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RESUMEN

SANCHEZ K., N.M.; MAYER J.E.; ANDRADE E.; RIANO H, N.M. Aidamiento y caracterizacion
del genoma cloropléastico cpADN) del café Coffea arabica L. cv. Caturra. Cenicafé 51(3):177-184.
2000.

Se desarroll6 una metodologia parala extraccion del ADN cloroplastico (cpADN) de café Coffea arabica
L. c.v. Caturrautilizando altas concentraciones de antioxidantes (b-mercaptoetanol y PVP-40) en el buffer
de extraccion paraevitar la produccion de polifenoles en lamuestra. La purificacion delos cloroplastos se
realiz6 en un gradiente discontinuo de sacarosa 30%-50% y la purificacion del cpADN mediante el método
de Sambrook et al., (1982), con un rendimiento de 60ng de cpADN g(pf). El andlisis de restriccion luego
deladigestion del cpADN con Sal I, Xho | y Pst | permite estimar un tamafio del cpADN de C. arabica
L. c.v. Caturra de ~131Kb. La comparacion del patron de restriccion del cpADN de C. arabica L. c.v.
Caturracon el de dos poblacionesdeC. arabica L. silvestres de Etiopiaexhibe unavariacion enlalongitud
de los fragmentos de restriccion que puede ser Util en estudios filogenéticos. La hibridacién de los
fragmentos de restriccion obtenidos por digestion del cpADN de la variedad Caturra con Pst | permitié
establecer lapresenciadel gene rbcL en un fragmento de ~2,4Kb. Se construy6 unalibreriade cpADN de
lavariedad Caturra clonando los fragmentos de restriccion en E. coli JM105.

Palabrasclaves: ADN cloropléastico, café, Coffea arabica L., andlisis de restriccion, libreria gendmica

ABSTRACT

A methodology for chloroplastic DNA (cpDNA) extraction from coffee Coffea arabica L. cv. Caturra was
developed using high concentrations of antioxidants (b-mercaptoethanol and PV P-40) in the extraction buffer
to avoid production of polyphenol in samples. Purification of chloroplasts was achieved in a discontinuous
30-50% sucrose gradient, and cpDNA was purified according to Sambrook et al. (1982), producing [60
ng(cpDNA)g*(fw)]. Restriction analysis after digestion of cpDNA with Sal |, Xho | and Pst | allowed
estimating thesizeof C. arabical. cv. CaturracpDNA tobe X 131 Kb. Comparison of therestriction pattern
of C. arabica cv. CaturracpDNA with that of two wild populations of C. arabica L. from Ethiopiashowed
a variation in the length of the restriction fragments that could be useful for phylogenetic studies.
Hybridization of the restriction fragments obtained by digestion of cpDNA from cv. Caturra with Pst |
allowed establishing the presence of generbcL in aX2.4 Kb fragment. A cpDNA library of C. arabica cv.
Caturra was built by cloning restriction fragments in E. coli JM105.

Keywords: Chloroplastic DNA, coffee, Coffea arabica L., restriction analysis, genomic library.
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Loscloroplastosson organelosdelacélula
vegetal dondeserealizael procesofotosintético.
EstosposeensupropioADN € cual esdiferente
del ADN nuclear en varios aspectos (3) y con-
juntamente con el ADN mitocondrial
(mtADN), son responsables de la herencia
citoplasmicao maternal. El cpADN esunamo-
léculacircular de doble cadena con un tamafio
entre120y 160K b. A pesar delasdiferenciasen
tamafio, su contenido genético y organizacion
general son muy similares alin entre especies
filogenéticamente muy distantes (8), que pue-
den exhibir una homologia mayor del 30% en
sussecuenciasdenucledtidos, locual indicaun
ato grado deconservacion (8, 9). Lacompara-
¢ion del cpADN denuevegenotiposdecafé(C.
arabica, C. eugenioides, C. canephora, C.
congensis, C. liberica, C. excelsa, C. arabudta,
Paracoffea ebracteolata y "nana" taxon) por
medio de marcadores moleculares (RFLP) ha
permitido establecer informacion acercadela
filogeniadel café, segiin Berthou etal., (1). El
objetivodel presenteestudiofueel decontribuir
ala caracterizacion del genoma cloroplastico
(cpADN) del café Coffea arabica L.

MATERIALES Y METODOS

Aislamientodelosclor oplastos.Seutilizaron
hojasj6venesetiol adas de plantas de caféCoffea
arabical. cv. Caturra, deseismesesdeedad que
se colocaron en oscuridad durante 5 dias. Se
homogeneizaron 100g de tejido foliar en una
licuadora Osterizer modificada, reemplazando
las aspas convencionales con hojas de bisturi
No0.10, en presenciade un buffer de extraccién
gue contenia Tris-HCI 0,05M, pH=8,0; 0,35M
sorbitol; 0,0005M EDTA; 0,1%BSA (p/v); 1,25M
NaCl; 2% PVP-40(p/v) y2, 5% b-mercaptoetanol

(v/V) (2,5), losdos ultimosreactivos adiciona-

dos justo antes de ser utilizado el buffer . El

tegjido foliar homogeneizado sefiltrd en cuatro
capas de gasay dosde muselinay se centrifugd
a2.000 x gdurante 10mina4°C. Sehizo enton-
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cesunaresuspensiéndel preci pitadolentamen-
te, en buffer de lavado TrissHCl 0,05M, de
pH=8,0; 0,35M sorbitol; 0,02M EDTA vy se
centrifugd a 2000 x ga4°C durante 10min.

El proceso serepitidtresveces, luegodelo
cual el precipitado se resuspendio en 10ml del
buffer delavado y se sometié aun gradiente de
sacarosa 30%-50% preparado en Tris-HCI
0,05M, pH=8,0; 0,025M EDTA, a120000xga
4°C durante 60min en una ultracentrifuga
Beckman LB-70M. La interfase con los
cloroplastosfuéextraidacon unapipetaPasteur
sin punta y luego los cloroplastos se
resuspendieron en 4 volumenes de buffer de
lavadoy secentrifug6a8000xgpor 15mina4°C.
El precipitado seresuspendié en 6ml de buffer
TE pH=8,0.

Extraccion del cpADN. A la suspension de
cloroplastosseleagregd un25% (v/v) desarkosyl

del 10%Yy unvolumen defenol equilibrado con
Tris-HCI 0,05M pH=8,0. Se agitd suavemente
durante 1 hora, alatemperaturaambientey se
centrifugd a 3400 x g durante 10min. A lafase
acuosaseleagrego 1 volumen defenol: cloro-
formo1:1(fenol/Tris-HCI 0,05M; pH=8,0), se
agito suavemente durante 30min atemperatura
ambiente y se centrifugé a 3400 x g durante
10min. Luegoseagregd un 10% (v/v) deacetato
desodio3M; pH=5,5y 2,5volimenesdeetanol

y seincubd durantetodaunanochea—20°C. La
suspension se centrifugd a 10000 x g durante
20mina4°Cy €l precipitado seresuspendié en
60ul TE, pH=8,0, a cua se agregaron 5ul de
RNasa A (10 mg mL™?) y se incubd durante 2
horasa37°C. Lapurezadel cpADN extraido se
determinG espectrofotométricamente a 230-

320nm, y laintegridad se determiné mediante
electroforesisengelesdeagarosadel 0,6-0,8%
en buffer TBE.

Mapeoderestricciéon Sehizoladigestiondel
cpADN obtenido con Bam HI, Eco Rl , Kpn |,
Psl,Pwil, S I, S 1, Xho |, Hae lll y Hinf |
y los fragmentos se separaron electroforé-




ticamenteengelesdeagarosadel 0,6%a2,5Volt
cnmrtdurante 16 horas. L osfragmentosproduci-
dos por la digestion con Smal y Xba | se
separaronengelesdel 0,8% a6V olt cnt durante
2 horas. Los tamafios de los fragmentos se
obtuvieron por comparaci énconlostamariosde
losmarcadores | -Hindlll,|-EcoRI, 1Kb L adder
(Gibco-BRL ) y HMW (Gibco-BRL ). Para
construir el mapafisicoderestricciénserealiza-
ron digestionesdoblescon Pt I, Sl 1y Xholy
secompararonconlosresultadosdelasdigestio-
nessimples.

Construccion de la libreria genémica de
cpADN L osfragmentosderestriccidnseinser-
taron en e vector pBluescript 11 KS +/- de
Stratagene digerido con EcoRl, defosforilados
confosfatasaal calinadePromegay clonadosen
E. coli IM 105 mediante choque osmético con
CaCl.,. Sesembraron 50pl delascélulascompe-
tentesen medio L B sdlido con 40ugampicilina
mly seincubarona37°Cdurante18horas, para
obtener crecimientobacteriano. Laseleccionde
transformantes serealizé utilizando IPTG y X-
gal enmediosolidoy 30delascoloniastransfor-
madas seleccionadas a azar se utilizaron para
realizar minipreparaciones de los fragmentos
insertados (7). La identificacion del &cido
nucleico extraido como cpADN se logré
hibridando unasondaheterdlogarbcl (subunidad
grande de RuBPCO) de Nicotiana tabacum (su-
ministradapor €l Dr. A. Gaitan, proyecto Ceni-
café - U. de Cornell) con los fragmentos de

restriccion obtenidos por digestion del cpADN
decaféconPs |, Sl 1y Xhol.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se aislaron en promedio 6ug decpADN por
cada 100g de tejido foliar [60ng (cpADN). g*
(pf)], lo cua es menor que la cantidad obtenida
por Palmer (6),[0,2a10ug(cpADN).g*(pf)] en
mas de 100 especies de angiospermas,
gimnospermasy pteridofitasutilizandoundoble
gradientedeCsCl ,-bromurodeetidio. Lasbajas
cantidades decpADN obtenidas pueden expli-
carse por la pérdida de cloroplastos durante el
proceso de homogenei zacién, y porquedurante
la lisis de los organelos utilizando solventes
organicos se afecta el cpADN asociado estre-
chamentealasmembranascloropl asticas. Ade-
mas, seliberan nucleasasenddgenasquedegra-
dan los &cidos nucleicos (8). Larelacion A, /
A,,, Obtenida en promedio de 14 extracciones
fuedel,74. LaFigural muestrael espectrodel
cpADN obtenido en el rango 220-320nm, en €l
queseevidenciael buengradodepurezalogrado
mediante el protocolo descrito anteriormente.
Una prueba mas concluyente sobre lapureza e
integridad del cpADN aislado seobtuvo conlas
electroforesis del cpADN digerido conSral en
dondelaausenciadebarridosindicaqueno hay
contaminacionconADN nuclear degradado (Fi-
gura 2).
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Figura 2.
Electroforesis
del cpADN de
Coffea arabica
L. cv. Caturra
completo y
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Losresultadosdelaelectroforesisengel de
agarosa del cpADN obtenido, muestran
consistentemente una banda de alto peso
molecular con muy escasadegradacion. Laesca
saresolucién aaltospesosmolecularesen esta
electroforesis, permitesugerir quelabandapréxi-
ma a la banda mayor de | -Hind 111 (23,1Kb)
corresponde a cpADN de C. arabica L. cv.
Caturra(Figura2). EnlamismaFigura, se pre-
sentael patrén derestriccionobtenidomediante
digestion con Smal. EnlaTabla 1 se presentan
losdatossobreel nimerodefragmentosobteni-
dos de la digestion del cpADN con diferentes
enzimasderestricciony enloscual esseeviden-
ciagueel menor nimerodesitiosderestriccion
del cpADN de C. arabica L. cv. Caturra se

TABLA 1

obtiene por digestién con Pst |, Sal 1y Xhol, o
cual permiteescoger estasenzimasparael mapeo
derestriccion (Figura3). Lacomparaciondelos
patrones de restriccion del cpADN delavarie-
dad Caturraconlosdel cpADN delaspoblacio-
nesP8y P36, deCoffeaarabical ., aisladospor
Berthouetal. (1), (Figura4), muestraalteracion
enlossitiosderestriccion del cpADN digerido
conKpnly Xhol.Estavariaciénhasido utiliza-
daparaestudiosfilogenéticos, apesar dequeen
lamayoriadeestudi oscon especiesvegetalesse
observaunabajatasadevariacionintraespecifica
(4). Ladeterminacién de las longitudes de los
fragmentos de restriccién obtenidos con ladi-
gestion simplecon Pst 1, Sal | y Xho | permite
estimar unalongitud total promediadel cpADN
de C.arabica L. cv. Caturra de 130,99Kb
(Tabla 2).

Losresultadosdelahibridacion delasonda
heterdloga rbcl detabaco conlosfragmentosde
restriccion producidospor ladigestionsimple
del cpADN conPst 1, Sal Iy Xhol y ladigestion
doblecon Sl | - Xhol muestran unasefial nitida
enlasbandasde 16,6Kb dedl | y de26,5Kb de
Xho! y enlabandade 16,6Kben Sal | - Xho |
gue confirman la obtencién decpADN sin con-
taminacién con ADN nuclear (Figura 5). La
hibridaciondelosfragmentosdeladigestiondel
cpADN con P41 (sefialesenlasbandasde 2,35
y 1,0Kb) conlasonda rbcL, permitensugerir que
hay un sitio de corte dentro del generbcL enel
cpADN deC. arabical . cv. Caturra( Figura®6).

Libreria gendémica de cpADN deCoffea
arabical.cv.Caturra. La€ficienciadetrans-

Numero defragmentosdecpDNA deCoffeaarabical. cv. Caturracortadoscon endonucleasasderestriccion.

Numero de fragmentos

Endonucleasa de restriccion

Més de 30
14
11
10
7
5

Bam HI, Eco RI, Hae Ill, Hinf |
Sst |
Pst 1., Pvu I, Xho |
Sma |
Kpn |
Sal |
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Figura 3.
Electroforesis en gel
de agarosa (0,6%;
2,5Valts cmt, 16h)
donde sevisuaizael
cpADN de Coffea
arabicalL. cv.
Caturra digerido con
varias enzimas de
restriccion. De
izquierda a derecha :
| - Hind I1I; cpADN
de caturra; Bam Hl;
Eco RI; Hae lll; Hinf
I; Kpnl; I - Hind III;
Kpnl / Pst|; Pst I,
Pwll; Sal l; Sstl; I -
Hind I11; Xho I.
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Figura 4. Esquemade las
digestiones de cpADN conKpn |y
Xhol. Ky X: cpADN de
poblacionesde C. arabica, P8y
P36, (Berthou et al. (1); K'y X"
cpADN de C. arabica L. cv.
Caturra.
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TABLA 2. FragmentosobtenidosendigestionessimplesdecpDNA deCoffeaarabical ., cv. Caturraconlasendonucleasas
Pstl, Sal 'y Xho I.

Numeracién de Pst1 (Kb) Sal | (Kb) Xho | (Kb)
los fragmentos
1 25,8 16,6(x2) 28,6
2 20,9(x2) 15,6(x2) 26,5
3 17,0 13,6(x2) 13,7(x2)
4 10,0 11,1(x2) 10,0(x2)
5 7,80(x2) 14 8,4(x2)
6 7,50 71
7 6,18 65
8 5,30 33
9 4,10 30
10 2,80 2,50
TOTAL (Kb) 138,58 115,00 139,4
PROMEDIO (Kb) 130,99

cpDMNA Coffen orabica, ov. Caturra

- Pl Xhol Pstl wuoy sup pal ) 4
HindIII Sail  Sall Xhol =7 Iind 111
— i
23.1
0.4
.5
= 43

Figura 5. Resultado de ladigestion sencillay doble del cpADN de café Coffea arabica L. cv. Caturra, con las enzimas de
restriccion Pst |, Sal |, Xho |; e hibridado con rbcL de tabaco Nicotiana tabacum
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Figura 6 Resultado de
ladigestion del cpADN
de café Coffea arabica
L. cv. Caturra, con Pst | 13 -
e hibridado conrbcL de 2
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Figura 7. Resultado
deladigestion de
CcpADN de café
Coffea arabica L.
cv. Caturra, con Eco
= RI e hibridado con

i3 rbcL de tabaco
Nicotianatabacum

[T
=1

formaciénutilizandoel plasmido pBluescript |1
KS+/- como vector fuede[5,3 x 10° (UFC) ug™*
(ADN)]. Se consideraque los valores mayores
de[1 x 10°(UFC) ug* (ADN)] son eficientes.
L oscontrolesnegativosen medio L B con40ug
ampicilina ml* no mostraron crecimiento, lo
cual puedeinterpretarsecomoausenciadetrans-
formacion. Ladisminucion en laeficienciade
transformacién [3 x 10° (UFC) ugt (ADN)]
obtenida cuando se transformé E. coli IM105
con ~ 100ng de pBluescript || KS +/- cortado
conEcoRl, defosforilado, autoligadoy purifica-
do con unacolumnaWizard de Promega, esun
indicativodeunabuenaactividad delafosfatasa.
Lamayoriadelosfragmentosdel cpADN obte-
nidos por digestién con EcoRI exhibentamarios
adecuados(< 5K b) paralainsercionenel vector,
con excepcion de dos fragmentos de 13,34 y
7,5Kb. Lahibridacion delosfragmentosconla
sonda heterdlogarbcl detabaco muestraqueel
gene de la subunidad grande de RuBPCO se
halla localizado en un fragmento de ~2,4Kb
(Figura7). Lasminipreparacionesdel pldsmido
delas30col oniassel eccionadasal eatoriamente
digeridas conEco Rl muestranqueel 90%delas
colonias portan insertos con un tamafio prome-
diode900pb. Lamultiplicaciéndelasbacterias
transformadasutilizando 50ul deinéculoarroja

1000coloniasdelascual esel 40% sontransfor-
madas, de estas el 90% exhiben insertos (360
coloniasrecombinantes). Si el tamafiodel inser-
to esde 900pb se obtiene untotal de 324Kb de
¢pADN clonadas. Con un tamafio estimado del
cpADN de 130,1Kb, en 50ul de la suspension
bacterianasehaclonado2,5vecesel genomadel
cloroplastoy en 700l desuspensidnbacteriana
~35 veces €l ¢pADN de Coffea arabica L. cv.
Caturra
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