INSTITUTO AGRONOMICO
CURSO DE POS-GRADUAGAO EM AGRICULTURA
TROPICAL E SUBTROPICAL

CARACTERIZACAO GENOTIPICA DE PLANTAS
MATRIZES DE CAFEEIROS E DE SUAS PROGENIES
CLONAIS OBTIDAS POR EMBRIOGENESE
SOMATICA

KENIA CARVALHO DE OLIVEIRA

Orientador: Oliveiro Guerreiro Filho
Co-orientadora: Mirian Perez Maluf

Dissertacdo submetida como requisito parcial
para obtencdo do grau de Mestre em
Agricultura Tropical e Subtropical, Area de
Concentracdo em Genética, Melhoramento
Vegetal e Biotecnologia.

Campinas, SP
Fevereiro 2012



“As maiores conquistas do mundo foram de pessoas que mesmo errando,
fracassando e sofrendo seguiram firmes em seu sonho e
trouxeram grandes descobertas ao homem. ”

Wilton Lazarotto



A Deus pela fé que me manteve até o final dessa caminhada.
E Nossa Senhora que sempre esteve em minha frente.
DEDICO.

Ao0s meus pais, Victor e Maria Jose,
0s melhores e maiores professores,
que a vida me deu.

OFERECO.



AGRADECIMENTOS

A Deus, principal responsavel pelo éxito desse trabalho e a Nossa Senhora, que
sempre passou na frente em cada caminho que percorri, me protegendo e abengoando.

Ao Instituto Agrondmico de Campinas e a Pds-Graduagdo, pela oportunidade de
realizacéo do Curso de Mestrado.

A CAPES e a FAPESP, pela concessao da bolsa de estudo.

A EMPRAPA, pelo financiamento deste projeto.

Ao Instituto de Biosomética da empresa SBW do Brasil, pelo desenvolvimento de
todo o processo de embriogénese somatica indireta.

Ao meu orientador, Oliveiro Guerreiro Filho, pelos sabios ensinamentos e por ser um
exemplo de trabalho e dedicacéo a ser seguido.

A Dra.Mirian Perez Maluf, pela co-orientacdo, paciéncia e amizade. A Dra. Lilian
Padilha por todas as contribui¢des neste trabalho.

Aos pesquisadores do Centro de Café ‘Alcides Carvalho’, pelo aprendizado continuo.

Aos Professores da area de concentracdo Melhoramento Genético Vegetal, pelos
ensinamentos indispensaveis @ minha formagéo.

Aos colegas da poés-graduacdo pela constante amizade e apoio durante o
desenvolvimento desta dissertacdo, em especial ao Francisco um grande amigo.

A todos os amigos do Centro de Café ‘Alcides Carvalho’, em particular, Barbhara,
Daniel, Juliana, Alex, Hélio, Ana Paula, Regiane, Patricia, Juliana, Helena, Mariana, Patricia,
por alegrarem os meus dias e fazer mais facil todas as dificuldades.

Aos meus pais, Victor e Maria José, por ndo medirem esforcos para que pudesse
realizar esse sonho e que sempre foram meus melhores e maiores professores.

As minhas irmds, Patricia e Leticia, ao Lucas, que mesmo distante sempre me
incentivaram e me deram forca.

Aos amigos que fiz durante esse periodo em Campinas, foram essenciais para 0 meu
crescimento e amadurecimento tanto profissional, quanto pessoal, os agradeco pelos bons
momentos que passamos juntos.

A todos 0s meus amigos e parentes, que mesmo distante sempre torceram por mim e

vibraram comigo nessa nova etapa da minha vida.

MUITO OBRIGADA.
iv



ESCLARECIMENTOS

Todas as informacdes relacionadas ao protocolo de embriogénese somaética indireta,
como metodos e condi¢Bes de cultivo, utilizado nesta dissertacdo sdo de conhecimento
exclusivo da empresa SBW do Brasil, em funcdo do ‘Contrato de Presta¢do de Servi¢os
Tecnologicos Especializados’ estabelecido com o Instituto Agronémico e assinado pelos
representantes institucionais em 12 de margo de 2009.



SUMARIO

RESUIMO ...ttt ettt b sttt e b st b e b e et et et e s e e s e b e e e et e bene et Xi
ABSTRACT ettt b et b et b ket et e st e b e b ettt e st et bene et etene xiii
L INTRODUGAOD ...t es s s eeseoe 1
2 REVISAO DE LITERATURA ..o sessss s sssss s sssse s 3
2.1 A Cultura do Café NO BraSil ........c.cccurieirieiee et 3
2.2 ClasSifICACAO BOTANICA ......c.cucuiuiuiiiririiiiiisieieiste ettt ettt b e s s b bbb seseseseaas 1
2.3 Melhoramento d0 CAFEEITO ........c.ouiuiuiieirirri et 2
2.4 EMDIIOGENESE SOMALICA ... ..cveverreeiiecieitieieieeetee ettt 4
2.5 Variagao SOMACIONAL.............cciiuiiiiie ettt bbbt bbbt s 8
2.6 Marcadores IMOIECUIAIES ..........c.oiiiuiiiieieisr ettt 9
2.7 BIOINTOIMALICA ... eecviceie bbbttt 11
3MATERIAL E METODOS ......ooieeeeeeeeeeeieseeieseeessessssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssnnns 12
3L MALEITAl VEGETAL ...t 12
3.2 CUIIVO IN VITFO 1ottt 13
3.3 ANAlISES FENOLIPICAS ...ttt ettt ne e 14
3.4 EXPIESSAO GENICA.....c.eiiiriieieieieteietete ettt s e s ettt s s et sesesesese e e e s s s s s sesesesne 14
34,1 ANALISE TN STHICO ...t 14
3.4.2 Desenho de primers gene-eSPECITICO. .....oiiiiviiciiie e 15
3.4.3 Validacdo da efiCiENCIA A0S PrIMELS ...c.cuiviiiiieeiriririsiete ettt esenne 16
AL EXIraCA0 O RNA ...ttt ettt s s s seaenne 17
3.4.5 SINESE U8 CDINA ...ttt 18
3.4.6 Expressédo génica relativa _ gRT-PCR........ccooioiviiiieeee e 19
3.5 MarcadoreS IMOIECUIAIES ..........c.curiiiiiiieiirr et 19
3.5 1 EXIraGa0 O DINA......oceee ettt s s s s enes 19
3.5.2 GENOLIPAGEM _ SSR-EST ...ttt 20
3.6 ANAliSE A0S RESUITATOS..........cueiiiricii et 20
3.6.1 ANALISES TENOLIPICAS.......ocviiieiteeececctee ettt 21



3.6.2 EXPIESSAD ENICA.......cceoiviiieieteretete ettt s bbb bbb b st s e s s s s s s s s s s s enne 21

3.6.3 GENOLIPAGEM ...ttt bbb bbbt et s s s s b s s s s s s s sne 22
4 RESULTADOS E DISCUSSAO ........oooooeiieiseseisssssessssssssssssssssssssssssss s ssssssssssssssssssssssssssons 22
4.1 ANALISES FENOTIPICAS ...ttt sne 22
4.2 EXPIESSAO GENICA.....c.eiiiiiieieieietetete ettt b e b bbb bbb s sss e ss s s s s s s s sesesne 27
4.2.1 Validagdo da efiCiENCia dOS PrIMELS ......c.oviiueieiriicieieieee et 28
4.2.2 Expressdo génica relativa de genes responsaveis pela integridade do DNA..............ccccue..... 31
4.2.3 Expressdo génica relativa de genes responsaveis pela divisdo e ciclo celular........................ 41
4.2.4 Expressao génica relativa de genes responsaveis pelo estresse proveniente do cultivo in

177 0 1T STSU TP 49
4.3 GENOTIPAGEIM ...ttt ettt ettt ettt b bttt b st b ettt b et e 56
4.4 CONSIAEIAGOES GBIAIS .....vuvuieieiteeeiriiseieie ettt ettt b ettt ettt b bbb e 60
5 CONCLUSOES .......ooerreeesieeeeesssseessessss s ssssss s ssssss s esss sttt 61
6 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...t eeeeee e seeeeeee e eeseeseeeeeseees e seeeess e seeeseseensens 62
ANEXOS ...ttt ettt et et b ettt eRe b e s et e s et ene et et e be e te s ebe s enesesenas 71

vii



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Informagdes gerais sobre matrizes selecionadas para clonagem visando a selecéo
de novas cultivares de Coffea arabiCa. ..........ccccevvrieiiieiiinie e 13

Tabela 2 - Primers gene-especificos utilizados para a analise de expressdo de genes de
plantas matrizes e clones dos genétipos de C. arabica IAC 1, IAC2e IAC 3.......... 15

Tabela 3 - Caracteristicas fenotipicas das fases apresentadas no cultivo in vitro por
embriogénese somatica indireta, de cafeeiros cultivados in vitro por embriogénese
SOMALICA INAITELA. ....cvvevieeieieeie ettt reereene e 22

Tabela 4 - Genes de manutencdo da integridade do DNA, diviséo e ciclo celular, e genes
relacionados ao estresse. Cadigo do dominio obtido pelo BLAST em dados do
GENBANK. ...ttt ettt re bt nre e teenee e 28

viii



LISTA DE FIGURAS
Figura 1 — Comparagdo entre embriogénese somatica e zigética. Adaptado de
ZIMMERMANN, 1993, bttt b e ne e 4

Figura 2 — Esquema das fases do processo da clonagem via embriogénese somatica indireta
dos gendtipos de Coffea arabica do programa de melhoramento genético do IAC. .13

Figura 3 — Qualidade de 18 amostras de RNA avaliadas em gel de agarose 1%. (primeira

canaleta: peso molecular de 1KD). ......cooveiiiiiiiii 18
Figura 4 - Quantificagdo em gel de agarose 1% de cinco amostras de DNA. (primeira
canaleta: peso molecular de 1KD). ... 20
Figura 5 - Fase do cultivo in vitro — Calos primarios e embriogénicos — em meio gelatinoso.
A IACT; B: IAC2; C: IAC3. Barra = 1 CM. .eeeeiiiiieeiie e 23
Figura 6 - Fase do cultivo in vitro — Multiplicacdo e Regeneracdo — em meio gelatinoso. A:
IACL; B: IAC2; C: IACS. BArra = 1 CM. ..coeiiiiiieieeiieeee e 24
Figura 7 - Fase do cultivo in vitro — Maturagdo e germinacdo — em meio gelatinoso. A: IAC1,
ST VAN O Oa VY O3 T = T- 1 - i o1 1 R 24
Figura 8 - Fase do cultivo in vitro — Plantula — em meio gelatinoso. A: IAC1; B: IAC2; C:
TACS. BAITa = 1 CIM. oottt 25
Figura 9 - Fase do cultivo in vitro — meio liquido — IAC1. A: Calos; B:Multiplicacdo e
Regeneracdo; C: Maturagao € germinaGao. ..........cueveververuenierieneneseeneeseesie e sieseesseas 26
Figura 10 - Resultado BLAST para HiStONa. .........ccccoiiiiiiieiciic e 29
Figura 12 - Curva de dissociacdo do teste de validacdo do primer H2A............cccoeveveiivennne 30
Figura 13 - Curva de standard do teste de validacdo do primer H2A.............ccccooveveiieinennnne 31
Figura 14 - Resultado BLAST para superfamilia ADOMet-MTaSes. ........ccccevererenerernrenennns 32

Figura 15 - Quantificacdo da expressdo relativa do gene DNAM nas seis fases da
embriogénese somatica indireta estudadas para os gendtipos IAC 1, IAC 2 e IAC 3.

.................................................................................................................................... 33
Figura 16 - Resultado BLAST para superfamilia H2A. ... 34
Figura 17 - Quantificacdo da expresséo relativa do gene H2A nas seis fases da embriogénese
somatica indireta estudadas para 0s genotipos IAC 1, IAC2e IAC 3.......cccccvvvennnne 35
Figura 18 - Resultado BLAST para superfamilia DEXDLC. .........c.ccccviiiininienine e 37

Figura 19 - Quantificacdo da expressdo relativa do gene RNAH nas seis fases da
embriogénese somatica indireta estudadas para os genétipos IAC 1, IAC 2 e IAC 3.

.................................................................................................................................... 38
Figura 20 - Resultado BLAST para superfamilia ESTL...........ccccoviiiiiiiiieiecc e 39
Figura 21 - Resultado BLAST para superfamilia Tubulina_FtSZ. ........c.cccoovvviiiiiiiciiciene 42

iX



Figura 22 - Quantificacdo da expressdo relativa do gene BETA nas seis fases da
embriogénese somatica indireta estudadas para os genétipos IAC 1, IAC 2 e IAC 3.

Figura 23 - Resultado BLAST para superfamilia LRRNT _2........cccooiiiiiininiiiieeeene 44

Figura 24 - Quantificacdo da expressdo relativa do gene SOMATIC nas seis fases da
embriogénese somatica indireta estudadas para os gendtipos IAC 1, IAC 2 e IAC 3.

.................................................................................................................................... 45
Figura 25 - Resultado BLAST para superfamilia do Homeodominio............cccceeveneininncnns 47
Figura 26 - Quantificacdo da expresséo relativa do gene WUS nas seis fases da embriogénese
somatica indireta estudadas para os genotipos IAC 1, IAC2e IAC3........ccccvevveneee. 47
Figura 27 - Resultado BLAST para superfamilia API5. ...t 49
Figura 28 - Quantificacdo da expressao relativa do gene INAP nas seis fases da embriogénese
somatica indireta estudadas para 0s genotipos IAC 1, IAC2e IAC3.......ccccceevenee 50
Figura 29 - Resultado BLAST para superfamilia da Oxidoredutase_g6...........ccccoccecereeruenne 51

Figura 30 - Quantificacdo da expressdo relativa do gene OXIRED nas seis fases da
embriogénese somatica indireta estudadas para os genétipos IAC 1, IAC 2 e IAC 3.

Figura 31 - Resultado BLAST para superfamilia TiroSiNase. ..........cccccvereereneienienenieienennns 54

Figura 32 - Quantificacdo da expressao relativa do gene PPO nas seis fases da embriogénese
somatica indireta estudadas para os genotipos IAC 1, IAC2e IAC3........ccccveuveene. 55

Figura 33 - Amplificacdo de quatro locos SSR em plantas matrizes (1), bulk das fases do
cultivo in vitro em meio gelatinoso (2) e dos clones na fase de muda (3). Os DNAs
foram obtidos dos genotipos IAC 1, IAC2, IAC3. (Primeira canaleta: peso molecular
A8 LKD) ot 57

Figura 34 - Amplificagdo do primer LEG12 em plantas matrizes (1), bulk das fases do
cultivo in vitro em meio gelatinoso (2) e dos clones na fase de muda (3). Os DNAs
foram obtidos dos genétipos IAC 1, IAC2, IAC3. (Primeira canaleta: peso molecular
(0L 4 o) S 59

Figura 35 - Amplificacdo do primer LEG9 em plantas matrizes (1), bulk das fases do cultivo
in vitro em meio gelatinoso (2) e dos clones na fase de muda (3). Os DNAs foram
obtidos dos gendtipos IAC 1, IAC2, IAC3. (Primeira canaleta: peso molecular de



OLIVEIRA, Kénia Carvalho de. Caracterizacdo genotipica de plantas matrizes de
cafeeiros e suas progénies clonais obtidas por embriogénese somatica indireta. 2012, 72p.
Dissertacdo (Mestrado em Genética, Melhoramento Genético Vegetal e Biotecnologia) — Pos-

Graduacao-1AC.

RESUMO

Um dos aspectos mais relevantes para atender a demanda do mercado de café é o custo de
producdo, por isso existe um interesse crescente de todos os segmentos da cadeia produtiva do
café visando diminuir gastos. Estudos envolvendo a clonagem de plantas superiores de café
visam explorar a heterose para o aumento da produtividade associado a resisténcia a pragas e
doencas. A clonagem utilizando a estratégia de embriogénese somatica pode auxiliar os
programas de melhoramento diminuindo o tempo para o langcamento de novas cultivares. Esta
dissertacdo teve como objetivo avaliar a metodologia de clonagem de cafeeiros com alto
padrdo heterozigotico oriundos de diferentes fases do processo de sele¢cdo do programa de
melhoramento do cafeeiro do Instituto Agrondémico de Campinas, reunindo evidéncias de que
progénies clonais sdo copias fiéis de suas plantas matrizes. Plantas selecionadas de Coffea
arabica, denominadas IAC 1, IAC 2 e IAC 3, com resisténcia a ferrugem, ao bicho-mineiro e
ao nematoide, respectivamente, foram clonadas via embriogénese somatica indireta. Analises
fenotipicas do material vegetal regenerado foram realizadas para ressaltar o padrdo de
regeneracdo de cada gendtipo. Para as analises moleculares foram selecionados, a partir de
analises in silico realizadas no Banco de Dados do Genoma Café, genes codificadores de
proteinas envolvidas na manutencdo da integridade do DNA, divisdo e ciclo celular, e
possiveis estresses causados devido ao cultivo in vitro. DNAM, H2A, RNAH, TELOM, BETA,
SOMATIC, WUS, INAP, OXIRED e PPO foram o0s genes estudados. Transcritos
correspondentes aos genes selecionados foram amplificados por meio da metodologia
de gRT-PCR. Quarenta e cinco locos SSR-EST foram utilizados para a genotipagem da planta
matriz, de bulks de fases de desenvolvimento do embrido no cultivo in vitro, e dos clones em
viveiro. Existiram diferencas fenotipicas entre 0s genotipos quanto a resposta ao cultivo in
vitro. O gendtipo IAC 1 foi o material mais responsivo a embriogénese somatica indireta,
regenerando calos friaveis de coloragdo creme claro, com grande capacidade de regeneracdo
e desenvolvimento de mudas saudaveis. Os genes que codificam proteinas associadas a
manutencdo da integridade do DNA, assim como aqueles ligados a diviséo e ciclo celular

apresentaram padrfes de expressdo previsiveis ao longo do processo de multiplicacdo clonal.
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Foi observado um aumento da expressdo dos genes ligados ao estresse derivado do cultivo in
vitro e, diferengas foram observadas no padrédo de expressdo de alguns genes quando
comparado o clone e sua respectiva planta matriz. Pela genotipagem, ndo foram identificadas
alteracdes em nivel de DNA nos materiais multiplicados por embriogénese somatica. Os
resultados indicam que os clones sdo copias idénticas as plantas matrizes, mesmo com as
diferencas detectadas na expressao de genes que poderiam influenciar na resposta do cultivo

in vitro.

Palavras-chave: Coffea arabica, cultivo in vitro, embriogénese somética, qRT-PCR,

expressao génica.
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ABSTRACT

One relevant aspect to attend the demand of coffee markets is the cost of production, and thus
there is an interest for the development of initiatives that contribute to cut production
costs. Studies involving the cloning of superior coffee plants aimed at exploiting the
heterosis for increased productivity associated with resistance to pests and diseases. The
cloning strategy using somatic embryogenesis can support breeding programs by reducing
the time for the release of new cultivars. This dissertation aimed to evaluate the
methodology for cloning heterozygous coffee plants with high standard performance, at
different stages of selection by the coffee breeding program of the Agronomic Institute,
gathering evidence that clonal progenies are faithful copies of their parent plants.
Selected plants of Coffea arabica, calledan IAC 1, IAC 2 and IAC 3, with resistance
to rust, leaf- miner, and nematode, respectively, were cloned via indirect somatic
embryogenesis. Phenotypic analyses of the regenerated plant material were performed to
highlight the regeneration pattern for each genotype. For the molecular analysis genes
encoding proteins involved in maintaining DNA integrity, cell cycle and division, and
possible stress caused due to in vitro culture were selected from in silico analysis
performed in the Genome Database Coffee. DNAM, H2A, RNAH, TELOM, BETA, SOMATIC,
WUS, INAP, OXIRED, and PPO were studied genes. Transcript corresponding to the
selected genes were amplified by gqRT-PCR methodology. Also, forty-five EST-SSR loci
were used for genotyping mother plants, bulks of phases of embryo development during
invitro culture, and clone plant acclimatized in the nursery. Phenotypic differences
between genotypes were observed for response to invitro culture. The IAC 1 was first
shown to be more responsive to indirect somatic embryogenesis, friable calluses regenerating,
with color light cream, great capacity for regeneration and development of healthy seedlings.
Genes enconding proteins involved in maintenance of DNA integrity, as well as those related
to cell cycle division showed predictable patterns of expression throughout the process of
clonal multiplication. An increased expression of genes related to stress derived from in vitro,

and differences were observed in the expression pattern observed when comparing the clone
Xiii



and its corresponding plant. For genotyping, there were no changes at the DNA level in the
material multiplied by somatic embryogenesis. The results indicate that the clones are
identical copies of the mother plants, even with differences in the expression of genes that

could influence the response in vitro.

Key Words: Coffea arabica, in vitro culture, somatic embryogenesis, qRT-PCR, gene

expression.
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1 INTRODUCAO

O Brasil é o maior produtor e exportador mundial de café, seguido do Vietnd e pela
Colémbia. A producéo total do Pais na safra de 2010 fechou em 48,09 milhGes de sacas de 60
quilos de café beneficiado, que representa um incremento de 22% em relacédo a safra anterior.
Os maiores estados produtores desse grdo sdo Minas Gerais, Espirito Santo, S&o Paulo, Bahia,
Parana, Rondonia e Rio de Janeiro, que correspondem em 98% da producéo brasileira.

A importancia da cafeicultura para o Pais pode ser visualizada em sua expressdo no
mercado internacional, no volume produzido e na capacidade de geragdo de emprego e renda
na economia nacional. No entanto, 0 aumento no custo de producdo derivado de diferentes
fontes de variagdo como, incidéncia de pragas, doencas e nematoides, diminui a renda dos
produtores de café. Faz-se necessario um avanco no melhoramento genético do café para o
Pais, visando a obtencéo de cultivares produtivas e resistentes aos fatores bioticos e abioticos.

Os programas de melhoramento genético véem desenvolvendo cultivares resistentes,
que representam o melhor método de controle das doencas e pragas, pois € econémico,
eficiente e ndo causa danos ao meio ambiente. Contudo, o melhoramento genético do cafeeiro
é lento, pois se trata de uma cultura perene e de periodo juvenil longo, sendo imprescindivel a
utilizacdo de técnicas que auxiliem e acelerem a obtencdo, avaliacdo e selecdo de materiais
superiores. Analises genéticas em espécies de Coffea estdo sendo realizadas
concomitantemente ao melhoramento classico, visando aumentar a eficiéncia dos programas
de melhoramento para as principais caracteristicas agronémicas, tais como tamanho e forma
de planta, frutos e sementes, além de resisténcias a doencas, pragas e nematoides.

A biotecnologia aplicada ao cafeeiro, através de técnicas de cultura de tecido vegetal,
como a micropropagacdo e 0s marcadores moleculares, tem-se revelado importante
ferramenta de apoio aos programas de melhoramento genético, assessorando a manutencgéo e a
conservacao de bancos de germoplasma, selecéo assistida, identificacdo e avaliagdo de novos
genotipos, redugdo do tempo para a obtencdo dos materiais genéticos e, finalmente, a
multiplicacdo de gendtipos especiais de café.

A embriogénese somaética é uma das principais aplicacGes da micropropagacgéo e tem
como objetivo regenerar plantas idénticas a planta-matriz. Esse processo esta baseado no
conceito de totipoténcia celular, que consiste na capacidade da célula desenvolver uma planta

completa e funcional, desde que submetida as condi¢des que estimulem sua divisdo e
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diferenciacéo.

A clonagem de plantas especiais de café ardbica é uma estratégia que pode diminuir o
tempo para o lancamento de novas cultivares, bem como, explorar seu vigor hibrido. No
entanto, a clonagem de plantas a partir da regeneracéo in vitro pode levar ao desenvolvimento
de alteracdes fenotipicas, denominadas de variacdes somaclonais, associadas com rearranjos
gendmicos, e assim gerar plantas com caracteristicas diferentes daquelas da planta matriz.

Apesar da importancia da cultura do cafeeiro e da op¢do do cultivo in vitro no
melhoramento genético, estudos sobre a variacdo somaclonal derivada da embriogénese
somatica ainda sdo incipientes nesta espécie.

Anélises de genes que controlam a manutencdo da integridade do DNA, da divisdo
celular e manutencgéo do ciclo celular, e outros que representam o estresse ocasionado devido
ao cultivo in vitro, podem evidenciar a auséncia de alteragdes fenotipicas, além de reunir
informacBes de como essa variacdo pode ocorrer. Dentre 0os métodos usados para analisar essa
variacdo somaclonal, os marcadores microssatélites apresentam algumas vantagens quando
comparados a outros tipos de marcadores, pela especificidade e capacidade de deteccdo de
pequenas variagdes no genoma.

Este estudo teve por objetivo reunir evidéncias de que progénies clonais de cafeeiros
com alto nivel de heterozigose séo copias fiéis de suas plantas matrizes. Para tanto, além das
andlises fenotipicas, foram utilizadas estratégias moleculares e de andlise da expressdo de
genes, potencialmente, ligados a manutencdo da integridade celular e do DNA, bem como, a
estresses que envolvem o processo de multiplicacéo in vitro.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A Cultura do Café no Brasil

O café arabica chegou ao Pais em 1727, trazido por Francisco Mello Palheta, apos
visita & Guiana Francesa. As primeiras sementes e mudas foram plantadas em Belém, PA, e
anos depois no Estado do Maranh&o. Em 1760 o café chega ao Rio de Janeiro, expandindo-se
pela encosta da Serra do Mar e, em 1780, atinge o Vale do Paraiba (CARVALHO, 1993).

No entanto, foi no Sudeste brasileiro que a cultura se expandiu, tornando-se a principal
fonte de renda do Pais, representando também grande importancia social e politica. Nas
primeiras décadas do século passado o café chegou a representar mais de 60% das
exportacdes brasileiras (TAUNAY, 1939). Atualmente o café representa cerca de 2% do
produto interno bruto nacional.

O Brasil é 0 maior e mais importante pais produtor de café do mundo, apresentando
uma notavel diversidade de regides produtoras, de qualidades de café, de modelos
tecnoldgicos de producéo e, consequentemente, de custos de producdo (MAPA, 2011).

O Brasil lidera 0 mercado mundial de café em producédo e exportacdo e € o segundo
maior consumidor mundial do grdo, possuindo uma érea total, em formacdo e em producéo,
de 2,274 mil hectares (CONAB, 2011).

A producdo do café ardbica representa 73,9% (31,89 milhdes de sacas) da producao do
Pais, e tem como maior produtor o Estado de Minas Gerais. O café robusta ou Conilon
participa na producdo nacional com 26,1% de café beneficiado, sendo o Estado do Espirito
Santo o maior produtor da espécie (CONAB, 2011).

A cadeia produtiva brasileira se insere nesse gigantesco mercado e age de forma
competente e dindmica: os exportadores operam com notoria eficiéncia, utilizando-se de
modernos instrumentos de comercializacdo; o mercado consumidor interno € o segundo maior
mercado de café do mundo; a industria de torrefagdo e moagem tem evoluido
consideravelmente, passando também por um processo de consolidacdo que aumentou o0s
investimentos internacionais no setor; e a industria de café soluvel é a maior dentre os paises

produtores (MAPA, 2011), gerando renda e milhdes de empregos para o Pais.



Além das excelentes condicGes de solo e clima presentes em grande extensdo do
territorio brasileiro, outro fator importante que contribuiu para o sucesso da cafeicultura no
Pais foi a selecdo de cultivares altamente produtivas e adaptadas. As cultivares Mundo Novo e
Catuai se destacam nessa selecéo, e representam cerca de 80% de todo parque cafeeiro do
café arabica, essas cultivares sdo até 240% mais produtivas que a variedade Typica que foi
introduzida no Brasil, no século XVIII (CARVALHO et al., 1991).

O Brasil possui cerca de 103 cultivares de arabica e 10 cultivares de robusta
registradas no Ministério da Agricultura e do Abastecimento, sendo o Unico Pais com
competéncia para cultivar as duas espécies em larga escala e com produtividade, o que
confirma a sua superioridade na producédo e comercializagdo de café no mundo.

2.2 Classificacdo Botanica

O café pertence a familia Rubiacea, e ao género Coffea, formado por 124 espécies, em
sua maioria, nativas do Continente Africano e algumas endémicas da regido de Madagascar
ao Oceano Indico (DAVIS, 2011). As espécies mais cultivadas e de maior importancia
econdmica sdo C. arabica L. (café arabica) e C. canephora Pierre (café Conilon ou robusta)
(CARNEIRO, 1997).

O C. arabica L. é uma espécie alotetrapldide (2n = 4x = 44 cromossomos). E
autdogama, autofértil em aproximadamente 90% das flores, enquanto as outras espécies
conhecidas desse género sdo diploides (2n = 2x = 22 cromossomos), € em sua maioria,
alégamas e autoincompativeis (FAZUOLI et al., 1999).

C. arabica é originaria de uma regido restrita, localizada no sudoeste da Etidpia e
Sudédo e norte do Quénia (CHEVALIER, 1947). A diversidade genética é relativamente
estreita entre as cultivares de C. arabica L, devido a natureza autbgama, ao limitado centro de
origem, e ao reduzido numero de sementes ou plantas usadas no processo de dispersao
(CARVALHO et al.,, 1993). Os métodos de melhoramento empregados, especialmente o

genealdgico, também contribuiram para isso.

Estudos genémicos baseados na analise do DNA demonstram que C. arabica é
resultado da associacdo de duas espécies diploides de Coffea. Segundo LASHERMES et al.
(1999), dois grupos de cromossomos ou genomas combinados deram origem a espécie C.
arabica, essa teoria foi confirmada utilizando metodologia de hibridacdo GISH (Hibridacao
Gendmica in situ). Por meio do uso de sondas especificas de DNA genémico, duas espécies

mostraram-se as provaveis doadoras, C. eugeniodes e C. canephora, indicando que C. arabica
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é um anfidipldide formado pela hibridagcdo das duas espécies citadas. Além destes resultados
0s autores sugerem que esse processo de especiacdo ocorreu recentemente, com origem na
Africa Central, devido & baixa divergéncia existente entre os dois genomas constituintes de C.
arabica.

2.3 Melhoramento do Cafeeiro

O Programa de Melhoramento do Cafeeiro do IAC visa ao desenvolvimento de
cultivares produtivas, além de buscar o incremento de caracteristicas agronémicas de interesse
como resisténcia a ferrugem e aos nematoides, a obtencdo de variedades de café tolerantes a
insetos como o bicho-mineiro, além de cafés com qualidade de bebida diferenciada como, por
exemplo, cultivares de café naturalmente sem cafeina.

As espécies C. arabica e C. canephora, possuem grande valor econémico no mercado
mundial. Outras espécies do género como C. racemosa, C. kapakata e C. liberica, sdo
relevantes para os programas de melhoramento, como fontes de variabilidade genética para
caracteristicas de interesse agronémico (FAZUOLI et al., 1999). Essas espécies oferecem
caracteristicas altamente vantajosas aos programas de melhoramento, como resisténcia a

doencas e pragas, tolerancia a seca e outros fatores abioticos (FAZUOLI et al., 1999).

O desenvolvimento de cultivares resistentes e/ou tolerantes as pragas e doencas tem
papel importante no aumento da produtividade e diminui¢do de custos de producdo. Mesmo
considerando a disponibilidade de defensivos para o controle quimico, sua utilizacdo pode nédo
ser eficiente e 0 uso de cultivares resistentes € 0 método de controle mais eficaz e de menor
custo, além de evitar a contaminacdo do ambiente e de trabalhadores rurais (PETEK et al.,
2008).

Contudo, os grandes empenhos para a obten¢édo de cultivares resistentes por meio do
melhoramento classico tém resultado em um processo lento (VIEIRA et al., 2005). Devido as
dificuldades enfrentadas pelos melhoristas, tais como, o ciclo longo do cafeeiro, a baixa
variabilidade genética dentro das espécies de interesse comercial, o alto custo dos ensaios de
campo, a necessidade de avaliagdo por varios anos das producdes dado a necessidade de
conhecer a produtividade em longo prazo. Além disso, existe a possibilidade da resisténcia da
cultivar ser quebrada pela grande variabilidade genética do patégeno (ZAMBOLIM et al.,
2005).

A produtividade do café, como em outras culturas, reflete a combinacéo dos diversos

tratos culturais, dos fatores ambientais e o potencial genético. Entretanto, no que se refere ao
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material genético, o uso de variedades relativamente estaveis, limita as possibilidades de
exploracdo da variabilidade existente, sobretudo no que se refere ao potencial representado

pela heterose em plantas hibridas.

A exploracdo da heterozigose, por meio de cruzamentos intervarietais e
interespecificos, depende também da disponibilidade de metodologia adequada de
multiplicacdo vegetativa. Esta metodologia é essencial, tanto para a multiplicacdo do material
genético para os experimentos de avaliacdo e selecdo de clones em condi¢cBes de campo,
quanto para plantios comerciais em larga escala das variedades hibridas clonais ap6s o seu
langamento.

Os programas de melhoramento tém produzido plantas hibridas Fq extremamente

promissoras do ponto de vista agrondmico, que combinam resisténcia a doencas e tolerancia a
pragas, entretanto para a analise desses materiais em campo é necessario um protocolo de
clonagem eficiente e vidvel. O avanco, nas Ultimas décadas, nos processos de clonagem como
a embriogénese somatica, tornou possivel a exploracdo da heterozigose em café, com o
desenvolvimento de cultivares hibridas (TEIXEIRA et al., 2004).

O programa de melhoramento do cafeeiro do IAC é responsavel pelo desenvolvimento
de diversas cultivares com caracteristicas agronémicas de interesse, como as cultivares Obata,
Tupi, Icatu Vermelho, Icatu Amarelo e Icatu Precoce que possuem resisténcia a ferrugem
(Hemileia vastatrix) e que representaram consideravel economia para os produtores e
diminuicdo dos riscos relacionados a poluicdo ambiental e a saude dos agricultores e
consumidores. A cultivar Apoatd de C. canephora, é indicada como porta-enxerto para
qualquer cultivar de café ardbica. As mudas enxertadas sdo recomendadas para areas
infestadas com nematoides Meloidogyne exigua, M. incognita e M. paranaensis, além de
apresentarem muitas vezes ganhos na produtividade devido a rusticidade do material em
relacdo as mesmas cultivares ndo enxertadas. O programa possui ainda uma populacdo
segregante com resisténcia ao bicho-mineiro, Leucoptera coffeella, para futuros langamentos

de novas cultivares.

Dentro desse cenario de desenvolvimento de novas cultivares pelo IAC, a
biotecnologia esta auxiliando o programa de melhoramento genético do cafeeiro
principalmente com uso de marcadores moleculares e da cultura de tecidos vegetais. Essas
técnicas visam principalmente a possibilidade de obtencdo de resultados répidos de uma
forma uniforme e direcionada as caracteristicas de interesse.



2.4 Embriogénese Somatica

A biotecnologia representa importancia na propagacao de cafeeiros pela aplicacdo da
cultura de tecidos vegetal que, permite a multiplicacdo vegetativa in vitro de hibridos
altamente heterozigotos de elevado valor agrondmico. Esse processo possibilita a obtencdo de
grande namero de plantas com uniformidade genética (DUBLIN, 1984).

A multiplicacdo vegetativa via cultura de tecidos vegetais do cafeeiro, pode ser obtida
pela aplicacdo da micropropagacdo, que normalmente utiliza o processo de embriogénese
somatica.

A embriogénese somatica € o processo no qual células ou tecidos somaticos (nao
sexuais) se desenvolvem até a formacdo de uma planta completa por meio de uma série de
estadios de desenvolvimento (WANN, 1987). O desenvolvimento do embrido somaético é
semelhante aquele do embrido zigotico, que consiste nos estadios: globular, coracdo, torpedo
e eixo embrionario. Esquema de estadio do desenvolvimento do embrido somatico e zigético
estd demonstrado na figura 1 (ZIMMERMAN, 1993).

Embriogénese somatica

Regeneracio
— — — ——> daplanta
inteira
Calos Globular Coracio/Torpedo
Plantula
Embriogeénese zigotica
N Expansio
. _ S/ \ .
/ \ 4 “'“\ | \ V
-’"\M\""a ( \ [ \ Maturacio Germinaciio
f \ | | . 1\ 'I ‘I 4L . ‘?
| V| | \ Dessecaciio Crescimento
\ / \ ! . f'. \ ___;"\\ _!. L
" \/ ./ N’ Dormeéncia
Zigoto Globular Coracéio/Torpedo Cotilédone

Figura 1 — Comparacdo entre embriogénese somatica e zigética. [Morfologicamente o0s
embrides somaticos e embrides zigoticos sdo semelhantes principalmente no estadio globular
até fase de torpedo. EmbriGes somaticos ndo apresentam dessecacdo ou dorméncia, mas
continuam a crescer em plantulas completamente diferenciadas.] Adaptado de
ZIMMERMAN, 1993.



A multiplicacdo de plantas via embriogénese somatica estd embasada no conceito
de totipoténcia celular, o qual se define na capacidade de uma célula vegetal diferenciada
de voltar ao seu estado meristeméatico e, apos, redefinir seu padrdo de diferenciacdo
formando uma nova planta idéntica a que a originou (TERMIGNONI, 2005); ou,
segundo TAIZ & ZEIGER (2004), totipoténcia é a capacidade da célula de conservar sua
genética total para o desenvolvimento de uma planta completa. Sendo assim, esta técnica
tem inicio na selecdo de plantas de interesse agronémico, das quais sdo retirados
fragmentos de tecidos vegetais vivos, chamados de explantes, que sdo cultivados em meio
nutritivo definido, sob condicdes assépticas. Estes fragmentos podem ser tecidos, Orgéos
ou células individuais (SERAFINI et al., 2001).

O processo de embriogénese somatica pode ser aplicado para a maioria das
espécies de plantas em condicdo de laboratorio (GAJ, 2004). Para tantos, utilizam-se
meios de cultura com formulagdes diferentes para atender as necessidades de cada espécie
vegeta que proporcionam condi¢fes ideais para que as plantas se desenvolvam no cultivo
in vitro. Em geral, os meios de cultura apresentam em sua COmMpOSiGd0 macro e
micronutientes, vitaminas, fontes de carboidratos, agua e, quando necessario reguladores
de crescimento de plantas (DODDS & ROBERTS, 1995).

A ocorréncia da embriogénese somaética estd associada a inducdo de células
diferenciadas do explante que passam a apresentar caracteristica embriogénica, seguida
da expressdo do embrifo somatico (JIMENEZ, 2005). O embrido somatico é uma
estrutura que apresenta apices caulinar e radicular, sem conexdao com o tecido vascular
original (VON ARNOLD et al., 2002; QUIROZ-FIGUEROA et al., 2006).

A embriogénese somatica pode ocorrer pela via direta ou indireta (WILLIAMS
& MAHESWARAN, 1986). A embriogénese somatica indireta consiste de duas fases, a
calogénese e a embriogénese. Na calogénese, a célula diferenciada do explante passa
pelo evento de desdiferenciacdo, seguida da divisdo e proliferacdo celular, que levam a
formacéo do calo, um conjunto de células ndo funcionais. Na fase de embriogénese ocorre
a iniciacdo e desenvolvimento dos embriGes somaticos a partir de determinados nichos de
células do calo (BERTHOULY & MICHAUX-FERRIERE, 1996; SANTANA-BUZZI et
al., 2007).

Na embriogénese somatica direta, os embrifes somaticos iniciam-se diretamente
de determinadas células da borda do explante (DUBLIN, 1981; MOTOIKE et al., 2007), as
quais apresentam competéncia e determinacdo (MC DANIEL et al., 1984) para diferenciar e



desenvolver os embrides somaticos sem a necessidade da fase de calo.

A multiplicacdo vegetativa de Coffea pode ser obtida pela embriogénese
somatica direta ou indireta. No entanto, normalmente, a via indireta € mais aplicada para
gendtipos de C. arabica do que a via direta (VIEIRA & KOBAYASHI, 2000).

SONDHAL & SHARP (1977) estabeleceram protocolo pioneiro para a obtencao
de embrides sométicos de C. arabica via embriogénese somaética indireta. Destaca-se que
esse protocolo vem sendo utilizado na sua integra ou com modificacdes para a
micropropagacdo dessa espécie. Trabalhos pioneiros em cultivo in vitro de café foram
realizados por STARITSYK (1970) em C. arabica e para C. canephora por HERMAN &
HAAS (1975).

REZENDE et al. (2011), estudaram a inducdo de calos a partir de explantes
foliares em trés experimentos. No primeiro, avaliaram dois meios de cultura e cinco
genotipos de C. arabica; no segundo, as avaliacbes foram realizadas visando obter o
potencial de producdo de calos em dez gendtipos; e no terceiro, foram avaliados dois
reguladores de crescimento de planta em diferentes concentragfes. Esses autores
observaram que a competéncia de producdo de embrides somaticos esta relacionada ao
genotipo e o tipo de meio de cultura influencia na resposta do potencial genético de cada
genotipo. Além disso, a capacidade de formacdo de calos também é condicionada pela
relagao entre os diferentes reguladores de crescimento de planta.

Atualmente, verifica-se a tendéncia para a micropropagacdo de plantas especiais
de arabica, em larga escala, por meio do uso do sistema de imersdo temporéaria desenvolvido
pelo grupo de pesquisa do CIRAD, Montpellier, Franca. Esse sistema foi estudado por
ALBARRAN et al. (2005), que visou aumentar a eficiéncia do processo de cultivo in vitro
por meio da imersdo temporéaria. Esses autores conseguiram regenerar com sucesso grandes
quantidades de embrides torpedos, com taxa de 75% de conversao.

Das observacdes anteriores, destaca-se que a embriogénese somatica indireta é
aplicada com elevada frequéncia para a obtencdo de embrides de C. arabica tanto para
programas de melhoramento como para a produgdo de mudas com fins comerciais.
Entretanto, nota-se que as plantas regeneradas por esta via de micropropagagdo podem
apresentar alteracdo que é denominada de variagdo somaclonal a qual estd associada as
condigdes do cultivo in vitro.

A variacdo somaclonal pode alterar o padrdo fenotipico ou o funcional das

plantas micropropagadas, o que nao é desejavel, pois prejudica seu desenvolvimento. Pouco
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se conhece, por que certos eventos regenerativos in vitro sdo mais facilmente induzidos
em alguns tecidos do que em outros. Admite-se que estas diferentes expressoes
morfogenéticas se reflitam, de alguma maneira, na natureza e no grau de diferenciagdo
dos tecidos. Neste contexto, entende-se por diferenciacdo o processo mediante o qual as
celulas tornam-se progressivamente especializadas tanto no ponto de vista estrutural quanto
funcional (TORRES, et al., 1999).

As plantulas regeneradas via embriogénese somaética indireta podem apresentar a
ocorréncia de variacdo somaclonal que se deve ao longo periodo da fase de calogénese
(LARKINS SCOWEROFF, 1985). Em C. arabica, em geral, a calogénese € obtida em
cerca de 90 a 120 dias o que representa tempo longo que pode permitir a alteracdo do
padrdo genético das células dos calos formados (ALMEIDA et al., 2009). Além disso, as
fases de multiplicacdo do calo e regeneragdo também demandam tempo.

A embriogénese somatica utilizando o meio MS com modificacBes para o cultivo
in vitro da cultivar Catimor foi estudado por MENENDEZ-YUFFA & RIOS-BOLIVAR
(2008). Estes autores obtiveram sucesso no experimento que apresentou aplicabilidade da
eletroforese de proteinas sollveis para detectar diferencas entre gendtipos e clones,
permitindo afirmar que as plantas regeneradas por embriogénese somatica da cultivar
Catimor eram estaveis ao nivel das proteinas soltveis de distintas variedades de café.

Em C. canephora, os resultados também sdo promissores. Estudos realizados
por DUCOS et al., (2003), sobre a performance agronémica de C. canephora produzidos
por embriogénese somatica em meio liquido, avaliando cinco gendtipos cultivados in
vitro e em diferentes ensaios de campo, nas Filipinas e Tailandia, revelaram que o aspecto
das mudas derivadas do cultivo in vitro foi similar ao apresentado pelos seedlings; a taxa
de heterogeneidade observada foi a mesma em campo e em estufa, demonstrando
auséncia de evidéncias de variagbes somaclonais. Estes autores avaliaram aspectos
agrondmicos como altura e didmetro de plantas, assim como o nimero e comprimento de
ramos laterais e nimeros de nd por ramo lateral, e foram observados também alguns
possiveis tracos de anormalidades. Porém, os autores ndo analisaram a ocorréncia de
variagdes ao nivel de DNA.

A metodologia de propagacdo in vitro de cultivares com alto potencial agrondmico
¢ promissora para os programas de melhoramento genético do cafeeiro, entretanto, é
necessario a existéncia de estudos basicos que auxiliem a qualidade do material cultivado

por embriogénese somatica, sobretudo na sua estabilidade genética.



2.5 Variacao Somaclonal

As plantas regeneradas por cultura de tecidos vegetais sdo coOpias idénticas as suas
plantas matrizes, pois o crescimento de células in vitro e a sua regeneragdo é um processo
assexuado, envolvendo somente divisGes mitdticas que, teoricamente, ndo causariam
qualquer variacdo genética (BAIRU et al., 2010). Todavia, frequentemente, tem sido
observada principalmente a ocorréncia de variagdo morfoldgica nas plantas regeneradas. Ao
conjunto de variag6es induzidas pelo cultivo in vitro da-se o nome de variacdo somaclonal.

A variagdo somaclonal é composta de diversos tipos de alteragdes, que podem
se expressar nos niveis fenotipicos, de ploidia, cromossémico e molecular. Desta forma,
variacdo somaclonal é um termo amplo, que abrange qualquer fendmeno que cause
variacdo genética ou epigenética, que pode ser encontrada em mudancas fenotipicas nas
plantas regeneradas (PEREDO et al.,, 2008; RHEE et al., 2010). Analisando esses
aspectos, PHILLIPS et al. (1994) sugeriram que as variacdes decorrentes do cultivo in
vitro teriam caracteristicas de mutagénese autoimposta devido a quebra do controle do ciclo
celular normal.

De modo geral, o genoma pode se alterar devido aos aspectos de sobrevivéncia
e adaptacdo, como ocorre em cultivo in vitro, pois neste caso as células sdo submetidas
a condicBes de estresse. Assim, do ponto de vista evolutivo, um organismo, ou as
células submetidas ao cultivo in vitro, precisam encontrar um meio termo entre
adaptabilidade e mutabilidade (ZHANG et al., 2009).

As mudancas fenotipicas relacionadas as modificacbes genéticas apresentam
vasto registro na literatura, tanto de aspectos guantitativos quanto qualitativos, resultado da
mutacdo de genes de heranca mendeliana simples, frequentemente recessivos. Alguns
desses mutantes foram observados em mudas e incluem feno6tipos com deficiéncia de
clorofila, nanismo, multi-caule conforme estudados por ETIENE & BERTRAND (2003) e
DUCOS et al., (2003).

A variagdo no nivel de ploidia das células provenientes de cultivo in vitro,
principalmente daquelas derivadas de calo, podem ocasionar alteragdes fenotipicas na
anatomia, na fisiologia e no metabolismo das plantas clonadas. A alteracdo no nivel de
ploidia, pode ser derivada do ambiente de cultivo, ou ainda, por uma condigdo pré existente
in vivo na planta, seja para 0 aumento ou diminuicio de genomas Ou CromossSOomos
(YANG & LOH, 2004).

As mudangas epigenéticas sdo originadas por modificacdes na expressdo do DNA,
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as quais se originam de alteracbes do padrdo de metilacdo do DNA, modificacdes em
histonas e remodelagem da cromatina. Essas variacdes podem levar a uma alteracdo na
transcricdo de genes (BAIRU et al., 2010; SMULDERS & DEKLERK, 2011).

A migracdo de elementos de transposicdo ou transposons pode, do mesmo
modo,induzir a ocorréncia de variagdo somaclonal. O estresse induzido pelo cultivo in vitro
parece ser um ambiente propicio para ativar, em plantas ou células, elementos que fora da
cultura de tecidos estariam em repouso (OLHOFT & PHILLIPS, 1999).

Os mecanismos exatos que induzem a variacdo somaclonal, ainda ndo séo
totalmente elucidados devido a complexidade dos mecanismos de controle. Entretanto,
pesquisadores vém estudando a epigendmica, na tentativa de explicar as bases de génese da
variacdo somaclonal, utilizando os mecanismos epigenéticos envolvidos no controle da
expressao de genes. Os mecanismos epigenéticos, tais como a metilagdo ou as
modificacbes das histonas e os RNAs de interferéncia estdo no centro dessa questdo
(TANURDZIC et al., 2008). Essas implicacbes contribuem para esclarecer, pelo menos

parcialmente até 0 momento, as bases mecanicistas ou a génese da variacdo somaclonal.

2.6 Marcadores Moleculares

O marcador molecular € definido como qualquer fenétipo molecular oriundo de
um gene expresso ou de um segmento especifico de DNA (FERREIRA &
GRATTAPAGLIA, 1998). Segundo MILACH (1998), marcadores moleculares séo
caracteristicas de DNA que diferenciam dois ou mais individuos e sdo herdados
geneticamente. Os marcadores moleculares tém sido empregados no melhoramento de
plantas para diversos fins, constituindo uma ferramenta importante, em virtude das
vantagens que apresentam, como por exemplo, maior rapidez na obtencdo de resultados e
maior confiabilidade dos dados obtidos (FERREIRA, 2003).

Alguns dos exemplos da utilizacdo dos marcadores moleculares no melhoramento
de plantas incluem: estudos de diversidade genética, caracterizagdo de bancos de
germoplasma, genealogia, construcdo de mapas, mapeamento comparativo, mapeamento
génico, selecdo de genitores, certificacdo de cruzamentos, predicdo de fenotipos,
fingerprinting, anélises de pureza genética de sementes, melhoramento assistido, protecéo
varietal, mapeamento fisico de genomas, integracdo de mapas genéticos e fisicos, clonagem
posicional, estudos de desequilibrio de ligacdo, mapeamento de associacao, filogenia, estudo
de pedigree, isolamento de genes e diagnose (BOREM & CAIXETA, 2006).



Os tipos distintos de marcadores moleculares atualmente disponiveis diferenciam-
se pela tecnologia utilizada para revelar variabilidade ao nivel de DNA, e variam de acordo
com a habilidade de detectar diferencas entre individuos, custo, facilidade de uso,
consisténcia e repetibilidade. Os principais tipos de marcadores moleculares podem ser
classificados em dois grupos, conforme a metodologia utilizada para identifica-los:
hibridacdo ou amplificagdo do DNA via PCR (JEFFREYS et al., 1985).

Assim, se faz necessario o desenvolvimento e aplicacdo de métodos alternativos
para auxiliar o melhoramentodo café, proporcionando maior eficiéncia, velocidade e
direcionamento para os programas de melhoramento. Dessa forma, as pesquisas em
biotecnologia estdo impulsionando grande progresso na agricultura em todo mundo.

A gendmica tem gerado muitas informacdes e criado bancos de dados de
sequéncias de DNA, que permitem a identificacdo de fatores genéticos decisivos e/ou
associados com caracteristicas de interesse agronémico. O sequenciamento de cDNAs em
larga escala para produzir Etiquetas de Sequéncias Expressas (ESTs — Expressed Sequence
Tags) e a comparacdo dessas sequéncias disponiveis com outras em diferentes banco de
dados tem se tornado uma alternativa para o alcance rapido de dados sobre a capacidade
codificadora de genomas e para identificar novos genes.

Com o0 avango da gendmica, alguns tipos de marcadores moleculares tém sido
beneficiados, pois o sequenciamento do DNA tem facilitado o desenvolvimento e a
identificagio dos mesmos. Dentre esses marcadores existem o0s denominados
marcadores Etiquetas de Sequéncias Expressas — Reacdo em Cadeia de Polimerase (EST-
PCR). Existem varias vantagens em realizar estudos genéticos com marcadores do tipo
EST-PCR ou baseados em cDNA em relacdo aos que utilizam primers aleatorios. Eles
marcam genes expressos e, portanto sdo particularmente Uteis para mapeamento de QTLs
(Locos de caracteristicas quantitativas). Se um marcador EST-PCR € encontrado ligado a
um QTL é possivel que o gene, a partir do qual o marcador EST-PCR foi derivado, controle
a caracteristica em questdo. Pelo fato de serem originados de regides codificadoras, que
sdo mais conservadas entre populacbes e especies do que as ndo codificadoras, 0s
marcadores EST-PCR sdo Uteis para o estudo de mapeamento comparativo. Além disso,
marcadores EST- PCR podem ser herdados codominantemente, o que permite a
identificacdo dos alelos diferentes em locos heterozigotos de organismos diploides
(ROWLASND et al., 2003). Neste contexto, a utilizacdo de SSR (SSR — Sequéncia Simples
Repetida) baseados em genes expressos tem sido relatada para analises de diversidade
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genética de muitas espécies incluindo uvas (SCOTT et al., 2000), cana-de-acUcar
(CORDEIRO, et al., 2001), trigo duro (EUJAYL, et al., 2001) e centeio (HACKAUF e
WEHLING, 2002).

A cultura cafeeira também estd se beneficiando da revolugdo genémica. Por
iniciativa do Consorcio Brasileiro de Pesquisa e Desenvolvimento do Café (CBP&D-Café),
coordenado pela Embrapa Café, em colaboragdo com a Fundagdo de Amparo a Pesquisa do
Estado de Sao Paulo (FAPESP) e Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (Cenargem),
teve inicio em fevereiro de 2002 o Projeto Brasileiro do Genoma Café (PBGC). O Projeto
foi criado para desenvolver ferramentas Uteis para a descoberta de genes e anélise genética
funcional em café e espécies relacionadas e ajudar no avanco do conhecimento da
organizacdo e evolucdo do genoma café (VIEIRA et al., 2006).

Estas informacdes basicas fornecem um recurso valioso para estudos da biologia

e fisiologia do café que poderad resultar no isolamento e na caracterizacdo de genes
agrondmicos importantes para o melhoramento genético de Coffea. Os genes identificados
poderdo ser Uteis para acelerar a escolha de variedades mais produtivas, tolerantes a seca e
resistentes ao ataque de pragas e doencas. Além disso, terd vantagem na obtencdo de novas
cultivares com qualidades superiores de bebida, em aroma e sabor e com melhores
caracteristicas nutritivas e farmacéuticas, para aumentar a satisfacdo dos consumidores e a
conquista do mercado com produtos de maior qualidade e valor agregado (VIEIRA et al.,
2006).

2.7 Bioinformatica

A bioinformética € uma area que tem suprido as necessidades no desenvolvimento
de novas ferramentas para o0 gerenciamento de grandes volumes de informacGes. Além do
armazenamento, existe a necessidade de andlise dos dados, o que torna indispenséavel a
utilizacdo de plataformas computacionais eficientes para a interpretacdo dos resultados
(ZATZ, 2002).

As analises in silico sdo necessarias para minerar os dados (data mining) gerados
pelos projetos de seqiienciamento. O objetivo dessas analises € encontrar sequéncias de
genes relacionados com processos bioldgicos de interesse. No entanto, o envolvimento de
um gene em um processo bioldgico de interesse deve ser confirmado por metodologias
de gendmica funcional. Uma delas é a tecnologia de marcadores moleculares, que

permite a deteccdo de variabilidade do DNA.
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Diferentes ferramentas foram desenvolvidas pela bioinformatica para auxiliarem
0 acesso e a analise dos diversos bancos de dados. No entanto, o BLAST ou Basic
Local Alignment Search Tool, é a ferramenta mais conhecida para a comparacdo de
sequéncias de DNA entre os bancos de dados genémicos (ALTSCHUL et al., 1990). Este
programa compara uma sequéncia de DNA ou de uma proteina com todas as sequéncias

gendmicas de dominio publico.

O programa BLAST ndo realiza uma comparagdo da extensdo total das
sequéncias estudadas, apenas identifica, no banco de dados, a presenca de uma sequéncia
suficientemente similar com a pesquisada. Desta forma, exclui os resultados néo relevantes
e estende a vizinhanga da regido de similaridade detectada até um determinado valor de
corte (PERTSEMLIDIS & FONDON, 2001).

A andlise resulta na comparacdo entre sequéncias de DNA ou proteinas
depositadas em bancos de dados com maior similaridade. Desta forma, varias
informacdes podem ser interpretadas por meio do BLAST. O resultado dessa busca
pode associar uma funcdo a qualquer segmento de DNA ou proteina, que apresente
similaridade significativa com outras sequéncias de DNA ou proteinas, previamente
anotadas no GenBank com funcéo determinada experimentalmente (SANTOS & ORTEGA,
2003).

3 MATERIAL E METODOS

Todos os experimentos para as analises moleculares foram realizados no Laboratério
de Biologia Molecular do Centro de Café ‘Alcides Carvalho’ do Instituto Agrondmico de
Campinas (IAC). Entretanto, o cultivo in vitro foi realizado pelo Instituto de Biosomatica, da
empresa SBW do Brasil, que possui énfase em pesquisa, desenvolvimento e inovacdo
tecnoldgica em cultura de tecidos vegetais, com parceria de outras instituicdes. As plantas

clonadas de café pertencem ao programa de melhoramento do cafeeiro do IAC.

3.1 Material Vegetal

O material vegetal avaliado, oriundo de diferentes linhas de pesquisa do programa de
melhoramento do cafeeiro desenvolvido pelo Instituto Agronémico de Campinas, encontra-se

relacionado na tabela 1.
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Tabela 1 - Informag@es gerais sobre matrizes selecionadas para clonagem visando a selecdo
de novas cultivares de Coffea arabica.

Cadigo Resisténcia Origem Local Geragéo
IAC 1 — . C. canephora x .
(H15 483) Hemileia vastarix C. arabica Campinas, SP F1

IAC 2 C. racemosa x

Leucoptera coffeella Campinas, SP FsRC4

(H 13685-1-25) C. arabica

IAC 3

(Icatu Vermelho  Meloidogyne paranaensis g ;ﬁgg?ch;ra X Herculéndia, SP  Fs
IAC 925) '

3.2 Cultivo in vitro

Os cafeeiros IAC 1, IAC 2 e IAC 3 foram propagados in vitro por embriogénese
somatica indireta de acordo com sequéncia de eventos ilustrada na figura 2. Os explantes,
obtidos de folhas jovens expandidas previamente coletadas em plantas matrizes adultas
localizadas em campo. Estes foram mantidos in vitro durante um més para a obtencdo dos
calos primérios e, apds seis meses, foram obtidos os calos embriogénicos. Nessa fase, 0
material foi cultivado divido em dois lotes, sendo cada um destinado, respectivamente, para o
cultivo em meio solido e liquido. Nesses dois meios de cultivo, os explantes passaram por
diferentes fases: multiplicacdo, regeneracdo, aparecimento dos embrides globulares e
germinacdo, formacdo de embrides pré-cotiledonares e obtencdo das plantulas. A duracdo de
cada uma das fases citadas anteriormente foi de dois meses. As plantulas obtidas foram entéo

transferidas para substratos para adaptacéo e formacédo da muda em viveiro.

Meio Gelatinoso

Multiplicacio Maturacio Plantula Muda em
Regeneragdo ‘ Germinagdo ‘ in vitro - viveiro

. Calo Primario
Planta Matriz | 88 | ., Ebriogénico {

Multiplicacio Maturacio Plantula Muda em
Regeneragdo ‘ Germinagdo * in vitro b viveiro
Meio Liquido

Figura 2 — Esquema das fases do processo da clonagem via embriogénese somatica indireta
dos gendtipos de Coffea arabica do programa de melhoramento genético do 1AC.

13



Amostras das diversas fases ilustradas na figura 2 do cultivo in vitro dos trés genotipos
—IAC 1, IAC 2 e IAC 3 — foram coletadas para as analises fenotipicas, anélises de expressdo
génica e genotipagem por meio de conjunto de marcadores microssatélite. As amostras foram
congeladas em nitrogénio liquido (N,), e armazenadas em freezer -80°C, para avaliagdes.

As coletas foram realizadas na empresa SBW do Brasil em Holambra/SP, de acordo
com o avango da embriogénese somatica indireta, para todos os gendtipos e em cada estadio
de desenvolvimento, em média foram amostradas seis placas de Petri com as caracteristicas

predominantes do genotipo.

3.3 Andlises Fenotipicas

Os materiais vegetais cultivados em meios liquido ou gelatinoso foram avaliados
comparativamente e caracterizados fenotipicamente nas fases de multiplicacédo, regeneracéo,
maturacdo e germinacdo em funcdo das caractetisticas predominates do material vegetal . O
potencial de regeneracdo do material também foi avaliado entre as fases de cada um dos
meios de cultivo. Esta caracteristica esta diretamente relacionada a cor dos explantes, alterada
como consequéncia da oxidacao fendlica.

Apos as andlises fenotipicas as placas de Petri foram divididas para as respectivas
analises de expressdo génica e genotipagem. Este material vegetal foi utilizado na extracdo
dos &cidos nucléicos RNA e DNA.

3.4 Expressao Génica

3.4.1 Andlise in silico

A selecdo de genes para avaliacdo foi realizada em funcdo de informacdes prévias da
literatura e dos dados experimentais do Laboratério de Biologia Molecular do Centro de Café
‘Alcides Carvalho’ do Instituto Agrondmico de Campinas — IAC. Genes potencialmente
associados com a ocorréncia de alteragdes genémicas foram selecionados e destes dez genes
foram nomeados genes candidatos. Estes eram ligados a manutencdo da integridade do DNA,
regulacdo da manutencdo celular e divisdo do ciclo celular, além de genes relacionados a
estresses ocasionados pelo processo de embriogénese somatica.

Para a identificacdo de sequéncias génicas homologas em café foram realizadas buscas

dirigidas no Banco de Dados do Genoma Café (http://www.lge.ibi.unicamp.br/cafe/) e no banco
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de dados das Solanaceas (http://solgenomics.net/). Esta estratégia visou a identificacdo de genes

potencialmente expressos durante a fase de crescimento in vitro.

O BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) foi o programa utilizado para o
alinhamento local das sequéncias, sendo considerados os alinhamentos com e-value inferiores
a 1x10™° e com numero de bases similares e idénticas maiores que 60%. Para cada gene
estudado os reads selecionados foram agrupados para identificacdo de sequéncias unicas
consenso ou contigs. A busca de dominios nos contigs foi feita com o programa de BLAST

Conserved Domains (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi) do GenBank e, para a

identificacdo do dominio da proteina foram utilizados os bancos de dados Conserved domain

datase (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cdd) e Pfam 26.0 database (http://pfam.sanger.ac.uk/).

3.4.2 Desenho de primers gene-especifico

Uma vez selecionadas as sequéncias que possuiam o dominio conservado
correspondente as proteinas codificadas pelos genes selecionados, foram escolhidos dez genes
candidatos para a sintese de primers gene especificos (Tabela 2). O desenho dos primers foi

realizado com o auxilio do programa Primer 3 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/). Para maior

especificidade dos primers foi estabelecido que um deles tivesse a sequéncia-alvo dentro do
dominio funcional da proteina, garantindo a presenca do gene, e o outro fora do dominio
garantindo que 0s primers ndo anelassem em outros genes que possuissem o0 mesmo dominio.
Outros parametros também foram definidos, tais como o produto final entre 80 e 130 pb,

temperatura de anelamento do primer entre 58 e 62 °C, e a GC% 6timo em 50.

Tabela 2 - Primers gene-especificos utilizados para a analise de expressao de genes de
plantas matrizes e clones dos gendtipos de C. arabica IAC 1, IAC 2 e IAC 3.

Familia Nome Primer (5'— 3")

F: 5 GGTGGAATGGGATCCAGATA 3

AdoMet_MTases  DNAM R: 5' GTGAGGTTCTGCTCGTGTGA 3

F: 5 AGTGCTACCTCTGGGCTCAA 3

API5 APIN R: 5' ACCCCCAATAAAGGAAGGTG 3'
F: 5 TTGTGGACCTTCAAGAGGTTG 3'
EST1 TELOM R: 5' CCTCATGCTTTTGCGAAACT 3'
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Tabela 2 - Continuagao...

F: 5' CGTACGAAGCAGACTGCAAG 3'
H2A HIST R:5 CTTCTTCACTCCTCCGGTTG 3'

F: 5 AGGCATATTGTCCTGCCTTG 3'
HELICc RNAH R: 5 GGCAATAAGCCAGCAAGTTC 3
F: 5 GACTCCCAAACCAGAGCAAA 3'

Homeodomain  WUS R: 5' CACCCACAGAACCGAATTTT 3'

F: 5 TGTACTCGTCTTTGCGCTTG 3
LRRNT_2 SOMATIC R: 5' GATCTGCCAAGCTGACCTTC 3

. F: 5 CGAATCGATTGCATTGAGG 3'
Oxidored g6 OXIRED R: 5' CGAGCATCATTAACCAACTCC 3'

F: 5 CCCCTTAACAAGACCGTGAA 3'
FROL_KFDV PPO R: 5 CGGACACCACCAATCTCTCT 3
F: 5 GCACGGAGCACACTTCAATA 3

Tubulin_Ftsz BETA R: 5 TGGTTGTTGAAATCAGGTGGT 3

3.4.3 Validacao da eficiéncia dos primers

Para verificacdo da eficiéncia de amplificacdo dos primers e da qualidade do produto
de amplificacdo foram realizadas reacdes de PCR com o DNA extraido de folhas de cafeeiro
da cultivar Mundo Novo. Os produtos da amplificacdo foram separados por eletroforese em
gel de agarose 3%, corados com brometo de etidio e visualizados sob luz ultravioleta.

Para otimizar as condi¢des das reacdes RT-PCR com o0s primers gene-especificos
foram realizadas reac6es de PCR quantitativo (QRT-PCR) utilizando 7,5 puL de Sybr Green/
ROX gPCR Master Mix 2X, 0,3 uL de cada primer (forward e reverse) 10 uM, 2,0 uL de
cDNA em quatro dilui¢Ges diferentes [75, 150, 300 e 600 ng/ pL] e 4,9 pL de H,O RNAse
FREE completando 15 pL.

A inclinacédo da curva padréo foi usada para determinar a amplificacdo exponencial e a
eficiéncia da reacdo de PCR por meio das seguintes equacdes:

e Amplificacio exponencial = 10¢/!P¢)
e Eficiéncia = [10 (¥s°P9)-1
Considerou-se a variacdo da inclinacdo da curva padrdo entre -3,50 a -3,20, o que

resultou numa selegdo de amplificacdo de 1,93 a 2,05, e valores para a eficiéncia de primers
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de 0,93 a 1,05. Esses resultados também indicaram a melhor concentracdo de cDNA a ser

utilizada nas reagdes de andlises na expressdo génica.

3.4.4 Extracdo do RNA

A extracdo do RNA foi realizada conforme protocolo Trizol — Applied Biosystems,
com a adaptagdo de um tampdo CTAB (Anexo A) no inicio da extracdo. Antes do uso do
tampdo de extracdo foram adicionados 200 puL de p-mercaptoetanol para cada 10 mL do
mesmo.

O material vegetal foi macerado em cadinhos de porcelana, tratados com peréxido de
hidrogénio (H,O;) a 10%. As amostras foram maceradas em N; liquido até a obtencéo de um
po fino. Em microtubos de 2,0 mL foram colocados 0,3 g de tecido macerado. Foi adicionado
1,0 mL do tampdo de extracdo as amostras que foram homogeneizadas e incubadas a 65 °C
por 30 minutos. Foram adicionados 800 pL de cloroférmio, homogeneizado por inverséo, e
centrifugado por 10 min a 10000 rpm. O sobrenadante foi transferido para um novo
microtubo, para a adicdo de 1 mL de Trizol, seguido de incubacdo por 5 minutos em
temperatura ambiente. Em seguida, a suspenséo foi centrifugada a 10.800 rpm por 10 min a
4 °C. O sobrenadante foi transferido para novo tubo. Foram adicionados 200 pL de
cloroférmio, procedendo-se a homogeneizacao, incubacao por 20 min, centrifugacdo a 10.800
rpm por 15 min a 4 °C. Houve a separacdo em trés fases: fase vermelha referente a proteina;
interfase referente ao DNA e fase superior incolor contendo o RNA. Foram realizadas trés
lavagens com cloroférmio para garantir a pureza do RNA extraido. Quando nédo se observou a
fase de interfase, o sobrenadante foi coletado, transferido para novo tubo e adicionado 500 pL
de isopropanol gelado. A homogeneizagdo do material foi realizada por inversdo e apos, o
material foi incubado por 1 hora a -20 °C. Para a formacéo do precipitado, foi realizada uma
centrifugacdo a 10.800 rpm por 20 minutos a 4 °C. Apds a centrifugacdo o sobrenadante foi
descartado e o precipitado foi lavado com 1 mL de etanol 75% e centrifugado a 5000 rpm por
5 minutos, a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e 0 RNA foi ressuspendido em 30 uL de
H,O ultra pura DEPC.

A gqualidade do RNA foi avaliada em gel de agarose 1% (Figura 3). Apés a andlise da
qualidade, o RNA foi quantificado em espectrofotometria (220-280nm), diluido e tratado com
DNAse seguindo o protocolo do fabricante. Foram colocados em um microtubo 10 uL de
RNA diluido para 100 ng/uL, 1 pL de Buffer 10X e 1 /L de DNAse. Estes ficaram
incubados a temperatura ambiente por 15 minutos. Foram, entdo, adicionados 1 pL da
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Solucao Stop, mantendo-se a 70 °C por 10 minutos. Apds, foi adicionado acetato de potassio
2M (volume 1:10), e os microtubos foram mantidos no gelo por 15 minutos, e centrifugados
por 10 minutos a 10.800 rpm. O sobrenadante foi transferido para outro microtubo, e foram
adicionados trés volumes de etanol absoluto e incubados por 2 horas a -80 °C. Apo0s este
tempo, as amostras foram centrifugadas por 30 minutos a 10.800 rpm. O sobrenadante foi
descartado, o precipitado foi lavado com 100 pL de etanol 70% e centrifugado novamente a
10.800 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado, e apds a secagem o precipitado

foi ressuspendido em 30 pL de agua ultra pura DEPC.

8 9 10 1112 13 14 1516 17 18

--=----------
-— - e - . W - — — -

Figura 3 — Qualidade de 18 amostras de RNA avaliadas em gel de agarose 1%. (primeira
canaleta: peso molecular de 1kb).

O RNA tratado foi novamente quantificado e diluido. Para garantir a eficacia do
tratamento com DNAseg, foi realizada uma reacdo de PCR padréo, com um controle positivo e

um negativo.

3.4.5 Sintese de cDNA

A partir do RNA tratado com DNAse, foi sintetizado cDNA seguindo o protocolo do
fabricante (Sigma). O mix continha 100 ng RNA, 2 uL de 10x RT Buffer, 0,8 pL de 25x
dNTP mix (100 mM), 2 pL de 10x RT Random Primers, 1 pL de MultiScribe™ Reverse
Transcriptase, e 4,2 uL de Nuclease-free H,O; totalizando 20 uL de reacéo final.

O cDNA foi quantificado em espectrofotometria, medindo-se a absorbancia em 220-
280 nm, e posteriormente diluido para 50 ng/pL para uma reacdo de PCR padrédo, a
capacidade de amplificacdo garante a qualidade do DNA complementar sintetizado in vitro.
Para a realizacdo de reacdo PCR quantitativo (QRT-PCR), o cDNA foi utilizado na

concentracdo de 500 ng/pL como estabelecido pelo teste de validagcdo dos primers.

18



3.4.6 Expressao génica relativa _ qRT-PCR

Foram realizadas reagOes de PCR quantitativo (QRT-PCR) para analisar o perfil de
expressao dos genes em cada fase do cultivo in vitro, para cada gendtipo. Estas reacdes foram
realizadas no ABI 7300 Real Time PCR Systems (Applied Biosystems). As condi¢cbes de
reacOes foram as mesmas descritas por ISKANDAR et al. (2004). Para uma reagdo com
volume final de 15 pL foram utilizados 2 pL de cDNA na concentragédo de 500 ng/pL, 4,9 pL
de agua ultra pura tratada com DEPC, 0,3 pL de cada primer (forward e reverse) diluidos a
10 pmol e 7,5 puL de SYBR green master mix (Fermentas). Todas as amostras foram
amplificadas em triplicatas nas seguintes condigdes: 1 ciclo de 10 minutos a 95 °C, 40 ciclos
de 15 segundos a 95 °C e 1 minuto a 60 °C. Foram utilizadas também amostras sem adi¢éo de
cDNA para detectar qualquer sinal de contaminacdo, controle negativo. Para confirmar a
presenca de amplicons Unicos, os produtos do PCR foram submetidos a curva de dissociacao
com temperatura variando entre 60 °C e 95 °C. O sinal fluorescente do SYBR Green foi
padronizado por um corante de referéncia passiva (ROX), incluso no PCR master mix
(EDWARDS, 2004). Todas as placas foram amplificadas em triplicatas para aumentar a

precisdo experimental.

3.5 Marcadores Moleculares
3.5.1 Extracdo do DNA

A extracdo de DNA seguiu o protocolo DOYLE e DOYLE (1991). As amostras foram
obtidas a partir da maceracdo das folhas do café em nitrogénio liquido, ao qual foi adicionado
o tampdo de extracdo CTAB (Anexo A). Estas amostras com o tampdo foram mantidas a 65
°C por 30 minutos, em banho-maria, sendo homogeneizadas a cada 10 minutos. Apds, foram
adicionados 650 pL de cloroférmio Aalcool isoamilico (24:1), procedendo-se a
homogeneizacdo. As amostras foram centrifugadas a 1200 rpm por 10 minutos, e o
sobrenadante foi transferido para um novo tubo de 2,0 mL, repetindo-se até trés vezes o
procedimento desde a adicdo do tampdo de extragdo, banho-maria, lavagem com o
cloroférmio alcool isoamilico e centrifugacdes. O DNA foi entdo precipitado com isopropanol
gelado, e centrifugado a 1200 rpm por 10 miutos. O precipitado foi lavado com 250 uL de
etanol 70% e centrifugado por 1200 rpm por trés minutos. Esses dois ultimos procedimentos
foram repetidos duas vezes. O etanol 70% foi descartado e o precipitado secado a temperatura

ambiente, foi ressuspendido em 40 pL de &gua ultra-pura autoclavada. Esta solucéo foi tratada
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com 10 pg/mL de RNAse, a 37 °C por 30 minutos, em banho-maria. A verificacdo da

qualidade do DNA foi feita em gel de agarose 1% (Figura 4).

Figura 4 - Quantificagdo em gel de agarose 1% de cinco amostras de DNA. (primeira
canaleta: peso molecular de 1kb).

3.5.2 Genotipagem _ SSR-EST

Locos SSR-EST (Anexo B e C) foram amplificados a partir de amostras do DNA
obtido de folhas das plantas matrizes e clones, e bulk das fases — calos, multiplicagéo e
regeneracdo, maturacdo e germinacdo - do cultivo in vitro. Os fragmentos de DNA
amplificados foram separados em eletroforese em gel de agarose 3% e a avaliacdo de
possiveis polimorfismos foi realizada através da comparacdo entre todos os genotipos do
padréo de amplificagdo obtido com cada par de primers.

A PCR foi realizada em um volume final de 25 pL, com as seguintes concentracfes
dos componentes da reacdo: tampao PCR 1X (100 mM Tris-HCI, pH 8,4; 500 mM KCl,); 2
mM de MgCI2, 0,1 mM de cada dNTP, 0,2 uM de cada primer (forward/ reverse), 0,5 U de
DNA Taq polimerase e 40 ng de DNA. Os ciclos para amplificagdes dos locos SSR-EST
foram realizadas nas seguintes condigdes: 94 °C por 3 minutos; seguidos de 30 ciclos de 94 °C
por 1 minuto; temperatura de anelamento de 55 °C por 1 minuto, 72 °C por 1 minuto, e
extensdo final a 72 °C por 2 minutos. Os produtos de amplificacdo foram separados em gel de

agarose 3% por eletroforese a 100 v por 2,5h.

3.6 Analise dos Resultados
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3.6.1Anélises fenotipicas

Para as andlises fenotipicas foram realizadas de modo descritivo, para trés
caracteristicas:
e Precocidade no desenvolvimento — relativo a velocidade da resposta dos genotipos ao
estadio de desenvolvimento.
e Sincronismo de crescimento — relativo a quantidade de estruturas embriogénicas
presentes no mesmo estadio de desenvolvimento.
¢ Intensidade de producdo — relativa a quantidade de estruturas embriogénicas em cada

fase do processo de embriogénese somatica.

3.6.2 Expresséo génica

Os resultados obtidos em plataforma de PCR em tempo real foram submetidos a
quantificacéo relativa (QR), sendo que o calibrador, para todos os genes testados foi amostra
da planta matriz do genotipo clonado. As analises foram realizadas de acordo com o manual
do ABI 7300Real Time PCR, as seguintes etapas foram realizadas: configuracdo e ajuste de
dados; eliminagcdo de amostras (se necessario); delimitacdo do Threshold ou nivel do sinal
normalizado usado para determinar o Crt; obtencdo do numero de ciclos limite para cada
amostra (Cr); calculo da QR de expressao; comparacao dos valores de QR de cada amostra. A
QR foi calculada pela seguinte formula:

2744Cr onde:

AACt = ACy (amostra) . ACy (calibrador)
AC+ (amostra) = Ct (alvo) - Ct (enddgeno no tempo alvo)*
AC+ (calibrador) = C+ (fase de desenvolvimento do cultivo in vitro) — C+ (end6geno)

* - O controle endogeno utilizado foi GAPDH - Desidrogenase gliceraldeido 3-fosfato.
A expressdo génica foi avaliada entre fases de cada um dos genotipos, planta

matriz, calos priméarios e embriogénicos, multiplicagdo e regenera¢do, maturacdo e

germinacdo, plantula in vitro, e mudas em viveiro em meio gelatinoso.
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3.6.3 Genotipagem

Para a genotipagem as fases foram agrupadas em folhas de plantas matrizes e clonais,
e bulks das fases do cultivo in vitro, possuindo trés tratamentos por genotipo. Os produtos
amplificados para os 45 microssatélites foram caracterizados com relagdo ao tamanho,

frequéncia na populacéo estudada e polimorfismos.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Andlises Fenotipicas

No cultivo inicial os explantes dos trés genotipos apresentaram a formacédo de calos
quando submetidos a embriogénese somatica indireta e foi possivel observar diferengas na

capacidade de regeneracdo entre os mesmos (Tabela 3).

Tabela 3 - Caracteristicas fenotipicas das fases apresentadas no cultivo in vitro por
embriogénese somatica indireta, de cafeeiros cultivados in vitro por embriogénese somatica
indireta.

Variaveis Clones
IAC 1 IAC 2 IAC 3
friavel, friavel,
N friavel, creme creme escuro, creme escuro,
Aspecto de coloragéo
claro levemente levemente

oxidado oxidado
Precocidade de desenvolvimento** precoce tardio normal
Sincronismo de crescimento médio médio baixo
Intensidade de Produgdo™** Muito alto médio baixo

*Avaliado apenas nas fases de calo.
** Avaliacdo com quarto meses de cultivo.
*** Considerando 100 mg de calos embriogénico por explante.

A primeira fase da embriogénese somatica indireta, na calogénese, o genotipo IAC1
foi o mais responsivo dentre os trés genotipos, sendo que este produziu calos fridveis de
coloracdo creme claro cujas caracteristicas indicaram elevado potencial embriogénico

enquanto os genotipos IAC 2 e IAC 3 produziram calos friaveis de colora¢do creme escura,
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apresentando o inicio de oxidacdo fenolica (Figura 5). Conceitualmente, o calo € considerado
um tecido indiferenciado, ou pouco diferenciado, podendo ser induzido, tornando-se
determinado e, finalmente, sofrer rediferenciacdo para formar gemas caulinares ou raizes,
conforme o balango hormonal existente (SKOOG & MILLER, 1975).

Figura 5 - Fase do cultivo in vitro — Calos primérios e embriogénicos — em meio gelatinoso.
A: IAC1; B: IAC2; C: IAC3. Barra=1 cm.

No presente trabalho, utilizou-se 0 mesmo protocolo de regeneracgéo para o cultivo in
vitro para os trés clones, sendo as condi¢Bes nutritivas fornecidas pelo meio com sais,
vitaminas, sacarose e reguladores de crescimento de plantas, idénticas para todos 0s
gendtipos. Assim como, as caracteristicas do ambiente, temperatura e iluminag&o, indicando
que a base da variacdo esta relacionada ao potencial genético ou epigenético dos gendétipos
IAC 1, IAC2elAC 3.

Os resultados da segunda fase do cultivo in vitro, multiplicacdo e regeneracdo,
variaram em funcdo do tipo de calo produzido na fase anterior. Neste caso, nota-se que 0
IAC 1 apresenta comportamento precoce no seu desenvolvimento, sincronismo médio e
intensidade de producdo no material produzido superior aos demais genotipos. Por outro
lado, os genodtipos IAC 2 e IAC 3, na fase de multiplicacdo e regeneracdo apresentaram
resposta proporcional & primeira fase do processo de embriogénese somatica indireta,
demonstraram uma resposta tardia quando avaliada na precocidade e o sincronismo de
producdo médio/baixo. Na intensidade de producédo, o gendtipo IAC 3 possui uma resposta
superior em relacdo ao genotipo IAC 2 (Figura 6). Estes resultados eram esperados devido a
qualidade dos calos que foram originados na primeira fase da embriogénese somatica

indireta.
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Figura 6 - Fase do cultivo in vitro — Multiplicacdo e Regeneracdo — em meio gelatinoso. A:
IAC1; B: IAC2; C: IAC3. Barra=1 cm.

A taxa de multiplicacdo é um fator importante a ser considerado quando se pretende
estudar a estabilidade genética de materiais propagados por cultura de tecidos. Na cultura do
morangueiro, a taxa de multiplicacdo é um dos parametros avaliados na homogeneidade do
material, pois incrementos nas taxas de multiplicacdo podem ser indicativos de variacdo
somaclonal (CALVETE et AL., 2009). Observa-se nos calos embriogénicos do café, que a
taxa de multiplicacdo é limitada pela oxidacdo fendlica dos calos, que a partir de um
determinado momento, apresentaram coloragdo creme escuro e baixa taxa de conversdo de
embrides.

Nas fases de cultivo que se seguiram, verificaram-se, novamente a superioridade do
gendtipo IAC 1 em relagdo aos demais gendtipos. Quando os embrides foram colocados em
meio de maturacdo e germinacdo, o gendtipo IAC 1 foi 0o mais responsivo com um
desenvolvimento acelerado, mantendo um sincronismo moderado e alta intensidade de
producdo, onde foi possivel observar o aparecimento dos primordios cotiledonares.
Enquanto os gendtipos IAC 2 e IAC 3 apresentaram nesse mesmo periodo um
desenvolvimento lento, com baixo sincronismo do desenvolvimento dos embrides e

intensidade de producéo (Figura 7).

Figura 7 - Fase do cultivo in vitro — Maturacéo e germinacdo — em meio gelatinoso. A: IAC1;
B: IAC2; C: IAC3. Barra=1cm.
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Os genotipos IAC 2 e IAC 3, apresentaram resposta inferior quando comparados ao
IAC 1 para a capacidade de maturacdo e germinacdo dos materiais em cultivo in vitro. Por
outro lado, o gendtipo IAC 2 possuiu uma expressdo superior ao genotipo IAC 3 para o
desenvolvimento de clones via embriogénese somatica indireta. Observa-se 0 aparecimento
das primeiras plantulas e dos primordios foliares no genétipo IAC 2, o que ndo ocorreu no
mesmo periodo de tempo para o IAC 3 (Figura 7).

Em seguida a fase de maturacdo e germinagdo dos embrifes no cultivo in vitro, as
plantulas formadas foram transferidas para a fase de aclimatacdo. Esse periodo ocorre quando
os primordios foliares estdo desenvolvidos e sdo competentes para fazer fotossintese, e 0
sistema radicular é capaz de assessorar no crescimento da muda. O gendtipo IAC 1 foi
superior aos demais gendtipos, devido a alta capacidade de regeneracdo do material. Esse
gendtipo apresentou um desenvolvimento aceitavel quando avaliado em relacdo a precocidade
de desenvolvimento, sincronismo de crescimento e intensidade de producdo ao ser comparado

com os genotipos IAC 2 e IAC 3 (Figura 8).

Figura 8 - Fase do cultivo in vitro — Plantula — em meio gelatinoso. A: IAC1; B: IAC2; C:
IAC3. Barra=1cm.

Contudo, os embrides somaticos formados pelos gendtipos IAC 2 e IAC 3 também
foram capazes regenerar plantulas in vitro, e mudas aclimatizadas. Porém, estes genoétipos
apresentaram um comportamento tardio de desenvolvimento, e com sincronismo de
crescimento e a intensidade de producdo inferiores ao gen6tipo IAC 1 (Figura 8).

Outra alternativa desta pesquisa foi o cultivo in vitro em meio liquido. O processo de
embriogénese somatica é tradicionalmente realizado em meios sélidos, pequenos frascos, com
numero reduzido de plantulas por frasco, sendo necessaria constante manipulacdo do material
e mao-de-obra especializada. No entanto, o0 uso do cultivo in vitro em meios liquidos poderia

aumentar a eficiéncia de todo o processo de embriogénese, por meio de biorreatores. Os

25



biorreatores sdo equipamentos para o cultivo sob imersao temporaria ou permanente do tecido
vegetal que serd utilizado na micropropagacdo. Estes equipamentos permitem a renovacgéo do
ar durante o cultivo, além do controle sobre alguns parametros como pH, oxigénio dissolvido,
temperatura, que sdo essenciais ao crescimento do embrido (TEIXEIRA, 2002).

Diante das vantagens demonstradas a alternativa em meio liquido por biorreatores
seria interessante na producdo de mudas em larga escala, desde que o protocolo de
regeneracéo seja eficiente e confidvel. Uma desvantagem observada no uso de biorreatores é a
contaminacdo, contando que uma contaminacdo em meio solido seria em frascos pequenos e
individuais, enquanto que em biorreatores seria um volume de material contaminado muito
superior ao meio sélido.

TAKAYAMA & MISAWA (1981) realizaram o primeiro estudo sobre propagagéo
vegetal em biorreatores para a micropropagacdo de begbnia. Desde entdo procedimentos
similares estdo sendo utilizados visando a comercializa¢do em larga escala de mudas clonais.

No processo de cultivo in vitro por meio liquido os gendtipos IAC 2 e IAC 3, ndo
foram responsivos. Os explantes oxidaram e perderam sua viabilidade no momento em que
foram transferidos para o meio liquido, apds a fase de inducédo de calos que foi desenvolvida
em meio gelatinoso. Apenas o genotipo IAC 1, apresentou uma resposta satisfatdria no cultivo
em meio liquido, entretanto de forma menos eficiente quando comparado ao cultivo em meio
gelatinoso. Devido a esse fato, as plantulas do IAC 1 ndo foram transferidas para

aclimatizacao (Figura 9).

Figura 9 - Fase do cultivo in vitro — meio liquido — IAC1. A: Calos; B:Multiplicacdo e
Regeneracdo; C: Maturagdo e germinagéo.

Esse desempenho diferenciado dos genoétipos quando submetidos a embriogénese
somatica indireta, em condicdes de cultivo idénticas, reforca a existéncia de variabilidade
entre as cultivares.

Vaérios fatores influenciam a resposta embriogénica em folhas de plantas adultas de

café. Dentre os inumeros fatores que podem afetar a resposta embriogénica, a origem dos
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gendtipos clonados pode ser um indicador na variabilidade existente entre os cafés
selecionados pelo IAC. O gendtipo IAC 2 é oriundo do cruzamento entre C. racemosa e C.
arabica, e os gendtipos IAC 1 e IAC 3 proveniente do cruzamento entre C. canephora e C.
arabica. Os gendtipos IAC 1 e IAC 3 demonstraram comportamento diferente quando
submetidos a embriogénese somatica, mesmo possuindo o C. canephora como doador em seu
cruzamento.

Mais um fator a ser considerado é o vigor hibrido existente no genétipo IAC 1, o
gendtipo estad em alta heterose por ser uma geracdo F1. Essa caracteristica pode influenciar na
resposta ao cultivo in vitro, possuindo uma variabilidade genética superior aos demais
genotipos que sdo de geragcOes avangadas no programa de melhoramento genético do IAC.

Outros fatores enddgenos também podem interferir na resposta dos genotipos a
embriogénese somatica indireta, como fatores do ambiente e das plantas doadoras do
explante. Isto é, as respectivas condicgdes fisioldgicas de cada uma das plantas matrizes. E as
condicBes do ambiente, como adubacdo, disponibilidade hidrica também podem interferir

nessa resposta ao cultivo in vitro.

4.2 Expressao Génica

No intuito de compreender as bases moleculares do cultivo in vitro, incluindo o
processo de formacdo de calos e de tecido indiferenciado, seguido de uma reorganizacdo das
celulas competentes, capazes de se diferenciar em células determinadas para compor um clone
idéntico a sua planta matriz, alguns genes candidatos, de diferentes vias metabdlicas, foram
selecionados para analise do padrdo de expressao génica pela técnica de gqRT-PCR (Tabela 2).

Entre as diferentes vias selecionadas estdo as que possuem a capacidade de manter a
integridade do DNA, as responsaveis pelas diferentes fases da divisdo celular e manutencéo
ciclo celular, como também, genes vinculados com vias associadas ao estresse oxidativo
derivado do cultivo in vitro. Para elucidar a expressdo dos diferentes genes candidatos que
possuem caracteristicas de interesse, estes foram submetidos a analise de expressao génica
quantitativa.

Para tanto, cada gene selecionado, foi avaliado nas diferentes fases do processo de
embriogénese somatica indireta, sendo planta matriz, calos primarios e embriogénicos,
multiplicacdo e regeneracdo, maturacdo e germinacao, plantulas in vitro e clones em viveiro,
como demonstrado na figura 2. Com o objetivo de caracterizar o padréo de expressdo génica

com de genes relacionados com a estabilidade do DNA, as taxas de divisdo celular,
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manutencdo do ciclo celular, e ainda a ocorréncia de estresses derivados da embriogénese
somatica indireta.

Inicialmente, foi realizada a validagdo dos primers gene-especificos que foram
desenhados conforme o resultado do BLAST. Essa analise ¢ fundamental para garantir a
precisdo dos resultados da qRT-PCR, avaliando a correlagédo existente em cada par de primers
e a quantidade de transcritos iniciais que foram utilizados de modo a aumentar a eficiéncia da
reacdo. Apos esta analise foi feita a quantificacdo da expressao relativa de cada um dos genes

selecionados.

4.2.1 Validacao da eficiéncia dos primers

Pelo data-mining realizado nos bancos de dados disponiveis foram identificados e
selecionados dez genes candidatos relacionados com a integridade do DNA, manutencdo e
divisdo celular, e com genes que pudessem estar ligados ao estresse do processo da
embriogénese somaética (Tabela 4). A classe de genes com a maior variabilidade foi a das
proteinas de condensacdo do cromossomo, que apresentou nove reads. Ja familias de
proteinas de inibicdo de apoptose, e proteinas de regulacdo da divisdo no ciclo celular

apresentaram um e dois reads, respectivamente.

Tabela 4 - Genes de manutencdo da integridade do DNA, divisdo e ciclo celular, e genes
relacionados ao estresse. Codigo do dominio obtido pelo BLAST em dados do GenBank.

Cadigo no GenBank gggii%?odo Descrigéo :_i\r/r;illjlgidade
AM946610 cd00315 DNA metiltransferase 1.64¢e™
CP002687 pfam05918 Proteina inibidora de apoptose 5.80 e™®
BT001231 ¢d00079 RNA Helicase 2.96 %
AF135454 pfam 10372 Telomerase 8.86e™
TOBHIC12X ptz00018 Histonas 9.22¢®
AF538680 cd00009 Proteina de divisdo no ciclo celular ~ 2.25 ™’
XM_002267341 cl05618 Condensac&o dos cromossomos 3.53¢™
XM_002283621 cl03940 Transporte entre membranas 9.14 ™
XM_002273313 ¢d00018 Regulador de transcricio 5.14¢™
AY081473 cl10017 Beta tubulina 3.07e™®
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As analises realizadas usando o pacote de aplicativos BLAST, além de estabelecer a
porcentagem de similaridade entre diferentes sequéncias, permitiram obter informagdes
quanto a possivel funcdo e/ou comportamento das proteinas identificadas em C. arabica com
aquelas presentes nos bancos de dados, considerando-se que o alinhamento é total ou apenas
parcial, e dependente de qual regido estd envolvida. A figura 10 ilustra um exemplo de
alinhamento obtido utilizando-se a opcdo tBLASTx do pacote de analise. A sequéncia da
histona obtida no CAFEST (CAFEST — Banco de dados de sequéncias expressas do genoma
café) é comparada com as sequéncias peptidicas de outros organismos, confirmando a
identidade do contig de café. A cor vermelha indica alinhamento superior a 200 unidades de
amino&cidos, que representa 0 melhor alinhamento possivel entre as diferentes sequéncias
(Figura 10). Além disso, a identificacdo de dominios protéicos conservados correspondentes a
funcdo proposta também confirmaram a identidade dos genes em estudo (Figura 10, Tabela
4).

Conserved domains on [icllocal TNLTYRTISL] View full result 2
Local query sequence
Graphical summary show options »
1 25 50 75 o 128 150 175 2m 214
Query seq. el vl el s s s i
Superfanilies ( H2A superfamily )]
7 )
Search for similar domain architectures | E Refine search | E
List of domain hits o
Description PssmidMulti-domE-value
[HH24 super family[c100074], Histone 24; H2A is a subunit of the The is an octamer containing . 185788 no 922

63
Histone 2A; H2A s a subunit of the nucleosome. The nucleosome is an octamer containing two H2A, H2B, H3, and H4 subunits. The H2A subunit performs essential roles in
maintaining structural integrity of the nucleosome, chromatin condensation, and binding of specific chromatin-associated proteins

The actual alignment was detected with superfamily member PTZ00018:

Figura 10 - Resultado BLAST para Histona.

Apo6s a confirmacdo da identidade dos genes pela sua similaridade com outras
sequéncias conhecidas, foi possivel o desenho de primers gene-especificos. De acordo com 0s
parametros definidos anteriormente, para as familias H2A e P-loop NTPases néo foi possivel
desenhar pares de primers com um par dentro e outro fora do dominio, portanto os dois
primers estdo incluidos na regido do dominio conservado. O padrdo de amplificacdo obtido
para cada um dos conjuntos de primers é apresentado na figura 11. Todos os primers

amplificaram fragmentos correspondentes ao tamanho esperado.
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Figura 11 - Padrdo de amplificagdo de regiGes gendmicas correspondentes aos genes
RNAHelicase; Wuschel; Somatico; Nadh; Telomerase. 1, 2 3: DNA cv. Mundo Novo. B:
Branco. (Primeira canaleta: peso molecular de 1kb)

Para a confirmacdo da eficiéncia dos primers gene especificos em reacdes de qRT-
PCR, também foram obtidos resultados consistentes como a curva de dissociacao
apresentando um Unico pico, indicando que o conjunto de primers amplifica apenas um
transcrito (Figura 12). Além disso, a curva de standard ou curva padrdo, mostra que os valores
selecionados para o slope foram validados, e que a correlacdo obtida nos primers desenhados

foram superiores a 75% (Figura 13).
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Figura 12 - Curva de dissociacgéo do teste de validacdo do primer H2A.
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Figura 13 - Curva de standard do teste de validacéo do primer H2A.

A fim de conseguir resultados precisos e reprodutiveis, as reacdes devem possuir uma
eficiéncia de cada ciclo durante a amplificacdo de forma exponencial. Vérios fatores
influenciam na eficiéncia da reacdo como o comprimento do amplicon, o contetdo de C/G do
amplicon e a estrutura secundaria. A dinamica de reacdo em si também pode influenciar no
resultado final, como a presenca de enzimas usadas na reacéo e as concentragdes de reagentes
de modo n&o ideal.

Os resultados apresentados evidenciam a eficiéncia da estratégia utilizada para a
identificacdo de sequéncias de café homdlogas aos genes selecionados, e da selecdo de

primers gene especificos correspondentes.

4.2.2 Expressao génica relativa de genes responsaveis pela integridade do DNA

Gene DNA Metiltransferase

Como ilustrado na figura 14, o BLAST da sequéncia génica selecionada no CAFEST,
apresenta o dominio que controla a Super Familia AdoMet_MTases, comum aos genes que
codificam DNA Metiltransferase (DNAM), responsaveis pela metilacdo de bases do DNA. O
padréo de metilacdo no DNA de uma planta pode ser alterado por situa¢des de estresse biotico

e abidtico. Alteracbes no padrdo de expressdo desse gene podem estar relacionadas com
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diferencas no mecanismo de regulacdo de metilacdo do DNA, essas variacdes podem estar

relacionadas ao estresse causado as células pelo cultivo in vitro.

Conserved domains on [kiocal KQYTFAGAKF] __ Viewhilresut |

Local query sequence

Graphical summary show options »

,
luery seq. iy ' ——
Y il subztra eraction site

Superfanilies Adafet_MTases superfamily )

4 3

L . £l 2
Search for similar domain architectures | Refine search |

List of domain hits .
H Description PssmidMulti-domE-value
[FladoMet_MTases super familylci12011], § ioni methyltransferases (SAM or AdoMet-MTase), class|; ... 187972 no 1.64e-

10
S-adenosylmethionine-dependent methyltransferases (SAM or AdoMet-MTase), class |; AdoMet-MTases are enzymes that use S-adenosyl-L-methionine (SAM or AdoMet) as a
substrate for methyltransfer, creating the product S-adenosyl-L-homocysteine (AdoHcy). There are at least five structurally distinctfamilies of AdoMet-MTases, class | being the
largest and most diverse. Within this class enzymes can be classified by different substrate specificities (small molecules, lipids, nucleic acids, etc) and different target atoms
for methylation (nitrogen, oxygen, carbon, sulfur, etc.).

The actual alignment was detected with superfamily member cd00315:

Figura 14 - Resultado BLAST para superfamilia AdoMet-MTases.

O padrédo de expressdo dos genotipos clonais estudados foi semelhante ao longo do
desenvolvimento in vitro, apresentando um decréscimo no padrdo de expressdo das fases
intermediérias quando comparadas com suas respectivas plantas matrizes. No entanto, na fase
final da embriogénese somética - muda em viveiro - ocorre um incremento na expressao do
gendtipo IAC 1 equiparando-o a sua planta matriz. Esse evento sugere uma superioridade do
gendtipo IAC 1 em relacdo aos demais, devido a capacidade da muda clonal igualar-se a sua
planta matriz adulta (Figura 15). O aumento no nivel de expressdo do gene DNAM indica um
aumento da estabilidade no nivel de reorganizacdo do DNA na embriogénese somatica

indireta.

De modo contrario, nos genétipos IAC 2 e IAC 3, ndo ocorreu um acréscimo no
padrdo de expressdo do gene DNAM na fase de mudas em viveiro, apresentando um modelo
diferente de sua planta matriz. Esses dados corroboram com as andlises fenotipicas dos
materiais estudados, indicando que os gendtipos IAC 2 e IAC 3 apresentaram uma resposta
inferior & embriogénese somatica quando comparados ao genotipo IAC 1, para a metodologia

de multiplicagéo estudada (Figura 15).
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Figura 15 - Quantificacdo da expressdo relativa do gene DNAM nas seis fases da
embriogénese somatica indireta estudadas para os genotipos IAC 1, IAC 2 e IAC 3.

Destaca-se 0 conhecimento que muitas células possuem a capacidade de manter suas
caracteristicas Unicas mesmo quando estdo estabelecidas em cultivo in vitro (TERMIGNONI,
2005). Os mecanismos que regulam essa capacidade devem ser estaveis e, uma vez
estabelecidos, sdo transmitidos as células-filhas quando a célula se divide. Existem vérios
modelos para explicar os mecanismos de regulacdo génica. A metilacdo do DNA, suprime a
transcricdo de determinados genes e também pode promover a alteracdo da estrutura da
cromatina para formas mais condensadas.

As metilacdes do DNA transferem um grupo metil para a posicdo 5“ do anel
pirimidinico das citosinas, catalisadas pela enzima metiltransferase (GRAFI et al., 2007). Essa
alteracdo da citosina tem como resultado o silenciamento génico (BOWLER et al., 2004;
FUCHS et al., 2006).

Diante disso, o decréscimo no padrdo de expressdao do gene DNAM nas diferentes
fases do desenvolvimento em meio de cultura, quando comparados com sua planta matriz
adulta, pode indicar baixa atividade de genes que controlam metilagdes no DNA. A gueda na
expressdo do gene DNAM pode sugerir baixo nivel de metilacdo do DNA, e
consequentemente baixa repressdo da expressao génica. Ou seja, 0s genes tendem ser mais
ativos nas células em cultivo in vitro.

Observa-se que é valido ressaltar que, nas fases de calo, multiplicacdo e regeneracao,
maturagdo e germinacdo, e também em plantulas in vitro ainda existe muitas células
indiferenciadas, ou seja, sem funcdo definida. Quanto mais diferenciada € uma célula, menor

expressao de genes, pois apenas 0S genes necessarios para manter a funcdo e identidade
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daquela célula estardo expressos. Contudo, as células indiferenciadas possuem um nudmero

maior de genes sendo expressos e provavelmente menos metilados.

Gene H2A

Histonas sdo proteinas responséaveis pela conformacdo da cromatina, que possui
diversas funcbes bioldgicas, tais como empacotamento do DNA, divisdo celular, além de ser
responsavel pelo controle epigenético da expressdo génica. Na figura 16, o resultado do
BLAST demonstra o dominio conservado de uma proteina cuja atividade estd relacionada
com uma histona. Esta possui funcdo de manter a integridade estrutural do nucleossomo, na

condensacdo da cromatina e ligagdo com outras proteinas relacionadas com a cromatina.

Conserved domains on [icllocal TNLTYRTISL] _ viewtlresut | @
Local query sequence
Graphical summary show options »
1 5 50 75 oo 125 150 175 1) 214
Query seq. i vl el s s s i
Superfanilies ( H2A superfamily )
1 )
Search for similar domain architectures | B Refine search | B
List of domain hits "
[ ] Description Pssmild Multi-domE-value
[*]I&Asuperlaniy[cloooﬂl, Histone 2A; H2A is a subunit of the The is an octamer lining ... 185788 no 023
83

Histone 2A; H2A is a subunit of the nucleosome. The nucleosome is an octamer containing two H2A, H2B, H3, and H4 subunits. The H2A subunit performs essential roles in
maintaining structural integrity of the nucleosome, chromatin condensation, and binding of specific chromatin-associated proteins

The actual alignment was detected with superfamily member PTZ00018:

Figura 16 - Resultado BLAST para superfamilia H2A.

O perfil de expressdo do gene H2A estd intimamente relacionado ao padrdo obtido
para 0 gene DNAM. A expressdao do gene foi significativamente maior na planta matriz para
todos gendtipos estudados, em relacdo as subsequentes fases do cultivo in vitro. Essa queda
na expressdo relativa do gene se manteve baixa até a fase de muda em viveiro, onde ocorreu
um acréscimo no valor de expressdo do gene H2A em todos os genotipos (Figura 17). O
aumento da expressao relativa na fase final do estudo esta relacionada ao desenvolvimento
das mudas em viveiro, possuindo mais células diferenciadas com taxas de expressao génica
menores e mais estaveis, apenas para manter sua funcdo e identidade da célula, portanto, a

cromatina encontra-se mais condensada.
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Figura 17 - Quantificacdo da expresséo relativa do gene H2A nas seis fases da embriogénese
somatica indireta estudadas para os geno6tipos IAC 1, IAC 2 e IAC 3.

O gene H2A é responsavel pela acdo das histonas, em especial a H2A. O DNA de
eucariotos se integra as proteinas histdnicas e nao histénicas de forma estavel, formando a
cromatina. Os dimeros das histonas H3/H4 e H2A/H2B formam um octamero, estrutura
estabilizada pela histona H1, formando a unidade bésica de repeticdo da cromatina, o
nucleossomo, que representa o primeiro nivel de conformacdo do DNA no nucleo da célula
(SUMMER et al., 2003; WU et al., 2007), a qual compreende entre 75-90% do DNA
gendémico (SUMMER et al., 2003).

O octamero de histonas possui a competéncia de incluir diferentes sequéncias de DNA
em nucleossomos, e esta capacidade é altamente dependente da sequéncia especifica do DNA,
a qual define grandemente sua capacidade de dobrar. Esse fato possui papel importante na
ativacdo ou inativacdo dessas sequéncias, ou seja, na regulacdo da expressdo génica (SEGAL
et al., 2006).

Os processos de ativacdo génica exigem que os filamentos de DNA se separem
temporariamente, permitindo assim o acesso das polimerases e dos fatores transcricionais.
Porém, a organizacdo dos nucleossomos e da cromatina representam barreiras que dificultam
0 acesso de enzimas, sendo importante que as células disponham de meios para a abertura das
fibras e/ou remocgdo temporaria das histonas para permitir a modulagcdo da cromatina nos
processos de transcrigéo e replicacdo (BOWLER et al., 2004).

A conformacao da estrutura da cromatina € a responsavel pelo controle epigenético da
expressao génica. Essa regulagéo da estrutura € demonstrada por modificagdes nas caudas das

histonas e por modificacBes covalentes nos nucleotideos (BOWLER et al., 2004).
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As modificagdes nas histonas e citosinas do DNA atuam na compactacdo e/ou
relaxamento da cromatina, que influencia a ligacdo dos fatores de transcri¢do aos seus sitios,
OuU seja, 0 acesso as sequéncias regulatorias pela maquinaria de transcricdo € dependente da
estrutura da cromatina (GRAFI et al., 2007). As modificacdes covalentes nos nucleotideos
(carbono 5“da citosina do DNA) e nas histonas (metilacao e acetilagio de aminoacidos na
cauda N-terminal) sdo capazes de alterar a expressao génica e fenotipica sem que a estrutura
da sequéncia de DNA seja alterada (FUCHS et al., 2006; RICHARDS et al., 2006; GRAFI et
al., 2007).

Variagdes génicas e fenotipicas que ndo alteram a sequéncia do DNA séo
denominadas alteracdes epigenéticas. O controle epigenético € um mecanismo reversivel, em
que a forma modificada ou remodelada da cromatina pode ser devolvida ao seu estado
original, quando a transcri¢do e/ou replicacdo estdo completas. Portanto, este é o papel das
histonas na regulacdo da expressdo génica do gene durante o desenvolvimento e diferenciacéo
celular (FUCHS et al., 2006).

As alteracGes epigenéticas sdo exemplos de variagdes somaclonais, no entanto essas
alteracdes podem desaparecer no primeiro ciclo vegetativo das plantas desde que ocorra de
forma natural, ou seja, sementes de plantas que possuem alguma variacdo epigenética podem
ndo levar essa alteragdo para sua progénie. No entanto, o produto final da embriogénese
somatica em café é a muda clonal que ndo pode apresentar varia¢des derivadas do cultivo in
vitro, as sementes desse clone serdo o eixo da cadeia produtiva do café, sendo comercializado
em forma de gréo.

Os dados apresentados no perfil de expressdo dos genes DNAM e H2A estdo
correlacionados. A alta metilacdo do DNA ocasionada por uma alteragdo na citosina pode
resultar no silenciamento génico que impede a expressdo de genes indesejaveis durante o
desenvolvimento das plantulas em meio artificial. De modo semelhante, a condensacdo da
cromatina pelas histonas possui funcdo determinante na ativagdo ou inativacdo de sequéncia
especificas de DNA, ou seja, na regulacdo génica que também evita a expressdo de genes
indesejaveis quando a cromatina esta condensada, demonstrando assim, a importancia de

estudos sobre alteragdes génicas oriunda da cultura de tecidos.

Gene RNAH

A RNA helicase esta associada com a sintese de RNA, e, portanto com alta atividade

transcricional. Esse gene complementa o estudo de expressao génica de genes que atuam na
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atividade do DNA. Na figura 18, a presenca do dominio conservado HELICc no contig
selecionado, indica sua fungcdo como RNA helicase e DNA helicase, que séo enzimas vitais
para todos 0s organismos, e que se movem ao longo dos &cidos nucléicos separando sua fita
dupla, e para esse deslocamento utilizam energia livre da hidrolise de ATP. As enzimas
helicases estdo envolvidas em processos celulares como a replicacdo do DNA, transcricao,

traducédo, recombinagéo génica, reparo do DNA e biogénese do ribossomo.

Conserved domains on [iliocal QIAAKFLKPD] View full result
Local query sequence
Graphical summary show options »
1 Si 100 150 200 B0 300 35|2
Query seq. nuclectide binding region :
ATP-binding site 4 ey
Specific hits
Superfanilies DEXDc superfamily (_ GUCT superfamily )
Searen for similar domain architectures | Refine search |
List of domain hits .
H Description PssmidMulti-dom E-value
HHELICH 400079, Helicase cterminal domain; iated with DEXDc-, DEAD-, and DEAH-box .. 28960 yes  2.96e-

25
Helicase superfamily c-terminal domain; associated with DEXDe-, DEAD-, and DEAH-box proteins, yeast initiation factor 44, Ski2p, and Hepatitis C virus NS3 helicases; this
domain is found in a wide variety of helicases and helicase related proteins; may not be an autonomeously folding unit, but an integral part of the helicase; 4 helicase
superfamilies at present according to the organization of their signature motifs; all helicases share the ability to unwind nucleic acid duplexes with a distinct directional polarity;
they utilize the free energy from nucleoside triphosphate hydrolysis to fuel their translocation along DMA, unwinding the duplex in the process

Figura 18 - Resultado BLAST para superfamilia DEXDc.

Como ilustrado na figura 19 a expressdo do gene RNAH que controla a RNA
Helicase, possui um pico na fase de calos para os gendétipos IAC 1 e IAC 2, mantendo-se
estavel no gendtipo IAC 3, quando comparados a sua respectiva planta matriz. Essa fase
contém um aglomerado de células indiferenciadas, ou seja, com altas taxas de divisao celular,
porém sem funcéo definida.

Na fase de multiplicacdo e regeneracdo todos os gendtipos apresentaram perfil de
expressdo similar a fase inicial da embriogénese somatica. Na fase subsequente, maturacao e
germinacdo, ocorre um acréscimo na expressdo relativa do gene no gendétipo IAC 2, e
pequeno decréscimo para o genotipo IAC 1, o genétipo IAC 3 apresenta uma expressao
intermediaria quando comparada aos demais materiais estudados, e mantendo constante na
sua expressdo quando comparado com a fase anterior do cultivo in vitro (Figura 19).

Para a fase de plantula in vitro, ocorre uma queda na expressdo relativa do gene
RNAH no genétipo IAC 1 ainda se apresenta baixa, entretanto, esse decréscimo comeca a
aumentar na fase de mudas em viveiro, possuindo um valor na fase final do estudo analogo a
sua planta matriz. Nos gendtipos IAC 2 e IAC 3 a expressdo do gene se manteve alta quando
comparados com o genétipo IAC 1, para a fase de plantula in vitro e mudas em viveiro
(Figura 19).
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Figura 19 - Quantificacdo da expressdo relativa do gene RNAH nas seis fases da
embriogénese somatica indireta estudadas para os gendtipos IAC 1, IAC 2 e IAC 3.

Considerando que o padrdo de expressdo nas fases finais do estudo € superior nos
genotipos IAC 2 e IAC 3, quando comparados com o geno6tipo IAC 1, o resultado sugere que
esses genotipos estdo em constante e elevada atividade transcricional. Esse fenémeno pode
estar correlacionado com a baixa capacidade de regeneracdo dos gendétipos IAC 2 e IAC 3 na
metodologia de regeneracdo estudada. Os valores obtidos sugerem que 0s genotipos estdo
sofrendo algum estresse elevado quando confrontados ao gendtipo IAC 1, portanto, as células
encontram-se em alta taxa transcricional tentando sobreviver a estriccdo derivada da
embriogénese somatica.

Outro ponto que pode ser enfatizado, além do estresse proveniente da embriogénese
somatica, é a questdo da indiferenciacdo celular. A alta atividade transcricional pode sugerir a
formacdo de um tecido ou 6rgdo ainda em formacdo ou células em diferenciacdo. Outros
genes estudados apdiam esta hipdtese, como DNAM e H2A.

As helicases que pertencem a familia DEAD Box estdo presentes em procariotos e
eucariotos e possuem uma funcdo importante pos-transcricional, no crescimento e na
diferenciacédo celular (DE LA CRUZ et al., 1999). Estudos sobre o possivel papel desta RNA
helicase em plastideos usados na diferenciacdo e desenvolvimento de plantas, sugeriram que a
mesma esta relacionada com o desenvolvimento de cloroplasto e morfogénese foliar
(KEDDIE et al., 1996).

Existem varios tipos de plastideos, sendo os cloroplastos considerados os principais.
Os cloroplastos realizam fotossintese, fonte de energia para a planta, além de outros processos

metabolicos, como sintese de lipideos, aminoacidos e horménios. Evidéncias sugerem que o
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desenvolvimento dos cloroplastos regula a diferenciacdo celular, especialmente a
morfogénese do mesofilo (MANDEL et al., 1996).

Estudos realizados por KEDDIE et al., (1996) em tabaco, identificaram uma mutacao
no gene VDL (variegated and distorted leaf) dentro de um loco que provavelmente codifica
uma RNA helicase de cloroplasto, pertencente a superfamilia DEAD box. A identificacdo de
uma inser¢do T-DNA neste gene danificou o desenvolvimento de folhas, flores e raiz. STERN
et al. (1997) demonstraram que a expressdo do gene VDL esta expressa em tecidos ndo
fotossintéticos e quando reprimidos afeta raizes e flores indicando que a mesma esta
envolvida, também, na diferenciacdo de outros plastideos nos diferentes tecidos vegetais. A
proteina tipo RNA helicase foi associada a fatores de transcrigdo relacionados a tolerancia ao
frio e ao congelamento, em Arabidopsis thaliana (GONG, et al., 2002).

Gene TELOM

Presente principalmente em células eucarioticas, os teldbmeros sdo estruturas
constituidas por fileiras repetitivas de proteinas e DNA ndo codificante que formam as
extremidades dos cromossomos. Sua principal funcdo € manter a estabilidade estrutural do
cromossomo. O dominio conservado apresentado na figura 20 representa 0 BLAST de uma
sequéncia selecionada no Bando de Dados da Solanaceas referente a enzima telomerase, uma
vez que ndo foram encontradas sequéncias que codificam essa enzima no Banco de Dados do
CAFEST.
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[HIEST1 super family[cl11040), Telomerase activating protein Est1; Est1 is a protein which recruits or activates telomerase atthe site of polymeris: 150963 no 5.68e-15
Telomerase activating pratein Est1: EsH is a protein which recruits or activates telomerase atthe site of polymerisation

The actual alignment was detected with superfamily member pfam10374:

Figura 20 - Resultado BLAST para superfamilia EST1.

A teoria genética propde que todo o processo de envelhecimento, quer seja das celulas,
Orgaos ou mesmo de todo o individuo, € programado pelos nossos genes. Nessa teoria, 0

tempo de vida, assim como o0s outros acontecimentos como, por exemplo, alteragoes
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enzimaticas, ligados ao reldgio biologico, podem ser controladas por um ou mais genes
especificos contribuindo, de maneira ativa, independente, ou em associa¢do com outros genes,
para a longevidade do organismo (HAYFLICK, 1977).

Uma das mais conhecidas formulacGes para essa teoria foi feita por Leonard Hayflick
(1977). O chamado limite de Hayflick, afirma que as células irdo se dividir e se reproduzir
apenas um numero limitado de vezes e que esse nimero é geneticamente programado.

As células eucarioticas tém cromossomos lineares, e enfrentam dificuldades para a
replicacdo das duas extremidades. Embora a fita continua possa, teoricamente, ser sintetizada
até o final de seu molde, a fita retrégrada nao pode. 1sso ndo seria um problema em uma unica
replicacdo, entretanto, ao longo de muitos ciclos de replicacdo as extremidades dos
cromossomos seriam encurtadas, até que genes essenciais fossem perdidos e a célula
morreria. Portanto, a natureza procura impedir a perda continua do DNA nas extremidades
dos cromossomos. Nestes locais existem, entdo, estruturas protetoras especiais, chamadas de
teldmeros, que contém muitas repeticdes de uma sequéncia de seis nucleotideos, rica em
guanina (G). O tamanho dos telébmeros é mantido por enzimas, chamadas de telomerases, que
adicionam repeticdes de nucleotideos a sua extremidade (HAYFLICK, 1977).

Telébmeros sdo extenses de DNA e proteinas no final dos cromossomos que servem
como “ima” pelas quais sdo movidos cromossomos durante a telofase da meiose. Quando os
teldmeros ficam muito curtos, a célula ja ndo pode dividir, e eles sdo irreversilmente
reduzidos em cada divisao celular (WITZANDY, 2008). Assim, 0 mecanismo bioldgico para
o limite de Hayflick é agora compreendido. Uma enzima, a telomerase, é capaz de regenerar 0
teldomero que se “quebrou”.

Segundo esta teoria, a enzima telomerase é considerada um relégio biolégico, um
marcador a indicar que a senescéncia celular ird se instalar inevitavelmente, causando o
envelhecimento ou alteraces fisiologicas.

A telomerase € uma enzima classificada como transcriptase reversa, composta de uma
subunidade de uma proteina que possui um componente interno de RNA que € uma regido
molde para a producdo de DNA. Esta subunidade ¢ identificada por TERT, est& na regido do
C- terminal do polipeptideo, também na regido N-terminal, basicamente na regido dos
teldomeros (LEWIN, 1999).

O encurtamento dos telomeros também pode silenciar genes proximos ou eliminar
certos genes que sdo indispensaveis a sobrevivéncia da célula. O processo de renovagao

celular ndo tolera alteragdes nas celulas antes da divisdo correta das mesmas, 0 organismo
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tende a morrer num curto prazo de tempo no momento em que seus teldmeros se esgotam
(LODISH et al., 1999).

Os tel6meros também agem como um protetor para 0s cromossomos garantindo que a
informacdo genética (DNA) relevante seja perfeitamente copiada quando a célula se duplica.
Os telébmeros ainda protegem os cromossomos, de uma forma geral, da degradacdo, da
recombinacéo e da translocagéo robertsoniana (LODISH et al., 1999).

O comportamento do gene TELOM que controla a enzima Telomerase foi
indeterminado mediante a amplificacdo de dez vezes a concentracdo inicial, ndo amplificando
em gRT-PCR para as diferentes fases da embriogénese somatica indireta e os trés genotipos
estudados. Isso indica que a enzima ndo estid em atividade metabdlica, ou seja, ndo possuia
transcritos para serem amplificados em PCR. Sendo estes resultados positivos, uma vez que a
telomerase pode estar envolvida em alteracdes fisiologicas e envelhecimento celular, ou seja,
o fato de ndo ocorrer a amplificacdo dos transcritos da telomerase sugere que os tecidos e
6rgdos avaliados ndo estavam envelhecidos. E valido relembrar que o primer selecionado

amplificou em fragmentos de DNA como apresentado na figura 10.

4.2.3 Expressao génica relativa de genes responsaveis pela divisao e ciclo celular

Gene BETA

A mitose € o processo pelo qual os cromossomos previamente replicados séo
alinhados, separados e distribuidos ordenadamente nas células filhas, sendo os microtdbulos,
parte integrante da mitose. A b-tubulina é uma proteina que compBe os microtibulos. Na
figura 21 estd apresentado o dominio responsdvel pela manutencdo da atividade dos

microtubulos dentro das células.
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Tubulin/FtsZ: Family includes tubulin alpha-, beta-, gamma-, delta-, and epsilon-tubulins as well as FisZ, all of which are involved in polymer formation. Tubulin is the major
component of microtubules, but also exists as a heterodimer and as a curved aligomer. Microtubules existin all eukaryotic cells and are respensible for many functions,
including cellular transport, cell motility, and mitosis. FisZ forms a ring-shaped septum at the site of bacterial cell division, which is required for constriction of cell membrane and
cell envelope to yield two daughter cells. FsZ can pelymerize into tubes, sheets, and rings in vitro and is ubiquitous in eubacteria, archaea, and chloroplasts

The actual alignment was detected with superfamily member cd02187

Figura 21 - Resultado BLAST para superfamilia Tubulina_FtsZ.

Antes do inicio da mitose, os microtibulos no citoplasma cortical despolimerizam,
disponibilizando suas subunidades. As subunidades, entdo, repolimerizam-se antes do inicio
da préfase. Durante a profase, os microtibulos iniciam sua montagem, em dois po6los nos
lados opostos do nucleo, formando o fuso da préfase. Na metafase, novos microtibulos séo
polimerizados para formar o fuso mitético. O reticulo endoplasmético juntamente com o0s
microtubulos séo responsaveis por organizar o fragmoplasto, que facilita a distribuicdo das
vesiculas secretoras contendo material da parede celular para a placa celular em crescimento,
no final da anafase (TAIZ et al., 2009).

Outras funcGes dadas aos microtubulos estdo juntamente ligadas as proteinas motoras
cinesina e dineina, envolvidas no movimento dos cloroplastos regulados pela luz vermelha e
vermelho-distante, enquanto que microtibulos e microfilamentos controlam o movimento dos
cloroplastos em respostas a luz azul (TAIZ et al., 2009).

Na figura 22, estdo apresentados os dados referentes a expressdo relativa do gene
BETA para as fases da embriogénese somatica indireta em trés genétipos. As fases de calos
primarios e embriogénicos, seguida de multiplicacdo e regeneracdo apresentaram um valor de
expressao superior as demais fases, mesmo entre os diferentes genétipos, contudo, houve um
perfil de expressao diferente entre os gendtipos. O gen6tipo IAC 1 apresenta um acréscimo
em relacdo aos demais genotipos na fase de calo, e mantém sua taxa de expressédo alta na fase
de multiplicacdo e regeneracdo. De modo diferente, o genotipo IAC 2 apresentou uma
expressao intermediaria na fase de calo quando comparado aos demais genotipos, e um
acréscimo na fase seguinte superando a taxa de expressao relativa dos genétipos IAC 1 e IAC
3. O gendtipo IAC 3, foi inferior aos demais no seu perfil de expressdo, mas apresentando

uma constancia na expressao do gene nas primeiras fases do cultivo in vitro.
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Figura 22 - Quantificacdo da expressdo relativa do gene BETA nas seis fases da
embriogénese somatica indireta estudadas para os gendtipos IAC 1, IAC 2 e IAC 3.

Os resultados apresentados na figura 22 evidenciam a alta atividade metabdlica que
ocorre nas fases de calos e multiplicacdo e regeneracdo, que possuem altas taxas de divisdo
celular, necessitando da acdo dos microtubulos que auxiliam as mesmas para realizar a
mitose.

Nas fases finais da embriogénese somatica, maturacdo e germinacdo, plantula in vitro
e muda em viveiro, 0 padrdo de expressdo relativa do gene BETA foi constante entre os
genotipos e as fases em questdo. O perfil dos clones foi semelhante ao perfil de expressao da

sua respectiva planta matriz (Figura 22).

Gene SOMATIC

A figura 23 representa o dominio conservado da LRRNT_2 Superfamily. O LRR é um
dominio relacionado com ligacBes entre proteinas e ativacdo de genes. Sdo motivos de
sequéncias curtas presentes em uma série de proteinas com diversas funcdes e em diferentes
locais na célula. Esse dominio é frequentemente flanqueado pelos dominios ricos em cisteina,
e também encontrado no N-terminal de repeticdes em tandem ricos em leucina (KAJAVA et
al., 2002).
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The actual alignment was detected with superfamily member pfam08263:

Figura 23 - Resultado BLAST para superfamilia LRRNT_2.

Os resultados obtidos na avaliacdo da expressdo relativa do gene SOMATIC,
apresentam-se baixos durante todas as fases do cultivo in vitro para todos os gendtipos
estudados. No entanto, ocorre um acréscimo no padrdo de expressdo na Ultima fase do estudo,
muda em viveiro, para 0 genotipo IAC 3, seguido do gendtipo IAC 2. O padrdo da expressdo
do genotipo IAC 1 é equivalente entre o clone e sua planta matriz, indicativos da habilidade
desse genotipo em regenerar plantas normais e idénticas a sua matriz. No entanto, a muda em
viveiro do gendtipo IAC 3 apresenta um padrdo de expressdo superior a sua matriz, e 0
genotipo IAC 2 um valor intermediario (Figura 24).

O dominio de Repeticdes Ricas em Leucina N-terminal (LRRNT) consiste de 2-45
motivos de 20-30 aminoéacidos de comprimento que geralmente dobra em um arco ou forma
de ferradura. LRRs ocorrem em proteinas que vao de virus a eucariontes, e parecem fornecer
um quadro estrutural para a formacao de interacdes proteina-proteina (ENKHBAYAR et al.,
2004). Proteinas contendo LRRs incluem receptores da tirosina quinase, moléculas de adesdo
celular, fatores de viruléncia, e da matriz extracelular vinculativo a glicoproteinas, e estdo
envolvidas em uma variedade de processos biologicos, incluindo transducdo de sinal, adesdo
celular, reparo do DNA, recombinacdo, transcricdo, processamento de RNA, resisténcia a
doencas, apoptose e da resposta imune (KAJAVA et al., 2002).
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Figura 24 - Quantificacdo da expressao relativa do gene SOMATIC nas seis fases da
embriogénese somatica indireta estudadas para os gendtipos IAC 1, IAC 2 e IAC 3.

Considerando que o dominio LRR participa de diversos processos biolégicos
envolvendo a resisténcia a doencas, € valido ressaltar, que durante a coevolucdo entre
patdgeno e hospedeiro, o patdgeno desenvolve novos mecanismos de ataque e 0 hospedeiro
responde com a criacdo de outros mecanismos de defesa. De tal modo, que estes mecanismos
estdo sob controle genético, compreender como se da a interacao entre os genes de resisténcia
do hospedeiro com genes de viruléncia do patdgeno é de fundamental importancia para que se
possa interferir eficientemente nessa acdo a beneficio do hospedeiro (CAMARGO, 1995).

As plantas possuem um sistema de vigilancia molecular que promove o
reconhecimento de diferentes moléculas codificadas pelo patégeno. Entretanto, certos
patdgenos adquirem a capacidade de mascarar os fatores de aviruléncia, ou de interferir em
maultiplos sinais de reconhecimento da rota de defesa (NURNBERGER et al., 2004;
ABRAMOVITCH & MARTIN, 2004).

Paralelamente a este evento, as plantas sofreram novamente uma evolucdo e
desenvolveram colecGes de proteinas, denominadas proteinas de resisténcia (R), que
reconhecem fatores de viruléncia especificos de patdgeno como sinais de invasao, este fator
de invasdo é detectado pelo hospedeiro e geneticamente redefinido como fator de aviruléncia
(Avr) (DNAGL & JONES, 2001). Quando os genes R e o0s genes Avr correspondentes
estiverem presentes na planta como no patogeno resulta na resisténcia a doenca. Se um deles é
inativo ou ausente, resulta em suscetibilidade.

Os genes R codificam proteinas com dominios similares entre si e, assim puderam ser
constituidas cinco classes de proteinas. A maioria dessas proteinas R sdo classificadas como
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NBS-LRR, e sdo novamente subdivididas de acordo com a homologia da sua regido N-
terminal, existem receptores de genes interleucina-1 TIR (TIR-NBS-LRR), a ziper de leucina
(LZ-NBS-LRR), a motivos coldides CC-NBS-LRR), e existem ainda as proteinas de motivos
conservados (SER/TRN KINASE) (DNAGL & JONES, 2001). As proteinas que possuem
dominios transmembranas ou extracelulares de repeticdes ricas em leucina (LRR), funcionam
como local de interacdo proteina-proteina, proteina-carboidrato ou de sitio de ligacdo a
peptideos.

Contudo, muitas proteinas R podem perceber a presenca de mais de uma proteina de
Avr mesmo que 0s patdgenos sejam pouco similares ou com diferentes estilos de vida. Por
exemplo, o gene RPM1 reconhece dois genes de Avr ndo homdlogos, em tomate o gene Mi
confere resisténcia a nematoides como também a afideos, os alelos do gene RPP8/HRT
podem reconhecer parasitas oomicetos e virus. Para tanto, um loco pode evoluir e gerar uma
série alélica que pode conferir a competéncia de reconhecimento de multiplos genes Avr
(DANGL & JONES, 2001).

Evidenciado a importancia de compreender os genes de dominio LRR, principalmente
em estudos que envolvem resisténcia de pragas e doencas, na presente pesquisa 0s genotipos
estudados possuem uma caracteristica de resisténcia especifica como a ferrugem, bicho-
mineiro e nematoides. O acréscimo na expressdo desses genes na fase de mudas em viveiro
para 0s geno6tipos IAC 2 e IAC 3, precisa ser esclarecido em avaliagfes de campo, uma vez
gue esse acréscimo pode apresentar alteracGes na resisténcia presente nas plantas matrizes

qguando comparada a seus clones.

Gene WUS

A figura 25 apresenta o dominio conservado responsavel por codificar um fator de
transcricdo com homeodominio para o gene WUS. Esse fator de transcri¢do se expressa no
inicio da embriogénese sendo requerido para formagdo e manutencdo de meristemas apicais.
Em estadios tardios, a expressdo do WUS torna-se restrita a um dominio subapical pequeno
situado diretamente abaixo das células inicias, onde parece exercer um papel essencial na

manutengdo de seu comportamento do tipo “células tronco” (TAIZ et al., 2009)..
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Conserved domains on [iclseqsig_370e3521598754£283455505f124c016] View full result
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Homeodomain; DNA binding domains involved in the transcriptional regulation of key eukaryotic developmental processes; may bind to DNA as monomers or as homo- and/or
heterodimers, in a sequence-specific manner.

The actual alignment was detected with superfamily member pfami0046:

Figura 25 - Resultado BLAST para superfamilia do Homeodominio.

Os valores da expressdo relativa do gene WUS estdo apresentados na figura 26. A
quantidade de transcritos do gene WUS existente nas fases de planta matriz e muda em viveiro
foram insignificantes para todos os gendtipos estudados, representado pela falta de uma
quantificacdo numérica realizada pela qRT-PCR.

No entanto, na primeira fase da embriogénese somatica indireta, calos primarios e
calos embriogénicos, o nivel de expressdo do gene para o genétipo IAC 2 aumenta
substancialmente em relacdo a sua planta matriz. Para o genétipo IAC 1 também ocorre esse
acréscimo no padrdo de expressao do gene, seguida pelo genétipo IAC 3 (Figura 26).

Nas fases subsequentes do desenvolvimento in vitro, a expressdo do gene foi similar
entre os trés genotipos, com excecdo das plantulas in vitro, onde ocorre novamente uma super

expressao do gene WUS para o genétipo IAC 2 (Figura 26).
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Figura 26 - Quantificacdo da expresséo relativa do gene WUS nas seis fases da embriogénese
somatica indireta estudadas para os genotipos IAC 1, IAC 2 e IAC 3.
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Estudos em mutantes de Arabidopsis para o gene WUS, demonstraram que estes nao
conseguiram formar um meristema apical do caule (MAC) normal (MAYER et al., 1998). A
organogénese ocorre na proximidade das células iniciais do MAC, que sdo células iniciais e
suas derivadas indiferenciadas. Dada a diferenciacdo de células tronco em tecidos e orgdos, é
esperado que algum mecanismo monitore essa alteragdo e compense qualquer variacdo na
populacdo de células inicias, como um aumento da taxa de divisdo celular. O gene Wuschel
estd diretamente relacionado nesse mecanimo de regulacdo entre células indiferenciadas e
células determinadas (TAIZ et al., 2009).

As analises realizadas por SCHOOF et al. (2000) mostraram que tal mecanismo de
regulacdo provém de uma combinacdo por retroalimentacdo positiva e negativa, dada pelos
genes CLAVATA (CLV) 1, 2, 3 em combinagdo com o WUS. Os resultados moleculares
mostraram que a transcri¢do do gene CLV3 é promovida pelo gene WUS, e o crescimento do
meristema é controlado pelo circuito de retroalimentacdo positivo/negativo autolimitante. A
expressdo do WUS estimula a atividade das células inicias apicais, 0 que promove 0
crescimento do meristema, mas, concomitantemente, induz um incremento na atividade do
CLV. O aumento na atividade de CLV inibe a expressdo do WUS, provocando uma inibi¢do no
crescimento do meristema. Para a manutencdo do equilibrio dindmico entre estados ativos e
inativo, o MAC ¢é capaz de manter sua populacdo de células inicias na quantidade
geneticamente determinada.

Os estudos com os mutantes que ndo produziram um MAC funcional em Arabidopsis
mostraram que de modo inverso, a transcricdo de WUS pode ser completamente suprimida
pela super-expressdo do CLV3, levando a fenocopia do mutante wus (MAYER et al., 1998).

Estas informacdes apresentam a importancia de se avaliar o padrdo de expressao do
gene Wuschel, a fim de entender como ocorre o inicio da diferenciacdo celular para a
formacdo de um meristema apical normal, € como esse mecanismo consegue manter a
quantidade correta de células iniciais no meristema.

Nos dados apresentados o genotipo IAC 1 apresenta o perfil de expressdo natural,
onde ocorre um acréscimo de expressdo do gene WUS na fase de calos, aglomerado de células
indiferenciadas em crescimento formando o meristema, a expressdo do gene comega a ser
reprimida com o possivel aumento da atividade do CLV, que diminui o valor de expressao do
gene nas fases finais da embriogénese somatica. No genotipo IAC 2, o acréscimo na
expressdo relativa do gene WUS sucede de uma forma exponencial, sugerindo que o gene
CLV pode estar reprimido, ou seja, esta ocorrendo um desequilibrio na expressdo dos dois

genes para a manutencédo das celulas inicias, e formacao do meristema. Para o genotipo IAC 3
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0 gene WUS apresentou um padrdo constante ao logo das fases do cultivo in vitro, indicando
gue ndo ocorreu uma combinagdo por retroalimentacdo positiva e negativa, entre 0s genes
WUS e CLV.

Ressalta-se que, que a expressao do gene WUS para o gendtipo IAC 2 se manteve alta
na fase final da embriogénese somatica, plantula in vitro, seguida do genotipo IAC 3. Esses
resultados podem ainda indicar que os meristemas destes genotipos estdo com muitas células
indiferenciadas nesta fase. Essa observacdo corrobora com as andlises fenotipicas desta
pesquisa, onde os gendtipos IAC 2 e IAC 3 apresentaram a resposta ao cultivo in vitro numa

velocidade e sincronismo menor quando comparados ao genotipo 1AC 1.

A expressdo do gene WUS também foi estudada em C. canephora por ARROYO-
HERRERA et al (2008). Estes autores descobriram que a expressdo do WUS em plantas de C.
canephora pode induzir a formacdo de calos em até 400%. Os resultados mostraram que 0
fator de transcricdo do WUS pode ser Gtil para aumentar a embriogénese somatica.

4.2.4 Expressao génica relativa de genes envolvidos em estresses

Gene INAP

Para elucidar os fendmenos que ocorreram em diversas células e embrides que néo se
desenvolveram, ou seja, ndo formaram uma planta completa, foi estudada a expresséo de um

gene INAP. A presenca do dominio correspondente foi verificada, como demonstrado na

figura 27.
Conserved domains on [icljlocal LNFIFWLSSM] _ Viewhilresut | @
Local query sequence
Graphical summary show options »
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Search for similar domain architectures ‘ Refine search ‘

List of domain hits d
H Description PssmidMulti-dom E-value
[-laPi5 super family[ci02292), Apoptosis inhibitory protein 5 (APIS), This family consists of apoptosis inhibitory protein 5 (APIS) sequences from se 114630 no 5.80e-

158
Apoptosis inhibitory protein 5 (APIS); This family consists of apoptosis inhibitory protein 5 (APIS) sequences from several organisms. Apoptosis or programmed cell death is a
physiological form of cell death that occurs in embryonic development and organ formation. It is characterized by biochemical and morphological changes such as DMNA
fragmentation and cell volume shrinkage. APIS is an anti apoptosis gene located in human chremosome 11, whose expression prevents the programmed cell death that occurs
upon the deprivation of growth factors.

The actual alignment was detected with superfamily member pfam05918:

Figura 27 - Resultado BLAST para superfamilia API5.
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Os resultados demonstrados na figura 28 indicam que ocorreu uma diminui¢cdo no
namero de transcritos correspondentes ao gene, na primeira fase do desenvolvimento in vitro,
para todos os genotipos. Essa queda na expressdo relativa do gene pode ser consequéncia do
alto estresse oxidativo que os explantes sofreram no inicio da embriogénese, desde a retirada
da folha da planta matriz até o corte para selecdo do explante desejado. Nessa fase que as
células comecam a se organizar para formar o aglomerado de células indiferenciadas que irdo
originar os embrides.

Para o genotipo IAC 1 o nivel de expressdo do gene INAP apresentou uma queda
constante na sua expressdo com o avango das fases do cultivo in vitro, 0 que aumenta 0s
indicios da estabilidade do material vegetal. No entanto, o IAC 2 apresenta um padrdo
irregular de expressdo possuindo um pico na fase de maturacdo e germinacdo apresentando
um decréscimo novamente na fase das mudas em viveiro, esse incremento de expressdo nas
fases de maturacdo e germinacdo e das plantulas in vitro, pode demonstrar um esforco das
células para sobreviverem ao processo de embriogénese somatica. O genotipo IAC 3 segue 0
mesmo perfil de expressao relativa do genétipo IAC 2, contudo com os valores de expressdo

inferiores (Figura 28).
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Figura 28 - Quantificacdo da expressao relativa do gene INAP nas seis fases da embriogénese
somatica indireta estudadas para os genotipos IAC 1, IAC 2 e IAC 3.

Apoptose, ou morte celular programada, € um processo que ocorre de forma natural
nos vegetais para manutencdo do desenvolvimento dos mesmos, sendo importante para
eliminar células supérfluas ou defeituosas. Durante a apoptose, a célula sofre alteracGes
morfoldgicas, tais como a retracdo da célula, perda de aderéncia com a matriz extracelular e

células vizinhas, condensacdo da cromatina, fragmentacdo internucleossomica do DNA e
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formagdo dos corpos apoptoticos. Esse fendmeno bioldgico pode estar associado aos
diferentes tipos de alteragdes que podem ocorrer devido ao processo de embriogénese
somatica (TAIZ et al., 2009).

Em situacdes de infeccdo, lesdo celular, e até mesmo de auséncia de fatores de
crescimento, a morte celular programada ocorre por um processo passivo, que age como
carater degenerativo (TAIZ et al., 2009).

Gene OXIRED

Para cada molécula de sacarose oxidada pelas rotas da glicolise e do ciclo do &cido
citrico, quatro moléculas de NADH sdo geradas no citossol e 16 moléculas de NADH mais
quatro moléculas de FADH, sdo gerados na matriz mitocondrial, essa rota demonstrada € uma
das principais fontes de energia para a célula vegetal. NADH: ubiquinona oxidoredutase
(complexo 1) é normalmente o complexo de proteinas mais termolabeis da fosforilacdo
oxidativa (SINGER, T. P., 1974; CREMONA et al., 1963). O dominio apresentado na figura

29 representa uma NADH: ubiquinona.

Conserved domains on [idjocal IKQGLLSVVC] _ Viewtlresut |

Local query sequence

Graphical summary show options »

1 SIU i00 150 200 250 00 354
Query seq. i asasesesesess——— ' E——————————

Superfanilies [ Oxidored_g6 superfamily

] 3

Search for similar domain architectures | Refine search |

List of domain hits d
= Description pssmid Muiti-dom E-value
Howidored_qs super 0415], NADH ubigui i 20 Kd subunit, 185026 no 512e-66

MADH ubiguinone oxidoreductase, 20 Kd subunit,

The actual alignment was detected with superfamily member PRKDG411

Figura 29 - Resultado BLAST para superfamilia da Oxidoredutase_q6.

Considerando que o NADH ¢ uma fonte ativa de energia para o desenvolvimento
celular, era esperado o padrdo de expressdo apresentado na figura 30. Nas fases de calos
primarios e embriogénicos, juntamente com a multiplicacdo e regeneracao, seguindo das fases
de maturacdo e germinacgédo sdo etapas de maior gasto energético pela célula, o que explica o
aumento significativo na expressdao do gene OXIRED, para todos genotipos, com uma
expressao inferior no genotipo IAC 3. Outro fator que pode influenciar no acréscimo da
expressdo do gene nessas fases, é a fonte livre e ilimitada de carbono disponivel no meio

nutritivo do cultivo in vitro.
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No gendtipo IAC 1, o gasto energético da muda em viveiro esta equivalente com sua
planta matriz, isso adiciona novas evidéncias da capacidade do gendtipo IAC 1 ser responsivo
ao cultivo in vitro, e de se restabelecer como uma planta normal em campo. A resposta dos
gendtipos IAC 2 e IAC 3 é demonstrada de forma inversa, ocorre um alto gasto energético

dessa muda em viveiro, indicios de elevado estresse metabdlico.
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Figura 30 - Quantificacdo da expressdo relativa do gene OXIRED nas seis fases da
embriogénese somatica indireta estudadas para os genotipos IAC 1, IAC 2 e IAC 3.

Um aspecto relevante a ser considerado é que, na maioria das plantas, uma proporcao
significativa do carbono fotoassimiliado é estocada para a respiracdo. Estudos em espécies
herbaceas mostrou que 30 a 60% do rendimento diario com a fotossintese sdo consumidos
pela respiracdo, e este valor diminui com a idade da planta. Em arvores lenhosas jovens um
terco do carbono assimilado pode ser perdido na respiracdo, podendo aumentar em plantas
adultas devido ao aumento na proporcdao de tecidos ndo fotossintéticos. Em altas
temperaturas, areas tropicais, a respiracdo pode consumir de 70 a 80% dos fotoassimilados,
por cauda da alta taxa de respiracdo noturna. Demonstrado isso alguns fisiologistas tém
tentado separar entre 0s gastos energéticos com crescimento e 0s gastos com a manutengado
das atividades e estruturas celulares (HOPKINS, W. G, 2000).

Portanto, sdo propostos os termos de respiragdo de crescimento e respiracdo de
manutencdo. A respiragdo de crescimento contém o carbono verdadeiramente incorporado
(producdo de esqueletos de carbono para a formacdo de parede celular, macromoléculas, etc.)

mais o carbono respirado para produzir energia, na forma de ATP e poder redutor como
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NADPH, NADH, e FADH2, necessarios em reacdes de biossintese e crescimento. Por outro
lado, respiracdo de manutencdo, fornece a energia para 0S processos que ndo resultam em
acréscimo de matéria seca, como: turnover de moléculas organicas, manutencao das estruturas
das membranas e troca de solutos. Esta respiracdo de manutencao é baixa em plantas e 6rgaos
jovens que estdo em processo acelerado de crescimento, contudo, em érgdos maduros, ou seja,
que terminaram 0 Seu crescimento, a respiracdo de manutencdo pode corresponder a uma
grande percentagem da respiracéo total (SALISBURY, et al., 1991).

Como demonstrado anteriormente, a respiracdo € importante, pois produz a energia
metabolica que € necessaria em diversos processos de crescimento, portanto, contribui para o
aumento na producdo de biomassa. Contudo, a respiracdo pode consumir parte dos
fotoassimilados disponiveis com pouco ou nenhum aproveitamento em energia Util. De tal
modo, este Gltimo caso representa uma perda de carbono pela planta, assumindo que uma
menor taxa de respiracdo pode beneficiar uma maior economia de carbono, como
conseqiiéncia um maior crescimento e produtividade. Apoiando essa afirmacdo, alguns
estudos demonstraram a existéncia de correlacdo inversa entre a taxa de respiracéo e a taxa de
crescimento. Nestes estudos, 0s genotipos mais produtivos foram os que apresentaram menor
taxa de respiracdo de manutencao nos tecidos maduros. Ou seja, quanto menor o consumo de
carbono na respiracdo de manutencdo, maior proporcdo do carbono estara disponivel para o
crescimento (HOPKINS, 2000).

Essa correlacdo inversa pode ser demonstrada nos resultados apresentados na figura
30. O gendtipo IAC 1 possui altas taxas de expressdo génica para 0 OXIRED no inicio do
desenvolvimento in vitro, devido a alta atividade metabdlica de divisdo e elongacédo celular e
baixas taxas de manutencdo, com 0 avango das fases de desenvolvimento, ocorre 0
decréscimo na expressdo do gene, que prevé queda na taxa de manutencdo e aumento na taxa
de crescimento, corroborando com a teoria de que quanto menor o consumo de carbono na
respiracdo de manutencdo, maior a quantidade de fotoassimilados disponiveis para o
crescimento, ou seja, formacdo de biomassa. Esses dados confirmam os dados de anélises
fenotipicas deste mesmo trabalho, onde o genétipo IAC 1, apresentou-se como mais
responsivo quando submetido as condigdes in vitro, possuindo intensidade e principalmente
rendimento superior quando comparado aos gendtipos IAC 2 e IAC 3.

De modo inverso, os gendétipos IAC 2 e IAC 3, apresentaram um aumento menor na
taxa da expressao relativa do gene OXIRED, quando comparado ao IAC 1, e um incremento

significativo na fase final do processo, muda em viveiro. Estes resultados indicam que essas
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mudas estdo em altas taxas de respiracdo de manutencdo, que prejudicar o desenvolvimento e

crescimento.

Gene PPO

A polifenoloxidase é uma importante enzima das plantas, seu dominio conservado
estd apresentado na figura 31. Essa enzima participa de diversas reagdes, ligacGes de
polissacarideos, oxidacdo do &cido indol-3-acético, ligagdes de mondmeros, lignificacdo,
cicatrizacao de ferimentos, oxidacao de fenois, defesa de patdgeno, regulacdo da elongacao

de células e outras.
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Figura 31 - Resultado BLAST para superfamilia Tirosinase.

A enzima, polifenoloxidase, catalisa a oxidagdo do substrato utilizando o poder
oxidante do H,O, ou de perdxidos organicos. As plantas possuem uma quantidade
relativamente elevada de isoenzimas de peroxidase, principalmente localizadas nas paredes
celulares.

A andlise da qRT-PCR da presente pesquisa para o gene PPO revelou um aumento
significativo na sua expressdo durante a primeira fase do desenvolvimento in vitro, para os
gendtipos IAC 1 e IAC 3, e baixa expressao para o genotipo IAC 2 (Figura 32). Para a fase de
multiplicacéo e regeneracdo dos calos obtidos na fase anterior, o perfil da expressédo do gene
polifenoloxidase foi semelhante a fase anterior, entretanto, com um acréscimo substancial na
expressao do gene para o genotipo IAC 3.

Para as proximas fases do cultivo in vitro, maturacdo e germinacdo, plantula in vitro e
muda em viveiro, o perfil na expressao relaviva se manteve constante, sendo o genotipo IAC
3 0 mais expresso, seguido do gendtipo IAC 2 e por Gltimo com a expressdo inferior aos

demais o genotipo IAC 1, estes resultados corroboram novamente com a teoria de que 0
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gendtipo influencia na resposta diferencial dos materiais quando submetidos ao cultivo in

vitro.

14 -
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Expressdo Relativa

Planta Calos Multiplicagao Maturagao Plantula Muda em
Matriz Regeneragao Germinagdo invitro viveira
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Figura 32 - Quantificacdo da expressao relativa do gene PPO nas seis fases da embriogénese
somatica indireta estudadas para os geno6tipos IAC 1, IAC 2 e IAC 3.

A elevada expressdo relativa do gene PPO dentro da embriogénese somética evidencia
0 estresse oxidativo causado aos explantes quando submetidos ao cultivo in vitro, e ainda €
importante salientar que as mudas em viveiro também podem estar em processo de estresse
oxidativo causado pela aclimatacdo das mesmas, em especial para os gendtipos IAC 2 e IAC
3. Na presente pesquisa obtiveram-se resultados semelhantes nas analises do gene OXIRED.

Nas fases de inducdo de calos, multiplicacdo e regeneracdo o estresse resultande do
cultivo in vitro tende a ser maior, e, de fato, ocorre uma maior manipulacdo dos explantes e
maior exposicdo ao meio de cultivo. Provavelmente, nestas fases os subcultivos foram mais
frequentes, como esta representado no aumento da expressdo do gene. Na fase de maturagéo e
germinacdo a manipulacdo do material vegetal é menor, e considerando ainda, 0 meio de
cultivo gelatinoso o contato com o meio também é menor e, consequentemente menor o
estresse. Nas mudas o estresse tende a aumentar no processo de aclimatizacdo quando as
plantulas séo transferidas de um ambiente com alta umidade relativa e grande disponibilidade
de nutrientes para condi¢fes mais hostis, como umidade relativa baixa, transferéncia para
outro tipo de substrato, luminosidade, entre outos. Essas fases também sdo corroboradas com
a expressdo do gene OXIRED.

Enzimas envolvidas nas vias metabdlicas dos fendis, como polifenoloxidase e a
peroxidase, geralmente estdo associadas a resisténcia de plantas a doengas (BUTT & LAMB,
1980). Em cafeeiro, pouco se sabe sobre 0s mecanismos que controlam a resisténcia a

55



nematoides e, em particular, a Meloidogyne incognita. Para outras culturas, 0s compostos
fendlicos estdo sendo associados com a resisténcia a esse parasito, a comparacao entre
cultivares resistentes e suscetiveis demonstraram que a quantidade desses compostos é
superior nos resistentes, em relacdo aos suscetiveis, mesmo antes da inoculacdo das plantas
com o parasito (HUANG, 1985).

Estudos realizados por MAZZAFERA et al (1989), demonstraram que a cultivar
Apoatd apresentou uma atividade da enzima polifenolxidade superior a cultivar Mundo Novo,
tanto em plantulas inoculadas como nédo inoculadas. Além de um aumento na atividade da
enzima nas plantulas inoculadas de Apoatd, ja& na primeira avaliacdo, indicando a
possibilidade da enzima estar envolvida no mecanismo de resiténcia ao M. incognita. Esses
estudos podem corroborar com a alta expressdao relativa do genotipo IAC 3, que possui
resisténcia a outra espécie de nematdide, Meloidogyne paranaensis.

RAMIRO et al. (2006) estudaram o papel dos compostos fendlicos e das enzimas
peroxidase e polifenol oxidase na expressdo de resisténcia de plantas de café ao bicho
mineiro. As concentragdes de fenois sollveis totais e das enzimas oxidativas foram estimadas
em folhas de C. arabica e C. racemosa, e progénies do cruzamento entre estas espécies, que
apresentaram diferentes niveis de resisténcia, antes e depois do ataque do inseto. Foram
detectadas diferencas na concentracdo de fendis e das enzimas oxidativas entre as espécies
parentais. No entanto, ndo houve diferencas entre plantas hibridas resistentes e suscetiveis
para nenhuma das caracteristicas. Os resultados sugerem que o teor de compostos fendlicos e
a atividade das enzimas peroxidase e polifenol oxidase pode ndo ser uma forte evidéncia de

sua participacédo direta nos mecanismos de defesa da planta ao ataque do bicho-mineiro.

4.3 Genotipagem

A genotipagem visa avaliar polimorfismos ao nivel do DNA e é uma estratégia
para identificacdo de possiveis variagdes somaclonais nos materiais clonados. A fim de
verificar a ocorréncia de possiveis variacdes gendmicas foi realizado um screnning,
utilizando 45 primers de microssatélites, onde os genotipos clonados, a planta matriz e
um bulk contendo material vegetal das diversas fases do cultivo in vitro foram avaliados.

Os locos de ESTs-SSR avaliados foram selecionados anteriormente por pesquisas
do mesmo laboratdrio que visava associar os marcadores EST-SSR a resisténcia ao bicho-
mineiro em cafeeiros. Algumas sequéncias de SSR expressas foram selecionadas em

bibliotecas de folhas, submetidas ou ndo a algum tipo de estresse, priorizando as
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sequéncias expressas em folhas infectadas por bicho-mineiro e ferrugem. Esta estratégia
visava aumentar a probabilidade de identificarem marcadores associados com a
resisténcia a patdgenos e provavelmente relacionados a mecanismos de defesa da planta
(PINTO, 2006; anexo II).

Considerando que todos os gendtipos selecionados pelo programa de melhoramento do
cafeeiro do IAC que foram submetidos ao processo de embriogénese somaética indireta
possuem resisténcia a algum patdgeno ou praga, essa também seria uma estratégia viavel para
identificar possiveis variacbes somaclonais nos clones, e diferencas genéticas entre 0s
gendtipos estudados.

Outras sequéncias estudadas priorizaram SSR di e trinucleotideos, independente das
bibliotecas. Um conjunto de oligos, denominados LEG, foram utilizados por PEREIRA
(2011) na busca de marcadores associados a resisténcia do bicho-mineiro. O autor encontrou
marcas relacionadas a suscetibilidade das plantas ao inseto (Anexo IlI).

Para a genotipagem dos acessos estudados, foram avaliados 45 locos SSR. Estes foram
amplificados através de oligos especificos obtidos de sequéncia correspondente a regido
flanqueadora de cada loco. Por meio de reagbes de PCR os SSRs foram amplificados nas
plantas matrizes, nos clones e no bulk das fases do cultivo in vitro. Estes apresentaram, em
sua maioria, um padrdo de amplificacdo de banda Unica, como exemplificado nos oligos 3, 4,
26 e 29 (Figura 33).

=t — N v W— w—

Primer 4

- —-

Primer 26 Primer 29

Figura 33 - Amplificacdo de quatro locos SSR em plantas matrizes (1), bulk das fases do
cultivo in vitro em meio gelatinoso (2) e dos clones na fase de muda (3). Os DNAs foram
obtidos dos gendtipos IAC 1, IAC2, IAC3. (Primeira canaleta: peso molecular de 1kb)
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Entre os 45 locos microssatelites ndo foram observadas alteracbes no DNA que
poderiam indicar possiveis variagcfes somaclonais. Entretanto, ndo é possivel afirmar a
inexisténcia de alguma forma de variacdo somaclonal. Pode ocorrer de alguma possivel
variagdo somaclonal ser omitida pela amostragem realizada no viveiro, quando o
material vegetal foi coletado. Além disso, ndo foi avaliado o genoma completo da planta
matriz e seu respectivos clones, ou seja, podem ter ocorrido variagdes no DNA que ndo
foram detectados pelos primers utilizados. Para a confirmagdo da auséncia de variagéo
somaclonal, seria necessario o sequenciamento completo do genoma da planta matriz e seus
respectivos clones.

Os microssatélites consistem na repeticdo de pequenos motivos de DNA (um a
cinco), que sdo abundantes e ocorrem como elementos repetitivos intercalados em todos os
eucariotos. A técnica de marcadores microssatélites usa a variacdo intra e inter individuos
nas sequéncias simples repetidas nas regides de analises de fingerprinting. O
polimorfismo é resultado das diferencas no nimero de repeti¢cdes de cada individuo entre os
locos de microssatélites.

Outros autores empregaram essa técnica visando a deteccdo de variaghes
somaclonais. PRADO et al (2010), estudaram citometria de fluxo e nove locos de
microssatélites em uva (Vitis vinifera), sendo que todas as plantas estudadas apresentaram
coeréncia nos genoétipos, com excecdo de um mutante. Entretanto, ndo havia uma relacédo
clara entre 0o mutante das plantas regeneradas e a inducdo dos calos, o estagio de
desenvolvimento das inflorescéncias. Os autores plantaram o0 mutante para avaliagdes
futuras.

Anélises de RAPD e SSR foram realizadas por JIN et al (2008) em algoddo para
a deteccdo de variacdes somaclonais. Foram utilizados dois protocolos de regeneracédo
com diferencas na combinagdes hormonais. Vinte e oito linhagens regeneradas por células
embriogéncias e 67 plantas regeneradas por calos embriogénicos foram avaliados por
RAPD e SSR. Duas analises de agrupamento permitiram organizar dendogramas entre as
combinacbes de hormdnios e a variabilidade genética. Os resultados demonstraram que o
2,4-D induz a variagdo somaclonal e que os marcadores RAPD e SSR foram eficientes
na deteccdo dos variantes.

Estudos sobre a estabilidade genética em locos de sequéncias simples repetidas
(SSR) foram realizados em pinheiro bravo (Pinus pinaster Ait.). Linhagens de células

embriogénicas submetidas a diferentes tempos de cultivo foram analisados.Estes autores
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detectaram variacdo genética em sete locos de SSR em todos os tempos de
proliferacdo. Apesar da variacdo encontrada na embriogénese somatica, nenhuma
correlacdo foi estabelecida entre a estabilidade genética e a estabilidade dos loci analisados
(MARUM et al., 2008).

Ndo foi possivel a deteccdo de variagdo somaclonal com os 45 locos de
microssatélites estudados. Contudo, foi possivel a identificacdo de primers que separavam
os gendtipos IAC 1, resistente a ferrugem e o IAC 3, resistente ao nematoide (M.

paranaensis), como apresentado nas figuras 34 e 35 respectivamente.

Primer LEG12

Figura 34 - Amplificagdo do primer LEG12 em plantas matrizes (1), bulk das fases do
cultivo in vitro em meio gelatinoso (2) e dos clones na fase de muda (3). Os DNAs foram
obtidos dos gendtipos IAC 1, IAC2, IAC3. (Primeira canaleta: peso molecular de 1kb)

Primer LEG9

Figura 35 - Amplificacdo do primer LEG9 em plantas matrizes (1), bulk das fases do cultivo
in vitro em meio gelatinoso (2) e dos clones na fase de muda (3). Os DNAs foram obtidos dos
gendtipos IAC 1, IAC2, IAC3. (Primeira canaleta: peso molecular de 1kb)
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Essa informacdo é de grande valia para o programa de melhoramento genético do
cafeeiro do IAC. Sendo possivel organizar o fingerprint de todos os gendtipos para o
futuro registro de cultivares junto ao Ministério da Agricultura, o langcamento de novas
cultivares clonais e a realizacdo de testes de pureza em possiveis suspeitas de contaminagéo

varietal.

4.4 Consideracdes Gerais

De modo a compreender como ocorre a expressdo de genes no cultivo in vitro de
embrides somaticos de café, e os possiveis mecanismos que induzem a variacdo somaclonal,
esta pesquisa avaliou diferentes estratégias visando detectar possiveis variagdes somaclonais.
Os trés genotipos selecionados possuem grande importancia para 0 programa de
melhoramento do cafeeiro do 1AC, e apresentaram divergéncias no potencial de regeneracao
quando submetidos a embriogénese somatica.

As anélises visuais corroboraram com as andlises de expressdo génica. Este fato é
relevante, pois indica que estudo epigenémicos podem auxiliar na elucidacdo das causas de
variacdo somaclonal, e de como estes mecanismos epigenéticos estdo envolvidos no controle
de expressao de diferentes genes. A genotipagem apresentou um screnning de todo o processo
estudado que apoiou a expressao dos genes sugerindo a auséncia de variagdo somaclonal.

A presente pesquisa, de carater exploratério, procurou elucidar os gargalos na
embriogénese somatica de mudas especiais de C. arabica, visando o futuro lancamento de
cultivares clonais com resisténcia aos principais agentes bidticos que atacam as lavouras de
café no Pais. O estabelecimento de um protocolo de clonagem eficiente e confiavel para a
utilizacdo da embriogénese somatica em café acarretard grandes beneficios a pesquisa
cientifica e a cafeicultura brasileira. Assim sera possivel explorar o vigor hibrido das plantas,
incorporar resisténcia multipla, diminuir o tempo de lancamento de novas cultivares e,
principalmente, levar ao produtor rural tecnologias estudadas e avaliadas em campos
experimentais. Este novo pacote tecnoldgico que vem sendo desenvolvido nas pesquisas de
café no pais, em especial as do Instituto Agrondmico de Campinas, podera diminuir 0s custos
do produtor rural no uso de defensivos agricolas, acrescentar qualidade ao café produzido,
aumentar a produtividade e os lucros obtidos em cada safra. Estas mudancas apresentadas
poderdo incrementar de modo positivo todos os segmentos da cadeia produtiva do café do

Pais.
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5 CONCLUSOES

e Apesar das alteracGes observadas na expressdo génica ao longo do processo de
embriogénese somatica indireta, os dados sugerem que o clone é uma cépia fiel a sua planta
matriz. Para o IAC 1 o padrédo de expressao da maioria dos genes estudados as mudas clonais
equivalem a sua planta matriz.

e Para os 45 oligos especificos estudados na genotipagem nao foram encontrados indicios
de varia¢des somaclonais.

e Com a utilizacdo dos primers LEG 9 e 12 € possivel diferenciar e caracterizar os
gendtipos IAC 1 e IAC 3 respectivamente.
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ANEXOS

Anexo A - Tampéo de Extragdo de RNA

Reagente C_oncentra(;éo
Final

CTAB 2%

PVP (K10) 2%

TrisHcL pH=8,01M 100 mM

EDTA 0,5M 25 mM

NaCl 5M 2M

Anexo B - Primers utilizados para a genotipagem de plantas matrizes e clones dos genotipos
de C. arabica IAC 1, IAC 2 e IAC 3. (Fonte PINTO, 2006.)

Primer

Forward (5'— 3")

Reverse (5'— 3")

CTGCCGTCCAATTTCTGAAT
ACGCGTCCGCTTCTTCTTCT
CTCTTCTCCTCAACCCCGTA
GGCTTCACCATTGCAATACC
CCGTGGTCATTCATCAAAAT
TGTTACTTCCTCCGTTGC
TGACATTCTGCTCACCACCA
GGTTTCCAAAGGAGATGAGC
GTCCGCCATCTCCCTCTTCT
TGAGCGACGTACAAGTGGTT
CGGACCGACCCTAGCTAAT
CTTCATCAGCTCCGGTATCC
TGTTAGGAAGCAGGACAACG
AGCAGTCACAGGCCAATACA
CAACCATGCTAGCTTGAGCA
GGGAGAGGTAAATTCCTGAA
GCCGTCACCTTTATTCTGGA
CTTTGCCCATAGCCAGAAAC
ACATGCAAGATGTGCAGGAG
GCCGATGATTTAGCGCATC
CTCACCACCACCACTGACAT

GCCATCCTCTAGTTGCTTTCC
CACATATTAACGGCCCTGGA
CCCTGTCCCTGTCCCTATCT
GTTTCGACGATTGAGGAGGA
CGTCCGCTCACACATTTCT
TCATCTTCCCAACTCCCTTT
GCAGTGGAGGAGGAAGTTGA
ACAAGTCCATCGTCCAATCC
GCTTTCATCCTCGGTGAGTC
TCAAGGCCAGCGAAAAAG
GGTGACGGCATTCCTAACAA
TTGGACTCGGAGAAGACGTT
GATTAATGGGGCTGAACCAG
TAGAAGGAGGTGGACTGGTG
CAAGGTTGCATTCTTGGTGA
CTGCATCACCATAGCAGCAG
TTTGCAGCCACAAAGACAAG
TAGCTTAGGGGTCTCTCA
CTAGTTGCCCTTTCTACAGC
TGACGATCCCGATCCTTATC
TGATAATGACGAGGCAGTGG
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Anexo B -

27
28
29
30

Continuacgéo...
CAGCTTTCCGCATATGATCC
AACAGGATTGCTGCCAGAAG
TATGTTCACGTGGACGATGC
CAAACCCAAGAAGCCCTACA

GGGGGTAGAGGACCATCATC
TCAAGCATCCCTCTTCGTTC
TTCTCTCTACACCACCACCA
CAGCGAGAATTGAGGAAAGC

Anexo C - Primers utilizados para a genotipagem de plantas matrizes e clones dos genétipos
de C. arabica IAC 1, IAC 2 e IAC 3. (Fonte PEREIRA et al., 2011.)

Primer  Forward (5'— 3") Reverse (5'— 3")

LEG1 GTGGCCAGTTGAGTTGCATA GAGATGAGATGGGCTTCTTGA
LEG2 GGACAAAGACGCCTAATCCA CCGTTGCATGATAAACGACA
LEG3 GGATATCGCATCAGCCTCTC AGCGGTTTCTTTCTTTG

LEG4 CCTTTGAGGTGGTCAGCCTA AGAGAACCCAGGGTCAAGTTTA
LEG5 GTCCATTAGGCATTTGTTGC CTGGCCGCTAAAGATAAGTAGA
LEG6 GGTTTACCCCATGAGAGCAG CTTGTGCTTGAGCCATTTCA
LEG7 CGAGGAGTTGATTGCTGG TTCGAGTGAAATCCCAATCC
LEGS ACGGAAGAGGCAGAGACT CTTCCTTGGACCCTCATCAA
LEG9 AGGTTTCCAAAGGAGATGAGC GAAGACAAGTCCATCGTCCAA
LEG10 CATGATCAACCCAACAGCAT TGAATGTGTATCGGGAGCAG
LEG11 CACTGAAGGCCTGGAAGAAT AGCATCTGCAGCCTCCATAG
LEG12 CACCATAGCAACTTCAAACACG CACATCCAGGAACCTTGCTC
LEG13 GAAGAGGAAGAAGGGGCAAG GTGGTGGAGGAAAGGGATTC
LEG14 AGAGCCCCTTCTCGCTATGT GTTAACGCCGGATATGCTTC
LEG15 TCTATGCACACCCTCCACAA AGCATTGGTTTGCTTCTTGC
LEG16 CTGCTTGTTGGCCATAATGA ACAGTGGAAGAAGGCGAGAG
LEG17 TGCGACATTTCACTCTGCAT GCCTATGTTGTGTACGTGTGC
LEG18 CAAACAATGGTGACGTGCTC CAAGGCCAGCGAAAAAGAT
LEG19 GTTGCCGTCTTCAGCTCTTC CATTGGAATTGTTGCTGGTG
LEG20 ATCTGCAACGAAAGCTGGAG GGCTTTCCTTTGACAACTGG
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