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RESUMO GERAL

PAULA, Marcia Fabiana Barbosa de. Identificacdo e caracterizacio parcial
de genes SEPALLATA em café arabica. 2009. 102p. Dissertagdo (Mestrado
em Agronomia/Biotecnologia Vegetal)-Universidade Federal de Lavras, Lavras,
MG."

O café ¢ um dos mais importantes commodity internacionais, produzido
em mais de sessenta paises e classificado entre as cinco exportagdes agricolas
mais valorizadas de paises em desenvolvimento. Uma das maiores dificuldades
dessa cultura consiste na heterogeneidade do florescimento, consequentemente,
desuniformidade na maturacdo dos frutos, o que dificulta a colheita e prejudica a
qualidade dos grdos. Tendo em vista a importadncia econdmica do café e a
dificuldade apresentada, este trabalho surgiu a partir da necessidade de um
melhor entendimento dos fatores genéticos que compde essa rota, ja que o
processo de florescimento depende da expressdo equilibrada de uma rede
complexa de genes. Os genes SEPALLATA (SEP) fazem parte dessa rota e sdo
responsaveis pela determinacdo dos quatro verticilos florais, indicando com a
ajuda de outros genes a identidade do meristema floral. Desta forma, esse
trabalho teve como objetivo estudar os genes SEP em Coffea arabica.
Primeiramente foram realizadas analises in silico para identificar esses genes no
genoma café, por meio do banco de dados CAFEST. Trés provaveis genes SEP,
foram identificados e submetidos a analises de motivos, dominios, agrupados em
arvores filogenéticas e analise da expressdo por Northern eletronico. Essas
sequéncias apresentaram os dominios caracteristicos da familia génica,
agrupando com genes SEP de outras espécies, e como esperado, a expressao foi
observada em bibliotecas de flores e frutos em desenvolvimento. Os
experimentos para caracterizagdo parcial foram realizados no Laboratério de
Biologia Molecular da Universidade Federal de Lavras, UFLA, onde, apos
serem desenhados primers especificos, essas amplicons foram submetidas a
clonagem, sequenciamento e comparacdo com genes SEP obtidas na analise in
silico. Por meio de comparagdo, somente duas sequéncias foram consideradas
similares e caracterizadas como possiveis genes SEP1/2 ¢ SEP3. Além disso, foi
realizada a analise de expressdo por PCR em tempo real, onde também foram
observadas as expressdes dos fragmentos em tecidos de flores e frutos. Com
todas essas analises foi possivel a identificacdo e caracterizagdo parcial de pelo
menos dois genes SEP em café, porém, se faz necessario, a partir dos resultados
obtidos, de trabalhos de expressdo in situ e estudos de mutantes para uma melhor
caracterizagao desses genes.

* Orientador: Antonio Chalfun Junior - UFLA
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GENERAL ABSTRACT

PAULA, Marcia Fabiana Barbosa de. Identification and partial
characterization of SEPALLATA genes in coffee arabica. 2009. 102p.
(Master in Agronomy/Plant Biotechnology)-Universidade Federal de Lavras,
Lavras, MG."

Coffee is one of the most important international commodity, produced
in more than sixty countries and it is classified as one of the five agricultural
exportation most valued in development countries. One of the biggest
difficulties in this crop is the heterogeneity of the flowering process, therefore,
imbalance on the fruit maturation, which makes the harvesting more difficult to
be done, damaging grains quality. Since coffee has the economic importance and
its difficulties presented, this research aims at understanding some genetic
factors composing this pathway, since flowering process depends on a balanced
expression of a complex network of genes. SEPALLATA genes constitute part of
this pathway and are responsible for determination of the four floral whorls.
SEPALLATA together with other genes determinate the floral meristem identity.
Therefore the aim of this work was to study SEPALLATA genes in Coffea
arabica. Firstly, in silico analyses were done to identify these genes in coffee
genome, by CAFEST database. Three putative SEP genes were identified and
submitted to analysis of the motifs, domains, grouped in phylogenetic tree and
expression analysis by electronic Northern. The obtained sequences presented
all the characteristic domains of this gene family, when grouped with SEP genes
of other species, and as expected, the expression was observed in flower and
developing fruits libraries. The parcial characterization was performed at the
Central Laboratory of Molecular Biology of the Federal University of Lavras,
UFLA. Specific primers were designated to clone the genes and the amplicons
were submitted to cloning, sequencing, and compared with SEP genes obtained
from the in silico analyses. By this comparison, two sequences were considered
similar and characterized as putative SEP1/2 and SEP3 genes. In addition to that,
an expression analysis by qRT-PCR was performed, where it could be observed
the expression in flower and fruit tissues. These analyses provided the
identification and characterization of, at least, two coffee SEP genes, however, it
is necessary more investigation such as in situ expression and mutants to shed
light on the SEP genes function in coffee.

* Adviser: Antonio Chalfun Junior - UFLA
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CAPITULO 1

CAFE E GENETICA DO FLORESCIMENTO

1 INTRODUGAO GERAL

O cafeeciro (Coffea sp.) pertence a familia Rubiacea ¢ abriga cerca de
100 espécies. Destas, apenas duas tém importancia econémica: Coffea arabica e
Coffea canephora, que respondem por cerca de 70% e 30%, respectivamente, da
produgdo mundial de café e produzem grios conhecidos respectivamente, como
arabica e robusta. No Brasil é considerado um dos principais produtos agricolas,
sendo o segundo item em importincia do comércio internacional de
commodities. Porém, uma das maiores dificuldades na produtividade ¢ qualidade
dos graos, € o florescimento sequencial que causa uma maturagao desuniforme
dos frutos, dificultando a colheita e causando perdas econdmicas de produgdo.

O florescimento ¢ um evento transitorio da fase vegetativa para a fase
reprodutiva, onde as plantas desenvolvem mecanismos para garantir a
perpetuacdo da espécie, e evoluem para integrar sinais endogenos e ambientais,
no controle preciso do florescimento. Em Arabidopsis thaliana, estudos
genéticos e moleculares estabeleceram a presenga de quatro rotas distintas que
controlam e sincronizam o desenvolvimento floral: o comprimento do dia
(fotoperiodo), tratamento de frio (vernalizagdo), via autonoma e via das
giberelinas (Blasquez, 2000). Fatores ambientais como, suprimento de agua,
temperatura do ar e niveis de irradidncia influenciam no florescimento,
desenvolvimento dos frutos e produtividade. No entanto a mudanca da fase
vegetativa para a fase reprodutiva € uma alteragao critica no ciclo das plantas, e
a regulagdo molecular dessa transi¢do ¢ essencial para o desenvolvimento e

produgdo de frutos e sementes.



A compreensdo e identificagdo do mecanismo de florescimento, assim
como os genes envolvidos nos processos de regulacdo floral, sdo de fundamental
importancia, para elucidar como esses mecanismos ocorrem em café.

Varios genes ja foram identificados como pecas chaves nessa regulacao
molecular, e nesse complexo, além de alguns serem responsaveis pelas vias de
interagdo entre o ambiente e a planta, outros sdo responsaveis diretamente na
formacao da flor. O modelo ABCE representa quatro classes de genes que sdo
responsaveis pela identidade floral.

Os genes da classe E, SEPALLATA, sdo pertencentes a familia de fatores
de transcricdo MADS-box, e possuem um papel fundamental na determinacao do
meristema floral e desenvolvimento de frutos (Pelaz et al., 2000; Honma &
Goto, 2001; Ditta et al., 2004). Em Arabidopsis sdo identificados quatro genes
SEP que atuam de forma redundante, mas o namero de genes, seu
desenvolvimento e fung¢des bioquimicas, variam de acordo com a espécie.

Neste contexto, o principal objetivo deste trabalho foi estudar os genes
envolvidos nesse complexo de regulagdo génica do florescimento, por meio da
analise de genes essenciais na determinacgao floral, como os genes SEP do

cafeeiro.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Café

O Cafeeiro é pertencente ao género Coffea da familia Rubiaceae, ¢ conta
com aproximadamente 100 espécies identificadas (Bridson & Verdcourt, 1988).
Todas as espécies conhecidas sdo dipldides (2n=2x=22 cromossomos) e
obrigatoriamente munidas de sistemas de autoincompatibilidade reprodutiva.
Com excecdo da espécie C. arabica (2n=4x=44), unica espécie poliploide no
género Coffea cuja origem vem de duas diferentes espécies diploides, C.
canephora e¢ C. eugenioides (Lashermes et al., 1999), ¢ possui taxa de
autofecundacdo em torno de 90% (Conagin & Mendes, 1961; Charrier &
Berthaud, 1985).

Dentre as mais de 100 espécies no género Coffea (Cros, 1994), somente
C. arabica e C. canephora (Gongalves & Silvarolla, 2001) sdo cultivadas
comercialmente, correspondendo com 70% e 30%, respectivamente, da
produ¢do mundial.

O café é considerado um dos principais produtos agricolas, sendo o
segundo item em importincia do comércio internacional de commodities, e é um
dos mais importantes produtos agricolas comercializados no mundo e no Brasil.
Atualmente o Brasil é responsavel por 30% do mercado internacional, volume
equivalente a soma da produgdo dos outros seis maiores paises produtores. E
também o segundo mercado consumidor, atrds somente dos Estados Unidos. As
areas cafeeiras estdo concentradas no centro-sul do pais, onde se destacam
quatro estados produtores: Minas Gerais, S3o Paulo, Espirito Santo e Parana
(ABIC). A Companhia Nacional de Abastecimento-CONAB (2009) divulgou a
segunda estimativa de safra de café para 2009, propondo uma safra de 39

milhdes de sacas. A produgdo do café arabica representa 72,49% (28,3 milhoes



de sacas de café) da produgdo do Pais, ¢ tem como maior produtor o estado de

Minas Gerais, com 66% (18,97 milhdes de sacas).

2.2 Fenologia do cafeeiro

A fenologia compreende o estudo de eventos periddicos da vida da
planta em fung@o da sua reacdo as condi¢des do ambiente. O ciclo fenoldgico do
cafeeiro apresenta duas fases, as quais ocorrem simultaneamente: vegetativa e
reprodutiva. As plantas de café sdo classificadas como sendo bienais, ou seja,
demoram dois anos para completar o ciclo, diferente da maior parte das plantas,
que florescem e frutificam no mesmo ano fenologico.

Para facilitar a descrigdo dessas duas fases, Camargo & Camargo (2001)
subdividiram-nas em seis fases distintas, sendo duas delas no primeiro ano
fenologico, que compreende a fase vegetativa, e as quatro ultimas no segundo
ano fenologico ou na fase reprodutiva, adaptadas as condigdes climaticas do

Brasil (Figura 1).
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FIGURA 1 Esquematizagdo das duas fases fenologicas do cafeeiro ardbica (fase
vegetativa e reprodutiva), subdivididas em seis, durante 24 meses, nas
condicdes climaticas tropicais do Brasil (Camargo & Camargo, 2001).



A primeira fase, vegetacdo ¢ formagdo das gemas vegetativas, ocorre
normalmente de setembro a margo. S3o sete meses de dias longos, com
fotoperiodo acima de 13 a 14 horas de luz efetiva ou acima de 12 horas de brilho
solar (Camargo, 1985).

A segunda fase, indugdo e maturacao das gemas florais, ¢ caracterizada
por dias curtos, indo normalmente de abril a agosto, onde ¢ observado um
crescimento das gemas florais existentes. Ap6s o completo desenvolvimento,
entram em dorméncia e ficam prontas para a antese, que acontecerd quando
ocorrer um aumento substancial de seu potencial hidrico, causado pela chuva ou
irrigacdo. Nos dois meses finais dessa etapa, julho a agosto, as gemas dormentes
produzem um par de folhas pequenas, separando o primeiro ano fenologico do
segundo (Mes, 1957; Gouveia, 1984).

A terceira fase, de setembro a dezembro, inicia-se com a florada, apos
um aumento do potencial hidrico nas gemas florais maduras (choque hidrico), e
vai até a expansdo dos frutos.

A quarta fase ¢ a de granagdo dos frutos, quando os liquidos internos
solidificam-se, dando formacgdo aos graos. Ocorre em pleno verdo, de janeiro a
mar¢o. A maturacdo dos frutos se da na quinta fase, compreendendo
normalmente os meses de abril, maio e junho.

Para uma melhor visualizagdo de algumas etapas do desenvolvimento
floral do cafeeiro, Morais et al. (2008), elaboraram uma escala que representa
desde a formacdo da gema até o desenvolvimento dos frutos (Figura 2). A
passagem da gema a fase reprodutiva (induc¢ao) compreende uma sequéncia de
eventos de natureza bioquimica e morfologica que comeg¢a com o estimulo
indutivo. Em Coffea arabica um leve achatamento do meristema e sua elevagio
acima do nivel original sdo os primeiros indicios visuais de transicdo floral
(Rena & Maestri, 2004). Na sequéncia sdo lancadas pequenas gemas que vao

crescendo e ficando visivelmente diferenciadas (G1 — G6). Na fase representada



como FL ocorre a antese e as fases caracterizadas como F sdo representacdes do

desenvolvimento dos frutos.

FIGURA 2 Escala ilustrativa de algumas fases reprodutivas do cafeeiro. G1 - refere-
se aos nés com gemas indiferenciadas; G2 — ndés com gemas
intumescidas; G3 - gemas com até 3 mm de comprimento; G4 — gemas
medindo 3,1 a 6 mm de comprimento; G5 — gemas de 6,1 a 10 mm
(coloragdo verde claro); G6 — gema maior que 10 mm (coloragdo
branca); FL — abertura do botdo floral (antese); F1 — F5 diferentes fases
de maturacdo dos frutos. Adaptado de Morais et al. (2008).



Durante a fase reprodutiva, as etapas podem ocorrer mais de uma vez, ou
seja, o cafeeiro arabica além da florada principal apresenta sucessivas floradas
em razdo da variacdo climatica, da variabilidade genética e do manejo (Ribeiro
et al.,, 2004; Garcia, 2006; Lunz, 2006). Isso faz com que a maturacdo seja
desigual inclusive dentro da mesma florada, dificultando assim a colheita, que se

torna uma das maiores dificuldades na produtividade e qualidade do café.

2.3 Florescimento

A fase reprodutiva ¢ marcada pela capacidade da planta em produzir
flores e é o resultado das mudancas que ocorrem no meristema das gemas
(Larcher, 2000). O florescimento compreende uma sequéncia de eventos
morfofisioldgicos, que vai desde a inducao floral até a antese, passando pelas
fases intermediarias da evocacdo floral, diferenciagdo ou iniciacdo dos
primordios florais e crescimento da flor (Rena & Maestri, 1987). Em café essas
etapas envolvem uma complexa sequéncia de eventos genéticos, bioquimicos,
fisiologicos e morfologicos, os quais sdo afetados por varios fatores como
temperatura, luz, solo, ar e disponibilidade de agua (Rena & Barros, 2004).
Verificando a distribuigdo sazonal das chuvas, Maestri & Barros (1997)
observaram que as oscilacdes de temperatura do ar e a variagdo fotoperiddica
sdo os fatores climaticos mais importantes no controle do crescimento e
florescimento do C. arabica.

A floragdo do café ¢ conhecida como floracdo gregaria, em que todas as
plantas individuais florescem simultaneamente numa certa extensdo geografica,
entretanto o numero de floradas varia desde umas poucas até varias ao longo do
ano nas regides equatoriais (Soares et al., 2005). Em regides cafeeiras de
latitudes médias, como no Sudeste e algumas regides do Sul do Brasil, que
apresentam época seca e fria bem definida, podem aparecer de 2 a 3 floradas de

intensidades decrescentes. Em regides equatoriais chuvosas, como Costa Rica,



pode ser observado até 15 floradas, isso pode dificultar a colheita, o controle de
pragas e doencas e até interferir na qualidade final dos grios (Rena & Maestri,
1985; Rena & Barros, 2004; Silva et al., 2005).

Renna & Barros (2004) dividiram a floracdo do café em quatro fases:
iniciacdo, diferenciacao floral, repouso ou quiescéncia e abertura floral (antese).
Cada fase ¢ afetada por varios fatores, sendo dificil isolar o efeito de um fator
especifico, pois um mesmo fator pode afetar mais de uma fase, o que torna
dificil o enfoque experimental e a interpretacdo do fenomeno (Kumar, 1979).

O processo de iniciagdo floral culmina com a formagdo dos primordios
florais claramente reconheciveis ao microscopio, sendo precedido de reacdes
fisiologicas que resultam na produ¢do do “estimulo floral” e da “evocagdo” do
meristema, ¢ apds essa fase, irreversivelmente ird transformar-se em flor ou
inflorescéncia (Rena & Barros, 2004). Nao ha como delimitar a indugdo floral
no cafeeiro, pois sdo processos quantitativos e graduais que se sobrepdem sem
uma nitida separag@o. Dessa forma, fatores como luz, temperatura, agua e déficit
de pressdo de vapor (DPV) da atmosfera tém seus efeitos confundidos durante
essa fase e até na diferenciacdo das partes florais.

A diferenciagdo do botdo floral ¢ amplamente controlada por hormoénios
vegetais, os quais s3o ativados principalmente pelo fotoperiodismo
(comprimento do dia) e por uma queda de temperatura do ar (estacdo fria)
(Wintgens, 2004). Observando externamente, s6 se pode assegurar que as gemas
estdo floralmente determinadas quando os botdes, ainda verdes, se tornam
individualmente visiveis e prontos para se abrirem sob a a¢ao de um estimulo.
Assim, uma gema com forma achatada e triangular poderd ou ndo estar
floralmente diferenciada, mas se ela estiver inchada e envolvida pelas bracteas
rudimentares espessadas, coberta por uma mucilagem, ja estard diferenciada

num botdo floral (Rena & Maestri, 1985; Rena & Barros, 2004).



O periodo de dorméncia ocorre durante a estagdo seca, coincidindo com
um baixo crescimento vegetativo, podendo durar semanas ou meses,
dependendo das condigdes ambientais. Existem duas etapas durante a
paralisacdo do crescimento das gemas florais. Primeiramente ha uma dorméncia
endogena causada pela presenga de substincias inibidoras, a qual seria revertida
durante a seca. A partir de um dado momento, passaria a existir uma quiescéncia
ou dorméncia imposta, que se estenderia enquanto durasse o estresse dos
cafeeiros por deficiéncia hidrica. Em experimentos realizados no Peru, regido
costeira onde raramente chove, verificou-se que nos cafeeiros constantemente
irrigados os botdes florais ndo se abriam, ao contrario da abertura floral regular
quando os cafeeiros eram submetidos a déficit de agua. Desta forma, alguns
autores sugerem que um periodo de seca € necessario para quebrar a dorméncia
dos botdes e que a subsequente adigdo de agua € necessaria apenas para a
inducdo do crescimento das gemas quiescentes, fendmeno denominado
“hidroperiodismo” (Alvim, 1973; Rena & Maestri, 1985).

Segundo Rena & Barros (2004), outra caracteristica que pode ser a causa
primaria desse fendmeno da dorméncia, é que durante a época seca, os botdes
florais acumulam grandes quantidades de inibidores como o acido abscisico,
responsavel por cerca de 75% da dorméncia, estabelecendo-se um balango
desfavoravel na relagdo entre promotores ¢ inibidores do crescimento.

A ultima fase, a antese, segundo Barros et al. (1978), é promovida pelas
seguintes condi¢des: (i) uma queda rapida da temperatura, isoladamente, quando
o balango hidrico das plantas nao for critico; (ii) chuvas abundantes ou irrigacao
apds um longo periodo de seca; (iii) quedas bruscas na temperatura e suprimento
de agua (chuva ou irrigagdo) atuando complementarmente ou sinergicamente.
Apobs a dorméncia ser quebrada, os botdes florais reiniciam imediatamente seu
crescimento, levando a abertura das flores 8 a 15 dias mais tarde (Camargo &

Camargo, 2001; Wintgens, 2004). No campo, esse estimulo ocorre quando ha



uma “chuva de florada” no final da estac¢do seca, sendo necessario no minimo 10
mm de chuva, segundo Camargo & Camargo (2001), Rena & Barros (2004) e
Wintgens (2004).

As floradas, na maioria das regides cafeeiras do Brasil, tanto coincidem
com o inicio do rapido crescimento vegetativo (agosto/setembro) como t€m
continuagdo durante a estacdo de crescimento maximo (novembro/dezembro)
(Rena & Barros, 2004). A abertura das flores se da nas primeiras horas da manha
e, no segundo dia, a corola comeca a murchar, para cair no dia seguinte
(Thomaziello et al., 2000).

A uniformidade da floragdo tem implicagdes diretas na uniformidade de
maturagdo dos frutos de café, a qual, por sua vez, terd grande influéncia na
qualidade final do produto. Desta forma, o conhecimento de técnicas viaveis de
uniformizagdo da floracdo é de fundamental importancia para a organizagdo e
reducdo dos custos da colheita e para a obtengdo de um produto de melhor

qualidade e maior valor agregado.

2.4 Genética do modelo de florescimento ABCE

Como as plantas ndo possuem a capacidade de mover-se para ambientes
favoraveis, elas desenvolveram mecanismos que permitem determinar o melhor
momento de produzir suas estruturas reprodutivas e assim aumentar as chances
de perpetuacao das espécies. Desta forma a regulacdo correta da transi¢do para o
florescimento é essencial para o desenvolvimento reprodutivo das plantas, por
isso apresentam controles moleculares conservados para integrar tanto indicios
ambientais como endogenos na regulacdo precisa do tempo de florescimento
(Dornelas & Rodriguez, 2005; Ciannamea, 2007).

Os indicios enddgenos sdo representados por trés classes de genes que

regulam o desenvolvimento floral e foram identificadas por mutagdes: genes de
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identidade de oOrgdos florais, genes cadastrais e genes de identidade de
meristemas.

Genes de identidade de meristemas controlam a transicdo da fase
vegetativa para meristemas florais. Dentro dos meristemas florais, genes
cadastrais marcam o limite da fun¢do de genes de identidade floral, definindo
entdo os diferentes verticilos florais. Genes de identidade de 6rgdos florais
(genes seletores homeoticos) especificam a identidade do 6rgdo dentro de cada
verticilo da flor pela ativagdo de “genes realizadores” (Theissen et al., 2000).

A especificagdo dos quatro verticilos € controlada por quatro classes de
genes seletores homeoticos (Haughn & Somerville, 1988; Schwarz-Sommer et
al., 1990; Coen & Meyerowitz, 1991), em um modelo definido como modelo de
florescimento ABCE.

Esse modelo foi descoberto na década de 90, e a medida que se
conheciam novos mutantes homedticos, o modelo foi gradativamente
aperfeicoado. Em 1991, os pesquisadores Coen & Meyerowitz (1991)
descreveram o desenvolvimento floral a partir de um modelo, denominado
modelo ABC. Nesse modelo eles classificaram alguns genes que determinavam
a formacao dos verticilos florais em trés diferentes classes e tentaram explicar
como a agdo combinada dessas trés classes determinava a identidade dos quatro
6rgdos florais. Desta forma, determinaram em Arabidopsis que os genes
APETALAL (AP1) e APETALA2 (AP2) sdo pertencentes a classe A; APELATA3
(AP3) e PISTILLATA (PI) a classe B, € o gene AGAMOUS (AG) a classe C. A
interagdo entre esses genes promovem a identidade de diferentes verticilos
florais. A expressdo de genes do tipo A, induzem a formacdo das sépalas.
Quando expressos genes do tipo A e B, pétalas sdo formadas. A expressdo dos
genes tipo B e C leva a formagdo do estame, e quando somente os genes do tipo
C sdo expressos, desenvolvem capelos. Os genes classificados como A e C

atuam de maneira antagbnica, ¢ de acordo com o modelo, flores mutantes da
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fun¢do A transformam sépalas em carpelos, e pétalas em estames quando
mutante da fungdo C.

Ao produzirem um triplo mutante para fungdo ABC, onde os orgdos
florais transformaram-se em folhas, descobriu-se a formagdo de um complexo
ternario com genes chamados SEPALLATA (SEP), adicionando ao modelo a
fungdo E (SEPL/2/3). Ao verificar que os trés genes SEP sdo altamente
redundantes e os mutantes para cada um dos genes apresentam apenas uma leve
alteragdo no fenotipo, foi construido um triplo mutante SEP1, 2, 3 que
apresentou o fenétipo igual ao da perda de funcdo dos genes das classes B e C,
ou seja, as pétalas, estames e carpelos foram substituidos por 6rgaos sepaldides.
Este fato indicou que os genes SEP eram necessarios na formacdo dos trés
verticilos florais (Pelaz et al., 2000; Honma & Goto, 2001). Ditta et al. (2004)
descreveu outro gene pertencente a classe E, que possuia a fungdo de determinar
além dos outros verticilos, também as sépalas, sendo denominado SEP4. Desta
forma foi determinado que os quatro genes SEP possuem um papel central na
identidade do todos os verticilos florais.

Atualmente o modelo ABCE ¢ representado pela formagdo de um
complexo de genes. Determinando aos genes das classes A ¢ E, a formagdo das
sépalas, o primeiro verticilo floral; genes da classe A, B e E especificando
pétalas, o segundo verticilo; genes da classe B, C e E especificando estames, o
terceiro verticilo; genes da classe C e E especificando carpelos, o quarto
verticilo; e genes da classe D e E especificando a formagdo do 6vulo
(Shitsukawa et al., 2007) (Figura 3).

Os genes pertencentes ao modelo ABCE, exceto o AP2, sdo pertencentes
a uma familia de fatores de transcrigdo chamados de MADS-box, que além das
fungdes especificadas no modelo de florescimento, estdo envolvidas também em

varias etapas do desenvolvimento de plantas, animais e fungos.
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SEP1/SEP2/SEP3/SEP4

se pe st ca
FIGURA 3 Modelo “ABCE” de identidade dos 6rgéos florais. Representagdo em
laranja — genes classificados como B; verde — genes A; rosa — genes C;

Amarelo — genes E; e as combinagdes para a formacao dos verticilos.
Adaptado de Castillejo et al. (2005)

2.4.1 MADS-box

A familia de genes MADS-box é composta de fatores de transcrigdo que
possuem papel fundamental no controle do desenvolvimento e transdugdo de
sinais em provavelmente todos eucariotos (Becker & Theifen, 2003). Sao
envolvidos em muitos aspectos do desenvolvimento da planta, incluindo a
identidade do meristema, tempo de florescimento, determinacdo da flor,
identidade do o6rgdo floral, fertilidade do pdlen, desenvolvimento do dvulo,
identidade e desenvolvimento do fruto (Causier et al., 2002), e elongacgao lateral
da raiz (Zhang & Forde, 1998). Também foram encontrados genes MADS-box
sendo expressos em folhas, nas células-guarda e em tricomas (Alvarez-Buylla et
al., 2000).

O nome da familia génica MADS-box ¢ derivado das iniciais dos
primeiros genes descritos, M de MINICHROMOSOME MAINTENANCE1
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(MCM1) de leveduras, A de AGAMOUS (AG) de A. thaliana (Yanofsky et al.,
1990), D de DEFICIENS (DEF) de Antirrhinum majus (Sommer et al., 1990;
Schwarz-Sommer et al., 1992) e S de SERUM RESPONSIVE FACTOR (SRF) de
humanos (Norman et al., 1988). As proteinas MADS-box foram primeiro
caracterizadas em leveduras e mamiferos (Lamb & McKnight, 1991; Shore &
Sharrocks, 1995).

Todos os membros compartilham uma sequéncia altamente conservada
de aproximadamente 180 nucleotideos, que codifica um dominio de ligacdo ao
DNA, denominado de MADS. O dominio MADS reconhece a sequéncia
especifica [CC(A/T)sGG], denominada CArG-box, na regido regulatoria de seu
gene alvo (Hayes et al., 1988; Shore & Sharrocks, 1995; Riechmann et al.,
1996).

Existem outros dominios importantes na interagdo entre as proteinas.
Estudos filogenéticos demonstraram que a duplicagdo do gene MADS-box
ancestral ocorreu antes da divergéncia de plantas, animais e fungos, dando
origem a duas linhagens, que foram caracterizadas como: tipo I (SRF-like) e tipo
IT (MEF2-like) (Alvarez-Buylla et al., 2000). As proteinas MADS-box de plantas
melhor caracterizadas fazem parte da categoria tipo II e apresentam organizagao
estrutural modular e conservada, chamada dominio MIKC, devido a presenga de
quatro dominios caracteristicos da regido amino terminal (N) até a regido
carboxy terminal (C) da proteina: MADS-box (M); intermediario (I), queratina-
like (K) e carboxi terminal (C). O M ¢é um dominio altamente conservado e liga-
se a regido do DNA formando homodimeros. A regido I também participa da
interacdo homodimeros. O dominio K ¢ moderadamente conservado e esta
presente somente em proteinas de plantas, envolvido na dimerizacdo entre
proteinas e na especificidade funcional (Davies et al., 1996; Fan et al., 1997). O
dominio I, pouco conservado, ajuda determinar a formagdo dos dimeros que se

ligam ao DNA (Riechmann & Meyerowitz, 1997). Por fim, o dominio C-
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terminal, pouco conservado, pode funcionar como um dominio de trans-ativagao
(Egea-Cortines et al., 1999; Honma & Goto, 2001; Robles & Pelaz, 2005).

Sdo encontrados 39 genes MADS-box do tipo II em Arabidopsis
(Parenicova et al., 2003), que possuem varias fungdes no desenvolvimento da
planta, principalmente na determinagdo das fungdes homeoticas florais,
representada pelo modelo ABCE. E dos genes responsaveis por esse modelo, os
pertencentes a classe E sdo de fundamental importancia na determinacao de cada

verticilo, formando complexo com outros genes.

2.4.2 Genes SEPALLATA (classe E)

Em Arabidopsis, sdo encontrados quatro membros da classe E de genes
MADS-box para identificagdo dos Orgdos florais que exibem fungdes
redundantes, SEP1, SEP2, SEP3 e SEP4. Esses genes SEP podem formar
complexos de heterodimeros protéicos com os produtos das classes A, B, C
regulando a identidade das sépalas, pétalas, estames, carpelos (Honma & Goto,
2001; Pelaz et al., 2001; Ferrario et al., 2003) (Figura 4). A estrutura desses
complexos protéicos ainda ¢ desconhecida, mas sabe-se que as proteinas SEP

apareceram para contribuir com cada complexo formado.

15



1 )

| | ‘

\ | |

Sépala Pétala Estame Carpelo

FIGURA 4 Complexos protéicos na determinagdo dos verticilos. Adaptado de Krizek
& Fletcher (2005).

As fungbes desses genes foram apresentadas analisando mutantes.
Mutantes simples para os genes SEP possuem somente fendtipos sutis, ao
contrario, mutantes triplos para os genes SEP1, SEP2 e SEP3 possuem flores
transformadas em orgdos sepaldide, e mutantes quadruplos para genes SEP1,
SEP2, SEP3 e SEP4 possuem um fendtipo com variagdes mais drasticas,
transformando as flores em estruturas foliares (Pelaz et al., 2000; Honma &
Goto, 2001; Ditta et al., 2004), dando suporte a hipotese de que as flores sdo
consideradas folhas modificadas (Goethe, 1790).

Ditta et al. (2004) demonstraram efeitos de dosagens e redundéncia para
os genes SEP. Isso pode ser observado no desenvolvimento do 6vulo, onde os
genes SEP agem em doses dependentes dos genes do tipo C (AG) e genes D
(STK (SEEDSTICK); SHP1 (SHATERPROOF1); SHP2 (SHATERPROOF2)
(Favaro, 2003).

Os quatro genes SEP em Arabidopsis possuem fungdes redundantes,
mas geralmente em muitas espécies essas fungdes e o niimero de genes

presentes, ainda sdo desconhecidos. Entretanto, diversos papéis nos orgdos
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florais tém sido elucidados. A expressdo de genes SEP3 em petunia, chamados
de PhFBP2 (Angenent et al., 1992), ¢ em tomate LeTMS5 (Pnueli et al., 1994),
demonstraram um rompimento das estruturas florais, enquanto que a baixa
expressdao em gérbera (GhGRCDI1) levou somente a esterilidade dos estames
(Kotilainen et al., 2000). A baixa expressao do gene SEP1/2 em tomate
(LeTM29) (Ampomah-Dwamena et al., 2002), gérbera (GhGRCD2) (Uimari et
al., 2004) e em péssego (PrpMADS7) (Xu et al., 2008) produziram plantas com
alteragdes no fenotipo, entretanto em Populus tremula o fendtipo formado foi
indistinguivel da planta do tipo selvagem (Cseke et al., 2005).

Os efeitos dos genes SEP contribuindo na regulagdo do florescimento
também sdo variaveis. Em Arabidopsis, a superexpressio do gene SEP3 estimula
um florescimento precoce (Pelaz et al., 2001) e efeitos similares foram
observados em outras espécies, como em lirio (Tzeng et al., 2003), petinia
(Ferrario et al., 2003), arroz (Kang & An, 1997), Betula pendula (Lemmetyinen
et al., 2004), trigo (Zhao et al., 2006) e em péssego (Xu et al., 2008). A
expressdo dos genes SEP de Capsicum (CaMADSI1) de Nicotiana (NsSMADS4)
produzem plantas com florescimento precoce e curto (Sung et al., 2001), mas
diferentemente, em Tabacco (Jang et al., 2002) ndo modificam a forma das
plantas transgénicas. Entretanto, as plantas de Arabidopsis que expressam SEP
de Populus tremula (Cseke et al., 2005), de lirio (Tzeng et al., 2003) e de
péssego (Xu et al., 2008), ndo demonstraram mudangas visiveis comparadas
com a selvagem.

Os genes SEP também possuem um importante papel no
desenvolvimento de frutos. Estudo com o gene SEP4 (LeMADS-RIN) em
tomate, demonstrou que € necessario para o desenvolvimento do fruto porque

ndo houve o amadurecimentos em mutantes rin (Vrebalov et al., 2002).
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CAPITULO 2

IDENTIFICAQAO IN SILICO DE GENES SEPALLATA EM Coffea
arabica

RESUMO

Os genes da subfamilia SEPALLATA (SEP) sdo fatores de transcrigcdo
pertencentes a familia MADS-box, que contribuem para a determinagdo do
meristema e formagdo dos quatro verticilos florais. Esse trabalho teve como
objetivo identificar os genes SEP presente em Coffea arabica através da base de
dados do transcriptoma Café (CAFEST). Por meio da interface Gene Project, foi
possivel a procura por reads, montagem de clusters e analise dos provaveis
genes SEP. Mais de 1000 reads foram encontrados formando 41 EST-contigs e
desses apenas os que apresentaram similaridade com SEP de outras espécies e
pelo menos presenga do dominio MADS foram utilizados no trabalho, resultando
em somente trés provaveis genes SEP de café. Duas dessas sequéncias
apresentaram o dominio MIKC, com a parte MIK bastante conservada e o
dominio C varidvel, caracteristica comum entre as proteinas SEP de outras
espécies. A analise filogenética apresentou uma separagdo clara entre as
provaveis proteinas SEP de café e de outras espécies com outras proteinas
MADS-box. Quando as proteinas SEP foram analisadas separadamente, as
provaveis sequéncias de café¢ foram agrupadas em trés grupos distintos,
formados de proteinas caracterizadas como SEP1/2, SEP3 e SEP4. Através do
perfil de expressdo dado pelo Northern eletronico, foi possivel visualizar a
expressdo dessas sequéncias em tecidos de flores e frutos em diferentes estadios
de desenvolvimento, fornecendo mais uma evidéncia que as sequéncias
identificadas in silico sdo provaveis SEPALLATA de café.
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ABSTRACT

The genes of the subfamily SEPALLATA (SEP) are transcription factors
that belong to the MADS-box family, that contribute to the meristem
determination and the formation of four floral whorls. The aim of this work was
to identify the SEP gene in Coffea arabica by the Coffee transcriptome database
(CAFEST). By the Gene Project interface, it was possible to search for reads, to
assemble clusters and analyze the putative SEP genes. More than 1000 reads
were found generating 41 EST-contigs, from which only those presenting
similarity with other SEP genes from different species and at least the presence
of one MADS domain were used in this work, resulting in only three putative
coffee SEP. Two of these sequences presented the MIKC domain, with the MIK
region conserved and the C domain variable, a very common characteristic
between other SEP proteins. The phylogenetic analysis showed a clear division
between the putative coffee SEP proteins and from other species with other
MADS-box proteins. When the SEP proteins were analyzed separately, coffee
sequences were grouped in three different clusters, formed by proteins
characterized as SEP1/2, SEP3 and SEP4. By the expression profile using the
electronic Northern, it was possible to check the expression of these sequences
in flower and fruits tissues in different stages of development, providing another
evidence that the sequences obtained by the in silico analysis are putative
SEPALLATA coffee genes.
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1 INTRODUCAO

A familia de genes MADS-box de fatores de transcrigdo estd envolvida
no desenvolvimento celular de leveduras, plantas e animais. E dividida em dois
tipos, sendo os genes MADS que participam do desenvolvimento vegetal, do tipo
II (Alvarez-Buylla et al., 2000). As proteinas originadas desses genes
apresentam uma organizagdo estrutural conservada, denominada dominio
estrutural tipo-MIKC, que inclui quatro dominios funcionais diferentes,
distribuidos no sentido N a C terminal: o dominio MADS-box (M), a regido
intermediaria (I), queratina-like (K), e carboxi terminal (C) (Hayes et al., 1988;
Purugganan et al., 1995; Shore & Sharrocks, 1995; Riechmann et al., 1996).

Alguns genes MADS-box fazem parte do modelo ABCE que foi proposto
para explicar a formagdo dos orgdos florais. De acordo com esse modelo, a
interagdo de quatro classes de genes homedticos € necessaria para a
determinagdo floral. Para a formagdo das sépalas, ¢ necessario a expressdo de
genes pertencentes a funcdo A e E. Os genes das fungdes A, B e E sdo
requeridos para a formagao das pétalas. A combinagdo dos genes B, C ¢ E para a
formagdo dos estames e a jungdo dos genes C e E para a especificacdo do
carpelo.

Os genes que fazem parte da funcdo E sdo conhecidos como genes
SEPALLATA, e s3o necessarios para a formacdo de todos os verticilos. Em
Arabidopsis thaliana sdo caracterizados quatro desses genes: SEP1, SEP2, SEP3
e SEP4, que possuem fun¢ao redundante na determinacao floral. Em estudos
com mutantes simples, as plantas obtidas possuem fendtipos sutis comparados
ao selvagem, entretanto quando sdo formados mutantes triplos ocorre a mudanga
fenotipica, desenvolvendo flores com todos os verticilos transformados em
sépalas. Além disso, quando sdo formados mutantes quadruplos, todos os

verticilos sdo transformados em folhas (Pelaz et al., 2000; Honma & Goto, 2001;
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Ditta et al., 2004). Mas como ¢ estabelecido pelo modelo ABCE, eles ndo séo
requeridos sozinhos, cada proteina SEP forma um complexo multimérico com
outros fatores de transcricio MADS-box para formar os verticilos florais e
contribuir no desenvolvimento dos frutos.

Com o sequenciamento do transcriptoma do cafeeiro (Vieira et al., 2006)
e a criagdo do banco CAFEST de ESTs (Expressed Sequence Tags) tornou-se
possivel a realizacdo de buscas por sequéncias formadoras dos provaveis genes
relacionados as caracteristicas de interesse.

Devido a importancia dos genes da classe E na formacdo dos verticilos
florais e no desenvolvimento dos frutos, o objetivo desse estudo foi encontrar
provaveis proteinas SEP de Coffea arabica no banco de dados CAFEST,
identificando in silico os genes, seus dominios conservados, as bibliotecas em

que se expressa e a relagdo deles com SEP de outras espécies.

29



2 MATERIAL E METODOS

2.1 Identificacdo de sequéncias SEPALLATA

As sequéncias SEP (SEPALLATA) de café foram identificadas a partir do
banco de dados de ESTs (Expressed Sequence Tags) gerado pelo projeto
Genoma Brasileiro Café - CAFEST (Vieira et al., 2006). por meio do qual foi
possivel a procura por reads, montagem de clusters e analise dos provaveis
genes.

Primeiramente foi realizada a procura no banco de dados CAFEST por
palavras chaves, tendo-se em vista que todos os reads haviam sido anotados
automaticamente por compara¢do com o banco de dados do NCBI (National
Center for Biotechnology Information). Posteriormente, foi realizada a procura
utilizando a ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search) com sequéncias
obtidas pelo NCBI de genes SEP de outras espécies ja identificados e
publicados. Assim, por meio da ferramenta tBLASTN (Altschul et al., 1997),
foram comparados os aminoacidos da fita query com os nucleotideos traduzidos
do banco de dados, e selecionados todos os reads que apresentaram alinhamento
significante (e-value < 10”).

Todos os reads encontrados no banco de dados CAFEST, foram
agrupados, formando os chamados EST-contigs, e submetidos a anotagdo
manual. Todos esses EST-contigs foram utilizados para uma terceira busca no
banco CAFEST utilizando-se a ferramenta BLASTN, visando-se encontrar novas
sequéncias. Esse processo, também chamado de saturacdo, foi repetido até que
ndo se encontrasse mais nenhum novo read significante. ApoOs todas as
montagens, os possiveis contigs SEP foram submetidos a confirmagao utilizando
a ferramenta BLAST do NCBI, selecionando para as analises subsequentes,
somente aqueles que possuiam similaridade com SEP de outras espécies e

dominios completos.
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2.2 Analise filogenética

O alinhamento dos EST-contigs foi realizado pelo programa ClustalW
(Thompson et al., 1994)) com pardmetros padroes (default), utilizando-se as
sequéncias de nucleotideos traduzidas em aminoacidos. A arvore filogenética foi
feita utilizando-se o programa MEGA 4.0 (Tamura et al., 2007) com o modelo de
comparacdo Neighbor-joining (Saitou & Nei, 1987), método de distancia p e
supressdo pair-wise. A validade da arvore quanto a distancia filogenética dos
clusters pode ser medida pelo teste probabilistico de bootstraps (Sitnikova et al.,
1995). Foram construidas duas arvores filogenéticas, uma comparando as
sequéncias SEP identificadas de café e de outras espécies com diversas proteinas
MADS-box. A outra somente com a comparagdo das provaveis proteinas SEP de

café com as de outras espécies.

2.3 ldentificagdo de motifs comuns entre as sequéncias

Para descobrir motivos de agrupamento entre as sequéncias SEP
selecionadas no CAFEST, utilizou-se o programa MEME (Multiple Expectation
Minimization for Motif Elicitation) versdo 3.5.4 (Bailey & Elkan, 1994). A
sequéncia total de aminodcidos das proteinas foi comparada de acordo com a
ordem de agrupamento observada na arvore filogenética, facilitando dessa forma
a observacdo dos motivos de agrupamento em cada subclasse. Os parametros
utilizados foram: numero de repeti¢des qualquer, maximo nimero de motifs 6 e

amplitude 6tima entre 6 e 200 (Parenicova et al., 2003).

2.4 Northern eletrénico

Para a analise in silico da expresséo, foram calculadas as frequéncias de
reads formadores de cada EST-contig nas bibliotecas em que apareciam
expressos. As bibliotecas analisadas foram FB1/FB2/FB3/FB4, botdes florais

em subsequentes estdgios do florescimento e FR2, frutos. As bibliotecas
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utilizadas foram descritas por Vieira et al. (2006). Os dados de expressdo dos
reads nas bibliotecas foram previamente normalizados para dar uma idéia exata
do grau de expressdo dos provaveis genes em cada tratamento e local da planta,
ja que, as bibliotecas formadas ndo possuiam o mesmo tamanho. O
procedimento para a normalizagdo consistiu em multiplicar cada read pela razio
entre o numero total de reads de todas as bibliotecas e o nimero de reads da
biblioteca em que ele aparecia expresso. Com os dados foi feita uma matriz,
relacionando os reads formadores de cada contig com as bibliotecas,
posteriormente langada nos programas Cluster e TreeView (Eisen et al., 1998).
Os EST-contigs e bibliotecas foram agrupados por hierachical clustering e os
resultados de expressdo foram apresentados em uma escala de cinza, onde
expressdo zero ou negativa foi representada por coloragdo mais clara sendo
aumentada gradativamente até atingir um cinza escuro, que representava o grau

maximo de expressao positiva.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As sequéncias SEP de café foram identificadas através do banco de
dados CAFEST, e encontrados aproximadamente 790 reads, realizando a busca
por palavra chave e por sequéncias SEP de outras espécies depositadas no NCBI.
A primeira clusterizagdo (agrupamento) gerou 20 EST-contigs. Apds o processo
de saturacdo, com o objetivo de realizar novas buscas para corrigir clusters
incompletos, foi gerado uma quantidade maior de reads, montados em 41 EST-
contigs. Para cada possivel gene SEP de café formado, foi analisada sua
sequéncia protéica, a parte funcional de cada uma delas e seus dominios
conservados. Entretanto, as sequéncias foram identificadas como possiveis EST-
contigs verdadeiros, através da realiza¢do de um alinhamento e compara¢do com
as sequéncias disponiveis no NCBI.

Apos essas andlises, alguns provaveis genes SEP ndo apresentaram
similaridade com genes SEP de outras espécies, € outros nao possuiam nem o
dominio MADS. Desta forma, essas sequéncias foram consideradas incompletas
e ndo foram utilizadas em analises posteriores. Dos 41 EST-contigs, apenas trés
foram mantidos na andlise por apresentarem dominios completos e alta
similaridade com proteinas SEP de outras espécies. Esse fato pode ser explicado
por erros na metodologia aplicada aos processos de sequenciamento do banco de
dados, isolamento dos genes expressos na constru¢do das bibliotecas, e
ineficiéncia dos métodos de selegdo de reads, o que gerou contigs incompletos
que continham apenas pequenas sequéncias conservadas dos genes da familia
MADS-box.

Os trés contigs mantidos na analise, foram avaliados quanto a

homologia, dominios, motivos e expressdo em tecidos de café.
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Em relacdo a homologia destes contigs com as proteinas SEP ja
descritas, pode ser observado na Tabela 1 um inicio de identificacdo desse

contigs com os diferentes tipos de proteinas SEP, utilizando o tblastn do NCBI.

TABELA 1 Resultado do tblastn do NCBI, com os contigs de café identificados.

Sequéncia Tamanho (aa) Identidade e-value
Contigl Citrus (CiSEP1) 433 90% 6e-41
108 aa Vitis vinifera 431 87% le-40
Arabidopsis thaliana (SEP1) 420 88% 2e-39
Contigl4 Populus tremuloides (SEP3) 550 80% 9¢e-108
241 aa Syringa vulgaris (SEP3) 689 84% 4e-112
Contig8 Solanum lycopersicum (rin) 733 78% 2e-75
279 aa Arabidopsis thaliana (SEP4) 643 84% le-64

Utilizando a ferramenta Blastp e Conserved domains do NCBI, foram
encontrados os dominios MADS e K-box, representantes das regides mais
conservados do dominio MIKC da familia MADS-box (Figura 1).

A identificagdo dos motivos de agrupamento das provaveis proteinas
SEP de café, foi realizada por meio do alinhamento com proteinas SEP de outras
espécies. Como pode ser observado na figura 2, seis motivos foram identificados
em quase todas as sequéncias, representando os dominios conservados da
familia MADS-box. Segundo analise no programa Conserved domains do NCBI,
o motivo 1 representa o0 dominio MADS e o motivo 2 o dominio K-box, que sdo
os dominios mais conservados entre as espécies. No motivo 1, pode ser
encontrado um potencial sitio de fosforilagdo, que possui a seguinte sequéncia

de aminoacidos: RQVTF, encontrado no dominio MADS de todos os genes
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MADS-box (Zahn et al., 2005; Kanno et al., 2006; Huang et al., 2009) (Figura 3).
A partir de resultados similares obtidos por Malcomber & Kellogg (2005) e
relacionando as figuras 2 e 3, o motivo 3 foi identificado como pertencente ao
dominio I, ¢ os motivos 4, 5 ¢ 6 ao dominio C, que sdo dominios menos
conservados. Como esses motivos representam os dominios caracteristicos da
familia MADS-box, chamados de dominios MIKC, essa pode ser uma evidéncia
que as sequéncias encontradas de café sdo pertencentes a familia.

Os provaveis contigs representantes do gene SEP em café apresentaram
todos os motivos e dominios caracteristicos, entretanto o contigl mostrou-se
incompleto, diferenciando pela falta do dominio conservado K-box ¢ pela regido
C-terminal. Trabalhos posteriores devem ser realizados, a fim de tentar remontar

este contig.

Contigl

MADS_MEF2_like

Contigl4

1 50 10 150 200 241
I— | | | | | |

| | | | | | | | | | | | |
FADS FEF2_11ke

Contig 8

1 S0 100 150 200 250 279
[ - - - I [ - - [ (- I - [ [ [ [

HADS_MEF2_Like

FIGURA 1 Representagdo esquematica dos dominios das supostas sequéncias SEP de
café, utilizando a ferramenta Blastp do NCBI.

35



Combined
Name pvalue  Motifs

(C1Coffeaarabica 7.71e-85

MdAMADS4SEP4)  |4.14e-153
PhEBP4(SEP4) 1.05e-157
SEP4ARATH 9.635e-150

n | | i

SCALE

|
Cl4Coffeaarabica | [6.982-201 1 B 5 B
C3Coffeaarabica | [3.462-140 1 [ 3] 3 6
SEPIARATH 1.392-189 1 En 5 Bl
SEP2ARATH 232e-184 1 3] 5 Bl s
SISEP1 6.27e-183 1 | 3 | B
AmDEFH49(SEP1/2)4.95e-178 1 ] 5 B s
LeTM29GEPL2)  |6.38e-179 1 = 5 B s
GhGRCD2(SEP12) (9.07e-174 1 E 5 B s
PIM3EEPL2) 4.69e-137 1 [3] 3 Bl s
MdMADS1(SEP1/2)[3.97e-190 1 B 5 Bl s
SEP3ARATH 1.47e-180 1 = 3 N s
CmCDM44(SEP3)  |2.52e-191 1 B 5 Bl s
AmDEFH72(EEP3) [1.39¢-193 1 [3] 3 s
AmDEFH00(SEP3) [1.49¢-193 1 B 3 B
PIMG(SEP3) 3.812-193 1 [ By B 6
ARSEP3 1.11e-168 1 [3] 3 s
SISEP3 2.80e-183 1 = 5 [ 3
LtSEP3 8.00-201 1 [ 3] 3 s
EcSEP3 342196 1 N 5 — -
CsSEP3 1.08e-176 1 3] 3 4]

! 3 -

! 3 ____h

1 || L

100 125

[
[

50 175 200 225 250 275
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1 25

n
=

FIGURA 2 Analise dos MOTIF de agrupamentos presentes entre os contigs de café
avaliados e outras proteinas SEP de espécies ja depositadas no NCBI,
utilizando o programa MEME. C1, C14 e C8 de Coffea arabica; AtSEP1,
AtSEP2, AtSEP3, ¢ AtSEP4 de A. thaliana (Acesso GenBank P29382,
P29384, 022456 e P29383); AmDEFH49, AmDEFH72 e AmDEFH200 de
Antirrhinum majus (S78015, S71756 ¢ S71757); PhFBP4 de Petunia
hybrida (AK21247); LeTM29 de Lycopersicon esculentum (CAC83066);
CmCDM44 de Chrysanthemum morifolium (AA022982); GhGRCD?2 de
Gerbera hybrida (AH04878); PtM3 ¢ PtM6 de Populus tremuloides
(AAL08423 e AAO049811); MAMADSI ¢ MdAMADS4 de Malus
domestica (AAC25922, AAD51423); AhSEP3 de Alpinia hainanensis
(ACO72983); SISEP3 de Silene latifélia (BAD10945); LtSEP3 de
Liriodendron tulipifera (AAX15920); EcSEP3 Eschscholzia californica
(AAX15918); CsSEP3 Crocus sativus (ACB69512); SISEP1 Silene
latifélia (BAD10944).
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Entre as proteinas SEP a constitui¢do de aminoacidos é bem parecida
nos dominios MIK. Zahn et al. (2005) demonstraram a partir do alinhamento de
sequéncias SEP de varias espécies, que os dominios MIK sdo altamente
conservados, € em muitas posi¢cdes sdo quase invaridveis. Existem apenas
algumas diferengas na por¢do C-terminal, principalmente na regido do dominio
C, entretanto, sdo encontrados nessa regido pequenos motivos altamente
conservados (Kanno et al., 2006), que sdo representados como motivo 4 e 6
(Figura 3). Resultados similares foram encontrados em outros trabalhos, onde
foram identificados 0os mesmos motivos comuns no dominio C (Malcomber &
Kellogg, 2005; Kanno et al., 2006; Zhao et al., 2006; Xu et al., 2008).

Como esses motivos sdo conservados entre as diferentes espécies, eles
podem desempenhar um papel importante na especificidade da formagdo do
complexo de ligagdo (Kanno et al., 2006), que ¢ fundamental para a func¢ao das
proteinas SEP. O motivo 4 ¢ mais conservado que o motivo 6, sugerindo que
esse pode ter fungdes adicionais e aquele ser envolvido nas fungdes originais dos
genes da subfamilia (Vandenbussche et al., 2003). Para tentar caracterizar a
fungdo desses motivos, Melzer et al. (2009), demonstraram que a delegdo do
dominio C-terminal ndo prejudica a ligagdo do SEP3 ao DNA alvo ou a
interacdo entre as proteinas. Eles também dividiram o dominio K em trés partes
distintas, onde foi observado que quando modificavam o subdominio K3,
conduziam a uma clara reducao da ligagdo, determinando a sua importancia. Isso
indica que os dominios M, I, K sdo suficientes para determinar essa fungdo. Os
motivos conservados do dominio C, provavelmente desempenham um papel
central na subfamilia SEP (Lamb & Irish, 2003; Vandenbussche et al., 2004)
porém, sua funcdo especifica ainda ndo é conhecida (Geuten et al., 2006). Zahn
et al. (2005) determinaram que os motivos 4 e 6 possuem estruturalmente

aminoacidos hidrofobicos e polares e ndo assemelham a nenhum motivo com
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fun¢do conhecida, entretanto eles podem ser funcionalmente importantes porque
s3o localizados em por¢des similares a motivos do gene AG e AP3.

Ao analisar as diferencas presentes dentro desses motivos encontrados
na regido C-terminal (Figura 3) pode ser observada uma pequena variagdo
caracteristica dentro do motivo 4 (Figura 3) entre as sequéncias SEP1/2, SEP3 e
SEP4. A maior parte das proteinas denominadas SEP1/2 possuem variagdes da
sequéncia NPTLQ; na mesma posi¢do, as proteinas SEP3 sdo varidveis na
sequéncia EPTL; e as menos conservadas entre si, as SEP4 possuem varia¢des
na sequéncia NN-L, porém n3o muito constante. Essas variacdes nas proteinas
SEP4 podem estar relacionadas a modificagdes na fungdo. Variagdes similares
foram encontradas por Malcomber & Kellogg (2005). Entretanto, isso ndo ¢
observado entre as sequéncias SEP1 e SEP2 das varias espécies analisadas, pois
possuem a constitui¢do de aminodcidos muito parecida na regido C-terminal,
desta forma sdo denominadas SEP1/2, sendo diferencialmente identificadas
somente em Arabidopsis thaliana (Pelaz et al., 2000).

Pela analise filogenética pode ser observada a homologia das sequéncias
estudadas com proteinas SEP identificadas em outras espécies. A figura 4
demonstra o agrupamento esperado entre as proteinas SEP e outras proteinas
MADS-box, formando dois grandes grupos distintos. Essa separagdo indica a
diferenciag@o entre as proteinas da sub-familia SEP das demais proteinas MADS-
box, com altos valores de bootstrap (100), indicando que os contigs encontrados
no genoma café sao provavelmente homologos a proteinas SEP.

A arvore filogenética formada entre proteinas SEP de outras espécies e
das provaveis sequéncias de café¢, também indica essa homologia, determinando
uma nitida separacdo entre as diferentes proteinas SEP (Figura 5). Essa
separacdo pode ser determinada pelas variagdes constantes observadas na regido
C-terminal das sequéncias SEP, podendo indicar uma variagdo da funcao entre

as espécies. Malcomber & Kellogg (2005), além de demonstrar que os motivos
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encontrados na regido C-terminal possui uma constante diferenciagdo entre as
proteinas SEP, também propuseram essa regido como o controle central na
ativacdo da transcricdo, ligacdo especifica ao DNA, e localizagdo sub-celular,
porém a funcdo ainda ndo esta totalmente elucidada como discutido
anteriormente. Entretanto, a falta dessa sequéncia ndo prejudicou no
agrupamento do contigl com as proteinas SEP1/2 de outras espécies, assim
como nas outras analises, indicando que os dominios M e I, podem ser
suficientes para determinar qual classe de genes SEP elas pertencem.

De acordo com a figura 5, podemos agrupar o contigl com proteinas
descritas na literatura como SEP1 e SEP2, o contigl4 com proteinas SEP3 e o
contig8 com proteinas caracterizadas como SEP4. Como a SEP1 e SEP2
mostram-se muito parecidas, Ermolaeva et al. (2003) indicou que esses genes
recentemente sofreram uma duplicag@o na evolugdo do florescimento de plantas,
mas a relagdo para o SEP3 e SEP4 nao esta clara. No agrupamento proposto nao
foi possivel determinar diferencas entre esses SEP1 e SEP2, mas eles formaram
um agrupamento mais proximo ao do SEP3 corroborando aos dados encontrados
por outros autores (Purugganan, 1998; Lawton-Rauh et al., 2000; Sung et al.,
2000; Becker & Theissen, 2003; Parenicova et al., 2003; Vandenbussche et al.,
2003; Kanno et al., 2006). Porém, alguns estudos sugerem que o SEP1 ¢ SEP2
sdo mais ligados ao SEP4 do que ao SEP3 (Yu & Goh, 2000; Lemmetyinen et
al., 2004; Zahn et al., 2005), entretanto, a relagdo filogenética entre esses quatro
genes ainda ndo estd totalmente estabelecida (Kanno et al., 2006).

Esse perfil de agrupamento pode servir para predizer os tipos de SEP
que podem ser encontrados em café, porém os provaveis locais de expressdo
desses genes nos verticilos florais e possiveis fungdes ndo podem ser
determinados apenas com essas analises, pois como descrito por varios autores,
mesmo atuando em algumas espécies de forma redundante em outras, tanto o

local de expressdo, como as funcdes sdo variaveis. Por exemplo, estudos de
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expressao do gene SEP3 em petunia e tomate, demonstram um rompimento das
estruturas florais, entretanto em gérbera foi observado apenas a esterilidade dos
estames (Kotilainen et al., 2000; Uimari et al., 2004). Além disso, em algumas
plantas estes estudos de expressdo modificam o fenotipo, em outras, ndo ¢
observada nenhuma diferenca em comparagdo a planta selvagem (Cseke et al.,
2005; Xu et al., 2008). Desta forma sdo necessarios estudos de expressdao
homeotica com as sequéncias identificadas para determinar a possivel funcdo de
cada uma.

As fungdes das proteinas SEP também podem ser determinadas pelo tipo
de ligagdo que elas estabelecem com outras proteinas MADS-box, ¢ sabe-se que
a maior parte desses complexos protéicos contém a proteina SEP3, que trabalha
como importante mediador da formagdo dessas ligacdes (Immink et al., 2009).
Dessa forma, o contigld de café que apresentou homologia com as proteinas
SEP3 de outras espécies, pode ter inicialmente uma fun¢ao predita como sendo

uma proteina chave nesses complexos.
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FIGURA 4 Relacdo filogenética entre as sequéncias de aminoacidos das proteinas
SEPALLATA com outras proteinas MADS-box do tipo II, publicadas e
depositadas do NCBI. C1, C8 e C14 de Coffea arabica; AtSEP1, AtSEP2,
AtSEP3, e AtSEP4 de A. thaliana (Acesso GenBank P29382, P29384,

(... Continuagdo...)
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Figura 4, Cont.

022456 ¢ P29383); AmDEFH49, AmDEFH72 ¢ AmDEFH200 de Antirrhinum majus
(S78015, S71756 e S71757); PhFBP4 de Petunia hybrida (AK21247); LeTM29 de
Lycopersicon esculentum (CAC83066); CmCDM44 de Chrysanthemum morifolium
(AA022982); GhGRCD2 de Gerbera hybrida (AH04878); PtM3 ¢ PtM6 de Populus
tremuloides (AAL08423 e AAO49811); MAMADS1 ¢ MdMADS4 de Malus domestica
(AAC25922, AAD51423); AhSEP3 de Alpinia hainanensis (ACO72983); SISEP3 de
Silene latifélia (BAD10945); LtSEP3 de Liriodendron tulipifera (AAX15920); EcSEP3
Eschscholzia californica (AAX15918); CsSEP3 Crocus sativus (ACB69512); SISEP1
Silene latifélia (BAD10944). E como grupo externo outras proteinas MADS-box de
Arabidopsis thaliana: AtAG (NP567569); AtFLC1 (AAKS54440); AtMAF4
(NP_001119499); AtMAF3 (NP001032144); AtAGL68/MAF5 (NP001078799);
AtMAF1 (NP177833); AtAGL14 (NP192925); AtAGL19 (NP194026); AtAGL13
(NP191671); AtAGL79 (NP189645); AtAGL12 (AAP37691); AtSTK (NP001078364);
AtAP3 (NP191002); AtPI (NP197524)
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FIGURA 5 Arvore filogenética das provaveis proteinas SEPALLATA encontradas em
café com as de outras espécies, publicadas e depositadas no NCBI. C1, C8
e Cl4 de Coffea arabica; AtSEP1, AtSEP2, AtSEP3, e AtSEP4 de A.
thaliana (Acesso GenBank P29382, P29384, 022456 e P29383);
AmDEFH49, AmDEFH72 ¢ AmDEFH200 de Antirrhinum majus (S78015,
S71756 e S71757); PhFBP4 de Petunia hybrida (AK21247); LeTM29 de
Lycopersicon esculentum (CAC83066); CmCDM44 de Chrysanthemum
morifolium (AAO022982); GhGRCD2 de Gerbera hybrida (AH04878);
PtM3 e PtM6 de Populus tremuloides (AAL08423 e AAO049811);
MdMADS1 ¢ MdMADS4 de Malus domestica (AAC25922, AAD51423);
AhSEP3 de Alpinia hainanensis (AC0O72983); SISEP3 de Silene latifélia
(BAD10945); LtSEP3 de Liriodendron tulipifera (AAX15920); EcSEP3
Eschscholzia californica (AAX15918); CsSEP3 Crocus sativus
(ACB69512); SISEP1 Silene latifélia (BAD10944)
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Pela analise do Northern eletronico, foi observada a expressdo dos
contigs nas bibliotecas de botdes florais em diferentes estadios de florescimento
(FB1, FB2, FB3 ¢ FB4) e frutos em estadio inicial de desenvolvimento (FR2),
corroborando assim, com as fungdes determinadas para genes dessa subfamilia,
que sdo responsaveis pela identidade do meristema floral e desenvolvimento dos
frutos, sendo dessa forma expressos na flor e fruto. Trabalhos realizados com
diferentes espécies apresentaram resultados similares (Kanno et al., 2006;
Matsubara et al., 2008), porém nao foi possivel observar uma expressido padrio
entre os diferentes contigs analisados.

De acordo com a Figura 6, pode-se observar que o contigl apresentou
um nivel de expressdo relativamente baixo nas fases iniciais de desenvolvimento
da flor e um aumento na expressao quando ¢ considerada a ultima fase. Isso
pode estar relacionado ao acimulo desse transcrito nessa fase e é similar aos
resultados encontrados por Matsubara et al. (2008) que observou a expressdo do
gene SEP em botoes florais e flores em varios estadios de desenvolvimento de
petinia (FBP2), indicando uma maior expressdo no ultimo estadio. Porém, ndo
se pode relacionar os estadios de desenvolvimento considerados na construgdo
das bibliotecas no CAFEST com os analisados por Matsubara et al. (2008).

Virios trabalhos observaram variagdes de expressdo entre os diferentes
verticilos (Malcomber & Kellogg, 2005; Zahn et al., 2005; Geuten et al., 2006).
Entretanto essa diferenca de expressao entre os quatro verticilos florais ndo pode
ser analisada nesse trabalho, pois na constru¢do das bibliotecas ndo foram
utilizados tecidos individuais e sim, toda a estrutura floral, indicando apenas a
expressao total na flor e no fruto

Essas evidéncias de expressdo sdo mais um indicio de que os contigs
estudados s@o provavelmente da subfamilia SEP, mas sdo necessarios estudos de
confirmagdo da expressdo tecido especifica in vivo para compara¢do com os

resultados obtidos em todo o trabalho in silico.
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Contigl4
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FIGURA 6 Northern eletronico representando os niveis de expressdo dos EST-contigs
nas diferentes bibliotecas por meio de uma escala de vermelho.
Bibliotecas: FB1/FB2/FB3/FB4 (botdes florais em diferentes estadios do
florescimento) e FR2 (frutos em estadio inicial). As bibliotecas utilizadas
foram descritas por Vieira et al. (2006).

Por meio das anélises in silico, os contigs apresentados do genoma café,
puderam ser identificados quanto a sua similaridade com as proteinas SEP. O
contigl foi identificado como SEP1/2 (CISEP1/2), o contil4 como SEP3
(C14SEP3), ¢ o contig8 como SEP4 (C8SEP4).
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4 CONCLUSAO

A partir de uma busca direcional no banco de dados CAFEST foi
possivel identificar trés provaveis sequéncias SEP, que apresentaram com as
analises de motivos por¢des determinantes na identidade das proteinas SEP.

Com a construgdo da arvore filogenética, foi possivel demonstrar o
correto agrupamento dessas sequéncias com proteinas SEP de outras espécies,
indicando a homologia esperada, com valores altos de boostrap.

Na andlise de expressdo pelo Northern eletronico, foi possivel observar

uma expressao caracteristica desses genes em tecidos de flor e fruto.
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CAPITULO 3

EFICIENCIA DE PROTOCOLOS DE EXTRACAO DE RNA EM
DIFERENTES TECIDOS DO CAFEEIRO

RESUMO

Para a utilizagdo de técnicas sensiveis de biologia molecular, como o
estudo de genes diferencialmente expressos, € necessario a obtengdo de um RNA
de boa qualidade e em quantidades adequadas. Devido & presenca de grandes
variedades, e frequentemente grande quantidade de compostos secundarios em
plantas, ndo existe um método padrdo para o isolamento de acidos nucléicos que
possa ser utilizado para todas as espécies. Os polifendis e os polissacarideos sao
os compostos de maior interferéncia no processo de extracao, e quando presentes
geram um RNA de baixa qualidade. Nesse trabalho foram testados quatro
métodos de extracdo de RNA (Método CTAB, Borato quente, CONCERT e Tri
Reagente), em quatro diferentes tecidos de café (raiz, folha, flor e fruto), com o
objetivo de determinar qual método ¢ mais eficiente na obtengcdo de um RNA de
melhor qualidade. Foi observado que os métodos, CTAB e Borato quente, que
possuiam a adi¢do PVP e/ou B-mercaptoetanol, e precipitacdo com LiCl, foram
os que apresentaram RNAs mais puros e sem degradacdo em todos os tecidos, e
puderam ser utilizados para a andlise de expressdao génica. Com a extracao
utilizando o TriReagente, que tem como base o fenol, ndo foi obtido RNA de
boa qualidade em todos os tecidos e consequentemente ndo foi possivel a analise
de expressdo. O método de macroextracdo CTAB, foi o que apresentou amostras
com RNA de melhor qualidade e em grandes quantidades em todos os tecidos,
assim, ao ser submetido as etapas de tratamento com DNase e constru¢do cDNA,
obteve-se os melhores resultados. Trabalhos posteriores precisam ser realizados
com o objetivo de padronizar esse método para microextragdo. Porém para a
extragdo de RNA de folhas de café, todos os métodos foram eficientes e podem
ser usados para a obten¢do de amostras com qualidade consideravel.
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ABSTRACT

In order to use sensitive techniques of molecular biology, such as the
study of genes differencially expressed, it is necessary to obtain a RNA of great
quality and in suitable quantities. Due to the presence of several varieties, and
often expressive quantities of secondary compounds in plants, there is no
standard method for the isolation of nucleic acids that can be used for all
species. Polyphenols and polyssacharides are compounds that mostly interfere in
the extraction process, and when they are present, a low quality RNA is
produced. In this work it was tested four RNA extraction methods (CTAB
method, Hot Borate, CONCERT and Tri Reagent), in four different coffee
tissues (root, leaf, flower and fruit), aiming at determining which method is
more efficient to obtain a high quality RNA. It was observed that the CTAB and
Hot Borate methods, in which PVP was added and/or B-mercaptoethanol, and
precipitation with LiCl was performed, presented more pure RNA and no
degradation was observed in any tissue, and then, they could be used in further
gene expression analysis. The extraction with TriReagent, which includes the
use of phenol, a high quality RNA wasn’t obtained in any tissue, and thus, the
expression analysis was disturbed. CTAB macroextraction method was the one
that presented samples with higher RNA quality, and with larger quantities in all
tissues and therefore, when RNA samples were submitted to the DNase
treatment and cDNA construction, the best results were possible. Future works
need to be carried out aiming at the standardization of this macroextraction
method. Nevertheless, in RNA extraction of coffee leaves, all methods were
efficient and can be used to obtain samples with considerable quality.
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1 INTRODUCAO

O isolamento de RNA de qualidade ¢ um pré-requisito para estudos de
expressdo génica incluindo transcriptase reversa (RT), PCR quantitativo em
tempo real (QRT-PCR), construgcdo de bibliotecas de ¢cDNA ou analises de
microarray (Cardillo et al., 2006).

O principal problema encontrado ¢ que tecidos vegetais sdo
caracterizados por uma alta variagdo na sua composigdo, e alguns tecidos sdo
especialmente dificeis de isolar o RNA (Geuna et al., 1998). Para trabalhos que
utilizam diferentes tecidos é de extrema importdncia um método de extragdo
eficiente para todos, independente da composi¢do do material, a fim de
minimizar as variagdes que possam existir quando utilizados diferentes
protocolos.

Devido a presenca de metabolitos secundarios, polissacarideos e
polifenodis, a extracdo de RNA de qualidade em tecidos do cafeeiro torna-se uma
etapa de dificil padronizagdo entre os diferentes tecidos e a obtencdo de alta
quantidade de RNA pode ser complicada pela suscetibilidade do RNA a
degradagdo por RNAses. Além disso, uma das etapas essenciais ¢ a eliminacao
total do DNA presente apds a extragdo, pois, teoricamente uma copia do DNA ¢
suficiente para originar um falso positivo em estudos baseados em expressao
génica (Birtic & Kranner, 2006).

Estudos descrevem técnicas de extracdo para tecidos vegetais ricos em
polifendis ou polissacarideos que apresentam problemas para isolamento de
ampla quantidade de RNA de alta qualidade (Salzman et al., 1999; Azevedo et
al., 2003). Contudo, esses métodos tém sido desenvolvidos para tecidos vegetais
especificos, pois cada método depende da composicdo do tecido e alguns t€m

sido inadequados na reduc@o de contaminagao por polissacarideos.
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Entre as técnicas de extracdo mais relatadas para espécies com alto
conteudo de metabolitos secundarios, estdo os métodos utilizando
polivinilpirrolidona solavel (PVP) e precipitagdo com etanol (Salzman et al.,
1999), borato quente (Wan & Wilkins, 1994), extragdo com fenol (Komjanc et
al., 1999), precipitagdo com calcio (Dal Cin et al., 2005), 2-butoxi-etanol
(Manning, 1991; Malnoy et al., 2001) ou brometo de cetil trimetil amdnio
(CTAB) no tampao de extracdo (Meisel et al., 2005).

Nessas técnicas, sdo acrescentadas algumas substancias para eliminar os
contaminantes, como por exemplo, a adicdo de agentes antioxidantes, como
PVP, polivinilpolipirrolidona (PVPP) e B-mercaptoetanol; o uso de solventes
organicos como o cloroférmio e o fenol, que separam o RNA das proteinas; a
adi¢do de guanidina thiocianeto amplamente usada para inibir a atividade de
RNAses (Chomczynski & Sacchi, 1987; Valenzuela-Avendafio et al., 2005)
dentre outras.

Visando a obtencdo de um protocolo ideal para extracdo de RNA de
qualidade para varios tecidos de café, esse trabalho teve como objetivo
identificar a metodologia mais adequada para isolar amostras de RNA em folha,
flor, fruto e raiz de café, que possam ser utilizadas em estudos moleculares

sensiveis.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal

O material vegetal utilizado foi coletado no campo experimental da
Universidade Federal de Lavras (UFLA) em Lavras- MG. Para a extragdo de
RNA de café foram utilizados quatro tecidos vegetais de Coffea arabica, cultivar
Rubi, coletados no periodo de setembro de 2008: folhas (jovens), flores (estadios
G4-G5 descritos por Morais et al. (2008), frutos (em estadios diferentes de
desenvolvimento) e raizes (secundarias). Foram coletados em nitrogénio liquido
e posteriormente armazenados a -80 °C até o momento da extragdo. Os tecidos
foram submetidos a quatro diferentes métodos de extragdo de RNA: Concert™
(Invitrogen), TRI Reagente® (Sigma), Borato quente (Wan & Wilkins, 1994;
Birtic & Kranner, 2006), e CTAB (Chang et al., 1993).

Todos os materiais utilizados para extragdo foram tratados com solugdo
diethilpirocarbonato (DEPC) a 0,5% para inativar RNAses. As solucdes

utilizadas foram preparadas com agua destilada autoclavada RNAse-free.

2.2 Isolamento do RNA
2.2.1 Reagente Concert™

O protocolo de extragdo de RNA com Concert foi realizado de acordo
com manual: Concert™ Plant RNA Reagent (Invitrogen). A cada microtubo
contendo aproximadamente 100 mg de tecido macerado foram adicionados 500
pL do reagente Concert gelado (4 °C) e homogeneizados em voértex. Em
seguida, os tubos foram incubados por 5 min a temperatura ambiente, deixados
horizontalmente para maximizar a extracdo do RNA. Apos esse periodo, o
material foi submetido a centrifugacdo por 2 min a temperatura ambiente com
velocidade 12.000 g e o sobrenadante foi transferido para um novo tubo. Foram

adicionados 100 pL de NaCl 5 M e homogeneizados em vortex. Posteriormente,
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foram adicionados 300 pL de cloroformio e os tubos foram homogeneizados por
inversdo. Para separacdo das fases as amostras foram submetidas a centrifugacao
durante 10 min a 4 °C (12.000 g) e a fase aquosa superior foi transferida para um
novo tubo. Em seguida, foi adicionado um volume equivalente a fase aquosa de
isopropanol gelado (aproximadamente 400 pL) e agitados em vortex durante 5
seg. As amostras foram mantidas a temperatura ambiente por 10 min, e
posteriormente submetidas a centrifugagdo também por 10 min a 4 °C (12.000
2). O sobrenadante foi descartado, o pellet foi lavado com 1 mL de etanol 75%
gelado e os tubos foram submetidos a centrifugagdo por 1 min a temperatura
ambiente (12.000 g). O liquido residual foi removido do tubo com a pipeta e o
RNA foi ressuspendido em 20 pL de agua Milli-Q autoclavada. As amostras

foram armazenadas a -20 °C.

2.2.2 TRI Reagente®

O RNA total foi obtido utilizando TRI Reagente” (Sigma), conforme
recomendacdes do fabricante. A cada microtubo contendo aproximadamente 100
mg de tecido macerado foram adicionados 1 mL do Tri Reagente, e
homogeneizados em vortex. Em seguida os tubos foram incubados por 5 min a
temperatura ambiente. Apods esse periodo, o material foi submetido a
centrifugagdo por 10 min a 4 °C com velocidade 12.000 g. O sobrenadante foi
transferido para um novo tubo onde foram adicionados 200 pL de cloroférmio e
homogeneizados por 15 seg. Para separagdo das fases as amostras foram
submetidas a centrifugacdo durante 20 min a 4 °C (12.000 g) e a fase aquosa
superior (aproximadamente 750 pL) foi transferida para um novo tubo.
Posteriormente foram adicionados 500 pL de isopropanol, ¢ os tubos foram
homogeneizados por inversdes e incubados por 60 min a -20 °C. As amostras
foram centrifugadas durante 10 min a 4 °C (12.000 g), ¢ o sobrenadante

descartado. O pellet foi lavado com 1 mL de etanol 75% gelado e os tubos foram
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submetidos a centrifugacdo por 5 min a 4 °C (12.000 g). O liquido residual foi
removido do tubo com a pipeta e o0 RNA foi ressuspendido em 20 pL de dgua

Milli-Q autoclavada. As amostras foram armazenadas a -20 °C.

2.2.3 Meétodo Borato quente

O método do Borato Quente foi adaptado do protocolo descrito por
Birtic & Kranner (2006), onde o tampdo de extracdo ¢ formado de Sodium
tetraborate decahydrate 0,2 M; EGTA - ethylene glycol bis (2-aminoethyl ether)-
N,N,N’,N'-tetraacetic acid 30 mM; SDS - sodium dodecyl sulfate 1%; Sodium
deoxycholate 1%, ajustado para pH 9.0 com hidréxido de sodio. Para cada 1 mL
de tampdo, foi adicionado 0,06 g de polyvinylpyrrolidone (PVP) e 2% de
dithiothreitol (DTT), e aquecidos a 80 °C para dissolugdo completa dos
reagentes. Os tecidos foram macerados em nitrogénio liquido, aproximadamente
100 mg de tecido foram acrescentados 1 mL de tampao de extragdo.
Imediatamente, foram adicionados 1 mg de Proteinase K, agitados e colocados
em banho maria a 45 °C por 1 h 30 min. Posteriormente, foi adicionado 80 uL
de Cloreto de Potassio 2 M e as amostras foram incubadas no gelo por 45 min.
Em seguida, foram centrifugadas por 20 min a 4 °C (12.000 g) e recolhido o
sobrenadante. Foi acrescentado 1/3 do volume correspondente ao sobrenadante,
de Cloreto de Litio 8 M (gelado) e as amostras foram incubadas a -20 °C por no
minimo 1 h para precipitagdo do RNA. Apods esse periodo, foram centrifugadas
por 20 min a 4 °C (12.000 g), ¢ o sobrenadante descartado. O pellet formado foi
lavado com 750 uL de Cloreto de Litio 2 M pelo menos duas vezes. Novamente
as amostras foram centrifugadas por 10 min, o liquido residual foi removido do
tubo com a pipeta ¢ o RNA foi ressuspendido em 20 pL de agua Milli-Q

autoclavada. As amostras foram armazenadas a -20 °C.
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2.2.4 Método CTAB

E um método de macroextragio de RNA que foi descrito por Chang et
al. (1993). Em cada tubo, contendo 2 g do material macerado em nitrogénio
liquido, foram adicionados 25 mL de tampdo de extragdo (2% (p/v) CTAB
(cethyltrimethylammonium bromide), 2% (p/v) PVP, 100 mM de Tris-HCL, 25
mM de EDTA, 20 mM de NaCl e 2% de B —mercaptoetanol).

Apo6s as amostras serem incubadas a 65 °C por 20 min, foram
adicionados 20 mL de cloroformio e, em seguida centrifugada por 5 min a 7.500
g, a temperatura ambiente. Aproximadamente 20 mL de sobrenadante foi
transferido para um novo tubo, adicionado o mesmo volume de cloroféormio,
seguido de homogeneizagdo e novamente centrifugacdo por 5 min, a temperatura
ambiente (7.500 g). A fase aquosa, aproximadamente 15 mL, foi transferida para
um novo tubo, e adicionado Cloreto de Litio a 12 M para uma concentragao final
de 2,5 M. As amostras foram deixadas overnight a 4 °C para a precipitagio.
Posteriormente, o material foi centrifugado durante 30 min a 4 °C (7.500 g) e o
sobrenadante descartado. O precipitado formado foi lavado com Cloreto de
Litio a 2,5 M, seguido de nova centrifugagdo por 15 min a 4 °C (10.000 g).

Em seguida, o sobrenadante foi descartado, o pellet lavado com 1 mL de
etanol 70% (v/v), transferidos para microtubos e centrifugados por 10 min a 4 °C
(11.000 g). Finalmente, o sobrenadante foi descartado e o liquido residual
removido do tubo com a pipeta. O RNA foi ressuspendido em 50 uL de agua

Milli-Q autoclavada. As amostras foram armazenadas a -20 °C.

2.3 Tratamento com DNase

Todas as amostras foram tratadas com DNase DNA free (Ambion), em
uma reagdo contendo 10 pg de RNA total, 1 U da enzima rDNAsel, 0,1 volume
do tampdo DNasel 10 X e 4gua livre de DNase/RNase para completar o volume

de 50 pL. Essa reacdo foi incubada a 37 °C por 30 min aproximadamente e
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adicionada 5 pL da solugdo para inativar DNase (DNase inactivation). As
amostras foram incubadas por 2 min, centrifugadas a 10.000 g por 1,5 min e
transferido o sobrenadante, aproximadamente 50 pL, para novos tubos.

Para a avaliacdo da integridade das amostras extraidas, o RNA foi
submetido a eletroforese em gel de agarose 1,2% (m/v) corado com 2 plL de
Brometo de Etidio (0,5 pg/mL), posteriormente visualizado sob luz ultravioleta
e a imagem captada pelo fotodocumentador EDAS 290 (Kodak™). As amostras
foram quantificadas em espectrofotdmetro (Nanodrop® Espectrophotometer ND-

1000) a Ay¢p nm com o objetivo de determinar a quantidade e qualidade.

2.4 Sintese cDNA e qRT-PCR

Apenas com o objetivo de determinar se os RNAs extraidos possuem
qualidade para ser submetidos a analises sensiveis, foi realizado a sintese de
cDNA e a analise por qRT PCR.

Para sintese do cDNA foi utilizado o Kit High-Capacity cDNA Reverse
Transcription (Applied Biosystems). Primeiramente, o RNA foi preparado a
uma concentragdo de 1 pg em um volume final de 10 pL. Apds essa etapa, foi
preparado um mix contendo 2 uL do tampdo 10X da enzima, 2 pL do primer RT
Random Primers 10X, 0,8 puL do mix dNTP (100 mM), 1 uL MultiScribe™
Reverse Transcriptase, e agua para um volume final de 10 pL/amostra. Para
cada solugdo preparada de 10 pL de RNA a 1 pug, foram acrescentados 10 pL
desse mix. Os tubos foram submetidos ao termociclador Eppendorf Mastercycler
gradient, programado com trés etapas: 10 min a 25 °C para o anelamento dos
primers; 2 h a 37 °C para a¢do da enzima ¢ 5 min a 85 °C para inativa-la. As
amostras foram conservadas no freezer a -20 °C.

O cDNA foi utilizado como template para analise da expressdo génica
quantitativa através do ABI PRISM 7500 Real-Time PCR (Applied Biosystems),
pelo sistema de detec¢do SYBR Green.

61



Primeiramente foi realizado um ensaio de quantificacdo absoluta, onde
foi determinada a curva padrdo, a eficiéncia dos primers e a melhor diluigdo
apresentada para as amostras. Os cDNA foram diluidos 1:10, 1:25 e 1:50.

Ap0s determinar a diluigdo 1:10 e a eficiéncia dos primers entre 94% a
97%, foi realizado o ensaio da expressdo relativa, através do método do Cr
comparativo. As amostras foram processadas em triplicatas com trés repeticdes
bioldgicas. Foi analisada a expressao dos genes GAPDH e 14.3.3, que sdo
considerados controles enddgenos eficientes para café, segundo Barsalobres-
Cavallari et al. (2009). A expressdao do gene GAPDH foi normalizada com o
controle 14.3.3, ¢ a expressdo do gene 14.3.3 foi normalizada com o gene
controle GAPDH.

As condicdes térmicas da rea¢do foram: 2 min a 50 °C, 10 min a 95 °C,
seguidos por 40 ciclos de 15 seg a 95 °C e 1 min a 60 °C, e finalizando com 1
seg a 95 °C. Os dados foram analisados no programa 7500 Fast Software
(Versdao 2.1). Para cada reacdo, foram utilizados 1 uL. ¢cDNA, 1,5 pM de cada
primer e 5,0 uL de Master Mix SYBR Green (Applied) para um volume final
10,0 pL/amostra.

Para o calculo da expressdo, primeiramente cada amostra foi
normalizada com o controle enddgeno, utilizando a equagdo ACr = Cr (gene
alvo) - Cr (controle enddgeno) e a quantificagdo relativa foi obtida pela formula

2 €1 A linha de corte (Threshold) foi definida manualmente.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para os procedimentos de extragdo, o mesmo material coletado foi
utilizado e a mesma quantidade de tecido foi padronizada nas microextragdes.
Todos os métodos apresentaram uma quantidade de RNA suficiente para
posteriores trabalhos, apenas no método CTAB, por ser uma macroextragdo, foi
utilizado uma quantidade maior de tecido vegetal, consequentemente obtido uma
quantidade de RNA elevada. Porém, na comparagdo entre os métodos, sera
considerada apenas a qualidade das amostras.

Para o sucesso do isolamento do RNA, ¢ necessario impedir que
polissacarideos e polifendis, encontrados em diferentes quantidades, nos
diferentes tecidos e em espécies distintas, liguem-se aos dacidos nucleicos,
contribuindo na determinac¢do da quantidade, qualidade e integridade do RNA
(Suzuki et al., 2003; Zamboni et al., 2008). Desta forma, esses parametros foram
avaliados para determinar o método de extracdo de RNA mais eficiente para
café.

As relagdes de pureza e as concentragdes dos RNAs provenientes de
todos os métodos de extracdo avaliados estdo dispostas nas Tabelas 1. Para a
avaliag@o da pureza, sdo observados os valores de absorbancia a 280 nm, 260
nm e 230 nm. A relagdo entre a absorbancia A260/A230 indica a contaminagao
por polissacarideos ou polifendis, e o valor da relacio A260/A280, indica a
contaminagdo por proteinas (Manning, 1991; Logemann et al., 1997). Segundo
Asif et al. (2006) quando esses valores estiverem entre 1,8-2,1, respectivamente,
indicam a descontaminac¢do das amostras.

Ao comparar os métodos descritos no trabalho, pode-se observar que o
método do Borato quente ¢ o CTAB, em geral, apresentaram uma melhor
qualidade das amostras. Em destaque, ao método do CTAB, que, como pode ser

observado na Tabela 1, apresentou para todos os tecidos os melhores resultados,
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com as relagdes de absorbancia ideais, determinando amostras com pouca ou
nenhuma contaminago com proteinas e polissacarideos. Isso pode estar
relacionado ao uso de substancias como o PVP e B-mercaptoetanol, que possuem
a fung¢do de reduzir as substancias oxidantes e os compostos fendlicos (Jaakola,
2001), e pela precipitagdo com cloreto de litio, que possui a fungdo de reter
substancias protéicas, auxiliando na descontamina¢do das amostras. A utilizagdo
do cloreto de litio foi descrita por Rubio-Pifia & Vazquez-Flota (2008), como
sendo a melhor substincia utilizada nos protocolos para a precipitagdo do RNA.
O uso do detergente CTAB no tampao de extragdo do método do CTAB ¢ a base
para a separacdo dos polissacarideos dos acidos nucleicos (Chang et al., 1993;
Rogers & Benedich, 1994), podendo ser também um diferencial para a obtengao
de um RNA com alta qualidade.

O método do Concert e principalmente o Tri Reagente, apresentaram
amostras contaminadas com proteinas e polifenodis, segundo a relagdo dos
valores de absorbancia, que representaram valores menores aos recomendados
(Tabela 1). Na extrag@o realizada utilizando o Tri Reagente com o protocolo
sugerido pelo fabricante, é observado um baixo rendimento entre os tecidos e
consequentemente uma alta contaminag@o, podendo ser resultante da presenga
de proteinas e compostos polifenoicos. Resultado semelhante foi observado em
frutos de Vaccinium myrtillus por Jaakola et al. (2001). Esse reagente ¢
composto da substincia quimica fenol, que pode também causar danos a cauda
poli-A do mRNA extraido (Azevedo et al., 2003), dificultando a sintese do
cDNA e anélises posteriores.

Entretanto, ao analisar os tecidos separadamente (Tabela 1), pode-se
observar que o tecido que possui melhor qualidade em quase todos os métodos
foi o de folha, caracterizado pela presenga de poucos polifenois.

Os frutos por possuirem altos niveis de compostos fendlicos,

polissacarideos e elevados niveis de RNAses (Jaakola et al., 2001), dificultam o
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processo de extracdo. Esses polissacarideos formam uma estrutura gelatinosa
que precipita durante a extracdo afetando tanto na quantidade quanto na
qualidade do RNA (Sharma et al., 2003). Porém, apenas o método do Borato
quente ¢ CTAB foram eficientes na retirada desses constituintes, apresentando
valores da relacdo A260/A230 maiores que 1 (Tabela 1), devido a agdo das
substancias acrescentadas a esses métodos e que ja foram discutidas
anteriormente.

Em relacdo a integridade das amostras, pode ser observado na Figura 1,
uma relacdo entre a integridade e a qualidade, determinando que nos métodos
que apresentaram uma qualidade satisfatoria, mostraram também uma
integridade das bandas 28S e 18S caracteristica do rRNA.

Foi possivel observar um perfil expressdo nas amostras extraidas com os
métodos Concert, Borato quente e CTAB, determinando a qualidade dessas
amostras (Figura 2 e 3). As amostras extraidas com Tri Reagente, depois do
tratamento com DNAse e sintese do cDNA, apresentaram quantidade e
qualidade baixas mas suficientes para a realizagdo do qRT-PCR, entretanto, para
algumas, foram observados padrdes de expressdo caracteristicos de amostras
degradadas. Isso pode ser devido ao Tri Reagente ndo possuir a capacidade de
inativar todos os contaminantes das amostras de café, permanecendo no material
e posteriormente degradando a amostra. Ou pelo protocolo usado ndo ser
suficiente para lavar as substancias interferentes presentes no momento da
reacdo. Como a técnica de PCR em tempo real possui uma sensibilidade de
detec¢do alta, esses contaminantes podem interferir na observag¢ao da expressao,
ou se as amostras estdo degradadas ndo ¢ realizada a amplificacdo do fragmento
desejado.

De acordo com as Figuras 2 e 3, pode ser observado que os métodos de
extracdo Borato quente, Concert ¢ CTAB foram eficientes para a eliminagdo de

todo e qualquer contaminante que possa impedir a reagdo, pois em todos os

65



tecidos foi observada a expressdao dos genes GAPDH e 14.3.3, como era de se
esperar ja que sdo genes considerados constitutivos de café (Barsalobres-
Cavallari et al., 2009).

Embora a extragdo de alguns tecidos de café utilizando o método do Tri
Reagente nao apresente RNAs com qualidade suficiente para ser submetido a
analise de PCR em tempo real, pode ser observado que as amostras de RNA de
folha, mesmo consideradas de baixa qualidade, foram suficientes para essa
analise (dados ndo mostrados). Isso pode ser explicado pelo fato do tecido foliar
de café ndo apresentar tantos compostos metabolicos e contaminantes, como nos
outros tecidos utilizados no trabalho.

Analisando a Tabela 1 e o Figura 1, podemos inferir que o tecido foliar
de café gerou amostras de RNA de qualidade quando utilizados todos os quatro
protocolos. Entretanto, quando se compara os métodos para extracao dos tecidos
de folha, flor, raiz e fruto de café, os melhores resultados foram observados no
método do CTAB, porém por ser um método de macroextragdo, € necessario a
disponibilidade de uma quantidade maior de material vegetal. Os métodos
Concert e Borato quente também foram eficientes para extracdo de RNAs de
qualidade para andlise de PCR em tempo real, porém, o método do Borato
quente, além de ser um método mais barato, apresentou amostras com qualidade

superior ao método de extragdo utilizando o reagente Concert.
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FIGURA 1 Gel de agarose 1,2% corado com brometo de etidio. As amostras utilizadas
foram tratadas com DNase e aplicado 2 pL no gel. A — extragdo pelo
método Borato quente; B — CTAB; C — Concert; D- TriReagente. M —
marcador molecular 1 Kb; Tecidos de Coffea arabica: 1-3 (Repeti¢des
biolégicas). R (1-3) raiz; F (1-3) folha; FL (1-3) flor; FR (1-3) fruto.
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Perfil de expressdo do gene GAPDH
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FIGURA 2 Exemplo do padrdo de expressdo do gene endégeno GAPDH, normalizado

com 14.3.3, em tecidos vegetais de café: flor (roxo); folha (verde), fruto
(laranja), raiz (vermelho); e utilizando diferentes métodos de extracdo,
Borato quente, CTAB e Concert. Os valores representados sdo as médias
dos valores de expressdo das tréplicas biologicas.
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FIGURA 3 Exemplo do padriao de expressdo do gene endogeno 14.3.3 normalizado

com GAPDH, em tecidos vegetais de café: flor (roxo); folha (verde), fruto
(laranja), raiz (vermelho); e utilizando diferentes métodos de extragdo,
Borato quente, CTAB e Concert. Os valores representados sdo as médias
dos valores de expressdo das tréplicas biologicas.
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4 CONCLUSOES

A utilizagdo de determinados componentes na extragdo pelo método do
Borato quente, CTAB e Concert, apresentam RNAs de raiz, folha, flor e fruto
com poucos contaminantes, nao interferindo na analise quantitativa pela qRT-
PCR.

O método CTAB, foi considerado o que gerou RNAs de melhor
qualidade em todos os tecidos € em todo o processo de manipulagéo.

A extracdo realizada com o Tri Reagente apresentou a maioria das
amostras muito contaminadas, sendo considerado um método ineficiente para
obter RNA de boa qualidade de café.

A extragdo de RNA de folha de café, tanto no método do Tri Reagente,
como em todos os outros métodos ¢é eficiente e pode ser utilizado para obtengdo

de um RNA de boa qualidade.

70



5 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ASIF, M.; TRIVEDI, P.; SOLOMOS, T.; TUCKER, M. Isolation of high-quality
RNA from apple (Malus domestica) fruit. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, Washington, v.54, n.15, p.5227-5229, June 2006.

AZEVEDO, H.; LINO-NETO, T.; TAVARES, R.M. An improved method for
high quality RNA isolation from needles of adult maritime pine trees. Plant
Molecular Biology Reporter, Athens, v.21, n.4, p.333-338, Dec. 2003.

BARSALOBRES-CAVALLARI, C.F.; SEVERINO, F.E.; MALUF, M.P.;
MALIA, 1.G. Identification of suitable internal control genes for expression
studies in Coffea arabica under different experimental conditions. BMC
Molecular Biology, Bethesda, v.10, n.1, p.1-11, Jan. 2009.

BIRTIC, S.; KRANNER, I. Isolation of high-quality from polyphenol-,
polysaccharide and lipid-rich seeds. Phytochemical Analysis, Kew, v.17, n.3,
p.144-148, Mar. 2006.

CARDILLO, A.B.; GIULIETTI, A.M.; MARCONI, P.L. Analysis and
sequencing of hohmRNA, last enzyme in the tropane alkaloids pathway from
anthers and hairy root cultures of Brugmansia candida (Solanaceae). Electronic
Journal of Biotechnology, Cambridge, v.9, n.3, p.196-198, June 2006.

CHANG, S.; PURYEAR, J.; CAIRNEY, J. A simple and efficient method for
isolating RNA from pine trees. Plant Molecular Biology Reporter, Athens,
v.11,n.2, p.113-116, June 1993.

CHOMCZYNSKI, P.; SACCHI, N. Single-step method of RNA isolation by
acid guanidium thiocyanate-phenolchloroform extraction. Analytical
Biochemistry, New York, v.162, n.1, p.156-159, Apr. 1987.

DAL CIN, V.; DANESIN, M.; RIZZINI, F.M.; RAMINA, A. RNA extraction
from plant tissues: the use of calcium to precipitate contaminating pectic sugars.
Molecular Biotechnology, Totowa, v.31, n.2, p.113-119, July 2005.

GEUNA, F.; HARTINGS, H.; SCIENZA, A. A new method for rapid extraction

of high quality RNA from recalcitrant tissues of grapevine. Plant Molecular
Biology Reporter, Athens, v.16, n.1, p.61-67, Mar. 1998.

71



JAAKOLA, L.; PIRTTILA, A.M.; HALONEN, M.; HOHTOLA, A. Isolation of
high quality RNA from bilberry (Vaccinium myrtillus L.) fruit. Molecular
Biotechnology, Washington, v.19, n.2, p.201-203, Oct. 2001.

KOMIJANC, M.; FESTL S.; RIZZOTTI, L.; CATTIVELLI, L.; CERVONE, F.;
LORENZO, G. de. A leucine-rich repeat receptor-like protein kinase (LRPKm1)
gene is induced in Malus x domestica by Venturia inaequalis infection and
salicylic acid treatment. Plant Molecular Biology, Athens, v.40, n.6, p.945-957,
Aug. 1999.

LOGEMANN, J.; SCHELL, J.; WILLMITZER, L. Improved method for
isolation of RNA from plant tissue. Analytical Biochemistry, New York, v.163,
n.1, p.16-20, May 1987.

MALNOY, M.; REYNOIRD, J.P.; MOURGUES, F.; CHEVREAU, E.;
SIMONEAU, P. A method for isolating total RNA from pear leaves. Plant
Molecular Biology Reporter, Athens, v.19, n.1, p.69a-69f, Mar. 2001.

MANNING, K. Isolation of nucleic acid from plants by differential solvent
precipitation. Analytical Biochemistry, New York, v.195, n.1, p.45-50, May
1991.

MEISEL, L.; FONSECA, B.; GONZALEZ, S.; BAEZAYATES, R ;
CAMBIAZO, V.; CAMPOS, R.; GONZALEZ, M.; ORELLANA, A_;
RETAMALES, J.; SILVA, H. A rapid and efficient method for purifying high
quality total RNA from peaches (Prunus persica) for functional genomics
analyses. Biological Research, Santiago, v.38, n.1, p.83-88, Jan. 2005.

MORAIS, H.; CARAMORI, P.H.; KOGUISHI, M.S.; RIBEIRO, A.M.A. Escala
fenoldgica detalhada da fase reprodutiva de coffea arabica. Bragantia,
Campinas, v.67, n.1, p.257-260, jan. 2008.

ROGERS, S.0.; BENEDICH, A.J. Plant molecular biology manual.
Netherlands: Kluwer Academic, 1994. 8p.

RUBIO-PINA, C.; VAZQUEZ-FLOTA, D. Isolation of functional total RNA

from Argemone mexicana tissues. Plant Biotechnology, Santiago, v.11, n.4,
p-1-5, Oct. 2008.

72



SALZMAN, R.A.; FUJITA, T.; ZHU-SALZMAN, K.; HASEGAWA, P.M.;
BRESSAN, R.A. An improved RNA isolation method for plant tissues
containing high levels of phenolic compounds or carbohydrates. Plant
Molecular Biology Reporter, Athens, v.17, n.1, p.11-17, Mar. 1999.

SHARMA, A.D.; GILL, P.K.; SINGH, P. RNA isolation from plant tissues rich
in polysaccharides. Analytical Biochemistry, New York, v.314, n.2, p.319-321,
Mar. 2003.

SUZUKI, M.; KETTERLING, M.G.; MCCARTY, D.R. Quantitative statistical
analysis of cis-regulatory sequences in ABA/VP1- and CBF/DREBI-regulated
genes of arabidopsis. Plant Physiology Review, Washington, v.139, n.1, p.437-
447, Aug. 2005.

VALENZUELA-AVENDANO, J.P.; ESTRADA-MOTA, L.A.; LIZAMA-
U.C.G.; SOUZA-PERERA, R.; VALENZUELA-SOTO, EM.; ZUNIGA-
AGUILAR, J.J. Use of a simple method to isolate intact RNA from partially
hydrated Selaginella lepidophylla plants. Plant Molecular Biology Reporter,
Athens, v.23, n.2, p.199-201, June 2005.

WAN, C.Y.; WILKINS, T.A. A modified hot borate method significantly
enhances the yield of high-quality RNA from cotton (Gossypium hirsutum L.).
Analytical Biochemistry, New York, v.233, n.1, p.7-12, Jan. 1994.

ZAMBONI, A.; PIERANTONI, L.; FRANCESCHI, P. de. Total RNA
extraction from strawberry tree (Arbutus unedo) and several other woody-plants.
Journal of Biogeosciences and Forestry, Bologna, v.1, n.1, p.122-125, Aug.
2008.

73



CAPITULO 4

ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO PARCIAL DOS GENES
SEPALLATA EM CAFE

RESUMO

O florescimento ¢ determinado pela expressdo regulada de uma rede
complexa de genes, que estdo interligados a fatores ambientais. Essa rede ¢
composta pelo modelo molecular do florescimento ABCE, formado por varios
genes da familia MADS-box, dentro dos quais os genes SEPALLATA (SEP)
apresentam um papel essencial, determinando a identidade dos 6rgaos florais em
cada um dos quatro verticilos, e no desenvolvimento dos frutos. Quatro tipos
foram totalmente definidos em Arabidopsis thaliana (SEP1, SEP2, SEP3 e
SEP4), todos atuando de maneira redundante formando complexos proteicos
com outros genes. O objetivo deste trabalho foi isolar, clonar, sequenciar e
comprovar a expressdo tecido-especifica, dos provaveis genes SEP de C.
arabica, identificados pela analise in silico. Foram desenhados primers
especificos para cada uma das trés sequéncias identificadas, ¢ a clonagem desses
fragmentos foi realizada no vetor TOPO TA. O resultado obtido a partir do
sequenciamento mostrou que as sequéncias de café foram similares as
sequéncias in silico, caracterizando parcialmente duas sequéncias como
possiveis genes SEP1/2 ¢ SEP3, demonstrando que a analise preliminar,
utilizando bioinformatica, ¢ uma ferramenta eficiente em estudos moleculares.
Além disso, as analises de expressdo, realizadas pela qRT-PCR em diferentes
tecidos, detectaram a expressdo apenas nos tecidos de flores e frutos,
corroborando com os resultados obtidos pela analise do Northern eletronico e
também com varios trabalhos de expressdo dos genes SEP em outras espécies.
Deste modo, essas analises permitiram a identificacdo e caracterizagdo de dois
genes SEP em café, entretanto trabalhos subsequentes sdo necessarios para
confirmar e melhor caracterizar estes genes.
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ABSTRACT

The flowering process is determined by a balanced expression of a
complex gene network, interconnected to environmental factors. This network is
formed by the flowering molecular model, so called ABCE, composed by
several genes of the MADS-box gene family, among of which the SEPALLATA
(SEP) genes play an essential role, determining the identity of floral organs in
each of the whorls, and fruit development. It has been identified four
SEPALLATA genes in Arabidopsis (SEP1, SEP2, SEP3, SEP4), all acting in a
redundant manner, forming protein complexes with other genes. This work
aimed at isolating, cloning, sequencing and proving the tissue-specific
expression of putative C. arabica SEP genes, previously identified by the in
silico analysis. Specific primers were designed for each of the three sequences
identified, and the cloning process was performed using the TOPO TA vector.
The obtained results from the sequencing process showed that the genes
sequences were similar to the in silico sequences, characterizing two sequences,
SEP1/2 and SEP3 gene, demonstrating that previous analyses using
bioinformatics are efficient tools for molecular studies. Moreover, the
expression analyses, performed by the qRT-PCR, detected the expression only in
flower and fruit tissues, corroborating with the results obtained by the eletronic
Northern and also with expression analyses of SEP genes in other species. Thus,
these analyses allowed the identification and characterization of two coffee SEP
genes, however further experiments are necessary to confirm and better
characterization of these genes.
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1 INTRODUCAO

Desde o isolamento do primeiro fator de transcricio MADS-box em
plantas, varias fungdes bioldgicas para esses genes t€m sido descritas em varias
espécies (Ng & Yanofsky, 2001; Portereiko et al., 2006). Os mecanismos
moleculares responsaveis pela especificacdo dos orgdos florais sdo realizados
por genes da familia MADS-box, pelo modelo ABCE, que possuem cinco classes
de genes homeoticos para a formacdo desses 6rgaos.

Os genes SEPALLATA (SEP) sao exemplos desses genes homedticos e
pertencem a classe E, sendo necessarios para a formacdo de todos os verticilos.
Em Arabidopsis thaliana séo caracterizados quatro genes dessa classe: SEP1,
SEP2, SEP3 e SEP4, que possuem fun¢do redundante na determinacdo floral.
Mas como ¢ estabelecido pelo modelo ABCE, eles nao sdo requeridos sozinhos,
cada proteina SEP forma um complexo multimérico com outros fatores de
transcrigdo MADS-box para formar os verticilos florais e contribuir no
desenvolvimento dos frutos.

Desta forma, a expressdo desses genes geralmente ¢ encontrada em
flores e frutos. Tanto a expressdo quanto a func¢do sdo dependentes do tipo de
SEP analisado e principalmente da espécie estudada, porque mesmo atuando de
forma redundante possuem expressdes diferentes nos diversos tecidos em
espécies distintas. Porém, em algumas espécies foram encontradas expressdes
em tecidos vegetativos (Malcomber & Kellogg, 2005), que mesmo sendo
considerada baixa, nao deixa de ser indicio de uma possivel fungdo desses genes
em tecidos vegetativos, além dos 6rgdos reprodutivos.

Para esses estudos de expressdo génica, varias técnicas sdo utilizadas, e
com o desenvolvimento da técnica de PCR quantitativo em tempo real (qRT-
PCR), o campo da expressdo de genes foi transformado, principalmente pela

elevada sensibilidade e especificidade que a técnica apresenta.
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Devido a importancia dos genes SEP na formagdo da flor e suas
variagdes de funcdo e expressdo nas diferentes espécies, ¢ de fundamental
importancia estudos iniciais de caracterizacdo desses genes, uma vez que O
florescimento em café é um processo bastante complexo. Desta forma, o
objetivo desse trabalho foi isolar, clonar, sequenciar e comprovar a expressao
tecido especifica dos genes SEP identificados pela andlise in silico, realizando

uma caracterizacdo parcial desses genes. Além de definir os introns e éxons

através da comparagdo das sequéncias de DNA e cDNA.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal

O material vegetal utilizado foi coletado no campo experimental da
Universidade Federal de Lavras (UFLA) em Lavras- MG. Foram utilizados
quatro tecidos com trés repeti¢des bioldgicas, sendo cada repeticao representada
por uma planta, de Coffea arabica, cultivar Rubi. Os tecidos foram coletados no
periodo de setembro de 2008: folhas (jovens), flor (estadios G4-G5 descritos por
Morais et al. (2008), fruto (em estadios diferentes de desenvolvimento) e raiz
(secundarias). Armazenados em freezer -80° C.

Todos os procedimentos de extragdo, clonagem, sequenciamento e qRT-
PCR foram realizados no Laboratorio Central de Biologia Molecular (LCBM) da
UFLA.

2.2 Extracdo de DNA

Para extracdo do DNA foi utilizado o protocolo CTAB descrito por
Doyle & Doyle (1991) com modificagdes, e extraido apenas do tecido foliar de
café. As folhas foram maceradas em nitrogénio liquido, transferido 1 g de tecido
para microtubos e acrescentado 800 puL do tampdo de extragdo (2% CTAB, 1,4
M NaCl, 0,2% 2-mercaptoetanol, 20 mM EDTA, 100 mM Tris-HCI- pH 8,0). As
amostras foram agitadas no vortex e permaneceram no banho-maria a 65° C por
1 h, homogeneizadas ocasionalmente. Apds 5 min & temperatura ambiente,
foram adicionados as amostras 600 pL de cloroféormio/alcool isoamilico (24:1)
(v:v) para desproteinizacdo e agitados levemente por 10 min. Apos centrifugado
a 13.000 g por 5 min a temperatura ambiente, o sobrenadante foi transferido para
novos tubos e adicionados novamente cloroférmio/alcool isoamilico na mesma
quantidade anterior. Agitados e centrifugados por 5 min, o sobrenadante obtido

foi transferido novamente para novos tubos e acrescentado 900 uL de
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isopropanol gelado para precipitacdo do DNA, no freezer a 20° C por no minimo
30 min. Apds esse periodo foram centrifugadas por 5 min, descartado o
sobrenadante e adicionado 300 pL de etanol 70% gelado para lavagem do DNA.
Centrifugado por 5 min e descartado o sobrenadante, o pellet formado foi seco a
temperatura ambiente e ressuspendido em 50 pL agua Mili-Q autoclavada. Para
obtencdo de amostras puras de DNA foram acrescentados 2,5 uLL de RNase (100
pg/mL) em banho maria a 37° C por 30 min. As amostras foram precipitadas
novamente para eliminacdo da enzima a partir da adicdo do isopropanol, e
estocadas no freezer a -20° C.

As amostras de DNA foram aplicadas em gel de agarose 0,8% corado
com brometo de etidio para analisar a integridade do material e realizadas as
leituras no espectrofotdmetro NanoDrop® Espectrophotometer ND-1000 para
relagdo de absorbancia Az0/A280 nm com o objetivo de analisar a pureza das

amostras.

2.3 Extracdo de RNA

Para isolamento do RNA foram utilizados como tecido vegetal, folha,
flor, raiz e fruto de café. O método de extracdo, Borato Quente, foi adaptado do
protocolo descrito por Birtic & Kranner (2006), onde o tampdo de extragdo ¢
formado de Sodium tetraborate decahydrate 0,2 M; EGTA - ethylene glycol bis
(2-aminoethyl ether) -N,N,N’,N'-tetraacetic acid 30 mM; SDS - sodium dodecyl
sulfate 1%; Sodium deoxycholate 1%, ajustado para pH 9.0 com hidréxido de
sodio. Para cada 1 mL de tampao, foi adicionado 0,06 g de polyvinylpyrrolidone
(PVP) e 2% de dithiothreitol (DTT), e aquecidos a 80° C para dissolucdo
completa dos reagentes. Os tecidos foram macerados em nitrogénio liquido, ¢ a
cada 100 mg de tecido foram acrescentados 1 mL de tampdo de extragdo.
Imediatamente, foram adicionados 1 mg de Proteinase K, agitados e colocados

em banho maria a 45° C por 1 h 30 min. Posteriormente, foi adicionado 80 pL

79



de Cloreto de Potassio 2 M e as amostras foram incubadas no gelo por 45 min.
Em seguida, foram centrifugadas por 20 min a 4 °C (12.000 g) e recolhido o
sobrenadante. Foi acrescentado 1/3 do volume, correspondente ao sobrenadante,
de Cloreto de Litio 8 M (gelado) e as amostras foram incubadas no freezer a -20
°C por, no minimo, 1 h para precipitagdo do RNA. Apods esse periodo, foram
centrifugadas por 20 min a 4 °C (12.000 g), e o sobrenadante descartado. O
pellet formado foi lavado com 750 uL de Cloreto de Litio 2 M pelo menos duas
vezes. Novamente as amostras foram centrifugadas por 10 min, o liquido
residual foi removido do tubo com a pipeta ¢ 0 RNA foi ressuspendido em 20
pL de agua Milli-Q autoclavada. As amostras foram armazenadas a -20°C.

Em seguidas as amostras foram tratadas com DNase DNA free da
Ambion. Em uma reagdo contendo 10 pg de RNA total, 1 U da enzima
rDNAsel, 0,1 volume do tampao DNasel 10X e agua livre de DNase/RNase para
completar o volume de 50 pL. Essa reagdo foi incubada a 37 °C por 30 min
aproximadamente e adicionada 5 pL da solugdo para inativar DNase (DNase
inactivation). As amostras foram incubadas por 2 min, centrifugadas a 10.000 g

por 1,5 min e transferido o sobrenadante para novos tubos.

2.4 Sintese cDNA

A sintese de cDNA foi realizada a partir do RNA total dos tecidos de
café, utilizando o Kit Super Script III First — Strand Synthesis Super Mix da
Invitrogen. Padronizando 1 pg de RNA, foram feitas as sinteses de cDNA de
todos os tecidos utilizando primer Oligo(dT). Para um volume final de 8 uL,
foram acrescentados a 1 pg de RNA, 1 pL de Primer Oligo(dT), 1 uL do tampao
e agua livre de DNase/RNase. Essas amostras foram incubadas no termociclador
Eppendorf Mastercycler gradient a 65 °C por 5 min e imediatamente colocadas
no gelo por 1 min. Apés um spin, foram adicionados as amostras, 10 pL do

tampao 2X First-Strand Reaction Mix e 2 uL da enzima SuperScript III. A
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reagdo de transcriptase reversa, para um volume final de 20 uL, foi realiza no
termociclador, em duas etapas: a 50 °C por 50 min para a agdo da enzima, e 85
°C por 5 min para inativa-la. As amostras foram conservadas no freezer a -20° C

ate o uso.

2.5 Desenho dos primers

A partir das provaveis sequéncias SEPALLATA de café obtidas do
estudo in silico, foram desenhados os primers, para clonagem ¢ para analise de
gRT-PCR (Tabelas 1 e 2), utilizando o programa “OligoPerfect™ Designer”
(Invitrogen). Como gene controle para analise qRT-PCR, foi escolhido o

GAPDH, segundo Barsalobres-Cavallari et al. (2009), (Tabela 2).

TABELA 1 Primers utilizados na clonagem dos genes SEPALLLATA (C1, C8 e C14).

GENE SEQUENCIA DO PRIMER Am(gg;o”

CIF 5CACCATGGGTAGGGGGAGY 327

CIR 5CTAAATTATCGTCAGAATCACTGTACAS 327
C14SEP3 1F 5CACCATGGGAAGAGGTAGGS 726
C14SEP3 IR STCATGGGAACCAACCTGCY 726
C8SEP4 IF 5CACCATGGGAAGGGGTAAAD 857
CSSEP4 IR STTATGCCTGTTGGCCCAA3Y 857
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TABELA 2 Primers utilizados na analise de qRT-PCR.

GENE SEQUENCIA DO PRIMER Am(‘;g)con

qC1F SGCAGTTATGGAGCAGTGGAA3 101

qCIR SCGTCAGAATCACTGTACAAGCAZ 101
qC14SEP3 F SCCAGATTGGATCCCAGAATG?Y 104
qC14SEP3 R 5CCTGCCATGGAGTTATTCACAS 104
qCSSEP4 F STTGGAAGGCCAACAAATACGS 102
qC8SEP4 R SCCTGTTGGCCCAAGAACATAD 102
qGapdh F STTGAAGGGCGGTGCAA A3 59
qGapdh R SAACATGGGTGCATCCTTGCTS3' 59

2.6 Amplificacao dos fragmentos e elui¢do das bandas do gel

As amostras de DNA e cDNA foram amplificadas utilizando uma
enzima de alta fidelidade que possui atividade de exonuclease 3°- 5°, a Tli DNA
polymerase (Promega), e primer especificos (“forward” e “reverse”) para os trés
genes SEP identificados em café (Tabela 1).

Para a amplificagdo dos fragmentos, foi realizada para cada gene, uma
reacdo de volume final de 50 pL, onde foram adicionados 5 puL tampdo 10 X
buffer (sem MgCl,), 25 mM MgCl, (2 mM concentragdo final), 10 mM dNTP
mix (0.2 mM final), primer especificos para os genes SEPALLATA (“forward”
e “reverse”) (1 uM final), ¢ 0.2 uL Tli DNA polymerase (5.0 u).

A reacdo foi submetida ao termociclador Eppendorf Mastercycler
gradient, programado com temperatura de desnaturagdo inicial de 94 °C, por 2
min, seguidos de 38 ciclos de amplificagdo compostos de 3 etapas: 94 °C, por 20
seg; 60 °C, por 50 seg; 72 °C, por 1 min. Apds os 34 ciclos, as amostras foram
submetidas a uma etapa final de 10 min a 72 °C.

Os produtos das amplificagdes foram submetidos a eletroforese em gel

de agarose 1,2% (m/v) corado com 2 pL. de Brometo de Etidio (0,5 pg/mL), sob
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corrente elétrica de 110 V em Tampao TAE (0,001 M EDTA pH 8,0; 0,04 M
TRIS pH 8,0; 0,02 M 4acido acético), por um periodo de aproximadamente 45
min, sendo visualizado sob luz ultravioleta ¢ a imagem captada pelo
fotodocumentador EDAS 290 (Kodak™).

Os fragmentos obtidos foram eluidos do gel de agarose por meio do Kit
MinElute (QUIAGEN®), segundo as recomendagdes do fabricante. A fatia do
gel foi pesada e foram acrescentados 3 volumes do tampao QG a cada volume
do gel. O microtubo foi incubado, a 50 °C, por 10 min ou até a diluigdo
completa do gel, agitando-se no vortex a cada 3 min, durante a incubagdo. Foi
adicionado 1 volume de isopropanol a amostra, agitando cuidadosamente varias
vezes 0 microtubo. A amostra foi aplicada em uma coluna MinElute inserida
dentro de um microtubo de 2 mL e centrifugada, a 16.000 g por 1 min, sendo o
filtrado posteriormente descartado. Foram adicionados 500 uL do tampdo QG e
em seguida centrifugado por 1 min. Para lavar os fragmentos, foram adicionados
750 pL do tampao PE a coluna que foi centrifugada por 1 min. O filtrado foi
descartado e a coluna foi centrifugada novamente a 16.000 g por 1 min. A
coluna foi colocada em um tubo limpo de 1,5 mL e, para eluir o cDNA, foram
adicionados 10 pL do tampdao EB (10 mM Tris-HCI, pH 8§,5) no centro da
membrana. A coluna foi deixada em repouso por 2 min e centrifugada por 1 min.

O produto da elui¢do foi armazenado em freezer a -20 °C.

2.7 Clonagem e transformacéo bacteriana

Para a clonagem foi utilizado o vetor pCR®Il TOPO TA Cloning da
Invitrogen (Figura 1). Os produtos da elui¢do foram adicionados ao vetor, na
propor¢do de 1:1 e acrescentados 1 pL solugdo de sal e agua para um volume
final de 6 pL. A reacdo foi incubada por 20 min a temperatura ambiente e

colocadas no gelo para a utilizagdo na transformagao bacteriana.
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Comments for pCREI-TOPO®
3973 nucleotides

Lacio gena: basas 1-580
M 13 Reverse priming site: basas 205221

Spd promoler: bases 239-256

Multiphks Cloning Site: bases 269-383

TT promodar: basas 406125

W13 (-20) Forward priming site: bases 433448
1 ongin: basss 590-1027

Hanamydn resistance ORF: bases 1361-2155
Ampicilin regstance ORF: basas 21733033
pUC arigin: bases 31783851

FIGURA 1 Mapa do vetor pCR®II TOPO TA Cloning (Invitrogen)
Para a transformacdo foram utilizadas as células da bactéria Escherichia

coli DH50™-T1® quimicamente competente (Invitrogen). A essas células foram

adicionados 2 pL da reagdo de clonagem com o vetor TOPO TA, e incubados no
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gelo por 30 min. Para a introdugdo do vetor na bactéria foi utilizado o processo
de choque térmico que consistiu em colocar a 42 °C por 30 s e imediatamente
transferir os tubos para o gelo. Foram acrescentados 250 pL. do meio S.0.C e
deixados por 1 h a 37 °C em constante agitagdo a 200 g. Logo ap6s a incubagao,
o plaqueamento foi realizado utilizando 40 e 60 puL da soluc¢do de transformagao
em placa de Petri, contendo 20 mL de meio de cultura Luria-Bertani (LB) +
agar, 50 pg/mL ampicilina e 40 mg/mL de X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-D-
galactosideo).

As placas foram mantidas a 37 °C por aproximadamente 24 h, para
permitir o crescimento das colonias bacterianas. Apos esse periodo, 10 coldnias
brancas possivelmente transformadas foram selecionadas aleatoriamente,
transferidas a outra placa para subcultivo com o mesmo meio, e submetidas a
PCR de colonia, para comprovar a presenca do fragmento de interesse. Para isso,
com auxilio de ponteiras esterilizadas, as coldnias foram coletadas para outra
placa, identificadas, e a ponteira de cada uma foi depositada no tubo contendo o
mix da PCR. O mix da rea¢do de amplificacdo para cada colonia, foi realizada
em um volume final de 20 uL contendo tampao da enzima 10 X, 25 mM MgCl,
(2 mM concentragdo final), 10 mM dNTP mix (0.2 mM final), os primers SEP
correspondentes a cada gene (1uM final de cada), Paq DNA polymerase (5.0 U)
e agua destilada. A reacdo foi submetida ao termociclador Eppendorf
Mastercycler gradient, programado com temperatura de desnaturagdo inicial de
94 °C, por 1 min, seguidos de 34 ciclos de amplificagdo compostos de 3 etapas:
94 °C, por 1 min; 60 °C, por 1 mino; 72 °C, por 1 min. Apo6s os 34 ciclos, as
amostras foram submetidas a uma etapa final de 5 min a 72 °C. O produto da
PCR foi analisado através de eletroforese em gel de agarose 1,2% e as colonias
que apresentaram o fragmento de interesse foram selecionadas para o processo

de extragcdo de DNA plasmidial.
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As placas do subcultivo foram colocadas a 37 °C por aproximadamente
24 h para crescimento das colonias brancas isoladas. Apds esse crescimento e a
partir da confirmacgdo da inser¢cdo do fragmento pela PCR, as colénias foram
transferidas para meio liquido, possibilitando o crescimento das células, que
serdo utilizadas para a extracdo de DNA plasmidial e posterior sequenciamento.
Com o auxilio de palitos esterilizados, cada colonia foi transferida para 1 mL de
meio LB (Lauria Bertani) suplementados com 50 pg/mL ampicilina. Esse
procedimento foi realizado em placa com 96 pogos, que foi mantida a 37 °C, sob

agitacdo, durante 22 h, em agitador orbital ajustado para 300 g.

2.8 Miniprep

O miniprep foi realizado utilizando as 10 coldnias selecionadas de cada
placa, e para facilitar, o procedimento foi realizado em placas Deepwell de 96
pocos. Apos o crescimento das colonias, a placa foi centrifugada por 6 min a
3700 g, para sedimentacdo das células. O sobrenadante foi removido e a placa
foi seca por 5 min. A cada pogo foi adicionado 240 puL de tampao GET (20% de
glicose, 0,5 M de EDTA e 1 M de Tris-HCI) e a placa foi agitada em vortex por
2 min para a ressuspensdo das células. Apds essa etapa a placa foi centrifugada
por 10 min a 3700 g, descartado o sobrenadante e novamente seca por 5 min. Foi
adicionado novamente 80 pL do tampdo GET, agitada em vortex. Em uma
microplaca de 250 uL foi adicionado 2,5 uL. de RNase em cada pogo, ¢ todo o
material ressuspendido anteriormente foi acrescentado nessa placa.
Posteriormente, em cada pogo foi adicionado 80 pL de NaOH 0,2 N,
homogeneizado por inversdes suaves, e incubado por 10 min a temperatura
ambiente. Apds a adigdo de 80 puL de KOAc 3 M, a placa foi novamente
homogeneizado por inversdes, incubada a temperatura ambiente por 10 min e
aquecida em estufa a 90 °C por 30 min. A placa foi submetida a resfriamento no

gelo por 10 min e centrifugada a 20 °C , por 10 min a 3700 g. O contetudo foi
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transferido para uma placa Milipore com filtro, centrifugando uma contra a outra
com os pogos correspondentes, a 20 °C por 6 min e a 3700 g, até que todo o
conteido tenha passado para a outra placa. Foi adicionado 100 pL de
isopropanol ao filtrado e homogeneizado por inversdes suaves. A placa foi
centrifugada a 20 °C por 45 min a 3700 g e descartado o sobrenadante.
Posteriormente foi adicionado 200 pL de etanol 70%, gelado, centrifugado por 5
min, a 3700 g, a 20 °C, novamente retirado o sobrenadante, ¢ o pellet foi seco a
temperatura ambiente por 30 min. Finalmente as amostras foram ressuspendidas

em 60 pL de dgua mili-Q autoclavada para posterior analise de sequenciamento.

2.9 Sequenciamento

Os plasmideos contendo os insertos de DNA e cDNA, dos fragmentos
correspondentes aos contigs C1, C8 ¢ C14, assim como os mesmos fragmentos
eluidos diretamente do gel de agarose sem a inser¢do em vetores (amplicons),
foram utilizados para o sequenciamento. Todos esses materiais foram
sequenciados no MegaBace 1000 (Amersham Biosciences), utilizando o método
enzimatico baseado na sintese de DNA in vitro, na presenga de nucleosideos
trifosfatados terminadores de cadeia (Sanger et al., 1977).

Para a amplificagdo dos fragmentos inseridos no vetor, foi utilizado um
primer universal (M13) que anela a sequéncia do TOPO TA utilizado para a
clonagem, e para os amplicons foram usados os primers correspondentes a cada
contig (Tabelal). O sequenciamento foi realizado com o kit “Big Dye
Terminator” (Applied Biosystems) segundo as especificagdes do fabricante. Para
a reacdo de sequenciamento, foram adicionados a uma microplaca de 96
cavidades, 1 pL de cada plasmideo (na concentragdo maxima de 350 ng/uL), 4
uL de “Big Dye Terminator” (DNA polimerase/dNTPs/ddNTPs) diluido [4X] no
tampao de sequenciamento (Tris-HCl 50 mmol.L-1 e cloreto de magnésio 1,25

mmol.L-1), e 5 picomoles de primer forward e reverse M13. Para a rea¢do com
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os amplicons, foram diferencialmente utilizados 3 pL do fragmento (na
concentragdo aproximada de 20 ng/uL) e os primers especificos para cada
sequéncia. A reagdo foi realizada em termociclador Eppendorf Mastercycler
gradient, utilizando-se o seguinte programa: 30 ciclos de 95 °C, por 20 seg;
50°C, por 15 seg e 60 °C, durante 1 min. Os produtos amplificados na reagao de
sequenciamento foram precipitados adicionando 1 pL de Acetato de Amdnio
(7,5 mol.L-1) em cada amostra. Posteriormente, foram adicionados
aproximadamente 30 pL de etanol 95%, que corresponde a 1/3 do volume. A
placa foi vedada com adesivo, agitada manualmente por inversdo, permanecendo
a temperatura ambiente por 15 min. Apds a centrifugacdo, por 45 min, a 4.000 g,
20 °C, os sobrenadantes foram descartados e os sedimentos foram lavados com
100 pL de etanol 70%. A placa foi centrifugada, por 15 min, a 4.000 g, 20 °C.
Os sobrenadantes foram descartados e a placa foi novamente centrifugada de
forma invertida sobre papel absorvente (1.000 g, 1 min) para remover o excesso
de etanol, sendo, em seguida, mantidas a 37 °C, por 10 min, para secagem.
Posteriormente, foram adicionados 10 puL de loading solution (kit “Big
Dye Terminator” - Applied Biosystems) em cada pogo da microplaca, a qual foi
injetada no Mega Bace 1000. Os parametros de eletroforese utilizados foram:
voltagem de inje¢do: 2 Kv; tempo de injecdo: 80 seg; voltagem de corrida: 6 Kv
e tempo de corrida: 240 min. As sequéncias foram determinadas utilizando-se o

programa Sequence Analyzer.

2.10 Analises das sequéncias

Para pesquisa de similaridade, as sequéncias de DNA e cDNA obtidas
dos fragmentos isolados de café foram comparadas e alinhadas com as
previamente obtidas in silico, utilizando o ClustalW, e com sequéncias de
bancos publicos pelo GenBank. Essa comparagio com o banco de dados foi

realizada utilizando-se o programa BlastX (Altschul et al., 1997).
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2.11 Anélise quantitativa da expressao dos genes

A andlise da expressdo génica quantitativa foi realizada através do ABI
PRISM 7500 Real-Time PCR (Applied Biosystems), pelo sistema de detecgdo
SYBR Green. Os cDNAs sintetizados apos a extragdo do RNA dos tecidos de
café, pelo método descrito no item 2.3, foram utilizados como template para a
analise. Os primers foram desenhados a partir das sequéncias obtidas pela
analise in silico (Tabela 2), utilizando a parte terminal como molde, para a
amplificacdo de pequenos fragmentos, geralmente entre 60 a 120 pb,
maximizando a eficiéncia da amplificagdo.

Primeiramente foi realizado um ensaio de quantificacdo absoluta, onde
foi determinada a curva padrdo, a eficiéncia dos primers e a melhor diluigdo para
as amostras testados. Os cDNA foram diluidos 1:10, 1:25 e 1:50.

Apos determinar a diluicdo das amostras de 1:10 e a eficiéncia dos
primers de 94% a 97%, foi realizado o ensaio de quantificagdo relativa. O gene
utilizado como controle endogeno foi baseado em Barsalobres-Cavallari et al.
(2009), que sugeriu o gene GAPDH como um gene referéncia em café por
apresentar um nivel constante de expressdo nas condigdes propostas no trabalho.

As condigdes térmicas da reagdo foram 2 min a 50 °C, 10 min a 95 °C,
seguidos por 40 ciclos de 15 seg a 95 °C e 1 min a 60 °C, e finalizando com 15
seg a 95 °C. Os dados foram coletados e armazenados no programa 7500 Fast
Software (Versao 2.1). Para cada reacdo, foram utilizados 1 pL. ¢cDNA, 1,5 uM
de cada primer e 5,0 uL de Master Mix SYBR Green (Applied) para um volume
final 10,0 pL/amostra.

As amostras foram processadas em triplicatas e realizadas trés repeti¢des
bioldgicas. Os resultados foram normalizados usando Crs (Ciclo Threshold)
obtidos para controles enddgenos presentes na mesma reagdo. O Cr foi

determinado pelo numero de ciclos no qual a fluorescéncia gerada dentro de uma
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reagdo cruza a linha Threshold, que foi determinada manualmente. O método
usado foi o Cr comparativo.

Para o calculo da expressdo, primeiramente cada amostra foi
normalizada com o controle endégeno, utilizando a equagdo ACr = Cr (gene

alvo) - Cr (controle enddgeno) e a quantificacdo relativa foi obtida pela formula
9 BACT
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para uma possivel caracterizagdo dos genes SEP em café, foram
desenhados primers a partir das sequéncias identificadas pela analise in silico.
Esses contigs possuiam os seguintes tamanhos: contigl identificado como
possivel SEP1/2 com 327 pb (CISEP1/2), contigld (SEP3) com 726 pb
(C14SEP3), e o contig8 (SEP4) com 857 pb (C8SEP4). Primeiramente, por meio
da analise da PCR utilizando como molde o ¢cDNA de flores de café, foram
obtidas bandas correspondentes aos tamanhos especificados (Figura 2).
Entretanto, quando sdo analisadas as bandas correspondentes ao DNA de cafg,
podemos observar que os tamanhos dos fragmentos geralmente sdo maiores que
os fragmentos correspondentes de cDNA. Isso pode ser explicado pelo fato do
DNA possuir em sua extensdo, sequéncias que sdo removidas durante o
processamento do mRNA, denominadas introns. Desta forma, como o cDNA ¢
sintetizado a partir do mRNA, ele também nao possui essas sequéncias, podendo
apresentar o tamanho um pouco menor comparado ao DNA. Esse fato pode ser
melhor exemplificado, ao observar a Figura 2B, que representa os amplicons
derivados do primer C14SEP3, onde o fragmento derivado de um DNA possui
aproximadamente 1000 pb, e o derivado de um cDNA possui o tamanho
esperado da andlise in silico, de aproximadamente 700 pb.

Apos a eluicao das provaveis sequéncias SEP de café do gel de agarose,
a clonagem e a transformagdo bacteriana, foi realizado o ‘miniprep’ e posterior
sequenciamento desses fragmentos. Para o sequenciamento, além dos
fragmentos ligados ao vetor, foram utilizados também os amplicons derivados
diretamente do gel de agarose, sem a inser¢do em vetores. Porém, foi obtido
somente 0 sequenciamento completo para alguns desses amplicons. Para os

fragmentos que foram clonados no vetor, o processo de sequenciamento nao
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obteve sucesso. Desta forma, foram sequenciados os genes correspondentes ao

contigl e contigl4, derivados de cDNA de flores de café.

C1SEP1/2

C14SEP3

1000pb —
500pb

C8SEP4

1000pb
500pb

FIGURA 2 Gel de agarose 1,2% com produtos de amplificagio de amostras de DNA
(1-2) e cDNA (3-4) utilizando os primers SEP. Marcador Laber 1Kb (M). A
— amplificagdo de fragmentos com primer C1SEP1/2; B — amplificagdo dos
fragmentos com primer C14SEP3; C - amplificagdo dos fragmentos com
primer C8SEP4.

Essas sequéncias foram alinhadas com as sequéncias obtidas na analise
in silico. Como pode ser observado na Figura 3, o alinhamento obtido da

sequéncia in silico do contigl4 com o C14SEP3 derivado do sequenciamento
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representou um alinhamento perfeito, porém como o sequenciamento foi obtido
a partir de amplicons derivados diretamente do gel, onde foram usados os
primers especificos do gene, o inicio da sequéncia nio foi detectado. Resultado
semelhante pode ser observado para a sequéncia do C1SEP1/2 (Figura 4). Desta
forma € de extrema importancia repetir o sequenciamento com os fragmentos
clonados em vetores, para a obtencao dos fragmentos completos, e para o uso
desses fragmentos em trabalhos posteriores de transformagéo de plantas a fim de
determinar a real fungdo desses genes em café.

Na comparagdo com sequéncias depositadas no banco de dados do
NCBI, foi encontrado um valor de identidade da sequéncia do contigl4, de 85%
com SEP3 de Lycopersicon esculentum, e 80% com a de Antirrhinum majus.
Para a comparagdo da sequéncia representante do contigl, foi estabelecida uma
identidade de 77% entre SEP1 de Cucumis sativus, Citrus e de Antirrhinum
majus. Estes resultados corroboram com os encontrados nas arvores
filogenéticas e nas comparacOes realizadas com as sequéncias in silico
apresentadas no Capitulo 2, onde ¢ determinado homologia também entre essas
sequéncias.

Para os contigl e contigl4 foi possivel obter uma caracterizagdo parcial
de suas sequéncias. Ao observar os resultados obtidos no Capitulo 2 e a
confirmagdo dessas sequéncias nesse capitulo, pode-se afirmar que
provavelmente a sequéncia apresentada como contigl ¢ um representante do
SEP1 e SEP2, e o contigl4 representante do SEP3 em café ardbica. Entretanto,
esses resultados tém que ser confirmados com estudos de mutantes para esses
genes. Como ndo foi obtido o sequenciamento completo do contig8, nao foi
possivel a confirmacdo dessa sequéncia.

Nesse trabalho foi possivel analisar uma grande similaridade com os
contigs obtidos através da andlise in silico, com as sequéncias dos fragmentos

obtidos pelo sequenciamento, demonstrando a eficiéncia da andlise gendmica
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feita previamente usando bioinformatica, através de bancos de dados, que se

constitui numa ferramenta muito poderosa para estudos moleculares.

CLUSTAL W (1.81) multiple sequence alignment

Cl45EF3_cDNZ - - - GGEEAGGATGAGLCAG - - -——=

contigl4d ACGGARRAGRGAGETAGEAGAGAGEAT GEGRAAGAGETAGEETGEAGCTARRGRAGEATAGRS
L T T T T T

Cl45EP3_cDNZ2 @  -——————- ATCATAGGCRAG-TACTITTGCTARGOGRAGRARTGEECTATTGRAGRALGET

contigl4d ARCRRGATCRATAGGCRAGTARCTITIGCTARGCGRAGRRATGGGCTATIGARGRRAGET

JEEREE KRR k¥ * * * * T

C145EP3_cDNA TATGAGCTCTCAGT TCTATGIGATGCTGAGGTTGCTITGATCATCTTCTCCARTAGRAGGR

contigl4d TATGAGCTCTCAGT TCTATGTGAT GCTGAGETTGCTITGATCATCTTCTCCARATAGRGGR

*% * * * * * * * T

C145EP3_cDNA ARGCTCTATGAGTTITGCAGTAGCTCTAGCATGETCARGACGCTAGRGAGGTATCAGRARA

contigl4d ARGCTCTATGAGTTITGCAGTAGCTCTAGCATGCTCARGRACGCTAGRGAGGTATCAGRARE

*% * * * Hhkk RRAERRRRRARRARRR AR AR R AR

C145EP3_cDNA TGCRRCTATGEAGCRACCTGAGCCCARCATATCCACCAGGERAGCACTGGAGCTGAGTAGT

contigléd TGCARCTATGEAGCRCCTGAGCCCARCATATCCACCAGGEARGCACTGEAGCTGAGTAGT

w4 * * * * * * * T

C145EP3_cDNA CAGCAGGRGTATTIGRAAGCTTARAGCACGT TACGARGCTCTACARAGATCACRRAGERALT

contigld CAGCAGGAGTATTIGAAGCTTA R AGCACGT TACGARGCTCTACARAGATCACARAGGRALT

*h * * * * * * * ke

Cl45EFP3_cDNR CITTTGGGOGAGEACCTTGETCCTTTARRCAGCRAAGGRAACTIGAATCATTGGRARAGECAG

contigld CITTTGGGCGAGEACCTTGETCCTTTARACAGCARGGAACTTGAATCATT GG GGECAG

*h * * * * * * * ke

Cl45EF3_cDNR CITGATATGTICTCIGAAGCAR A TCAGATCARCACGEACTCRARAGTARATGCTGGATCAGCTC

contigld CITGATATGTCTCTGAAGC AR A TCAGATCARCACGEACTCRAAGTARTGCTGEATCAGCTC

EEd * * * * * * * RS

Cl45EP3_cDNR ACTGATCTCCAGAGR R AGGARCATGCTITGARCGAGGCARACRA R ACTCTARRACRR LGS

contigld ACTGATCTCCAGRGARAGERACATGCTITGARCGAGECARACARRRCTCTARR AL GG

EEd * * * * * * * RS

C145EF3_cDNA CTGATGEARGEAARCCARGTARATCTCCAGT GGAATCCGAATGCACAGGATGTTGEGTAC

contigld CTGRTGEARGEAL R CCRAGTARATCTCCAGT GERARAT CCGAATGOCCAGEATGTTGEETAL

ETT ETT ETTT ETTTTY

C145EF3_cDNA GEGCGRCARCCAGCTCATGCTCAGEGGTGATGETITICTICATCCATIGGATTGT GRACT
contigld GECCGRCARCCAGCTCATGCTCAGEG-TGATGGTITITTICATCCATIGEATTGT GACCT
LT ETT LT ETTTTY LTI T
C145EF3_cDNA GACGATTCRCAGATTGGATACCAGARTGATNCRARATARCAGT GECAGCGECAGECCCGAGT
contigld GCC--ATTCCAGATTGGEATCCCAGARTGATCCARTACCAGT GECAGCGECAGECCCGAGT
HH ok REKREARKRG KRR RRRAEE RRARE KRR AAAARRAA IR AR AR Rk h
C145EF3_cDNA GTGRATRAACTACATGGCAGETGG--TCCCAR——
contigld GTGRATRAACTCCATGGCAGETIGGTTICCCATGA
It R T T T

FIGURA 3 Alinhamento pelo programa Clustal W (Thompson et al., 1994), do produto
do sequenciamento (C14SEP3 ¢cDNA) e a sequéncia identificada in silico
contig14.
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CLUSTAL W (1.81) multiple sequence alignment

ClSEP1/2_cDNA ~  ——————-———=—————m AGTAGCTGARGARATAAGCACAGATARTNGNGCIGGTTACG
contigl ATGGETAGGEGEAGAGTGEAGCTGARGAGARTAGAGAACRAGATARATAGGCAGGTTACS
kk vk ekk  kex &k dhkkdky  kkekkhkkiddk
C1SEP1/2_cDNA TATIGCTARGAGGAGGAATGGACTGCTCATNGATAGCTATATGAT GCTCICAGATACTET
contigl ~TTTGCTAAGAGGAGGAATGGACTGCTCAAGARAG-—-CTTATGAGCTCTCAG-TTCTGT
:***************************: . .*: . .*: H . :******** *:****
C1SEP1/2_cDNA GTGACNCTGAGAGCTAGECCCTCATCCICTICICTARCCGGGECAMGCTTTATGAGTTICT
contigl GTGATGCTGAGE---TGECCCTCATCATCTICTCTARCCGGEECAAGCTTTATGAGTICT
EX L2 .*****. :**********I*********************************
C15EP1/2_cDHA GTAGCAGCTCCAACATGCTCAGGACTCTTGRARGGTACCARAGATGCAGTTATGGAGCAG
contigl GTAGCAGCTCCAACATGCTCAGGACTCTTGAARGGTACCARAGATGCAGT TATGGAGCAG
R s s ]
C1SEP1/2_cDNA TGGAAGTCAGCCACTCAGCCARAGAGATTGAGGTARCTACCATAATTAAGCATCACTIGE
contigl TGGRAGTCAGCCACTCAGCCARAGAGATTGAGGTARCTACCATAATTAAGCATCACTIGE
R R S L)
C1SEP1/2_cDNA CCCATGCTTGTACAGTGATTCTGA-—————-————
contigl CCCATGCTIGTACAGTGATICTGACGATARTTIAG

s e )

FIGURA 4 Alinhamento pelo programa ClustalW (Thompson et al., 1994) do produto
do sequenciamento (CISEP1/2 cDNA) ¢ a sequéncia identificada in silico
contigl.

Para a anadlise de qRT-PCR primeiramente foi definida pelo ensaio da
curva padrdo, a dilui¢do de 1:10 como a diluicdo padrdo para a andlise de
quantifica¢do relativa com os primers analisados. A expressdo relativa dos
provaveis genes SEP em café, demonstrou uma alta expressao em flores e frutos,
como pode ser observado na Figura 5, onde os valores de expressdo foram
normalizados pelo controle endégeno GAPDH. O padrido de expressdo entre
todos os genes foi relativamente o mesmo ¢ para todos foi observado uma maior
expressao no tecido floral, do que em fruto. Entretanto essa diferenca nao pode
ser considerada significativa segundo os valores do desvio padrio.

Esses resultados podem estar associados as fungdes descritas para essa
subfamilia, pois como sdo responsaveis pela determinagdo do meristema floral e

desenvolvimento dos frutos, possuem consequentemente uma expressao nesses
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tecidos. Esses resultados corroboram com varios trabalhos de expressdao desses
genes em outras espécies (Kanno et al., 2006; Matsubara et al., 2008).

Em plantas de trigo, foi observado por analise de Northern blot, que o
candidato ao gene SEP (TaMADS1) somente foi expresso em Orgdos florais
primordiais, nos quatro verticilos florais e no 6vulo do trigo, ¢ ndo foram
encontrados nenhum sinal em raiz, caule, folhas e sementes (Zhao et al., 2006).
Ja Matsunaga et al. (2008), analisaram a expressdo dos genes SEP por qRT-PCR
em Silene latif6lia, utilizando flores masculinas e femininas, e observaram que
os dois genes identificados SISEP1 e SiSEP3 foram expressos em ambos botdes
florais.

Xu et al. (2008) estudaram a expressdao dos genes SEP em varios tecidos
de péssego, e observaram a ndo expressao em folhas, mas como esperado, a
expressdo estava presentes nos oOrgdos reprodutivos, entretanto diferentes
padrdes de expressdes foram observados em frutos e flores.

O que muitas vezes pode variar € o padrdo de expressdao dos diferentes
genes SEP, nos diferentes verticilos florais. O SEP3 em Arabidopsis é expresso
em flores primordiais e nos trés verticilos florais, mas o transcrito ndo pode ser
detectado nos meristemas florais. Resultados similares sdo observados para os
genes SEP3 e outros SEP em distintas espécies de plantas, como o FBP2 em
petinia, o TaMADS1 em trigo, o TM5 em tomate ¢ o OSMADS8 em arroz
(Angenent et al., 1992; Pnueli et al., 1994; Grego et al., 1997; Mandel &
Yanofsky, 1998; Pelucchi et al., 2002; Zhao et al., 2006). A partir dos resultados
de todos esses trabalhos, pode-se afirmar que esses padroes de expressdo sdo
diversos nas diferentes espécies e com os varios SEP.

Uma expressdo pouco caracteristica pode ser observada referente ao
gene C8SEP4 (Figura 5), onde foi identificada uma pequena expressao no tecido
foliar, podendo relacionar esse gene a uma possivel fungdo em folhas de café.

Resultados semelhantes corroboram com essa hipdtese, descrevendo a expressao
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de um provavel gene SEP de soja (GMSEP1) no caule, o que pode indicar uma
possivel participagdo desses genes em tecidos vegetativos, além de tecidos
florais e fruto (Huang et al., 2009). Em gérbera o gene homologo ao SEP
(GhGRCD2) também foi expresso em tecidos vegetativos (Malcomber &
Kellogg, 2005) e uma pequena expressdo também foi encontrada em folhas de
arroz ¢ sorgo (Malcomber & Kellogg, 2004). Essa expressdo ¢ considerada
baixa, mesmo assim, ndo deixa de ser indicio de uma possivel funcdo desses
genes em tecidos vegetativos.

Estudos subsequentes sdo necessarios para realizar uma caracterizacio
completa de todos esses possiveis genes SEP de café, de acordo com suas
fungdes e localizacdo celular, utilizando para isso, estudos com mutantes e

localizagdo in situ.
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FIGURA 5 Perfil da expressdo quantitativa relativa por qRT-PCR dos genes SEP. As
colunas representam a expressdo de transcritos génicos em diferentes
tecidos de plantas de café, com valores dados a partir da média dos valores
de expressdo das tréplicas bioldgicas; flor (roxa), fruto (verde), raiz (azul),
folha (laranja). A abundéncia de transcritos génicos foi normalizada pela

expressdo dos gene GAPDH.
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4 CONCLUSOES

A partir das andlises realizadas foi possivel a caracterizagdo parcial das
sequéncias de dois genes SEP em caf¢ arabica, identificados anteriormente em
analises in silico.

Nao foi possivel a identificacdo de introns e ¢éxons através da
comparagdo entre as sequéncias de DNA e cDNA.

Os genes SEP apresentam um padrdo de expressdo caracteristico em

flores e frutos de plantas de café arabica.
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