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RESUMO 

 

Um dos aspectos mais relevantes para atender a demanda do mercado de café é o custo de 

produção, 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 à resistência a pragas e 

doenças. A clonagem utilizando a estratégia de embriogênese somática pode auxiliar os 

programas de melhoramento diminuindo o tempo para o lançamento de novas cultivares. Esta 

dissertação teve como objetivo avaliar a metodologia de clonagem de cafeeiros com alto 

padrão heterozigótico oriundos de diferentes fases do processo de seleção do programa de 

melhoramento do cafeeiro do Instituto Agronômico de Campinas, reunindo evidências de que 

progênies clonais são cópias fiéis de suas plantas matrizes. Plantas selecionadas de Coffea 

arabica, denominadas IAC 1, IAC 2 e IAC 3, com resistência à ferrugem, ao bicho-mineiro e 

ao nematoide, respectivamente, foram clonadas via embriogênese somática indireta. Análises 

fenotípicas do  material  vegetal  regenerado  foram  realizadas  para  ressaltar  o  padrão  de 

regeneração de cada genótipo. Para as análises moleculares foram selecionados, a partir de 

análises in silico realizadas no Banco de Dados do Genoma Café, genes codificadores de 

proteínas  envolvidas  na  manutenção  da  integridade  do  DNA,  divisão  e  ciclo  celular,  e 

possíveis estresses causados devido ao cultivo in vitro. DNAM, H2A, RNAH, TELOM, BETA, 

SOMATIC, WUS, INAP, OXIRED e PPO foram os genes estudados. Transcritos 

correspondentes  aos  genes  selecionados  foram  amplificados  por  meio  da  metodologia  

de qRT-PCR. Quarenta e cinco locos SSR-EST foram utilizados para a genotipagem da planta 

matriz, de bulks de fases de desenvolvimento do embrião no cultivo in vitro, e dos clones em 

viveiro. Existiram diferenças fenotípicas entre os genótipos quanto à resposta ao cultivo in 

vitro. O genótipo IAC 1 foi o material mais responsivo   à   embriogênese   somática   indireta, 

regenerando calos friáveis de coloração creme claro, com grande capacidade  de  regeneração  

e desenvolvimento  de  mudas  saudáveis.  Os genes que codificam proteínas associadas à 

manutenção da integridade do DNA, assim como aqueles ligados à divisão e ciclo celular 

apresentaram padrões de expressão previsíveis ao longo do processo de multiplicação clonal. 
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Foi observado um aumento da expressão dos genes ligados ao estresse derivado do cultivo in 

vitro e, diferenças foram observadas no padrão de expressão de  alguns  genes  quando 

comparado o  clone e sua respectiva planta matriz. Pela genotipagem, não foram identificadas 

alterações em nível de DNA nos materiais multiplicados por embriogênese somática. Os 

resultados indicam que os clones são cópias idênticas às plantas matrizes, mesmo com as 

diferenças detectadas na expressão de genes que poderiam influenciar na resposta do cultivo 

in vitro. 

 

Palavras-chave: Coffea arabica, cultivo in vitro, embriogênese somática, qRT-PCR, 

expressão gênica. 
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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,  called an  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 qRT-PCR  methodology.  Also,  forty-five   EST-SSR  loci 

were used  for genotyping mother plants,  bulks   of   phases of embryo   development during  

in vitro  culture,  and   clone   plant acclimatized  in  the nursery.  Phenotypic  differences  

between  genotypes  were  observed  for response  to   in vitro  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 
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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 INTRODUÇÃO 

 

 

O Brasil é o maior produtor e exportador mundial de café, seguido do Vietnã e pela 

Colômbia. A produção total do País na safra de 2010 fechou em 48,09 milhões de sacas de 60 

quilos de café beneficiado, que representa um incremento de 22% em relação à safra anterior. 

Os maiores estados produtores desse grão são Minas Gerais, Espírito Santo, São Paulo, Bahia, 

Paraná, Rondônia e Rio de Janeiro, que correspondem em 98% da produção brasileira. 

A importância da cafeicultura para o País pode ser visualizada em sua expressão no 

mercado internacional, no volume produzido e na capacidade de geração de emprego e renda 

na economia nacional. No entanto, o aumento no custo de produção derivado de diferentes 

fontes de variação como, incidência de pragas, doenças e nematoides, diminui a renda dos 

produtores de café. Faz-se necessário um avanço no melhoramento genético do café para o 

País, visando à obtenção de cultivares produtivas e resistentes aos fatores bióticos e abióticos. 

Os programas de melhoramento genético vêem desenvolvendo cultivares resistentes, 

que representam o melhor método de controle das doenças e pragas, pois é econômico, 

eficiente e não causa danos ao meio ambiente. Contudo, o melhoramento genético do cafeeiro 

é lento, pois se trata de uma cultura perene e de período juvenil longo, sendo imprescindível a 

utilização de técnicas que auxiliem e acelerem a obtenção, avaliação e seleção de materiais 

superiores. Análises genéticas em espécies de Coffea estão sendo realizadas 

concomitantemente ao melhoramento clássico, visando aumentar a eficiência dos programas 

de melhoramento para as principais características agronômicas, tais como tamanho e forma 

de planta, frutos e sementes, além de resistências a doenças, pragas e nematoides.  

A biotecnologia aplicada ao cafeeiro, através de técnicas de cultura de tecido vegetal, 

como a micropropagação e os marcadores moleculares, tem-se revelado importante 

ferramenta de apoio aos programas de melhoramento genético, assessorando a manutenção e a 

conservação de bancos de germoplasma, seleção assistida, identificação e avaliação de novos 

genótipos, redução do tempo para a obtenção dos materiais genéticos e, finalmente, a 

multiplicação de genótipos especiais de café. 

A embriogênese somática é uma das principais aplicações da micropropagação e tem 

como objetivo regenerar plantas idênticas à planta-matriz. Esse processo está baseado no 

conceito de totipotência celular, que consiste na capacidade da célula desenvolver uma planta 

completa e funcional, desde que submetida às condições que estimulem sua divisão e 
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diferenciação. 

A clonagem de plantas especiais de café arábica é uma estratégia que pode diminuir o 

tempo para o lançamento de novas cultivares, bem como, explorar seu vigor híbrido. No 

entanto, a clonagem de plantas a partir da regeneração in vitro pode levar ao desenvolvimento 

de alterações fenotípicas, denominadas de variações somaclonais, associadas com rearranjos 

genômicos, e assim gerar plantas com características diferentes daquelas da planta matriz. 

Apesar da importância da cultura do cafeeiro  e  da  opção  do  cultivo  in  vitro  no 

melhoramento  genético,  estudos  sobre  a  variação  somaclonal  derivada  da  embriogênese 

somática ainda são incipientes nesta espécie.  

Análises de genes que controlam a manutenção da integridade do DNA, da divisão 

celular e manutenção do ciclo celular, e outros que representam o estresse ocasionado devido 

ao cultivo in vitro, podem evidenciar a ausência de alterações fenotípicas, além de reunir 

informações de como essa variação pode ocorrer. Dentre os métodos usados para analisar essa 

variação somaclonal, os marcadores microssatélites apresentam algumas vantagens quando 

comparados a outros tipos de marcadores, pela especificidade e capacidade de detecção de 

pequenas variações no genoma. 

Este estudo teve por objetivo reunir evidências de que progênies clonais de cafeeiros 

com alto nível de heterozigose são cópias fiéis de suas plantas matrizes. Para tanto, além das 

análises fenotípicas, foram utilizadas estratégias moleculares e de análise da expressão de 

genes, potencialmente, ligados à manutenção da integridade celular e do DNA, bem como, a 

estresses que envolvem o processo de multiplicação in vitro. 

 

  

  



3 

 

 

2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 A Cultura do Café no Brasil 

 

O café arábica chegou ao País em 1727, trazido por Francisco Mello Palheta, após 

visita à Guiana Francesa. As primeiras sementes e mudas foram plantadas em Belém, PA, e 

anos depois no Estado do Maranhão. Em 1760 o café chega ao Rio de Janeiro, expandindo-se 

pela encosta da Serra do Mar e, em 1780, atinge o Vale do Paraíba (CARVALHO, 1993). 
 

No entanto, foi no Sudeste brasileiro que a cultura se expandiu, tornando-se a principal 

fonte de renda do País, representando também grande importância social e política. Nas 

primeiras décadas do século passado o café chegou a representar mais de 60% das 

exportações brasileiras (TAUNAY, 1939). Atualmente o café representa cerca de 2% do 

produto interno bruto nacional. 
 

O Brasil é o maior e mais importante país produtor de café do mundo, apresentando 

uma notável diversidade de regiões produtoras, de qualidades de café, de modelos 

tecnológicos de produção e, consequentemente, de custos de produção (MAPA, 2011). 

O Brasil lidera o mercado mundial de café em produção e exportação e é o segundo 

maior consumidor mundial do grão, possuindo uma área total, em formação e em produção, 

de 2,274 mil hectares (CONAB, 2011). 
 

A produção do café arábica representa 73,9% (31,89 milhões de sacas) da produção do 

País, e tem como maior produtor o Estado de Minas Gerais. O café robusta ou Conilon 

participa na produção nacional com 26,1% de café beneficiado, sendo o Estado do Espírito 

Santo o maior produtor da espécie (CONAB, 2011). 
 

A cadeia produtiva brasileira se insere nesse gigantesco mercado e age de forma 

competente e dinâmica: os exportadores operam com notória eficiência, utilizando-se de 

modernos instrumentos de comercialização; o mercado consumidor interno é o segundo maior 

mercado de café do mundo; a indústria de torrefação e moagem tem evoluído 

consideravelmente, passando também por um processo de consolidação que aumentou os 

investimentos internacionais no setor; e a indústria de café solúvel é a maior dentre os países 

produtores (MAPA, 2011), gerando renda e milhões de empregos para o País. 
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Além das excelentes condições de solo e clima presentes em grande extensão do 

território brasileiro, outro fator importante que contribuiu para o sucesso da cafeicultura no 

País foi à seleção de cultivares altamente produtivas e adaptadas. As cultivares Mundo Novo e 

Catuaí se destacam nessa seleção, e representam cerca de 80% de todo parque cafeeiro do 

café arábica, essas cultivares são 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 arábica e 10 cultivares de robusta 

registradas no Ministério da Agricultura e do Abastecimento, sendo o único País com 

competência para cultivar as duas espécies em larga escala e com produtividade, o que 

confirma a sua superioridade na produção e comercialização de café no mundo. 

 

2.2 Classificação Botânica 

 

O café pertence à família Rubiacea, e ao gênero Coffea, formado por 124 espécies, em 

sua maioria, nativas do Continente Africano e algumas endêmicas da região de Madagascar 

ao Oceano Índico (DAVIS, 2011). As espécies mais cultivadas e de maior importância 

econômica são C. arabica L. (café arábica) e C. canephora Pierre (café Conilon ou robusta) 

(CARNEIRO, 1997). 
 

O C. arabica L. é uma espécie alotetraplóide (2n = 4x = 44 cromossomos). É 

autógama, autofértil em aproximadamente 90% das flores, enquanto as outras espécies 

conhecidas desse gênero são diplóides (2n = 2x = 22 cromossomos), e em sua maioria, 

alógamas e autoincompatíveis (FAZUOLI et al., 1999). 
 

C. arabica é originária de uma região restrita, localizada no sudoeste da Etiópia e 

Sudão e norte do Quênia (CHEVALIER, 1947). A diversidade genética é relativamente 

estreita entre as cultivares de C. arabica L, devido à natureza autógama, ao limitado centro de 

origem, e ao reduzido número de sementes ou plantas usadas no processo de dispersão 

(CARVALHO et al., 1993). Os métodos de melhoramento empregados, especialmente o 

genealógico, também contribuíram para isso. 
 

Estudos genômicos baseados na análise do DNA demonstram que C. arabica é 

resultado da associação de duas espécies diplóides 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 hibridação GISH (Hibridação 

Genômica in situ). Por meio do uso de sondas específicas de DNA genômico, duas espécies  

mostraram-se as prováveis doadoras, C. eugeniodes e C. canephora, indicando que C. arabica 
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é um anfidiplóide formado pela hibridação das duas espécies citadas. Além destes resultados 

os autores sugerem que esse processo de especiação ocorreu recentemente, com origem na 

África Central, devido à baixa divergência 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 características agronômicas de interesse 

como resistência à ferrugem e aos nematoides, a obtenção 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 cafeína. 
 

As espécies C. arabica e C. canephora, possuem grande valor econômico no mercado 

mundial. Outras espécies do gênero como C. racemosa, C. kapakata e C. liberica, são 

relevantes para os programas de melhoramento, como fontes de variabilidade genética para 

características de interesse agronômico (FAZUOLI et al., 1999). Essas espécies oferecem 

características altamente vantajosas aos programas de melhoramento, como resistência a 

doenças e pragas, tolerância à seca e outros fatores abióticos (FAZUOLI et al., 1999). 
 

O desenvolvimento de cultivares resistentes e/ou tolerantes às pragas e doenças tem 

papel importante no aumento da produtividade e diminuição de custos de produção. Mesmo 

considerando a disponibilidade de defensivos para o controle químico, sua utilização pode não 

ser eficiente e o uso de cultivares resistentes é o método de controle mais eficaz e de menor 

custo, além de evitar a contaminação do ambiente e de trabalhadores rurais (PETEK et al., 

2008). 
 

Contudo, os grandes empenhos para a obtenção de cultivares resistentes por meio do 

melhoramento clássico têm resultado em um processo lento (VIEIRA et al., 2005). Devido às 

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 avaliação por vários anos das produções dado à necessidade de 

conhecer a produtividade em longo prazo. Além disso, existe a possibilidade da resistência da 

cultivar ser quebrada pela grande variabilidade genética do patógeno (ZAMBOLIM et al., 

2005). 

A produtividade do café, como em outras culturas, reflete a combinação 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 estáveis, limita as possibilidades de 

exploração da variabilidade existente, sobretudo no que se refere ao potencial representado 

pela heterose em plantas híbridas. 
 

A exploração da heterozigose, por meio de cruzamentos intervarietais e 

interespecíficos, depende também da disponibilidade de metodologia adequada de 

multiplicação vegetativa. Esta metodologia é essencial, tanto para a multiplicação do material 

genético para os experimentos de avaliação e seleção de clones em condições de campo, 

quanto para plantios comerciais em larga escala das variedades híbridas clonais após o seu 

lançamento. 
 

Os programas de melhoramento têm produzido plantas híbridas F1 extremamente 

promissoras do ponto de vista agronômico, que combinam resistência a doenças e tolerância a 

pragas, entretanto para a análise desses materiais em campo é necessário um protocolo de 

clonagem eficiente e viável. O avanço, nas últimas décadas, nos processos de clonagem como 

a embriogênese somática, tornou possível a exploração da heterozigose em café, com o 

desenvolvimento de cultivares híbridas (TEIXEIRA et al., 2004). 
 

O programa de melhoramento do cafeeiro do IAC é responsável pelo desenvolvimento 

de diversas cultivares com características agronômicas de interesse, como as cultivares Obatã, 

Tupi, Icatu Vermelho, Icatu Amarelo e Icatu Precoce que possuem resistência à ferrugem 

(Hemileia vastatrix) e que representaram considerável economia para os produtores e 

diminuição dos riscos relacionados à poluição ambiental e à saúde dos agricultores e 

consumidores. A cultivar Apoatã de C. canephora, é indicada como porta-enxerto para 

qualquer cultivar de café arábica. As mudas enxertadas são recomendadas para áreas 

infestadas com nematoides Meloidogyne exigua, M. incognita e M. paranaensis, além de 

apresentarem muitas vezes ganhos na produtividade devido à rusticidade do material em 

relação às mesmas cultivares não enxertadas. O programa possui ainda uma população 

segregante com resistência ao bicho-mineiro, Leucoptera coffeella, para futuros lançamentos 

de novas cultivares. 
 

Dentro desse cenário de desenvolvimento de novas cultivares pelo IAC, a 

biotecnologia está auxiliando o programa de melhoramento genético do cafeeiro 

principalmente com uso de marcadores moleculares e da cultura de tecidos vegetais. Essas 

técnicas visam principalmente à possibilidade de obtenção de resultados rápidos de uma 

forma uniforme e direcionada as características de interesse. 
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2.4 Embriogênese Somática 

 

A biotecnologia representa importância na propagação de cafeeiros pela aplicação da 

cultura de tecidos vegetal que, permite a multiplicação vegetativa in vitro de híbridos 

altamente heterozigotos de elevado valor agronômico. Esse processo possibilita a obtenção de 

grande número de plantas com uniformidade genética (DUBLIN, 1984). 

A multiplicação vegetativa via cultura de tecidos vegetais do cafeeiro, pode ser obtida 

pela aplicação da micropropagação, que normalmente utiliza o processo de embriogênese 

somática. 

A embriogênese somática é o processo no qual células ou tecidos somáticos (não 

sexuais) se desenvolvem até a formação de uma planta completa por meio de uma série de 

estádios de desenvolvimento (WANN, 1987). O desenvolvimento do embrião somático é 

semelhante àquele do embrião zigótico, que consiste nos estádios: globular, coração, torpedo 

e eixo embrionário. Esquema de estádio do desenvolvimento do embrião somático e zigótico 

está demonstrado na figura 1 (ZIMMERMAN, 1993). 

 

 

Figura 1 – Comparação entre embriogênese somática e zigótica. [Morfologicamente os 

embriões somáticos e embriões zigóticos são semelhantes principalmente no estádio globular 

até fase de torpedo. Embriões somáticos não apresentam dessecação ou dormência, mas 

continuam a crescer em plântulas completamente diferenciadas.] Adaptado de 

ZIMMERMAN, 1993.  
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A multiplicação de plantas via embriogênese somática está embasada no conceito 

de totipotência celular, o qual se define na capacidade de uma célula vegetal diferenciada 

de voltar ao seu estado meristemático e, após, redefinir seu padrão de diferenciação 

formando uma nova planta idêntica à que a originou (TERMIGNONI, 2005); ou, 

segundo TAIZ & ZEIGER (2004), totipotência é a capacidade da célula de conservar sua 

genética total para o desenvolvimento de uma planta completa. Sendo assim, esta técnica 

tem início na seleção de plantas de interesse agronômico, das quais são retirados 

fragmentos de tecidos vegetais vivos, chamados de explantes, que são cultivados em meio 

nutritivo definido, sob condições assépticas. Estes fragmentos podem ser tecidos, órgãos 

ou células individuais (SERAFINI et al., 2001). 

O processo de embriogênese somática pode ser aplicado para a maioria das 

espécies de plantas em condição de laboratório (GAJ, 2004). Para tantos, utilizam-se 

meios de cultura com formulações diferentes para atender as necessidades de cada  espécie  

vegeta que proporcionam condições ideais para que as plantas se desenvolvam no cultivo 

in vitro. Em geral, os meios de cultura apresentam em sua composição macro e 

micronutientes, vitaminas, fontes de carboidratos, água e, quando necessário reguladores 

de crescimento de plantas (DODDS & ROBERTS, 1995). 

A ocorrência da embriogênese somática está associada à indução de células 

diferenciadas do explante que passam a apresentar característica embriogênica, seguida 

da expressão do embrião somático (JIMÉNEZ, 2005). O embrião somático é uma 

estrutura que apresenta ápices caulinar e radicular, sem conexão com o tecido vascular 

original (VON ARNOLD et al., 2002; QUIROZ-FIGUEROA et al., 2006). 

A embriogênese somática pode ocorrer pela via direta ou indireta (WILLIAMS 

& MAHESWARAN, 1986). A embriogênese somática indireta consiste de duas fases, a 

calogênese e a embriogênese. Na calogênese, a célula diferenciada do explante passa 

pelo evento de desdiferenciação, seguida da divisão e proliferação celular, que levam a 

formação do calo, um conjunto de células não funcionais. Na fase de embriogênese ocorre 

a iniciação e desenvolvimento dos embriões somáticos a partir de determinados nichos de 

células do calo (BERTHOULY & MICHAUX-FERRIERE, 1996; SANTANA-BUZZI et 

al., 2007). 

Na embriogênese somática direta, os embriões somáticos iniciam-se diretamente 

de determinadas células da borda do explante (DUBLIN, 1981; MOTOIKE et al., 2007), as 

quais apresentam competência e determinação (MC DANIEL et al., 1984) para diferenciar e 
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desenvolver os embriões somáticos sem a necessidade da fase de calo. 

A multiplicação vegetativa de Coffea pode ser obtida pela embriogênese 

somática direta ou indireta. No entanto, normalmente, a via indireta é mais aplicada para 

genótipos de C. arabica do que a via direta (VIEIRA & KOBAYASHI, 2000). 

SONDHAL & SHARP (1977) estabeleceram protocolo pioneiro para a obtenção 

de embriões somáticos de C. arabica via embriogênese somática indireta. Destaca-se que 

esse protocolo vem sendo utilizado na sua integra ou com modificações para a 

micropropagação 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 indução de calos a partir de explantes 

foliares em três experimentos. No primeiro, avaliaram dois meios de cultura e cinco 

genótipos de C. arabica; no segundo, as avaliações foram realizadas visando obter o 

potencial de produção de calos em dez genótipos; e no terceiro, foram avaliados dois 

reguladores de crescimento de planta em diferentes concentrações. Esses autores 

observaram que a competência de produção de embriões somáticos está relacionada ao 

genótipo e o tipo de meio de cultura influencia na resposta do potencial genético de cada 

genótipo. Além disso, a capacidade de formação de calos também é condicionada pela 

relação entre os diferentes reguladores de crescimento de planta. 

 

Atualmente, verifica-se a tendência para a micropropagação de plantas especiais 

de arábica, em larga escala, por meio do uso do sistema de imersão temporária desenvolvido 

pelo grupo de pesquisa do CIRAD, Montpellier, França. Esse sistema foi estudado por 

ALBARRÁN et al. (2005), que visou aumentar a eficiência do processo de cultivo in vitro 

por meio da imersão temporária. Esses autores conseguiram regenerar com sucesso grandes 

quantidades de embriões torpedos, com taxa de 75% de conversão. 

Das observações anteriores, destaca-se que a embriogênese somática indireta é 

aplicada com elevada frequência para a obtenção de embriões de C. arabica tanto para 

programas de melhoramento como para a produção de mudas com fins comerciais. 

Entretanto, nota-se que as plantas regeneradas por esta via de micropropagação podem 

apresentar alteração que é denominada de variação somaclonal a qual está associada às 

condições do cultivo in vitro. 

A variação somaclonal pode alterar o padrão fenotípico ou o funcional das 

plantas micropropagadas, o que não é desejável, pois prejudica seu desenvolvimento. Pouco 
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se conhece, por que certos eventos regenerativos in vitro são mais facilmente induzidos 

em alguns tecidos do que em outros. Admite-se que estas diferentes expressões 

morfogenéticas se reflitam, de alguma maneira, na natureza e no grau de diferenciação 

dos tecidos. Neste contexto, entende-se por diferenciação o processo mediante o qual as 

células tornam-se progressivamente especializadas tanto no ponto de vista estrutural quanto 

funcional (TORRES, et al., 1999). 

As plântulas regeneradas via embriogênese somática indireta podem apresentar a 

ocorrência de variação somaclonal que se deve ao longo período da fase de calogênese 

(LARKINS SCOWEROFF, 1985). Em C. arabica, em geral, a calogênese é obtida em 

cerca de 90 a 120 dias o que representa tempo longo que pode permitir a alteração do 

padrão genético das células dos calos formados (ALMEIDA et al., 2009). Além disso, as 

fases de multiplicação do calo e regeneração também demandam tempo. 

A embriogênese somática utilizando o meio MS com modificações 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 proteínas solúveis para detectar diferenças entre genótipos e clones, 

permitindo afirmar que as plantas regeneradas por embriogênese somática da cultivar 

Catimor eram estáveis ao nível das proteínas solúveis de distintas variedades de café. 

Em C. canephora, os resultados também são promissores. Estudos realizados 

por DUCOS et al., (2003), sobre a performance agronômica de C. canephora produzidos 

por embriogênese somática em meio líquido, avaliando cinco genótipos cultivados in 

vitro e em diferentes ensaios de campo, nas Filipinas e Tailândia, 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 

ausência de evidências de variações somaclonais. Estes autores avaliaram aspectos 

agronômicos como altura e diâmetro de plantas, assim como o número e comprimento de 

ramos laterais e números de nó por ramo lateral, e foram observados também alguns 

possíveis traços de anormalidades. Porém, os autores não analisaram a ocorrência de 

variações ao nível de DNA. 

A metodologia de propagação in vitro de cultivares com alto potencial agronômico 

é promissora para os programas de melhoramento genético do cafeeiro, entretanto, é 

necessário a existência de estudos básicos que auxiliem a qualidade do material cultivado 

por embriogênese somática, sobretudo na sua estabilidade genética. 
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2.5 Variação Somaclonal 

 

As plantas regeneradas por cultura de tecidos vegetais são cópias idênticas às suas 

plantas matrizes, pois o crescimento de células in vitro e a sua regeneração é um processo 

assexuado, envolvendo somente divisões mitóticas que, teoricamente, não causariam 

qualquer variação genética (BAIRU et al., 2010). Todavia, frequentemente, tem sido 

observada principalmente a ocorrência de variação morfológica nas plantas regeneradas. Ao 

conjunto de variações induzidas pelo cultivo in vitro dá-se o nome de variação somaclonal. 

A variação somaclonal é composta de diversos tipos de alterações, que podem 

se expressar nos níveis fenotípicos, de ploidia, cromossômico e molecular. Desta forma, 

variação somaclonal é um termo amplo, que abrange qualquer fenômeno que cause 

variação genética ou epigenética, que pode ser encontrada em mudanças fenotípicas nas 

plantas regeneradas (PEREDO et al., 2008; RHEE et al., 2010). Analisando esses 

aspectos, PHILLIPS et al. (1994) sugeriram que as variações decorrentes do cultivo in 

vitro teriam características de mutagênese autoimposta devido à quebra do controle do ciclo 

celular normal. 

De modo geral, o genoma pode se alterar devido aos aspectos de sobrevivência 

e adaptação, como ocorre em cultivo in vitro, pois neste caso as células são submetidas 

a condições 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 mudanças fenotípicas relacionadas às modificações genéticas apresentam 

vasto registro na literatura, tanto de aspectos quantitativos quanto qualitativos, resultado da 

mutação de genes de herança mendeliana simples, frequentemente recessivos. Alguns 

desses mutantes foram observados em mudas e incluem fenótipos com deficiência de 

clorofila, nanismo, multi-caule conforme estudados por ETIENE & BERTRAND (2003) e 

DUCOS et al., (2003). 

A variação no nível de ploidia das células provenientes de cultivo in vitro, 

principalmente daquelas derivadas de calo, podem ocasionar alterações fenotípicas na 

anatomia, na fisiologia e no metabolismo das plantas clonadas. A alteração no nível de 

ploidia, pode ser derivada do ambiente de cultivo, ou ainda, por uma condição pré existente 

in vivo na planta, seja para o aumento ou diminuição de genomas ou cromossomos 

(YANG & LOH, 2004). 

As mudanças epigenéticas são originadas por modificações na expressão do DNA, 
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as quais se originam de alterações do padrão de metilação do DNA, modificações em 

histonas e remodelagem da cromatina. Essas variações podem levar a uma alteração na 

transcrição de genes (BAIRU et al., 2010; SMULDERS & DEKLERK, 2011). 

A migração de elementos de transposição ou transposons pode, do mesmo 

modo,induzir a ocorrência de variação somaclonal. O estresse induzido pelo cultivo in vitro 

parece ser um ambiente propício 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 variação somaclonal, ainda não são 

totalmente elucidados devido à complexidade dos mecanismos de controle. Entretanto, 

pesquisadores vêm estudando a epigenômica, na tentativa de explicar as bases de gênese da 

variação somaclonal, utilizando os mecanismos epigenéticos envolvidos no controle da 

expressão de genes. Os mecanismos epigenéticos, tais como a metilação ou as 

modificações das histonas e os RNAs de interferência estão no centro dessa questão 

(TANURDZIC et al., 2008). Essas implicações contribuem para esclarecer, pelo menos 

parcialmente até o momento, as bases mecanicistas ou a gênese da variação somaclonal. 

 

2.6 Marcadores Moleculares  

 

O marcador molecular é definido como qualquer fenótipo molecular oriundo de 

um gene expresso ou de um segmento específico de DNA (FERREIRA & 

GRATTAPAGLIA, 1998). Segundo MILACH (1998), marcadores moleculares são 

características de DNA que diferenciam dois ou mais indivíduos e são herdados 

geneticamente. Os marcadores moleculares têm 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 obtenção de resultados e 

maior confiabilidade dos dados obtidos (FERREIRA, 2003). 

Alguns dos exemplos da utilização dos marcadores moleculares no melhoramento 

de plantas incluem: estudos de diversidade genética, caracterização de bancos de 

germoplasma, genealogia, construção de mapas, mapeamento comparativo, mapeamento 

gênico, seleção de genitores, certificação de cruzamentos, predição de fenótipos, 

fingerprinting, análises de pureza genética de sementes, melhoramento assistido, proteção 

varietal, mapeamento físico de genomas, integração de mapas genéticos e físicos, clonagem 

posicional, estudos de desequilíbrio de ligação, mapeamento de associação, filogenia, estudo 

de pedigree, isolamento de genes e diagnose (BORÉM & CAIXETA, 2006). 
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Os tipos distintos de marcadores moleculares atualmente disponíveis diferenciam-

se pela tecnologia utilizada para revelar variabilidade ao nível de DNA, e variam de acordo 

com a habilidade de detectar diferenças entre indivíduos, custo, facilidade de uso, 

consistência e repetibilidade. Os principais tipos de marcadores moleculares podem ser 

classificados em dois grupos, conforme a metodologia utilizada para identificá-los: 

hibridação ou amplificação do DNA via PCR (JEFFREYS et al., 1985). 

 

Assim, se faz necessário o desenvolvimento e aplicação de métodos alternativos 

para auxiliar o melhoramento do café, proporcionando maior eficiência, velocidade e 

direcionamento para os programas de melhoramento. Dessa forma, as pesquisas em 

biotecnologia estão impulsionando grande progresso na agricultura em todo mundo. 

A genômica tem gerado muitas informações e criado bancos de dados de 

sequências de DNA, que permitem a identificação de fatores genéticos decisivos e/ou 

associados com características de interesse agronômico. O sequenciamento de cDNAs em 

larga escala para produzir Etiquetas de Sequências Expressas (ESTs – Expressed Sequence 

Tags) e a comparação dessas sequências disponíveis com outras em diferentes banco de 

dados tem se tornado uma alternativa para o alcance rápido de dados sobre a capacidade 

codificadora de genomas e para identificar novos genes. 

Com o avanço da genômica, alguns tipos de marcadores moleculares têm sido 

beneficiados, pois o sequenciamento do DNA tem facilitado o desenvolvimento e a 

identificação dos mesmos. Dentre esses marcadores existem os denominados 

marcadores Etiquetas de Sequências Expressas – Reação em Cadeia de Polimerase (EST-

PCR). Existem várias vantagens em realizar estudos genéticos com marcadores do tipo 

EST-PCR ou baseados em cDNA em relação aos que utilizam primers aleatórios. Eles 

marcam genes expressos e, portanto são particularmente úteis para mapeamento de QTLs 

(Locos de características quantitativas). Se um marcador EST-PCR é encontrado ligado a 

um QTL é possível que o gene, a partir do qual o marcador EST-PCR foi derivado, controle 

a característica em questão. Pelo fato de serem originados de regiões codificadoras, que 

são mais conservadas entre populações e espécies do que as não codificadoras, os 

marcadores EST-PCR são úteis para o estudo de mapeamento comparativo. Além disso, 

marcadores EST- PCR podem ser herdados codominantemente, o que permite a 

identificação dos alelos diferentes em locos heterozigotos de organismos diplóides 

(ROWLASND et al., 2003). Neste contexto, a utilização de SSR (SSR – Sequência Simples 

Repetida) baseados em genes expressos tem sido relatada para análises de diversidade 
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genética de muitas espécies incluindo uvas (SCOTT et al., 2000), cana-de-açúcar 

(CORDEIRO, et al., 2001), trigo duro (EUJAYL, et al., 2001) e centeio (HACKAUF e 

WEHLING, 2002). 

A cultura cafeeira também está se beneficiando da revolução genômica. Por 

iniciativa do Consórcio Brasileiro de Pesquisa e Desenvolvimento do Café (CBP&D-Café), 

coordenado pela Embrapa Café, em colaboração com a Fundação de Amparo à Pesquisa do 

Estado de São Paulo (FAPESP) e Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (Cenargem), 

teve início em fevereiro de 2002 o Projeto Brasileiro do Genoma Café (PBGC). O Projeto 

foi criado para desenvolver ferramentas úteis para a descoberta de genes e análise genética 

funcional em café e espécies relacionadas e ajudar no avanço do conhecimento da 

organização e evolução do genoma café (VIEIRA et al., 2006). 

Estas informações básicas fornecem um recurso valioso para estudos da biologia 

e fisiologia do café que poderá resultar no isolamento e na caracterização de genes 

agronômicos importantes para o melhoramento genético de Coffea. Os genes identificados 

poderão ser úteis para acelerar a escolha de variedades mais produtivas, tolerantes à seca e 

resistentes ao ataque de pragas e doenças. Além disso, terá vantagem na obtenção de novas 

cultivares com qualidades superiores de bebida, em aroma e sabor e com melhores 

características nutritivas e farmacêuticas, para aumentar a satisfação dos consumidores e a 

conquista do mercado com produtos de maior qualidade e valor agregado (VIEIRA et al., 

2006). 

 

2.7 Bioinformática 

 

A bioinformática é uma área que tem suprido as necessidades no desenvolvimento 

de novas ferramentas para o gerenciamento de grandes volumes de informações. Além do 

armazenamento, existe a necessidade de análise dos dados, o que torna indispensável à 

utilização de plataformas computacionais eficientes para a interpretação dos resultados 

(ZATZ, 2002). 

As análises in silico são necessárias para minerar os dados (data mining) gerados 

pelos projetos de seqüenciamento. O objetivo dessas análises é encontrar sequências de 

genes relacionados com processos biológicos de interesse. No entanto, o envolvimento de 

um gene em um processo biológico de interesse deve ser confirmado por metodologias 

de genômica funcional. Uma delas é a tecnologia de marcadores moleculares, que 

permite a detecção de variabilidade do DNA. 
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Diferentes ferramentas foram desenvolvidas pela bioinformática para auxiliarem 

o acesso e a análise dos diversos bancos de dados. No entanto, o BLAST ou Basic 

Local Alignment Search Tool, é a ferramenta mais conhecida para a comparação de 

sequências de DNA entre os bancos de dados genômicos (ALTSCHUL et al., 1990). Este 

programa compara uma sequência de DNA ou de uma proteína com todas as sequências 

genômicas de domínio público.  

O programa BLAST não realiza uma comparação da extensão total das 

sequências estudadas, apenas identifica, no banco de dados, a presença de uma sequência 

suficientemente similar com a pesquisada. Desta forma, exclui os resultados não relevantes 

e estende a vizinhança da região de similaridade detectada até um determinado valor de 

corte (PERTSEMLIDIS & FONDON, 2001). 

A análise resulta na comparação entre sequências de DNA ou proteínas 

depositadas em bancos de dados com maior similaridade. Desta forma, várias 

informações podem ser interpretadas por meio do BLAST. O resultado dessa busca 

pode associar uma função a qualquer segmento de DNA ou proteína, que apresente 

similaridade significativa com outras sequências de DNA ou proteínas, previamente 

anotadas no GenBank com função determinada experimentalmente (SANTOS & ORTEGA, 

2003). 

 

3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

Todos os experimentos para as análises moleculares foram realizados no Laboratório 

de Biologia Molecular do Centro de Café ‘Alcides Carvalho’ do Instituto Agronômico de 

Campinas (IAC). Entretanto, o cultivo in vitro foi realizado pelo Instituto de Biosomática, da 

empresa SBW do Brasil, que possui ênfase em pesquisa, desenvolvimento e inovação 

tecnológica em cultura de tecidos vegetais, com parceria de outras instituições. 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 Agronômico de Campinas, encontra-se 

relacionado na tabela 1. 
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Tabela 1 - Informações gerais sobre matrizes selecionadas para clonagem visando à seleção 

de novas cultivares de Coffea arabica. 

Código Resistência Origem Local Geração 

IAC 1 

(H15 483) 
Hemileia vastarix 

C. canephora x 

C. arabica 
Campinas, SP F1 

IAC 2 

(H 13685-1-25) 
Leucoptera coffeella 

C. racemosa x 

C. arabica 
Campinas, SP F3RC4 

IAC 3 

(Icatu Vermelho 

IAC 925) 

Meloidogyne paranaensis 
C. canephora x 

C. arabica 
Herculândia, SP F5 

 

3.2 Cultivo in vitro 

 

Os cafeeiros IAC 1, IAC 2 e IAC 3 foram propagados in vitro por embriogênese 

somática indireta de acordo com sequência 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 mês para a obtenção dos 

calos primários e, após seis meses, foram obtidos os calos embriogênicos. Nessa fase, o 

material foi cultivado divido em dois lotes, sendo cada um destinado, respectivamente, para o 

cultivo em meio sólido e líquido. Nesses dois meios de cultivo, os explantes passaram por 

diferentes fases: multiplicação, regeneração, aparecimento dos embriões globulares e 

germinação, formação de embriões pré-cotiledonares e obtenção das plântulas. A duração de 

cada uma das fases citadas anteriormente foi de dois meses. As plântulas obtidas foram então 

transferidas para substratos para adaptação e formação da muda em viveiro. 

 

 

Figura 2 – Esquema das fases do processo da clonagem via embriogênese somática indireta 

dos genótipos de Coffea arabica do programa de melhoramento genético do IAC.  
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Amostras das diversas fases ilustradas na figura 2 do cultivo in vitro dos três genótipos 

– IAC 1, IAC 2 e IAC 3 – foram coletadas para as análises fenotípicas, análises de expressão 

gênica e genotipagem por meio de conjunto de marcadores microssatélite. As amostras foram 

congeladas em nitrogênio líquido (N2), e armazenadas em freezer -80
0
C, para avaliações. 

As coletas foram realizadas na empresa SBW do Brasil em Holambra/SP, de acordo 

com o avanço da embriogênese somática indireta, para todos os genótipos e em cada estádio 

de desenvolvimento, em média foram amostradas seis placas de Petri com as características 

predominantes do genótipo.  

3.3 Análises Fenotípicas 

 

Os materiais vegetais cultivados em meios líquido ou gelatinoso foram avaliados 

comparativamente e caracterizados fenotipicamente nas fases de multiplicação, regeneração, 

maturação e germinação em função das caractetísticas predominates do material vegetal . O 

potencial de regeneração do material também foi avaliado entre as fases de cada um dos 

meios de cultivo. Esta característica está diretamente relacionada à cor dos explantes, alterada 

como consequência da oxidação fenólica.  

Após as análises fenotípicas as placas de Petri foram divididas para as respectivas 

análises de expressão gênica e genotipagem. Este material vegetal foi utilizado na extração 

dos ácidos nucléicos RNA e DNA.  

3.4 Expressão Gênica  

3.4.1 Análise in silico  

 

A seleção de genes para avaliação foi realizada em função de informações prévias da 

literatura e dos dados experimentais do Laboratório de Biologia Molecular do Centro de Café 

‘Alcides Carvalho’ do Instituto Agronômico de Campinas – IAC. Genes potencialmente 

associados com a ocorrência de alterações genômicas foram selecionados e destes dez genes 

foram nomeados genes candidatos. Estes eram ligados à manutenção da integridade do DNA, 

regulação da manutenção celular e divisão do ciclo celular, além de genes relacionados a 

estresses ocasionados pelo processo de embriogênese somática.  

Para a identificação de sequências gênicas homólogas em café foram realizadas buscas 

dirigidas no Banco de Dados do Genoma Café (http://www.lge.ibi.unicamp.br/cafe/) e no banco 

http://www.lge.ibi.unicamp.br/cafe/
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de dados das Solanáceas (http://solgenomics.net/). Esta estratégia visou à identificação 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 sequências, sendo considerados os alinhamentos com e-value inferiores 

a 1x10
-10

 e com número de bases similares e idênticas maiores que 60%. Para cada gene 

estudado os reads selecionados foram agrupados para identificação de sequências únicas 

consenso ou contigs. A busca de domínios 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 

identificação do domínio da proteína 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-específico 

 

 Uma vez selecionadas as sequências que possuíam o domínio conservado 

correspondente às proteínas codificadas pelos genes selecionados, foram escolhidos dez genes 

candidatos para a síntese de primers gene específicos (Tabela 2). O desenho dos primers foi 

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

especificidade dos primers foi estabelecido que um deles tivesse a sequência-alvo dentro do 

domínio funcional da proteína, garantindo a presença do gene, e o outro fora do domínio 

garantindo que os primers não anelassem em outros genes que possuíssem o mesmo domínio. 

Outros parâmetros também foram definidos, tais como o produto final entre 80 e 130 pb, 

temperatura de anelamento do primer entre 58 e 62 ºC, e a GC% ótimo em 50.  

 

Tabela 2 - Primers gene-específicos utilizados para a análise de expressão de genes de 

plantas matrizes e clones dos genótipos de C. arabica IAC 1, IAC 2 e IAC 3. 

Família Nome Primer (5'→ 3') 

AdoMet_MTases  DNAM 
F: 5' GGTGGAATGGGATCCAGATA 3' 

R: 5' GTGAGGTTCTGCTCGTGTGA 3' 

API5  APIN 
F: 5' AGTGCTACCTCTGGGCTCAA 3 

R: 5' ACCCCCAATAAAGGAAGGTG 3' 

EST1  TELOM 
F: 5' TTGTGGACCTTCAAGAGGTTG 3' 

R: 5' CCTCATGCTTTTGCGAAACT 3' 

  
 

http://solgenomics.net/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cdd
http://pfam.sanger.ac.uk/
http://frodo.wi.mit.edu/primer3/
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Tabela 2 - Continuação... 

 
 

H2A  

 

HIST 

 

F: 5' CGTACGAAGCAGACTGCAAG 3' 

R: 5' CTTCTTCACTCCTCCGGTTG 3' 

HELICc  RNAH 
F: 5' AGGCATATTGTCCTGCCTTG 3' 

R: 5' GGCAATAAGCCAGCAAGTTC 3' 

Homeodomain  WUS 
F: 5' GACTCCCAAACCAGAGCAAA 3' 

R: 5' CACCCACAGAACCGAATTTT 3' 

LRRNT_2 SOMATIC 
F: 5' TGTACTCGTCTTTGCGCTTG 3' 

R: 5' GATCTGCCAAGCTGACCTTC 3' 

Oxidored_q6 OXIRED 
F: 5' CGAATCGATTGCATTGAGG 3' 

R: 5' CGAGCATCATTAACCAACTCC 3' 

PP01_KFDV  PPO 
F: 5' CCCCTTAACAAGACCGTGAA 3' 

R: 5' CGGACACCACCAATCTCTCT 3' 

Tubulin_FtsZ  BETA 
F: 5' GCACGGAGCACACTTCAATA 3' 

R: 5' TGGTTGTTGAAATCAGGTGGT 3' 

 

3.4.3 Validação da eficiência dos primers  

 

Para verificação da eficiência de amplificação dos primers e da qualidade do produto 

de amplificação foram realizadas reações de PCR com o DNA extraído de folhas de cafeeiro 

da cultivar Mundo Novo. Os produtos da amplificação foram separados por eletroforese em 

gel de agarose 3%, corados com brometo de etídio e visualizados sob luz ultravioleta. 

 Para otimizar as condições das reações RT-PCR com os primers gene-específicos 

foram realizadas reações de PCR quantitativo (qRT-PCR) utilizando 7,5 µL de Sybr Green/ 

ROX qPCR Master Mix 2X, 0,3 µL de cada primer (forward e reverse) 10 µM, 2,0 µL de 

cDNA em quatro diluições diferentes [75, 150, 300 e 600 ng/ µL] e 4,9 µL de H2O RNAse 

FREE completando 15 µL.  

A inclinação da curva padrão foi usada para determinar a amplificação exponencial e a 

eficiência da reação de PCR por meio das seguintes equações:  

 Amplificação exponencial = 10
(-1/slope)

 

 Eficiência = [10 
(-1/slope)

]-1 

Considerou-se a variação da inclinação da curva padrão entre -3,50 à -3,20, o que 

resultou numa seleção de amplificação de 1,93 à 2,05, e valores para a eficiência de primers 
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de 0,93 à 1,05. Esses resultados também indicaram a melhor concentração de cDNA a ser 

utilizada nas reações de análises na expressão gênica. 

 

3.4.4 Extração do RNA 

 

A extração do RNA foi realizada conforme protocolo Trizol – Applied Biosystems, 

com a adaptação de um tampão CTAB (Anexo A) no início da extração. Antes do uso do 

tampão de extração foram adicionados 200 µL de β-mercaptoetanol para cada 10 mL do 

mesmo. 

O material vegetal foi macerado em cadinhos de porcelana, tratados com peróxido de 

hidrogênio (H2O2) a 10%. As amostras foram maceradas em N2 líquido até a obtenção de um 

pó fino. Em microtubos de 2,0 mL foram colocados 0,3 g de tecido macerado. Foi adicionado 

1,0 mL do tampão de extração às amostras que foram homogeneizadas e incubadas a 65 °C 

por 30 minutos. Foram adicionados 800 µL de clorofórmio, homogeneizado por inversão, e 

centrifugado por 10 min a 10000 rpm. O sobrenadante foi transferido para um novo 

microtubo, para a adição de 1 mL de Trizol, seguido de incubação por 5 minutos em 

temperatura ambiente.  Em seguida,  a suspensão foi centrifugada a 10.800 rpm por 10 min à 

4 °C. O sobrenadante foi transferido para novo tubo. Foram adicionados 200 µL de 

clorofórmio, procedendo-se à homogeneização, incubação por 20 min, centrifugação a 10.800 

rpm por 15 min à 4 °C. Houve a separação em três fases: fase vermelha referente a proteína; 

interfase referente ao DNA e fase superior incolor contendo o RNA. Foram realizadas três 

lavagens com clorofórmio para garantir a pureza do RNA extraído. Quando não se observou a 

fase de interfase, o sobrenadante foi coletado, transferido para novo tubo e adicionado 500 µL 

de isopropanol gelado. A homogeneização do material foi realizada por inversão e após, o 

material foi incubado por 1 hora a -20 °C. Para a formação do precipitado, foi realizada uma 

centrifugação a 10.800 rpm por 20 minutos à 4 °C. Após a centrifugação o sobrenadante foi 

descartado e o precipitado foi lavado com 1 mL de etanol 75% e centrifugado a 5000 rpm por 

5 minutos, à 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o RNA foi ressuspendido em 30 µL de 

H2O ultra pura DEPC.  

A qualidade do RNA foi avaliada em gel de agarose 1% (Figura 3). Após a análise da 

qualidade, o RNA foi quantificado em espectrofotometria (220-280nm), diluído e tratado com 

DNAse seguindo o protocolo do fabricante. Foram colocados em um microtubo 10 µL de 

RNA diluído para 100 ng/µL, 1 µL de Buffer 10X e 1 µ/L de DNAse. Estes ficaram 

incubados à temperatura ambiente por 15 minutos. Foram, então, adicionados 1 µL da 
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Solução Stop, mantendo-se a 70 °C por 10 minutos. Após, foi adicionado acetato de potássio 

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 três volumes de etanol absoluto e incubados por 2 horas a -80 °C. Após este 

tempo, as amostras foram centrifugadas por 30 minutos a 10.800 rpm. O sobrenadante foi 

descartado, o precipitado foi lavado com 100 µL de etanol 70% e centrifugado novamente a 

10.800 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado, e após a secagem o precipitado 

foi ressuspendido em 30 µL de água ultra pura DEPC.  

 

 

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 diluído. Para garantir a eficácia do 

tratamento com DNAse, foi realizada uma reação de PCR padrão, com um controle positivo e 

um negativo.  

 

3.4.5 Síntese 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 µL de 10x RT Buffer, 0,8 µL de 25x 

dNTP mix (100 mM), 2 µL de 10x RT Random Primers, 1 µL de MultiScribe
TM

 Reverse 

Transcriptase, e 4,2 µL de Nuclease-free H2O; totalizando 20 µL de reação final. 

O cDNA foi quantificado em espectrofotometria, medindo-se a absorbância em 220-

280 nm, e posteriormente diluído para 50 ng/µL para uma reação de PCR padrão, a 

capacidade de amplificação garante a qualidade do DNA complementar sintetizado in vitro. 

Para a realização de reação PCR quantitativo (qRT-PCR), o cDNA foi utilizado na 

concentração de 500 ng/µL como estabelecido pelo teste de validação dos primers.  
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3.4.6 Expressão gênica relativa _ qRT-PCR 

 

Foram realizadas reações de PCR quantitativo (qRT-PCR) para analisar o perfil de 

expressão dos genes em cada fase do cultivo in vitro, para cada genótipo. Estas reações foram 

realizadas no ABI 7300 Real Time PCR Systems (Applied Biosystems). As condições de 

reações foram as mesmas descritas por ISKANDAR et al. (2004). Para uma reação com 

volume final de 15 µL foram utilizados 2 µL de cDNA na concentração de 500 ng/µL, 4,9 µL 

de água ultra pura tratada com DEPC, 0,3 µL de cada primer (forward e reverse) diluídos a 

10 pmol e 7,5 µL de SYBR green master mix (Fermentas). Todas as amostras foram 

amplificadas em triplicatas nas seguintes condições: 1 ciclo de 10 minutos a 95 ºC, 40 ciclos 

de 15 segundos a 95 ºC e 1 minuto a 60 ºC. Foram utilizadas também amostras sem adição de 

cDNA para detectar qualquer sinal de contaminação, controle negativo. Para confirmar a 

presença de amplicons únicos, os produtos do PCR foram submetidos à curva de dissociação 

com temperatura variando entre 60 ºC e 95 ºC. O sinal fluorescente do SYBR Green foi 

padronizado por um corante de referência passiva (ROX), incluso no PCR master mix 

(EDWARDS, 2004). Todas as placas foram amplificadas em triplicatas para aumentar a 

precisão experimental. 

 

3.5 Marcadores Moleculares 

 

3.5.1 Extração do DNA 

 

A extração de DNA seguiu o protocolo DOYLE e DOYLE (1991). As amostras foram 

obtidas a partir da maceração das folhas do café em nitrogênio líquido, ao qual foi adicionado 

o tampão de extração CTAB (Anexo A). Estas amostras com o tampão foram mantidas a 65 

ºC por 30 minutos, em banho-maria, sendo homogeneizadas a cada 10 minutos. Após, foram 

adicionados 650 µL de clorofórmio álcool isoamílico (24:1), procedendo-se à 

homogeneização. 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 três vezes o 

procedimento desde a adição do tampão de extração, banho-maria, lavagem com o 

clorofórmio álcool isoamílico e centrifugações. O DNA foi então precipitado com isopropanol 

gelado, e centrifugado a 1200 rpm por 10 miutos. O precipitado foi lavado com 250 µL de 

etanol 70% e centrifugado por 1200 rpm por três minutos. Esses dois últimos procedimentos 

foram repetidos duas vezes. O etanol 70% foi descartado e o precipitado secado à temperatura 

ambiente, foi ressuspendido em 40 µL de água ultra-pura autoclavada. Esta solução foi tratada 
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com 10 µg/mL de RNAse, a 37 ºC por 30 minutos, em banho-maria. A verificação da 

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

 

 

Figura 4 - Quantificação 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, multiplicação e 

regeneração, maturação e germinação - do cultivo in vitro. Os fragmentos de DNA 

amplificados foram separados em eletroforese em gel de agarose 3% e a avaliação de 

possíveis polimorfismos foi realizada através da comparação entre todos os genótipos do 

padrão de amplificação obtido com cada par de primers.  

A PCR foi realizada em um volume final de 25 µL, com as seguintes concentrações 

dos componentes da reação: tampão PCR 1X (100 mM Tris-HCl, pH 8,4; 500 mM KCl,); 2 

mM de MgCl2, 0,1 mM de cada dNTP, 0,2 µM de cada primer (forward/ reverse), 0,5 U de 

DNA Taq polimerase e 40 ng de DNA. Os ciclos para amplificações dos locos SSR-EST 

foram realizadas nas seguintes condições: 94 ºC por 3 minutos; seguidos de 30 ciclos de 94 ºC 

por 1 minuto; temperatura de anelamento de 55 ºC por 1 minuto, 72 ºC por 1 minuto, e 

extensão final a 72 ºC por 2 minutos. Os produtos de amplificação foram separados em gel de 

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

 

3.6 Análise dos Resultados  

 

 

 



21 

 

3.6.1Análises fenotípicas  

 

Para as análises fenotípicas foram realizadas de modo descritivo, para três 

características:  

 Precocidade no desenvolvimento – relativo à velocidade da resposta dos genótipos ao 

estádio de desenvolvimento.  

 Sincronismo de crescimento – relativo à quantidade de estruturas embriogênicas 

presentes no mesmo estádio de desenvolvimento.  

 Intensidade de produção – relativa à quantidade de estruturas embriogênicas em cada 

fase do processo de embriogênese somática. 

 

3.6.2 Expressão gênica  

 

Os resultados obtidos em plataforma de PCR em tempo real foram submetidos à 

quantificação relativa (QR), sendo que o calibrador, para todos os genes testados foi amostra 

da planta matriz do genótipo clonado. As análises foram realizadas de acordo com o manual 

do ABI 7300Real Time PCR, as seguintes etapas foram realizadas: configuração e ajuste de 

dados; eliminação de amostras (se necessário); delimitação do Threshold ou nível do sinal 

normalizado usado para determinar o CT; obtenção do número de ciclos limite para cada 

amostra (CT); cálculo da QR de expressão; comparação dos valores de QR de cada amostra. A 

QR foi calculada pela seguinte fórmula: 

2
-∆∆CT, onde: 

 

∆∆CT = ∆CT (amostra) - ∆CT (calibrador)  

∆CT (amostra) = CT (alvo) - CT (endógeno no tempo alvo)* 

∆CT (calibrador) = CT (fase de desenvolvimento do cultivo in vitro) – CT (endógeno) 

* - O controle endógeno utilizado foi GAPDH - Desidrogenase gliceraldeído 3-fosfato.  

 

A expressão gênica foi avaliada entre fases de cada um dos genótipos, planta 

matriz, calos primários e embriogênicos, multiplicação e regeneração, maturação e 

germinação, plântula 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 três tratamentos por genótipo. Os produtos 

amplificados para os 45 microssatélites foram caracterizados com relação ao tamanho, 

frequência na população estudada e polimorfismos. 

 

4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Análises Fenotípicas  

 

No cultivo inicial os explantes dos três genótipos apresentaram a formação de calos 

quando submetidos à embriogênese somática indireta e foi possível observar diferenças na 

capacidade de regeneração entre os mesmos (Tabela 3). 

 

Tabela 3 - Características fenotípicas das fases apresentadas no cultivo in vitro por 

embriogênese somática indireta, de cafeeiros cultivados in vitro por embriogênese somática 

indireta.  

Variáveis  
 Clones  

 IAC 1   IAC 2   IAC 3  

Aspecto de coloração * 
friável, creme 

claro 

friável,  

creme escuro, 

levemente 

oxidado 

friável,  

creme escuro, 

levemente 

oxidado 

Precocidade de desenvolvimento**  precoce tardio normal 

Sincronismo de crescimento médio médio baixo 

Intensidade de Produção*** Muito alto médio baixo 

*Avaliado apenas nas fases de calo.  

** Avaliação com quarto meses de cultivo. 

*** Considerando 100 mg de calos embriogênico por explante. 

 

A primeira fase da embriogênese somática indireta, na calogênese, o genótipo IAC1 

foi o mais responsivo dentre os três genótipos, sendo que este produziu calos friáveis de 

coloração creme claro cujas características indicaram elevado potencial embriogênico 

enquanto os genótipos IAC 2 e IAC 3 produziram calos friáveis de coloração creme escura, 
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apresentando o início de oxidação fenólica (Figura 5). Conceitualmente, o calo é considerado 

um tecido indiferenciado, ou pouco diferenciado, podendo ser induzido, tornando-se 

determinado e, finalmente, sofrer rediferenciação para formar gemas caulinares ou raízes, 

conforme o balanço hormonal existente (SKOOG & MILLER, 1975). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5 - Fase do cultivo in vitro – Calos primários e embriogênicos – em meio gelatinoso. 

A: IAC1; B: IAC2; C: IAC3. Barra = 1 cm. 

 

No presente trabalho, utilizou-se o mesmo protocolo de regeneração para o cultivo in 

vitro para os três clones, sendo as condições nutritivas fornecidas pelo meio com sais, 

vitaminas, sacarose e reguladores de crescimento de plantas, idênticas para todos os 

genótipos. Assim como, as características do ambiente, temperatura e iluminação, indicando 

que a base da variação está relacionada ao potencial genético ou epigenético dos genótipos 

IAC 1, IAC 2 e IAC 3. 

Os resultados da segunda fase do cultivo in vitro, multiplicação e regeneração, 

variaram em função do tipo de calo produzido na fase anterior. Neste caso, nota-se que o 

IAC 1 apresenta comportamento precoce no seu desenvolvimento, sincronismo médio e 

intensidade de produção no material produzido superior aos demais genótipos. Por outro 

lado, os genótipos IAC 2 e IAC 3, na fase de multiplicação e regeneração apresentaram 

resposta proporcional à primeira fase do processo de embriogênese somática indireta, 

demonstraram uma resposta tardia quando avaliada na precocidade e o sincronismo de 

produção médio/baixo. Na intensidade de produção, o genótipo IAC 3 possui uma resposta 

superior em relação ao genótipo IAC 2 (Figura 6). Estes resultados eram esperados devido à 

qualidade dos calos que foram originados na primeira fase da embriogênese somática 

indireta.  
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Figura 6 - Fase do cultivo in vitro – Multiplicação e Regeneração – em meio gelatinoso. A: 

IAC1; B: IAC2; C: IAC3. Barra = 1 cm. 

  

A taxa de multiplicação 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 multiplicação é um dos parâmetros avaliados na homogeneidade do 

material, pois incrementos nas taxas de multiplicação podem ser indicativos de variação 

somaclonal (CALVETE et AL., 2009). Observa-se nos calos embriogênicos do café, que a 

taxa de multiplicação é limitada pela oxidação fenólica dos calos, que a partir de um 

determinado momento, apresentaram coloração creme escuro e baixa taxa de conversão de 

embriões.  

Nas fases de cultivo que se seguiram, verificaram-se, novamente a superioridade do 

genótipo IAC 1 em relação aos demais genótipos. Quando os embriões foram colocados em 

meio de maturação e germinação, o genótipo IAC 1 foi o mais responsivo com um 

desenvolvimento acelerado, mantendo um sincronismo moderado e alta intensidade de 

produção, onde foi possível observar o aparecimento dos primórdios cotiledonares. 

Enquanto os genótipos IAC 2 e IAC 3 apresentaram nesse mesmo período um 

desenvolvimento lento, com baixo sincronismo do desenvolvimento dos embriões e 

intensidade de produção (Figura 7). 

 

 

Figura 7 - Fase do cultivo in vitro – Maturação e germinação – em meio gelatinoso. A: IAC1; 

B: IAC2; C: IAC3. Barra = 1 cm. 
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Os genótipos IAC 2 e IAC 3, apresentaram resposta inferior quando comparados ao 

IAC 1 para a capacidade de maturação e germinação dos materiais em cultivo in vitro. Por 

outro lado, o genótipo IAC 2 possuiu uma expressão superior ao genótipo IAC 3 para o 

desenvolvimento de clones via embriogênese somática indireta. Observa-se o aparecimento 

das primeiras plântulas e dos primórdios foliares no genótipo IAC 2, o que não ocorreu no 

mesmo período de tempo para o IAC 3 (Figura 7). 

Em seguida à fase de maturação e germinação dos embriões no cultivo in vitro, as 

plântulas formadas foram transferidas para a fase de aclimatação. Esse período ocorre quando 

os primórdios foliares estão desenvolvidos e são competentes para fazer fotossíntese, e o 

sistema radicular é capaz de assessorar no crescimento da muda. O genótipo IAC 1 foi 

superior aos demais genótipos, devido à alta capacidade de regeneração do material. Esse 

genótipo apresentou um desenvolvimento aceitável quando avaliado em relação à precocidade 

de desenvolvimento, sincronismo de crescimento e intensidade de produção ao ser comparado 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8 - Fase do cultivo in vitro – Plântula – em meio gelatinoso. A: IAC1; B: IAC2; C: 

IAC3. Barra = 1 cm. 

 

Contudo, os embriões somáticos formados pelos genótipos IAC 2 e IAC 3 também 

foram capazes regenerar plântulas in vitro, e mudas aclimatizadas. Porém, estes genótipos 

apresentaram um comportamento tardio de desenvolvimento, e com sincronismo de 

crescimento e a intensidade de produção inferiores ao genótipo IAC 1 (Figura 8). 

Outra alternativa desta pesquisa foi o cultivo in vitro em meio líquido. O processo de 

embriogênese somática é tradicionalmente realizado em meios sólidos, pequenos frascos, com 

número reduzido de plântulas por frasco, sendo necessária constante manipulação do material 

e mão-de-obra especializada. No entanto, o uso do cultivo in vitro em meios líquidos poderia 

aumentar a eficiência de todo o processo de embriogênese, por meio de biorreatores. Os 
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biorreatores são equipamentos para o cultivo sob imersão temporária ou permanente do tecido 

vegetal que será utilizado na micropropagação. Estes equipamentos permitem a renovação do 

ar durante o cultivo, além do controle sobre alguns parâmetros como pH, oxigênio dissolvido, 

temperatura, que são essenciais ao crescimento do embrião (TEIXEIRA, 2002). 

Diante das vantagens demonstradas a alternativa em meio líquido por biorreatores 

seria interessante na produção de mudas em larga escala, desde que o protocolo de 

regeneração seja eficiente e confiável. Uma desvantagem observada no uso de biorreatores é a 

contaminação, contando que uma contaminação em meio sólido seria em frascos pequenos e 

individuais, enquanto que em biorreatores seria um volume de material contaminado muito 

superior ao meio sólido. 

TAKAYAMA & MISAWA (1981) realizaram o primeiro estudo sobre propagação 

vegetal em biorreatores para a micropropagação de begônia. Desde então procedimentos 

similares estão sendo utilizados visando à comercialização em larga escala de mudas clonais. 

No processo de cultivo in vitro por meio líquido os genótipos IAC 2 e IAC 3, não 

foram responsivos. Os explantes oxidaram e perderam sua viabilidade no momento em que 

foram transferidos para o meio líquido, após a fase de indução de calos que foi desenvolvida 

em meio gelatinoso. Apenas o genótipo IAC 1, apresentou uma resposta satisfatória no cultivo 

em meio líquido, entretanto de forma menos eficiente quando comparado ao cultivo em meio 

gelatinoso. Devido a esse fato, as plântulas do IAC 1 não foram transferidas para 

aclimatização (Figura 9). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9 - Fase do cultivo in vitro – meio líquido – IAC1. A: Calos; B:Multiplicação e 

Regeneração; C: Maturação e germinação.  

 

Esse desempenho diferenciado dos genótipos quando submetidos à embriogênese 

somática indireta, em condições de cultivo idênticas, reforça a existência de variabilidade 

entre as cultivares. 

Vários fatores influenciam a resposta embriogênica em folhas de plantas adultas de 

café. Dentre os inúmeros fatores que podem afetar a resposta embriogênica, a origem dos 
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genótipos clonados pode ser um indicador na variabilidade existente entre os cafés 

selecionados pelo IAC. O genótipo IAC 2 é oriundo do cruzamento entre C. racemosa e C. 

arabica, e os genótipos IAC 1 e IAC 3 proveniente do cruzamento entre C. canephora e C. 

arabica. Os genótipos IAC 1 e IAC 3 demonstraram comportamento diferente quando 

submetidos à embriogênese somática, mesmo possuindo o C. canephora como doador em seu 

cruzamento. 

Mais um fator a ser considerado é o vigor híbrido existente no genótipo IAC 1, o 

genótipo está em alta heterose por ser uma geração F1. Essa característica pode influenciar na 

resposta ao cultivo in vitro¸ possuindo uma variabilidade genética superior aos demais 

genótipos que são de gerações avançadas no programa de melhoramento genético do IAC. 

Outros fatores endógenos também podem interferir na resposta dos genótipos à 

embriogênese somática indireta, como fatores do ambiente e das plantas doadoras do 

explante. Isto é, as respectivas condições fisiológicas de cada uma das plantas matrizes. E as 

condições do ambiente, como adubação, disponibilidade hídrica também podem interferir 

nessa resposta ao cultivo in vitro. 

 

4.2 Expressão Gênica  

 

No intuito de compreender as bases moleculares do cultivo in vitro, incluindo o 

processo de formação de calos e de tecido indiferenciado, seguido de uma reorganização das 

células competentes, capazes de se diferenciar em células determinadas para compor um clone 

idêntico à sua planta matriz, alguns genes candidatos, de diferentes vias metabólicas, foram 

selecionados para análise do padrão de expressão gênica pela técnica de qRT-PCR (Tabela 2). 

Entre as diferentes vias selecionadas estão as que possuem a capacidade de manter a 

integridade do DNA, as responsáveis pelas diferentes fases da divisão celular e manutenção 

ciclo celular, como também, genes vinculados com vias associadas ao estresse oxidativo 

derivado do cultivo in vitro. Para elucidar a expressão dos diferentes genes candidatos que 

possuem características de interesse, estes foram submetidos à análise de expressão gênica 

quantitativa. 

Para tanto, cada gene selecionado, foi avaliado nas diferentes fases do processo de 

embriogênese somática indireta, sendo planta matriz, calos primários e embriogênicos, 

multiplicação e regeneração, maturação e germinação, plântulas in vitro e clones em viveiro, 

como demonstrado na figura 2. Com o objetivo de caracterizar o padrão de expressão gênica 

com de genes relacionados com a estabilidade do DNA, às taxas de divisão celular, 
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manutenção do ciclo celular, e ainda à ocorrência de estresses derivados da embriogênese 

somática indireta. 

Inicialmente, foi realizada a validação dos primers gene-específicos que foram 

desenhados conforme o resultado do BLAST. Essa análise é fundamental para garantir a 

precisão dos resultados da qRT-PCR, avaliando a correlação existente em cada par de primers 

e a quantidade de transcritos iniciais que foram utilizados de modo a aumentar a eficiência da 

reação. Após esta análise foi feita a quantificação da expressão relativa de cada um dos genes 

selecionados. 

4.2.1 Validação da eficiência dos primers 

 

Pelo data-mining realizado nos bancos de dados disponíveis foram identificados e 

selecionados dez genes candidatos relacionados com a integridade do DNA, manutenção e 

divisão celular, e com genes que pudessem estar ligados ao estresse do processo da 

embriogênese somática (Tabela 4). A classe de genes com a maior variabilidade foi a das 

proteínas de condensação do cromossomo, que apresentou nove reads. Já famílias de 

proteínas de inibição de apoptose, e proteínas de regulação da divisão no ciclo celular 

apresentaram um e dois reads, respectivamente. 

 

Tabela 4 - Genes de manutenção da integridade do DNA, divisão e ciclo celular, e genes 

relacionados ao estresse. Código do domínio obtido pelo BLAST em dados do GenBank. 

Código no GenBank 
Código do 

domínio 
Descrição 

Similaridade 

e-value 

AM946610 cd00315 DNA metiltransferase 1.64 e
-10

 

CP002687 pfam05918 Proteína inibidora de apoptose 5.80 e
-158

 

BT001231 cd00079 RNA Helicase 2.96 e
-25

 

AF135454 pfam 10372 Telomerase 8.86 e
-11

 

TOBHIC12X ptz00018 Histonas 9.22 e
-63

 

AF538680 cd00009 Proteína de divisão no ciclo celular 2.25 e
-27

 

XM_002267341 cl05618 Condensação dos cromossomos 3.53 e
-12

 

XM_002283621 cl03940 Transporte entre membranas 9.14 e
-163

 

XM_002273313 cd00018 Regulador de transcrição 5.14 e
-13

 

AY081473 cl10017 Beta tubulina 3.07 e
-130
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As análises realizadas usando o pacote de aplicativos BLAST, além de estabelecer a 

porcentagem de similaridade entre diferentes sequências, permitiram obter informações 

quanto à possível função e/ou comportamento das proteínas 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 região está envolvida. A figura 10 ilustra um exemplo de 

alinhamento obtido utilizando-se a opção tBLASTx do pacote de análise. A sequência da 

histona obtida no CAFEST (CAFEST – Banco de dados de sequências expressas do genoma 

café) é comparada com as sequências peptídicas de outros organismos, confirmando a 

identidade do contig de café. A cor vermelha indica alinhamento superior a 200 unidades de 

aminoácidos, que representa o melhor alinhamento possível entre as diferentes sequências 

(Figura 10). Além disso, a identificação de domínios protéicos conservados correspondentes à 

função proposta também confirmaram a identidade dos genes em estudo (Figura 10, Tabela 

4). 

 

Figura 10 - Resultado BLAST para Histona. 

 

Após a confirmação da identidade dos genes pela sua similaridade com outras 

sequências conhecidas, foi possível o desenho de primers gene-específicos. De acordo com os 

parâmetros definidos anteriormente, para as famílias H2A e P-loop NTPases não foi possível 

desenhar pares de primers com um par dentro e outro fora do domínio, portanto os dois 

primers estão incluídos na região do domínio conservado. O padrão de amplificação 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 - Padrão de amplificação de regiões genômicas 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 confirmação da eficiência dos primers gene específicos em reações de qRT-

PCR, também foram obtidos resultados consistentes como a curva de dissociação 

apresentando um único pico, indicando que o conjunto de primers amplifica apenas um 

transcrito (Figura 12). Além disso, a curva de standard ou curva padrão, mostra que os valores 

selecionados para o slope foram validados, e que a correlação obtida nos primers desenhados 

foram superiores a 75% (Figura 13).  

 

 

Figura 12 - Curva de dissociação do teste de validação do primer H2A.  
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Figura 13 - Curva de standard do teste de validação do primer H2A.  

 

A fim de conseguir resultados precisos e reprodutíveis, as reações devem possuir uma 

eficiência de cada ciclo durante a amplificação de forma exponencial. Vários fatores 

influenciam na eficiência da reação como o comprimento do amplicon, o conteúdo de C/G do 

amplicon e a estrutura secundária. A dinâmica de reação em si também pode influenciar no 

resultado final, como a presença de enzimas usadas na reação e as concentrações de reagentes 

de modo não ideal.  

Os resultados apresentados evidenciam a eficiência da estratégia utilizada para a 

identificação de sequências de café homólogas aos genes selecionados, e da seleção de 

primers gene específicos correspondentes. 

4.2.2 Expressão gênica relativa de genes responsáveis pela integridade do DNA 

  

Gene DNA Metiltransferase 

 

Como ilustrado na figura 14, o BLAST da sequência gênica selecionada no CAFEST, 

apresenta o domínio que controla a Super Família AdoMet_MTases, comum aos genes que 

codificam DNA Metiltransferase (DNAM), responsáveis pela metilação de bases do DNA. O 

padrão de metilação no DNA de uma planta pode ser alterado por situações de estresse biótico 

e abiótico. Alterações no padrão de expressão desse gene podem estar relacionadas com 
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diferenças no mecanismo de regulação de metilação do DNA, essas variações podem estar 

relacionadas ao estresse causado às células pelo cultivo in vitro.  

 

Figura 14 - Resultado BLAST para superfamília AdoMet-MTases.  

 

O padrão de expressão dos genótipos clonais estudados foi semelhante ao longo do 

desenvolvimento in vitro, apresentando um decréscimo no padrão de expressão das fases 

intermediárias quando comparadas com suas respectivas plantas matrizes. No entanto, na fase 

final da embriogênese somática - muda em viveiro - ocorre um incremento na expressão do 

genótipo IAC 1 equiparando-o à sua planta matriz. Esse evento sugere uma superioridade do 

genótipo IAC 1 em relação aos demais, devido a capacidade da muda clonal igualar-se à sua 

planta matriz adulta (Figura 15). O aumento no nível de expressão do gene DNAM indica um 

aumento da estabilidade no nível de reorganização do DNA na embriogênese somática 

indireta.  

De modo contrário, nos genótipos IAC 2 e IAC 3, não ocorreu um acréscimo no 

padrão de expressão do gene DNAM na fase de mudas em viveiro, apresentando um modelo 

diferente de sua planta matriz. Esses dados corroboram com as análises fenotípicas dos 

materiais estudados, indicando que os genótipos IAC 2 e IAC 3 apresentaram uma resposta 

inferior à embriogênese somática quando comparados ao genótipo IAC 1, para a metodologia 

de multiplicação estudada (Figura 15). 
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Figura 15 - Quantificação da expressão relativa do gene DNAM nas seis fases da 

embriogênese somática indireta estudadas para os genótipos IAC 1, IAC 2 e IAC 3. 

 

Destaca-se o conhecimento que muitas células possuem a capacidade de manter suas 

características únicas mesmo quando estão estabelecidas em cultivo in vitro (TERMIGNONI, 

2005). Os mecanismos que regulam essa capacidade devem ser estáveis e, uma vez 

estabelecidos, são transmitidos às células-filhas quando a célula se divide. Existem vários 

modelos para explicar os mecanismos de regulação gênica. A metilação do DNA, suprime a 

transcrição de determinados genes e também pode promover a alteração da estrutura da 

cromatina para formas mais condensadas. 

As metilações do DNA transferem um grupo metil para a posição 5‟ do anel 

pirimidínico das citosinas, catalisadas pela enzima metiltransferase (GRAFI et al., 2007). Essa 

alteração da citosina tem como resultado o silenciamento gênico (BOWLER et al., 2004; 

FUCHS et al., 2006). 

Diante disso, o decréscimo no padrão de expressão 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 metilações no DNA. A queda na 

expressão do gene DNAM pode sugerir baixo nível de metilação do DNA, e 

consequentemente baixa repressão da expressão gênica. Ou seja, os genes tendem ser mais 

ativos nas células em cultivo in vitro. 

Observa-se que é válido ressaltar que, nas fases de calo, multiplicação e regeneração, 

maturação e germinação, e também em plântulas in vitro ainda existe muitas células 

indiferenciadas, ou seja, sem função definida. Quanto mais diferenciada é uma célula, menor 

expressão de genes, pois apenas os genes necessários para manter a função e identidade 
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daquela célula estarão expressos. Contudo, as células indiferenciadas possuem um número 

maior de genes sendo expressos e provavelmente menos metilados. 

 

Gene H2A 

 

Histonas são proteínas responsáveis pela conformação da cromatina, que possui 

diversas funções biológicas, tais como empacotamento do DNA, divisão celular, além de ser 

responsável pelo controle epigenético da expressão gênica. Na figura 16, o resultado do 

BLAST demonstra o domínio conservado de uma proteína cuja atividade está relacionada 

com uma histona. Esta possui função de manter a integridade estrutural do nucleossomo, na 

condensação da cromatina e ligação com outras proteínas relacionadas com a cromatina.  

 

 

Figura 16 - Resultado BLAST para superfamília H2A. 

 

O perfil de expressão do gene H2A está intimamente relacionado ao padrão obtido 

para o gene DNAM. A expressão do gene foi significativamente maior na planta matriz para 

todos genótipos estudados, em relação as subsequentes fases do cultivo in vitro. Essa queda 

na expressão relativa do gene se manteve baixa até a fase de muda em viveiro, onde ocorreu 

um acréscimo no valor de expressão do gene H2A em todos os genótipos (Figura 17). O 

aumento da expressão relativa na fase final do estudo está relacionada ao desenvolvimento 

das mudas em viveiro, possuindo mais células diferenciadas com taxas de expressão gênica 

menores e mais estáveis, apenas para manter sua função e identidade da célula, portanto, a 

cromatina encontra-se mais condensada. 
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Figura 17 - Quantificação da expressão relativa do gene H2A nas seis fases da embriogênese 

somática indireta estudadas para os genótipos IAC 1, IAC 2 e IAC 3. 

 

O gene H2A é responsável pela ação das histonas, em especial a H2A. O DNA de 

eucariotos se integra às proteínas histônicas e não histônicas de forma estável, formando a 

cromatina. Os dímeros das histonas H3/H4 e H2A/H2B formam um octâmero, estrutura 

estabilizada pela histona H1, formando a unidade básica de repetição da cromatina, o 

nucleossomo, que representa o primeiro nível de conformação do DNA no núcleo da célula 

(SUMMER et al., 2003; WU et al., 2007), a qual compreende entre 75-90% do DNA 

genômico (SUMMER et al., 2003). 

O octâmero de histonas possui a competência de incluir diferentes sequências de DNA 

em nucleossomos, e esta capacidade é altamente dependente da sequência específica do DNA, 

a qual define grandemente sua capacidade de dobrar. Esse fato possui papel importante na 

ativação ou inativação dessas sequências, ou seja, na regulação da expressão gênica (SEGAL 

et al., 2006). 

Os processos de ativação gênica exigem que os filamentos de DNA se separem 

temporariamente, permitindo assim o acesso das polimerases e dos fatores transcricionais. 

Porém, a organização dos nucleossomos e da cromatina representam barreiras que dificultam 

o acesso de enzimas, sendo importante que as células disponham de meios para a abertura das 

fibras e/ou remoção temporária das histonas para permitir a modulação da cromatina nos 

processos de transcrição e replicação (BOWLER et al., 2004). 

A conformação da estrutura da cromatina é a responsável pelo controle epigenético da 

expressão gênica. Essa regulação da estrutura é demonstrada por modificações nas caudas das 

histonas e por modificações covalentes nos nucleotídeos (BOWLER et al., 2004). 
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As modificações nas histonas e citosinas do DNA atuam na compactação e/ou 

relaxamento da cromatina, que influencia a ligação dos fatores de transcrição aos seus sítios, 

ou seja, o acesso às sequências regulatórias pela maquinaria de transcrição é dependente da 

estrutura da cromatina (GRAFI et al., 2007). As modificações covalentes nos nucleotídeos 

(carbono 5‟da citosina do DNA) e nas histonas (metilação e acetilação de aminoácidos na 

cauda N-terminal) são capazes de alterar a expressão gênica e fenotípica sem que a estrutura 

da sequência de DNA seja alterada (FUCHS et al., 2006; RICHARDS et al., 2006; GRAFI et 

al., 2007). 

Variações gênicas e fenotípicas que não alteram a sequência do DNA são 

denominadas alterações epigenéticas. O controle epigenético é um mecanismo reversível, em 

que a forma modificada ou remodelada da cromatina pode ser devolvida ao seu estado 

original, quando a transcrição e/ou replicação estão completas. Portanto, este é o papel das 

histonas na regulação da expressão gênica do gene durante o desenvolvimento e diferenciação 

celular (FUCHS et al., 2006). 

As alterações epigenéticas são exemplos de variações somaclonais, no entanto essas 

alterações podem desaparecer no primeiro ciclo vegetativo das plantas desde que ocorra de 

forma natural, ou seja, sementes de plantas que possuem alguma variação epigenética podem 

não levar essa alteração para sua progênie. No entanto, o produto final da embriogênese 

somática em café é a muda clonal que não pode apresentar variações derivadas do cultivo in 

vitro, as sementes desse clone serão o eixo da cadeia produtiva do café, sendo comercializado 

em forma de grão. 

Os dados apresentados no perfil de expressão dos genes DNAM e H2A estão 

correlacionados. A alta metilação do DNA ocasionada por uma alteração na citosina pode 

resultar no silenciamento gênico que impede a expressão de genes indesejáveis durante o 

desenvolvimento das plântulas em meio artificial. De modo semelhante, a condensação da 

cromatina pelas histonas possui função determinante na ativação ou inativação de sequência 

específicas de DNA, ou seja, na regulação gênica que também evita a expressão de genes 

indesejáveis quando a cromatina está condensada, demonstrando assim, a importância de 

estudos sobre alterações gênicas oriunda da cultura de tecidos. 

 

Gene RNAH 

 

A RNA helicase está associada com a síntese de RNA, e, portanto com alta atividade 

transcricional. Esse gene complementa o estudo de expressão gênica de genes que atuam na 
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atividade do DNA. Na figura 18, a presença do domínio conservado HELICc no contig 

selecionado, indica sua função como RNA helicase e DNA helicase, que são enzimas vitais 

para todos os organismos, e que se movem ao longo dos ácidos nucléicos separando sua fita 

dupla, e para esse deslocamento utilizam energia livre da hidrólise de ATP. As enzimas 

helicases estão envolvidas em processos celulares como a replicação do DNA, transcrição, 

tradução, recombinação gênica, reparo do DNA e biogênese do ribossomo. 

 

 

Figura 18 - Resultado BLAST para superfamília DEXDc.  

 

Como ilustrado na figura 19 a expressão do gene RNAH que controla a RNA 

Helicase, possui um pico na fase de calos para os genótipos IAC 1 e IAC 2, mantendo-se 

estável no genótipo IAC 3, quando comparados à sua respectiva planta matriz. Essa fase 

contém um aglomerado de células indiferenciadas, ou seja, com altas taxas de divisão celular, 

porém sem função definida. 

Na fase de multiplicação e regeneração todos os genótipos apresentaram perfil de 

expressão similar à fase inicial da embriogênese somática. Na fase subsequente, maturação e 

germinação, ocorre um acréscimo na expressão relativa do gene no genótipo IAC 2, e 

pequeno decréscimo para o genótipo IAC 1, o genótipo IAC 3 apresenta uma expressão 

intermediária quando comparada aos demais materiais estudados, e mantendo constante na 

sua expressão quando comparado com a fase anterior do cultivo in vitro (Figura 19). 

Para a fase de plântula in vitro, ocorre uma queda na expressão relativa do gene 

RNAH no genótipo IAC 1 ainda se apresenta baixa, entretanto, esse decréscimo começa a 

aumentar na fase de mudas em viveiro, possuindo um valor na fase final do estudo análogo à 

sua planta matriz. Nos genótipos IAC 2 e IAC 3 a expressão do gene se manteve alta quando 

comparados com o genótipo IAC 1, para a fase de plântula in vitro e mudas em viveiro 

(Figura 19). 
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Figura 19 - Quantificação da expressão relativa do gene RNAH nas seis fases da 

embriogênese somática indireta estudadas para os genótipos IAC 1, IAC 2 e IAC 3. 

 

Considerando que o padrão de expressão nas fases finais do estudo é superior nos 

genótipos IAC 2 e IAC 3, quando comparados com o genótipo IAC 1, o resultado sugere que 

esses genótipos estão em constante e elevada atividade transcricional. Esse fenômeno pode 

estar correlacionado com a baixa capacidade de regeneração dos genótipos IAC 2 e IAC 3 na 

metodologia de regeneração estudada. Os valores obtidos sugerem que os genótipos estão 

sofrendo algum estresse elevado quando confrontados ao genótipo IAC 1, portanto, as células 

encontram-se em alta taxa transcricional tentando sobreviver a estricção derivada da 

embriogênese somática. 

Outro ponto que pode ser enfatizado, além do estresse proveniente da embriogênese 

somática, é a questão da indiferenciação celular. A alta atividade transcricional pode sugerir a 

formação de um tecido ou órgão ainda em formação ou células em diferenciação. Outros 

genes estudados apóiam esta hipótese, como DNAM e H2A. 

As helicases que pertencem à família DEAD Box estão presentes em procariotos e 

eucariotos e possuem uma função importante pós-transcricional, no crescimento e na 

diferenciação celular (DE LA CRUZ et al., 1999). Estudos sobre o possível papel desta RNA 

helicase em plastídeos usados na diferenciação e desenvolvimento de plantas, sugeriram que a 

mesma está relacionada com o desenvolvimento de cloroplasto e morfogênese foliar 

(KEDDIE et al., 1996). 

Existem vários tipos de plastídeos, sendo os cloroplastos considerados os principais. 

Os cloroplastos realizam fotossíntese, fonte de energia para a planta, além de outros processos 

metabólicos, como síntese de lipídeos, aminoácidos e hormônios. Evidências sugerem que o 
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desenvolvimento dos cloroplastos regula a diferenciação celular, especialmente a 

morfogênese do mesófilo (MANDEL et al., 1996). 

Estudos realizados por KEDDIE et al., (1996) em tabaco, identificaram uma mutação 

no gene VDL (variegated and distorted leaf) dentro de um loco que provavelmente codifica 

uma RNA helicase de cloroplasto, pertencente à superfamília DEAD box. A identificação de 

uma inserção T-DNA neste gene danificou o desenvolvimento de folhas, flores e raiz. STERN 

et al. (1997) demonstraram que a expressão do gene VDL está expressa em tecidos não 

fotossintéticos e quando reprimidos afeta raízes e flores indicando que a mesma está 

envolvida, também, na diferenciação de outros plastídeos nos diferentes tecidos vegetais. A 

proteína tipo RNA helicase foi associada a fatores de transcrição relacionados à tolerância ao 

frio e ao congelamento, em Arabidopsis thaliana (GONG, et al., 2002). 

 

Gene TELOM 

 

Presente principalmente em células eucarióticas, os telômeros são estruturas 

constituídas por fileiras repetitivas de proteínas e DNA não codificante que formam as 

extremidades dos cromossomos. Sua principal função é manter a estabilidade estrutural do 

cromossomo. O domínio conservado apresentado na figura 20 representa o BLAST de uma 

sequência selecionada no Bando de Dados da Solanáceas referente à enzima telomerase, uma 

vez que não foram encontradas sequências que codificam essa enzima no Banco de Dados do 

CAFEST.  

 

 

Figura 20 - Resultado BLAST para superfamília EST1.  

 

A teoria genética propõe que todo o processo de envelhecimento, quer seja das células, 

órgãos ou mesmo de todo o indivíduo, é programado pelos nossos genes. Nessa teoria, o 

tempo de vida, assim como os outros acontecimentos como, por exemplo, alterações 
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enzimáticas, ligados ao relógio biológico, podem ser controladas por um ou mais genes 

específicos contribuindo, de maneira ativa, independente, ou em associação com outros genes, 

para a longevidade do organismo (HAYFLICK, 1977). 

Uma das mais conhecidas formulações para essa teoria foi feita por Leonard Hayflick 

(1977). O chamado limite de Hayflick, afirma que as células irão se dividir e se reproduzir 

apenas um número limitado de vezes e que esse número é geneticamente programado. 

As células eucarióticas têm cromossomos lineares, e enfrentam dificuldades para a 

replicação das duas extremidades. Embora a fita contínua possa, teoricamente, ser sintetizada 

até o final de seu molde, a fita retrógrada não pode. Isso não seria um problema em uma única 

replicação, entretanto, ao longo de muitos ciclos de replicação as extremidades dos 

cromossomos seriam encurtadas, até que genes essenciais fossem perdidos e a célula 

morreria. Portanto, a natureza procura impedir a perda contínua do DNA nas extremidades 

dos cromossomos. Nestes locais existem, então, estruturas protetoras especiais, chamadas de 

telômeros, que contêm muitas repetições de uma seqüência de seis nucleotídeos, rica em 

guanina (G). O tamanho dos telômeros é mantido por enzimas, chamadas de telomerases, que 

adicionam repetições de nucleotídeos à sua extremidade (HAYFLICK, 1977). 

Telômeros são extensões de DNA e proteínas no final dos cromossomos que servem 

como “ímã” pelas quais são movidos cromossomos durante a telófase da meiose. Quando os 

telômeros ficam muito curtos, a célula já não pode dividir, e eles são irreversilmente 

reduzidos em cada divisão celular (WITZANDY, 2008). Assim, o mecanismo biológico para 

o limite de Hayflick é agora compreendido. Uma enzima, a telomerase, é capaz de regenerar o 

telômero que se “quebrou”. 

Segundo esta teoria, a enzima telomerase é considerada um relógio biológico, um 

marcador a indicar que a senescência celular irá se instalar inevitavelmente, causando o 

envelhecimento ou alterações fisiológicas. 

A telomerase é uma enzima classificada como transcriptase reversa, composta de uma 

subunidade de uma proteína que possui um componente interno de RNA que é uma região 

molde para a produção de DNA. Esta subunidade é identificada por TERT, está na região do 

C- terminal do polipeptídeo, também na região N-terminal, basicamente na região dos 

telômeros (LEWIN, 1999). 

O encurtamento dos telômeros também pode silenciar genes próximos ou eliminar 

certos genes que são indispensáveis à sobrevivência da célula. O processo de renovação 

celular não tolera alterações nas células antes da divisão correta das mesmas, o organismo 
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tende a morrer num curto prazo de tempo no momento em que seus telômeros se esgotam 

(LODISH et al., 1999). 

Os telômeros também agem como um protetor para os cromossomos garantindo que a 

informação genética (DNA) relevante seja perfeitamente copiada quando a célula se duplica. 

Os telômeros ainda protegem os cromossomos, de uma forma geral, da degradação, da 

recombinação e da translocação robertsoniana (LODISH et al., 1999). 

O comportamento do gene TELOM que controla a enzima Telomerase foi 

indeterminado mediante a amplificação de dez vezes a concentração inicial, não amplificando 

em qRT-PCR para as diferentes fases da embriogênese somática indireta e os três genótipos 

estudados. Isso indica que a enzima não está em atividade metabólica, ou seja, não possuía 

transcritos para serem amplificados em PCR. Sendo estes resultados positivos, uma vez que a 

telomerase pode estar envolvida em alterações fisiológicas e envelhecimento celular, ou seja, 

o fato de não ocorrer a amplificação dos transcritos da telomerase sugere que os tecidos e 

órgãos avaliados não estavam envelhecidos. É válido relembrar que o primer selecionado 

amplificou em fragmentos de DNA como apresentado na figura 10. 

 

4.2.3 Expressão gênica relativa de genes responsáveis pela divisão e ciclo celular 

 

Gene BETA 

 

A mitose é o processo pelo qual os cromossomos previamente replicados são 

alinhados, separados e distribuídos ordenadamente nas células filhas, sendo os microtúbulos, 

parte integrante da mitose. A b-tubulina é uma proteína que compõe os microtúbulos. Na 

figura 21 está apresentado o domínio responsável pela manutenção da atividade dos 

microtúbulos dentro das células.  
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Figura 21 - Resultado BLAST para superfamília Tubulina_FtsZ. 

Antes do início da mitose, os microtúbulos no citoplasma cortical despolimerizam, 

disponibilizando suas subunidades. As subunidades, então, repolimerizam-se antes do início 

da prófase. Durante a prófase, os microtúbulos iniciam sua montagem, em dois pólos nos 

lados opostos do núcleo, formando o fuso da prófase. Na metáfase, novos microtúbulos são 

polimerizados para formar o fuso mitótico. O retículo endoplasmático juntamente com os 

microtúbulos são responsáveis por organizar o fragmoplasto, que facilita a distribuição das 

vesículas secretoras contendo material da parede celular para a placa celular em crescimento, 

no final da anáfase (TAIZ et al., 2009). 

Outras funções dadas aos microtúbulos estão juntamente ligadas às proteínas motoras 

cinesina e dineína, envolvidas no movimento dos cloroplastos regulados pela luz vermelha e 

vermelho-distante, enquanto que microtúbulos e microfilamentos controlam o movimento dos 

cloroplastos em respostas à luz azul (TAIZ et al., 2009). 

Na figura 22, estão apresentados os dados referentes à expressão relativa do gene 

BETA para as fases da embriogênese somática indireta em três genótipos. As fases de calos 

primários e embriogênicos, seguida de multiplicação e regeneração apresentaram um valor de 

expressão superior às demais fases, mesmo entre os diferentes genótipos, contudo, houve um 

perfil de expressão diferente entre os genótipos. O genótipo IAC 1 apresenta um acréscimo 

em relação aos demais genótipos na fase de calo, e mantém sua taxa de expressão alta na fase 

de multiplicação e regeneração. De modo diferente, o genótipo IAC 2 apresentou uma 

expressão intermediária na fase de calo quando comparado aos demais genótipos, e um 

acréscimo na fase seguinte superando a taxa de expressão relativa dos genótipos IAC 1 e IAC 

3. O genótipo IAC 3, foi inferior aos demais no seu perfil de expressão, mas apresentando 

uma constância na expressão do gene nas primeiras fases do cultivo in vitro. 
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Figura 22 - Quantificação da expressão relativa do gene BETA nas seis fases da 

embriogênese somática indireta estudadas para os genótipos IAC 1, IAC 2 e IAC 3. 

 

Os resultados apresentados na figura 22 evidenciam a alta atividade metabólica que 

ocorre nas fases de calos e multiplicação e regeneração, que possuem altas taxas de divisão 

celular, necessitando da ação dos microtúbulos que auxiliam as mesmas para realizar a 

mitose. 

Nas fases finais da embriogênese somática, maturação e germinação, plântula in vitro 

e muda em viveiro, o padrão de expressão relativa do gene BETA foi constante entre os 

genótipos e as fases em questão. O perfil dos clones foi semelhante ao perfil de expressão da 

sua respectiva planta matriz (Figura 22). 

 

Gene SOMATIC 

 

A figura 23 representa o domínio conservado da LRRNT_2 Superfamily. O LRR é um 

domínio relacionado com ligações entre proteínas e ativação de genes. São motivos de 

sequências curtas presentes em uma série de proteínas com diversas funções e em diferentes 

locais na célula. Esse domínio é frequentemente flanqueado pelos domínios ricos em cisteína, 

e também encontrado no N-terminal de repetições em tandem ricos em leucina (KAJAVA et 

al., 2002). 
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Figura 23 - Resultado BLAST para superfamília LRRNT_2. 

 

Os resultados obtidos na avaliação da expressão relativa do gene SOMATIC, 

apresentam-se baixos durante todas as fases do cultivo in vitro para todos os genótipos 

estudados. No entanto, ocorre um acréscimo no padrão de expressão na última fase do estudo, 

muda em viveiro, para o genótipo IAC 3, seguido do genótipo IAC 2. O padrão da expressão 

do genótipo IAC 1 é equivalente entre o clone e sua planta matriz, indicativos da habilidade 

desse genótipo em regenerar plantas normais e idênticas à sua matriz. No entanto, a muda em 

viveiro do genótipo IAC 3 apresenta um padrão de expressão superior à sua matriz, e o 

genótipo IAC 2 um valor intermediário (Figura 24). 

O domínio de Repetições Ricas em Leucina N-terminal (LRRNT) consiste de 2-45 

motivos de 20-30 aminoácidos de comprimento que geralmente dobra em um arco ou forma 

de ferradura. LRRs ocorrem em proteínas que vão de vírus a eucariontes, e parecem fornecer 

um quadro estrutural para a formação de interações proteína-proteína (ENKHBAYAR et al., 

2004). Proteínas contendo LRRs incluem receptores da tirosina quinase, moléculas de adesão 

celular, fatores de virulência, e da matriz extracelular vinculativo a glicoproteínas, e estão 

envolvidas em uma variedade de processos biológicos, incluindo transdução de sinal, adesão 

celular, reparo do DNA, recombinação, transcrição, processamento de RNA, resistência a 

doenças, apoptose e da resposta imune (KAJAVA et al., 2002). 
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Figura 24 - Quantificação da expressão relativa do gene SOMATIC nas seis fases da 

embriogênese somática indireta estudadas para os genótipos IAC 1, IAC 2 e IAC 3. 

 

Considerando que o domínio LRR participa de diversos processos biológicos 

envolvendo a resistência a doenças, é valido ressaltar, que durante a coevolução entre 

patógeno e hospedeiro, o patógeno desenvolve novos mecanismos de ataque e o hospedeiro 

responde com a criação de outros mecanismos de defesa. De tal modo, que estes mecanismos 

estão sob controle genético, compreender como se dá a interação entre os genes de resistência 

do hospedeiro com genes de virulência do patógeno é de fundamental importância para que se 

possa interferir eficientemente nessa ação a benefício do hospedeiro (CAMARGO, 1995). 

As plantas possuem um sistema de vigilância molecular que promove o 

reconhecimento de diferentes moléculas codificadas pelo patógeno. Entretanto, certos 

patógenos adquirem a capacidade de mascarar os fatores de avirulência, ou de interferir em 

múltiplos sinais de reconhecimento da rota de defesa (NURNBERGER et al., 2004; 

ABRAMOVITCH & MARTIN, 2004). 

Paralelamente a este evento, as plantas sofreram novamente uma evolução e 

desenvolveram coleções de proteínas, denominadas proteínas de resistência (R), que 

reconhecem fatores de virulência específicos de patógeno como sinais de invasão, este fator 

de invasão é detectado pelo hospedeiro e geneticamente redefinido como fator de avirulência 

(Avr) (DNAGL & JONES, 2001). Quando os genes R e os genes Avr correspondentes 

estiverem presentes na planta como no patógeno resulta na resistência à doença. Se um deles é 

inativo ou ausente, resulta em suscetibilidade. 

Os genes R codificam proteínas com domínios similares entre si e, assim puderam ser 

constituídas cinco classes de proteínas. A maioria dessas proteínas R são classificadas como 
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NBS-LRR, e são novamente subdivididas de acordo com a homologia da sua região N-

terminal, existem receptores de genes interleucina-1 TIR (TIR-NBS-LRR), a zíper de leucina 

(LZ-NBS-LRR), a motivos colóides CC-NBS-LRR), e existem ainda as proteínas de motivos 

conservados (SER/TRN KINASE) (DNAGL & JONES, 2001). As proteínas que possuem 

domínios transmembranas ou extracelulares de repetições ricas em leucina (LRR), funcionam 

como local de interação proteína-proteína, proteína-carboidrato ou de sítio de ligação a 

peptídeos. 

Contudo, muitas proteínas R podem perceber a presença de mais de uma proteína de 

Avr mesmo que os patógenos sejam pouco similares ou com diferentes estilos de vida. Por 

exemplo, o gene RPM1 reconhece dois genes de Avr não homólogos, em tomate o gene Mi 

confere resistência a nematoides como também a afídeos, os alelos do gene RPP8/HRT 

podem reconhecer parasitas oomicetos e vírus. Para tanto, um loco pode evoluir e gerar uma 

série alélica que pode conferir a competência de reconhecimento de múltiplos genes Avr 

(DANGL & JONES, 2001). 

Evidenciado a importância de compreender os genes de domínio LRR, principalmente 

em estudos que envolvem resistência de pragas e doenças, na presente pesquisa os genótipos 

estudados possuem uma característica de resistência específica como à ferrugem, bicho-

mineiro e nematoides. O acréscimo na expressão desses genes na fase de mudas em viveiro 

para os genótipos IAC 2 e IAC 3, precisa ser esclarecido em avaliações de campo, uma vez 

que esse acréscimo pode apresentar alterações na resistência presente nas plantas matrizes 

quando comparada a seus clones. 

 

Gene WUS 

 

A figura 25 apresenta o domínio conservado responsável por codificar um fator de 

transcrição com homeodomínio para o gene WUS. Esse fator de transcrição se expressa no 

início da embriogênese sendo requerido para formação e manutenção de meristemas apicais. 

Em estádios tardios, a expressão do WUS torna-se restrita a um domínio subapical pequeno 

situado diretamente abaixo das células inicias, onde parece exercer um papel essencial na 

manutenção de seu comportamento do tipo “células tronco” (TAIZ et al., 2009).. 
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Figura 25 - Resultado BLAST para superfamília do Homeodomínio. 

 

Os valores da expressão relativa do gene WUS estão 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 genótipos estudados, representado pela falta de uma 

quantificação numérica realizada pela qRT-PCR. 

No entanto, na primeira fase da embriogênese somática indireta, calos primários e 

calos embriogênicos, o nível de expressão do gene para o genótipo IAC 2 aumenta 

substancialmente em relação à sua planta matriz. Para o genótipo IAC 1 também ocorre esse 

acréscimo no padrão de expressão do gene, seguida pelo genótipo IAC 3 (Figura 26). 

Nas fases subsequentes do desenvolvimento in vitro, a expressão do gene foi similar 

entre os três genótipos, com exceção das plântulas in vitro, onde ocorre novamente uma super 

expressão do gene WUS para o genótipo IAC 2 (Figura 26). 

 

 

Figura 26 - Quantificação da expressão relativa do gene WUS nas seis fases da embriogênese 

somática indireta estudadas para os genótipos IAC 1, IAC 2 e IAC 3. 
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Estudos em mutantes de Arabidopsis para o gene WUS, demonstraram que estes não 

conseguiram formar um meristema apical do caule (MAC) normal (MAYER et al., 1998). A 

organogênese ocorre na proximidade das células iniciais do MAC, que são células iniciais e 

suas derivadas indiferenciadas. Dada a diferenciação de células tronco em tecidos e orgãos, é 

esperado que algum mecanismo monitore essa alteração e compense qualquer variação na 

população de células inicias, como um aumento da taxa de divisão celular. O gene Wuschel 

está diretamente relacionado nesse mecanimo de regulação entre células indiferenciadas e 

células determinadas (TAIZ et al., 2009). 

As análises realizadas por SCHOOF et al. (2000) mostraram que tal mecanismo de 

regulação provêm de uma combinação por retroalimentação positiva e negativa, dada pelos 

genes CLAVATA (CLV) 1, 2, 3 em combinação com o WUS. Os resultados moleculares 

mostraram que a transcrição do gene CLV3 é promovida pelo gene WUS, e o crescimento do 

meristema é controlado pelo circuito de retroalimentação positivo/negativo autolimitante. A 

expressão do WUS estimula a atividade das células inicias apicais, o que promove o 

crescimento do meristema, mas, concomitantemente, induz um incremento na atividade do 

CLV. O aumento na atividade de CLV inibe a expressão do WUS, provocando uma inibição no 

crescimento do meristema. Para a manutenção do equilíbrio dinâmico entre estados ativos e 

inativo, o MAC é capaz de manter sua população de células inicias na quantidade 

geneticamente determinada.  

Os estudos com os mutantes que não produziram um MAC funcional em Arabidopsis 

mostraram que de modo inverso, a transcrição de WUS pode ser completamente suprimida 

pela super-expressão do CLV3, levando a fenocópia do mutante wus (MAYER et al., 1998). 

Estas informações apresentam a importância de se avaliar o padrão de expressão do 

gene Wuschel, a fim de entender como ocorre o início da diferenciação celular para a 

formação de um meristema apical normal, e como esse mecanismo consegue manter a 

quantidade correta de células iniciais no meristema.  

Nos dados apresentados o genótipo IAC 1 apresenta o perfil de expressão natural, 

onde ocorre um acréscimo de expressão do gene WUS na fase de calos, aglomerado de células 

indiferenciadas em crescimento formando o meristema, a expressão do gene começa a ser 

reprimida com o possível aumento da atividade do CLV, que diminui o valor de expressão do 

gene nas fases finais da embriogênese somática. No genótipo IAC 2, o acréscimo na 

expressão relativa do gene WUS sucede de uma forma exponencial, sugerindo que o gene 

CLV pode estar reprimido, ou seja, está ocorrendo um desequilíbrio na expressão dos dois 

genes para a manutenção das células inicias, e formação do meristema. Para o genótipo IAC 3 
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o gene WUS apresentou um padrão constante ao logo das fases do cultivo in vitro¸ indicando 

que não ocorreu uma combinação por retroalimentação positiva e negativa, entre os genes 

WUS e CLV.  

Ressalta-se que, que a expressão do gene WUS para o genótipo IAC 2 se manteve alta 

na fase final da embriogênese somática, plântula in vitro, seguida do genótipo IAC 3. Esses 

resultados podem ainda indicar que os meristemas destes genótipos estão com muitas células 

indiferenciadas nesta fase. Essa observação corrobora com as análises fenotípicas desta 

pesquisa, onde os genótipos IAC 2 e IAC 3 apresentaram a resposta ao cultivo in vitro numa 

velocidade e sincronismo menor quando comparados ao genótipo IAC 1. 

A expressão do gene WUS também foi estudada em C. canephora por ARROYO-

HERRERA et al (2008). Estes autores descobriram que a expressão do WUS em plantas de C. 

canephora pode induzir a formação de calos em até 400%. Os resultados mostraram que o 

fator de transcrição do WUS pode ser útil para aumentar a embriogênese somática. 

4.2.4 Expressão gênica relativa de genes envolvidos em estresses 

 

Gene INAP 

 

Para elucidar os fenômenos que ocorreram em diversas células e embriões que não se 

desenvolveram, ou seja, não formaram uma planta completa, foi estudada a expressão de um 

gene INAP. A presença do domínio correspondente foi verificada, como demonstrado na 

figura 27. 

 

 

Figura 27 - Resultado BLAST para superfamília API5.  
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Os resultados demonstrados na figura 28 indicam que ocorreu uma diminuição no 

número de transcritos correspondentes ao gene, na primeira fase do desenvolvimento in vitro, 

para todos os genótipos. Essa queda na expressão relativa do gene pode ser consequência do 

alto estresse oxidativo que os explantes sofreram no início da embriogênese, desde a retirada 

da folha da planta matriz até o corte para seleção do explante desejado. Nessa fase que as 

células começam a se organizar para formar o aglomerado de células indiferenciadas que irão 

originar os embriões.  

Para o genótipo IAC 1 o nível de expressão do gene INAP apresentou uma queda 

constante na sua expressão com o avanço das fases do cultivo in vitro, o que aumenta os 

indícios da estabilidade do material vegetal. No entanto, o IAC 2 apresenta um padrão 

irregular de expressão possuindo um pico na fase de maturação e germinação apresentando 

um decréscimo novamente na fase das mudas em viveiro, esse incremento de expressão nas 

fases de maturação e germinação e das plântulas in vitro, pode demonstrar um esforço das 

células para sobreviverem ao processo de embriogênese somática. O genótipo IAC 3 segue o 

mesmo perfil de expressão relativa do genótipo IAC 2, contudo com os valores de expressão 

inferiores (Figura 28). 

 

 

Figura 28 - Quantificação da expressão relativa do gene INAP nas seis fases da embriogênese 

somática indireta estudadas para os genótipos IAC 1, IAC 2 e IAC 3. 

 

 Apoptose, ou morte celular programada, é um processo que ocorre de forma natural 

nos vegetais para manutenção do desenvolvimento dos mesmos, sendo importante para 

eliminar células supérfluas ou defeituosas. Durante a apoptose, a célula sofre alterações 

morfológicas, tais como a retração da célula, perda de aderência com a matriz extracelular e 

células vizinhas, condensação da cromatina, fragmentação internucleossômica do DNA e 
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formação dos corpos apoptóticos. Esse fenômeno biológico pode estar associado aos 

diferentes tipos de alterações que podem ocorrer devido ao processo de embriogênese 

somática (TAIZ et al., 2009). 

Em situações de infecção, lesão celular, e até mesmo de ausência de fatores de 

crescimento, a morte celular programada ocorre por um processo passivo, que age como 

caráter degenerativo (TAIZ et al., 2009). 

 

Gene OXIRED 

 

Para cada molécula de sacarose oxidada pelas rotas da glicólise e do ciclo do ácido 

cítrico, quatro moléculas de NADH são geradas no citossol e 16 moléculas de NADH mais 

quatro moléculas de FADH2 são gerados na matriz mitocondrial, essa rota demonstrada é uma 

das principais fontes de energia para a célula vegetal. NADH: ubiquinona oxidoredutase 

(complexo I) é normalmente o complexo de proteínas mais termolábeis da fosforilação 

oxidativa (SINGER, T. P., 1974; CREMONA et al., 1963). O domínio apresentado na figura 

29 representa uma NADH: ubiquinona. 

 

 

Figura 29 - Resultado BLAST para superfamília da Oxidoredutase_q6.  

 

Considerando que o NADH é uma fonte ativa de energia para o desenvolvimento 

celular, era esperado o padrão de expressão apresentado na figura 30. Nas fases de calos 

primários e embriogênicos, juntamente com a multiplicação e regeneração, seguindo das fases 

de maturação e germinação são etapas de maior gasto energético pela célula, o que explica o 

aumento significativo na expressão do gene OXIRED, para todos genótipos, com uma 

expressão inferior no genótipo IAC 3. Outro fator que pode influenciar no acréscimo da 

expressão do gene nessas fases, é a fonte livre e ilimitada de carbono disponível no meio 

nutritivo do cultivo in vitro.  
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No genótipo IAC 1, o gasto energético da muda em viveiro está equivalente com sua 

planta matriz, isso adiciona novas evidências da capacidade do genótipo IAC 1 ser responsivo 

ao cultivo in vitro, e de se restabelecer como uma planta normal em campo. A resposta dos 

genótipos IAC 2 e IAC 3 é demonstrada de forma inversa, ocorre um alto gasto energético 

dessa muda em viveiro, indícios de elevado estresse metabólico.  

 

 

Figura 30 - Quantificação da expressão relativa do gene OXIRED nas seis fases da 

embriogênese somática indireta estudadas para os genótipos IAC 1, IAC 2 e IAC 3. 

 

Um aspecto relevante a ser considerado é que, na maioria das plantas, uma proporção 

significativa do carbono fotoassimiliado é estocada para a respiração. Estudos em espécies 

herbáceas mostrou que 30 a 60% do rendimento diário com a fotossíntese são consumidos 

pela respiração, e este valor diminui com a idade da planta. Em árvores lenhosas jovens um 

terço do carbono assimilado pode ser perdido na respiração, podendo aumentar em plantas 

adultas devido ao aumento na proporção de tecidos não fotossintéticos. Em altas 

temperaturas, áreas tropicais, a respiração pode consumir de 70 a 80% dos fotoassimilados, 

por cauda da alta taxa de respiração noturna. Demonstrado isso alguns fisiologistas têm 

tentado separar entre os gastos energéticos com crescimento e os gastos com a manutenção 

das atividades e estruturas celulares (HOPKINS, W. G, 2000). 

Portanto, são propostos os termos de respiração de crescimento e respiração de 

manutenção. A respiração de crescimento contém o carbono verdadeiramente incorporado 

(produção de esqueletos de carbono para a formação 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, necessários em reações de biossíntese e crescimento. Por outro 

lado, respiração de manutenção, fornece a energia para os processos que não resultam em 

acréscimo de matéria seca, como: turnover de moléculas orgânicas, manutenção das estruturas 

das membranas e troca de solutos. Esta respiração de manutenção é baixa em plantas e órgãos 

jovens que estão em processo acelerado de crescimento, contudo, em órgãos maduros, ou seja, 

que terminaram o seu crescimento, a respiração de manutenção pode corresponder a uma 

grande percentagem da respiração total (SALISBURY, et al., 1991). 

Como demonstrado anteriormente, a respiração é importante, pois produz a energia 

metabólica que é necessária em diversos processos de crescimento, portanto, contribui para o 

aumento na produção de biomassa. Contudo, a respiração pode consumir parte dos 

fotoassimilados disponíveis com pouco ou nenhum aproveitamento em energia útil. De tal 

modo, este último caso representa uma perda de carbono pela planta, assumindo que uma 

menor taxa de respiração pode beneficiar uma maior economia de carbono, como 

conseqüência um maior crescimento e produtividade. Apoiando essa afirmação, alguns 

estudos demonstraram a existência de correlação inversa entre a taxa de respiração e a taxa de 

crescimento. Nestes estudos, os genótipos mais produtivos foram os que apresentaram menor 

taxa de respiração de manutenção nos tecidos maduros. Ou seja, quanto menor o consumo de 

carbono na respiração de manutenção, maior proporção do carbono estará disponível para o 

crescimento (HOPKINS, 2000). 

Essa correlação inversa pode ser demonstrada nos resultados apresentados na figura 

30. O genótipo IAC 1 possui altas taxas de expressão gênica para o OXIRED no início do 

desenvolvimento in vitro, devido a alta atividade metabólica de divisão e elongação celular e 

baixas taxas de manutenção, com o avanço das fases de desenvolvimento, ocorre o 

decréscimo na expressão do gene, que prevê queda na taxa de manutenção e aumento na taxa 

de crescimento, corroborando com a teoria de que quanto menor o consumo de carbono na 

respiração de manutenção, maior a quantidade de fotoassimilados disponíveis para o 

crescimento, ou seja, formação de biomassa. Esses dados confirmam os dados de análises 

fenotípicas deste mesmo trabalho, onde o genótipo IAC 1, apresentou-se como mais 

responsivo quando submetido as condições in vitro, possuindo intensidade e principalmente 

rendimento superior quando comparado aos genótipos IAC 2 e IAC 3. 

De modo inverso, os genótipos IAC 2 e IAC 3, apresentaram um aumento menor na 

taxa da expressão 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 estão em altas taxas de respiração de manutenção, que prejudicar o desenvolvimento e 

crescimento. 

 

Gene PPO  

 

A polifenoloxidase é uma importante enzima das plantas, seu domínio conservado 

está apresentado na figura 31. Essa enzima participa de diversas reações, ligações de 

polissacarídeos, oxidação do ácido indol-3-acético, ligações de monômeros, lignificação, 

cicatrização de ferimentos, oxidação de fenóis, defesa de patógeno, regulação da elongação 

de células e outras.  

 

 

Figura 31 - Resultado BLAST para superfamília Tirosinase.  

 

 A enzima, polifenoloxidase, catalisa a oxidação do substrato utilizando o poder 

oxidante do H2O2 ou de peróxidos orgânicos. As plantas possuem uma quantidade 

relativamente elevada de isoenzimas de peroxidase, principalmente localizadas nas paredes 

celulares.  

 A análise da qRT-PCR da presente pesquisa para o gene PPO revelou um aumento 

significativo na sua expressão durante a primeira fase do desenvolvimento in vitro, para os 

genótipos IAC 1 e IAC 3, e baixa expressão para o genótipo IAC 2 (Figura 32). Para a fase de 

multiplicação e regeneração dos calos obtidos na fase anterior, o perfil da expressão do gene 

polifenoloxidase foi semelhante à fase anterior, entretanto, com um acréscimo substancial na 

expressão do gene para o genótipo IAC 3.  

Para as próximas fases do cultivo in vitro, maturação e germinação, plantula in vitro e 

muda em viveiro, o perfil na expressão relaviva se manteve constante, sendo o genótipo IAC 

3 o mais expresso, seguido do genótipo IAC 2 e por último com a expressão inferior aos 

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

vitro.  

 

 

Figura 32 - Quantificação da expressão relativa do gene PPO nas seis fases da embriogênese 

somática indireta estudadas para os genótipos IAC 1, IAC 2 e IAC 3. 

 

A elevada expressão relativa do gene PPO dentro da embriogênese somática evidencia 

o estresse oxidativo causado aos explantes quando submetidos ao cultivo in vitro, e ainda é 

importante salientar que as mudas em viveiro também podem estar em processo de estresse 

oxidativo causado pela aclimatação das mesmas, em especial para os genótipos IAC 2 e IAC 

3. Na presente pesquisa obtiveram-se resultados semelhantes nas análises do gene OXIRED. 

Nas fases de indução de calos, multiplicação e regeneração o estresse resultande do 

cultivo in vitro tende a ser maior, e, de fato, ocorre uma maior manipulação dos explantes e 

maior exposição ao meio de cultivo. Provavelmente, nestas fases os subcultivos foram mais 

frequentes, como está representado no aumento da expressão do gene. Na fase de maturação e 

germinação a manipulação do material vegetal é menor, e considerando ainda, o 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 aclimatização quando as 

plântulas são transferidas de um ambiente com alta umidade relativa e grande disponibilidade 

de nutrientes para condições mais hostis, como umidade relativa baixa, transferência para 

outro tipo de substrato, luminosidade, entre outos. Essas fases também são corroboradas com 

a expressão do gene OXIRED. 

Enzimas envolvidas nas vias metabólicas dos fenóis, como polifenoloxidase e a 

peroxidase, geralmente estão associadas à resistência de plantas a doenças (BUTT & LAMB, 

1980). Em cafeeiro, pouco se sabe sobre os mecanismos que controlam a resistência a 
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nematoides e, em particular, a Meloidogyne incognita. Para outras culturas, os compostos 

fenólicos estão sendo associados com a resistência a esse parasito, a comparação entre 

cultivares resistentes e suscetíveis demonstraram que a quantidade desses compostos é 

superior nos resistentes, em relação aos suscetíveis, mesmo antes da inoculação das plantas 

com o parasito (HUANG, 1985). 

Estudos realizados por MAZZAFERA et al (1989), demonstraram que a cultivar 

Apoatã apresentou uma atividade da enzima polifenolxidade superior a cultivar Mundo Novo, 

tanto em plântulas inoculadas como não inoculadas. Além de um aumento na atividade da 

enzima nas plântulas inoculadas de Apoatã, já na primeira avaliação, indicando a 

possibilidade da enzima estar envolvida no mecanismo de resitência ao M. incognita. Esses 

estudos podem corroborar com a alta expressão relativa do genótipo IAC 3, que possui 

resistência à outra espécie de nematóide, Meloidogyne paranaensis. 

RAMIRO et al. (2006) estudaram o papel dos compostos fenólicos e das enzimas 

peroxidase e polifenol oxidase na expressão de resistência de plantas de café ao bicho 

mineiro. As concentrações de fenóis solúveis totais e das enzimas oxidativas foram estimadas 

em folhas de C. arabica e C. racemosa, e progênies do cruzamento entre estas espécies, que 

apresentaram diferentes níveis de resistência, antes e depois do ataque do inseto. Foram 

detectadas diferenças na concentração de fenóis e das enzimas oxidativas entre as espécies 

parentais. No entanto, não houve diferenças entre plantas hibrídas resistentes e suscetíveis 

para nenhuma das características. Os resultados sugerem que o teor de compostos fenólicos e 

a atividade das enzimas peroxidase e polifenol oxidase pode não ser uma forte evidência de 

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

 

4.3 Genotipagem 

 

A genotipagem visa avaliar polimorfismos ao nível do DNA e é uma estratégia 

para identificação de possíveis variações somaclonais nos materiais clonados. A fim de 

verificar a ocorrência de possíveis variações genômicas foi realizado um screnning, 

utilizando 45 primers de microssatélites, onde os genótipos 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 laboratório que visava associar os marcadores EST-SSR à resistência ao bicho- 

mineiro em cafeeiros.  Algumas sequências de SSR expressas foram selecionadas em 

bibliotecas de folhas, submetidas ou não a algum tipo de estresse, priorizando as 
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sequências expressas em folhas infectadas por bicho-mineiro e ferrugem. Esta estratégia 

visava aumentar a probabilidade de identificarem marcadores associados com a 

resistência à patógenos e provavelmente relacionados a mecanismos de defesa da planta 

(PINTO, 2006; anexo II). 

Considerando que todos os genótipos selecionados pelo programa de melhoramento do 

cafeeiro do IAC que foram submetidos ao processo de embriogênese somática indireta 

possuem resistência a algum patógeno ou praga, essa também seria uma estratégia viável para 

identificar possíveis variações somaclonais nos clones, e diferenças genéticas entre os 

genótipos estudados. 

Outras sequências estudadas priorizaram SSR di e trinucleotídeos, independente das 

bibliotecas. Um conjunto de oligos, denominados LEG, foram utilizados por PEREIRA 

(2011) na busca de marcadores associados à resistência do bicho-mineiro. O autor encontrou 

marcas relacionadas à suscetibilidade das plantas ao inseto (Anexo III). 

Para a genotipagem dos acessos estudados, foram avaliados 45 locos SSR. Estes foram 

amplificados através de oligos específicos obtidos de sequência correspondente à região 

flanqueadora de cada loco. Por meio de reações 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 padrão de amplificação de banda única, como exemplificado nos oligos 3, 4, 

26 e 29 (Figura 33).  

 

 

Figura 33 - Amplificação 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 genótipos IAC 1, IAC2, IAC3. (Primeira canaleta: peso molecular de 1kb) 
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Entre os 45 locos microssatélites não foram observadas alterações no DNA que 

poderiam indicar possíveis variações somaclonais. Entretanto, não é possível afirmar a 

inexistência de alguma forma de variação somaclonal. Pode ocorrer de alguma possível 

variação somaclonal ser omitida pela amostragem realizada no viveiro, quando o 

material vegetal foi coletado. Além disso, não foi avaliado o genoma completo da planta 

matriz e seu respectivos clones, ou seja, podem ter ocorrido variações no DNA que não 

foram detectados pelos primers utilizados. Para a confirmação da ausência de variação 

somaclonal, seria necessário o sequenciamento completo do genoma da planta matriz e seus 

respectivos clones. 

Os microssatélites consistem na repetição de pequenos motivos de DNA (um a 

cinco), que são abundantes e ocorrem como elementos repetitivos intercalados em todos os 

eucariotos. A técnica de marcadores microssatélites usa a variação intra e inter indivíduos 

nas sequências simples repetidas nas regiões de análises de fingerprinting. O 

polimorfismo é resultado das diferenças no número de repetições de cada indivíduo entre os 

locos de microssatélites. 

Outros autores empregaram essa técnica visando à detecção de variações 

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 

coerência nos genótipos, com exceção de um mutante. Entretanto, não havia uma relação 

clara entre o mutante das plantas regeneradas e a indução dos calos, o estágio de 

desenvolvimento das inflorescências. Os autores plantaram o mutante para avaliações 

futuras. 

Análises de RAPD e SSR foram realizadas por JIN et al (2008) em algodão para 

a detecção de variações somaclonais. Foram utilizados dois protocolos de regeneração 

com diferenças na combinações hormonais. Vinte e oito linhagens regeneradas por células 

embriogências e 67 plantas regeneradas por calos embriogênicos foram avaliados por 

RAPD e SSR. Duas análises de agrupamento permitiram organizar dendogramas entre as 

combinações de hormônios e a variabilidade genética. Os resultados demonstraram que o 

2,4-D induz a variação somaclonal e que os marcadores RAPD e SSR foram eficientes 

na detecção dos variantes. 

Estudos sobre a estabilidade genética em locos de sequências simples repetidas 

(SSR) foram realizados em pinheiro bravo (Pinus pinaster Ait.). Linhagens de células 

embriogênicas submetidas a diferentes tempos de cultivo foram analisados.Estes autores 
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detectaram variação genética em sete locos de SSR em todos os tempos de 

proliferação. Apesar da variação encontrada na embriogênese somática, nenhuma 

correlação foi estabelecida entre a estabilidade genética e a estabilidade dos loci analisados 

(MARUM et al., 2008). 

Não foi possível a detecção de variação somaclonal com os 45 locos de 

microssatélites estudados. Contudo, foi possível a identificação de primers que separavam 

os genótipos IAC 1, resistente à ferrugem e o IAC 3, resistente ao nematoide (M. 

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

 

 

Figura 34 - Amplificação 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 genótipos IAC 1, IAC2, IAC3. (Primeira canaleta: peso molecular de 1kb) 

 

 

Figura 35 - Amplificação 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 

genótipos IAC 1, IAC2, IAC3. (Primeira canaleta: peso molecular de 1kb) 
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Essa informação é de grande valia para o programa de melhoramento genético do 

cafeeiro do IAC. Sendo possível organizar o fingerprint de todos os genótipos para o 

futuro registro de cultivares junto ao Ministério da Agricultura, o lançamento de novas 

cultivares clonais e a realização de testes de pureza em possíveis suspeitas de contaminação 

varietal. 

 

4.4 Considerações Gerais 

 

De modo a compreender como ocorre a expressão de genes no cultivo in vitro de 

embriões somáticos de café, e os possíveis mecanismos que induzem a variação somaclonal, 

esta pesquisa avaliou diferentes estratégias visando detectar possíveis variações somaclonais. 

Os três genótipos selecionados possuem grande importância para o programa de 

melhoramento do cafeeiro do IAC, e apresentaram divergências no potencial de regeneração 

quando submetidos à embriogênese somática. 

As análises visuais corroboraram com as análises de expressão gênica. Este fato é 

relevante, pois indica que estudo epigenômicos podem auxiliar na elucidação das causas de 

variação somaclonal, e de como estes mecanismos epigenéticos estão envolvidos no controle 

de expressão de diferentes genes. A genotipagem apresentou um screnning de todo o processo 

estudado que apoiou a expressão dos genes sugerindo a ausência de variação somaclonal. 

A presente pesquisa, de caráter exploratório, procurou elucidar os gargalos na 

embriogênese somática de mudas especiais de C. arabica, visando o futuro lançamento de 

cultivares clonais com resistência aos principais agentes bióticos que atacam as lavouras de 

café no País. O estabelecimento de um protocolo de clonagem eficiente e confiável para a 

utilização da embriogênese somática em café acarretará grandes benefícios à pesquisa 

científica e à cafeicultura brasileira. Assim será possível explorar o vigor híbrido das plantas, 

incorporar resistência múltipla, diminuir o tempo de lançamento de novas cultivares e, 

principalmente, levar ao produtor rural tecnologias estudadas e avaliadas em campos 

experimentais. Este novo pacote tecnológico que vem sendo desenvolvido nas pesquisas de 

café no país, em especial as do Instituto Agronômico de Campinas, poderá diminuir os custos 

do produtor rural no uso de defensivos agrícolas, acrescentar qualidade ao café produzido, 

aumentar a produtividade e os lucros obtidos em cada safra. Estas mudanças apresentadas 

poderão incrementar de modo positivo todos os segmentos da cadeia produtiva do café do 

País. 
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5 CONCLUSÕES 

 

   Apesar das alterações observadas na expressão gênica ao longo do processo de 

embriogênese somática indireta, os dados sugerem que o clone é uma cópia fiel à sua planta 

matriz. Para o IAC 1 o padrão de expressão da maioria dos genes estudados as mudas clonais 

equivalem à sua planta matriz. 

   Para os 45 oligos específicos estudados na genotipagem não foram encontrados indícios 

de variações somaclonais. 

   Com a utilização dos primers LEG 9 e 12 é possível diferenciar e caracterizar os 

genótipos IAC 1 e IAC 3 respectivamente. 
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ANEXOS 

 

Anexo A - Tampão de Extração de RNA 

Reagente 
Concentração 

Final 

CTAB 2% 

PVP (K10) 2% 

Tris HcL pH = 8,0 1M 100 mM 

EDTA 0,5M 25 mM 

NaCl 5M 2M 

 

 

Anexo B - Primers utilizados para a genotipagem de plantas matrizes e clones dos genótipos 

de C. arabica IAC 1, IAC 2 e IAC 3. (Fonte PINTO, 2006.) 

Primer Forward (5'→ 3') Reverse (5'→ 3') 

1 CTGCCGTCCAATTTCTGAAT GCCATCCTCTAGTTGCTTTCC 

2 ACGCGTCCGCTTCTTCTTCT CACATATTAACGGCCCTGGA 

3 CTCTTCTCCTCAACCCCGTA CCCTGTCCCTGTCCCTATCT 

4 GGCTTCACCATTGCAATACC GTTTCGACGATTGAGGAGGA 

5 CCGTGGTCATTCATCAAAAT CGTCCGCTCACACATTTCT 

6 TGTTACTTCCTCCGTTGC TCATCTTCCCAACTCCCTTT 

9 TGACATTCTGCTCACCACCA GCAGTGGAGGAGGAAGTTGA 

11 GGTTTCCAAAGGAGATGAGC ACAAGTCCATCGTCCAATCC 

14 GTCCGCCATCTCCCTCTTCT GCTTTCATCCTCGGTGAGTC 

15 TGAGCGACGTACAAGTGGTT TCAAGGCCAGCGAAAAAG 

16 CGGACCGACCCTAGCTAAT GGTGACGGCATTCCTAACAA 

17 CTTCATCAGCTCCGGTATCC TTGGACTCGGAGAAGACGTT 

18 TGTTAGGAAGCAGGACAACG GATTAATGGGGCTGAACCAG 

19 AGCAGTCACAGGCCAATACA TAGAAGGAGGTGGACTGGTG 

20 CAACCATGCTAGCTTGAGCA CAAGGTTGCATTCTTGGTGA 

21 GGGAGAGGTAAATTCCTGAA CTGCATCACCATAGCAGCAG 

22 GCCGTCACCTTTATTCTGGA TTTGCAGCCACAAAGACAAG 

23 CTTTGCCCATAGCCAGAAAC TAGCTTAGGGGTCTCTCA 

24 ACATGCAAGATGTGCAGGAG CTAGTTGCCCTTTCTACAGC 

25 GCCGATGATTTAGCGCATC TGACGATCCCGATCCTTATC 

26 CTCACCACCACCACTGACAT TGATAATGACGAGGCAGTGG 
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Anexo B - Continuação… 
 

27 CAGCTTTCCGCATATGATCC GGGGGTAGAGGACCATCATC 

28 AACAGGATTGCTGCCAGAAG TCAAGCATCCCTCTTCGTTC 

29 TATGTTCACGTGGACGATGC TTCTCTCTACACCACCACCA 

30 CAAACCCAAGAAGCCCTACA CAGCGAGAATTGAGGAAAGC 

 

 

Anexo C - Primers utilizados para a genotipagem de plantas matrizes e clones dos genótipos 

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 

LEG8 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 

 


