Q M K G E DL @ GGL K I EEULOQOOULEI K VL E A G L T
AAATGAAGGGTGAGGACCTTCAAGGGTTAAAGATAGAGGAGCTGCAGCAGTTAGAAAAAGTGCTGGAAGCAGGACTAACC

R vL.L 9 T K G E R I MNUETINA ATILQZ K K G A E L F E E
CGTGTGCTTCAAACGAAGGGTGAACGCATCATGAATGAGATCAATGCCCTTCAAAAGAAGGGTGCAGAACTGTTTGAAGA

N K O L K 0 K M A ML Y E G KR P V I P D L D K D M
AAATAAGCAACTGAAGCAAAAAATGGCAATGCTTTATGAAGGGAAGAGGCCAGTGATTCCAGACTTGGATAAAGATATGC

L I E E G Q S s E s I T NV C S C N S G P P P E D D C
TGATAGAAGAAGGCCAATCTTCAGAGTCCATTACCAATGTTTGCAGCTGCAACAGTGGCCCTCCTCCGGAGGATGACTGC

s b T s L K L G L P F N * P TV D S L W G P T F K N Y
TCAGATACATCACTCAAACTAGGGCTACCCTTTAACTAGCCGACGGTGGACAGCTTATGGGGACCTACCTTTAAAAATTA
CTAGTAACATGGGATCAAGAAATGGAGCTCTCTCCATCTATATGTCTATATGTTATCCAAGATAGTGGTAAAAGTCTATG
GTAGTATTACTCCTGTCATAAAATTAAGAGTCTGCTGTGTATGGCTGGCTCGATTGCCTCCAAAGTCCTAAGGTGCAGTA
AAAAAGCTCGTGTTGCTTGCACCTGCTTCAACCAGAACTCAAGATTTGTACTCTCTTGTATGAACTTGCTTCCGGGCTTC
AGCTGAAAAGTTAATCCTAATAATATGAAATGCTGCTGGTAGAACTATTTATCTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAA 1375

18) CaAGL24 (Coffea arabica AGAMOUS-like24)

80
160
240

320

400

480

560

800

880

960

1040
1120
1200
1280
1360

ACCGGAATCCTCTCAAGGGTCTGTCCAGTTGAGTTAAGCTTCAGACATCAGATTGACAAGGAAAAAATAGAAAGTAAAAGGTAGTACTCCATTIC
CTCCTCATATTTAGTTTTACTTGTACTAGTTCTCTCTTCTTGTCTTCTCTCACTCTGTCCGCCATTAGTGGAGCTGTATCTGGTGGTGTGGATC
CTCCAAAAGCACCACAACCAATATCCTAGAAAGGAGGAAGCTTTGGGGTTGATCTTAATTGGCATTCTTTCTGCAGGGTTGACGTCCGATCTTT
CATCCGAGTCGAGAAAAATGGTCAGGCAAAGAATTCAGATCAAGAGGATTGATAACTTGACAGCTAGACAAGTGACTTTTTCAAAGAGAAGAAG
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AGGGCTTTTCAAGAAAGCTCAGGAGCTCTCCACACTTTGTGATGCTGAGATAGCCCTCATAGTCTTCTCAGCAACAGGCAAGCTCTTCGAGTAT
TGTAGCTCAAGTATGATGCAAGTTATTGAAAGGCACCGCCTATGTTCCGAGGACATTGGGAGGCAAGACAAGCATCCACCTCATCTCACGCAGC
GGGAGAATCATACCCATGCCATGCTTGCTGAGGAAATCAAGGAGAAAACCGCAGAACTGAGGCATCTCAAAGGTGAAGAGCTAGTAGGACTGAG
CATGGAAGACTTGGTTAAACTCGAAAAGTTGGTTGAAGCAGGGTTAAGTCGTATTGCCAAAACCAAGGGTGACAAATTCATGAAAGAAATTGGT
ATTCTCAAGAAAAAGGAAGCATTATTAAAGGAAGAGAATGCAAAGTTGAGACAAAAAGTAGCAGGCACATCGGAAGACGAAACACCTCTGCTGG
AACAAGGGATTTCATCCGAGTCAGTGACCCGCTTAAGCGACCAAGCCGGAAGTTGTCCTCAGGACCTCAACAATTCGGACACATTTCTCCAGCT
GGGGTATGTTTGTTTCAAGTCAAACATGGATCGGATAATTTGTTACAAGAATAAAACGAATTACATATATGGAATATAATATGTGAAATCTATC
CAACATTTGGATCTTATATCTGGACGACATGCTGCATATCAGTTGAATGGGGGGCATCTCATTCTGTTTGGTTTTGCCACAACAGATGGCTAGT
ATTTAAGCAAGAAGAACAAAACGAAACTAAAGTAAGATTTCATTTTCAGAATGCATGATTCAAGGCCATGTGATCGTCTGGCAATGACGTGAAA
AGAAAAGTGAAACAGCTAGTAAGCTATCACAAGGCAGTCTTTTTAATGCTCCTGGATTGAAGTTTTTCTTTAGTAGCATGGCAACTGCTAGCTA
TGTAGTGAGATTAGAGTCAGACAAATTCGAATGCACAAATTATTGTATGTGGAAAAAAGGGGAGGTTTGGAGAATTGTTGTTTGTTGGGCGTTA
ATGATGCGTTGTATGAATAGGTGTTTGCAGTTGCATAAAACAGAGCTAGCATGCATATAAGTTCCTTGGCAATCATTTCATAGAGAAACCTGTT
TAACTTGGGGTTGAATTTTTGCAGCTTACCATGTCCCAACTGAATTGCAGGGAGGATGAGATTGCGGTCGCAGAAGATCGAATATATAATTTGA
GCATAGCTGGGTCTATGATACCCAGAAATTGTAGTTTATGTTGCATTATTTTAAAAAAAAAAAATAACATGCATGTATGTCAGGCATGCAGTTC
TCTGAGTACGTAGAGGCCTCCATGCTCTGAAATTTTCTTTGACGAACAAAAATGGCTCTATTAAACATTTCCAGATAGCTGGTATTTGTGTGTG
TGTGTATATATATTTATATAGGTACAGATGAGGGATGTAATTTATGTTGAATTGCTTTGCAGCTTAAATAGTTTTCTGACAGCGTGATTAATGA
AAGAAAAGTACATGTTTTTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Reads:
CA00-XX-LV8-006-F01-BF.F (clone)

>Proteina
MVROQRIQIKRIDNLTARQVTEFSKRRRGLFKKAQELSTLCDAEIALIVESATGKLFEYCSSSMMQOVIERHRLCSEDIGRQDKHPPHLTQRENHTH
AMLAEETIKEKTAELRHLKGEELVGLSMEDLVKLEKLVEAGLSRIAKTKGDKFMKEIGILKKKEALLKEENAKLRQKVAGTSEDETPLLEQGISS
ESVTRLSDQAGSCPQDLNNSDTFLQLGYVCFKSNMDRITICYKNKTNYIYGI-

Mapa do cDNA:

1 ACCGGAATCCTCTCAAGGGTCTGTCCAGTTGAGTTAAGCTTCAGACATCAGATTGACAAGGAAAAAATAGAAAGTAAAAG 80
81 GTAGTACTCCATTCCTCCTCATATTTAGTTTTACTTGTACTAGTTCTCTCTTCTTGTCTTCTCTCACTCTGTCCGCCATT 160
lel AGTGGAGCTGTATCTGGTGGTGTGGATCCTCCAAAAGCACCACAACCAATATCCTAGAAAGGAGGAAGCTTTGGGGTTGA 240

I L1 66 I L s A G L T s DL S S E S R K M V R QO R I Q
241 TCTTAATTGGCATTCTTTCTGCAGGGTTGACGTCCGATCTTTCATCCGAGTCGAGAAAAATGGTCAGGCAAAGAATTCAG 320

I K R I DN L T AR Q V T F S K R R R G L F K K A Q E
321 ATCAAGAGGATTGATAACTTGACAGCTAGACAAGTGACTTTTTCAAAGAGAAGAAGAGGGCTTTTCAAGAAAGCTCAGGA 400

L s T L ¢ DA E I AL I VF S AT G KL F E Y C s S
401 GCTCTCCACACTTTGTGATGCTGAGATAGCCCTCATAGTCTTCTCAGCAACAGGCAAGCTCTTCGAGTATTGTAGCTCAA 480

s Mm M ¢ vI E R H R L C S E D I G R Q D K H P P H L I
481 GTATGATGCAAGTTATTGAAAGGCACCGCCTATGTTCCGAGGACATTGGGAGGCAAGACAAGCATCCACCTCATCTCACG 560

Q R E N H T H A ML A E E I K E K T A E L R H L K G E
561 CAGCGGGAGAATCATACCCATGCCATGCTTGCTGAGGAAATCAAGGAGAAAACCGCAGAACTGAGGCATCTCAAAGGTGA 640

E L v GG L S M E DL V KL E KL V EAG UL S R I A K
641 AGAGCTAGTAGGACTGAGCATGGAAGACTTIGGTTAAACTCGAAAAGTTGGTTGAAGCAGGGTTAAGTCGTATTGCCAAAA 720

r K 6 b K M K E I 6 I L K K K E A L L K E E N A K L
721 CCAAGGGTGACAAATTCATGAAAGAAATTGGTATTCTCAAGAAAAAGGAAGCATTATTAAAGGAAGAGAATGCAAAGTTG 800

R ¢ K vaA G T S E D E T P L L E Q0 G I S S E S V T R L
801 AGACAAAAAGTAGCAGGCACATCGGAAGACGAAACACCTCTGCTGGAACAAGGGATTTCATCCGAGTCAGTGACCCGCTT 880

s b A G S C P QDL NN S DT F L Q L G Y V C F K
881 AAGCGACCAAGCCGGAAGTTGTCCTCAGGACCTCAACAATTCGGACACATTTCTCCAGCTGGGGTATGTTTGTTTCAAGT 960

s NM DR I I C Y KNI K T NY I Y G I * Y V K S I Q H

961 CAAACATGGATCGGATAATTTGTTACAAGAATAAAACGAATTACATATATGGAATATAATATGTGAAATCTATCCAACAT 1040
1041 TTGGATCTITATATCTGGACGACATGCTGCATATCAGTTGAATGGGGGGCATCTCATTCTIGTTTGGTTTTGCCACAACAGA 1120
1121 TGGCTAGTATTTAAGCAAGAAGAACAAAACGAAACTAAAGTAAGATTITCATTTTCAGAATGCATGATTCAAGGCCATGTG 1200
1201 ATCGTCTGGCAATGACGTGAAAAGAAAAGTGAAACAGCTAGTAAGCTATCACAAGGCAGTCTTTITTAATGCTCCTGGATT 1280
1281 GAAGTTTTTCTITTAGTAGCATGGCAACTGCTAGCTATGTAGTGAGATTAGAGTCAGACAAATTCGAATGCACAAATTATT 1360
1361 GTATGTGGAAAAAAGGGGAGGTTTGGAGAATTIGTTIGTTITGTTGGGCGTTAATGATGCGTTGTATGAATAGGTGTITTGCAG 1440
1441 TTGCATAAAACAGAGCTAGCATGCATATAAGTTCCTTGGCAATCATTITCATAGAGAAACCTGTTTAACTTGGGGTTGAAT 1520
1521 TTTTGCAGCTTACCATGTCCCAACTGAATTGCAGGGAGGATGAGATTGCGGTCGCAGAAGATCGAATATATAATTTGAGC 1600
1601 ATAGCTGGGTCTATGATACCCAGAAATTGTAGTTTATGTTGCATTATTTTAAAAAAAAAAAATAACATGCATGTATGTCA 1680
1681 GGCATGCAGTTICTCTGAGTACGTAGAGGCCTCCATGCTICTGAAATTTTCTTTGACGAACAAAAATGGCTCTATTAAACAT 1760
1761 TTCCAGATAGCTGGTATTTGTGIGTGTGIGTATATATATTTATATAGGTACAGATGAGGGATGTAATTTATGTTGAATTG 1840
1841 CTTTGCAGCTTAAATAGTTTTCTGACAGCGTGATTAATGAAAGAAAAGTACATGTTTTTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 1920

1921 AAAA 1924
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19) CaFLC (Coffea arabica FLOWERING LOCUS C)

GATCCCCAGGCCCTACAGTAAAATAATAATTCTGGCGTAGGAATCCTTCGACTGCCGTCTTTATGAAATTCTCATTCCTTCTCCTCTGTACATA
TACCACTCACTCACAGCTAGGTAGAAACGAATACAGGTTCAAATTCCGAATCTCGGAGAATTAGGGCAAAAACCAGAACCAACGATCTIGTTTTT
TCTTATCTCCCAGTTCGTACCTTTTTTTTTTTICTTTTTGGGGGGAGCGGGGTACCGACGAAGGAATTAAGGATGGGCGCGGAGGCGAAGGTGGAGAT
TAAGAAAATCGAGGACAAGAACAGCAGGCAAGTCACGTTTTCCAAGCGGAGAAGCGGACTGATGAAGAAAGCCAAGGAACTTTCCGTTCTCTGC
GACGTGGATGTTGCTIGTCCTCATCTTCTCTGGTCGCGGCAAGCTCTACGACTTCTGCAGCACCAACAGTTTGGCCAAGATCCTACAACGATATC
GCAACTACGCAGAAGCAGAAGACGGGTCTGCAAGAATTAGCGGCGTAGAGAAACGTAACCCTGAAGGCAGAAATGTCGTGACAATCAGAAAGCT
GCTGGAAAAAGTTGAAAGGGATCTAGAGGAGCCAGATGTTGACCACCTTAACCTGAGTGAACTAGTGCAATTGGAAGAACAACTTGAAGATGCA
CTCATTCAAACAAGATCTAGGAAGACACGATTACTGATGGAATCAATAACCAGTCTAAGTGAAGTGGAAAAGATGCTGAGGGAAGAAAACAAGC
TTCTGCAAAATAAGGTAGCTGCAGGTACATCCAATGAGAAGAGGAATGACTTGATCCTTGAATTTGGGGACCTTACACACGTTGGAATGATTTC
TGGGCAGCGACAGGCTATGCTTGAACTACTTTAAGAGTAGAAGATAGTGAGACAAGCCAGTTTGTGCCTTTICTGAGTGCTCCAAGGGAAAATAT
ACCCGTTAAGGCAATGTGATCCTACTATACAACTCTTCATAAGCAACTTTTTATAACTTIGGTTTTGCGTCTGACATCACTCCGCTTCATAACAT
GAGATTGAAGTGGGGTACGTTCTCCACTTGCATTGTTCTGTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Reads:

CAQ00-XX-RX1-029-B04-EB.F (clone)
CAQ00-XX-RX1-048-BO5-EB.F
CAQ00-XX-SH2-052-D10-EM.F

>Proteina
MGRRKVEIKKIEDKNSRQVTEFSKRRSGLMKKAKELSVLCDVDVAVLIFSGRGKLYDEFCSTNSLAKILQRYRNYAEAEDGSARISGVEKRNPEGR
NVVTIRKLLEKVERDLEEPDVDHLNLSELVQLEEQLEDALIQTRSRKTRLLMESITSLSEVEKMLREENKLLONKVAAGTSNEKRNDLILEFGD
LTHVGMISGQRQAMLELL—

Mapa do cDNA:

1 GATCCCCAGGCCCTACAGTAAAATAATAATTCTGGCGTAGGAATCCTTCGACTGCCGTCTTTATGAAATTCTCATTCCTT 80
81 CTCCTCTGTACATATACCACTCACTCACAGCTAGGTAGAAACGAATACAGGTTCAAATTCCGAATCTCGGAGAATTAGGG 160
lel CAAAAACCAGAACCAACGATCTGTTTTTTCTTATCTCCCAGTTCGTACCTTTTTTTTTTTICTTTTTGGGGGGAGCGGGGT 240

p T K E L R M G R R K V E I K K I E D K N S R Q V T
241 ACCGACGAAGGAATTAAGGATGGGGCGGAGGAAGGTGGAGATTAAGAAAATCGAGGACAAGAACAGCAGGCAAGTCACGT 320

F s K R R 8 G LM K KAIKEL s Vv L C¢C DV D V A V L I
321 TTTCCAAGCGGAGAAGCGGACTGATGAAGAAAGCCAAGGAACTTTCCGTTCTCTGCGACGTGGATGTTGCTGTCCTCATC 400

F S G R G K L ¥ D F C S TN S L A K I L Q R Y R N Y A
401 TTCTCTGGTCGCGGCAAGCTCTACGACTTCTGCAGCACCAACAGTTTGGCCAAGATCCTACAACGATATCGCAACTACGC 480

E A E D G S A R I S GV E KRN P E G R N V V T I R
481 AGAAGCAGAAGACGGGTCTGCAAGAATTAGCGGCGTAGAGAAACGTAACCCTGAAGGCAGAAATGTCGTGACAATCAGAA 560

K L L. K Vv E R DL E E P DV D H L N L S E L V Q L E
561 AGCTGCTGGAAAAAGTTGAAAGGGATCTAGAGGAGCCAGATGTTGACCACCTTAACCTGAGTGAACTAGTGCAATTGGAA 640

E o L ED AL I Q TR S RK TWRL L M E S I T S L S E
641 GAACAACTTGAAGATGCACTCATTCAAACAAGATCTAGGAAGACACGATTACTGATGGAATCAATAACCAGTCTAAGTGA 720

vV E K M L R E E N K L L Q N XK VA A G T S N E K R N
721 AGTGGAAAAGATGCTGAGGGAAGAAAACAAGCTTCTGCAAAATAAGGTAGCTGCAGGTACATCCAATGAGAAGAGGAATG 800

p L. 1 L EF G DL T HV GM I S G QR QA MTULE L L *

801 ACTTGATCCTTGAATTTGGGGACCTTACACACGTTGGAATGATTTCTGGGCAGCGACAGGCTATGCTTGAACTACTTTAA 880
881 GAGTAGAAGATAGTGAGACAAGCCAGTTTGTGCCTTTCTGAGTGCTCCAAGGGAAAATATACCCGTTAAGGCAATGTGAT 960
961 CCTACTATACAACTCTTCATAAGCAACTTITTTATAACTTGGTTTTGCGTCTGACATCACTCCGCTTCATAACATGAGATT 1040
1041 GAAGTGGGGTACGTTCTCCACTTGCATTGTTCTGTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 1098

20) CaSOC1 (Coffea arabica SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS 1)
- sem clone e incompleta

GTGACCTTCTCCAAGAGGAGAAATGGCCTGCTGAAAAAGGCTTTCGAGCTTTCAGTTCTTTGTGATGCTGAAGTTGCACTCATCATCTTCTCTC
CCAGAGGCAAGCTCTATGAATTTGGTAGTTCAAGCATGAAGGAGATAATAGAACGCTATCAGAAGCATGCAAAAGATGTTCGAGCTAACAACCC
CTCAGCAGAACAGAATATGCAGCAACTGAAACAGGAAACTGCAAGCATGGTGAAGAAGATAGAGCTCCTTGAAGCTTCCARAAGGARACTTTTG
GGGGAAGGCTTAGTTTCGTGCACGGTTGAGGAACTGCAGCAGTTGGAGCGCCAATTAGAACGAAGTGTGAACTGCATTCGAGCAAGAAAGATGC
AAGTGTTCCAGGAACAAATTGAAAAATTAAAAGAAAAGGAAAAAGTCCTGGAAGCTGAAAATGACAAGTTATTGGAGAAGTGTGGAGCAGAGCC
TCCACAGACATCAAARAGAGAACACAGAGATTGTGCCTTGTACAGAGAGTAGCGAAGTTTCAGATGTGGAGACTGGGCTATTTATTGGACCACCG
GAGAGAAGAAATAAGCTAGTGTTGAAGAACTGACGACCTAGCCAGATGAAGACTCTTCTCTCCHlCCONCICAROIGEE~ CCGAGCTGACTGCH
A8~ TTATGACGATTGTTTCAATGTCARATATGAAATAGCCTATAGCTGCTAGACTGTGGAAAGCAAGAATCGGAGAGCATTATTACGCCTCA
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AGAGTGATAAACGAACCTGTGATTGCATTATTGGTGTTAGTTTTATTAATTTTGGCATCGTATTCCCAATGGAATACGATCAAGAAAATCTTIC
ATAGGGTCTACCCTGAGGTATATTAATATATCTATTTCGCCACTGAATGGGCTTTAAAATTTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Reads:

CAQ00-XX-FB4-017-B06-MC.F
CAQ00-XX-IA2-029-E06-EC.F
CAO00-XX-SI3-024-H04-EM.F

>Proteina
VTFSKRRNGLLKKAFELSVLCDAEVALIIFSPRGKLYEFGSSSMKEIIERYQKHAKDVRANNPSAEQNMOQOLKQETASMVKKIELLEASKRKLL
GEGLVSCTVEELQQLERQLERSVNCIRARKMOVFQEQIEKLKEKEKVLEAENDKLLEKCGAEPPQTSKENTEIVPCTESSEVSDVETGLE IGPP
ERRNKLVLKN-

Mapa do cDNA:

v T F S K R R N G L L K K A F E L S VvV L ¢ D A E V A L
1 GTGACCTTCTCCAAGAGGAGAAATGGCCTGCTGAAAAAGGCTTTCGAGCTTTCAGTTCTTTGTGATGCTGAAGTTGCACT 80

I I ¥F S P R G K L Y E F G 8 S sSs M K E I I E R Y Q K
81 CATCATCTTCTCTCCCAGAGGCAAGCTCTATGAATTTGGTAGTTCAAGCATGAAGGAGATAATAGAACGCTATCAGAAGC 160

H A K bV R ANNP S A E O NMO OQOUL K O E T A S M V
16l ATGCAAAAGATGTTCGAGCTAACAACCCCTCAGCAGAACAGAATATGCAGCAACTGAAACAGGAAACTGCAAGCATGGTG 240

K K I E L L EA S KR KL L G E G L V S C T V E E L Q
241 AAGAAGATAGAGCTCCTTGAAGCTTCCAAAAGGAAACTTTTGGGGGAAGGCTTAGTTTCGTGCACGGTTGAGGAACTGCA 320

Q L ER QL EZR SV N CTIUZRARIEKMG OQUVTF QE Q I E
321 GCAGTTGGAGCGCCAATTAGAACGAAGTGTGAACTGCATTCGAGCAAGAAA CRTCOANCTENTCOACCRANCARNTTGRRE 400

K L K E K E KV L E A ENDZ KILILETZ KTCGA ATETPTP QT
401 BT ARRRGARRA AR AAAGTCCTGGAAGCTGAARATGACAAGTTATTGGAGAAGTGTGGAGCAGAGCCTCCACAGACA 480

s K e N T E I VP C T E s S E V s D V E T G L F I G P
481 TCAAAAGAGAACACAGAGATTGTGCCTTGTACAGAGAGTAGCGAAGTTTCAGATGTGGAGACTGGGCTATTTATTGGACC 560

P E R RN K L VvV L K N * R P S QM K T L L C L A L H

561 ACCGGAGAGAAGARATAAGCTAGTGTTGAAGAACTGABBRCCTAGCCAGATGAAGACTCTTCTCTCCHlCCONOIIONNE 640
L Q RADCV VS L * RL F QCOQTI*DNSTIL * L L DC G

641 {88~ cccrceTGACTGCEMMMBA T TATGACGATTGTTTCAATGTCAAATATGAAATAGCCTATAGCTGCTAGACTGTGGA 720

721 AAGCAAGAATCGGAGAGCATTATTACGCCTCAAGAGTGATAAACGAACCTGTGATTGCATTATTGGTGTTAGTTTTATTA 800

801 ATTTTGGCATCGTATTCCCAATGGAATACGATCAAGARAATCTTTCATAGGGTCTACCCTGAGGTATATTAATATATCTA 880

881 TTTCGCCACTGAATGGGCTTTAAAATTTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 940

- Regids de spling alternativo

21) CaAGL6 (Coffea arabica AGAMOUS-like6)

ACACACGCTTGCCATTCAATCATAAGTTITTTITTGTAGAAACATTTTCAAGGGGAAAAAAAAACATGGCGAAGAGGAAGAGTAGAGTTGAAGAGGA
TAGAGAACAAGATCAACCGTCAAGTGACTTTCTCTAAGAGAAGAAATGGTCTGCTCAAGAAAGCTTATGAACTTTCTGTTCTTTGTGATGCTGA
AGTTGCTCTCATCATTTTTTCAAGTCGCGGCAAGCTCTACGAGTTCGGCAGCTCTGGGATAACTAAAACCCTTGAGCGATATCAACGTTGCAGC
TTGAGTCCTCAGGAGAATGCTGCTGAAAGAGAAACACAGAGCTGGTACCAAGAGGTCTCAAAACTGAAGGCCAAGTACGAATCACTACAACGCG
CTCAAAGGCACCTACTTGGAGAAGATCTTGGTCCATTGAATGTGAAAGAGTTGCAGAATCTTGAAAAGCAGCTTGAGGGAGCTCTTCTCCAGGC
TAGGCAAAGGAAGACTCAGCTAATGATTGAACAAATGGAAGAGCTCCGAAGAAAGGAGCGGCAGCTTGGGGACTTGAATAAGCAGCTTAAGATT
AAGGTTTCCCTGGAAATGTCATCGCTTGAAGCAGCTGAGGGACAAGGCTTAATAAGAGGCCTCCCTTGGCTTTGGAGTTCGAGTGTACCAAGTG
GAAGCAGCATGTTTICCTATGCACACTTICTCACCCCAGTGCCGCCATGGATTGCGATCCTGAGCCTGTCCTACAGATAGGGTATCATCAGTATGC
TCCGGCAGAAGGTCCTTCTGCCCCGAGGAGCATGGCCATTGAGAGTAACATCATCCAGGGGTGGGCTCTTTGATATCTCTTTGCAAATCTTTITA
TACGTTTGATGCAAAAAACCAATTCAATGATTTGTGCTTTTGGATTTGAACATGTTAATCCCATATGAAACTAAGTACTTTATAACTAGCTGCT
TAATTTTGTATTTACAGAACTTGAAACTTACGCATTTTGATCTTTATTGCAAGGATTATAATCGCATGATGTAGACTGTTTGAATCTTAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Reads:

CAQ00-XX-FB2-025-G08-JM.F
CAQ00-XX-FB2-030-A10-JF.F
CAQ00-XX-FB2-031-H12-RF.F (clone)

>Proteina
MGRGRVELKRIENKINRQVTEFSKRRNGLLKKAYELSVLCDAEVALIIFSSRGKLYEFGSSGITKTLERYQRCSLSPQENAAERETQSWYQEVSK
LKAKYESLQRAQRHLLGEDLGPLNVKELOQNLEKQLEGALLQARQRKTQLMIEQMEELRRKERQLGDLNKQLKIKVSLEMSSLEAAEGQGLIRGL
PWLWSSSVPSGSSMFPMHTSHPSAAMDCDPEPVLQIGYHQYAPAEGPSAPRSMATESNIIQGWAL—
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Mapa do cDNA:

161

241

321

401

481

641

721

801

881

961

1041
1121
1201

T H A C H s I I S F F V E T F S R G K K N M G R G R V
ACACACGCTTGCCATTCAATCATAAGTTTTTTTGTAGAAACATTTTCAAGGGGAAAAAAAAACATGGGAAGAGGAAGAGT

E L K R I E N K I NR OQ V T F s K R R N G L L K K A
AGAGTTGAAGAGGATAGAGAACAAGATCAACCGTCAAGTGACTTTCTCTAAGAGAAGAAATGGTCTGCTCAAGAAAGCTT

Yy E L s v L ¢ D A E VAL I I F S s R G K L Y E F G S
ATGAACTTTCTGTTCTITTGTGATGCTGAAGTTGCTCTCATCATTTTTTCAAGTCGCGGCAAGCTCTACGAGTTCGGCAGC

s 6 I T K T L E R Y Q R C S L S P Q E N A A E R E T 0
TCTGGGATAACTAAAACCCTTGAGCGATATCAACGTTGCAGCTTGAGTCCTCAGGAGAATGCTGCTGAAAGAGAAACACA

s W Y Q E VvV $S K L K A K Y E S L Q R A Q R H L L G E
GAGCTGGTACCAAGAGGTCTCAAAACTGAAGGCCAAGTACGAATCACTACAACGCGCTCAAAGGCACCTACTTGGAGAAG

pb L. 6 P L NV KEL QNTLE K QUL E GAULL Q A R Q R
ATCTTGGTCCATTGAATGTGAAAGAGTTGCAGAATCTTGAAAAGCAGCTTGAGGGAGCTCTTCTCCAGGCTAGGCAAAGG

K T ¢ LM I E Q M E E L R R K E R Q L G D L N K Q L K
AAGACTCAGCTAATGATTGAACAAATGGAAGAGCTCCGAAGAAAGGAGCGGCAGCTTGGGGACTTGAATAAGCAGCTTAA

I K v s L EM S S L E A A E G Q G L I R G L P W L W
GATTAAGGTTTCCCTGGAAATGTCATCGCTTGAAGCAGCTGAGGGACAAGGCTTAATAAGAGGCCTCCCTTGGCTTTGGA

s s s v P s G s S M F P MHT S HP S A A M D C D P E
GTTCGAGTGTACCAAGTGGAAGCAGCATGTTICCTATGCACACTTCTCACCCCAGTGCCGCCATGGATTGCGATCCTGAG

p Vv L Q I G Y H QY A P AE G P S A P R S M A I E S N
CCTGTCCTACAGATAGGGTATCATCAGTATGCTCCGGCAGAAGGTCCTTCTGCCCCGAGGAGCATGGCCATTGAGAGTAA

I 1 9 G WAL * Y L F A N L L Y V * C K K P I Q * F
CATCATCCAGGGGTGGGCTCTTTGATATCTCTTTGCAAATCTTTTATACGTTTGATGCAAAAAACCAATTCAATGATTTG
TGCTTTTGGATTTGAACATGTTAATCCCATATGAAACTAAGTACTTTATAACTAGCTGCTTAATTTTGTATTTACAGAAC
TTGAAACTTACGCATTTTGATCTTTATTGCAAGGATTATAATCGCATGATGTAGACTGTTTGAATCTTAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 1230

22) CaSHP (Coffea arabica SHATTERPROOF) - Incompleta

TTTACGAATATGCTAATAACAGTGTCAGGGGGACCATTGAGAGGTACAAGAAAGCCTGTGCTGATTCATCAAATCCAGGATCTGTTTCTGAAGC
TAACGCCCAGTTCTATCAGCAAGAAGCTAGCAAGCTCAGGAAACATATAAGAGAGATACAGAATTCAAACAGACACATCCTGGGTGACGGGGTA
GATGGATTAAACTTCAAAGAACTGAAGAATCTGGAAGGTAAAGTGGAGAAAGCCATTGGCAGAATCCGTACCAGGAAGAACGAGTTATTGTTTG
CTGAAATCGAGCTTATGCATAAGAGGGAAATTGAGCTGCAAAATGCCAATACGTACCTGAGAGCAAAGATTGCAGAAAACGAAAGAGCACAGCA
GCACATGAACTTAATGCCAGGGTCTGAATACCAGCCTCTITGCTTCACAGCCTTATGATGTTAGGAACTTCCTCCCAGTAAACCTCCTGGAACCT
GATCAACATTACTCTCGCCAGGACCAAACTGCTCTTCAACTCGTCTAAGATTTGCCTGCTGAAGGGAAGTGTTTTCCATTGGATAGGCCTCTAT
TTTACTAGCACTATGGCAAGAGCTCTTGTCAATTTATGAGAACAAGATATATGTAGCTATAACTAACTACTGCTTTGAGTATGTTGTGTATAAG
AATGATCTCGTTTTACTTGTGGACAACATATCTATTTTCACCCACGCGTCCGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Reads:

CAO00-XX-FB2-018-E01-JF.F
CAQ00-XX-FB2-022-F10-JE.F (clone)
CAO00-XX-FB4-041-D07-AG.F (clone)

>Proteina
YEYANNSVRGTIERYKKACADSSNPGSVSEANAQFYQQEASKLRKHIREIQNSNRHILGDGVDGLNFKELKNLEGKVEKATIGRIRTRKNELLFA
ETIELMHKREIELONANTYLRAKIAENERAQQHMNLMPGSEYQPLASQPYDVRNFLPVNLLEPDQHYSRODQTALQLV—

Mapa do cDNA:

81

Y E Y A NN S V R G T I E R Y K K A C A D S S N P G
TTTACGAATATGCTAATAACAGTGTCAGGGGGACCATTGAGAGGTACAAGAAAGCCTGTGCTGATTCATCAAATCCAGGA

s v S E A NA Q F Y Q 0 E A S K L R K HTIURETI Q N S
TCTGTTTCTGAAGCTAACGCCCAGTTCTATCAGCAAGAAGCTAGCAAGCTCAGGAAACATATAAGAGAGATACAGAATTC

N R H I L G D GV D G L NF K E L K NTL E G K V E K
AAACAGACACATCCTGGGTGACGGGGTAGATGGATTAAACTTCAAAGAACTGAAGAATCTGGAAGGTAAAGTGGAGAAAG

A I G R I R TR KNE L L F A E I E L M H K R E I E L
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240

320

400

480

560

800

880

960

1040
1120
1200

80

160

240



241

321

401

481
561
641
721

CCATTGGCAGAATCCGTACCAGGAAGAACGAGTTATTGTTTGCTGAAATCGAGCTTATGCATAAGAGGGAAATTGAGCTG

e N A N T ¥ L R A K I A E N E R A Q Q H M N L M P G S
CAAAATGCCAATACGTACCTGAGAGCAAAGATTGCAGAAAACGAAAGAGCACAGCAGCACATGAACTTAATGCCAGGGTC

E Yy o P L A S Q P Y DV RNF L P V N L L E P D Q H
TGAATACCAGCCTCTTGCTTCACAGCCTTATGATGTTAGGAACTTCCTCCCAGTAAACCTCCTGGAACCTGATCAACATT

Yy s R ¢ b o T A L Q L Vv * D L P A E G K C F P L D R P
ACTCTCGCCAGGACCAAACTGCTCTTCAACTCGTCTAAGATTTGCCTGCTGAAGGGAAGTGTTTTCCATTGGATAGGCCT
CTATTTTACTAGCACTATGGCAAGAGCTCTTGTCAATTTATGAGAACAAGATATATGTAGCTATAACTAACTACTGCTTT
GAGTATGTTGTGTATAAGAATGATCTICGTTTTACTTGTGGACAACATATCTATTTTCACCCACGCGTCCGAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 742

Item 3 — Série de gemas e botdes florais com mucilagem

320

400

480

560
640
720

Obs.: Fotos tiradas em Lupa. A mucilagem d4 a colorac@o ocre-amarelada ao topo das gemas.
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Itens 4 — Graficos niveis de expressiao dos ortélogos ABC durante desenvolvimento floral
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Obs.: Gréfico 1 mostra a inversdo dos niveis de expressdo dos genes 13-CaAPI (A) e 5-CaAP3/14-CaTM6 (B)
envolvidos na formacdo das sépalas e pétalas e, o Grafico 2 mostra o aumento da expressiio dos genes /0-CaPl e
12-CaAG envolvidos na formacdo dos estames e carpelos, ao longo do desenvolvimento floral. As intensidades
de expressdo foram quantificadas pela ferramenta Density Tool do Gel doc nas RT-PCR especificas dos estadios
de desenvolvimento floral (Figura 8A). Para cada um desses genes e os valores normalizados em relacdo a

intensidade de seus respectivos controles negativos.
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