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RESUMO

Tendo em vista a importancia do processo de embriogénese somatica para a obtencdo em
larga escala de embrides produtivos selecionados e para pesquisas de melhoramento genético,
o presente trabalho objetivou-se por caracterizar os genes SAUR em Coffea canephora e
analisar a expressdo génica de alguns membros da familia durante a embriogénese somatica,
além de especular suas possiveis fungdes. A analise in silico da familia génica foi realizada a
partir da comparacgdo de proteinas SAUR ja caracterizadas em outras espécies com sequéncias
de café distribuidas no banco de dados Coffee Genome Hub, que passaram por andlise de
redundéncia e preseng¢a do dominio conservado caracteristico dos genes. Foi construida uma
biblioteca de transcritos de C. arabica a partir de amostras de cDNA de calos ndo
embriogénicos (CNE), calos embriogénicos (CE) e suspensdes celulares (ECS) sequenciadas,
onde foram identificados genes SAUR diferencialmente expressos. O perfil de expressdo foi
entdo analisado por RT-qPCR em amostras de C. arabica. Em C. canephora foram
encontrados 31 membros da familia SAUR, destes, 8 encontraram-se diferencialmente
expressos nas bibliotecas sequenciadas e o perfil dos genes SAURS, 12, 13, 18 ¢ 20 foram
analisados in vivo no presente trabalho. Ainda sdo necessarios estudos mais aprofundados
para determinar as fun¢des de cada um dos genes analisados durante a embriogé€nese
somatica, mas os resultados obtidos parecem estar de acordo com outros estudos de que os
genes SAUR sdo induzidos por auxina e estdo, em grande parte, envolvidos com expansio e
elongacao celular.

Palavras chave: Small auxin-up RNA. Café. RT-qPCR. RNA-seq.



ABSTRACT

Considering the importance of the somatic embryogenic process for a large-scale production
of selected embryos and for genetic improvement research, the present work aimed to
characterize the SAUR genes in Coffea canephora and to analyze the transcriptomic profile of
some of its members during somatic embryogenesis, additionally to speculate their functions.
A in silico analysis of the genic family was performed by comparison of protein data of
previously characterized SAURs in other species with the Coffee Genome Hub database, the
sequences obtained went through redundancy and conserved domains analysis. A library of C.
arabica transcripts was constructed from non-embryogenic callus (CNE), embryogenic callus
(EC) and cell suspensions (ECS) cDNA sequenced samples, where differentially expressed
SAUR genes were identified. The expression profile was analyzed by RT-qPCR in samples of
C. arabica. 31 members of the SAUR family were found in coffee, of which, 8 were found to
be differentially expressed in the sequenced libraries. The profile of SAURS, 12, 13, 18 and
20 genes were analyzed in vivo in the present work. Further studies are needed to determine
the functions of each of the genes analyzed during somatic embryogenesis, but the results
seem to be in agreement with other studies, where SAUR genes are auxin-induced and are
largely involved with expansion and cell elongation.

Keywords: Small auxin-up RNA. Coffee. RT-qPCR. RNA-seq.
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1. INTRODUCAO

O café ¢ uma das principais commodities no ambito mundial, tendo, atualmente, o
Brasil como maior produtor e exportador do grao. Apesar de existirem mais de 100 espécies
catalogadas, duas sdo consideradas as principais para a producdo: Coffea canephora ¢ Coffea
arabica (LOYOLA-VARGAS et al., 2016).

No ano de 2016 o Brasil produziu mais de 50 milhdes de sacas (60kg) de café, apesar
de os agricultores enfrentarem dificuldades que causam perdas na produgdo como seca,
geadas, toxicidade quimica do solo, pragas e doencas (DE CARVALHO et al., 2013). Tais
fatores poderiam ser minimizados pelo desenvolvimento e uso de genotipos de café
resistentes a0s mesmos.

Por ser uma cultura perene, a sele¢do de cafeeiros mais produtivos ou tolerantes a
diferentes estresses pode levar de 30-35 anos, tempo correspondente a seis ou sete ciclos de
autopolinizacdo, além do tempo necessario para a producdo em massa de tais genotipos
selecionados (LOYOLA-VARGAS et al., 2016). Porém, com a associacdo de técnicas
biotecnoldgicas, como a indugdo e multiplicacdo de embrides in vitro, esse periodo pode ser
reduzido e o rendimento aumentado.

Uma das técnicas utilizadas para produ¢do em massa de plantas resistentes e pré-
selecionadas ¢ a embriogénese somatica, realizada em condigdes controladas (in vitro) e com
grande potencial de multiplicagdo (PRIYONO et al., 2010). Embrides podem ser obtidos pelas
vias direta e indireta da embriogénese, muito estudadas também para aplicacdo de
melhoramento de plantas por engenharia genética.

O estudo mais aprofundado dos fatores bioquimicos, fisicos e moleculares que
determinam a embriogénese somatica de diferentes espécies pode auxiliar a obtengdo de
embrides em periodos mais curtos, tornando a técnica ainda mais vantajosa.

O potencial embriogénico de células vegetais envolve a expressdo de diversos genes,
entre eles, os genes SERK, BBM, WUS, por exemplo, ¢ SAUR que foram identificados pela
primeira vez em soja por McClure e Guilfoyle (1989) e, desde entdo, genes homodlogos t€m
sido caracterizados em outras espécies.

Compreender melhor a fungdo dos genes SAUR, conhecidamente induzidos por
auxina na producdo de embrides in vitro de café em larga escala, pode auxiliar a otimizacao

do processo tanto pela manipulagdo da expressdo do gene de forma a favorecer a inducdo



quanto pelo estabelecimento de marcadores moleculares que auxiliem na selecao de materiais
com maior potencial embriogénico.

Com esse trabalho, objetivou-se caracterizar essa familia génica em C. canephora e,
entdo, analisar a expressdo génica de alguns membros durante a embriogénese somatica de C.
arabica por técnicas de RT-qPCR , visando melhor compreender o envolvimento dos mesmos

no processo de embriogénese somatica na espécie.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Aspectos econémicos do cafeeiro

Atualmente, o café apresenta-se como uma das principais commodities no mercado
mundial tendo valor agregado inferior apenas ao do petroleo. Apesar de existirem mais de 100
espécies ja descobertas da familia Rubiaceae, a producdo global de grios de caf¢ esté restrita
a duas espécies: Coffea arabica e Coffea canephora (LOYOLA-VARGAS et al., 2016).

A primeira caracteriza-se por ser a unica tetraploide (2n=44) e autégama do género,
oriunda do cruzamento entre C. canephora e C. eugenioides, além de apresentar graos com
caracteristicas mais favoraveis para a qualidade de bebida ¢ menores teores de cafeina
comparada a variedades da espécie C. camephora, que ¢ diploide (2n=22) e al6gama
(BERTHOULY; ETIENNE, 1999).

O Brasil é considerado o maior produtor e exportador mundial de café¢ e o segundo
maior  consumidor  (MINISTERIO DA  AGRIGULTURA, PECUARIA E
ABASTECIMENTO - MAPA, 2016). Apesar de a producdo e a comercializacdo do café
arabica, como ¢ popularmente conhecido, ainda ser predominante, as variedades de C.
canephora, Robusta e Conilon, vém ganhando espago no mercado, sendo utilizados para a
producdo de café soluvel e blends com variedades de arabica (PRIYONO et al., 2010).

No cenario atual, o Brasil possui mais de 2 milhdes de hectares plantados com café,
sendo a maioria em producdo e uma menor parcela em formacdo (COMPANHIA
NACIONAL DE ABASTECIMENTO - CONAB, 2016). Nessa area foram produzidas em
2016 cerca de 51 milhdes de sacas (60 kg) de graos de café, correspondendo a quase um tergo

da producdo mundial do mesmo ano. Na safra anterior, foram exportadas mais de 27 milhdes



de sacas (60 kg) de café, entre grdos verdes e processados (Figura 1) (INTERNATIONAL
COFFEE ORGANIZATION, 2016).

Mesmo com a producdo elevada de café, grandes perdas podem ocorrer devido a
fatores abidticos que afetam a cultura como defici€ncia nutricional, toxicidade quimica,
salinidade, bem como déficit hidrico e temperaturas extremas, que sdo os fatores que mais

prejudicam a produgdo dos graos em algumas regides (DE CARVALHO et al., 2013).

Figura 1 - Exportagdo brasileira de café arabica e robusta em sacas (60 kg) no ano de
2016.

Coffee Exports 2015 (60kg bags)

4 168,453

9 [:'O: uu
@ Green Arabica coffee @ Green Robusta coffee Processed coffee

Fonte: International Coffee Organization (2017).

Em anos com periodos de secas maiores que 3-4 meses, em areas sem irrigagao, pode
haver até 80% de perda da produgdo, pois essa afeta a floracdo, havendo aborto de frutos em
desenvolvimento e até morte da planta (DAMATTA; RAMALHO, 2006).

Além dos fatores climaticos, fatores bidticos como pragas e doengas afetam o cafeeiro
em diferentes niveis. No Brasil, ha uma grande preocupagdo com varias desses fatores como:
broca-do-café, bicho-mineiro, ferrugem, cercosporiose, dentre outros. O controle,
geralmente, ¢ feito com a utilizacdo de compostos quimicos na fase inicial do dano ou pelo
plantio de gendtipos resistentes (COSTA, 2000; ZAMBOLIM, 1997; ZAMBOLIM, 2016).

Pesquisas com genoétipos resistentes surgem com base no estudo e validagdo de genes

de interesse que possam ser utilizados em transformacdes genéticas a partir da combinacao de



conhecimentos em engenharia genética e multiplicacdo clonal in vitro como a embriogénese

somatica (ES).

2.2.  Cultura de tecidos vegetais e a embriogénese somatica (ES)

Os primeiros estudos com embriogénese somatica (ES) em cafeeiro foram realizados
ja na década de 1970 com Staritsky (1970) que obteve embrides de C. canephora a partir de
segmentos nodais ortotropicos e plagiotropicos, e depois com Sondahl e Sharp (1977) os
quais desenvolveram um protocolo experimental obtendo calos embriogénicos a partir de
explantes foliares de C. arabica cv. Bourbon. Desde entdo, muitos estudos foram realizados
na area, porém ainda existem duvidas a respeito do inicio do processo.

A ES em cafeeiro pode ocorrer por duas vias diferentes: direta e indireta. Na primeira,
os embrides originam-se diretamente dos explantes a partir de um processo de rediferenciacao
celular (QUIROZ-FIGUEROA et al., 2002). Na segunda, a partir do explante, origina-se um
aglomerado de células desdiferenciadas, de coloragdo amarela caracteristica, denominadas
calos embriog€nicos, que se multiplicam até serem estimuladas a se rediferenciarem em
embrides somaticos (SANTANA-BUZZY et al., 2007), que sdo considerados similares aos
embrides zigoticos quanto a sua morfologia e desenvolvimento (Figura 2)(UMEHARA, et al,
2007).

Figura 2 — Modelo esquematico da formagdo de embrides zigoticos e somaticos

(" Zygotic embryo formation )

— germmatlon

& Seed dormanc
Glo!)ular : Torpedo-shaped
stage Heartshaped dtage
' smge
: Seedling
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& —» Q — @ —>
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Fertilized cell

Fonte: UMEHARA (2007).
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Esse processo ¢ baseado no conceito de totipotencialidade, ou seja, na capacidade de
uma unica célula se multiplicar e formar uma planta completa (ZIMMERMAN, 1993). E
importante salientar que nem todas as células s@o totipotentes, mas sim capazes de tornarem-
se totipotentes a partir de estimulos externos e entdo regenerarem embrides (LOYOLA-
VARGAS; OCHOA-ALEJO, 2016).

Dois estagios caracterizam a inducdo da ES, o de reorganizagdo das células somaticas
em diferentes niveis para adquirir caracteristicas embriogénicas, seguido da expressdo da
competéncia, decorrendo na diferenciacdo em embrides. A segunda fase pode ainda ser
subdividida em outras duas, englobando a primeira desde 0 momento da indugdo do estimulo
até as primeiras mudangas observadas, enquanto a segunda corresponde ao desenvolvimento
do embrido (JIMENEZ, 2005).

Nos ultimos 60 anos, inimeros estudos auxiliaram o melhor entendimento de fatores
que induzem a embriogénese somatica por ambas as vias em diversas espécies, mostrando que
o uso de reguladores de crescimento em meios de cultura de indugdo de ES sdo apenas “a
ponta do iceberg”, ja que o nivel de hormonios endogenos de cada planta deve ser levado em
consideracdo como um fator indispensavel para a determinagdo do potencial embriogénico
das células (FEHER et al., 2003; GAJ, 2004; JIMENEZ, 2005).

Quiroz-Figueroa et al. (2006) desenvolveram um protocolo rapido e eficiente de
embriogé€nese somatica direta em C. canephora em explantes foliares de plantulas in vitro.
Segundo o estudo, a carga hormonal da planta ¢ essencial para a resposta e pode ser obtida
pelo cultivo de embrides zigdticos em meios de cultura especificos.

Atualmente, sabe-se que ha mais de um fator capaz de influenciar a indugdo da
embriogé€nese somatica. O genoétipo assim como o estado fisiologico da planta e o tecido
usado como explante sdo de extrema importancia e, consequentemente, devem ser
considerados para a formulagdo do meio de cultura a ser utilizado (LOPEZ-GOMEZ et al.,
2010; NIC-CAN, et al. 2015; PRIYONO, et al. 2010; QUIROZ-FIGUEROA et al, 2001;
UMEHARA, et al. 2007).

Além dos reguladores hormonais enddgenos e exdgenos como auxinas, citocininas,
giberelinas, etileno, acido abscisico, entre outros, variados estresses como temperaturas
extremas, metais pesados, choque osmotico, injuria, radiacdo UV e déficit nutricional e/ou
hidrico também podem ser incorporados ao processo (IKEDA-IWALI et al., 2003; LOYOLA-
VARGAS; OCHOA-ALEJO, 2016).

De acordo com Trewavas (1981), a sensibilidade de percepcdo do tecido vegetal a uma

mudanca na concentragdo de um regulador de crescimento ¢ tdo importante quanto a propria
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concentracdo. Uma vez que este estimulo ¢ identificado por uma célula somatica diferenciada
e especializada, sera iniciada a transdug@o do sinal para o ntcleo, ativando genes especificos
envolvidos na diferenciagdo que, consequentemente, irda desenvolver um novo embrido
(LOYOLA-VARGAS; OCHOA-ALEJO, 2016).

Como abordado anteriormente, diferentes fatores sdo capazes de induzir a ES em
diferentes organismos, porém a auxina ¢ considerada o regulador de crescimento mais
importante. E suposto que o uso de auxinas exdgenas desencadeie a sintese de auxina
endogena em tecidos responsivos e o transporte polar de auxina, estabelecendo um gradiente
essencial para a iniciacio da simetria bilateral (COOKE et al., 1993; FEHER, 2008).

Associado ao conhecimento da importancia das auxinas nos primeiros estudos de
embriogé€nese somatica, surgiu o “paradoxo da auxina”, observou-se que a exposicao de calos
embriog€nicos a concentragdes altas de 2,4-D impediu a formacdo de embrides. Logo, a
presenca do regulador ¢ necessaria para a indugdo, mas em demasia impede a diferenciagdo
das células somaticas (ALTAMURA et al.,, 2016; HALPERIN, 1964; HALPERIN;
WETHERELL, 1965; LOYOLA-VARGAS; OCHOA-ALEJO, 2016).

Ao reforcar a influéncia do gendtipo e da relacdo de hormonios de crescimento,
Hatanaka et al. (1991) avaliaram a influéncia de diferentes citocininas ¢ auxinas na formagao
de embrides somaticos em C. canephora. A partir de explantes inoculados em meio MS
modificado, concluiram que as citocininas em uma concentragdo de 5 pM foram o fator
essencial para a embriogénese direta e que as auxinas ndo eram necessarias.

Ayil-Gutiérrez et al. (2013) obtiveram embrides somaticos de C. canephora ao pré-
condicionar plantulas in vitro em meio de cultura MS acrescido de NAA e cinetina, em
seguida, inocularam explantes foliares em meio contendo BAP. Foi feito o acompanhamento
das concentragdes de acido indoleacético (AIA) de amostras no inicio da pré-incubagdo até 21
dias ap6s a indug@o. Os autores identificaram um aumento significativo de AIA, parte pela
sintese de novo, seguido de um decréscimo rapido causado pela transferéncia dos explantes
para o meio de indugdo, logo, foi possivel concluir que o processo ¢ dependente tanto de
auxinas endoégenas quanto exdgenas. No estudo também foi detectado um aumento de 56
vezes na expressao do gene YUCI, que codifica uma enzima fundamental para a sintese de
auxina durante o periodo de pré-incubagao.

Finalmente, para que uma célula somatica readquira a caracteristica de
totipotencialidade, sdo necessarias mudangas ambientais drasticas, gerando mudangas a nivel
bioquimico, fisioldgico, morfologico e molecular. A cada dia mais estudos vém sendo

realizados a fim de se compreender a regulacdo genética em volta do processo de



12

embriogénese somatica ¢ a resposta gerada pelos efeitos das condigdes da cultura in vitro
(Figura 3) (CHUGH; KHURANA, 2002; ELHITI et al., 2013; FEHER, 2008; XU et al.,
2013; YANG, etal., 2013; YANG, XIYAN et al., 2012; ZENG et al., 2007).

Figura 3 —Representacdo esquemética de genes identificados e envolvidos no processo
de embriogénese somatica.
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Fonte: CHUNG, A.; KHURANA. P. (2002).

O potencial embriogénico de células vegetais envolve a reprogramagdo de expressdo
genética e de diversos fatores de transcricdo em diferentes rotas, alguns dos 86 genes ja
identificados por Yang et al. (2013) em algodao que foram associados ao processo de sintese,
transporte, metabolismo e sinalizagdo de auxina, sdo: PIN3, AUX-LIKEI, AUX/IAA, ARF,
YUC, SMALL AUXIN UP RNA (SAUR) e GH3.17. Outras familias génicas como SERK, GST,
WUS, ECP, GLP, PKL, WRKY, CLV, MAPK, AP2, AGP, LEA e ANT sao conhecidamente
envolvidos com a embriogénese somatica (RAJESH et al., 2016; SILVA et al., 2014; SILVA
et al., 2013; TORRES et al., 2015).
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2.3. Genes SAUR (Small auxin-up RNA)

A auxina participa de forma significativa na sinalizacdo de diversos processos
biologicos de plantas como dominancia apical, desenvolvimento de embrides, iniciagdo e
desenvolvimento de raiz, desenvolvimento de frutos e fototropismo, regulando a expressao de
muitos genes (NEMHAUSER et al., 2006). Dentre esses, principalmente, familias de genes de
resposta precoce a auxina, que podem ser divididos em trés grandes classes:
auxin/indoleacetic acid (AUX/TAAs), Gretchen Hagen3 (GH3s) e SMALL AUXIN UP RNAs
(SAURSs)(PARK et al., 2007; WU, J. et al., 2012).

Os genes SAUR foram identificados pela primeira vez em soja por McClure e
Guilfoyle (1989) e, desde entdo, genes homologos tém sido caracterizados em outras espécies
como arroz, Arabidopsis, algoddo, amora, batata, canhamo, coco, milho, tomate, rami, sorgo e
pepino (CHEN et al., 2014; HUANG et al., 2016; JAIN et al., 2006; MARKAKIS et al.,
2013; PARK et al.,, 2007; RAJESH et al., 2016; WANG et al., 2010; WU, et al., 2014;
WU, etal., 2012; XU etal., 2013; YANG, etal., 2012).

Esta familia caracteriza-se pela presenca de um dominio conservado especifico SSD
(SAUR specific domain) (CDD superfamilia cl03633) de aproximadamente 60 residuos na
regido central das proteinas (PARK et al., 2007), pela falta de introns na maioria dos genes e
por sua resposta rapida, afirma-se que sdo induzidos de 2 a 5 minutos apds o contato com
auxina (CHEN et al., 2014). Muitos genes SAUR possuem um elemento conservado (DST)
localizado aproximadamente de 30 a 100 pares de bases (pb) downstream a regido 3’ da UTR
composto por trés elementos conservados, separados por bases ndo conservadas de tamanhos
variados: (GGA(N):ATAGAT(N)yGTA). Acredita-se que esse elemento funcione como um
determinante de instabilidade de mRNA em varios membros da familia, mas seu modo de
acdo permanece incerto. Em soja e em milho a meia vida dos transcritos SAUR foi estimada
em torno de 10-50 minutos e 7 minutos, respectivamente (KNAUSS et al., 2003;
MCCLURE; GUILFOYLE, 1989; NEWMAN et al, 1993; REN; GRAY, 2015;
SULLIVAN; GREEN, 1996).

Outra caracteristica encontrada em parte dos genes da familia SAUR em espécies
distintas foi a presenca de elementos responsivos a auxina (AuxREs) na regido promotora.
Tais elementos estariam presentes em uma ou mais copia de motifs conservados TGTCTC

e/ou GGTCCCAT ou suas variagdes, com resposta relacionada a auxina (GUILFOYLE;
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HAGEN, 2007; JAIN et al., 2006). Em tomate ¢ milho também foram encontrados elementos
cis responsivos 4 Ca’" ¢ de ligagdo a calmodulina (CGCC) na regiio promotora, sugerindo

que esses genes podem estar envolvidos também com respostas a estresses abioticos

(KNAUSS et al., 2003; WU, et al., 2012).

Estudos recentes demonstram que os genes SAUR podem responder a outros
reguladores de crescimento como brassinosteroides, giberelinas, jasmonato, acido abcisico ¢
etileno (Figura 4). Goda et al. (2004) analisaram o perfil de expressdo em amostras de
Arabidopsis tratadas com ambos os reguladores auxina e giberelina e concluiram que das trés
familias com resposta precoce a auxina, os genes SAUR tiveram a maior resposta ao
tratamento com giberelinas, confirmando a existéncia de uma interagdo entre os dois

reguladores.

Além da regulacdo dos genes SAUR por estimulo de outros hormonios, existem cada
vez mais evidéncias do envolvimento destes na resposta a estresses como seca, altas
temperaturas, salinidade e patogenos (SHIBASAKI et al., 2009; SOOD; CHAUHAN, 2017;
WU, etal., 2012).
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Figura 4 — Esquema representativo da integragdo de sinais hormonais e
ambientais para a regulagdo do desenvolvimento vegetal medida
por genes da familia SAUR.
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Fonte: REN, H.; GRAY, W. (2015)

Apesar de ja terem sido caracterizados em diversas espécies, poucos estudos foram
realizados quanto a determinacdo da funcdo de membros dessa familia, teoriza-se que a
maioria dos membros da familia estejam mais intimamente relacionados com elongagdo e
expansdo celular (REN; GRAY, 2015). Em Arabidopsis as proteinas subfamilia SAUR19
(SAUR19-24) atuam como efetores positivos de expansao celular (SPARTZ et al., 2012).

3. MATERIAIS E METODOS

3.1.  Analises in silico da familia SAUR em C. canephora

A partir de sequéncias de proteinas da familia SAUR de Solanum [ycopersicum,

Solanum tuberosum e Oryza sativa foi efetuada uma analise de blastp contra o proteoma de C.
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canephora. As sequéncias resultantes foram filtradas quanto a redundancia e presenca de
dominio conservado caracteristico da familia.

Com isso, os membros de C. canephora foram alinhados por meio do programa
ClustalW  (THOMPSON, 1994), no software MEGA TAMURA et al., 2013)
(http://www.megasoftware.net/), para construcdo de relagdes filogenéticas por meio do método

Neighbor-joining (SAITOU e NEI, 1987), com 1.000 replicatas de bootstrap.

3.2.  Construcio de bibliotecas RNA-Seq, sequenciamento e analise de dados

A construgdo da biblioteca de RNA-Seq single-end das amostras de calos ndo
embriogénicos (CNE), calos embriogénicos (CE) e suspensoes celulares (ECS) foi realizada
utilizando o kit TruSeq RNA Sample Prep v2 Low Throughput (LT) (Illumina).

Antes do mapeamento, as sequéncias (reads) brutas foram avaliadas quanto a qualidade
pelo programa FastQC (ANDREWS et al., 2010). As que exibiram sequéncias adaptadoras
e/ou sequéncias de baixa qualidade foram removidas utilizando o programa Trimmomatic
(BOLGER et al., 2014) com um Phred score de 28. As reads com tamanho abaixo de 36 pb
também foram removidas apos a trimagem. O mapeamento de leitura foi realizado usando o
software STAR (DOBIN et al., 2012) e a montagem das reads em transcritos foi feita com

auxilio do programa Cufflinks (versdo 2.1.1) (TRAPNELL et al., 2012).

Utilizou-se o software Cuffdiff para comparagdes par a par entre diferentes bibliotecas
para identificagdo de genes diferencialmente expressos (GDE). O programa CummeRbund
presente no software estatistico R (R core team, 2014) foi utilizado para a plotagem dos

graficos.

3.3. Embriogénese somatica

Calos embriogénicos e ndao embriogénicos foram obtidos segundo o protocolo de
Teixeira et al. (2004) a partir de plantas matrizes da cv. Catuai Amarelo IAC 62 cultivadas em
casa de vegetagdo. As suspensdes celulares foram obtidas cultivando calos embriogénicos em

frascos de Erlenmeyer contendo meio liquido de multiplicagdo T3 (VAN BOXTEL;
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BERTHOULY, 1996) com densidade inicial de biomassa de 10 g L' de meio (ZAMARRIPA,

1991) havendo renovagao total do meio a cada 15 dias de cultivo.

Os frascos foram mantidos em auséncia de luz sob agitagdo orbital a 100 rpm e 25°C
por 3 meses. Os embrides foram regenerados a partir de calos embriogénicos cultivados em
meio RRH composto por macronutrientes, micronutrientes CaCl, ¢ Ferro MS meia forca,
Tiamina (8g/L), Piridoxina (800mg/L), Acido nicotinico (800mg/L), Glicina (800mg/L),
Prolina (1g/L), Sacarose (15g/L), Maltose (15g/L) e regulador de crescimento BAP
(1mg/L). A maturagdo e germinagdo dos embrides somaticos foram realizadas em meio T5

(dados ndo publicados).

3.4. Extracao de RNA e sintese de cDNA

A extragdo de RNA a partir de calos embriogénicos e suspensdo celular foi realizada
utilizando o Kit NucleoSpin® (Macherey Nagel) ¢ a extragdo de calo ndo embriogénicos,
embrido torpedo, embrido cotiledonar e plantula, utilizando Concert™ Plant RNA Reagent
(Invitrogen)(Figura 5). O tratamento das amostras para remogdo total de DNA genémico foi
realizado com o Kit Turbo DNA-free (Ambion). As concentragdes e pureza do RNA foram
mensuradas em Nanovue® Espectrophotometer. Para a sintese de cDNA foi utilizado o Kit
High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems) a partir de 1000ng de RNA

de acordo com a recomendagdo do fabricante.
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Figura 5 — Material vegetal utilizado para extracdo de RNA e sintese de cDNA

Legenda — Calos embriogénicos (CE) e calos ndo embriogénicos (CNE) (A); suspensao celular (ECS)
(B); embrides no estadio torpedo (C); embrides no estadio cotiledonar (D); plantulas (E).

Fonte — Figuras A e B: FREITAS (2017); Figuras C, D e E: Do Autor (2017).

3.5. RT-qPCR

A partir das sequéncias obtidas do estudo in silico, primers foram desenhados
utilizando os programas OligoPerfect”™ Designer (Thermo Fisher Scientific) e OligoAnalyser
3.1 (Integrated DNA Technologies) (Tabela Suplementar). A eficiéncia de amplificacdo das
PCRs (E) e o coeficiente de regressio (R”) foram entdo determinados para validagdo dos
primers através do método da curva padrdo, utilizando o conjunto de todas as amostras de

cDNA em uma diluicio serial de cinco vezes (10™ a 107).

As RT-qPCRs foram realizadas no equipamento ABI PRISM 7500 Real-Time PCR
(Applied Biosystems) em volume total de 10 pL contendo 200 ng de cDNA, 1X SYBR®
Green Master mix (Applied Biosystems) e 1,0 uM

de cada primer. As amplificagdes seguiram a programacdo: 2 minutos a 50°C, 10
minutos a 95°C seguidos por 40 ciclos de 15 segundos a 95 °C e anelamento e extensdo por 1
minuto a 60 °C. As curvas de dissocia¢do (Melting curve) foram registradas apo6s 40 ciclos

para confirmar a especificidade dos primers por aquecimento de 60 °C para 95 °C.
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Todas as reagdes foram realizadas com triplicata técnica e bioldgica. Os dados de
expressdao foram quantificados relativamente pela formula de Pfaffl (2001), a normalizacao
foi feita com a expressdo dos genes de referéncia 245 e PP24 (FREITAS et al., 2017) e foi
utilizado como amostra de referéncia (RQ=1) o calo ndo embriogénico (CNE) para o gene

SAURS e suspensao celular (ECS) para os demais.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizacio in silico de genes da familia SAUR em Coffea canephora

A partir das sequéncias proteicas disponiveis no banco de dados Coffee Genome Hub
foram identificados 31 genes com o dominio conservado caracteristico a familia SAUR em C.
canephora. Essa familia génica foi caracterizada pela primeira vez em soja (MCCLURE;
GUILFOYLE, 1989), desde entdo analises gendmicas in silico foram realizadas em diferentes
espécies. Foram identificados 82 genes SAUR em Arabidopsis, incluindo dois pseudogenes
(HAGEN; GUILFOYLE, 2002), 58 SAURs em arroz, sendo dois pseudogenes (JAIN et al.,
2006), 99 e 134 SAURs, respectivamente, em tomate e batata (WU, et al., 2012), 61genes
SAUR em pepino (WU, et al., 2014), 79 SAURs em milho (CHEN et al., 2014), em amora,
canhamo ¢ rami foram identificados 62, 56 ¢ 71 SAURs (HUANG et al., 2016),
respectivamente, e 71 genes da familia em sorgo (WANG et al., 2010).

Até o momento, C. canephora ¢é a espécie que contém o menor nimero de membros
da familia SAUR identificados, o que pode ser atribuido a auséncia de genes duplicados,
como ocorre em tomate, por exemplo, que em estudos filogenéticos apresenta diversos grupos
de genes SAUR em clusters na arvore filogenética e também se encontram fisicamente
proximos nos cromossomos. As espécies de Solanaceae apresentam as maiores familias
SAUR, sendo especulada uma expansdo ao longo de sua evolugdo, conferindo a familia um
alto nivel de redundéancia ou fun¢des mais especificas em relagdo a outras espécies (WU, et

al., 2012).

Em uma anélise filogenética, comparando as familias SAUR de cafeeiro Arabidopsis,

arroz ¢ tomate, foi observado que os genes CcSAUR (Coffea canephora SAUR), em sua
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maioria, ficaram posicionados em clados separados, com excec¢ao de um cluster contendo oito

genes (Figura 6).

Figura 6 — Arvore filogenética contendo os genes SAUR de C . canephora (em vermelho),

tomate, arroz e Arabidopsis.

O o0ng
2 aRbrier
7 =)
9% 32322923
QPTG e
QAT ESTY,
QU CE P>
Q0N CAP
@ LR ] -
oK P AN o
S IR 2\% V> ®
a3 % ~ 8
SR 2\ \ o 3
5‘//‘53? 2/&?6 P v > 3
&é% (/Z‘Pe ﬁ;‘ e 3 g
SIS s
§/8840 o
Y SNV °
8/8‘94(,423’? v%
SIS, 4(//{.?46‘ 5 L2
SIS 40,? 97 4
‘5‘/8440:? ;195 Sg 2
-S‘/,g’q UQS
ISA (7154
Sl
SISAYR? ) %5
SISAVUR?3
SISAURZ? %
ASAURTS 9%
ALSAURE, 63 100
A = o
AtSAUR6S
AtSAU 5
AISAURSS o 1% 99
AtSAURTS 46 .
COSRURYS — ™
S
S o8 100
82%%5%%%1 hid 38 30 b
OS%AA\\JJ\F;?\D o 18 0
0s 5AUR54 00
Os: 2 AUR36 29
QRRIRGE e o
QeRRURE ~
QSRR = o [
O3PS 55
SAIRAD, °
052 pUR i E
052 |x\)R LY
052 RURAG, <
SPRR! n_,
0Os; sh\%)?\’.’)“ O &
%5563"‘0\()’%?&6 @
PRERIRA o)
O PR x
ERANEG o 4 a
%5\5\%‘%\3?%&%% SO BRI S
"’%3%20% e S 2 °
‘é\f‘gg@qk{.ﬂ\%‘%& S
e N ® ® 2
(RN a
BEGR SN e
R R R /o8 °
TRESES, NS s s 3
AR 22 S ~% IS
XIS 8
BOSG 3
oSS /11 /) [ L 3
“&@%3,% ?ﬁzf/}o,ooo 9 8 ¥
BF %A@g@,po%b

VOIS DK
A\ (N I S S R A (2
Ny SN SRR 4

VO ID DS ECEERLLPGGEILA0 b
B S S N o e ey 5
“fmfmc?;@gmxmﬁag&mwag Q
&> 9 RGRREILS TSR
e

Fonte — Do Autor (2017)



21

Os genes encontrados em C. canephora foram nomeados em ordem crescente de
acordo com a sua localizacdo nos cromossomos. Possuem tamanho médio de 392 pb, sendo o
menor o gene CcSAUR28 (165 pb) e o maior CcSAURI7 (831 pb). Estes genes codificam
proteinas que variam entre 54 e 276 aa, sendo que a média ¢ de 127 aa (Tabela 2). Os genes
encontram-se distribuidos em quase todos os cromossomos de C. canephora, a exce¢do do

cromossomo 3.

Tabela 2 — Descri¢do do tamanho dos genes SAUR encontrados em C. canephora e
suas proteinas.

1D CDS (pb) Proteina (aa)
CcSAURI1 Cc00_g22640 480 88
CcSAUR2 Cc00_g26580 321 107
CcSAUR3 Cc00_g29740 303 100
CcSAUR4 Cc01 g10550 432 143
CcSAURS Cc02_g16700 297 98
CcSAURG6 Cc02 _gl16710 321 106
CcSAUR?7 Cc02 _g16720 300 99
CcSAURS Cc02 g16730 318 105
CcSAUR9 Cc02 _g16740 309 102
CcSAURI10 Cc02_g16750 285 94
CcSAURI11 Cc02_g16760 291 96
CcSAURI12 Cc02 g16790 318 105
CcSAURI13 Cc02_g24230 537 178
CcSAURI14 Cc02_g4000 549 182
CcSAURI1S Cc04 _g00010 483 160
CcSAURI16 Cc05 g16250 426 141
CcSAUR17 Cc06_g04040 831 276
CcSAURI1S Cc06_g06020 387 128
CcSAUR19 Cc06_g12640 498 165
CcSAUR20 Cc06_g12650 366 121
CcSAUR21 Cc07 _g19210 309 102
CcSAUR22 Cc08_g08380 309 102
CcSAUR23 Cc08_g08390 468 155
CcSAUR24 Cc08 g12980 552 183
CcSAUR25 Cc09 g10510 312 103
CcSAUR26 Ccl10_g01860 318 105
CcSAUR27 Ccl0 _g01880 447 148
CcSAUR28 Ccll g04780 165 54
CcSAUR29 Ccll g04790 438 145
CcSAUR30 Ccll g04800 312 102
CcSAUR31 Ccll g17330 480 159

Fonte: Do Autor (2017)
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Quanto a regido codante e o tamanho de proteinas, ha variacdo entre espécies, como
exemplo do milho, em que suas proteinas variam de 79 a 423 aminoacidos. Em espécies da
familia Solanaceae, genes SAUR possuem regides codantes de 171 a 612 pares de bases
traduzindo proteinas de 56 a 203 residuos em tomate, enquanto os genes SAUR de batata
variam de 134 a 249 pares de bases e suas proteinas t€ém de 82 a 224aa (CHEN et al., 2014;
WU etal., 2012).

Outra caracteristica dos genes SAUR ja estudados até o momento, que também foi
detectada no cafeeiro, ¢ a falta de introns na grande maioria dos membros desta familia
(Figura 7). Genes desprovidos de introns sdo, em geral, padrdo nos procariotos, o que
possibilita que a familia SAUR seja uma candidata a estudos evolutivos e para comparagdo

genomica (JAIN et al., 2006).
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Figura 7 - Representacdo da estrutura dos genes SAUR de Coffea canephora.
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4.2.  Perfil de expressiao génica

A partir dos dados obtidos das bibliotecas de calos ndao embriogénicos, calos
embriogénicos e suspensdes celulares sequenciadas, foi possivel identificar transcritos dos 31
genes SAUR, previamente analisados no genoma de C. canephora, nas trés bibliotecas.

Destes, oito encontravam-se diferencialmente expressos entre os tratamentos (Figura 8).

O perfil de expressdo génica in silico apresentou padrdes diferentes para cada gene,
sendo as maiores expressoes associadas as bibliotecas de calos ndo embriogénicos para
CcSAUR31 e em suspensdo celular para CcSAUR24, enquanto os genes CcSAURS, 20 e 26

exibiram expressdo nula em uma ou mais bibliotecas.

Figura 8 — Perfil de expressao génica de genes SAUR in silico.
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As analises foram realizadas utilizando os genes CcSAURS, 12, 13, 18 e 20, cujos
primers amplificaram uma tnica sequéncia esperada e ainda apresentaram eficiéncia entre

93% e 99% (Figuras suplementares 1, 2, 3, 4 e Tabela Suplementar).

4.2.1. Perfil de expressao do gene CcSAURS

Aparentemente, os poucos genes SAUR com funcdo ja caracterizada aparentam estar,
em sua maioria, envolvidos com desenvolvimento mediado por auxina como expansio e
elongacao celular (CHAE et al., 2012; SPARTZ et al., 2012; SPARTZ et al., 2014;
STAMM; KUMAR, 2013). Estudos recentes mostraram duas subfamilias de genes SAUR em
Arabidopsis como reguladores positivos de expansdo celular. Suas proteinas estdo associadas
com a membrana plasmatica e foi demonstrado que regulam a agdo das H+ATPases

promovendo expansdo celular (CHAE et al., 2012; SPARTZ et al., 2012).

Existe a hipotese de expansdo celular via mecanismo de crescimento acido mediado
por auxina, em que células suscetiveis, quando expostas a auxina, ativariam uma bomba de
protons diminuindo o pH apopléstico e, consequentemente, ativando proteinas modificadoras
da parede celular, além da hiperpolarizacdo da membrana plasmatica, que leva a absor¢do de
solutos e agua causando expansdo da célula (FRIAS et al, 1996; RAYLE; CLELAND,
1970).

SPATZ et al. (2014) demonstraram que o gene SAURI9 em Arabidopsis inibe a acdo
de fosfatases PP2C-D, impedindo que estas desfosforilem o aminoacido Thr-947 do dominio
autoinibitorio C-terminal das H+ATPases, isto faz com que as mesmas permanegam ativas e
regulem a expansdo celular. Logo, o gene ativa as H+ATPases através da inibicdo das

fosfatases PP2C-D (Figura 9).
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Figura 9 — Esquema representativo da agdo do gene SAUR na expansio
celular pela inibi¢do da fosfatase PP2C-D.
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Fonte: REN, H., GRAY,W. (2015)

No entanto, a forma como a auxina regula a expressdo génica permanece incerta, foi
possivel apenas observar que o regulador ndo tem efeitos na interagdo entre o gene SAURI9
de e a PP2C-D, indicando que este ndo se liga diretamente. Como os genes SAUR também
podem ser induzidos por outros reguladores e rotas que promovam crescimento celular, a
ativacdo das H+ATPases de membrana pela inativagdo de PP2C-D pode ser comum a outras

rotas (SPARTZ et al., 2012).

O perfil de expressdo génica de CcSAURS que apresentou identidade de 54% com
AtSAURI19, representado na Figura 10, pode ser explicado pela inibi¢do de fosfatases PP2C,
visto que hd uma maior expressdo em amostras de embrides torpedo, cotiledonar e plantulas,
que possuem maiores taxas de expansdao e elongacdo celular, seguida de calos nao
embriogénicos, que sdo mais vacuolizados e apresentam maior crescimento de células quando
comparados a calos embriogénicos e suspensoes celulares (ROSAS et al., 2016). Os dois

ultimos ndo apresentaram expressdo significativa.

Também ¢ possivel especular que a inibi¢do da PP2C pelo gene CcSAURS
promovendo expansdo celular via H+ATPase esteja envolvida com alguma outra rota que

induza crescimento nos tecidos, visto que calos embriogénicos possuem maiores taxas de
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auxina sintetizada pela via do triptofano do que calos ndo embriogé€nicos, mas apresentam

expressdo nula do gene induzido por auxina nesse tecido (MICHALCZUK et al., 1992).

Figura 10 — Expressdo relativa em RQ do gene CcSAURS em calos ndo
embriogénicos (CNE), calos embriogénicos (CE), suspensio
celular (ECS), embrides nos estadios torpedo e cotiledonar e
plantulas. Médias com mesma letra sdo consideradas iguais pelo

teste Scott-Knott a 5%.
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4.2.2. Expressao do gene CcSAURI3

Com auxilio do estudo filogenético das proteinas SAUR de C. canephora ¢
alinhamento das sequencias em bancos de dados, foi possivel identificar homologos dos
CcSAURs. No caso do gene CcSAURI 3, o alinhamento detectou similaridade com AtSAUR36
(identidade de 63%), que esta envolvido na promogdo de senescéncia foliar e na integragao de
sinais de auxina e giberelina para regular fungdes biologicas como: manutencdo do gancho
apical em mudas etioladas, elongacdo de hipocétilo sob luminosidade e fertilidade (HOU et

al., 2013; STAMM; KUMAR, 2013).

Hou et al. (2013) também reportaram que plantas de arabidopsis mutantes sem a
expressdo do gene SAUR36 apresentaram area foliar 83% maior do que plantas selvagens
expressando o mesmo, indicando que o gene estaria relacionado com inibigdo de expansdo
celular. Ao contrario do indicado no estudo, CcSAURI3 apresentou maior expressdo em

embrides cotiledonares, ou seja, em desenvolvimento e expansao foliar (Figura 11).

De forma complementar, Stamm et al. (2013) demonstraram, a partir de linhagens
expressando o gene reporter GUS sob controle do promotor do SAUR36 em Arabidopsis, que
plantulas com 4 dias de idade apresentaram forte expressao no meristema apical e em regides
distintas da raiz. Este padrdo observado seria consistente com tecidos em altos niveis de
divisdo e/ou elongacdo celular, assim como o padrdo de expressdo do gene CcSAURIS3,

observado em embrides nos estadios torpedo, cotiledonar e plantulas.
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Figura 11 — Expressdo relativa em RQ do gene CcSAURI3 em calos nao
embriogénicos (CNE), calos embriogénicos (CE), suspensdo
celular (ECS), embrides nos estadios torpedo e cotiledonar e
plantulas. Médias com mesma letra sdo consideradas iguais pelo

teste Scott-Knott a 5%.
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4.2.3. Expressao do gene CcSAUR20

Foi encontrado um gene similar ao CcSAUR?2 em Arabidopsis, com identidade de
46%, envolvido em rotas relacionadas ao etileno e auxina. De acordo com Markakis et al
(2013), o gene AtSAUR76 esta, em parte, envolvido com o processo de elongagdo celular

downstream a auxina, enquanto o etileno influencia a expressdo do mesmo através de
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mudangas no transporte e/ou biossintese de auxina enddgena. A superexpressdo do gene em
mutantes produziu raizes com maior nimero de células meristematicas e area foliar menor. O
gene seria capaz de influenciar atividade meristematica, positivamente na raiz, mas

negativamente nas folhas.

Outro estudo analisou a subfamilia SAUR76-78, que foi identificada por se associar
com receptores de etileno ETR; e EIN,. Plantas transgénicas superexpressando os trés SAURS
apresentaram folhas mais longas que a linhagem selvagem em consequéncia de crescimento e
expansdo celular, ja que houve pouca diferenga entre o nimero de células das plantas testadas.
A andlise dessas plantas também mostrou que houve uma reducdo na resposta ao etileno,
sugerindo que os genes possam afetar a sinalizacdo da subfamilia II de receptores de etileno
por interacdo direta, a0 mesmo tempo em que podem promover crescimento e

desenvolvimento da planta pela regulacdo de respostas a auxina (LI et al., 2015).

Auxina e etileno sdo dois reguladores hormonais muito importantes em plantas, o que
faz com que suas intera¢cdes venham sendo cada vez mais estudadas a nivel fisiologico e
molecular (LI et al., 2015). Ja foi relatado que auxina possa estimular a biossintese de etileno
(YANG; HOFFMAN, 1984) e que etileno poderia reduzir a concentra¢do de auxina endogena
por conjugacdo de AIA formando acido indole-3-acetilaspartico e/ou descarboxilagdo
(SAGEE et al., 1990).

Em cafeeiro, reportou-se que o uso de diferentes inibidores de biossintese ou a agdo de
etileno no meio de cultura suporta a hipotese de que uma redugdo na sintese de etileno ou a
inibicdo da sua acdo funcionem como agente promotor de embriogénese somatica (KUMAR
et al., 2007). Essas informagdes podem estar de acordo com a expressdo observada do gene

CcSAUR20 durante a embriogénese somatica de café.

Apesar da diferenca estatistica entre as médias ndo ter sido considerada significativa,
isso ndo indica que as médias sejam exatamente iguais (RUMSEY, 2009). Logo, podemos
observar na Figura 12 que a maior expressdo relativa foi obtida em embrides no estadio
cotiledonar, e que os calos ndo embriogénicos apresentaram maior expressdo do que os calos

embriogénicos e suspensdes celulares.



31

Figura 12 — Expressdo relativa em RQ do gene CcSAURI3 em calos ndo
embriogénicos (CNE), calos embriogénicos (CE), suspensdao
celular (ECS), embrides nos estadios torpedo e cotiledonar e
plantulas. Médias com mesma letra sdo consideradas iguais pelo
teste Scott-Knott a 5%.
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Esse comportamento pode ter relagdo com a auxina induzindo a biossintese de etileno
e essa interacdo desencadear a expressao do gene CcSAURZ20, pois como visto anteriormente,
maiores concentragdes de etileno possuem um efeito negativo na embriogénese somatica de

café, justificando a maior expressao em CNE do que em CE ou ECS.

Da mesma forma que concentragdes supradtimas de etileno afetam o potencial
embriogénico de café¢, o hormdnio também ¢ conhecido pela sua importancia em diversos
aspectos do desenvolvimento de plantas, como crescimento de plantulas e formacdo de raizes
adventicias, justificando uma maior expressdo em embrides em diferentes estadios (BINDER

et al.,, 2004; MERGEMANN; SAUTER, 2000).

Também ¢é possivel que o gene CcSAURZ2( interaja com fosfatases PP2C regulando

sua atividade e promovendo expansao celular via H+ATPase, visto que mais de uma proteina
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SAUR em Arabidopsis foram reportadas por interagir com PP2Cs do clado D (SPARTZ et al.,

2014). Sao necessarios mais estudos para verificar ambas as hipoteses.

4.2.4. Expressao dos genes CcSAURI2 e CcSAURIS

Os genes CcSAURI2 e CcSAURIS apresentaram similaridade a genes SAUR que ainda
ndo tiveram fungdes caracterizadas como AtSAURS0 e SISAURSI, respectivamente, logo €
necessario que sejam feitos estudos mais aprofundados e maior caracterizagdo dos mesmo

para que seja possivel pressupor sua fung¢@o no processo de embriogénese somatica em café.

O perfil de expressdo de CcSAURI2 ¢ relativamente estavel em todos os tecidos
analisados com excecdo de suspensdes celulares, em que a expressdo ¢ quase nula, como

representado na Figura 13.

Figura 13 — Expressido relativa em RQ do gene CcSAURI2 em calos ndo
embriogénicos (CNE), calos embriogénicos (CE), suspensdao
celular (ECS), embrides nos estadios torpedo e cotiledonar e
plantulas. Pelo teste Scott-Knott a 5%, as médias sdo
consideradas iguais.
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Ja o gene CcSAURIS (Figura 14) apresentou diferenga de expressdo entre tecidos, com
expressdo relativa maior em calos embriogénicos, embrides torpedo, embrides cotiledonares e

plantulas, enquanto a menor expressao relativa foi observada em suspensdes celulares.

Figura 14 — Expressao relativa em RQ do gene CcSAURIS em calos ndo
embriogénicos (CNE), calos embriogénicos (CE), suspensao
celular (ECS), embrides nos estadios torpedo e cotiledonar e
plantulas. Pelo teste Scott-Knott a 5%, as médias sdo
consideradas iguais.
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5. CONCLUSAO

Com o presente estudo foi possivel identificar 31 genes caracteristicos da familia
SAUR (Small auxin-up RNA) em Coffea canephora e, a partir de dados de sequenciamento de
transcritos, encontrar os mesmos genes em Coffea arabica e analisar o perfil de expressao

génica in silico de alguns candidatos.

A partir destas informacdes foi realizada a verificagdo da expressdo génica de 5
membros da familia durante a embriogénese somatica de C.arabica ,obtendo diferentes perfis
para cada um, sendo que o resultado dos genes SAURS, SAURI2 e SAUR20 foram bem

similares ao perfil determinado in silico.

A confirmagdo das fun¢es propostas para os genes estudados vira a nos auxiliar na
compreensdo do processo de embriogénese somdtica em cafeeiro e, possivelmente, outras

espécies, logo, mais estudos sdo necessarios.

Apenas com a expressdo génica analisada ndo ¢ possivel determinar com certeza as
fungdes de cada um dos genes no processo de embriogénese somatica, mas estes parecem
estar de acordo com o que ja foi relatado em membros de outras espécies, que os genes SAUR

estdao envolvidos em processos de expansao celular e sdo induzidos por auxina.
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APENDICE A - Dados Suplementares

Tabela Suplementar: Primers utilizados na analise de RT-qPCR

Gene Sequencia de primer (5’-3°) Tm (°C) Amplicon (pb) E (%) R?
S pUICAACTCAGCCTIGGAAACATIAG 58  © 093 09%
rn EACTAIGOIOMAIGMGNTEON 8y om0 oo
sms FOMCCCITIOCCUCTONT 0 0 o o
savmis ETOOGCMGNTCAGNGGTTIC @45 o5 e
soma ACIGICCMCCOTITTIET 80y ey e
swvran EPCCTECTCCImnCOOIeere @ iy o o

Fonte: Do Autor (2017)
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Figura Suplementar 1 - Curva de Melting dos pimers utilizados para os genes CcSAUR.
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Figura Suplementar 2 — Curva padrao dos genes SAUR em pool de amostras com diluigdo fatorial 1:5.
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Derivative Reporter (-Rn)

Figura Suplementar 3 - Curva de Melting dos primers 24S e PP2A.
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Figura Suplementar 4 — Curva padrao dos genes de referéncia em pool de amostras com dilui¢do fatorial 1:5.
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