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RESUMO GERAL

Retrata-se, neste estudo, os genes identificados e caracterizados na
embriogénese somatica de Coffea arabica L. cv Catiguda conduzidos no
Laboratoério Central de Biologia Molecular (LCBM), na Universidade Federal de
Lavras (UFLA), Minas Gerais. A embriogénese somatica — formagdo do
embrido a partir de células somaticas € um mecanismo de reproducdo assexuada
natural em algumas espécies vegetais, mas que pode ser induzido in vitro de
modo generalizado. Analises histologicas das caracteristicas diferenciadoras
entre células somaticas e embriogénicas podem ser usadas para aumentar a
eficiéncia metodologica, porém, ndo permitem o diagndstico dos eventos
indutores da transicao entre essas caracteristicas e, portanto, o estudo e obtengao
de marcadores moleculares ligados aos eventos de transicdo sdo de extrema
utilidade. Nesse contexto, foi avaliada a expressdo in silico e in vitro dos genes
SERK (Somatic Embryogensesis Receptor Kinase) ¢ BBM (Baby Boom),
envolvidos no processo de transicdo do estado vegetativo para o embriogénico,
visando a expressdo diferencial “in vitro” e também a busca por um marcador
molecular, mediante analises in silico. No artigo 1 apresenta-se a expressdo
diferencial do gene SERK nos estagios de calos embriogénicos, calos ndo
embriogénicos e suspensdo celular. Um total de trés ESTs-contigs foram
analisados, em que o ESTs-contig 166 apresentou, em sua expressdo,
caracteristicas diferenciadas para a embriogénese de café. Esses dados sugerem
que o ESTs-contig 166 seja o possivel ortélogo de SERK em C. arabica
(CaSERK) e indicam que essa estratégia pode aumentar ainda mais a eficiéncia
metodologica para a obtencao de suspensdo de células embriogénicas - ECS, em
outras espécies e cultivares . No artigo 2 apresenta-se a expressdo diferencial do
gene BBM nos estdgios de calos embriogénicos, calos ndo embriogénicos e
suspensdo celular. Um total de dois ESTs-contigs foram analisados, em que o
ESTs-contigs 9 apresentou uma alta e exclusiva expressdo nos estagios de calos
embriogénicos e suspensdo celular, em relacdo aos calos ndo embriogénicos.
Esses dados sugerem que ESTs-contig 9 seja o possivel ortélogo de BBM em C.
arabica (CaBBM) e indicam que o uso dele como marcador molecular pode
aumentar ainda mais a eficiéncia metodologica durante a obtencdo de materiais
embriogénicos de cafeeiro. Pelo artigo 3 indica-se uma relagdo transiente de
inducéo e retroinibi¢cdo entre CaBBM ¢ CaSERK durante a curva de crescimento
das ECS, na qual a expressdo diametralmente opostas entre eles coincide com a
estabilizacdo da taxa de crescimento das ECS. No artigo 4 apresenta-se a
possibilidade de cinco ESTs-contigs identificados in silico nas bibliotecas de
cafeeiro, também serem usados como marcadores do processo de aquisi¢cdo
embriogénica.



Palavras-chave: Genoma Café. ESTs-contigs. Suspensdo de células
embriogénicas. RT-qPCR. In silico.



GENERAL ABSTRACT

This study reports the genes identified and characterized in the somatic
embryogenesis of Coffea arabica L. cv Catigua conducted at the Laboratdrio
Central de Biologia Molecular (LCBM), at the Federal University of Lavras
(UFLA), Minas Gerais. Somatic embryogenesis — the formation of the embryo
starting from somatic cells, is a natural asexual reproduction mechanism in some
plant species, but it can be induced in vitro in a general manner. Histological
analyses of the differentiating characteristics between somatic and embryogenic
cells can be used to increase methodological efficiency, however, they do not
allow the diagnosis of the transition inductor events among those characteristics
and, therefore, the study and obtaining of molecular markers related to the
transition events are of extreme usefulness. In that context, we evaluated the in
silico and in vitro expression of the SERK (Somatic Embryogensesis Receptor
Kinase) and BBM (Baby Boom) genes involved in the process of transition from
the vegetative state to the embryogenic, seeking the differential expression “in
vitro” and also the search for a molecular marker, by in silico analyses. Article 1
presents the differential expression of the SERK gene in the embryogenic calli,
non-embryogenic calli and cellular suspension stages. A total of three EST-
contigs were analyzed, in which EST-contig 166 presented, in its expression,
characteristics differentiated for coffee embryogenesis. That data suggest that
EST-contig 166 is a possible ortholog of SERK in C. arabica (CaSERK) and
indicates that that strategy can also further increase the methodological
efficiency for the obtaining of embryogenic cell suspensions - ECS, in other
species and cultivars. Article 2 presents the differential expression of the BBM
gene in the embryogenic calli, non-embryogenic calli and cellular suspension
stages. A total of two EST-contigs were analyzed, in which EST- contig 9
presented high and exclusive expression in the embryogenic calli and cellular
suspension stages, in relation to the non-embryogenic calli. That data suggest
that EST-contig 9 is a possible BBM ortholog in C. arabica (CaBBM) and
indicates that its use as a molecular marker can further increase the
methodological efficiency during the obtaining of coffee plant embryogenic
materials. Article 3 indicates a transient induction relationship and
retroinhibition between CaBBM and CaSERK during the ECS growth curve, in
the which the diametrically opposed expression between them coincides with the
stabilization of the ECS growth rate. Article 4 presents the possibility that five
EST-contigs, identified in silico in the coffee libraries, can also be used as
embryogenesis acquisition process markers.

Keywords: Coffee Genome. ESTs-contigs. Embryogenic Cell Suspension. RT-
gPCR. Insilico.
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1 INTRODUCAO

O Brasil é o maior produtor e exportador de café no mundo, e ainda o
segundo maior consumidor, posicionando-se atras apenas dos Estados Unidos. O
café mais cultivado no Brasil ¢ no mundo ¢ o Arabica, cuja espécie ¢ Coffea
arabica L. (MORICOCHI, 2003). O café Arabica representa aproximadamente
74%, e o restante ¢ ocupado pelo cultivo do café Robusta que pertence a espécie
C. canephora Pierre (CONAB, 2011).

A embriogénese somatica — formagdo do embrido a partir de células
somaticas, sem fusdo de gametas, ¢ uma técnica capaz de maximizar a
propagacdo do cafeeiro, que pode ser induzido in vitro de modo generalizado
sendo assim um importante método de multiplicacdo dos genoétipos de elite, em
larga escala, apresentando um grande potencial a ser explorado. Os primeiros
trabalhos realizados com embriogénese somatica no género Coffea foram feitos
por Starisky (1970), que obteve a rapida proliferagdo de calos nas espécies C.
arabica e embrides e plantulas em explantes de C. canephora.

Embora embrides somaticos induzidos in vitro e os embrides zigoticos se
desenvolvam por vias diferentes, eles sdo morfologicamente semelhantes, o que
torna os somaticos um sistema modelo para estudos embriologicos. A indugdo in
vitro de embrides somaticos permite também aplica¢des tecnologicas, como a
propaga¢do vegetativa em larga escala, a formacdo de bancos de germoplasma
criopreservados ou como alvo para eventos de transformagao genética.

Um sistema de propagacdo in vitro bastante eficiente para essas
aplicagdes tecnoldgicas ¢ a “suspensdo de células embriogénicas” (embryogenic
cell suspension — ECS). ECS se caracteriza por milhares de glomérulos celulares
por cm’, mantidos em alta e uniforme porcentagem no estigio de potencial
embriogénico — ou seja, passiveis de serem induzidos a completar o

desenvolvimento embrionario. Desse modo, o desenvolvimento de protocolos
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para obtengdo de ECS tornou-se, em si, um dos principais objetivos na
propagagdo in vitro.

Embora a metodologia para ECS seja bem estabelecida, os protocolos
sdo genotipo-dependente, o que forca o desenvolvimento de protocolos
especificos para cada espécie.

Este desenvolvimento € quase empirico. O conhecimento sobre os
primeiros eventos da transi¢do de células somaticas para embriogénicas ¢
escasso (SCHMIDT et al., 1997) e as analises que permitem acompanhar estes
eventos, € consequentemente, a obtencdo, ou ndo, de um cultivo embriogénico,
sdo analises histologicas das caracteristicas diferenciadoras entre células
somaticas e embriogénicas.

Em funcdo de maior rapidez, sensibilidade e capacidade de amostragem,
analises que utilizem marcadores moleculares ligados aos eventos de transi¢do
podem ser de extrema utilidade para os trabalhos de desenvolvimento de
protocolos de ECS. BBM (Baby Boom), LECI(Leafy Cotyledon 1), AGL15
(Agamous-like 15), PKL (Kinesin-like protein), WUS (WUSCHEL) e SERK
(Somatic Embryogenesis Receptor-like Kinase) sdo genes relacionados a
embriogénese somatica (BOUTILIER et al., 2002; HECK et al., 1995; LOTAN
et al.,, 1998; DEAN RIDER et al., 2003; SCHMIDT et al., 1997; STONE et al.,
2001; ZUO et al., 2002;), mas apenas o gene SERK ¢ especifico das células
embriogénicas (SCHMIDT et al,. 1997), ja o gene BBM induz a formagao
espontdnea de embrides somaticos em cotilédones de Arabidopsis thaliana
transgénica quando superexpresso (BOUTILIER et al., 2002).

Objetivou-se, neste trabalho, verificar se os genes SERK ¢ BBM podem
ser usados como marcadores moleculares do potencial embriogénico de calos e
células em suspensdo de café (Coffea ssp).

Para isso, homologos ao SERK e ao BBM foram denominados CaSERK e

CaBBM respectivamente, identificados in silico, foram isolados dessa espécie e
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seus respectivos padroes de expressdo, relacionados aos eventos da
embriogénese somatica, foram analisados usando RT-qPCR.

Espera-se que a identificacdo e uso dos genes SERK e/ou BBM como
marcadores do estdgio embriogénico permita maior eficiéncia nos trabalhos de

desenvolvimento de protocolos de ECS, para essa espécie.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Genbmica do cafeeiro

O café (Coffea L.), produzido em mais de 60 paises, ¢ um dos mais
importantes produtos de exportagdo mundial, foi introduzido no Brasil no século
XVIII e se expandiu por todas as regides do pais (KRUG et al., 1938). O
cafeeiro pertence ao subgénero Coffea, a familia Rubiaceae e ¢ formado por
cerca de 100 espécies, mas apenas duas tém importdncia economica: Coffea
arabica L. (Café Arabica) e Coffea canephora Pierre (Café Robusta), sendo o
primeiro responsavel por mais de 70% da produgdo nacional (CONAB, 2011) e
mundial (HERRERA et al., 2002).

Entretanto, existem inimeros fatores que contribuem para a redugdo da
produtividade, como a principal doenga do cafeeiro, a ferrugem (JULIATTI;
SILVA, 2001; MENDES; GUIMARAES, 1997; ZAMBOLIM et al., 1997),
visto que essa doenga pode causar prejuizo em 30% da produgdo
(KUSHALAPPA; ESKES, 1989).Tais restricdes podem, contudo, ser superadas
com o emprego de técnicas biotecnoldgicas, como o uso da engenharia genética
na reprodugdo in vitro, que pode proporcionar oportunidades viaveis para o
desenvolvimento de genes de resisténcia e reforgar o cafeeiro.

Apesar dos avangos alcangados no estabelecimento de culturas de células
embriogénicas em suspensdo de café, esse sistema ¢ limitado devido a baixa
frequéncia na inducdo de calos e posteriormente a indugdo de embrides
somaticos (TEIXEIRA et al, 2004). Neste contexto, as pesquisas em
biotecnologia vegetal estdo causando grande impacto na agricultura, o
desenvolvimento da gendmica tem gerado muitas informagdes e criado banco de

dados de sequéncias de ESTs (Expressed Sequence Tags), que possibilitam a
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identificagdo dos fatores genéticos determinantes e/ou associados com
caracteristicas de interesse agronomico.

O sequenciamento de ESTs ¢ um método que apresenta uma boa relacao
de custo beneficio para a obtencdo de dados de interesse em genomas. Em
plantas modelo, tais como Arabidopsis thaliana (HOFTE et al., 1993) e Oryza
sativa (YAMAMOTO; SASAKI, 1997) o sequenciamento de ESTs esta
contribuindo para a rapida identificacio de genes responsdveis por
caracteristicas de interesse agronomico, assim possibilitando a manipulacdo de
genes desejaveis por meio de ferramentas biotecnologicas. Assim, a cultura
cafeeira também estad se beneficiando da gendmica, por iniciativa do Consoércio
Brasileiro de Pesquisa e Desenvolvimento do Café (CBP&D-Café), que teve
inicio em fevereiro de 2002, com o Projeto Brasileiro do Genoma Café (PBGC).

O projeto foi criado para desenvolver ferramentas uteis para a
descoberta de genes e analise genética funcional em café e ajudar no avango de
conhecimento da organizacdo e evolucdo do genoma do café. A base de dados
das ESTs de Coffea arabica, Coffea canephora ¢ Coffea racemosa gerada pelo
projeto resultaram na identificagdo de mais de 30 mil unigenes (sequéncias que
representam um Unico gene) (VIEIRA et al., 2006). Essas informagdes fornecem
recursos valiosos para estudos de processos fisiolégicos no nivel molecular do
cafeeiro, que podera resultar no isolamento e na caracterizagdo de genes de
importancia agrondmica para o melhoramento de Coffea. Os genes identificados
poderdo ser uteis para acelerar a escolha de variedades mais produtivas e
também tera utilidade para obtencdo de novos cultivares com qualidades
superiores (VIEIRA et al., 2006).

O PBGC gerou 214.964 ESTs de Coffea arabica, Coffea canephora e
Coffea racemosa. Essas sequéncias foram obtidas de clones de 37 bibliotecas de

cDNA (Tabela 1) provenientes de diferentes tecidos de cafeeiros em diferentes
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estadios de desenvolvimento e/ou sob estresses bidticos e abiodticos (VIEIRA et

al., 2006).

Tabela 1 Bibliotecas do Projeto Brasileiro do Genoma Café com os respectivos
nimeros de reads

Coffea arabica

Biblioteca Descricao Reads
AR1 Folhas com tratamento de acido araquidonico 1074
BP1 Bion positive - plantulas inteiras + células 3404
CAl Calo 3416
CB1 Células em suspensdo com bion e brassinosteroides 5409
CL2 Calo com e sem bion 5698
CS1 Células em suspensdo com sais 4921
EAl Calos embriogénicos 3919
EB1 Embrido zigotico (frutos imaturos) 192
EM1 Embrido de sementes germinando 88
FB1 Botao floral estadio 1 e botdo floral estadio 2 — longa 4485
FB2 Botao floral estadio 1 e botdo floral estadio 2 — curta 3315
FB4 Botao floral estadio 3 e botdo floral estadio 4 — curta 1775
FR1 Botao floral n°® 6, chumbinho n° 1, frutos estadios 1 € 2 — 2420
longa
FR2 Botéo floral n° 6, chumbinho n° 1, frutos estadios 1 ¢ 2 — 3343
curta

1A1 Calos embriogénicos 72
1A2 Linhagem embriogénica (folha) com inducao de 2,4D 1889
IC1 Linhagem ndo embriogénica (folha) sem inducdo de 2,4D 1552
LP1 Plantulas com tratamento de acido araquidonico 1066
LV4 Folhas jovens de galhos ortotropicos sem bion — longa 2513
LV5s Folhas jovens de galhos ortotropicos sem bion — curta 3464
LV8 Folhas plagiotropicas de plantas adultas sem bion —longa 3511
LV9 Folhas plagiotropicas de plantas adultas sem bion — curta 1597
NS1 Raizes com nematodide 286
PAI Linhagem embriogénica (calos primarios) 1534
PC1 Linhagem ndo embriogénica (folhas) com indugdo de 2,4- 1422

D




18

Tabela 1, conclusido

RM1 Folhas com ferrugem e bicho mineiro 2307
RT3 Raiz sem bion — longa 121
RTS5 Raiz com bion — longa 679
RT8 Raiz e células em suspensao na presenca de aluminio — 2989
curta
RX1 Ramos infectados com Xylella 5764
SH2 Estresse hidrico no campo (pool de tecidos) 3360
S13 Sementes germinando (inteira) 4433
SS1 Condig¢des normais - irrigado (pool de tecidos) 579
Coffea canephora
Biblioteca  Descricéo Reads
EC1 Calos embriogénicos 4616
SH1 Folhas - estresse hidrico 113
Coffea racemosa
Biblioteca  Descricéo Reads
FR4 Fruto 3127
FVv2 Fruto verde - estadio 1,2 ¢ 3 3137

Analises in silico sdo necessarias para minerar (identificar e selecionar)
os dados gerados pelos projetos de sequenciamento. No PBGC, o objetivo
dessas analises foi o de encontrar sequéncias de genes relacionados com
processos biologicos de interesse, como os que envolvem a obtengdo de
embrides somadticos. O envolvimento desses genes nos processos bioldgicos
deve ser confirmado usando a gendmica funcional, que envolve a caracterizagao
da variabilidade génica, modo de expressdo, fun¢do e interacdo dos genes em
mecanismos biologicos relacionados com o estabelecimento de caracteristicas
agronomicas.

Uma tecnologia bastante utilizada na gendémica funcional é a de
marcadores moleculares, definidos como qualquer fenétipo molecular oriundos

de um gene expresso ou de um segmento especifico de DNA (FERREIRA;



19

GRATTAPAGLIA, 1998). Os marcadores moleculares tém sido empregados no
melhoramento de plantas para diversos fins (FERREIRA, 2003), que t€ém como
exemplo: estudos de diversidade genética, caracterizagdo de bancos de
germoplasma, mapeamento génico (BOREM; CAIXETA, 2006).

Desta forma, torna-se importante a incorporacao de técnicas avancadas
de biotecnologia aos métodos tradicionais de melhoramento. A utilizacdo de
marcadores moleculares pode auxiliar o melhoramento dessa espécie de forma
bem ampla. As avaliagdes com esse tipo de tecnologia podem, por exemplo, ser
realizadas em estadios iniciais de desenvolvimento da planta, com vém
demonstrando a grande importancia na possivel otimiza¢do de protocolos na
obtencdo de embriogénese somatica em plantas, como o gene SERK (SCHMIDT
et al.,1997) e o BBM (BOUTILIER et al., 2002).

2.2 Embriogénese somética

Embriogénese somatica ou assexual é o processo pelo qual células
somaticas se desenvolvem em embrides semelhantes aos embrides zigoticos
(ZIMMERMAN, 1993) (Figura 1), passando, inclusive, pelo estagio globular,
coragdo e torpedo em dicotileddneas.

De acordo com Jiménez (2001), a embriogénese somatica ¢ um processo
que pode ser dividido em duas fases: indug¢do e expressdo. Durante a fase de
inducdo, células somaticas diferenciadas adquirem a competéncia e proliferam
como células embriogénicas que, na fase de expressdo, diferenciam-se para

formar embrides somaticos.
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Embriogénese Somatica

r'l I’" r" I" Regeneragéo da
- planta

Calos
Globular Cordiforme/
Torpedo .
Cotiledonar
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briog . g - Expansao

Maturagao Germinagao
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Globular  Cordiforme/

Torpedo Cotiledonar Dorméncia

Figura 1 Diferentes estagios de desenvolvimento do embrido durante as embriogéneses
somatica e a zigotica. Adaptado de Zimmerman, 1993

O termo “célula embriogénica” ¢ restrito as células que completaram sua
transicdo do estado somadtico para um estado no quais estimulos exogenos sdao
suficientes para produzir o embrido somatico — por exemplo, a aplicagdo de
reguladores de crescimento (JONG; SCHMIDT; VRIES, 1993; KOMAMINE et
al,. 1992). As células em estado de transi¢do incompleto sdo definidas como
células competentes (TOONEN et al.,1994).

Os cultivos embriogénicos contém tipos celulares em varios estagios de
desenvolvimento, presentes tanto como células isoladas ou como aglomerados

celulares (VAN ENGELEN; DE VRIES, 1992) e quanto mais desuniformes
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forem esses tipos, pior a qualidade do cultivo para fins tecnologicos, pois a
frequéncia dos tipos embriogénicos € baixa.

A regeneracdo de plantas via embriogénese somatica, inclui de mode
geral cinco passos: 1°- inicia¢do das culturas embriogénicas pelo cultivo do
explante primario em meio suplementado com reguladores de crescimento,
principalmente auxinas, mas muitas vezes também citocininas; 2°- proliferacao
das culturas embriogénicas em meio solido ou liquido suplementado com
reguladores de crescimento de modo semelhante a inicia¢do; 3°- pré-maturagéo
de embrides somaticos em meio sem reguladores de crescimento — isso inibe a
proliferacdo e estimula a formag¢do do embrido somatico; 4°- maturagdo dos
embrides somaticos pelo cultivo em meio suplementado com ABA e/ou com o
potencial osmotico reduzido; e 5°- regeneragdo de plantas em meio sem
reguladores de crescimento.

A embriogénese somatica pode ser induzida in vitro por via direta ou
indireta. Na via direta os embrides se desenvolvem a partir de células do tecido
organizado do explante e, na indireta, os embrides se desenvolvem a partir de
células de calos (ou de ECS) provenientes da desdiferenciagdo de células do
explante. Nesse caso, um meio mais complexo ¢ requerido para induzir a
desdiferenciacdo e divisdo das células do explante antes que elas expressem a
competéncia embriogénica (WILLIAMS; MAHESWARAN, 1986).

As condigdes para a inducdo em diferentes espécies e cultivares sdo
usualmente determinadas por tentativa e erro (HENRY; VAIN; BUYSER, 1994;
JACOBSEN, 1991), analisando o efeito de tratamentos como balango entre
reguladores de crescimento, concentracdes osmoticas, de pH, de aminoacidos e
sais, choque térmico e outros (AMMIRATO, 1983; ARMSTRONG; GREEN,
1985). Um dos fatores principais das condi¢des de indugdo € o balango entre
reguladores de crescimento. Embora as auxinas sejam os principais indutores,

citocininas ou acido abscisico (ABA) (NISHIWAKI et al., 2000), e mesmo
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auséncia de reguladores (CHOI et al., 1998) podem induzir a resposta
embriogénica.

Além destas condigdes, a frequéncia de indugdo depende também do
genotipo e do estagio de desenvolvimento do tecido usado como explante
(CARMAN, 1990), bem como dos teores de fitorménios endogenos (JIMENEZ,
2001). Em fun¢do da amplitude de tratamentos indutores, ¢ pouco provavel que
uma unica molécula seja responsdvel pela competéncia embriogénica
(TOONEN; DE VRIES, 1996) e pouco se conhece sobre os eventos de transicao
de células somaticas para células embriogénicas (JONG; SCHMIDT; VRIES,
1993).

Estudos histologicos sobre a morfologia e padroes de divisdo celular
durante os primeiros estagios de desenvolvimento do embrido somatico que o
primeiro evento é, frequentemente, uma rapida redugdo do vactolo, seguida pela
primeira divisdo celular. Divisdes celulares continuadas resultam entdo na
formacao de massas de células embriogénicas, que se caracterizam por serem
pequenas, isodiamétricas, possuirem alta razdo niicleo/citoplasma (citoplasma
denso e nucleo grande) e cujos nucleo e nucléolo sdo densamente corados
(GARRIDO et al., 1995; GUZZO et al.,, 1994; FRANSZ; SCHEL, 1991;
HALPERIN, 1966; HALPERIN; JENSEN, 1967; HO; VASIL, 1983; JONES;
ROST, 1989; PUIGDERRAJOLS; MIR; MOLINAS, 2001; KARLSSON;
VASIL, 1986; TAYLOR; VASIL, 1996;).

Embora as caracteristicas histoldgicas sejam um parametro seguro para
identificar células embriogénicas e, assim, avaliar a qualidade de uma suspensao
celular, ndo esta claro se a aquisicdo da competéncia embriogénica pelas células
somaticas reflete unicamente o tipo morfologico (JONG; SCHMIDT; VRIES,
1993).

Pelos dados obtidos de alfafa conslui-se que a polaridade celular

(KRIKORIAN; KELLY; SMITH, 1990; SANTOS; CUTTER; DAVEY, 1983) e



23

a primeira divisdo celular assimétrica (KOMAMINE et al., 1992) estdo
envolvidas na iniciagdo da embriogénese somatica, provavelmente pela
interferéncia dos reguladores de crescimento nos gradientes de pH e campos
elétricos ao redor das células (SMITH; KRIKORIAN, 1990). No entanto, um
estudo no qual se acompanhou por video uma suspensdo celular de cenoura
mostrou que também células ovais e alongadas foram capazes de se desenvolver
em embrides somdticos (TOONEN et al., 1994). Isso implica que um plano
determinado de divisdo ndo é necessario para a embriogénese somatica e que
membros heterogéneos de uma populagdo de células embriogénicas sdo capazes
de formar embrides somaticos.

Sabe-se que a indugdo e ativagdo de uma variedade de genes sdo
requisitos para a formagao do embrido vegetal e muitos estudos tém empregado
diferentes técnicas de screening para identifica-los (SCHMIDT et al.,1997).

Entretanto, o processo de aquisi¢do da competéncia embriogénica pelas
células somaticas deve envolver uma integracdo entre a reprogramacao dos
padrdes de expressdo génica com fatores anatdmicos e fisiologicos, que reflete
os processos de desdiferenciagdo, ativacdo da divisdo celular e mudanga no
destino da célula.

De fato, analises usando o gene SERK como marcador molecular para a
competéncia embriogénica em cenoura indicaram dados positivos para uma
classe de células alongadas da superficie do explante (SCHMIDT et al., 1997),
assim como para células morfologicamente embriogénicas de Dactylis
glomerata (SOMLEVA; SCHMIDT; DE VRIES, 2000). Estudos envolvendo a
expressdo ectopica do gene BBM em Arabidopsis thaliana e Brassica napus
apresentaram dados positivos para a indugdo de embrides somaticos
(BOUTILIER et al., 2002). Isso aumenta a possibilidade de que o gene SERK ,

assim como BBM possam estar envolvidos na aquisicdio da competéncia
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embriogénica, e até mesmo no aumento do niimero de embrides regenerados

durante a embriogénese somatica.

2.3 Genes SERK (Somatic Embryogenesis Receptor Kinase) e BBM (Baby
Boom)

Dentre o grupo dos principais genes envolvidos na embriogénese
somatica (BBM) (BOUTILIER et al., 2002), (LEC) (LOTAN et al., 1998,
STONE et al., 2001), (AGL1) (HECK et al., 1995), (PKL) (DEAN RIDER et al.,
2003), (WUS) (ZUO et al., 2002)e (SERK) (SCHMIDT et al., 1997), somente o
SERK foi bem sucedido como marcador especifico para distinguir células
individuais que formam embrido em suspensdo celular de cenoura, sendo
expresso durante a formagdo de massas pro-embriogénicas até o estadio globular
(SCHMIDT et al., 1997).

Os mesmos autores observaram pela primeira vez, mediante a hidridacao
in situ, a expressdo do SERK (DcSERK) em células embriogénicas de cenoura
isoladas a partir de culturas induzidas com 2,4-D durante sete dias. Um padrio
semelhante ao SERK também foi observado durante o inicio da embriogénese
zigotica, mostrando que o SERK tem a mesma via de sinalizagdo ativada tanto
durante a embriogé€nese zigbdtica quanto na embriogénese somatica (SCHMIT et
al., 1997). Homologos de DCSERK foram identificados em monocotiledoneas,
como por exemplo, em Dactylis glomerata (SOMLEVA; SCHMIDT; DE
VRIES, 2000) e Zea mays (BAUDINO et al., 2001), e em dicotiledoneas, por
exemplo, Arabidopsis thaliana (HECHT et al., 2001), Medicago truncatula
(NOLAN; IRWANTO; ROSE, 2003) e Helianthus annus (THOMAS et al.,
2004).

O gene SERK codifica um receptor transmembrana que contém um

dominio intracelular de proteina-kinase ¢ um dominio extracelular rico em
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repeti¢oes de leucina (LRR - Leucine-Rich Repeat), pertencente a uma grande e
diversificada familia de receptores kinases em vegetais (BECRAFT, 1998).
AtSerkl, homoélogo do cDNA SERK de cenoura, foi isolado de A. thaliana como
um dos cinco membros de uma familia génica, sendo detectado por hibridizagdo
in situ em Ovulos em desenvolvimento. Em 6vulos maduros, a expressdo foi
restrita a0 saco embriondrio, mas em todas as células. Nos estidgios mais tardios,
AtSerkl foi expresso no endosperma, no zigoto e nos embrides até a fase de
coracdo, quando entdo a expressdo cessou (HECHT et al., 2001).

Expressdo ectopica de AtSerkl sob controle de um promotor constitutivo
forte (35S::AtSerkl) mostrou que a frequéncia de iniciagdo de embrides
somaticos foi aumentada em aproximadamente quatro vezes nas plantulas
transgénicas, sugerindo que AtSerkl aumentou a competéncia embriogénica
(HECHT et al., 2001). A expressdo do gene AtSerkl também foi observada no
meristema apical do caule e cotilédones de plantulas de A. thaliana tratadas com
auxina. Esses sd30o os melhores locais nos quais calos embriogénicos emergem
em A. thaliana (MORDHORST et al., 1998). Essas observa¢des indicam que a
expressdo de AtSerkl ndo ¢ restrita a células embriogénicas, mas ¢ caracteristica
daquelas capazes de responder a sinais hormonais para formar embrides
somaticos (HECHT et al., 2001).

Utilizando-se  hibridizacdo subtrativa durante embriogénese de
micrésporo de Brassica napus, foi identificado um cDNA diferencialmente
expresso ¢ passou a ser denominado Baby Boom (BBM) (BOUTILIER et al.,
2002). O gene BBM codifica um fator de transcri¢do (denominado AP2/ERF),
especifico de plantas, que ¢ relacionado ao processo embriogénico e a
proliferagdo celular em regides meristematicas. Quando superexpresso em
Arabidopsis thaliana, Brassica napus (BOUTILIER et al., 2002) e Glycine max
(EL OUAKFAOQUI et al., 2010), induz a formagdo espontanea (sem adi¢do de

reguladores) de calos embriogénicos e de embrides somaticos. Um membro da
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familia do BBM (ANT), produz o mesmo efeito quando superexpresso em
Arabidopsis e, quando suprimido, provoca a redug¢do do niimero de células dos
calos (ELLIOTT et al., 1996; KLUCHER et al., 1996).

Em tabaco, a expressdo heteréloga do BBM induziu a formagio
espontanea de raiz e calos, em que uma quantidade de citocinina foi necessaria
para a formacao de embrides somaticos (SRINIVASAN et al., 2007)

Esses indicios levantam a hipotese de que tanto o SERK quanto o BBM
possam estar envolvidos no aumento e na aquisicdo da competéncia

embriogénica durante a embriogénese somatica.

3 CONSIDERAGOES SOBRE A COMPETENCIA EMBRIOGENICA

A embriogénese somatica é o processo pelo qual células hapldides ou
somaticas dipléides desenvolvem-se em plantas diferenciadas, pelos estadios
embriondrios caracteristicos, sem a fusdo de gametas (WILLIAMS;
MAHESWARAN, 1986). Diferentes origens de explantes em Coffea, como
fragmentos caulinares jovens, folhas, cotilédones, endosperma, embrido,
perisperma, antera e ovulo, ja foram testados para a produgdo de embrides
somaticos (NAKAMURA et al., 1992).

Os indutores para a obtengdo da embriogénese somatica in vitro sio
altamente variaveis, e a resposta celular é bastante indefinida. In vitro, a
embriogénese somadtica ¢ associada a condi¢des artificiais, altos niveis de
reguladores de crescimento exogeno e outros fatores de estresse. Embora a
embriogénese somatica desenvolva embrides somaticos semelhantes aos
embrides zigoticos, elas diferem em seus pontos de partida. Enquanto a
embriogénese zigética comeca com a dupla fecundacdo, a embriogénese
somatica comeca com a desdiferenciagédo e rediferenciagdo de células somaticas,

mas os eventos moleculares que ocorrem durante a embriogénese somatica e
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zigdtica sdo semelhantes a partir de uma fase precoce do desenvolvimento
embrionario.

Os melhores genes caracterizados até o momento ¢ que podem ser
associados com aquisi¢do e aumento da competéncia embriogénica sdo os genes
SERK e o BBM, identificados pela primeira vez por Schmidt et al. (1997) e por
Boutilier et al. (2002), respectivamente.

De modo geral, a super expressio do SERK em Arabidopsis thaliana
aumenta a frequéncia de iniciagdo de embrides (HECHT et al., 2001), ja o BBM
quando superexpresso em Arabidopsis thaliana, Brassica napus, induz a
formagdo espontanea (sem adi¢ao de reguladores) de calos embriogénicos e de
embrides somaticos (BOUTILIER et al., 2002).

O estabelecimento de suspensdes celulares embriogénicas a partir de
calos friaveis embriogénicos em Cofeea, tem mostrado varia¢do intraespecifica
(BERTHOULY; MICHAUX-FERRIERE, 1996; BIEYSSE; GOFFLOT;
MICHAUX-FERRIERE, 1993), principalmente com relagdo a necessidade e ao
tipo de reguladores de crescimento (BIEYSSE; GOFFLOT; MICHAUX-
FERRIERE, 1993). Assim, o uso de marcadores moleculares, tais como o SERK
e BBM, relacionado com a competéncia embriogénica pode ser de importancia

para a otimizag@o dos protocolos de aquisicao de suspensdes celulares.
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RESUMO

A obtengdo de suspensdes de células embriogénicas (ECS - Embryogenic Cell
Suspension) tem sido o alvo em trabalhos de indugdo in vitro a embriogénse
somatica com objetivos biotecnoldgicos, devido a maior eficiéncia das ECS
como material vegetal para transformagdo genética, producdo em larga escala ou
criopreservacdo de germoplasma. No entanto, a metodologia para obtengdo de
ECS ¢ quase empirica, devido aos protocolos experimentais serem genotipo-
dependentes. Analises histologicas das caracteristicas diferenciadoras entre
c¢lulas somaticas e embriogénicas podem ser usadas para aumentar a eficiéncia
metodolégica, porém, ndo permitem o diagndstico dos eventos indutores da
transicdo entre essas caracteristicas e, portanto, o estudo e obtengdo de
marcadores moleculares ligados a esses eventos passam a ser de extrema
utilidade. Nesse contexto, inicialmente foi realizada uma busca de sequéncias
homologas ao gene SERK (Somatic Embryogenesis Receptor Kinase) no banco
de dados do NCBI (National Center for Biotechnology Information) a partir de
sequéncias candidatas obtidas no banco de ESTs (Expression Sequences Tags),

gerado pelo Projeto Genoma Café Brasileiro. Dessa busca foram obtidos 18
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ESTs-contigs que apresentaram o dominio conservado das kinases (Pkc),
presente na sequéncia do SERK. A expresséo in vitro de trés ESTs-contigs (C36,
C166 e C170), que mostraram expressdo in Silico em bibliotecas de materiais
embriogénicos e calos ndo embriogénicos de cafeeiro (Vieira et al., 2006), foi
quantificada via RT-gPCR em calos embriogénicos (CE), calos ndo
embriogénicos (CNE) e suspensdes celulares embriogénicas (ECS) de Coffea
arabica cv. Catigua. O ESTs-contig 166, que apresentou também os dominios
ricos em leucina (LRR) e prolina (SPP) de SERK, formando um grupo isolado
em alta similaridade com os homélogos DCSERK (de Dacus carota), AtSERK1 e
AtSERK3 (de Arabidopsis thaliana), foi expresso in vitro aproximadamente 3,8
vezes mais em ECS do que em CE. Os ESTs-contigs 36 e 170 néo se agruparam
com C166 e foram expressos em ECS numa propor¢do de aproximadamente
12,5 e 3,6 vezes menores que C166, respectivamente. Em CE, a expressdo de
C36 foi praticamente basal, enquanto C170 ndo foi expresso. Todos
apresentaram expressao basal em CNE. Esses dados sugerem que C166 seja o
possivel ortologo de SERK em C. arabica (CaSERK) e indicam que essa
estratégia pode aumentar ainda mais a eficiéncia metodoldgica para a obtengdo

de ECS em C. arabica e em outras espécies.

Palavras-chave: Somatic Embryogenesis Receptor Kinase Suspensdes de

células embriogénicas Biotecnologia ESTs-contigs PCR em Tempo Real
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Anélise in silico e expressdo quantitativa in vitro de um possivel ort6logo de
SERK em suspensdo de células embriogénicas de Coffea arabica L.
(CaSERK)

INTRODUCAO

A embriogénese somdtica — formacdo do embrido a partir de células
somaticas, ¢ um mecanismo de reproducdo assexuada natural em algumas
espécies vegetais, mas que pode ser induzido in vitro de modo generalizado.
Porém, as condi¢des experimentais de indugdo a embriogénese somatica — ou da
aquisi¢o do potencial embriogénico pela célula somatica, sdo especificas ao
genotipo, tecido e fase de desenvolvimento da planta matriz, o que torna
praticamente empirica a obtengdo dos protocolos (Namasivayam, 2007).

No entanto, andlises histologicas podem aumentar a eficiéncia
metodolégica. Células com potencial embriogénico caracterizam-se por serem
pequenas, isodiamétricas, possuirem nucleo grande, nucléolo evidente,
citoplasma denso, microvactiolos e serem ricas em amiloplastos (Georget et al.,
2000; Quiroz-Figueroa et al., 2006; Namasivayam, 2007), assemelhando-se as
c¢lulas meristematicas (Guerra et al., 1999). De fato, em agrupamentos de
c¢lulas embriogénicas, contidos em suspensdes celulares de banana, as células
que estdo formando o embrido (embriondrias) t€m poucos amiloplastos, mas sdo
circundadas pelas embriogénicas (Georget et al., 2000), de modo que se
estabelece uma relagdo entre fonte e dreno dentro do agrupamento. Esses dados
foram usados para classificar e avaliar a qualidade de ECS de banana (Georget
et al., 2000).

Embora as analises histoldgicas sejam de grande utilidade metodologica
na obten¢do de ECS, obviamente ndo permitem detectar os eventos moleculares

que induzem a diferenciagdo morfoldgica associada ao potencial embriogénico.
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Portanto, a detecc@o desses eventos nas fases iniciais do cultivo in vitro pode ser
um fator fundamental para o aumento da eficiéncia.

Nesse contexto, sabe-se que varios genes sdo diferencialmente expressos
durante as fases de indugdo, desenvolvimento e maturagdo do embrido zigotico
ou somatico. Dentre todos os genes envolvidos na aquisi¢do do potencial
embriogénico, o gene SERK (Somatic Embryogenesis Receptor-like Kinase) tem
sido considerado o marcador mais especifico.

O SERK codifica uma proteina transmembranar que contém o dominio
intracelular conservado das kinases (Pkc — Protein Kinase) (Hanks et al., 1988) e
um dominio extracelular que contém repeticdes ricas em leucina (LRR —
Leucine-Rich Repeat), associado as intera¢des proteina-proteina (Diévart e
Clark, 2004; Kobe e Deisenhofer, 1994). O dominio LRR diferencia as proteinas
SERK das demais kinases receptoras de membrana (RLK — Receptor-Like
Kinase) (Schimit et al., 1997; Hecht et al., 2001) e as caracterizam como LRR-
RLKs exclusivas de plantas (Walker, 1994). Porém, as proteinas SERK contém
mais um dominio extracelular rico em prolina (SPP), talvez associado a
interagcdes com a parede celulodsica, que ainda as distinguem das demais LRR-
RLKSs (Hecht et al., 2001).

A provavel funcdo das proteinas LRR-RLKs reside no mecanismo de
transduc@o de sinais. Em resposta a um estimulo, as LRR-RLKs formam homo-
ou heterodimeros com outras RLKs, causando a fosforilacio do dominio
intracelular Pkc ¢ desencadeando as reacdes em cascata da transducdo do sinal
(Hecht et al., 2001; Becraft, 1998; Becraft, 2002). Desse modo, LLR-RLKSs
estariam envolvidas em varios processos celulares, incluindo a embriogénese. A
comunicagdo célula-célula é importante para a formac¢do do embrido e um dos
mecanismos de comunicagdo propostos é a sinalizagdo via LRR-RLKs (von
Arnold et al., 2002). De fato, o padrido temporal de expressio do SERK

compreende desde as fases de aquisicdo do potencial embriogénico até a fase
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globular do embrido (Schmidt et al., 1997), coincidindo, de modo geral, com o
requerimento de auxinas para a multiplicagdo celular indiferenciada na formagao
de calos (Nolan et al., 2003; Sharma et al., 2008; Singla et al., 2008) e com o
requerimento da auséncia do regulador para que ocorra o espessamento das
paredes celulares (Vasil, 1988), que é um possivel fator de formacdo da
ectoderme do pré-embrido, necessaria para que ocorram as divisdes celulares
periclinais que dirigem a organizacdo tecidual do embrido em desenvolvimento
(von Arnold, 2008).

A expressdo de SERK foi identificada pela primeira vez em células
somaticas individuais que formam embrido em suspensdo de cenoura (Schmidt
et al.,, 1997) e abrange desde a formagdo de massas pro-embriogénicas até o
estagio globular de embrides em cenoura (Schmidt et al.,, 1997), Dactylis
glomerata (Somleva et al., 2000), Arabidopsis thaliana (Hecht et al., 2001),
Helianthus annuus (Thomas et al., 2004), Medicago truncatula (Nolan et al.,
2003), Ocotea glomerata (Santa-Catarina et al., 2004), Citrus unshiu (Shimada
et al., 2005), Theobroma cacao (de Oliveira Santos et al., 2005) ¢ Musa spp
(Huang et al., 2010). Em Arabidopsis, a superexpressdo do AtSERK1 ocasionou
aumento na taxa de formagdo de embrides somaticos (Hecht et al., 2001) e mais
da metade das RLKs encontradas nesta planta modelo contém de 1 a 32 LRRs
(Shiu e Bleecker, 2001), o que torna o motif extracelular exclusivo de plantas
mais comumente encontrado nas interacdes proteina-proteina (Kobe e
Deisenhofer, 1994; Diévart e Clark, 2004).

Neste trabalho, possiveis homodlogos do SERK foram identificados in
silico e quantitativamente expressos (RT-qPCR) em materiais histologicamente
qualificados como calo embriogénico (CE), calo ndo embriogénico (CNE) e
suspensdo de células embriogénicas (ECS) de C. arabica cv. Catigua, com o

objetivo de avaliar o uso do SERK como marcador molecular do potencial
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embriogénico de cultivos in vitro de cafeeiro, durante o desenvolvimento de

protocolos para ECS dessa espécie.

MATERIAL E METODOS
Busca de sequéncias homdlogas ao SERK

Sequéncias candidatas ao gene SERK foram obtidas no banco de ESTs
(Expression Sequences Tags) gerado pelo Projeto Genoma Café Brasileiro
(Vieira et al., 2006). Por meio da interface Gene Project desse projeto
(http://www.lge.ibi.unicamp.br/cafe), foi possivel buscar reads e formar clusters
a partir da consulta com as palavras-chave “SERK” e “Somatic Embryogenesis
Receptor-like Kinase” e do BLAST (Basic Local Alignament Search; Altschul et
al., 1997) de oito sequéncias nucleotidicas (BLASTn) de SERK e suas
respectivas sequéncias aminoacidicas (tBLASTn) (acessos: AJ863559.1;
AY570507.1; EF370120.1; ABI188249.1; AF485384.1; AF485385.1;
AF485386.1; EF623824.1) depositadas no banco de dados do NCBI (National
Center for Biotechnology Information; http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Dessa
busca foram selecionados 866 reads que mostraram alinhamento significante (e-
value > 10™). Esses reads foram agrupados em clusters, formando 175 ESTs-
contigs e 286 singlets. As sequéncias aminoacidicas desses ESTs-contigs foram
deduzidas usando a interface EXPASY (http://ca.expasy.org/tools/dna.html) e a
integridade do dominio Pkc presente no SERK foi verificada utilizando o
programa NCBI Conserved Domain Search. Sequéncias com o dominio Pkc
completo foram comparadas com as sequéncias de SERK usando o algoritmo
BLASTx. Destes, 18 ESTs-contigs que apresentaram similaridade foram
agrupados em um dendrograma com sequéncias de SERK e analisados quanto a

expressdo génica in silico nas bibliotecas do Projeto Genoma Café Brasileiro.
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Dendrograma de similaridade

As sequéncias dos 18 ESTs-contigs selecionados, similares ao SERK
e/ou de kinases foram alinhadas (ClustalW; Thompson et al., 1994) e agrupadas
(MEGA 4; Tamura et al., 2007), usando o modelo de comparagido Neighbor-
joining (Saitou e Nei, 1987), pelo método de p distance e supressdo pair-wise. A
validade do dendrograma quanto a distancia dos clusters foi dada pelo teste
probabilistico de bootstraps (Sitnikova et al., 1995).
Expresséo génica in silico — Northern eletrénico

Para andlise da expressdo génica in silico, as frequéncias dos reads
formadores de cada ESTs-contig expresso nas bibliotecas foram normalizadas, ja
que as bibliotecas ndo possuiam o mesmo tamanho. A normalizagdo consistiu
em multiplicar a frequéncia de cada read pela razdo entre o nimero total de
reads de todas as bibliotecas e o nimero de reads da biblioteca na qual o dado
read foi expresso. Com os resultados da normalizagdo, uma matriz foi
processada usando os programas Cluster ¢ TreeView (Eisen et al., 1998), na qual
se relacionaram bibliotecas e clusters de ESTs-contigs, agrupados por hierachial
clustering. Dos resultados in silico, foram selecionados trés ESTs-contigs para
analisar quantitativamente a expressdo dos genes candidatos em materiais
vegetais.
Material Vegetal

Calos Embriogénicos (CE), Calos Nao Embriogénicos (CNE) e
Suspensdo de Células Embriogénicas (ECS) constituiram os materiais vegetais
utilizados para a obtengdo de RNA. Estes materiais foram obtidos ap6s o quinto
més de cultivo in vitro de explantes foliares de C. ardbica cv. Catigud, de acordo
com Teixeira et al. (2004) e assim foram caracterizados a partir de analises
histolégicas. Os trabalhos foram realizados no Laboratorio Central de Biologia

Molecular (LCBM), da Universidade Federal de Lavras (UFLA).
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Caracterizacao histologica

Amostras dos materiais vegetais foram fixadas com FAAs, (10% de
formol a 40% + 5% de acido acético + 50% de etanol, v/v) durante 48h sob
temperatura ambiente, desidratadas em série etilica (60 a 100%) e incluidas em
resina epoxi (Historesin”, Leica) de acordo com protocolo do fabricante. Se¢des
com 5 pum de espessura foram obtidas em microtomo rotatorio manual (Reichert-
Jung, 1130), coradas com azul de toluidina a 0,05% e observadas sob

microscopio de luz (Zeiss, Axioscope).

Quantificacao da expresséo génica

A expressdo dos genes candidatos foi quantificada mediante RT-qPCR
com primers desenhados no programa Primer Express 3.0 (Applied Biosystem) a
partir das sequéncias dos trés ESTs-contigs selecionados in silico e das
sequéncias de ACTIN e de GAPDH de cafeeiro (Barsalobres-Cavallari et al.,
2009), usadas como controle endégeno. Para os ensaios, foi extraido RNA total
de CE, CNE e ECS em trés repetigdes biologicas com o Kit NucleoSpin®
(Macherey-Nagel), de acordo com o protocolo do fabricante. A verificagdo
quanto a auséncia de DNA foi feita mediante uma PCR com o controle
endégeno ACTIN. A integridade do RNA extraido e a eliminagdo do DNA foram
avaliadas em gel de agarose a 1,2% e as amostras de RNA foram quantificadas
por espectrofotometria (NanoDrop 1000). O grau de pureza das amostras foi
determinado pela razdo entre A260/A280 e A260/A230, considerada ideal
dentro do intervalo entre 1,6 a 2,1. As solu¢des de RNA das repetigdes foram
juntadas em um pool de RNA, na concentragdo final de 100 ng/uL. Em seguida,
foram sintetizados cDNAs em reac¢des de transcrigdo reversa usando o Kit High-
Capacity” (Applied Biosystems), de acordo com protocolo do fabricante. Essas
reagdes foram realizadas com 10 pL do mix de reagdo do kit + 10 uL do pool de

RNA [1 pg] durante 10 min a 25 °C, 120 min a 37 °C e 5 min a 85 °C. Com os
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cDNAs obtidos, foram realizadas amplificagdes [ABI PRISM 7500 Real-Time
PCR; software versdo 2.0.1 (Applied Biosystems)] com o SYBR® Green, de
acordo com o protocolo do fabricante. As amplificagdes ocorreram com,
aproximadamente, 10 ng de cDNA + 10 ng de primer durante 5 min a 50 °C, 10
min a 95 °C, seguidos por 40 ciclos de 15 s a 95 °C, 1 min a 60 °C e finalizadas
durante 15 s a 95 °C. Os dados de expressdo, resultantes das amplificagdes,
foram normalizados [ACT = CT (gene alvo) — CT (controle endogeno)] e
quantificados relativamente (RQ = 2 ~*2“T) com base nos Cts (Cycle Threshold)
da expressdo dos controles endogenos (calibrador) [AACT = ACT (amostra) —
ACT (calibrador)] ACTIN e GAPDH presentes na mesma reagao. A eficiéncia
das reagdes foi aferida mediante a equagdo (1+E) =10("*°P®) (Ramakers et al.,

2003). Todos os pares de primers tiveram eficiéncia maior que 0,86.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A expressao quantitativa de genes marcadores do processo embriogénico
pode ser um fator chave para o aumento de eficiéncia metodologica durante o
desenvolvimento de protocolos para a obtencdo de ECS, com objetivos
biotecnologicos. A expressao de trés ESTs-contigs isolados a partir de
bibliotecas de materiais embriogénicos e de calos ndo embriogénicos
provenientes de cafeeiro (Vieira et al., 2006) foi quantificada em ECS, CE e
CNE provenientes de C. arabica cv Catigud. Um desses ESTs-contigs se
agrupou in silico com o gene SERK e mostrou expressdo in vitro em ECS. O
SERK pertence a uma familia multigénica que codifica um receptor de
membrana kinase-simile especifico de plantas cuja fun¢do tem sido associada a
percep¢ao de moléculas sinalizadoras que desencadeiam o processo
embriogénico em células somaticas ou zigodticas (Schmidt et al., 1997; Thomas e
Jimenés, 2005; Ikeda et al., 2006) e tem sido especificamente expresso desde as

fases iniciais da embriogénese somatica até a fase globular do embrido em varias
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espécies (Schmidt et al., 1997; Somleva; et al., 2000; Hetch et al., 2001; Thomas
et al., 2004; Nolan, et al., 2003; Santa-Catarina et al., 2004; Shimada et al.,
2005; de Oliveira Santos et al., 2005; Huang et al., 2010).
Caracterizacdo histologica

As suspensdes celulares foram iniciadas a partir de calos embriogénicos.
Esses calos, de coloragdo amarelo-creme e de estrutura granulosa e fridvel
(Figura 1 A), sdo tidos como adequados ao estabelecimento de suspensdes
celulares, pois podem originar embrides somaticos numa frequéncia elevada em
café (Teixeira et al., 2004) ¢ banana (Georget et al., 2000; Strosse et al., 2003),
enquanto que calos ndo embriogénicos, de estrutura cristalina e aquosa (Figura 1
A), apresentam grande quantidade de células vacuoladas, que, neste trabalho,
aparentaram avangado processo de degeneragdo (Figura 1). O agrupamento de
células embriogénicas, densamente coradas com azul de toluidina, tanto em
ECS, quanto em CE (Figura 1), aparentemente representa a fase de
proembridide, que ¢ a primeira etapa na formacdo de embrides somaticos
(Bieysse et al., 1993). Embrides somaticos originam-se desses agrupamentos.
Durante sua formacao, se estabelece uma relagdo fonte dreno, morfologicamente
estruturada por um subgrupo de poucas células com poucos amiloplastos
(embrionarias); circundadas por uma grande quantidade de células
embriogénicas, ricas em amiloplastos (Georget et al., 2000).
Andlise in silico e expressao génica das sequéncias dos possiveis homdélogos

Das buscas in silico foram obtidos 175 ESTs-contigs com similaridade
significante ao SERK (e- value > 10™*). Desses ESTs-contigs, 18 apresentaram o
dominio Pkc completo (Figura 2) e/ou similaridade ao SERK, ¢ foram
submetidos ao Northen eletrénico em bibliotecas de cafeeiro (Vieira et al., 2006)
(Figura 3). ESTs-contigs que foram expressos tanto em materiais embriogénicos,
quanto em calos ndo embriogénicos e que ndo se agruparam com os homologos

de SERK foram descartados para a posterior analise in vitro, restando trés ESTs-
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contigs (C36, C166 ¢ C170) escolhidos pelos fatos de (i) C166 ter mostrado
maior expressdao em trés bibliotecas de materiais embriogénicos [células em
suspensdo tratadas com NaCl (CS1), calos embriogénicos primarios (PAl) e
calos embriogénicos (EA1, IA1, IA2) (Figura 3)] e ter apresentado os dominios
LRR e SPP, em alta similaridade com DCSERK (Schmit et al., 1997), AtSERK1 e
AtSERK3 (Hecht et al., 2001) (Figura 4), sendo o tnico dos trés ESTs-contigs
que formou um grupo distinto com os homélogos do SERK (Figura 5); (ii) C36
ter sido expresso somente na biblioteca de calos ndo embriogénicos tratados e
ndo tratados com 2,4-D [CAl, IC1, PCI( Figura 3)]; e (iii) C170 ter sido
expresso somente em biblioteca de células em suspensdo tratadas com
acibenzolar-S-metil e brassinosterdides [BP1 e CB1 (Figura 3)].

Com base nesses resultados, foram desenhados primers para as
sequéncias desses trés ESTs-contigs para quantificar in vitro a expressdo dos
mesmos em ECS, CE ¢ CNE de C. arabica cv. Catigud. Os dados mostram (i)
expressdo variavel de C166 em todos materiais, porém, mais expressiva em
ECS; (ii)) menor expressio de C170, praticamente restrita a ECS; e (iii)
expressao praticamente basal de C36, em todos os materiais (Figura 6).

Embora C166 tenha sido expresso in vitro em todos materiais de C.
arabica cv. Catigua e homodlogos do SERK2 mostrem expressdo constitutiva
[AtSERK2 (Baudino et al., 2001), OSSERK (Ito; et al., 2005), ZmSERK2
(Baudino et al., 2001) e VVSERK2 (Schellenbaum et al., 2008)], a maior
expressdo de C166 em ECS (Figura 6) indica que a expressdo foi diferencial em
cafeeiro. Além disso, C166 apresentou alta homologia com AtSERK1, AtSERK3
e DCSERK, que foram expressos em materiais embriogénicos (Schmidt et al.,
1997; Hecht et al., 2001). VVSERK1 e VVSERKS3 também foram expressos em
materiais embriogénicos e agrupados com AtSERK (Schellenbaum et al., 2008).
Desse modo, ¢ mais plausivel considerar que a expressdo de C166 em todos os

materiais seja devido a heterogeneidade dos mesmos quanto as porgdes de
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células embriogénicas e nao embriogénicas, embora CNE pareca menos
heterogéneo (Figura 1).

Portanto, considerando (i) a possibilidade dos dados de expressdo in
vitro terem refletido a heterogeneidade do material vegetal; (ii) a indicagdo de
que o C166 funcione como um receptor de membrana do tipo LRR-RLK
(Walker, 1994), devido a predigdo das estruturas LRR, SPP ¢ Pkc de SERK
(Hanks et al., 1988), em alta homologia com AtSERK1, AtSERK3 e¢ DcSERK
(Figura 4); e (iii) sua expressdo in silico em bibliotecas de materiais
embriogénicos (Vieira el al., 2006) (Figura 3) e in vitro em ECS e CE de
cafeeiro cv Catigud (Figura 6), sugere-se que o ESTs-contig 166 seja o principal
candidato a marcador molecular para a competéncia embriogénica de ECS de
cafeeiro — ou, o ortdlogo do SERK em C. arabica sendo denominado CaSERK.

Os ESTs-contigs 36 e 170 apresentaram o dominio completo das
kinases, mas ndo se agruparam com o C166 e os homologos de SERK (Figura 5).
A expressdo do C170 foi 3,6 vezes menor que a do C166 em ECS e ndo foi
expresso em CE (Figura 6). Dada a heterogeneidade desses materiais vegetais,
esperava-se que o C170 fosse expresso também em CE, assim como o C166,
apesar da ndo expressdo em CE estar de acordo com a expressdo in silico, na
qual o C170 foi expresso apenas na biblioteca de células em suspensdo tratadas
com acibenzolar-S-metil e brassinosterdides (Figura 3). O fato do C170 ter sido
expresso nessa biblioteca o relaciona ao mecanismo de sinalizagdo via
brassinosterdides que controla a imunidade inata de gendtipos resistentes a
patogenos (Karlova et. al., 2006, 2009). SERK3 faz parte desse mecanismo, e
esse membro da familia SERK, também denominado BAK1
[BRASSINOSTEROID INSENSITIVEL (BRI1) - ASSOCIATED KINASE1], é um
correceptor de BR1. Em Arabidopsis, a fungdo imunologica de SERK3 ¢
dependente de brassinosteroides exdgenos e parcialmente redundante com

SERK1 (Albrect et al., 2008). Em Musa spp, MaSERK1 foi associado a
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competéncia embriogénica de ECS, bem como a resisténcia contra Fusarium,
num estudo entre uma cultivar resistente, que expressa MaSERK1 em alto nivel
sob pressdo de indculo e outra suscetivel, que ndo expressa (Huang et al., 2010).
Como o C170 ndo pertence a familia do SERK, ele representa uma kinase-simile
que pode ou ndo estar envolvida como um cofator na provavel fungdo
sinalizadora do C166 [CaSERK em alta homologia com AtSERK1 ¢ AtSERK3
(Figura 4)], j& que ambos foram expressos em ECS. Além dessa, permanece em
aberto a questdo da expressdo do C170 em ECS, mas ndo em CE, ambos
materiais heterogéneos quanto as quantidades de células embriogénicas e ndo
embriogénicas.

De modo semelhante ao C170, esperava-se que o C36 fosse expresso de
modo significativo em CNE, de acordo com a expressdo in silico restrita a
bibliotecas de calos ndo embriogénicos induzidos ou ndo com 2,4 D (CAl, IC1,
PC1; Figura 3). No entanto, a expressdo foi praticamente basal em todos os
materiais vegetais (Figura 6). Dada a heterogeneidade dos mesmos, era esperado
que o C36 fosse expresso em baixos niveis em ECS e CE. Porém, o nivel mais
baixo foi justamente em CNE (Figura 6). A explica¢do mais plausivel para isso é
que grande parte das células dos CNEs nesse trabalho aparentemente
encontravam-se em avancado estidgio de degradag¢do, dado o alto grau de
vacuolizagdo e de desestruturagdo celular (Figura 1 D). O ESTs-contig 36 foi
escolhido como um controle negativo do processo embriogénico, no entanto, a
expressdo praticamente basal e constante nos materiais heterogéneos de ECS e
CE indicam que a expressdo do C36, uma kinase-simile, pode ter sido
constitutiva (Figura 6).

Os dados obtidos com os ESTs-contigs 36 e¢ 170 ndo foram conclusivos
quanto a fungdo bioldgica, nem quanto ao uso proposto. No entanto, talvez as
respostas de expressdo desses ESTs-contigs sejam diferentes em materiais

vegetais menos heterogéneos e/ou calos ndo embriogénicos viaveis, isso ¢, que
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apresentem células viaveis independentemente da capacidade embriogénica. Por
outro lado, na obten¢@o de ECS para fins biotecnoldgicos, os materiais vegetais
sob desenvolvimento in vitro sdo sempre heterogéneos e, nessas condi¢des, o
ESTs-contig 166, provavel ortdlogo do SERK em C. arabica (CaSERK),
mostrou que pode ser um bom pardmetro de avaliagdo do potencial

embriogénico de materiais vegetais de cafeeiro sob desenvolvimento in vitro.
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Figura 1 Morfologia de CE, CNE e ECS. [material embrlogemco (setas vermelhas)
material ndo embriogénico (setas amarelas)]. A: CE e CNE apds 5 meses de cultivo. B,
C, D, E e F: Cortes histologicos de (B), CE heterogéneo mostrando agrupamentos de
células embriogénicas (densamente coradas) e ndo embriogénicas (vacuoladas); (C),
detalhe de células embriogénicas em CE mostrando nucleo proeminente e citoplasma
denso; (D), detalhe de células vacuoladas em CNE; (E e F) ECS heterogénea
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Figura 2 Dominio Pkc do C166 denominado CaSERK, identificado no programa NCBI
Conserved Domains Search.
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Figura 3 Northern eletronico representando niveis de expressdo dos ESTs-contigs nas
bibliotecas de café (Vieira et al., 2006). [quanto mais escuros os tons de cinza, maior a
expressdo]. BP1 — Células em suspensdo tratadas com acilbenzolar-S-metil; CB1 —
Células em suspensdo tratadas com acilbenzolar-S-metil ¢ brassinosteroides; CL2 —
Hipocotilos tratados com acilbenzolar-S-metil; CS1 — Células em suspensdo tratadas
com NaCl; EAL, IAl, IA2 — Calo Embriogénico; EM1, SI3 — Sementes Germinando
(sementes inteiras e embrides zigdticos); FB1, FB2, FB4 — Botoes florais em diferentes
estagios de desenvolvimento; FR1, FR2 — Botdes florais + frutos chumbinho no 1°
estagio + frutos em diferentes estagio; FR4 — Fruto (Coffea racemosa); CAl, IC1, PC1
— Calo ndo embriogénico com e sem 2,4-D; LV4, LV5 - Folhas jovens de galhos
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ortotropicos; LV8, LV9 — Folhas maduras de galhos plagiotrépicos; PAL — Calo
embriogénico primario (Coffea arabica L.); RM1 — Folhas infectas com ferrugem e
bicho mineiro; RT8 — Raiz ¢ células em suspensdo na presenga de aluminio; RX1 —
Ramos infectados com XerIIa ssp.; SH2 — Estresse hidrico no campo.
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Figura 4 Alinhamento multiplo das sequéncias deduzidas de aminoacidos do C166 com
os homologos AtSERK 1, AtSERK 3 e DCSERK mostrando a alta homologia dos
dominios conservados da proteina SERK (LRR e SPP). Os residuos marcados em preto
indicam 100% de similaridade.
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Figura 6 Perfil da expressdo quantitativa relativa (RQ), obtido por RT-qPCR, dos ESTs-
contigs (C36, C166 e¢ C170) identificados em bibliotecas de cafeeiro (Vieira et al.,
2006). As colunas representam a expressdo de transcritos génicos em diferentes
materiais embriogénicos (ECS — Suspensdo de Células Embriogénicas; CE — Calos
Embriogénicos e CNE — Calos Nao Embriogénicos) de C. arabica cv. Catigua. (valores
de expressdo = média de tréplicas técnicas; controles endogenos = ACTIN ¢ GAPDH,;
amostra de referéncia = CNE).
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RESUMO

A aquisi¢do de suspensdes de células embriogénicas [ECS (Embryogenic Cell
Suspension)] tem sido um dos principais objetivos para maximizar a propagagao
clonal do cafeeiro. Porém, o desenvolvimento de protocolos ¢ um processo
quase empirico, pois os requerimentos de inducdo a embriogénese somatica sdo
gendtipo dependentes. Analises histologicas das caracteristicas diferenciadoras
entre células somaticas e embriogénicas podem ser usadas para aumentar a
eficiéncia metodoldgica, no entanto, ndo permitem identificar os eventos
moleculares indutores da diferenciacdo da morfologia celular somatica para a
embriogénica. Portanto, o estudo e obtengdo de marcadores moleculares ligados
aos eventos de transicdo dessas caracteristicas passam a ser extrema utilidade.
Um desses marcadores é o gene BBM (Baby Boom), que é relacionado ao
processo embriogénico e a proliferacdo celular. Nesse contexto, inicialmente foi
realizada uma busca de sequéncias homoélogas ao BBM no banco de dados do
NCBI (National Center for Biotechnology Information), a partir de sequéncias
candidatas obtidas no banco de ESTs (Expression Sequences Tags), gerado pelo

Projeto Genoma Café Brasileiro. Dessa busca foram obtidos nove ESTs-contigs
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que apresentaram um ou dois dominios AP2/ERF completos, presentes na
sequéncia do BBM. A expressdo in vitro de dois ESTs-contigs (C2 e C9), que
mostraram expressdo in silico em bibliotecas de calos embriogénicos e de
suspensdao celular do cafeeiro, foi quantificada via RT-gPCR em calos
embriogénicos (CE), calos nao embriogénicos (CNE) e suspensdes celulares
embriogénicas (ECS) de Coffea arabica cv. Catigua. O ESTs-contig 9, que
apresentou dois dominios AP2/ERF e alta similaridade com os homodlogos
AtBBM, ANT de Arabidopsis thaliana, GmBBM1 de Glycine max e MtBBM de
Medicago truncatula, foi expresso in vitro aproximadamente 2 vezes mais em
ECS do que em CE e ndo foi expresso em CNE. O ESTs-contig 2, que
apresentou um dominio AP2/ERF, foi expresso de modo basal em CNE e
aproximadamente 66 ¢ 311 vezes menos que C9 em ECS e CE, respectivamente.
Esses dados sugerem que C9 seja o possivel ortdlogo de BBM em C. arabica
(CaBBM) ¢ indicam que o uso dele como marcador molecular pode aumentar
ainda mais a eficiéncia metodoldgica durante a obtencdo de materiais

embriogénicos de cafeeiro.
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Anélise in silico e expressdo quantitativa in vitro de um possivel ort6logo de
BBM em calos embriogénicos e suspensdo de células embriogénicas de
Coffea arabica L. (CaBBM)

INTRODUCAO

A embriogénese somdtica — formacdo do embrido a partir de células
somaticas, ¢ um mecanismo de reproducdo assexuada natural em algumas
espécies vegetais, mas que pode ser induzido in vitro de modo generalizado.
Porém, as condigdes experimentais que induzem as células somaticas a
adquirirem o potencial embriogénico sdo especificas ao genotipo, tecido e fase
de desenvolvimento da planta da qual se obtém o explante, o que torna
praticamente empirica a obtengdo dos protocolos [1-4].

Células com potencial embriogénico se caracterizam por serem
pequenas, isodiamétricas, possuirem nuacleo grande, nucléolo evidente,
citoplasma denso, microvacuolos e ricas em amiloplastos [4-6], assemelhando-se
as células meristematicas [7]. De fato, em agrupamentos de células
embriogénicas, contidos em suspensoes celulares de banana, as células que estdo
formando o embrido (embridnicas) tém poucos amiloplastos, mas sao
circundadas pelas embriogénicas [5], de modo que se estabelece uma relagao
entre fonte e dreno dentro do agrupamento. Esses dados foram usados para
classificar e avaliar a qualidade de ECS em banana, mas, obviamente, ndo
permitem detectar os eventos moleculares que induzem a diferenciacdo
morfoldgica associada ao potencial embriogénico, o que poderia ser fator ainda
mais fundamental de eficiéncia.

De modo geral, o processo embriogénico € iniciado por auxinas ou
citocininas, que promovem a proliferacdo de células indiferenciadas. Num

segundo momento, auxinas devem ser retiradas para que ocorra a indugdo a
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embriogénese e consequente desenvolvimento da protoderme para que as células
embrionarias possam se dividir periclinalmente, resultando na invaginagdo
tecidual e estabelecimento do eixo embrionario [8, 9]. Nesse processo, diferentes
conjuntos de genes sdo expressos de modo coordenado para conduzir as
mudancas do crescimento vegetativo para o desenvolvimento embriogénico. A
expressdo diferencial ou a superexpressdo desses genes relacionam-se a um
aumento da capacidade embriogénica pela célula somatica. Esses genes
possivelmente sdo regulados pelo gene Baby Boom (BBM) [10, 11].

O gene BBM codifica um fator de transcricdo (denominado AP2/ERF),
especifico de plantas, que ¢é relacionado ao processo embriogénico ¢ a
proliferacdo celular em regides meristematicas. Quando superexpresso em
Arabidopsis thaliana, Brassica napus [10] e Glycine max [12], induz a formagio
espontanea (sem adi¢do de reguladores) de calos embriogénicos e de embrides
somaticos. O ANT (membro da familia BBM), produz o mesmo efeito quando
superexpresso em Arabidopsis e, quando suprimido, provoca a redugdo do
numero de células dos calos [13, 14].

As proteinas AP2/ERF sdo assim denominadas por conterem o dominio
AP2/ERF de ligagdo ao DNA, que foi identificado pela primeira vez em
APETALA2 (AP2) e em ERF (Ethylene-Responsive Factors) [15-18]. Proteinas
AP2/ERF sao divididas em duas subfamilias, com base na presenca de um
(subfamilia ERF) ou de dois dominios de ligagdo AP2/ERF (subfamilia AP2)
[19]. Proteinas do BBM pertencem a subfamilia AP2, cujos membros incluem
APETALA2Z - AP2 [15], Indeterminate spikeletl- Ids1 [20], AINTEGUMENTA —
ANT [13, 14], Glossyl5 - GI15 [21] e ZMMHCF1 [22]. Enquanto membros da
subfamilia AP2 estdo relacionados a processos embriogénicos, os membros da
subfamilia ERF se relacionam, em geral, a processos de estresses bioticos e

abioticos [19, 23-25].
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Neste trabalho, possiveis homélogos do BBM foram identificados in
silico e quantitativamente expressos (RT-qPCR) em materiais histologicamente
qualificados como calos embriogénicos, calos ndo embriogénicos e suspensio de
células embriogénicas de C. arabica cv. Catigua com o objetivo de avaliar o uso
do BBM como marcador molecular da aquisi¢do embriogénica de cultivos in
vitro de cafeeiro durante o desenvolvimento de protocolos para calos

embriogénicos e ECS dessa espécie.

MATERIAL E METODOS
Busca de sequéncias homdlogas ao BBM

Sequéncias candidatas ao gene BBM foram obtidas no banco de ESTs
(Expression Sequences Tags) gerado pelo Projeto Genoma Café Brasileiro [26].
Por meio da interface Gene Project desse projeto
(http://www .lge.ibi.unicamp.br/cafe), foi possivel buscar reads ¢ formar clusters
a partir da consulta com as palavras-chave “BBM”, “Baby Boom” ¢ do BLAST
(Basic Local Alignament Search; [27]) das sequéncias nucleotidicas (BLASTn)
¢ aminoacidicas (tBLASTn) de 4 homoélogos do BBM (acessos: EF687843.1;
AY899909.1; AF317907 e AK065701.1) depositadas no banco de dados do
NCBI (National Center for Biotechnology Information;
http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Dessa busca foram selecionados 113 reads que
mostraram alinhamento significante (e-value > 10™*). Esses reads foram
agrupados em clusters, formando 19 ESTs-contigs e 24 singlets. As sequéncias
aminoacidicas desses ESTs-contigs foram deduzidas usando a interface EXPASY
(http://ca.expasy.org/tools/dna.html) e a integridade do dominio conservado
AP2/ERF foi verificada utilizando-se o programa NCBI Conserved Domain
Search. Sequéncias com o dominio AP2/ERF completo foram comparadas com
as sequéncias de BBM usando o algoritmo BLASTx. Nove ESTs-contigs, que

apresentaram similaridade, foram agrupados em um dendrograma com
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sequéncias de BBM (subfamilia AP2) e de membros da subfamilia ERF e
analisados quanto a expressdo génica in silico, nas bibliotecas do Projeto
Genoma Café Brasileiro.

Dendrograma de similaridade

As sequéncias dos nove ESTs-contigs selecionados foram alinhadas
(ClustalW; [28]) e agrupadas (MEGA 4; [29]) usando o modelo de comparagdo
Neighbor-joining [30] pelo método de p distance e supressdo pair-wise. A
validade do dendrograma quanto a distancia dos clusters foi dada pelo teste
probabilistico de bootstraps [31].

Expresséo génica in silico — Northern eletrénico

Para andlise da expressdo génica in silico, as frequéncias dos reads
formadores de cada ESTs-contig expresso nas bibliotecas foram normalizadas, ja
que as bibliotecas ndo possuiam o mesmo tamanho. A normalizagdo consistiu
em multiplicar a frequéncia de cada read pela razdo entre o nimero total de
reads de todas as bibliotecas e o niimero de reads da biblioteca na qual o dado
read foi expresso. Com os resultados da normalizagdo, uma matriz foi
processada usando os programas Cluster e TreeView [32], na qual se relacionou
bibliotecas e clusters de ESTs-contigs, agrupados por hierachial clustering.

Dos resultados in silico (dendrograma de similaridade e Northen
eletronico), dois ESTs-contigs (C2 e C9), expressos in silico especificamente em
materiais embriogénicos, foram analisados quantitativamente em materiais
vegetais.

Material Vegetal

Calos embriogénicos (CE), calos ndo embriogénicos (CNE) e Suspensao
de Células Embriogénicas (ECS) constituiram os materiais vegetais utilizados
para a obtengdo de RNA. Esses materiais foram obtidos ap6s o quinto més de
cultivo in vitro de explantes foliares de C. arabica cv. Catigua, de acordo com o

protocolo estabelecido [33] e assim foram caracterizados a partir de analises
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histolégicas. Os trabalhos foram realizados no Laboratorio Central de Biologia
Molecular (LCBM) da Universidade Federal de Lavras (UFLA).
Caracterizacdo histologica

Amostras dos materiais vegetais foram fixadas com FAAs, (10% de
formol a 40% + 5% de 4cido acético + 50% de etanol, v/v) durante 48h sob
temperatura ambiente, desidratadas em série etilica (60 a 100%) e incluidas em
resina epoxi (Historesin”, Leica) de acordo com protocolo do fabricante. Se¢des
com 5 pum de espessura foram obtidas em micrétomo rotatério manual (Reichert-
Jung, 1130), coradas com azul de toluidina a 0,05% e observadas sob
microscopio de luz (Zeiss, Axioscope).
Quantificacao da expresséo génica

A expressdo dos genes candidatos foi quantificada mediante RT-qPCR
com primers desenhados usando o programa Primer Express 3.0 (Applied
Biosystem) a partir das sequéncias dos ESTs-contigs C2 e C9 selecionados in
silico. Como controle endégeno, foram usados primers para os genes da ACTIN
e GAPDH de caffeiro [34]. Para os ensaios, foi extraido RNA total de CE, CNE
e ECS em trés repeti¢des biologicas usando o Kit NucleoSpin® (Macherey-
Nagel) de acordo com o protocolo do fabricante. A verificagdio quanto a
auséncia de DNA foi feita mediante uma PCR com o controle endogeno ACTIN.
A integridade do RNA extraido e a eliminagdo do DNA foram avaliadas em gel
de agarose a 1,2% e as amostras de RNA foram quantificadas por
espectrofotometria (NanoDrop 1000). O grau de pureza das amostras foi
determinado pela razdo entre A260/A280 e A260/A230, considerada ideal
dentro do intervalo 1,6 a 2,1. As solugdes de RNA das repeticdes foram juntadas
em um pool de RNA, na concentragdo final de 100 ng/uL. Em seguida, foram
sintetizados ¢cDNAs em rea¢des de transcri¢do reversa usando o Kit High-
Capacity” (Applied Biosystems) de acordo com protocolo do fabricante. Essas

reagdes foram realizadas com 10 pL do mix de reagdo do kit + 10 uL do pool de
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RNA [1 pg] durante 10 min a 25 °C, 120 min a 37 °C e 5 min a 85 °C. Com os
cDNAs obtidos, foram realizadas amplificagdes [ABI PRISM 7500 Real-Time
PCR; software versdo 2.0.1 (Applied Biosystems)] usando o SYBR™ Green, de
acordo com o protocolo do fabricante. As amplificagdes ocorreram com,
aproximadamente, 10 ng de cDNA + 10 ng de primer, durante 5 min a 50 °C, 10
min a 95 °C, seguidos por 40 ciclos de 15 s a 95 °C, 1 min a 60 °C e finalizadas
durante 15 s a 95 °C. Os dados de expressdo, resultantes das amplificagdes,
foram normalizados [ACT = CT (gene alvo) — CT (controle enddgeno)] e

quantificados relativamente (RQ =2 ~*A¢T

) com base nos Cts (Cycle Threshold)
da expressdo dos controles endogenos (calibrador) [AACT = ACT (amostra) —
ACT (calibrador)] ACTIN e GAPDH presentes na mesma reagdo. A eficiéncia
das reacdes foi aferida mediante a equagdo (1+E) =10"5P? [35]. Todos os pares

de primers tiveram eficiéncia maior que 0,86.

RESULTADO E DISCUSSAO
Analise da sequéncias dos possiveis homologos

Das buscas in silico foram obtidos 19 ESTs-contigs com similaridade
significante (e value >10™*) para o BBM. Desses, nove apresentaram o dominio
AP2/ERF completo e foram expressos em bibliotecas de materiais
embriogénicos do cafeeiro [26], sendo que dois deles (C2 e C9) mostraram
expressdo exclusiva nas bibliotecas de calos embriogénicos e de suspensio
celular (Figura 1).

O C2, com 824 pb, ¢ formado por seis ESTs [quatro da biblioteca EA1,
IA1, TA2 (calo embriogénico) e dois da biblioteca CB1 (células em suspensao
tratadas com acilbenzolar-S-metil e brassinosteroides)] (Figura 1) e apresentou
um unico dominio AP2/ERF (Figura 2A), de modo que se agrupou com a
subfamilia ERF (Figura 3); enquanto C9, com 1726 pb, ¢ formado por quatro
ESTs [trés da biblioteca EA1, IA1, IA2 (calo embriogénico) e um da biblioteca
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RTS8 (células em suspensdo na presenga de aluminio)] e apresentou alta
homologia com AtBBM [10], GmBBM [12], MtBBM [36] e ANT [13, 14] (Figura
4), incluindo os dois dominios AP2/ERF (Figura 2B), de modo que se agrupou
com os membros da subfamilia AP2 (Figura 3).
Caracterizagdo histologica

As suspensdes celulares foram iniciadas a partir de calos embriogénicos.
Esses calos, de coloracdo amarelo-creme e de estrutura granulosa e fridvel
(Figura 5 A), s@o tidos como adequados ao estabelecimento de suspensdes
celulares, pois podem originar embrides somaticos numa frequéncia elevada em
café [33] e banana [5, 37], enquanto que calos ndo embriogénicos, de estrutura
cristalina e aquosa (Figura 5 A), apresentam grande quantidade de células
vacuoladas, provavelmente em processo de degeneracdo (Figura 5). O
agrupamento de células embriogénicas, densamente coradas com azul de
toluidina (Figura 5), aparentemente representa a fase de proembridide, que ¢ a
primeira etapa na formag¢@o de embrides somaticos [38].
Anélise da expresséo génica — RT-gPCR

Com base nos dados in silico, foram desenhados primers para as
sequéncias dos ESTs-contigs C2 e C9 para quantificar in vitro a expressdo dos
mesmos em ECS, CE e CNE. Os dados mostram: (i) expressdo variavel do C2
em todos os materiais, porém, mais expressiva em ECS (Figura 6); (ii) alta
expressdo do C9, exclusiva de materiais embriogénicos, sendo aproximadamente
2 vezes maior em CE do que em ECS e aproximadamente 66 ¢ 311 vezes maior
que C2 em ECS e CE, respectivamente (Figura 7).

O C2 apresentou um dominio AP2/ERF (subfamilia ERF) (Figura 2 A) e
100% de similaridade com a sequéncia do AP2/ERF de um ¢cDNA isolado de
frutos de Coffea canephora [39] (Figura 2). As proteinas da subfamilia ERF
geralmente estdo relacionadas a processos de estresse biotico e abiotico [40]. No

entanto, o cDNA isolado de C. canephora foi agrupado com cDNAs expressos
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em suspensdo celular de Solanum tuberosum (AAC29516), semente de Fagus
sylvatica (CAD21849) e frutos de Lycopersicon esculentum (AAO34703) e de
Prunus armenica (AAC24587) [39] . Desse agrupamento, os autores discutiram
que o cDNA de C. canephora estd relacionado ao processo de diferenciagido
celular ou amadurecimento, mas ndo a processos de defesa da planta.

O C2 foi expresso in silico em bibliotecas de calos embriogénicos (4
ESTs) ¢ de bibliotecas de suspensdo celular de Coffea arabica tratadas com
acilbenzolar-S-metil e brassinosteroides (2 ESTs), mas ndo em bibliotecas de
frutos [26] (Figura 1). A via de sinalizagdo celular por brassinosterdides ¢
relacionada a defesa contra patogenos [41]. No entanto, ndo ha uma relagao clara
entre essa via e a expressdo in vitro de C2 nos materiais embriogénicos de C.
arabica cv. Catigua — materiais em diferentes fases de desenvolvimento (Figura
6). Portanto, é possivel que AP2/ERF de cafeeiro, representado pelo ESTs-
contig 2 ou pelo cDNA de C. canephora, esteja relacionado com o processo de
diferenciagdo celular ¢ ndo com o do amadurecimento. Reforcando essa
hipétese, MISERF1, de Medicago truncatula, membro da superfamilia
AP2/ERF, ¢ altamente expresso em tecidos embrionarios € pouco expresso em
calos ndo embriogénicos [42].

Por outro lado, o C9 parece que estd relacionado mais diretamente ao
processo embriogénico, pois apresenta (i) duas ligacdes do dominio AP2/ERF
(subfamilia AP2) (Figura 2 B), (ii) alta similaridade com os membros dessa
subfamilia que sdo relacionados a embriogénese: AtBBM [10], GmBBM [12],
MtBBM [36] e ANT [13, 14] (Figura 4); e (iii) expressdo in silico em bibliotecas
de calos embriogénicos (EAl, TAl, IA2) e de suspensdo celular (RT8) [26]
(Figura 1) e in vitro em ECS e CE de C. arabica cv. Catigua (Figura 7).

De modo semelhante ao C9, transcritos do BBM em Brassica napus
foram detectados em cultivos embriogénicos e subsequentes embrides

somaticos, mas ndo em cultivos ndo embriogénicos [10]. No entanto,
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considerando que varios genes estejam ativos em materiais embriogénicos [11],
ndo ¢ surpreendente o alto nivel de expressdo de C9 em CE, mas ¢é estranho que
ndo tenha sido equivalente em ECS — em ambos os casos, tanto in silico (Figura
1) quanto in vitro (Figura 7), ja que a taxa de proliferagdo celular em ECS deve
ser maior do que em calos e BBM ¢é também associado a proliferagdo celular [11,
12].

Esses dados sugerem que o ESTs-contig 9 seja o ortdlogo do BBM em C.
arabica, denominado CaBBM e, portanto, um marcador molecular do processo
embriogénico in vitro do cafeeiro e um bom pardmetro para avaliar a aquisi¢éo
da capacidade embriogénica de materiais sob desenvolvimento, auferindo,

assim, maior eficiéncia metodologica para a obtencdo de ECS de cafeeiro.
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Figura 1. Northern eletronico representando niveis de expressdo dos EST-contigs nas
bibliotecas de café (Vieira et al., 2006). [quanto mais escuros os tons de cinza, maior a
expressdo]. BP1 — Células em suspensdo tratadas com acilbenzolar-S-metil;, CB1 —
Células em suspensdo tratadas com acilbenzolar-S-metil e brassinosteroides; CS1 —
Células em suspensdo tratadas com NaCl, EC1 — Calo Embriogénico de Coffea
canephora; EAL, 1A1, A2 — Calo Embriogénico; EM1, SI3 — Sementes Germinando
(sementes inteiras e embrides zigdticos); FB1, FB2, FB4 — Botoes florais em diferentes
estagios de desenvolvimento; FR1, FR2 — Botodes florais + frutos chumbinho no 1°
estagio + frutos em diferentes estagio; FR4 — Fruto (Coffea racemosa); CAl, IC1, PC1
— Calo ndo embriogénico com e sem 2,4-D; RT8 — Raiz e células em suspensdo na
presenca de aluminio.
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Figura 2 (A) a tnica ligagdo do dominio AP2/ERF a sequéncia do ESTs-contig 2, (B) as
duas liga¢des do dominio AP2/ERF a sequéncia do ESTs-contig 9.
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Figura 3 Dendrograma de similaridade entre sequéncias de aminoacidos candidatas para
o BBM ¢ as duas subfamilias ERF e AP2. [(0) sequéncias ESTs-contigs (Vieira et al.,
2006); (#) sequéncias NCBI; valores de bootstrap menores que 50% foram omitidos].
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Figura 4 Alinhamento multiplo das sequéncias deduzidas de aminoacidos do C9 com os
homoélogos GmBBM1, MtBBM, AtBBM e ANT mostrando a alta homologia com os dois
dominios AP2/ERF (AP2_R1 ¢ AP2_R2) ¢ com a ligacdo entre eles (AP2_L). [residuos
marcados em preto indicam 100% de similaridade].
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Figura 5 Morfologia de CE, CNE e ECS. [material embriogénico (setas vermelhas);
material ndo embriogénico (setas amarelas)]. A: CE e CNE apds 5 meses de cultivo. B,
C, D, E e F: Cortes histologicos de (B), CE heterogéneo mostrando agrupamentos de
células embriogénicas (densamente coradas) e ndo embriogénicas (vacuoladas); (C),
detalhe de células embriogénicas em CE mostrando nicleo proeminente e citoplasma
denso; (D), detalhe de células vacuoladas em CNE; (E e F) ECS heterogénea.
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Figura 6 Expressdo quantitativa relativa (RQ) do ESTs-contig 2 em Suspensdo de
Células Embriogénicas (ECS), Calos Embriogénicos (CE) e Calos Ndo Embriogénicos
(CNE) de C. arabica cv. Catigua. [valores de expressdo = média de tréplicas técnicas;
controles endogenos = ACTIN e GAPDH; amostra de referéncia = CNE].
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Figura 7 Expressdo quantitativa relativa (RQ) do ESTs-contig 9 em Suspensdo de
Células Embriogénicas (ECS), Calos Embriogénicos (CE) e Calos Ndo Embriogénicos
(CNE) de C. arabica cv. Catigua. [valores de expressdo = média de tréplicas técnicas;
controles enddgenos = ACTIN e GAPDH; amostra de referéncia = CNE].
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RESUMO

A obtengdo de suspensdes de células embriogénicas (ECS — Embryogenic Cell
Suspension) tem grande valor biotecnoldgico, devido a maior eficiéncia das ECS
como material vegetal para transformacao genética, produgdo em larga escala ou
criopreservagdo de germoplasma. No entanto, a metodologia para obtengdo de
ECS ¢ quase empirica, devido aos protocolos experimentais serem genotipo-
dependentes. Desse modo, o estudo e a obten¢do de marcadores moleculares
ligados aos eventos de aquisi¢do da capacidade embriogénica de suspensdes
celulares passam a ser de extrema utilidade. Genes como o SERK (Somatic
Embryogenesis Receptor-like Kinase) e o BBM (Baby Boom) tém sido
caracterizados como marcadores do processo embriogénico. A expressdo
quantitativa de homoélogos desses genes em C. arabica (CaSERK e CaBBM) foi
relacionada ao crescimento de ECS de C. arabica cv Catigua cultivadas durante
60 dias. Os resultados mostram que a expressdo de CaBBM ¢ de CaSERK foi
crescente até os 20 e 30 dias, respectivamente, coincidindo com o crescimento
exponencial e inicio da estabilizagdo do crescimento das ECS. A expressdo de
CaBBM foi maior que a de CaSERK, durante os primeiros 20 dias. Aos 30 e 40

dias, coincidindo com a estabilizacdo do cultivo, a expressdo de CaSERK
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alcangou valores maximos, enquanto que a de CaBBM caiu para niveis basais.
Dos 40 dias em diante, o crescimento manteve-se constante, porém, numa taxa
cada vez menor, provavelmente devido as condigdes experimentais (renovagao
parcial do volume do meio nutritivo). A expressdo de ambos os genes
declinaram com a taxa, mas tendeu a se recuperar aos 50-60 dias. Esses dados
indicam uma relacdo transiente de indugdo e retroinibicdo entre CaBBM e
CaSERK, na qual a expressdo diametralmente opostas entre eles coincide com a
estabilizagdo da taxa de crescimento das ECS, sugerindo que essa relagdo possa
ser usada como parametro bastante pratico na avaliacdo de suspensdes celulares
sob desenvolvimento.

Palavras-chave: SERK, BBM, embriogénese somatica, biotecnologia, cafeeiro.



88

Relagdes da expressdo génica quantitativa de CaSERK e CaBBM com o

crescimento de suspensoes celulares de Coffea arabica L.

INTRODUCAO

Atualmente, um dos principais objetivos nos estudos sobre a
embriogénese somatica, voltados para fins biotecnologicos, é a obtengdo de
suspensdo de células embriogénicas (ECS — Embryogenic Cell Suspension), pois
ECS sdo mais eficientes na propagagdo in vitro em grande escala ¢ em eventos
de transformagdo genética, bem como sdo ideais para a criopreservacao de
germoplasma. Porém, os protocolos experimentais para indugdo a embriogénese
somatica e obtencdao de ECS sdo desenvolvidos de modo quase empirico, pois os
resultados sdo dependentes do genotipo, tecido e fase de desenvolvimento da
planta matriz.

Na propagacdo in vitro e/ou na obtengdo de ECS de cafeeiro o contexto
nao ¢ diferente. Apesar de avangos no estabelecimento de materiais
embriogénicos, o0 método ainda é limitado pela baixa frequéncia na inducao de
calos e posterior regeneragdo de embrides somaticos (Teixeira et al. 2004).

Por outro lado, células com potencial embriogénico possuem
caracteristicas morfologicas que as distinguem facilmente de células ndo
embriogénicas, de modo que analises histologicas podem ser usadas para
aumentar a eficiéncia metodologica (Georget et al. 2000). No entanto,
obviamente essas analises ndo permitem identificar os eventos moleculares
indutores que resultam na diferenciagdo celular associada a competéncia
embriogénica. Portanto, o desenvolvimento de metodologias eficientes de
propagacdo in vitro passa pela identificagdo e caracterizagdo de genes

relacionados ao processo embriogénico, pois a expressdo génica diferencial €
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fundamental para o entendimento dos mecanismos moleculares e fisiologicos
envolvidos em qualquer processo celular.

Um sistema viavel de marcadores moleculares para a competéncia
embriogénica reside em alguns genes ja identificados e relacionados a esse
processo. Genes como o SERK (Somatic Embryogenesis Receptor-like Kinase) e
BBM (Baby Boom) tém sido caracterizados como marcadores da transigdo entre
a fase somadtica para a embriogénica.

O SERK codifica um receptor transmembranar LRR-kinase, especifico
de plantas, que ¢ associado aos eventos da transducdo de sinais (Becraft 1998;
Hecht et al. 2001; Becraft 2002; Albrecht et al. 2008). Essa associagdo
possivelmente o relaciona com a intensa atividade mitdtica em regides de
crescimento (Thomas et al. 2004) e com a fun¢do das auxinas nos meios de
cultivo in vitro, pois, o padrdo temporal de expressio do SERK coincide, de
modo geral, com o requerimento de auxinas para a multiplicacdo celular
indiferenciada na fase de inducdo de calos (Nolan et al. 2003; Sharma et al.
2008; Singla et al. 2008) e com o requerimento da auséncia do regulador para
que ocorra o espessamento das paredes celulares (Vasil 1988). Provavelmente,
esse espessamento ¢ fator de formagdo da ectoderme do pro-embrido. A
ectoderme gera uma constricgdo na massa celular do pro-embrido que ¢
necessaria ao estabelecimento das divisdes celulares periclinais, diretoras da
organizagdo morfologica do embrido (von Arnold 2008). Isso explica o fato de
SERK ser expresso até a fase globular dos embrides: sua fung¢do vai cessando na
medida em que a func¢do da ectoderme ganha preponderancia.

O SERK foi isolado pela primeira vez em cultivos embriogénicos de
cenoura — DCSERK, de Dacus carota (Schmidt et al. 1997). Desde entdo,
homologos foram identificados em varias espécies (Somleva et al. 2000;
Baudino et al. 2001; Hecht et al. 2001; Nolan et al. 2003; Santa-Catarina et al.
2004; Thomas et al. 2004; de Oliveira Santos et al., 2005; Shimada et al. 2005;
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Péres-Nunez et al. 2008; Schellenbaum et al. 2008; Huang et al. 2010). Esses
trabalhos caracterizaram SERK como marcador da embriogénese, devido sua
expressdo transiente desde a indugdo de massas pro-embriogénicas até o estagio
globular de embrides.

O BBM codifica um fator de transcricdo (denominado AP2/ERF),
especifico de plantas, que regula varios genes relacionados ao processo
embriogénico e a proliferacao celular em regides meristematicas (Passarinho et
al. 2008). Quando superexpresso em Arabidopsis thaliana, Brassica napus
(Boutilier et al. 2002) e Glycine max (El Ouakfaoui et al. 2010), induz a
formagdo espontanea (sem adi¢dao de reguladores) de calos embriogénicos e de
embrides somaticos. AINTEGUMENTA, um membro da familia do BBM, produz
o mesmo efeito quando superexpresso em Arabidopsis e, quando suprimido,
provoca a reducao do ntimero de células dos calos (Elliott et al. 1996; Klucher et
al. 1996). Em Coffea arabica, um ESTs-contig homoélogo ao BBM foi expresso
in silico e in vitro em materiais embriogénicos de cafeeiro (dados ndo
publicados).

As proteinas AP2/ERF s@o assim denominadas por conterem o dominio
de ligagdo génico AP2/ERF, que foi identificado pela primeira vez em AP2
(APETALA2) ¢ em ERF (Ethylene-Responsive Factors) (Jofuku et al. 1994;
Ohme-Takagi e Shinshi 1995; Weigel 1995; Okamura et al. 1997). Proteinas
AP2/ERF sao divididas em duas subfamilias, com base na presenca de um
(subfamilia ERF) ou de dois dominios de ligagdo AP2/ERF (subfamilia AP2)
(Zhou et al. 1997). Proteinas do BBM pertencem a subfamilia AP2, cujos
membros incluem APETALA2 (AP2; Jofuku et al. 1994), Indeterminate spikeletl
(1ds1; Chuck et al. 1998), AINTEGUMENTA (ANT; Elliot et al. 1996; Klucher et
al. 1996), Glossyl5 (GI15; Moose e Sisco 1996) ¢ ZMMHCF1 (Daniell et al.
1996). Enquanto os membros de AP2 estdo relacionados a processos

embriogénicos, os membros de ERF se relacionam, geralmente, a respostas



91

contra estresses bioticos e abidticos (Stockinger et al. 1997; Zhou et al. 1997;
Liu et al. 1998; Menke et al. 1999).

Recentemente, possiveis homologos de SERK e BBM foram
identificados em materiais embriogénicos de Coffea arabica — CaSERK e
CaBBM (dados ndo publicados). No atual trabalho, esses homodlogos foram
relacionados ao crescimento de suspensdes de células embriogénicas (ECS) de

C. arabica cv. Catigua.

MATERIAL E METODOS
Material vegetal

Suspensdo de Células Embriogénicas (ECS) de Coffea arabica cv
Catigua foram obtidas de acordo com protocolo de Teixeira et al. (2004) e assim
foram caracterizadas a partir de analises morfoldgicas e histologicas (dados nao
publicados). ECS foram iniciadas usando como indculo tecido de calos
embriogénicos numa densidade de 16 g/l de meio nutritivo liquido MM
(Teixeira et al. 2004). Os cultivos foram mantidos em volume de 6 mL sob
rotagdo (100 rpm), 26 °C e escuro. Apos 15 dias para estabilizagdo do indculo,
coletas a cada 10 dias foram realizadas durante 60 dias. Em cada coleta, 1/6 do
volume do meio MM foi renovado e amostras foram coletadas para extrair RNA
e para estabelecer uma curva de crescimento, de acordo com o volume de células
sedimentadas (SCV — Sedimented Cell Volume) (Strosse et al. 2003). Dessa
curva, foram obtidos dados de crescimento (CR) e taxa porcentual de
crescimento (TCR) entre coletas subsequentes.
Quantificacio da expressdo génica

A expressdo génica de CaSERK ¢ CaBBM foi quantificada mediante RT-
gPCR. Os primers foram desenhados no programa Primer Express 3.0 (Applied
Biosystem). Como controle endbégeno, foram usados os primers para ACTIN e

GAPDH de cafeeiro (Barsalobres-Cavallari et al. 2009). Para os ensaios, foi
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extraido RNA total de calos embriogénicos (tempo 0), usados como amostra de
referéncia (RQ=1) e de ECS (10 a 60 dias) em trés repeti¢cdes bioldgicas usando
o Kit NucleoSpin® (Macherey-Nagel) de acordo com o protocolo do fabricante.
A verificacdo da auséncia de DNA foi feita mediante PCR com o controle
endogeno ACTIN. A integridade do RNA extraido e a eliminagcdo do DNA foram
avaliadas em gel de agarose a 1,2% e as amostras de RNA foram quantificadas
por espectrofotometria (NanoDrop 1000). O grau de pureza das amostras foi
determinado pela razio entre A260/A280 e A260/A230, considerada ideal
dentro do intervalo entre 1,6 e 2,1. As solu¢des de RNA das repeti¢des foram
juntadas em um pool de RNA na concentragdo final de 50 ng/uL. Em seguida,
foram sintetizados cDNAs em reac¢des de transcri¢do reversa usando o Kit High-
Capacity® (Applied Biosystems) de acordo com protocolo do fabricante. Essas
reagdes foram realizadas com 10 pL do mix de reagdo do kit + 10 uL do pool de
RNA [500 ng] durante 10 min a 25 °C, 120 min a 37 °C ¢ 5 min a 85 °C. Com
os ¢cDNAs obtidos, foram realizadas amplificagdes [ABI PRISM 7500 Real-
Time PCR; software versio 2.0.1 (Applied Biosystems)] usando o sistema SYBR®
Green, de acordo com o protocolo do fabricante. As amplificagdes ocorreram
com, aproximadamente, 10 ng de cDNA + 10 ng de primer durante 5 min a 50
°C, 10 min a 95 °C, seguidos por 40 ciclos de 15 s a 95 °C, 1 min a 60 °C e
finalizadas durante 15 s a 95 °C. Os dados de expressdo, resultantes das
amplificagdes, foram normalizados [ACT = CT (gene alvo) — CT (controle

enddgeno)] e quantificados relativamente (RQ = 2 ~ #4T

) com base nos CTs
(Cycle Threshold) da expressdo dos controles endogenos (calibrador) [AACT =
ACT (amostra) — ACT (calibrador)] ACTIN e GAPDH presentes na mesma
reacdo. A eficiéncia das reagdes foi aferida mediante a equagdo (1+E) =10("P%)
(Ramakers et al. 2003). Todos os pares de primers tiveram eficiéncia maior que

0,86.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A expressdo quantitativa de genes marcadores do processo embriogénico
pode ser um fator-chave para o aumento de eficiéncia metodoldgica durante o
desenvolvimento de protocolos para a obtencdo de ECS com objetivos
biotecnologicos. Neste trabalho, a expressdo quantitativa de CaSERK ¢ CaBBM
(dados ndo mostrados) foi relacionada com uma curva de crescimento de ECS de
C. arabica cv Catigua. SERK codifica um receptor de membrana kinase-simile
especifico de plantas cuja fungdo ¢é associada a percep¢do de moléculas
sinalizadoras que desencadeiam o processo embriogénico em células somaticas
ou zigdticas (Schmidt et al. 1997; lkeda et al. 2006). Um dos processos
associados ao SERK ¢ a intensa atividade mitotica em regides de crescimento
(Thomas et al. 2004). O SERK foi identificado pela primeira vez em suspensdes
celulares de cenoura (Schmidt et al. 1997) e, desde entdo, tem sido expresso em
materiais embriogénicos de varias espécies (Somleva et al. 2000; Hetch et al.
2001; Thomas et al. 2004; Nolan et al. 2003; Santa-Catarina et al. 2004; de
Oliveira Santos et al. 2005; Shimada et al. 2005; Huang et al. 2010). O BBM
codifica um fator de transcricdo que regula varios genes expressos durante a
embriogénese (Passarinho et al. 2008) e se associa a proliferacdo e organizagao
celulares em regides de crescimento (Elliott et al. 1996; Klucher et al. 1996;
Boutilier et al. 2002).
Relagdo entre a expressdo génica de CaSERK e CaBBM com a curva de
crescimento de ECS.

As ECS tiveram crescimento (CR) constante durante os 60 dias, numa
taxa porcentual (TCR) crescente até os 30 dias, que se estabilizou entre 30 e 40
dias; comegou a diminuir até os 50 dias e diminuiu bruscamente ap6s os 50 dias

(Figura 1). Essa curva de crescimento indica que, a partir dos 30-40 dias, a
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renovagdo de 1/6 do volume do meio nutritivo ndo foi suficiente para suprir a
crescente necessidade nutricional dada pelo CR constante.

A expressao de CaSERK acompanhou o CR e a TCR até os 30 dias,
quando alcangou o pico maximo; diminuiu até os 50 dias, acompanhando a
tendéncia de queda da TCR; e voltou a aumentar aos 60 dias, de modo inverso e
desproporcional a TCR (Figuras 1 ¢ 2). A expressdo de CaBBM acompanhou o
CR ¢ a TCR até os 20 dias, num nivel maior que CaSERK; diminuiu para niveis
de aproximadamente 1/3 da expressdo de CaSERK entre 30 e 40 dias,
acompanhando a estabilizagdo da TCR; depois, de modo inverso a TCR,
aumentou para os niveis de CaSERK aos 50 dias e novamente diminuiu para um
nivel de aproximadamente 1/2 da expressdo de CaSERK aos 60 dias (Figuras 1
e?2).

O declinio na expressdo de CaSERK e CaBBM provavelmente se deve a
crescente deplecdo de nutrientes e, pelo menos no caso de CaSERK, também
deplegdo de auxina, que faz parte do meio MM. SERK foi induzido por 2,4D em
Arabidopsis (Hecht et al. 2001) e Medicago (Nolan et al. 2003). De modo geral,
a expressio do SERK coincide com o requerimento de auxinas para a
multiplica¢do celular indiferenciada que caracteriza os calos (Schmidt et al.
1997; Nolan et al. 2003; Sharma et al. 2008; Singla et al. 2008).

Por outro lado, a tendéncia de recuperagdo da expressdo de ambos talvez
seja devida ao estresse nutricional crescente, mais rigoroso aos 60 dias.
Condigdes estressantes sdo, em si, suficientes para induzir a embriogénese
somatica (von Arnold et al. 2002) e, portanto, os genes relacionados.
Reguladores de crescimento sdo fatores de estresse. Auxina, por exemplo,
provoca acidificagdo da parede celular e induz a metilagdo do DNA (von Arnold
et al. 2002). Em Musa spp, SERK ¢ expresso tanto em associagdo a
embriogénese somatica quanto a pressdo de indculo por Fusarium (Huang et al.

2010).
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O perfil de recuperacdo de expressdo de ambos os genes (50 ¢ 60 dias),
coincidente com a queda na TCR, ¢ semelhante, numa menor propor¢do de
expressdo, ao perfil dos mesmos durante a fase exponencial e a de estabilizagdo
da TCR (10-30 e 30-40 dias, respectivamente) (Figuras 1 e 2), indicando que,
talvez, um segundo ciclo de crescimento fosse iniciado com influxo suficiente de
nutrientes. Em Arabidopsis, depois de muitos subcultivos de ECS, durante os
quais as células foram reinoculadas em meio nutritivo fresco, o CR e a TCR
foram mantidos altos, porém, o potencial embriogénico das células foi perdido
(Ikeda et al. 2006). Von Arnold et al. (2002) revisaram o mesmo fato com outras
espécies. Isso implica que, apesar do declinio da expressio de CaSERK e
CaBBM se relacionar com a deplecdo de nutrientes, outros fatores devem
interferir na expressdo desses genes durante prolongados periodos de
subcultivos, ja que SERK ¢ BBM sdo associados a capacidade embriogénica de
uma suspensao celular.

A maior expressdo de CaBBM, em relagdo a expressdo de CaSERK,
durante o inicio da fase exponencial de crescimento (10-20 dias); e seu declinio,
para niveis de aproximadamente 1/3 de CaSERK, quando a TCR alcangou o
maximo e estabilizou (30-40 dias), coincidindo com os maiores picos na
expressdo de CaSERK (Figuras 1 e 2), mostra uma relago transiente de indugao
e retroinibicdo entre esses genes durante o crescimento da suspensdo celular.
Nessa relagdo, supdem-se que CaBBM funcionou como indutor da expressao de
CaSERK e do CR, enquanto CaSERK funcionou como indutor da TCR e sua
manuten¢do. Essas indicagOes estdo de acordo com o fato de BBM codificar um
fator de transcri¢do que induz a expressdo de genes associados a embriogénese
(Passarinho et al. 2008), bem como se associa a proliferacdo e organizagdo
celulares em regides de crescimento (Boutilier et al. 2002), assim como SERK,

que se associa a alta taxa mitotica nessas regides (Thomas et al. 2004).
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Pela hipotese dessa relagdo indugdo-repressao, a recuperacdo de ambos
os genes durante o declinio da TCR pode ser explicada de outro modo. A
expressdo de CaBBM ja era baixa aos 30 dias, quando a deple¢do de nutrientes
era menor. Com o aumento da deplegdo, e também de auxina, a expressdo de
CaSERK diminui, provocando um estado metabolico que induz a expressao de
CaBBM (50 dias). Com o aumento do fator AP2/ERF, a expressdo de CaSERK ¢
induzida (60 dias) e com o aumento da LRR-kinase e da ativagdo do mecanismo
de transdugdo de sinais, um novo estado metabodlico ¢é constituido e condiciona a
queda na expressdao de CaBBM (60 dias).

As ECS usadas neste trabalho compdem parte do material in vitro, sob
desenvolvimento, que vem sendo obtido em nosso laboratorio. O potencial
embriogénico dessas suspensdes, em termos de capacidade de regeneragdo de
embrides somaticos, ainda ndo foi analisado de modo sistematizado. Dados
preliminares (ndo mostrados) indicam um aumento linear, em taxa aritmética, da
frequéncia de embrides somaticos, maxima aos 30 dias (inducdo a regeneracgdo
posterior a esse periodo ainda néo foi realizada).

Apesar da preliminaridade, esses dados indicam que as ECS se
multiplicam mais rapido do que amadurecem. Se esse comportamento for
confirmado, implicard que o amadurecimento ocorre, de modo geral, quando a
multiplicagdo se estabiliza e que a expressdo de CaSERK reflete o potencial
embriogénico de uma suspensdo celular mais em relagdo a TCR do que em
relacdo a maturagdo do embrido, apesar dos picos de expressdo e de regeneragdo
supostamente também se relacionarem.

O parametro efetivo da capacidade embriogénica de uma suspensio
celular é a frequéncia de regeneragdo de embrides somaticos. Mas, no caso do
cafeeiro, essa resposta demora em torno de 60 dias. Caso as relagdes acima
supostas sejam confirmadas em futuros experimentos de regeneragdo e que

suspensdes de alta qualidade sejam obtidas como referéncia, a quantificagdo
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relativa de CaSERK e¢ CaBBM constituird um pardmetro de avaliacdo do
desenvolvimento de suspensdes celulares muito importante para os objetivos
biotecnologicos: quanto mais diametralmente opostas as expressdoes de CaSERK
e CaBBM, tomadas numa rapida andlise quantitativa, maior devera ser a

frequéncia de regenerag¢do de embrides somaticos da suspensdo celular.
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Curva de crescimento
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Figura 1 Curva de crescimento (CR ¢ TCR) em ECS de C. arabica cv. Catigua baseada
no volume de células sedimentadas (SCV). [volumes (em mL) de ECS obtidos por
média simples de 7 repeti¢des de cada tempo de cultivo (10 a 60 dias)].
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Figura 2 Expressdo quantitativa relativa (RQ) de CaSERK ¢ CaBBM em ECS de C.
arabica cv. Catigua cultivadas durante 60 dias; Taxa percentual de crescimento de ECS
(YTCR). [valores de RQ = média de tréplicas técnicas; controles endégenos = ACTIN e
GAPDH; tempo 0 (calos embriogénicos) = amostra de referéncia (RQ = 1)].
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RESUMO

O Brasil possui a mais moderna e produtiva cafeicultura do mundo,
porém ela ndo acompanha a crescente demanda mundial. Para aumentar a
produtividade da cafeicultura brasileira, ¢ importante a producdo em larga escala
de clones com gendtipo superior, que podem ser obtidos com as técnicas da
propagagcdo in vitro, ou da cultura de tecidos. Nessas técnicas, massas celulares
(calos) obtidas a partir de partes da planta (explantes), podem ser multiplicadas e
depois induzidas a produzirem embrides somaticos que, por sua vez, serao
induzidos a regenerarem pléantulas. Esse procedimento pode gerar milhares de
clones. Porém, as metodologias para o cultivo in vitro sdo gendtipo-dependentes,
o que leva a um desenvolvimento quase empirico de protocolos especificos para
cada espécie. Portanto, o estudo e obtengdo de marcadores moleculares ligados
aos eventos bioquimicos da embriogénese somatica, podem ser de extrema
importancia para o desenvolvimento desses protocolos Nesse contexto,
sequéncias potencialmente envolvidas no processo da embriogénese do cafeeiro
foram identificadas in silico, a partir das bibliotecas geradas pelo Projeto

Brasileiro do Genoma Café (PBGC). Através das analises in silico, foi possivel
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identificar 15 ESTs-contigs relacionados ao processo da embriogénese no
cafeeiro. Desses, apenas cinco ESTs-contigs (3605, 9850, 13686, 17240 e
17265) possivelmente estdo relacionados a esse processo. O ESTs-contig 3605
apresentou similaridade com a poligalacturonase, o 9850 apresentou
similaridade com uma cisteino proteinase, o 17265 apresentou similaridade a
alergenina e o 17265 apresentou similaridade com a expansina. O ESTs-contig
17240 apresentou similaridade com uma proteina de funcao desconhecida, mas
se agrupou no dendrograma de similaridade com o fator de transcricdo
WUSCHEL. Esses dados sugerem que esses ESTs-contig estejam relacionados
ao processo embriogénico, de modo que poderiam ser usados como marcadores
moleculares e aumentar a eficiéncia metodologica na obtengdo de materiais

embriogénicos de cafeeiro.
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Identificacdo de sequéncias expressas no genoma do café potencialmente

associadas com a embriogénese somatica

INTRODUCAO

O sequenciamento de ESTs (Expressed Sequence Tags) ¢ um método
que apresenta uma boa relacdo de custo beneficio na obtencdo de dados
gendmicos de interesse. Em plantas-modelo, tais como Arabidopsis thaliana
(Hofte et al., 1993) e Oryza sativa (Yamamoto ¢ Sasaki,1997) o sequenciamento
de ESTs contribuiu para a rapida identificacdo de genes responsaveis por
caracteristicas de interesse agronOmico, possibilitando assim, a manipulagdo
desses genes por meio de ferramentas biotecnologicas.

A cultura do cafeeiro esta sendo beneficiada com o Projeto Brasileiro de
Genoma Café (PBGC), em que foram identificados aproximadamente 33.000
unigenes a partir de 214.964 ESTs de 37 bibliotecas de tecidos, em diferentes
estadios fisiologicos de Coffea arabica, Coffea canephora e Coffea racemosa.
Essas ESTs foram agrupadas, resultando em 17.982 contigs e 32.155 singlets
(Vieira et al., 2006).

O grande numero de dados gerados em Projetos Genoma de varias
espécies ¢ analisado mediante ferramentas de bioinformatica. Dentre os
diferentes algoritmos, o “Teste Exato de Fisher”, disponibilizado pela Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia (Cenargen), possibilita a comparaggo in
silico entre os grupos formados por diferentes bibliotecas.

O objetivo maior em um trabalho de genomica ¢é identificar genes
responsaveis por caracteristicas relevantes. Os genes relacionados com os
tecidos embriogénicos estdo entre as classes de genes importantes para o cultivo
in vitro das espécies, pelo fato de serem responsaveis por respostas que

aumentam a competéncia embriogénica.
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Objetivou-se, neste trabalho identificar, por meio de analise in silico,
sequéncias do banco de dados do PBGC diferencialmente expressas entre os
grupos formados por bibliotecas de calos embriogénicos, calos nao
embriogénicos ¢ suspensdo celular. Os contigs identificados serdo uteis para o
possivel desenvolvimento de novos e eficientes marcadores moleculares, para

assistirem os processos da embriogénese somatica do cafeeiro.

MATERIAL E METODOS
Busca de sequéncias diferencialmente expressas

Para a busca das sequéncias potencialmente envolvidas com a
embriogénese do cafeeiro, foram analisados os ESTs do PBGC por meio da
plataforma de bioinformatica da EMBRAPA (Cernagem), a partir da
comparagdo entre os grupos formados por bibliotecas de calos embriogénicos,
calos ndo embriogénicos ¢ suspensdo celular. Essa estratégia foi baseada nos
dados fornecidos pelo Teste Exato de Fisher.

Todos os ESTs (16703 do grupo de calos embriogénicos, 8558 do grupo
de calos ndo embriogénicos e 15908 do grupo de suspensdo celular),
provenientes de dez bibliotecas de cDNA (Tabela 1), foram confrontados para
analisar a expressdo diferencial in silico. As combinag¢des de comparacdo foram:
(i) calos embriogénicos versus calos ndo embriogénicos, (ii) calos
embriogénicos versus suspensdo celular e (iii) suspensdo celular versus calos
nao embriogénicos.

Expresséo génica in silico — Northern eletrénico

Para analise da expressdo génica in silico, as frequéncias dos reads
formadores de cada ESTs-contig expresso nas bibliotecas foram normalizadas, ja
que as bibliotecas ndo possuiam o mesmo tamanho. A normalizagdo consistiu
em multiplicar a frequéncia de cada read pela razéo entre o niimero total de

reads de todas as bibliotecas e o niimero de reads da biblioteca na qual o dado
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read foi expresso Com os resultados da normalizag¢do, uma matriz foi processada
usando os programas Cluster ¢ TreeView (Eisen et al.,, 1998), na qual se
relacionaram bibliotecas e clusters de EST-contigs, agrupados por hierachial
clustering. Dos resultados in silico, foram selecionados 15 EST-contigs para
analisar seu envolvimento na embriogénese somatica do cafeeiro.
Dendrograma de similaridade

As sequéncias dos 15 ESTs-contigs diferencialmente expressos em
bibliotecas de cafeeiro (Vieira et al., 2006) foram alinhadas (ClustalW;
Thompson et al., 1994) e agrupadas (MEGA 4; Tamura et al., 2007) usando o
modelo de comparagdo Neighbor-joining (Saitou; Nei, 1987) pelo método de p
distance e supressdo pair-wise, com sequéncias de genes descritos como
importantes na embriogénese: BBM (Boutilier et al., 2002), PSK (Igasaki et al.,
2003), LEC (Lotan et al., 1998, Stone et al., 2001), AGL1 (Heck et al., 1995),
PKL (Rider et al., 2003), WUS (Zuo et al., 2002) e SERK (Schmidt et al., 1997).
A validade do dendrograma quanto a distancia dos clusters foi dada pelo teste
probabilistico de bootstraps (Sitnikova et al., 1995). Dos resultados in silico,
foram selecionados quatro ESTs-contigs. As sequéncias aminoacidicas desses
ESTs-contigs  foram  deduzidas usando a  interface = ExPASY
(http://ca.expasy.org/tools/dna.html) e a integridade dos respectivos dominios

foram verificadas utilizando-se o programa NCBI Conserved Domain Search.
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RESULTADO E DISCUSSAO

Sequéncias potencialmente envolvidas no processo da embriogénese do
cafeeiro foram identificadas in silico, por meio do Teste Exato de Fisher, a partir
da busca por sequéncias diferencialmentes expressas em bibliotecas de materiais
embriogénicos.

Das buscas in silico foram selecionados 15 ESTs-contigs com maior
expressdo nas bibliotecas de calos embriogénicos e/ou de suspensdo celular
(Tabela 2). Os ESTs-contigs que apresentaram expressdo in silico em bibliotecas
de materiais embriogénicos (calos embriogénicos e suspensdo celular) e,
simultaneamente, em calos ndo embriogénicos, foram descartadas das analises
posteriores (Figura 1). Embora o Northen eletronico seja uma normalizagdo dos
ESTs-contigs expressos nas bibliotecas do cafeeiro, sequéncias com baixas
expressdes ndo sdo possiveis de visualizar no grafico. O programa do Teste
Exato de Fisher fornece graficos em que observa a expressao relativa do ESTs-
contig em cada biblioteca. Nesse contexto, ESTs-contigs que apresentaram
expressdes basais em calos ndo embriogénicos, de modo similar ao ESTs-contig
7474 (Figura 2), também foram descartados.

Dentre esses ESTs-contigs, o 3997 apresentou o dominio
(Glo_EDI BRP like) (Figura 3) que estd estruturalmente relacionado a
metaloproteinas, incluindo dioxigenases, glioxalase e um grupo de proteinas
relativo a resisténcia a antibioticos (Marchler-Bauer et al., 2009). Essas
proteinas estdo envolvidas em processos de estresses, tais como o estresse salino
(Yadav et al., 2005; vander Jagt et al., 2001). Visto que a inducdo da
embriogénese somatica ¢ um processo estressante (Nolan et al., 2006), existe a
possibilidade que esse ESTs-contig tenha alguma fungdo no processo de defesa
da planta contra estresses.

Dos 14 ESTs-contigs restantes, nove foram expressos in silico

exclusivamente em materiais embriogénicos (Figura 1) e ndo apresentaram
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similaridade com qualquer gene presente nos bancos de dados do NCBI (Tabela
2). Isso indica que essas sequéncias podem ser Unicas de cafeeiro ou que podem
ser relativas a genes ainda ndo descritos. Portanto, sdo sequéncias que devem ser
analisadas com mais minucia.

Entretanto, cinco ESTs-contigs (3605, 9850, 13686, 17240 e¢ 17265)
foram expressas in silico em bibliotecas de materiais embriogénicos (Vieira et
al., 2006) (Figura 1) e mostraram homologia com sequéncias que podem estar
relacionadas ao processo embriogénico (Tabela 2):

ESTs-contig 3605

O contig 3605 apresenta o dominio Glyco hydro 28, que ¢
estruturalmente relacionado com a poligalacturonase de Arabidopsis thaliana
(At3g15720) (Marchler-Bauer et al., 2009) (Figura 3) e sua sequéncia apresenta
similaridade com a poligalacturonase de Lycopersicon esculentum (Tabela2).

A poligalacturonase ¢ responsavel pela solubilizagdo de pectinas durante
o amadurecimento dos frutos de diversas espécies (Pressey, Avants, 1982;
Huber, 1983), incluindo Coffea arabica L. (Pimenta, Chagas, Costa, 2000). No
entanto, em Hordeum vulgare L., o gene da poligalacturonase (HvPG1) mostrou
expressdo apos a divisdo dos micrésporos durante a gametogénese (Pulido et al.,
2009) e, em sementes de Lycopersicon esculentum Mill, a poligalacturonase
(LeXPG1) esta envolvida no desenvolvimento embrionario e também no
afrouxamento da parede celular das células do endosperma durante a protrusao
da radicula e posterior crescimento da plantula (Sitrit et al., 1999).

Por outro lado, o contig 3605 ndo foi expresso in silico nas bibliotecas
de frutos (FR1, FR2 e FR4) e de sementes germinando [sementes inteiras e
embrides zigdticos (EM1, SI3)] (Vieira et al., 2006), mas apenas nas bibliotecas
de células em suspensdo tratadas com acilbenzolar-S-metil ¢ brassinosteroides
(CBI1) e células em suspensdo tratadas com NaCl (CS1) (Figura 2). Portanto,

considerando a expressdo in silico do contig 3605 e a expressdo da
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poligalacturonase durante o desenvolvimento embriondrio em tomate (Sitrit et
al,, 1999) e durante a gametogénese em Hordeum vulgare L (Pulido et al.,
2009), é possivel que o contig 3605 esteja relacionado com o processo da
embriogénese somatica do cafeeiro, ja que esse processo ¢ muito semelhante ao
zigbtico (Zimmerman, 1993).

ESTs-contig 9850

O contig 9850 apresenta parte do dominio GRP (Glycine rich protein)
(Figura 3) presente em proteinas induzidas em resposta a estresses (Marchler-
Bauer et al., 2004; Marchler-Bauer et al., 2009, 2011) e sua sequéncia apresenta
similaridade com uma cisteino-peptidase de Lycopersicon esculentum (Tabela
2).

As cisteino-peptidases participam diretamente no processamento das
globulinas de reserva de sementes, principalmente de dicotiledoneas, tanto no
acimulo durante as fases tardias da embriogénese, quanto na mobilizagdo,
durante a germinagdo (Bewley, 1997; Fischer et al, 2000; Muntz; Blattner;
Shutov, 2002; Nonogaki; Bassel; Bewley, 2010; Zakharov et al, 2004). O contig
9850 foi expresso in silico nas biblioteca de pool de tecidos em condigdes
normais no campo (SS1), de calos (CL2 e PA1) e de suspensdes celulares (CB1
e CS1) (Figura 2). Em Medicago truncatula, a expressdo transiente de GUS
mediante o promotor de uma cisteino-peptidase (PsCyslba) foi detectada
durante a organogénese em calos embrionarios (Vicent et al., 2000) e, em Elaeis
guineensis Jacq., cisteino-peptidases foram detectadas em embrides somaticos
(Aberlenc-Bertossi et al., 2008). Portanto, é possivel que o contig 9850 esteja
relacionado com o processo da embriogénese somatica no cafeeiro.
ESTs-contigs 13686

O contig 13686 apresenta o dominio major allergen (Bet vl _like)
(Figura 3) e similaridade com a sequéncia major allergen de Malus domestica
(Tabela 2).
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Esse dominio inclui proteinas relacionadas com a patogénese em plantas
(PR 10) (Marchler-Bauer et al., 2004; Marchler-Bauer et al., 2009, 2011). Essas
proteinas foram inicialmente consideradas como sendo induzidas por diferentes
estresses bioticos e abidticos, mas posteriormente foram detectadas em
diferentes 6rgdos da planta durante o crescimento, sendo expressas de forma
constitutiva (van Loon et al., 2006).

Muitas PR 10 sdo expressas de forma constitutiva em diferentes
estadios de desenvolvimento e/ou em diferentes tecidos e 6rgdos, como nas
sementes, raizes (Sikorski et al., 1999), flores e folhas (Breiteneder et al., 1989;
Crowell et al., 1992; Barrat e Clark, 1993; Sikorski et al., 1999). Por outro lado,
em Arachis hypogaea, trés genes da alergenina (ara hl,ara h2 e ara h3) foram
expressos exclusivamente durante o desenvolvimento da semente (Kang et al.,
2007) e, em Dacus carrota, dois homologos ao major allergen foram altamente
expressos nos estagios inicias da embriogénese e em suspensao celular (Sano et
al., 2004).

Portanto, considerando que o contig 13686 foi expresso in silico de
forma ndo constitutiva, em menor intensidade, nas bibliotecas de folhas,
plantulas, hipocétilos e raiz (AR1,LP1; CL2; FR4; RT5 e RTS8) e, em maior
intensidade, nas bibliotecas de calos embriogénicos e de suspensdo celular
(CB1; CS1; PA1 e RTB8), ¢é possivel que esse contig esteja envolvido no processo
da embriogénse do cafeeiro.

ESTs-contigs 17240

O contig 17240 mostra expressdo apenas nas bibliotecas de calos
embriogénico de Coffea canephora (EC1) e de Coffea arabica (EAI, 1A1, IA2)
(Vieira et al., 2006) (Figura 2), homologia com uma proteina de Oryza sativa de
fungdes desconhecidas (Tabela2), com o dominio (DUF674) (Figura 3) e se
agrupa com a sequéncia do WUSCHEL (WUS) (Laux et al., 1996) [valor de
bootstrap < 50% (Figura 4)].
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O WUS ¢é um fator de transcricdo da familia WOX (WUSCHEL -
RELATED HOMEOBOX), que ¢ expresso durante a embriogénese (Haecker et
al., 2004; Chandler et al., 2008), mais especificamente nas duas células centrais
do embrido de 16 células, durante a reproducdo vegetativa (Laux et al., 1996,
Mayer et al., 1998). Em C. canephora, um heterélogo do WUS foi capaz de
promover a transicdo do estado vegetativo para o embriogénico em células
somaticas e, eventualmente a formagao de embrides somaticos (Arroyo-Herrera
et al., 2008).

O contig 17240 apresentou uma expressdo in silico de,
aproximadamente, 480 vezes na biblioteca de calos embriogénicos de C.
canephora (EC1). Portanto, como o contig 17240 ndo apresentou expressdo in
silico em bibliotecas de crescimento meristematico (Figura 2), é mais plausivel
considerar que o contig 17240 esteja relacionado com o processo da
embriogénese do cafeeiro, pois em Arabidopsis thaliana o WUS tem sua
expressdo delimitada as regides que dardo origem aos novos meristemas
(Gordon et al.,, 2007). Porém, em plantas transgénicas de C.canephora, a
expressdo do gene heterdlogo do WUS aumentou a inducdo de embrides
somaticos em 400% (Arroyo-Herrera et al., 2008), resultado semelhante ao
encontrado nas analises in silico deste trabalho.

ESTs-contig 17265

O contig 17265 apresenta o dominio da expansina (PLN00050) (Figura
3) e similaridade com a sequéncia da expansina de Mangifera indica (Tabela 2).

As expansinas tem a fung¢do de promover o relaxamento da parede
celular no inicio do amadurecimento do fruto de diversas espécies (Harrison;
Mcqueen-Mason; Manning, 2001; Hiwasa et al., 2003). Em C. arabica foi
observado que dois genes da expansina (CaEXPAl e CaEXP3), estavam

diretamente relacionados com o tamanho do fruto (Budzinski et al., 2010).
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No entanto, em Lycopersicon esculentum, genes da expansina (LeEXP4,
LeEXP8 e LeEXP10) estdo envolvidos no desenvolvimento embriondrio e
também na germinacdo (Chen e Bradford, 2000).

Portanto, considerando que o contig 17265 foi aproximadamente 57
vezes mais expresso in silico na biblioteca de calos embriogénicos de C.
canephora (EC1) do que na biblioteca de fruto. E possivel que esse contig esteja
mais envolvido no processo da embriogénese do cafeeiro, do que com o
aumento do tamanho do fruto, como descrito em C. canephora (Budzinski et al.,
2010).

Embora os ESTs-contigs analisados indiquem envolvimento na
embriogénese somatica do cafeeiro, andlises de gendmica funcional serdo
necessarias para avaliar a possibilidade de esses genes serem usados como

marcadores do processo de aquisicdo embriogénica no cafeeiro.
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Tabela 1 Grupos formados pelas bibliotecas do Projeto Brasileiro do Genoma Café

com os respectivos nimeros de clusters

Grupo de calos embriogénicos

Biblioteca  Descricéo Clusters

EAl Calos embriogénicos - Coffea arabica 3919

ECl1 Calos embriogénicos — Coffea canephora 4616

IA1 Calos embriogénicos - Coffea arabica 72

1A2 Linhagem embriogénica (folha) com inducdo de 2,4D 1889
- Coffea arabica

PA1 Linhagem embriogénica (calos primarios) — Coffea 1534
arabica

Grupo de calos ndo embriogénicos

Biblioteca Descricéo Clusters

CAl Calo — Coffea arabica 3416

IC1 Linhagem ndo embriogénica (folha) sem indugdo de 1552
2,4D — Coffea arabica

PCl1 Linhagem ndo embriogénica (folhas) com indugdo de 1422
2,4D — Coffea arabica

Grupo de suspensao celular

Biblioteca  Descricéo Clusters

CBI1 Células em suspensdo com bion e brassinosterdides — 5409
Coffea arabica

CSl1 Células em suspensdo com sais — Coffea arabica 4921
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Tabela 2 Contigs diferencialmente expressos in silico em materiais
embriogénicos do cafeeiro

Contig Homologia Reads
1661 No Hits Found 172
1671 No Hits Found 204
2021 No Hits Found 71
3022 No Hits Found 19
3231 No Hits Found 62
3605 gblAAC70951.1] 19

Polygalacturonase [Lycopersicon esculentum]
3642 No Hits Found 58
3688 No Hits Found 102
3997 gb|AA043000.1| 48
Early tobacco anther 1 [Nicotiana tabacum]
8969 No Hits Found 154
9221 No Hits Found 86
9850 |CAA88629.1] 66
Cysteine proteinase [Lycopersicon esculentum]
13686 gb|AAX18296.1] 78
Major allergen [Malus domestica]
17240 ref]XP_550180.1| 25
Hypothetical protein [Oryza sativa]
17265 gb|AAT11859.2 39

Expansin 1 [Mangifera indica]
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Figura 1 Northern eletronico representando niveis de expressdao dos ESTs-contigs nas
bibliotecas de café (VIEIRA et al., 2006). [quanto mais escuros os tons de cinza, maior a
expressao]ARL,LP1 — Folhas e plantulas com tratamento de acido araquidonico; BP1 —
Células em suspensao tratadas com acilbenzolar-S-metil; CB1 — Células em suspensdo
tratadas com acilbenzolar-S-metil e brassinosteroides; CL2 — Hipocétilos tratados com
acilbenzolar-S-metil; CS1 — Células em suspensdo tratadas com NaCl; EAL, 1A, I1A2 —
Calo Embriogénico; EC1 — Calos embriogénicos de Coffea canephora; EM1, SI3 —
Sementes Germinando (sementes inteiras e embrides zigéticos); FB1, FB2, FB4 —
Botdes florais em diferentes estagios de desenvolvimento; FR1, FR2 — Botoes florais +
frutos chumbinho no 1° estagio + frutos em diferentes estagios; FR4 — Fruto (Coffea
racemosa);FV2 — Fruto verde nos 1°, 2° ¢ 3° estadio de Coffea racemosa; CAL, IC1,
PC1 — Calo ndo embriogénico com e sem 2,4-D; LV4, LV5 - Folhas jovens de galhos
ortotropicos; LV8, LV9 — Folhas maduras de galhos plagiotrépicos; PAL — Calo
embriogénico primario (Coffea arabica L.); RM1 — Folhas infectadas com ferrugem e
bicho mineiro; RT3 - Raiz sem bion; RT5 - Raiz com bion; RT8 — Raiz e células em
suspensdo na presenc¢a de aluminio; RX1 — Ramos infectados com Xylella ssp.; SH1 -
Folhas de Coffea canephora sob estresse hidrico SH2 — Estresse hidrico no campo. SS1 -
Pool de tecidos em condi¢des normais
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Figura 2 Expressdo relativa em relagdo aos ESTs-contigs mais expressos em cada
biblioteca. [CB1 Células em suspensido de Coffea arabica com bion e brassinosteréides;
CL2 — Hipocdtilos tratados com acilbenzolar-S-metil; CS1 - Células em suspensdo com
sais; FB1, FB2, FB4 — Botdes florais em diferentes estagios de desenvolvimento de
Coffea arabica; FR1, FR2 — Botdes florais + frutos chumbinho no 1° estagio + frutos
em diferentes estagios de Coffea arabica; FR4 — Fruto (Coffea racemosa); LP1 -
Plantulas com tratamento de acido araquidonico ; LV4, LV5 - Folhas jovens de galhos
ortotropicos de Coffea arabica sem bion LV8, LV9 — Folhas maduras de galhos
plagiotropicos; PC1 - Linhagem ndo embriogénica (folhas) com indugdo de 2,4D de
Coffea arabica (calos primarios); PA1 — Calo embriogénico primario (Coffea arabica
L.); RT5 - Raiz com bion; RT8 — Raiz e células em suspenso na presenca de aluminio;
RX1 - Ramos de Coffea arabica infectados com Xylella; SH2 — Pool estresse hidrico no
campo]
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Figura 4 Dendrograma de similaridade relacionando sequéncias de nucleotideos dos
ESTs-contigs. [(e) sequéncias ESTs-contigs mais expressos em materiais
embriogénicos; (¢) sequéncias ESTs-contigs mais expressos em calos ndo
embriogénicos (Vieira et al., 2006); (O) sequéncias envolvidas no processo
embriogénico; valores de bootstrap menores que 50% foram omitidos].
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