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RESUMO

Visando contribuir para a compreenséo do processodiicdo da embriogénese
somatica, fundamental para o desenvolvimento deogutns de regeneracéo
mais eficientes, objetivou-se com esse trabalhdtifitzr, caracterizar e analisar
os padrBes de expressdo dos genes da familia LAshi@ua embriogénese
somatica indireta d€offea arabicd.. a partir da normalizacéo de dados de RT-
gPCR com genes de referéncia adequados. A cometiecéxpressado dos genes
com o potencial embriogénico foi realizada compamatiente com o auxilio de
andlises histologicas e regeneracdo de embrideatisosiem duas linhagens
independentes de suspensfes celulares. Primeieméonit analisada a
estabilidade de expresséo de doze candidatos a deneferéncia2dS, ACT,
GAPDH, CYCL, EFla, TUB, PP47, PP2A, RPL39, APRTQUBA4-3-3 em
diferentes tecidos e fases de desenvolvimento ioelados a embriogénese
somética do cafeeiro. As andlises foram realizaalaavés da ferramenta
RefFinder que compila os algoritmos estatisticggNorm NormFinder
BestKeepek Delta-Ct Os resultados obtidos sugerem que ndo ha umdgene
referéncia universal adequado para todas as vaideeperimentais. A
expressdao mais estdvel em calo ndo embriogénido, eabriogénico e
suspenséo celular em diferentes tempos de cultirespondeu aos gendBQ,
ACT e APRT, respectivamente. O geR¥L39apresentou maior estabilidade na
analise em conjunto de calos ndo embriogénicosbeiegénicos. Enquanto em
plantula e embrido nos diferentes estadriz2A apresentou maior estabilidade
de expressdo. A andlise em conjunto de todas astamandicou qu@4Se
PP2Asdao os genes de referéncia mais adequados paralizagéio de dados de
RT-gPCR. Com o auxilio de ferramentas de bioinfdicaaforam identificados
apenas trés possiveis ortdlogosvdd 2 (C15, SEAL e SIC1) dentre os genes da
familia LAV. Os perfis de expresséo verificadowivo diferiram dos obtidofn
silico, os dados mostraram expressdo quantitativa relatwviavel do C15 e
SIC1 em todas as amostras analisadas e auséneigpoessdo de SEAL em
todos os tecidos. Nao foi verificado relacdo do®iside expressdo de C15 e
SIC1 com o potencial embriogénico. As linhagenssdspensdes celulares
apresentaram o mesmo padrao histolégico e aumartexd de regeneracdo em
funcdo do tempo de cultivo. O bom desenvolvimerds glantulas obtidas a
partir do protocolo utilizado pode ser reflexo dia @&xpressdo d¥AL2 nos
embrides cotiledonares. O conhecimento da expresdaL2 abre perspectiva
para a melhoria do sistema de propagacao via eg@mése somatica, visando
assegurar a conversdo de embrides em plantulagisorm

Palavras-chave: Café arabica. Genes normalizad®i@aformatica. RT-qPCR.
VAL2



ABSTRACT

In order to contribute to the understanding of ittduction process of somatic
embryogenesis, critical to the development of meftective regeneration
protocols, this work aimed to identify, characteriand analyze the expression
patterns of LAV gene family during indirect somaéimbryogenesis dfoffea
arabica L. through the RT-gPCR data normalization with @hilié reference
genes. The correlation of the gene expression thithembryogenic potential
was performed comparatively with the aid of hisgidal analyses and somatic
embryo regeneration in two independent lineagesetifsuspension. First, the
stability of the expression of twelve candidategdference gene®4S, ACT,
GAPDH, CYCL, EFla, TUB, PP47, PP2A, RPL39, APRTQUBA-3-3 was
analyzed in different tissues and developmentaglestaelated to coffee somatic
embryogenesis. Analyses have been performed us@éBefFindertool which
compilesgeNorm NormFinder BestKeeperandDelta-Ct statistical algorithms.
Results suggest that there is no universal referegene suitable to all
experimental variables. The most stable expressiagron-embryogenic callus,
embryogenic callus, and cell suspension on differeultivation periods
corresponds to the gene8Q, ACT,andAPRT, respectively. Th&kPL39gene
presented the highest stability on analysis of godeenic and non-embryogenic
calli. Meanwhile, in seedlings and embryos in difa stagesPP2A exhibited
the highest expression stability. The analysesllasaamples together indicated
that 24S and PP2A are the most suitable reference genes for RT-gB&R
normalization. With the aid of bioinformatics toplsnly three possibl&AL2
(C15, SEAL, and SIC1) orthologs were identified agnbAV gene family. The
expression profiles confirmead vivo differed from those obtained silico, and
the data showed variable quantitative relative ession of C15 and SIC1 in all
analyzed samples and lack of SEA1 expression itisalles. No relations at the
expression level of C15 and SIC1 with the embryagemotential have been
found. The lineages of cell suspension presentedséime histological pattern
and increased regeneration rate due to the cuttivadime. The successful
development of seedlings obtained using the prétoey be a consequence of
the high expression &fAL2in cotyledonary embryos. The knowledge of VAL2
expression gives a chance to improve the propagatia somatic
embryogenesis in order to ensure the conversionerabryos to normal
seedlings.

Keywords: Arabica coffee. Normalization genes. Bfoimatics. RT-gPCR.
VAL2
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1 INTRODUCAO

O café é uma das culturas de maior importanciacoacenia mundial,
destacando-se como um dos produtos basicos maissoal Seu cultivo,
transporte, processamento, comércimarketinggeram milhdes de empregos
em todo o mundo. Dentre as espécies de café axisterafé arabicaCpffea
arabical.) apresenta melhor qualidade de bebida e comelspa mais de 60%
de toda producdo e comercializacdo mundial (ORGAQEO
INTERNACIONAL DO CAFE - OIC, 2014).

Na busca por uma cafeicultura mais eficiente, héda uemanda
constante de novas variedades resistentes a peagdmencas, e também
adaptadas as diferentes condi¢des de cultivo, t®mdas producdes e graos de
alta qualidade. A biotecnologia aplicada ao cafeefr uma importante
ferramenta de auxilio aos programas de melhoramesdnvencional,
possibilitando a identificacdo, avaliacdo e multgptdo de novos gendtipos;
conservacdo de germoplasma e obtencdo de novosiaisagenéticos com
caracteristicas agronbmicas superiores em menorpoteratravés da
transformacéao genética (MORAIS; MELO, 2011).

Entre as técnicas biotecnolégicas que auxiliam ihon@mento genético
de plantas destaca-se a embriogénese sométicaxc@spo é caracteristico das
plantas vasculares pelo qual células ou tecidosisoms se desenvolvem até a
formacgéo completa de uma planta, através de uriead®estagios embrionarios
semelhantes & formacdo de um embrido zigotico (RGDRZ et al., 2000;
WILLIAMS; MAHESWARAN, 1986). Os embrides somaticqsodem ser
formados de forma direta ou indireta. No processehbriogénese somatica
indireta, as células precursoras passam por urpa gteermediaria de formacao
de calo e na via direta 0 embrido somatico sermigiretamente do explante
(SHARP et al., 1980).
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A utilizacdo de suspensdes celulares de café nadolegia de
embriogénese somatica indireta € a mais promisgaauspensdes celulares
correspondem ao calo embriogénico friavel, isolddseu explante de origem,
e mantido em meio liquido em estado indiferencia® o momento da
diferenciacdo em embrides. A taxa de regeneracaendeides de genotipos
ardbica em cultura liguida chega a ser 15 vezesrmaando comparado a calos
embriogénicos cultivados em meio semi-sélido (MACIEt al., 2003;
SONDAHL; SHARP, 1977).

Apesar da alta frequéncia de embrides somatiahs&zidos a partir de
suspensbes celulares embriogénicas de café, ternascessario o
desenvolvimento e aplicacdo de parametro(s) queemt@tm) a eficiéncia
metodoldgica para identificacdo de suspensdesacetulcom alta capacidade
regenerativa. Uma vez que, linhagens consideragdsi@yénicas podem nao
regenerar embrides em meio de indugdo embriog€nhEiXEIRA et al., 2004).

A caracterizacdo de células embriogénicas poderealizada por
analises histolégicas, porém a técnica é demorddaapaz de inferir sobre a
taxa de regeneracdo de embrides somaticos. Esseciabtembriogénico pode
ser identificado de forma eficiente e confiavel p@io da analise da expressao
de genes marcadores relacionados a inducao dacgidibeise somatica (SILVA
et al., 2014).

Os fatores de transcricdo pertencentes a supeda¥l estdo entre os
genes que codificam proteinas que fazem partestateade sinais de inducéo e
de desenvolvimento dos embrides (SUZUKI; McCARTHE02). No genoma de
Arabidopsisa superfamilia B3 € composta pelas familias LARVRARF e
REM sendo a LAV a que exerce papel fundamental mhriegénese e é
constituida pelos genes AFIARI3, FUS3 e LEC2 e VAL (VALL VAL2 e
VAL3), estando os genes AFL diretamente envolvidos eoembriogénese

zigbtica e soméatica e os genes VAL relacionadosrégpcao de sinalizacdo de
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acucares durante o desenvolvimento vegetativo (BARIR 2013; GAJ et al.,
2005; IKEDA-IWAI; SATOH; KAMADA, 2002; IKEDA-IWAI et al., 2003;
KIKUCHI et al., 2006; LEDWON; GAJ, 2011; SHARMA, 2G; SHIOTA et
al., 1998; TSUKAGOSHI et al.,, 2005; TSUKAGOSHI; MO®&MI;
NAKAMURA, 2007; ZHANG et al., 2014). Estudos sobeecaracterizagéo
funcional dos genes VAL durante a embriogénese Scengpermanecem
inexplorados.

A simplicidade conceitual e pratica da técnica dE-gRCR, em
conjunto com a rapidez, sensibilidade, alto rendime precisdo e
reprodutibilidade (BUSTIN et al., 2005; LOGAN; EDVR®S; SAUNDERS,
2009) tornaram este método bastante viavel panzaatificacdo de expressao
génica. No entanto, a obtencdo de resultados eeidigpor RT-qPCR &
dependente da utilizacdo de genes de referénciuades que serdo utilizados
como controle interno para normalizar e acomparheariacdo de expressao
entre as amostras (PFALL et al., 2004; SANTIS; SMREUNE; JERRY,
2011; VANDESOMPELE et al., 2002). Varios estuddateram a inexisténcia
de um gene de referéncia universal para ser engwegmplamente em
diferentes tecidos e condi¢Bes experimentais (CEEN., 2011; CHENG et al.,
2013; GUTIERREZ et al.,, 2008; IMAI et al., 2014;N.let al., 2013;
RODRIGUES et al.,, 2014; VANDESOMPELE; KUBISTA; PFRE, 2009;
ZENG et al., 2014). Assim, a identificacdo de geheseferéncia adequados é
um passo inicial essencial no desenvolvimento déodné de RT-gPCR
(DOCIMO et al., 2013).

O presente trabalho visou contribuir para a elgyédado processo de
aquisicdo de competéncia embriogénica em café, afoedtal para o
desenvolvimento de protocolos de regeneracdo nfigierges. Para isso, 0s
genes da familia LAV foram identificados, caractadios e analisados quanto a

seus respectivos padrdes de expressao durante rogénese somatica de
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Coffea arabica.. a partir da normalizacdo de dados de RT-gPGR genes de

referéncia adequados.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O cafeeiro e sua importancia econémica

O cafeeiro é uma cultura perene pertencente aifaRiibiaceae, género
Coffea Dentre as 103 espécies de café existentes (DAVHL, 2006), as mais
importantes no mercado mundial s@offeaarabica L. e Coffea canephora
Pierre, vulgarmente conhecidos como café arabiohusta, respectivamente. O
café é uma dasommoditiesnais comercializadas no mundo, sendo produzido
em cerca de 60 paises, destacando-se entre atmddéiside maior importancia
socioecondmica (ORGANIZACAO INTERNACIONAL DO CAFE OIC,
2014).

O Brasil lidera a producdo mundial de café, ocupaatdalmente uma
area cultivada de 2,257 milh&es de hectares, dais §6,7% estdo em producéo
e 14,3% estdo em formacdo. As maiores areas dgocatincentram-se nos
estados de Minas Gerais, Espirito Santo, Sdo Rawahia sendo o estado
mineiro responsavel por 67,7% da area ocupada @& ardbica em nivel
nacional. A média de producdo na safra cafeeir@bd estd estimada entre
44,11 e 46,61 milhdes de sacas de café benefidladoquais 73,7% sao de café
arabica e os 26,3% restantes de café robusta (COMMPANACIONAL DE
ABASTECIMENTO - CONAB, 2015).

Alguns indicadores econémicos reforcam a importanda cadeia
produtiva vinculada ao café, uma vez que o sefeeta nacional é responséavel
por gerar cerca de 8,4 milhdes de empregos diretdadiretos no pais
(BRASILEIRO, 2014).
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MesmoC. arabicasendo extensamente cultivado, ha fatores limisagte
sua producdo. A espécie é suscetivel a doencamgasprcomo fungos, acaros,
nematodides endoparasiticos, bicho-mineiro, cigamrashonilhas, lagarta dos
cafezais e a broca-do-café, causando anualmenteradsitores bilhdes de
dolares em prejuizos (ZAMBOLIN, 2003). Cerca de 8%0% da perda de
producao de café arabica é atribuida a ferrugefollda que possui como agente
causal o fungo Hemileia vastatrix Berkeley & Broome (GARCIA;
RODRIGUES; COSTA, 2000; KUMAR; NAIDU; RAVISHANKAR @06).
Estresses abibticos, como a seca, salinidade estatnpas extremas, também
sdo sérias ameagas para a cafeicultura. As mudaosapadrdes climaticos,
devido a mudanca climatica global sédo consideradda vez mais importantes
e limitantes para o cultivo de café (CARVALHO et, a2013; MISHRA,;
SLATER, 2012).

A fim de diminuir as perdas de producdo, os progsande
melhoramento genético do cafeeiro sdo motivadobter @lantas tolerantes a
estresses abibticos e resistentes a pragas e dod&ssaciada as caracteristicas
de variedades superiores ha também uma demandtarenpor genotipos
capazes de produzir gréos de alta qualidade, sepsoeléncia em qualidade do
café um critério para se atingir os mercados quéaneemuneram o produtor
(MATOS, 2003).

Através do melhoramento classico, a obtencédo dasneariedades pode
levar cerca de 30 anos, pois a espécie possuidaecielecao longo, e a obtencéo
de sementes de plantas homozigoéticas somente é&gqloapds seis geracdes
(SONDAHL; SONDAHL; GONCALVES,1999). A biotecnologiassociada ao
melhoramento convencional é essencial nos diassapes permite acelerar a
liberacdo de variedades com caracteristicas agrioaémuperiores (GATICA-
ARIAS; ARRIETA-ESPINOZA; ESQUIVEL, 2008).
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Dentre as técnicas biotecnoldgicas mais promissawasielhoramento
genético de plantas esta a produgcdo assexuada Hedemin vitro. A
embriogénese somatica abre perspectivas para pgg@glonal massal de
gendtipos elite e conservacdo de germoplasma, @déser um eficiente sistema
de regeneracao no processo de transformacao genétic

2.2 Embriogénese somatica

A embriogénese somatica é definida como o proceskoqual células
somaticas desenvolvem-se formando estruturas senteth ao embrido
zigético, dando origem a uma planta, sem que océusfio gamética
(GUERRA; TORRES; TEIXEIRA, 1999; WILLIAMS; MAHESWARN,
1986). Este fenébmeno ocorre em células vegetais rgoebem estimulo e
condi¢cbes adequadas (ALMEIDA; OLIVEIRA; DANTAS, 200ANANDAN
et al., 2012; ASCENCIO-CABRAL et al., 2008; PINTOat, 2011; SUN et al.,
2011;), pois apresentam as propriedades de tatipiat& plasticidade genética
(AMMIRATO, 1983; VERDEIL et al., 2007).

O embrido somatico é uma estrutura bipolar, o qpaésenta como
particularidade a presenca de sistema vasculaadechsem conexdo com o
tecido de origem (GUERRA; TORRES; TEIXEIRA, 1999)s estadios de
desenvolvimento embrionario - globular, codifornmepedo e cotiledonar - sdo
semelhantes ao padrdo de desenvolvimento do embgatco (HACCIUS,
1978; GUERRA; TORRES; TEIXEIRA, 1999). A similarida entre os
processos da embriogénese somatica e zigotica nadlwerificada em padres
bioquimicos e moleculares (FLOH; SANTA-CATARINA; ISIEIRA, 2007,
IKEDA et al, 2006; WINKELMANN et al., 2006; ZIMMERMN, 1993).

Apenas as células embriogénidassitro séo passiveis de manipulagéo

por técnicas celulares e moleculares, em contcasteas células gaméticas e o
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zigoto, que estdo embebidos no tecido materno (FLEANTA-CATARINA;
SILVEIRA, 2007), qualificando a embriogénese soo@tiomo modelo efetivo
para os estudos em diferentes estadios de desamgnte dos embrides
(DODEMAN; DUCREUX; KREIS, 1997; ZIMMERMANN, 1993).

Além do emprego da embriogénese somatica como mdealeferéncia
em estudos a nivel morfolégico, fisiolégico, biagido e molecular esta técnica
€ a mais promissora para propagacao clonal. Congayse as demais técnicas
de propagacéo, a embriogénese somatica apresatdgaas como: a) obtencao
de grande quantidade de embrides somaticos em mespaco fisico; b)
permite alto grau de automatizacdo através do esbiatreatores, levando a
reducdo dos custos por unidade produzida; c) osi@esbsomaticos podem ser
produzidos com alto grau de uniformizacdo e purmgeaética; d) pode ser
utilizada como ferramenta integrada a programaselboramento genético, em
especial quando associada a técnicas de criopagdene engenharia genética
(GUERRA; TORRES; TEIXEIRA, 1999).

A embriogénese somatida vitro pode apresentar dois padrdes de
desenvolvimento embriogénico: embriogénese somdiieta (ESD), na qual os
embries somaticos sdo formados diretamente solezido vegetal, sem a
formacédo de calo e a embriogénese somatica indE&H, na qual os embrides
somaticos originam-se de células embriogénicaszidds de calos (SHARP et
al., 1980). Relatos bibliograficos relacionadosribbeogénese somatica de café
demonstram maior sucesso ha frequéncia de embm@iezidos pela ESI,
especificamente, através de suspensdes celularfesogémicas (NORIEGA;
SONDAHL, 1993; SONDAHL; SHARP, 1977; TEIXEIRA et.aP004; VAN
BOXTEL; BERTHOULY, 1996).
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2.3 Potencial embriogénico das suspensfes celulares

A embriogénese somatica por via indireta pode eglizada em meio
liquido através de suspensfes celulares. As suEmenselulares de café
correspondem a setores embriogénicos que apresettdoracdo amarela
intensa, textura granular e alta friabilidade (TEIRA et al., 2004) inoculados
em meio liquido sob agitacdo constante.

Suspensdes celulares deoffea arabica em condi¢cdes adequadas,
podem ser subcultivadas por um periodo de temmtivainente longo, sem
variacdo somaclonal (ETIENNE; BERTRAND, 2003) e semperda da
capacidade regenerativa (TEIXEIRA et al., 2004)¢mlda manutencdo das
células, as suspensdes celulares propiciam maiopagacdo dos setores
embriogénicos, uma vez que as taxas de divisatacsio muito mais elevadas
em sistema liquido (GEORGE; HALL; KLERK, 2008; GUER; TORRES;
TEIXEIRA, 1999; MATSUMOTO, 2006), constituem tambéam sisteman
vitro utilizado em diversos trabalhos, como por exemphra transformacao
genética e isolamento de protoplastos (MAZAREIe811).

Estudos realizados para estabelecer protocolos rdbriagénese
somatica enC. arabicademonstraram que suspensdes celulares possuem maio
eficiéncia na taxa regenerativa de embrides. Enquaalos originam cerca de
200 embrides por grama cultivado em meio semi-s{MIACIEL et al., 2003),
em cultura liquida, os agregados celulares podesdugir cerca de 12.300
embrides/grama de matéria fresca (SONDAHL; SHAR®77). Contudo, a
eficiéncia da regeneracdo de embrides somatico® medl extremamente
reduzida devido a qualidade das células em suspeasfique a competéncia

embriogénica pode estar restrita a uma pequendidfralps aglomerados
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celulares (QUIROZ-FIGUEROA et al.,, 2006). Nestetislen estudos para a
identificacdo de suspensdes com grande quantidad=ldlas competentes a

regenerar embrides sdo importantes para a otinnzagé protocolos.
2.4 Caracterizacao histolégica de células embriogi&as

O conhecimento anatémico do material, através dksas histoldgicas,
auxilia na compreensédo dos eventos que ocorrendquaspécies vegetais sdo
cultivadas in vitro (YEUNG, 1995) como, por exemplo, verificacdo e
confirmacé@o de embrides soméaticos e a definicdoridem direta ou indireta
(RODRIGUES; OLIVEIRA; MARIATH, 2004).

O estudo dos eventos morfoanatbmicos pode melhorar
significativamente o entendimento dos mecanismosmdariogénese somatica
por meio da identificacdo das mudancas celularesngreensédo da dinamica
das células (SILVA et al., 2014). A observacéo tifoss celulares a partir dos
guais surgem os embrides somaticos, permite o gontanmanipulagdo das
respostas embriogénicas (BARBOSA et al., 2003).

As suspensdes celulares podem apresentar doiscghdares distintos:
células maiores altamente vacuoladas (células ndtari@génicas) e células
menores densamente citoplasmaticas (células comngal embriogénico)
(MAZAREI et al., 2011).

Estudos realizados ertoffea spp. demonstraram que as células
embriogénicas apresentam modificacdes caractedstic nivel do ndcleo,
citoplasma e parede celular. As células embriogérfioram identificadas como
sendo pequenas, isodiamétricas, apresentam nUdendeg e nucléolo
proeminente, vacuolo diminuto, intensa divisdo leelue alta densidade
citoplasmatica (QUIROZ-FIGUEROA et al., 2002; PADW@Aal., 2014; RIBAS
et al., 2011; SILVA et al., 2014), devido ao altetabolismo celular também
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apresentam elevada quantidade de grdos de amidoURAQO 2007;
STEINMACHER et al., 2011).

Apesar das andlises histologicas serem de grailidedg metodolégica
para a distincdo de células embriogénicas (SCHM#ED®I., 1997), ndo sdo
capazes de inferir a capacidade regenerativa deriglavegetal além de ser
relativamente demorada. Com isso, estudos da egéimése a nivel molecular,
identificando, caracterizando e analisando a egpresle genes relacionados a
inducdo de embri6es somaticos, vém sendo intensamesalizados em diversas
espécies (GRUSZCZYNSKA; RAKOCZY-TROJANOWSKA, 201HECHT
et al., 2001; MA et al., 2012; NOLAN; IRWANTO; ROSE003; SALAJ et al.,
2008; SCHELLENBAUM et al., 2008; SCHIMIDT et al.997; SILVA et al.,
2014; ZHANG et al., 2014) a fim de selecionar gemascadores para melhoria
do sistema de embriogénese somatica e de suaacdiglic A identificacdo de
genes envolvidos no processo de aquisicdo de céngietembriogénica pode
auxiliar de maneira mais rapida e sensivel o dedemento de protocolos de

regeneracdo mais eficientes.
2.5 Genes relacionados a embriogénese somatica

A embriogénese somatica pode ser dividida nas fdsesducdo e
expressdo (JIMENEZ, 2001), nessas fases a mag@@stia totipotencialidade
vegetal envolve a desdiferenciacdo das célulastmamsapor meio da qual sdo
alterados os perfis de expressédo génica e repragéardas células que estdo
envolvidas no processo, permitindo o estabeleciondatum novo programa de
desenvolvimento capaz de induzir embrides soma(ieasiTl; STASOLLA;
WANG, 2013; RODRIGUES e KERBAUY, 2009).

A inducdo embriogénica € provavelmente a etapa mgisrtante do

processo e sua frequéncia esta relacionada contemagdo complexa entre
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fatores genéticos (MALABADI et al., 2011; PINTO a&t, 2011), fisioldgicos
(ALMEIDA; OLIVEIRA; DANTAS, 2001; FARZANA et al., D08; JIMENEZ,
2001) e condigbes de cultivo (ALMEIDA; OLIVEIRA; DATAS, 2001;
ANANDAN et al.,, 2012; ASCENCIO-CABRAL et al., 200®INTO et al.,
2011; SUN et al., 2011).

A identificacdo de marcadores moleculares relaciossao potencial
embriogénico deve ser realizada na fase de indeigémiogénica, pois € a fase
antecedente & regeneracdo de embrides somaticasos Véstudos que
correlacionam o potencial embriogénico ao padraoexeressao de genes
especificos levaram a identificagcdo dos ge®ERK Homélogos adSERKsé&o
considerados como marcadores da embriogénese emsabvculturas vegetais
como, por exemplo, errabidopsis thaliangHECHT et al., 2001; SALAJ et
al., 2008); Daucus carota(SCHIMIDT et al.,, 1997);Medicago truncatula
(NOLAN; IRWANTO; ROSE, 2003)Vitis vinifera (SCHELLENBAUM et al.,
2008); Secale cereale(GRUSZCZYNSKA; RAKOCZY-TROJANOWSKA,
2011);Ananas comosu$/A et al., 2012), entre outras.

Recentemente, foi identificado e caracterizado utdlago ao gene
SERKemC. arabicae verificou-se que sua expressao nao se da exatosite
em células embriogénicas (calos e suspensdes reslul@ILVA et al., 2014).
Além disso, dados obtidos por Ribeiro (2014) indicgueCaSERKnao possui
correlagdo com a taxa regenerativa de embridestman& € expresso também
em diferentes fases de desenvolvimento do emisig@rindo que o gerg&ERK
desempenha um amplo papel na embriogénese, ndo sesttito a fase de
inducdo embriogénica.

Estudos com outros genes relacionados a embrisgémm café sao
necessarios a fim de identificar mecanismos maeeslenvolvidos nas fases
iniciais do desenvolvimento embriogénico. Os ggregtencentes a familia LAV

do dominio B3 também estdo sendo estudados nosgsax de embriogénese
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(LE et al., 2010; LEDWON; GAJ, 2011; SANTOS-MENDOZ# al., 2008;
STONE et al, 2001; TSUCHIYA et al., 2004; UMEHARAKEDA,
KAMADA, 2007).

Swaminathan, Peterson e Jack (2008), compilaramuma revisdo
bibliografica, informacBes sobre a superfamilia H3sta superfamilia no
genoma deArabidopsiscontém 118 genes e € composta pelas familias LAV,
RAV, ARF e REM. A familia LAV exerce papel fundamanna embriogénese
e ja foi bem caracterizada efmabidopsise arroz, sendo constituida por duas
subfamilias: LEC2/ABI3 e VAL (SANTOS-MENDOZA et al.2008). A
subfamilia LEC2/ABI3 é composta pelos genes ARBI@, FUS3e LEC2 e a
subfamilia VAL pelos genegAL1, VAL2e VAL3

2.5.1 Genes AFL

Os genesABI3 (ABSCISIC ACID INSENSITIVEZFUS3 (FUSCAJ e
LEC2 (LEAFY COTYLEDONR sdo comumente denominados genes AFL
(SUZUKI; McCARTY 2008).LEC2 é determinante para o desenvolvimento de
embriGes somaticos (LEDWON; GAJ, 2009; STONE et24l01) e sua mutacao
diminui a capacidade embriogénica de explantesvadisin vitro (GAJ et al.,
2005) demonstrando que o fator de transcrigé@2 esta envolvido na inducéo
da resposta embriogénica em tecidos somaticos.

Recentemente, Zhang et al. (2014) observaram apmessdo do
ortélogo deLEC2 em tecido embriogénico deheobroma cacaddentificando
TcLEC2 como biomarcador para a melhoria do sistema deagexdo via
embriogénese soméatica bem como para selecao @eladeis elite de cacau.

Semelhante AEC2 o0 geneFUS3 parece estar envolvido na regulacéo
da embriogénese somatica. Possui atividade esmeciém culturas
embriogénicas dérabidopsis(LEDWON; GAJ, 2011) e seus mutantes sdo
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incapazes de induzir a formagéo de embribes somsatie forma eficiente (GAJ
et al., 2005).

O trabalho realizado coMedicago truncatulalemonstrou que os genes
MtFUSCA3 e MtABI3 sdo ativados nos periodos iniciais da inducdo da
embriogénese somatica. Niveis de expressédo 1520 eckes maior dbItABI3
e MtFUSCAZ3 respectivamente, foram verificados para a linlragebriogénica
comparada ao controle, enquanto que a linhagem bairo potencial
embriogénico apresentou niveis de expressao [IBARRETO, 2013).

A expresséo diferencial do geABI3 também foi verificada em culturas
embriogénicas deArabidopsis (IKEDA-IWAI; SATOH; KAMADA, 2002;
IKEDA-IWAI et al., 2003) e cenoura (KIKUCHI et al2006; SHIOTA et al.,
1998). A expressédo do gefABI3 em células embriogénicas de cenoura esta
relacionada com a frequéncia de formacéo de entbffd&KUCHI et al., 2006),
reforcando a idéia de que os genes AFL estdo edeslvna inducdo da
embriogénese somatica e sdo promissores quantcerdifithcdo do alto

potencial embriogénico em culturas vegetais.

2.5.2 Genes VAL

Os genes/AL1 (VIVIPAROS ABI3-LIKEL VAL2 (VIVIPAROS ABI3-
LIKE2), e VAL3 (VIVIPAROS ABI3-LIKEB também sdo chamados HSI2
(HIGH-LEVEL EXPRESSION OF SUGAR-INDUCIBLE GENEESL1 (HSI2-
LIKE1) e HSL2 (HSI2-LIKED, respectivamente (TSUKAGOSHI et al., 2005;
TSUKAGOSHI; MORIKAMI; NAKAMURA, 2007; SUZUKI; WANG;
McCARTY, 2007). As proteinas codificadas p®ALl e VAL2 além de
pertencerem a superfamilia B3 apresentam tambéoméntb CW do tipazinc

finger. Devido a essas caracteristicas estruturais ieghic que as proteinas
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VAL possuam fung8es relacionadas a remodelacéootsatina e de ligagéo ao
DNA (SUZUKI; WANG; McCARTY, 2007).

Diferentemente dos genes AFL, ha apenas relatdmodrifificos do
papel dos genes VAL durante o desenvolvimento atiget(SHARMA et al.,
2013; TSUKAGOSHI et al.,, 2005). Os genes VAL ehnabidopsis sédo
intimamente relacionados com os fatores de tray&eABI3, FUS3 e LEC2
(SUZUKI; WANG; McCARTY, 2007). A andlise da expréssectopica dos
genes AFL em mutantes duplW&LYVAL2 sugere que a repressdo das vias
AFL seja necesséria durante a germinacdo para goesoimento de plantulas
ocorra normalmente em conjunto com a atuagéo desf#tores de transcri¢céo
repressores (JIA; MCCARTY; SUZUKI, 2013).

A expressédo dos genes VAL é regulada pela percefizdmalizacéo de
acucares (SHARMA et al., 2013; TSUKAGOSHI et a002; TSUKAGOSHI;
MORIKAMI; NAKAMURA, 2007) que atuam como fonte denergia e/ou
como sinalizadores para a formagdo do embrido apelpmessas moléculas é
considerado importantissimo para as fases iniciaigprocesso embriogénico
(BAUD et al., 2002; LOU et al., 1996; VERMA; DOUGAL 1977) No entanto,
a caracterizacdo funcional dos genes VAL duranamébriogénese somatica
permanece inexplorada. Sugere-se que a expressais denes seja diferencial

durante o processo de inducéo de embribes sométicasfé.

2.6 Projeto Brasileiro do Genoma Café

A identificacdo e caracterizacdo de genes deesger no genoma do

café sdo facilitadas pela base de damhdisie http://www.lge.ibi.unicamp.br/cafe

de ESTsExpressed Sequence Tage cafeeiro. A base de dados é resultado do
armazenamento de informacdes gerado pelo Projetsil&ro do Genoma Café

(PBGC). O Projeto, formulado em 2002, é uma inidatdo Consorcio
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Brasileiro de Pesquisa e Desenvolvimento do CaBP(& D-Café) que relne
quarenta universidades publicas e institutos deuiss, e foi projetado para
desenvolver e implantar ferramentas Uteis paraseotberta de genes e analise
genética funcional no café e espécies afins (VIE®RAIL., 2006).

A base de dados de ESTs do cafeeiro resultouemdifidacao de cerca
de 33.000 unigenes distintos. Para isso, foram esmipdos clones de 37
bibliotecas de cDNA d€. arabica, C. canephoraC. racemosa Cada
biblioteca representa estadios especificos do dekémento de células e de
tecidos do cafeeiro submetidos ou ndo a tratamedgosstresse (Tabela 1)
(VIEIRA et al., 2006).

Tabela 1. Descricdo das bibliotecas de ESTs de dmferojeto Brasileiro do

Genoma Café.

. . Number of
Library code Tissue/Developmental stage valid reads
AR1, LP1 Plantlets and leaves treated with araquidonic acid 5664
BP1 Suspension cells treated with acibenzolar-S-methyl 12379
CB1 Suspension cells treated with acibenzolar-S-methgl 10311
brassinoesteroids
CL2 Hypocotyls treated with acibenzolar-S-methyl 11615
Cs1 Suspension cells treated with NaCl 10803
EAL,IA1,1A2 Embryogenic calli 9191
EB1 Zygotic embryo (immature fruits) 192
EC1 Embryogenic calli fronCoffea canephora 8050
EM1,SI3 Germinating seeds (whole seeds and zygotic embryos) 9201
FB1,FB2,FB4 Flower buds in different developmental stages 23036
FR1,FR2 Flower buds + pinhead fruits + fruits at differstages 14779
FR4 Fruits Coffea racemoga 7967
Fv2 Fruits, stages 1,2 and Gd¢ffea racemoga 7195
CAl,IC1,PC1 Non embryogenic calli with and without 2,4 D 12135
LVv4,LV5 Young leaves from orthotropic branch 15067
LV8,LV9 Mature leaves from plagiotropic branches 11864
NS1 Roots infected with nematodes 569
PAl Primary embryogenic calli 2483
RM1 Leaves infected with leaf miner and coffee leat rus 5567
RT3 Roots 560
RT5 Roots with acibenzolar-S-methyl 2311

RT8 Suspension cells with stressed with aluminum 9119
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RX1 Stems infected witiylella spp 9563
SH1 Leaves from water deficit stresses pla@seffea 7368
canephor)

SH2 Water deficit stresses field plants (pool of tisgue 6824
SS1 Well-watered field plants (pool of tissues) 960

Fonte: VIEIRA et al., 2006.

Sendo assim, a base de dados do PBGC fornece wrsoenuito
valioso para encontrar genes relacionados com gsosee tecidos especificos
do estudo em questéo, possibilitando que a ideatifio e implantacdo de genes

marcadores ocorram de forma dinamica e rapida.

2.7 RT-qPCR e genes referéncia

As andlises de niveis de expressdo génica é amplantealizada
através da amplificacdo quantitativa de transcritogersos (RT-qPCR), este
método destaca-se por sua rapidez, sensibilidagigrodutibilidade, alto
rendimento e precisdo na quantificacdo de trawnsc(BUSTIN et al., 2005;
LOGAN; EDWARDS; SAUNDERS, 2009). Essa ferramenta tpermitido a
analise de grande nimero de genes envolvidos earsdi/ processos bioldgicos
(DONSON et al.,, 2002). No entanto, a obtencédo deltados confidveis na
guantificagdo por RT-gPCR depende de muitos fataiscomo a integridade e
guantidade do RNA, qualidade do cDNA, niumero destiepes, eficiéncia da
amplificacdo e escolha adequada dos genes denefergue serdo utilizados
como controles interno para normalizar e acompaahariacdo de expresséo
entre as amostras (PFAFFL et al., 2004; SANTIS; BH4AKEUNE; JERRY,
2011;VANDESOMPELE et al., 2002).

A utilizacdo de um ou mais genes de referéncianipercontrolar
parametros experimentais e avaliar a estabilidadexgressao dos genes alvo
sob condi¢cdes adversas (GUTIERREZ et al., 2008; MENOMPELE;
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KUBISTA; PFAFFL, 2009). Um gene de referéncia adetppara a realizagédo
de analise RT-gPCR deve ter expressédo estavelfenerdes tipos de células e
condi¢cbes experimentais; ndo deve estar associpdewalogenes, para evitar a
amplificacdo de genes nado funcionais e exibir madies niveis de expressao
(HONGJIAN et al., 2010; LLAND; HERTZBERG; MARLTON2006; LING et
al., 2014).

Geralmente, os genes codificadores de proteinggomséveis pelo
metabolismo bésico e manutencdo estrutural daacéBb os mais utilizados
para andlise de expressdo génica. Em plantasnes de referéncia mais usuais
sdo actinasACT), tubulinas TUB), fatores de alongament&K), ubiquitinas
(UBQ) e dgliceraldeido-3-fosfato-desidrogenaseAPDH) (KUMAR et al.,
2011). Genes com essas func¢des celulares basicaslev@riam variar sua
expressao nas diferentes células de um organiseub aiferentes condicdes
experimentais (VANDESOMPELE et al., 2002).

Diversos estudos estdo sendo realizados para escollgene mais
adequado para tecidos e condicdes experimentassifisps e verificaram que a
estabilidade desses genes pode variar considemviel{BARSALOBRES-
CAVALLARI et al., 2009; CARVALHO et al., 2013; CHA@t al., 2012; IMAI
et al., 2014; LIN et al., 2013). Assim, encontrangs de referéncia adequados é
um passo inicial essencial no desenvolvimento de¢odné de RT-gPCR
(DOCIMO et al., 2013).

Alguns modelos matematicos foram desenvolvidosa paalcular a
estabilidade de expressédo de candidatos a genededléncia e inferir o mais
adequado para normalizacdo de RT-gPCR. Os algaritrgeNorm
(VANDESOMPELE et al., 2002),NormFinder (ANDERSEN; JENSEN;
ORNTOFT, 2004)BestkeepePFAFFL et al., 2004) ®elta-Ct (SILVER et
al., 2006) tém sido utilizados para esse fim. Espgatro algoritmos foram

integrados na ferramenta RefFinder
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(http://www.leonxie.com/referencegene.php qual compara e classifica os

candidatos a genes de referéncia testados, basesdmkingsobtidos de cada
um dos programas, atribui-se um peso adequado geamindividual e calcula
a média geométrica dos seus pesos peaialong geral final (ZHANG, 2014).
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SELEGCAO DE GENES DE REFERENCIA PARA ANALISES DE RT-gPCR
EM DIFERENTES TECIDOS E FASES DE DESENVOLVIMENTO
RELACIONADOS A EMBRIOGENESE SOMATICA DE Coffea arabica L.

RESUMO

A embriogénese somatica € uma técnica com altonpietede aplicacdo na
cultura cafeeira, pois permite micropropagacaoargal escala e regeneracgdo de
plantas geneticamente modificadas. Focando nestaslaggens, clonagem e
transgenia, muitos estudos tém sido realizadogésde analises em RT-gPCR,
a fim de elucidar os processos que controlam aiegérese somatida vitro.
Para se obter resultados confiaveis e precisospiassdo de genes alvo através
da técnica de RT-gPCR é necesséria a normalizaggdatios pela comparagéo
com genes de referéncia que apresentem niveis ptesefo uniformes nas
condi¢des avaliadas. Neste trabalho foi analisaelstabilidade de expresséo de
doze candidatos a genes de referérd&( ACT, GAPDH, CYCL, EFla, TUB,
PP47, PP2A, RPL39, APRT, UBQ, 1433€n um conjunto de 54 amostras
bioldgicas relacionadas a embriogénese sométickjrido diferentes tecidos e
fases de desenvolvimento @offea arabical.. As analises foram realizadas
através da ferramenRefFinderque compila os algoritmos estatisticeNorm
NormFinder BestKeepeke Delta-Ct Os resultados mostraram que 0s genes de
referéncia24S e PP2A apresentam expressdo mais estavel entre os déeren
tecidos e fases de desenvolvimento enquarG®BDH se comportou como o
gene menos estavel. As andlises isoladas dos ridsrdecidos e fases de
desenvolvimento indicaram genes distintos paravel mie expressao de maior
estabilidade. A expressdo mais estavel em calo erbriogénico, calo
embriogénico e suspensao celular em diferenteso®ag cultivo correspondeu
aos geneblBQ, ACT e APRT, respectivamente. O geR&L39apresentou maior
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estabilidade na analise em conjunto de calos nadriegénicos e
embriogénicos. Enquanto em plantula e embrido eieredites estadios de
desenvolvimento, o ger@P2Aapresentou maior estabilidade de expresséo. Este
€ o primeiro estudo a fornecer informacdes solestabilidade de candidatos a
genes de referéncia para normalizar dados de RRgRG1 amostras

relacionadas a embriogénese somatica em Coffea sp.

INTRODUCAO

O café é uma das principaismmoditiescomercializadas no mundo e
dentre as espécies de café existerteffea arabical. corresponde a mais de
60% da producdo e comercializacdo mundial (ORGANIZ®
INTERNACIONAL DO CAFE - OIC, 2014). A fim de atingimercados que
melhor remuneram o produtor e diminuir as perdaprdducdo, os programas
de melhoramento genético do cafeeiro visam a oéitede gendtipos capazes de
produzir graos de alta qualidade e plantas resestedis pragas e doengas. A
liberacdo de variedades com caracteristicas aglioaémsuperiores sao
aceleradas com técnicas biotecnologicas associaamas melhoramento
convencional (GATICA-ARIAS; ARRIETA-ESPINOZA; ESQMEL, 2008).
A embriogénese somatica € uma técnica com grandengal pois abre
perspectivas para propagacao clonal massal deigendle elite e conservacéo
de germoplasma, além de ser um eficiente sistemagimeracao no processo
de transformacédo genética (PATHI; TULA; TUTEJA, 20RIBAS et al, 2011;
WINKELMANN, 2010). Muitos estudos foram realizadasavés de andlises
em RT-gPCR, a fim de identificar os mecanismosamrolam a embriogénese
somaticain vitro (GRUSZCZYNSKA; RAKOCZY-TROJANOWSKA, 2011;
MA et al., 2012; SILVA et al., 2014; ZHANG et a2014).

A reacdo em cadeia da polimerase com transcr&ysa quantitativa

(RT-gPCR) é um método amplamente utilizado em seslile expressao génica,
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devido a sua rapidez, sensibilidade, reprodutiilé alto rendimento e precisao
na quantificagdo dos niveis de transcricdo génBdSTIN et al., 2005;
LOGAN; EDWARDS; SAUNDERS, 2009). No entanto, a olg@o de
resultados confiaveis depende de fatores comeegridade do RNA, qualidade
do cDNA, nimero de repeticdes, eficiéncia da ampliio e escolha adequada
dos genes de referéncia que serdo utilizados coomirote interno para
normalizar e acompanhar a variacdo de expressém anamostras (PFALL et
al., 2004; SANTIS; SMITH-KEUNE; JERRY, 2011; VANDESB/PELE et al.,
2002). Um gene de referéncia adequado para aae@édizde analise de RT-
gPCR deve possuir expressao estavel em diferéptesde células e condi¢des
experimentais; ndo deve estar associado a psewsgerexibir moderados
niveis de expressao (HONGJIAN et al.,, 2010; LINGakt 2014; LLAND;
HERTZBERG; MARLTON, 2006).

Genes de referéncia como actina, tubulina, fatdeesalongamento,
ubiquitina e gliceraldeido-3-fosfato-desidrogens@e os mais empregados para
analise de expressdo génica em plantas (KUMAR.e2@11). Porém, estudos
relatam que ndo existe um gene de referéncia wailvpara ser usado em todos
0s experimentos e/ou em todos os tecidos veg&@hiEN et al., 2011; CHENG
et al., 2013; GUTIERREZ et al., 2008a; IMAI et &Q14; LIN et al., 2013;
RODRIGUES et al., 2014; ZENG et al., 2014). E intpote a avaliacdo da
estabilidade dos genes normalizadores anteriorm&nseia utilizacdo como
controles internos na montagem experimental e ¢6edi empregadas
(VANDESOMPELE; KUBISTA; PFAFFL, 2009), pois o usce dgenes de
referéncia inadequados pode afetar a precisdoaaade expressao génica e a
confiabilidade dos resultados gerados (CARVALHGulet 2013a; FAN et al.,
2013; KONG et al., 2014; NOLAN; HANDS; BUSTIN, 2006&endo assim, a
selecdo de genes de referéncia adequados € umiguasge@ssencial para o uso
da RT-qPCR (DOCIMO et al., 2013).
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Atualmente, os principais modelos matematicos dedeidos para
calcular a estabilidade de expresséo de candidageses de referéncia e inferir
0 mais adequado sobre a normalizacdo de RT-qgPCR g&idorm
(VANDESOMPELE et al.,, 2002),NormFinder (ANDERSEN; JENSEN;
ORNTOFT, 2004)Bestkeepe(PFAFFL et al., 2004) ®e¢lta-Ct (SILVER et
al., 2006). Estes quatro algoritmos foram integsadm ferrament&efFindera
gual foi desenvolvida para avaliacdo e triagem deeg de referéncia de
extensos conjuntos de dados experimentais (ZHANG4 R

Apesar de ja terem sido descritos genes de refarémm café
(BARSALOBRES-CAVALLARI et al.,, 2009; CARVALHO et al 2013a;
CRUZ et al.,, 2009; FIGUEIREDO et al., 2013), aténmmento, genes
normalizadores ainda ndo foram avaliados em ansostedacionadas a
embriogénese somatica. No presente estudo, dozas @&t§ ACT, GAPDH
CYCL EFla TUB, PP47 PP2A RPL39 APRT UBQ e 14-3-3 foram
selecionados como candidatos a genes de refe@eialiados em 54 amostras
com o objetivo de determinar os genes de referéneeadevem ser utilizados
em diferentes tecidos e fases de desenvolvimetacioaados a embriogénese
somatica, fornecendo resultados que suportem futwadalhos de expresséo
génica enCoffea arabica..

MATERIAIS E METODOS
Embriogénese somatica

Calos embriogénicos e ndo embriogénicos foram abtsegundo o
protocolo de Teixeira et al. (2004) a partir denfda matrizes da cv. Catuai
Amarelo IAC 62 cultivadas em casa de vegetacdosuspensdes celulares
foram obtidas cultivando calos embriogénicos eracva de Erlenmeyer com
meio liquido de multiplicagdo T3 (VAN BOXTEL; BERTBULY, 1996) com
densidade inicial de biomassa de 10'gde meio (ZAMARRIPA, 1991) com
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renovacéo total do meio a cada 15 dias de cul®sfrascos foram mantidos
em auséncia de luz em agitadores orbitais a 10GrpBC. Os embrides foram
regenerados a partir das suspensoes celularegadaki com densidade inicial
de biomassa de 1 g'lde meio RR (CARVALHO et al., 2013b). A maturacéo e
germinacdo dos embriGes somaticos foram realizadgsindo procedimento

descrito por Teixeira et al. (2004).

Amostragem

O experimento foi conduzido em delineamento inte@ate casualizado
e cada amostragem foi composta por trés repetibi@dgicas. Os tecidos
avaliados foram: calo ndo embriogénico, calo engriéco, suspenséo celular
em diferentes tempos de cultivo, embrido somatiwodiferentes estadios e
plantula. Em relagdo aos calos ndo embriogénicosmberiogénicos cada
repeticdo foi constituida por um conjunto de delbscabtidos de explantes
foliares distintos. Cada repeticdo biol6gica de mdabglobular foi composta por
275 unidades enquanto que para os embrides emoestadiforme/torpedo e
cotiledonar, e plantulas cada repeticao foi canigigt por 25 unidades. Para as
suspensoes celulares, cada repeticao foi constindd200 mg de aglomerados
celulares, sendo seis tempos de cultivo (60, 20, 150, 180 e 210 dias) e duas
linhagens de suspensdes celulares. As amostras foraazenadas a - 80 até

0 momento da extracdo de RNA.

Extracdo de RNA total e Sintese de cDNA

A extracdo de RNA a partir de calo embriogénicgpsnsao celular e
de embrido globular foi realizada utilizandoKit NucleoSpi® (Macherey
Nage), e a extracdo de calo ndo embriogénico, embridiforme/torpedo,
embrido cotiledonar e plantula utilizandooncerf™ Plant RNA Reagent

(Invitrogen. Todas as amostras foram tratadas comditoTurbo DNAfree
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(Ambion para a remocao total de DNA gendmico. A quantdadpureza do
RNA foram mensuradas enNanodro® Espectrophotometer ND-1000,
enquanto que sua qualidade e integridade foranficagtas peloAgilent 2100
Bioanalyzer (Agilent Technologigs assegurando valores de RIN igual e/ou
superior a 7,0. CKit High-Capacity cDNA Reverse TranscriptigApplied
Biosystemsfoi utilizado para a sintese de cDNA a partirld@®0 ng de RNA

conforme recomendacé&o do fabricante.

Selecdo dos Genes de Referéncia e Desenh®dmers

Foram selecionados doze genes, citados na literatartrabalhos com
café e/ou outras espécies, utilizados como coustinterno nas analises de RT-
gPCR. Os genes selecionados foram: proteina ribmds@a4S 249, actina
(ACT); gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenas&APPH), ciclofilina (CYCL),
fator de alongamentoal (EF1d), B-tubulina {TUB), proteina fosfatase 2A
(PP2A), subunidade média do complexo adaptador de ridaghiP47), proteina
ribossomal L39 RPL39, adenina fosforribosiltransferas@RRT), ubiquitina
(UBQ) e proteina 14-3-314-3-3.

As sequéncias ortélogas aos candidatos a genesfeléncia foram
identificadas tendo-se como fonte de dados o bde&sTsgerado pelo projeto
Genoma Brasileiro Café (CAFEST; VIEIRA et al., 2D0& busca foi realizada
por meio da ferramenBLAST(Basic Local Alignment Searchjtilizando-se as
sequéncias dos genes em estudo disponiveis @@nBank
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/). A partir das sequés obtidas do estudo
silico, primers foram desenhados utilizando o prografraner Express/ersao
3.0 Applied BiosystemisA especificidade de cada parmhemersfoi verificada
através da curva de dissociacBtelting curvg. A eficiéncia de amplificacdo da
PCR (E) e o coeficiente de regressaé) @@ram determinados para validagéo

dosprimersatravés do método da curva padréo, utilizando umjuoto de todas
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as amostras de cDNA em uma diluicdo serial de cuszes. As informacdes

sobre os genes selecionados e pargsidersestao listados na Tabela 1.

RT-gPCR

As reacdes de RT-gPCR foram realizadas no equigarReator Gene-
Q (Qiagen em um volume total de 15l contendo 1uL de cDNA diluicdo
1:25, 1XRotor-Gene SYBR Green PCR Kite concentracBes otimizadas para
cada par derimers(Tabela 1). As amplifica¢cBes ocorreram durante rsuhois a
95°C, 5 segundos a 95°C, seguidos por 40 ciclo0dsegundos a 60°C. As
curvas de dissociacdo foram registradas apds 40scijgara confirmar a
especificidade dogrimerspor aquecimento de 60°C para 95°C. Cada reacao foi

realizada com triplicata técnica e biologica.

Andlise da Estabilidade de Expressdo dos Candidatos Genes de
Referéncia

Os niveis de expressdo dos candidatos a genesfel€ncia foram
determinados pelos valores Cq (ciclo de quantifiop¢c Todas as amostras
foram analisadas com um valor de limiar de flucgas@ igual a 0,2 utilizando
0 programaRotor Gene-Q Serie¢Qiager). Os diagramas de caixa foram
plotados através do prograrfigmaPlotversdo 12.0 para ilustrar os niveis e
variacbes de expressdo dos genes testados. A émaniRefFinder
(www.leonxie.com/referencegene.php) foi utilizadergpavaliar a estabilidade
dos genes avaliados a partir de seis conjuntosteaisoq1)pool das amostras
biolégicas; (2) suspenséo celular em diferentepdsnde cultivo; (3) calo ndo
embriogénico; (4) calo embriogénico; (5) calo nambgogénico e calo
embriogénico; (6) embrido nos estadios globularrdifmme/torpedo e

cotiledonar; (7) plantula. Os dados de entradazatibs foram os valores Cq
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corrigidos pela eficiéncia de cada parpténers através do program@enEx

Enterprise(http://genex.gene-quantification.info/).

RESULTADOS
Especificidade e Eficiéncia do®rimers

A especificidade das amplificacbes de PCR de caddasprimersfoi
confirmada pela presenga de um Unico pico na cdevalissociacdo (Figura
Suplementar 1). A eficiéncia da PCR (E) e o coefig de regressdo{Roram
calculados utilizando a inclinacéo da curva paéstabelecida para cada par de
primers (Figura Suplementar 1). Os valores de eficiéncmplionersvariaram
de 80% a 100% e os coeficientes de regressdao afaemm valores
igual/superior a 0,947 (Tabela 1), indicando quefiaal de cada ciclo o

transcrito molde foi duplicado com éxito.

Perfis de Expressao dos Candidatos a Genes de Réferia

A RT-gqPCR foi realizada para determinar os perésedpressdo dos
candidatos a genes de referéncia. As amostrascpdeagene candidato foram
executadas em dois rotores, incluindo amostraengaio para assegurar a
reprodutibilidade técnica da reacdo. Os niveisxgeessado foram determinados
pelo valor Cq que corresponde ao ponto que detectamero de ciclos de
amplificacdo necessarios para alcancar o limiateleccao da fase exponencial.
Os niveis e variacGes de expressao dos genesoedtadm analisados para o
conjunto de amostras e para os diferentes teciftxsee de desenvolvimento de
forma isolada (Figura 10s doze potenciais genes de referéncia apresentaram
expressao com amplo intervalo de valores Cq (18).a 2

Entre todas as amostrd$BQ mostrou o nivel mais baixo de expresséo
com o valor médio Cq equivalente a 25,3 ciclos. Eamparacao Efla

apresentou o mais alto nivel de expressdo com Uon meédio de 18,7 ciclos.
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Entre os doze genes, seis dos candidatos a genefedéncia apresentaram
valores médios d€q dentro da faixa de 18 a 22 ciclos. A menor eomai
variacdo nas expressoes entre todas as amostiaateforam verificadas nos
genesAPRTe GAPDH respectivamente.

Nas diferentes fases de desenvolvimento da suspeekdar, os niveis
de expresséao variaram de 17,8 a 26,5 ciclos. O meieexpresso fdfla com
valor médio Cq equivalente a 18,6 ciclddBQ foi o candidato a gene de
referéncia menos expresso, com valor médio Cq 28teee 26,5 ciclos.

Os candidatos a genes de referéncia também apmesantima ampla
variagdo na expressdo em calo ndo embriogénic8 @125,4 ciclos)GAPDH
apresentou valor médio Cq abaixo de 18 ciclos, ampUuBQ foi 0 gene menos
expresso, com valor médio Cg acima dos 25 ciclos.

Em calo embriogénico, as expressbes médias doss gmmaisados
variaram de 17,7 a 24,6 cicloEFla foi o gene que apresentou nivel de
expressao mais alto, com valores Cq de 17,7 ad@@s. PP2Afoi o menos
expresso entre os candidatos, com valor médio &qampo aos 24 ciclos.

Na andlise em conjunto de calo ndo embriogénical@ embriogénico
0s genes candidatos apresentaram expressfes isf(Eve a 25,4 ciclos). O
gene mais expresso fGAPDH, com valor médio Cq igual a 18,1 cicld4BQ
foi o candidato a gene de referéncia menos expressn valor médio Cq
equivalente a 24,5 ciclos.

Os doze genes analisados nos diferentes estadiembindo mostrou
ampla expresséo de 18,7 a 27,5 cid8CL, EFla e RPL3%presentaram uma
expressao médiabaixo dos 20 ciclo®4S, ACT, GAPDH, TUB, PP2A, AP47,
APRT e 14-3-3obtiveram valor médio Cq abaixo de 24,3 ciclodUBQ
apresentou valores Cq no intervalo de 24 a 28<iclo

A andlise da expressao dos genes candidatos etnlpl@bteve niveis

variaveis de expressao, 19,1 a 25,4 ciclos. O gaig expresso faLYCL com
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valor médio Cq equivalente a 18,3 ciclddBQ foi o candidato a gene de

referéncia menos expresso, com valor Cq entree283535 ciclos.

Estabilidade da Expresséo dos Candidatos a Genes Referéncia

Foram utilizados quatro algoritmos distintgeNorm NormFindet
Bestkeepere Delta-Ct para inferir a estabilidade de expressdo dos doze
candidatos a genes de referéncia através da famtaRefFinderque, além de
gerar as andlises de cada algoritmo, realiza a a@p@o e classificacdo geral
dos genes candidatos testadRefFindercompara e classifica os candidatos a
genes de referéncia testados baseadoraudngs obtidos de cada um dos
programas, atribui um peso adequado a um geneidodive calcula a média
geomeétrica dos seus pesos pararking geral final (ZHANG, 2014).

A estabilidade dos genes de referéncia pelo pragrgeNorm é
calculada a partir de um valor (M), o qual é delincomo a variacdo média de
determinado gene em relacdo a todos 0s outrosltésst&enes com 0s menores
valores M tem a expressao mais estavel (VANDESOMPIEL al., 2002),
valores de M igual a 1,5 sdo geralmente consideradiores de corte (MAMO
et al., 2007; RODRIGUES et al., 2014; SPINSANT&akt 2006). Ja o programa
NormFinder baseia-se na andlise de variancia e permite estimalor de
variagcao intra e interamostra, bem como o célcaloalores de estabilidade de
expressao (SV) para os candidatos a genes deneifer&ene com menor SV é
considerado o mais estavel e apresenta a minimac&ar combinando a
expressao intra e interamostra (ANDERSEN; JENSERN®DOFT, 2004). O
algoritmo BestKeepeavalia a estabilidade de expressdo génica para toslo
genes individuais baseado em trés variaveis: demdodo (DP), coeficiente de
correlagdo ) e porcentagem de covariancia (PC) (PFAFFL et24lQ4). O

método Delta-Ct analisa o indice de variabilidade entre os valdes das
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amostras testadas, o menor valor é considerado estisel (SILVER et al.,
2006).

Na analise da estabilidade de expressdo dos gemedidatos a
referéncia nos diferentes tecidos e fases de delsémento relacionados a
embriogénese somatica (Tabela 2), os valores dealtllados pelo algoritmo
geNormapresentaram valores abaixo do valor de cortestbiédade. Os genes
mais estaveis fora®4Se RPL39(M = 0,273) e 0s menos estavaiB47 (M =
0,677) eGAPDH (M = 0,706). NormFinder identificou PP2A (SV = 0,290)
como o gene de referéncia mais estavelAd®DH (SV = 0,711) com o menos
estavel. O algoritmBestKeepeindicou24Se APRTcomo o0s genes candidatos
mais estaveis (DP = 0,425 e 0,436APDH apresentou o valor DP maximo
(0,677), porém ndo excedeu o valor de corte. O doébelta-Ct determinou
PP2Aseguido d24Scomo 0s genes mais estaveis, com valores de éhaleil
iguais a 0,592 e 0,628, respectivamente. O ga&ABDH apresentou a menor
estabilidade (0,850), como verificado nas outragises. Oranking final sugere
gue o gene de referéncia mais estavelRfts seguido porPP2A, enquanto o
GAPDH apresentou-se como 0 gene menos estavel, emboralags de
estabilidade ndo tenham excedido os valores de mwbmendados.

Para suspenséo celular em diferentes tempos dgoguit algoritmo
geNormindicou os gene24Se RPL39como os mais estaveis com valores M
igual a 0,249. Ja as andlises realizadas pétomFinder e Delta-Ct
identificaram o gendPRTcomo 0 mais estavel, com valores de estabilidade d
0,257 e 0,494, respectivamente. O algoritimo issizd BestKeepemdicou os
genesEFla e APRT mais estaveis, com valores DP = 0,342 e 0,361.€dian
geométrica de classificacdo indicARRTseguido dé&EFlacomo os genes mais
estaveis &APDHeAP47como os mais instaveis (Tabela 3).

Em relacdo aos dados obtidos apenas em calo ndmgértico (Tabela

4), o algoritmogeNormmostrou que 0s genes mais estaveis foddfi e TUB
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com valores M igual a 0,042. Os gerfeRBL39 e UBQ apresentaram maior
estabilidade pela analisMormFinder com valores SV = 0,029 e 0,032,
respectivamente. Ja os algoritnidslta-Ct e BestKeepeidentificaram aUBQ
como o gene de referéncia mais estavel com vatlwesstabilidade de 0,098 e
0,013, respectivamente. 1r@nking geral combinando os valores de estabilidade
de todos os algoritmos determindBQ e ACT 0s genes mais estaveis, embora
todos os genes analisados apresentaram exprekga@neente estavel.

O algoritmogeNormmostrou para calos embriogénicos @d&Se UBQ
foram os genes mais estaveis com valores M = 0)88dnFinderidentificou
ACTeTUB como os genes de referéncia mais estaveis conesa®yY = 0,040.

O algoritmoBestKeepelindicou RPL39e 24S 0s genes com expressdo mais
estavel com valores DP = 0,047 e 0,106, respectimtan De acordo com o
métodoDelta-Ct ACT apresenta maior estabilidade de expressado (0,258
como na analise realizada pé&lermFinder O ranking geral determinolACT
seguido de4Scomo os genes mais estave(SAPDH e EFlaos mais variaveis
(Tabela 5).

Para a andlise em conjunto de calo ndo embriogémi@alo
embriogénico (Tabela 6), o algoritrgeNormindicou os gene24Se RPL39
como 0s mais estaveis com valores M igual a O,Nl66GnFindere BeestKeeper
também identificaram os gen&slS e RPL39 como os mais estaveis, com
valores SV = 0,053 e 0,094 e DP = 0,083 e 0,14pectivamente. O algoritimo
estatisticdDelta-Ctindicou os gene24Se RPL39mais estaveis, com valores de
estabilidade de 0,488 e 0,489, respectivamente. &liangeométrica de
classificacdo indicolRPL39 seguido de24S como os genes mais estaveis e
GAPDHeUBQ como os mais instaveis.

Os resultados obtidos para estabilidade de exgretssi candidatos a
genes de referéncia em embrido nos estadios gtplmdediforme/torpedo e

cotiledonar estdo listados na TabelaGENorminferiu que os geneBP2A/
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RPL39 sdo os mais estaveis com valores M igual a 0,280.algoritmos
NormFinder e Delta-Ct também determinarar®P2A como 0 gene menos
variavel com valores de estabilidade equivalented,@74 e 0,470. Em
contrapartidaBestKeepemdicouAPRTe 14-3-3como 0 gene mais estavel com
DP = 0,421 e 0,427. A média geométrica dos quatogrpmas apresentou
PP2A e RPL39como os genes com menores valores de estabilida627(e
2,213), sendo, portanto, os genes de referéncis anlgiqguados para as analises
em embrido nos diferentes estadios.

Para plantulageNormindicou os gen®P2Ae AP47como os genes de
maior estabilidade com valores M = 0,0BlestKeepertambém apresentou
PP2A como o gene mais estavel (DP = 0,014). Os algostNormFindere
Delta-Ct determinaramAP47 com valores de maior estabilidade de expressédo
(0,017 e 0,069, respectivamente).rénking geral considerando os resultados
obtidos pelos algoritmos utilizados inferiram dre2A seguido deAP47sédo os
genes com maior estabilidade, embora todos os gemelidatos apresentaram

expressao relativamente estavel (Tabela 8).

DISCUSSAO

A precisdo da RT-gPCR é bastante influenciadaytéizacdo de genes
de referéncia que permitem normalizar os dadogeéria expressao dos genes
alvo sob condicdes adversas (GUTIERREZ et al., 20@upde-se que 0s genes
gue codificam proteinas envolvidas no metabolismmaautencao estrutural da
célula sejam expressos de maneira uniforme indeméechente das condicbes
experimentais e tipo celular (VANDESOMPELE et @002). Porém, estudos
sugerem que ndo ha genes de referéncia universguadio para todas as
variaveis (CHEN et al., 2011; CHENG et al., 2018/TCERREZ et al., 2008b;
IMAI et al.,, 2014; LI et al.,, 2013; RODRIGUES et,a2014; ZENG et al.,

2014), pois estes genes podem também participautias funcdes celulares, o
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gue implica a necessidade de uma validacéo sidtendg possiveis genes de
referéncia.

Este € o primeiro relato sobre selecdo de genesefdeéncia em
amostras relacionadas a embriogénese somatic&.earabica a partir das
analises de estabilidade génica realizadas Peff-inder. Atualmente, essa
ferramenta é a mais promissora na selecdo de geleegiados de referéncia,
pois fornece oranking final baseado nos resultados de quatro algoritmos
distintos jeNorm NormFinder BestKeepere Delta-Cf), gerando resultados
mais consistentes e apropriados para analises @4f°RR.

Neste estuddzAPDH apresentou-se como um dos genes mais expressos
(menores valores Cq) e foi classificado na maidea andlises como um dos
genes mais instaveis (@ 12 posicdo nosrankingy, com semelhanca de
resultados gerados entre os quatro algoritmos.plstie ser explicado pelo fato
de que entre os critérios para a selecao de umdgeneferéncia se enquadra a
expressao génica em nivel moderado (LING et all4R0Além disso,
evidéncias apontam qu&APDH cumpre papéis alternativos as funcdes
metabdlicas (ZAFFAGNINI et al., 2013) podendo, patb, ter niveis de
expressao variaveis. Resultado semelhante foiicadid em hipocétilos de café
inoculados com o fungdC. kahawae (FIGUEIREDO et al.,, 2013). Em
contrapartida, GAPDH apresentou expressao mais estavel em outros
tecidos/érgaos de @rabica (raiz, caule, folha, flor e fruto) (BARSALOBRES-
CAVALLARI et al., 2009) e em folhas e raizes suhidet a estresses abidticos
(CARVALHO et al., 2013a). Dados de PCR em tempo séa frequentemente
normalizados em plantas com genes de referéncia vediolacdo adequada
utilizando referéncias que diferem das condicGepemmentais e tecidos
testados (GUTIERREZ et al., 2008ACT e GAPDH foram anteriormente
utilizados na literatura para normalizacdo da esgfie génica em calos e

suspensdo celular de café (SILVA et al., 2014)retamito, estes genes ndo
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foram identificados como os genes de referénciaquat®ds no presente
trabalho. Estudos verificaram que a utilizacdo eleeg de referéncia escolhidos
arbitrariamente gera normalizacdo inadequada a afehiveis de quantificacéo
do gene alvo, podendo comprometer a precisdo dicééde RT-gPCR e dos
resultados (CARVALHO et al., 2013a; FAN et al., 30KONG et al., 2014;
NOLAN; HANDS; BUSTIN, 2006).

Os resultados obtidos identificara2dS e PP2A como 0s genes mais
estaveis em todas as amostras testadas, poréralssaisoladas dos diferentes
tecidos e fases de desenvolvimento indicaram gdistiatos para o nivel de
expressao de maior estabilidade. Em calo nao egérico,UBQ apresentou a
expressao mais estavel; enquanto em calo embramgénna suspensao celular
em diferentes tempos de cultivo os geAES e APRT, respectivamente, foram
0S menos variaveis. Ja o gdrié2A apresentou maior estabilidade de expresséo
em plantula e embrido nos diferentes estadios. Euno nos trabalhos que
visam a identificacdo de genes de referéncia a fidt genes com niveis de
expressdo constantes em todos os tecidos (BARSAE3IBRAVALLARI et
al.,, 2009; CARVALHO et al., 2013a; CHAO et al.,, 20IMAI et al., 2014;
LIN et al., 2013). A discrepancia de expresséo dtme genes candidatos nas
amostras testadas reforca a importancia na esdelhan gene de referéncia

adequado para normaliza¢do dos dados em tecidoalEdes especificas.

CONCLUSAO

Os genes de referénckdS e PP2A apresentaram perfis de expressao
mais estaveis em todas as amostras testadasxgéeaséio mais estavel em calo
nao embriogénico, calo embriogénico e suspensatac&lm diferentes tempos
de cultivo correspondeu aos gengBQ, ACT e APRT, respectivamente. Em
calos ndo embriogénicos e embriogénicos o ¢&Pke39apresentou expressao

mais estavel. Enquanto em plantula e embrido ereratifes estadios de



60

desenvolvimento, o gerlgP2A apresentou maior estabilidade de expressao. As
andlises isoladas dos diferentes tecidos e fasdssdmvolvimento identificaram
genes distintos para a maior estabilidade géniftacendo a importancia na
escolha de genes de referéncia adequados paralizagha dos dados em
tecidos e condi¢cdes especificas, garantindo umarn@onfiabilidade dos
resultados gerados.
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Tabelas

Tabela 1lnformacg@es gerais dos doze candidatos a genefaténcia.

Gene Acesso Sequéncia dprimer (5’ — 3) Con((:ﬁ;l/lt)ra(;éo (-Eg Am(glti)():on (50) R?

245 - proteina ribossomal 24S GT730897.4 ?éigé?gigggﬁgg;&%:ﬁ% 2 gg:g 83 1000 0,984
B it N S
GAPDH - gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase GWwW488886.1 E:: %giﬁg:gggg?ggiﬁg?@CA 15 ggg 84 95,0 0,987
CYCL — ciclofilina GTo07167.4 I%%E%%g?géggggﬁ” 1 gg:g 82 96,0 0997
EF1a- fator de alongamento & GR996930.1 E:: (TBSITG(?(I/IQ:(E\&?\%TSEEETCT 1 gg:g 81 920 0997
TUB - p-tubulina R T2TR BRSO A i 1 28:8 84 90,0 0,995
PP2A - proteina fosfatase 2A GT005007.1 E:: ’;%%TCAGT ggg/IGGQTAQ/IETAgGTATTGGA 2 28:8 80 970 0973
o s os oo ESGSAGIOENTIE 3 g e
RPL39 - proteina ribossomal L39 eT720707.4 ‘?Tcgé\éfﬁﬁgf:géggf%egf 2 23:8 80 87,0 0991
APRT - adenina fosforribosiltransferase GR996015.1 E:: L%gé%ﬁ%iig?;ggg? gﬁ? T 2 ggg 80 92,0 0,992
UBQ — ubiquitina KP77002F E:: ’é’&%ﬁ%zig%%?gﬁggm A 1 gg:g 80 990 0,999
14-3-3- proteina 14-3-3 SGN-U356408 ;:: ?ggié?gﬁégéﬁéﬂ?ﬁgfé\: 1 gg:g 80 80,0 0,955

®Numero de acesso NCBINUmero de acesso SGEenomics NetworkF, primer forward R, primer reverse Tm, temperatura de
Melting; E, eficiéncia da amplificacdo?Rcoeficiente de regressao.
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Tabela 2Rankingdos candidatos a genes de referéncia de acordseonalor de estabilidade pelos algoritrgebslorm

NormFinder BestKeepere Delta-Ct em diferentes tecidos e fases de desenvolvimestt@ionados a embriogénese

somatica enCoffea arabica...

Valor de

Valor de

Valor _Qe Ranking estabilidade Ranking estabilidade  Ranking Valor _Qe Ranking Valor _Qe Ranking
Gene &St(zgmg?gs (geNorm) (Sl\\lfjrmFinder) (NormFinder) (DB';tKeeper) (BestKeeper) (estélag_lgide (Délta-Ct) gset?;hdade Geral
24S 0,273 1 0,390 2 0,425 1 0,628 2 1,414 1
ACT 0,588 6 0,456 5 0,562 8 0,682 5 5,886 7
GAPDH 0,706 12 0,711 12 0,677 12 0,850 12 12,00 12
CYCL 0,620 8 0,496 7 0,525 6 0,706 7 6,964 8
EFla 0,517 4 0,424 4 0,489 5 0,661 4 4,229 5
TUB 0,554 5 0,415 3 0,539 7 0,656 3 4,213 4
PP2A 0,457 3 0,290 1 0,478 4 0,592 1 1,861 2
AP47 0,677 11 0,649 11 0,613 11 0,804 11 11,00 11
RPL39 0,273 1 0,548 8 0,464 3 0,721 8 3,722 3
APRT 0,605 7 0,470 6 0,435 2 0,687 6 4,736 6
UBQ 0,640 9 0,556 10 0,606 10 0,739 9 9,487 9
14-3-3 0,656 10 0,554 9 0,578 9 0,742 10 9,487 9
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Tabela 3Rankingdos candidatos a genes de referéncia de acordseomalor de estabilidade pelos algoritrgebslorm

NormFinder BestKeepee Delta-Ctem suspensdao celular em diferentes tempos deaditiCoffea arabica...

Gene Valor de Ranking Valor de Ranking Valor de Ranking Valor de Ranking Valor de Ranking

estabilidade  (geNorm) estabilidade (NormFinder) estabilidade  (BestKeeper) estabilidade (Delta-Ct) estabilidade  Geral

M (geNorm) SV DP (Delta-Ct) Geral

(NormFinder) (BestKeeper)

24S 0,249 1 0,334 5 0,444 8 0,525 5 3,761 5
ACT 0,369 4 0,298 3 0,396 4 0,515 2 3,130 3
GAPDH 0,548 11 0,598 11 0,533 10 0,705 11 10,74 11
CYCL 0,476 8 0,429 8 0,428 6 0,592 8 7,445 8
EFla 0,434 6 0,295 2 0,342 1 0,521 4 2,632 2
TUB 0,405 5 0,302 4 0,427 5 0,520 3 4,162 6
PP2A 0,454 7 0,356 6 0,443 7 0,548 6 6,481 7
AP47 0,583 12 0,665 12 0,643 12 0,755 12 12,00 12
RPL39 0,249 1 0,419 7 0,395 3 0,574 7 3,482 4
APRT 0,313 3 0,257 1 0,361 2 0,494 1 1,565 1
UBQ 0,523 10 0,494 10 0,537 11 0,634 10 10,24 10
14-3-3 0,503 9 0,458 9 0,496 9 0,607 9 9,00 9
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Tabela 4Rankingdos candidatos a genes de referéncia de acordseomalor de estabilidade pelos algoritrgebslorm

NormFinder BestKeepee Delta-Ctem calo ndo embriogénico @effea arabica...

Gene Valor de Valor de Valor de Ranking Valor de Ranking Valor de Ranking

estabilidade estabilidade estabilidade  (BestKeeper) estabilidade  (Delta-Ct) estabilidade  Geral

M (geNorm) SV DP (Delta-Ct) Geral

NormFinder) (BestKeeper)

24S 0,102 9 0,085 6 0,094 8 0,126 7 7,416 8
ACT 0,042 1 0,065 3 0,029 2 0,108 3 2,060 2
GAPDH 0,048 3 0,087 7 0,051 4 0,120 6 4,738 5
CYCL 0,096 8 0,098 8 0,037 3 0,127 8 6,260 6
EFla 0,115 11 0,131 1 0,075 6 0,152 11 9,453 10
TUB 0,089 7 0,077 5 0,106 9 0,120 5 6,300 7
PP2A 0,061 4 0,075 4 0,077 7 0,114 4 4,601 4
AP47 0,084 6 0,102 9 0,112 10 0,129 9 8,349 9
RPL39 0,072 5 0,029 1 0,059 5 0,099 2 2,659 3
APRT 0,127 12 0,172 12 0,160 12 0,188 12 12,00 12
UBQ 0,042 1 0,032 2 0,013 1 0,098 1 1,189 1
14-3-3 0,108 10 0,127 10 0,132 11 0,148 10 10,24 11




71

Tabela 5Rankingdos candidatos a genes de referéncia de acordseonalor de estabilidade pelos algoritrgebslorm

NormFinder BestKeepee Delta-Ctem calo embriogénico deoffea arabical..

Gene Valor de Ranking  Valor de Ranking Valor de Ranking Valor de Ranking  Valor de Ranking

estabilidade (geNorm)  estabilidade (NormFinder) estabilidade (BestKeeper)  estabilidade (Delta- estabilidade Geral

M (geNorm) SV DP (Delta-Ct) Ct) Geral

(NormFinder) (BestKeeper)

24S 0,094 1 0,114 3 0,106 2 0,279 3 2,060 2
ACT 0,101 3 0,040 1 0,144 3 0,253 1 1,732 1
GAPDH 0,299 11 0,387 11 0,293 8 0,455 11 10,16 11
CYCL 0,260 10 0,220 6 0,218 6 0,353 7 7,085 7
EFla 0,358 12 0,636 12 0,440 12 0,654 12 12,00 12
TUB 0,122 4 0,040 1 0,154 4 0,265 2 2,828 3
PP2A 0,194 6 0,300 8 0,385 10 0,358 8 7,872 8
AP47 0,168 5 0,249 7 0,336 9 0,326 6 6,593 6
RPL39 0,234 9 0,172 5 0,047 1 0,319 5 3,873 5
APRT 0,204 7 0,318 10 0,395 11 0,371 9 9,124 10
UBQ 0,094 1 0,145 4 0,177 5 0,280 4 2,991 4
14-3-3 0,220 8 0,317 9 0,285 7 0,380 10 8,426 9
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Tabela 6 Rankingdos candidatos a genes de referéncia de acordseonalor de estabilidade pelos algoritrgebslorm

NormFinder BestKeepee Delta-Ctem calo ndo embriogénico e calo embriogénicGaféea arabica...

Valor de ’ Valor_c_ie ; Vanr_de ’ Valor de ’ Valor de :
Gene estabilidade (Rgag,llkc')? I?,') g?/tabllldade ?Nac;kr:g nder) eDsFEabllldade (RBagtT(r:e%p or) estabilidade (Rgg lt(;ngt) estabilidade gzr:zi ng

M (geNorm) (NormFinder) (BestKeeper) (Delta-Ct) Geral
24S 0,106 1 0,094 2 0,145 2 0,488 1 1,414 2
ACT 0,529 10 0,719 10 0,648 10 0,806 10 10,00 10
GAPDH 0,590 11 0,890 11 0,760 11 0,946 11 11,00 11
CYCL 0,266 5 0,315 6 0,283 6 0,563 5 5,477 5
EFla 0,354 7 0,421 7 0,274 5 0,656 8 6,654 7
TUB 0,294 6 0,472 8 0,445 8 0,633 7 7,200 8
PP2A 0,220 4 0,231 4 0,302 7 0,538 4 4,601 4
AP47 0,397 8 0,288 5 0,249 4 0,574 6 5,566 6
RPL39 0,106 1 0,053 1 0,083 1 0,489 2 1,189 1
APRT 0,468 9 0,592 9 0,492 9 0,729 9 9,000 9
UBQ 0,667 12 1,025 12 0,920 12 1,056 12 12,00 12
14-3-3 0,169 3 0,215 3 0,207 3 0,529 3 3,000 3
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Tabela 7Rankingdos candidatos a genes de referéncia de acordseonalor de estabilidade pelos algoritrgebslorm

NormFinder BestKeepere Delta-Ct em embrido nos estadios globular, codiforme/tapedcotiledonar deéCoffea

arabical..
Valor de Valor de
Gene  coabligade TG csiabiidade  Rankng o esibiidade  Rarking  ogaicade ROMTY  cdapiace RN
M (geNorm) g (NormFinder) (BestKeeper) e (Delta-Ct) Geral

24S 0,238 3 0,192 3 0,547 3 0,503 3 3,000 3
ACT 0,540 10 0,584 9 1,063 11 0,698 8 9,434 10
GAPDH 0,361 6 0,392 6 0,927 10 0,593 6 6,817 9
CYCL 0,415 7 0,439 7 0,569 5 0,629 7 6,435 8
EFla 0,315 5 0,257 4 0,567 4 0,535 4 4,229 4
TUB 0,587 11 0,763 12 1,258 12 0,838 11 11,49 12
PP2A 0,200 1 0,074 1 0,673 7 0,470 1 1,627 1
AP47 0,634 12 0,762 11 0,690 8 0,866 12 10,61 11
RPL39 0,200 1 0,099 2 0,666 6 0,475 2 2,213 2
APRT 0,503 9 0,629 10 0,421 1 0,747 10 5,477 6
UBQ 0,281 4 0,299 5 0,868 9 0,539 5 5,477 5
14-3-3 0,466 8 0,569 8 0,427 2 0,708 9 5,826 7
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Tabela 8Rankingdos candidatos a genes de referéncia de acordseomalor de estabilidade pelos algoritrgebslorm

NormFinder BestKeepee Delta-Ctem plantula d€offea arabical...

Valor de ’ Valor_c_ie ; Vanr_de ’ Valor de ’ Valor de :
Gene estabilidade (Rgag,llkc')? r%) g?/tabllldade ?Nac;k&r::g? nder) eDsPtabllldade (RBagtT(r:e%p or) estabilidade (Rgg lt(;ngt) estabilidade gzr:zi ng

M (geNorm) (NormFinder) (BestKeeper) (Delta-Ct) Geral
24S 0,049 5 0,064 6 0,032 5 0,091 7 5,692 6
ACT 0,059 6 0,033 2 0,066 7 0,077 2 3,600 4
GAPDH 0,086 11 0,081 10 0,082 8 0,103 10 9,685 10
CYCL 0,082 10 0,098 11 0,110 12 0,110 11 10,97 12
EFla 0,078 9 0,073 8 0,096 11 0,095 8 8,922 9
TUB 0,068 7 0,065 7 0,084 10 0,089 6 7,364 7
PP2A 0,024 1 0,048 3 0,014 1 0,078 3 1,732 1
AP47 0,035 3 0,017 1 0,029 4 0,069 1 1,661 2
RPL39 0,073 8 0,073 8 0,084 9 0,095 8 8,739 8
APRT 0,024 1 0,062 5 0,024 2 0,086 4 2,515 3
UBQ 0,041 4 0,059 4 0,026 3 0,086 4 3,936 5
14-3-3 0,091 12 0,108 12 0,063 6 0,118 12 10,09 11
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Figura 1. Perfis de expressdo dos candidatos s gineeferéncia. Os niveis
de expresséo sao apresentados com valores Cqguraandidato a gene de
referéncia a partir da analise dos seis conjuntosstais. Barras indicam os
valores Cq maximo e minimo. Circulos representarattges médio Cq.
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ARTIGO 2 Anadlisein silico dos genes da familia LAV e expressdo quantitativa

VAL2durante a embriogénese somatica indiret@aféea arabical.
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ANALISE IN SILICO DOS GENES DA FAMILIA LAV E EXPRESSAO
QUANTITATIVA DE VAL2 DURANTE A EMBRIOGENESE
SOMATICA INDIRETA DE Coffea arabica L.

RESUMO

A compreensdo do processo de inducdo da embricg&oesatica através da
andlise da expressdo génica é uma forma confid@al identificar o potencial
embriogénico celular, possibilitando a otimizacée drotocolos de regeneracao
de plantas. Objetivou-se nesse trabalho verifieans genes da familia LAV
identificadosin silico apresentam expressao diferencial durante a embgegé
somatica deCoffea arabicaL. A correlacdo da expressdo dos genes com 0O
potencial embriogénico foi realizada comparativafmenom o auxilio de
andlises histologicas e regeneracdo de embrideatisos1em duas linhagens
independentes de suspensdes celulares. A buscegiaéncias homdlogas foi
realizada por meio de analises de bioinformaticdbamaco de dados de ESTs
(Expression Sequences Taggerado pelo Projeto Genoma Café Brasileiro.
Dentre os genes da familia LAV, apenas possiveidlogos (C15, SEAL e
SIC1) deVAL2 foram identificados enC. arabica Os perfis de expresséo
verificadosin vivodiferiram dos obtido# silico, os dados mostraram expressao
guantitativa relativa variavel do C15 e SIC1 ematbds amostras analisadas e
auséncia de expressdo do gene SEAl em todos teddosinhagens de
suspensfes celulares apresentaram o mesmo padtédlddico e aumento da
taxa de regeneracdo em fungéo do tempo de cu@®0, 120, 150, 180 e 210
dias). Nao foi verificado relacdo dos niveis dereggdo dos genes C15 e SIC1
com o potencial embriogénico. O bom desenvolvimelat® plantulas obtidas a
partir do protocolo utilizado pode ser reflexo d& @&xpressdo d&AL2 nos

embrides cotiledonares. A expressao desse genespoden possivel parametro
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para a melhoria do sistema de propagac¢édo, visasslEgarar a conversao de
embriBes em plantulas normais. Este € o primeiraesa fornecer informagdes

sobre a expressao WAL2durante a embriogénese somatica.

INTRODUCAO

A embriogénese somatica € uma técnica com grantmqal a ser
explorada no auxilio aos programas de melhorameotovencional, pois
possibilita a propagacéo clonal de plantas-elite Jarga escala, e obtencéo de
novos materiais genéticos em tempo reduzido. Emg, ca&ventos de
transformacao genética ja foram obtidos com efai#@proxima a 100% através
da regeneracdo de plantas via embriogénese sonvadicata (RIBAS et al.,
2011).

Estudos realizados para estabelecer protocolos rdbricgénese
somatica enC. arabicademonstraram que suspensdes celulares possuem maio
eficiéncia na taxa regenerativa de embribes em agpo a calos
embriogénicos. Enquanto calos originam cerca de €@0ribes por grama
cultivado em meio semi-sélido (MACIEL et al., 2008m cultura liquida, os
agregados celulares podem produzir cerca de 12:/30@ides/grama de matéria
fresca (SONDAHL; SHARP, 1977).

Contudo, a eficiéncia da regeneracdo de embridesitsms pode ser
extremamente reduzida devido a qualidade das séwasuspensédo, em que a
competéncia embriogénica pode estar restrita a peguena fracdo dos
aglomerados celulares (QUIROZ-FIGUEROA et al., 3008este sentido,
estudos para a identificacdo de suspensfes cordegrprantidade de células
competentes a regenerar embrides sdo importantes gaotimizacdo de
protocolos.

A caracterizacdo de células embriogénicas podereaizada por

andlises histolégicas, porém a técnica é demorddaapaz de inferir sobre a



81

taxa de regeneracdo de embrides somaticos. A f@onde um organismo
funcional a partir de uma célula somatica requexpmessao diferencial de genes
envolvidos no processo (CHUGH; KHURANA, 2002). Serabsim, a analise
da expressdo de genes marcadores relacionadosugainda embriogénese
somatica € uma forma eficiente e confidvel parantifiear o potencial
embriogénico celular (SILVA et al., 2014).

Estudos moleculares realizados com diversas espéeieplantas tém
permitido & compreensdo do processo de inducaantieicgénese somatica.
Dentre os genes codificadores de proteinas quenfgzte da inducdo e
desenvolvimento dos embrides estdo os pertencaritasilia LAV do dominio
B3 (SUZUKI; McCARTY, 2008). EnArabidopsisessa familia € constituida
pelos genes AFLABI3, FUS3eLEC2) e VAL (VALL, VAL2eVALJ). Os niveis
de expressao dos genes AFL foram correlacionadogaeios trabalhos com a
inducdo da resposta embriogénica em tecidos sam&imivel de capacidade
elou frequéncia de formacdo de embrides somati@AJ (et al., 2005;
KIKUCHI et al., 2006; LEDWON; GAJ, 2009; STONE dt,2001; ZHANG et
al., 2014). A caracterizacdo funcional dos genes \dArante a embriogénese
somatica permanece inexplorada, contudo, sabeeseagambriogénese zigotica
estes genes em conjunto com outros fatores dectigis sdo repressores dos
genes AFL e a inibicAo é necessaria durante a gegdd para que o
crescimento das plantulas ocorra normalmente (MBCARTY; SUZUKI,
2013; SHARMA et al., 2013).

Visando a elucidacdo do processo de aquisicdo depaténcia
embriogénica em café e o desenvolvimento de primsaie regeneracdo mais
eficientes, objetivou-se, neste trabalho, verifisaros genes da familia LAV
identificados in silico apresentavam expressédo diferencial durante a

embriogénese somética @e arabical. A correlacdo da expressdo dos genes
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com o potencial embriogénico foi realizada compamatente com o auxilio de

andlises histoldgicas e regeneragéo de embrideftisom

MATERIAL E METODOS
Inducéo de Calos e Estabelecimento das Suspensdesuares

Calos embriogénicos e ndo embriogénicos foram abtsbgundo o
protocolo de Teixeira et al. (2004) a partir dena matrizes da cv. Catuai
Amarelo IAC 62 cultivadas em casa de vegetacdosuspensdes celulares
foram obtidas cultivando calos embriogénicos emaciva de Erlenmeyer com
meio liquido de multiplicagdo T3 (VAN BOXTEL; BERTBULY, 1996) com
densidade inicial de biomassa de 10 fde meio (ZAMARRIPA, 1991) e
renovacéo total do meio a cada 15 dias de cul®sfrascos foram mantidos

em auséncia de luz em agitadores orbitais a 10@Grp&iC.

Regeneracdo de Embrides Somaticos e Analise Estttia

Os embrides foram regenerados a partir das susgens@ulares
cultivadas em diferentes tempos de cultivo comidads inicial de biomassa de
1 g L' de meio RR (CARVALHO et al., 2013). Os frascosafarmantidos em
auséncia de luz em agitadores orbitais a 100 rpr@=C durante 75 dias. Apds
esse periodo, os embrides formados foram contatddz com auxilio de
microscopio estereoscépio. A maturacdo e germindod&oembrides somaticos
foram realizadas seguindo procedimento anteriomndascrito por Teixeira et
al. (2004).

O experimento foi conduzido em delineamento inte@ate casualizado
(DIC) com duas linhagens de suspensfes celularesla Ginhagem foi
constituida por trés repeticfes bioldgicas, seritempos de cultivo (60, 90,
120, 150, 180 e 210 dias). Cada amostra foi cormppstr 40 mg de

aglomerados celulares. Os dados foram submetidagafise de variancia,
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utilizando o programa estatistico R (R Developm@nte Team 2008), e a

analise de regresséao polinomial.

Andlise Histolbgica

Amostras de calo ndo embriogénico, calo embriogénstispensdes
celulares em diferentes tempos de cultivo e embrites estadios globular,
cordiforme/torpedo e cotiledonar foram fixadas ewlugio FAA 70%
(formaldeido, &cido acético e etanol a 70 %, ngqggio de 1:1:18 v/v)
(JOHANSEN, 1940) por 72 horas, seguido de desiciatam série etilica (60,
70, 80, 90 e 100%) expondo o material por uma hewa cada série.
Posteriormente, as amostras foram infiltradas esmaeepdxi Kistoresir®
Leica) de acordo com protocolo do fabricante. Cortes espessura de 2 pm
foram obtidos em micrétomo manudtasypathEP-31-20091), corados com
solucdo de azul de toluidina a 0,05% (O'BRIEN et 4965) e selados com
Entellar®. As fotomicrografias foram obtidas a partir demefia digital
acoplada em microscopio oOpticZefss Axio Scopg utilizando o sistema de

captura de imagem digitalxioVision4.8.

Andlisein silico

Sequéncias candidatas aos gedB#3, FUS3, LEC2, VAL1, VAL2
VAL3foram pesquisadas por meio de palavras-chave ¢ A8 Bde sequéncias
dos genes da superfamilia B3  disponiveis nasenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) tendo-se como fortte dados o banco d&STs
gerado pelo Projeto Brasileiro do Genoma Café (CREEVIEIRA et al.,
2006). Através da interfad8ene Project(http://www.lge.ibi.unicamp.br/cafe/)
foi realizada a procura poeads clusterizagdo e andlise dos provaveis genes.

A comparacdo das sequéncias de nucleotideos eleedae com as

sequéncias de proteinas de banco de dados pulfhtoBl) foi realizada
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utilizando o algoritmo BLASTX. A parte funcional gaoteina, bem como sua
matriz de leitura, foram caracterizadas utilizardéerramentsORF FINDER
(Open Reading Frame FinderO alinhamento da sequéncia da proteina de
interesse com as proteinas disponiveis no NCBIrdalizado através do
algoritmo BLASTp (ALTSCHUL et al., 1997).

Andlise Filogenética

O alinhamento das sequéncias foi realizado pedgramaClustalW
(THOMPSON et al., 1994) com os parametros padrégiizando-se as
sequéncias de nucleotideos traduzidas em amingaddarvore final foi feita
utilizando-se o programa MEGA 4.0 (TAMURA et alQiZ), com o modelo de
comparacgadNeighbor-Joining(SAITOU; NEI, 1987), método de distangiee
supressagair-wise A validade da &rvore quanto a distancia filogeaétos
clustersfoi medida pelo teste probabilistico Heotstraps originado de 10000
replicatas (SITNIKOVA; RZHETSKY; NEI, 1995). O progma GeneDoc
versdo 2.7 (http://genedoc.software.informer.com)2.foi utilizado para
descobrimotifsde agrupamento entre as sequéncias.

Northern Eletrnico

Para a analise da expressao génitasilico, foram calculadas as
frequéncias deeads formadores de cada ESDntig nas bibliotecas em que
apareceram expressos, com posterior normalizaciaaftos. O procedimento
para a normalizacdo consistiu em multiplicar caglad pela razdo entre o
numero total deeadsde todas as bibliotecas e o nimeroesglsda biblioteca
em que apareceram expressos. Os E3Tigse as hibliotecas foram agrupados
por hierarchical clusteringutilizando-se os programaSluster e TreeView
(EISEN et al., 1998). Os resultados de expressa@mf@presentados em uma

escala cinza, onde a expressdo zero ou negatigprésentada por coloragéo
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mais clara sendo aumentada gradativamente atératipgeto, que representa o

grau maximo de expressao positiva.

Andlise da Expresséo Génica
Extracdo de RNA total e Sintese de cDNA

Foram coletadas amostras de calo ndo embriogé&mtmembriogénico,
suspensdo celular em diferentes tempos de culgwabrido somatico em
diferentes estadios e plantula.

A extracdo de RNA a partir de calo embriogénicapsnsdo celular e
embrido globular foi realizada utilizanddi NucleoSpi® (Macherey Naggle
calo ndo embriogénico, embrido cordiforme/torpedmbrido cotiledonar e
plantula foram extraidos co@oncerf™ Plant RNA Reagerftnvitrogen). Todas
as amostras foram tratadas comdioTurbo DNAfree (Ambion para a remocao
total de DNA gendmico. A quantidade e pureza do RbAm mensuradas em
Nanodro® Espectrophotometer ND-100Gnquanto que sua qualidade e
integridade foram verificadas peld\gilent 2100 Bioanalyzer(Agilent
Technologies assegurando valores de RIN igual e/ou superi@rOa O Kit
High-Capacity cDNA Reverse Transcripti¢hpplied Biosystemdoi utilizado
para a sintese de cDNA a partir de 1000 ng de RNA.

RT-qPCR

A expressado dos genes candidatos identificadoteei@@adodn silico
foi quantificada mediante RT-gPCR copmimers desenhados no programa
Primer Express3.0 @Applied Biosystejn(Tabela 1).

As reacfes de RT-gPCR foram realizadas no equigard@i PRISM
7500 Real-Time PCR (Applied Biosystgemm volume total de 0L contendo
200 ng de cDNA, 1X SYBR® Green master miypplied Biosystems 1,0uM

de cadaprimer. As amplificacdes ocorreram durante 2 minutos a°G0 10
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minutos a 95°C, seguidos por 40 ciclos de 15 semiad95 °C. As curvas de
dissociagdoNlelting curvg foram registradas apos 40 ciclos para confirmar a
especificidade dogrimers por aquecimento de 60°C para 95°C. Todas as
reacBes foram realizadas com triplicata técnicaicdddica. Os dados de
expressao foram quantificados relativamente pealadta de Pfaffl (2001), a
normalizagéo foi feita com a expresséo dos genesfencis24Se PP2Ae foi

utilizada como amostra de referéncia (RQ=1) o odle embriogénico (CNE).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Regeneracdo de Embrides Somaticos

Calos embriogénicos (CE) e calos ndo embriogén{€@¥E) foram
obtidos apds cinco meses da inoculagdo dos expléotiares (TEIXEIRA et
al., 2004) (Figura 1A). As suspensfes celulareanfoiniciadas a partir do
cultivo de CE em meio liquido (VAN BOXTEL; BERTHOW, 1996) (Figura
1B). O processo de regeneracdo de embribes somdtipartir de suspensées
celulares foi obtido com éxito utilizando meios @ndicdes experimentais ja
descritos na literatura (CARVALHO et al., 2013; XEIRA et al. 2004; VAN
BOXTEL; BERTHOULY, 1996; ZAMARRIPA et al., 1991). @6s 75 dias de
cultivo em meio RR os embrides formados com aspstelhante ao da Figura
1 (C-F) foram transferidos para o meio MGM (TEIXRIRt al. 2004). Ao final
de 60 dias, os embribes apresentaram inicio e/oopleta formacdo dos
cotilédones (Figura 1G). Os embrides foram subrostido processo de
germinacdo em meio MGM sob condicdo luminosa e apdsa de 30 dias os
embriGes cotiledonares apresentaram desenvolvindentadicula evidenciando
a conversao de embribes somaticos em plantulasré-igd).

De acordo com a andlise de variancia (ANAVA), howliéerenca
significativa na regeneracdo de embrides somatpesas entre os tempos de
cultivo (p = 0,000169) (Tabela 2). Em ambas asagams celulares (L1 e L2)
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foi verificado um aumento na regeneracdo de emdbridentro do periodo
avaliado. Assim como em suspensdes celulareseffaado na literatura que a
capacidade regenerativa de calos embriogénicos péaleser reduzida com a
idade. Em alguns experimentos foi verificado ceg@&b positiva entre o
envelhecimento dos calos e sua capacidade de ragéng(TEIXEIRA et al.,
2004). Além do aumento da taxa de regeneracaoade ido cultivo do calo
embriogénico também influencia na obtencdo de msiogficiéncias de
transformacdo genética viagrobaterium tumefacieng&Enquanto o cultivo de
calos pelo periodo de 7 a 9 meses gera eficiéméinpa a 100% de eventos
transformados, o cultivo de 1 més obtém eficiénaiao vezes menor (RIBAS
et al., 2011).

As duas linhagens de suspensdes celulares apreseraste ao modelo
de regresséo linear quanto a taxa de regenerac&miémdes somaticos em
funcdo do tempo de cultivo. O comportamento da megegdo na L1 é
representado por: y = 0,0192x + 3,025;=R0,88 e na L2 por: y = 0,0113x +
4,0696; B = 0,75. Aos 60 dias de cultivo L1 e L2 apresemataxa de
regeneracdo equivalente a 3,8 e 4,8 embrides/mgagfegado celular,
respectivamente. Ja aos 210 dias, as taxas forzsig 6,6 embriGes/mg nas
duas linhagens (Figura 8). As taxas de regenerdedembrifes somaticos
obtidas no presente estudo foram satisfatériasplzorando com dados obtidos
em outros trabalhos realizados com café (CARVALHG@Ie 2013; RIBEIRO,
2014).

Analise Histoldgica

Os calos embriogénicos selecionados neste trabaltlesentavam como
aspectos visuais coloracdo amarela intensa, tegtaraular e alta friabilidade,
enquanto os calos ndo embriogénicos apresentartem calmpactacdo e

coloracdo marrom (Figura 1A). Os calos foram carazidos histologicamente
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mostrando diferencgas entre as células (Figura B\ &las sec¢bes anatbmicas
foram observadas que células de CE e CNE apresemadificacdes
caracteristicas em nivel do ndcleo, citoplasma edea celular, como ja
verificado em outros trabalhos (RIBAS et al., 20PADUA et al., 2014;
SILVA et al., 2014). CNE apresentou células comal50 um de diametro,
altamente vacuoladas, com formatos irregularesredpa celulares de 1,8n.
CE possui regibes meristematicas com células pegu¢d a 14um de
diametro), isodiamétricas, com citoplasma densmedes celulares de Opdn,
ndcleo grande com nucléolo evidente. Varias célukmbriogénicas
apresentaram dois nlcleos num mesmo citoplasmderaiando a citocinese
ainda nao concluida no processo de divisao cdligura 2C).

A andlise histolégica de embrides em diferentessfae desenvolvimento
permitiu a observacdo da diferenciacdo de tecidosn a formacdo de
protoderme, faixas procambiais, definicdo do memist apical e apice radicular.
O embrido em estadio globular (Figura 2D) apresehlearizacao celular com
a formacdo da protoderme e no centro da estruturdcid da formacdo do
procambio. No embrido cordiforme/torpedo, a orgagip do meristema apical
se inicia e a regido vascular com células alongadegsponde ao procambio
bem definido (Figura 2E). Constituindo a camadabdss embrides, nota-se a
formacé&o do 4pice radicular no estadio cotiled@Rigura 2F).

As analises permitiram constatar que ndo ha qualcpmeexdo vascular
entre os embrides somaticos e o tecido de origeonfirmando a
individualidade dos embrides somaticos (HACCIUS/8)9 Esta caracteristica
dos embrides somaticos aliados a sua bipolaridadtaa t este modelo
morfogenético distinto dos processos de organogé(BEERRA; TORRES;
TEIXEIRA, 1999).

As andlises histoldgicas das duas linhagens dessdp celular (L1 e L2)

realizadas a cada 30 dias de cultivo mostrarammgaéiouve grandes diferencas
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entre as linhagens e nem entre os tempos de celtivoelacdo a presenca de
regides pré-embriogénicas e ndo embriogénicas @&gti e 4). De acordo com
Mazarei et al. (2011) suspensdes celulares podesseiar dois tipos celulares
distintos: células maiores altamente vacuoladasiléstndo embriogénicas) e
células menores densamente citoplasmaticas (céldam potencial
embriogénico). No presente trabalho todas as se@@omicas das suspensdes
celulares apresentaram regides potencialmente egémicas e nao
embriogénicas. Acredita-se que esse tipo de hetreidpde do material pode
corresponder a uma reducéo da viabilidade das issee celulares, visto que
células ndo embriogénicas apresentam taxas deddidslular superior e,
portanto, rapido crescimento (RIBAS et al., 20HJrém, a heterogeneidade
das suspensdes celulares ndo influenciou na digdiouwda taxa de regeneracéo

de embrides somaticos.

Andlisein silico e Expresséo Génica

A busca por possiveis homoélogos dos genes daidab#iV no banco
de dados CAFEST gerou 188adscom similaridade significante{value> 10
“ ao dominio B3, a clusterizacdo dosads formou 32 ESTeontigs e 45
singlets Apds a analise das sequéncias proteicas, da fasrtéonal e dos
dominios conservados, foi possivel observar umealeficiéncia do método de
selecdo deeads pois apenas 15 ESIontigse 17 singlets apresentaram o
dominio conservado B3.

Ndo foram identificadas sequéncias da subfamili€C2/EBI3 pela
analise filogenética entre as sequéncias seleasnaal CAFEST e as proteinas
da familia B3 obtidas no NCBI de outras espéciescdC sequéncias se
agruparam as proteinas da subfamilia VAL, no mestado que oVAL2
(Figura 5). Essas sequéncias foram submetidadN@then eletrbnico em
bibliotecas de cafeeiro (VIEIRA et al., 2006) (Figu). As sequéncias que ndo
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foram expressas nas bhibliotecas de interesse (CHEe suspensdes celulares)
foram descartados para as posteriores andlisendeso ESTeontig15 (C15) e
0s singlets CA00-XX-EA1-038-B07-EC.F (SEA1) e CA00-XX-IC1-02903-
EC.F (SIC1). O C15 foi escolhido por apresentaresgfo nula em calo ndo
embriogénico (CA1l, IC1, PC1 — Calo ndo embriogémiom e sem 2,4-D); e
expressao nas bibliotecas de suspenséo celular {CBélulas em suspensao
tratadas com acilbenzolar-S-metil e brassinostesyice calo embriogénico
(EAL, 1AL, 1A2); SEAL e SIC1 mostraram expressaol@siva nas bibliotecas
de calo embriogénico e de calo ndo embriogénispeaivamente.

O alinhamento mdltiplo das sequéncias de aminoag@davenientes das
sequéncias do C15, SICl1 e SEAl comL2 de Arabidopsis thaliana
apresentaram alta homologia com o dominio B3 (92%%% e 89%) e
similaridade total de 51%, 85% e 85%, respectivamgifrigura 7). Em
Arabidopsisas proteinas codificadas pelo genalL2 além de pertencerem a
superfamilia B3 apresentam também o dominio CWmtozincfinger, devido
a essas caracteristicas estruturais implica-seaquproteinad/AL2 possuam
funcbes relacionadas a remodelacdo da cromatin@ digdcdo ao DNA
(SUZUKI; WANG; McCARTY, 2007). Ambos os dominiosréon verificados
em C15, porém em SEAL e SIC1 o dominio CW ndao gepte. Provavelmente
as proteinas codificadas por SIC1 e SEAl apresamtamaior identidade a
proteina deArabidopsise ndo conservaram o dominio CW devido ao tamanho
reduzido da sequéncia de aminoacidos (131 e 1¥ésectivamente).

Com base na andlism silico foram desenhadogrimers para as
sequéncias C15, SEAL e SIC1 para quantifitaitro a expressdo dos mesmos
em CNE, CE, suspensao celular em diferentes tempaziltivo, embrido nos
diferentes estadios e plantula @e arabica Os dados mostram expressao
guantitativa relativa variavel de C15 e SIC1 ematbds amostras analisadas

(Figura 8) e expressao nula do SEA1 em todos teciBevido aonorthen
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eletrbnico esperava-se que C15 apresentasse expressdo emasodmostras,

exceto em CNE; SIC1 apenas em CNE e SEA1 apendSEertdma possivel

explicacdo para a discrepancia da expregs&ilico e in vivo é a técnica de

sequenciamento de Sanger utilizada para gerar e dmgslados de ESTs no
CAFEST. Neste método, os fragmentos de cDNA presidenclonados sédo de
tamanho aleatério e para que o sequenciamento@¥AT de tamanho maior

seja feito € necesséario fazer técnicas de excldsdofragmentos menores.
Devido a essa exclusdo, a expresgéiailico de ESTs inferidas em cada
biblioteca do cafeeiro pode ter sido comprometida.

Até o momento, os relatos bibliograficos que camaram
funcionalmenteVAL2 ndo abrangeram sua relacdo na embriogénese samatic
Em nosso estudo, os niveis de expresséo verificatoSIC1 foram superiores
ao de C15. No entanto, ambos apresentaram expsassie elevadas em CE e
suspensfes celulares quando comparadas ao CNE. €entelhanca foi que o
pico de maior expressdo dentre todas as amostalisaalas foi obtido em
embrido cotiledonar. Neste estadio foi possivehtiflear expressao oito vezes
maior para o gene C15 e quinze vezes maior paene §IC1 em comparacéo
com a amostra normalizadora. O bom desenvolvimeasoplantulas obtidas a
partir do protocolo utilizado pode ser reflexo dia @&xpressdo d&¥AL2 nos
embriBes cotiledonares. Durante a embriogéneséicagésse gene desempenha
um papel repressor das vias de sinais durante mirgggdo para que 0
crescimento de plantulas ocorra normalmente (JIACARTY; SUZUKI,
2013; SHARMA et al., 2013). Mutantes duplv&LYVAL2 de Arabidopsis
apresentam desenvolvimento irregular da radiculadas cotilédones
(TSUKAGOSHI; MORIKAMI; NAKAMURA, 2007). O conhecimeto da
expressao de VAL2 abre perspectiva para a melldorisistema de propagacao
via embriogénese somatica, visando assegurar o desenvolvimento de

plantulas.



92

A fim de avaliar a correlacdo entre a expressdo giges alvo e
regeneracdo das suspensdes celulares, os gréécBS-gjPCR e da taxa de
regeneracdo foram plotados em conjunto (FiguraD8jxante os diferentes
tempos de cultivo (60 a 210 dias) as suspensoekuad L1 e L2 apresentaram
niveis de expressdo com oscilagBes, sem padraoidiefiJa a taxa de
regeneracdo de ambas as linhagens de suspensér e@iesentou maiores
valores em fung&o do decorrer do tempo, demonsirgnd ndo houve relacéo
entre a expressdo dos genes alvo e a regenerac@&miu@es somaticos.
Contudo, observacdes importantes podem ser feitpartr das andlises de
expressao desses genes nas condi¢Bes avaliadas.

A expresséo génica das suspensdes celulares L1 paria2ambas as
sequéncias analisadas refletiram perfis de expatiffentes. Esperava-se que
os perfis fossem semelhantes, uma vez que os dalasigem foram obtidos
simultaneamente e as suspensdes foram conduzidasnesmas condicdes
experimentais. Tal diferenca pode ser explicadaddea heterogeneidade do
material vegetal. Tudo indica que as quantidadesthidas embriogénicas e nao
embriogénicas foram oscilantes nas amostras cakgtasbmo verificado nas
analises histolégicas (Figura 3 e 4). De acordo &ibas et al. (2011) um
material embriogénico mais uniforme é obtido aipaid subcultivo de 7 a 9
meses dos calos embriogénicos. Sendo assim, olsubalos calos antes do
inicio das suspensdes celulares pode ser umaadit@rpara eliminar o fator de
heterogeneidade amostral nas analises de expigisida.

Concluséo

As linhagens de suspensdes celulares apresentaragn da taxa de
regeneracdo em fungdo do tempo de cultivo. Dergtrgenes da familia LAV,
apenas trés provaveis ortélogos\d&L 2 foram identificados ent. arabica O

potencial embriogénico ndo possui relacdo comwEsfle expressédo de C15 e
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SIC1, mas sugere-se gue a expressadAle?2 em embrides cotiledonares seja
um possivel pardmetro para avaliar o bom desemaehtio de plantulas em

protocolos.
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Tabelas

Tabela 1Primersutilizados na andlise de RT-qPCR.

Amplicon Eficiéncia

Gene  Sequéncia dprimer (5°- 3") (pb) (%)
VAL2 F: TTCACCAGAATAGACCCAGAAG 93 918
SEAL  R: GGCAAAGGAAGTATCATTACCA '
VAL2 F: GAGAGTCTTCTGAAAATGAGCA 133 95 2
C15 R: CACTTGTATCACCACGAACAG '
VAL2 F: GCAGAATAGAGCCAGAAGGAAAG 116 1000
SIC1  R: CATCCCCCGTTGAAGAATATC ’
245 F: GACCAATCGTCTTCTTTCCAGAAA a3 910
R: TCAACTCAGCCTTGGAAACATTAG '
F: ACCTATGGGTGAAATGAAGATGGA
PP2A R AGGCGGCGAG/TGAATCTTT 80 9.7

Tabela 2. Resumo da ANAVA para a taxa de regenerdedembribes
somaticos em duas linhagens de suspensdes celudalidgdas em
diferentes tempos de cultivo (60, 90, 120, 150,420 dias).

FV GL QM Pr>Pc
TEMPO 5 4,713 0,000169*
LINHAGEM 1 0,002 0,928555
SUSPENSAO 2 0,300 0,394311
TEMPO X LINHAGEM 5 0,885 0,064728
LINHAGEM X SUSPENSAO 2 0,588 0,185424
TEMPO X SUSPENSAO 10 0,802 0,064216
Erro 10 0,293

CV(%) 13,24

* diferenca significativa ao nivel de 0,1% de mbitidade.
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Figuras

Figura 1. Inducéo de calos, estabelecimento dgmersées celulares e regeneracdo de embrides sosndtiante a embri5génese
indireta deCoffea arabica A) CNE e CE; B) suspensédo celular: multiplicagBocalo embriogénico em meio liquido; C) e D)

embrides soméaticos regenerados apos 75 dias em Ri&idE) embrido globular; F) embrido codiforme/tmp; G) embrido
cotiledonar; H) plantula.
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Figura 2. Caracterizacéo histol6gica de CNE, CEpenséao celular e embridesClaffea arabicaA) CNE; B) CE; C) suspensao
celular; D) embrido globular; E) embrido cordifoftoepedo; F) embrido cotiledonar. PD = ProtodenR€ = Inicio da formacao do
procambio; PC = Procdmbio; MA = Meristema apicdR A Apice radicular.
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. s el o) fooum
Figura 3. Caracterizacao histol6gica das suspemsdaisres L1 d€offea arabicaA) 60 dias; B) 90 dias; C) 120 dias; D) 150 dias;
E) 180 dias; F) 210 dias. RPE = Regido pré-embrimgé RNE = Regido ndo embriogénica.

£y
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Figura 4. Caracterizacao histol6gica das suspemsdaisres L2 d€offea arabicaA) 60 dias; B) 90 dias; C) 120 dias; D) 150 dias;
E) 180 dias; F) 210 dias. RPE = Regido pré-embrimgé RNE = Regido ndo embriogénica.
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Figura 5. Arvore filogenética relacionando as segigs de aminoacidos pertencentes
ao domino B3. Linhas em negrito correspondem a®imas agrupadas ao clado VAL.
Foi utilizado o modelo de comparacBleighbor-joining pelo método de distanciae
supressapair-wise
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ff—

, IC1, PC1 &=

.LV4, LV5

CB1
EA1,IAT,1A2
EM1, SI3
FB1, FB2, FB4

B FR1, FR2

Contig 15 *+—
CA00-XX-EA1-038-BO7-EC.F <=
CA00-XX-IC1-029-HO3-EC.F <—
CAO00-XX-FB1-076-D09-BM.F
. CA00-XX-LV4-011-G06-JE.F

Figura 6.Northern eletrdnico representando niveis de expressao S8dscéntigse
singlets nas bibliotecas de café. Quanto mais escuros s de cinza, maior a
expressdo. CB1 — Células em suspensdo tratadas acdbenzolar-S-metil e
brassinosteréides; EAL, IAl, IA2 — Calo Embriogéni&M1, SI3 — Sementes
germinando (sementes inteiras e embribes zigotideB]l, FB2, FB4 — Botbes
florais em diferentes estadios de desenvolvimeR®], FR2 — Botdes florais +
frutos chumbinho no 1° estadio + frutos em difezenestadios; CA1, IC1, PC1 —
Calo ndo embriogénico com e sem 2,4-D; LV4, LV5eihBs jovens de galhos
ortotropicos.
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c1s H : -
sicl : : -
SEAL : : -
AtVALZ : MESIKVCMNALCGAASTSGEWKKGWEMRSGDLASLCDKCGCAYEQSIFCEVFHARESGWRECNSCDERLHCGCIASRFMMELLENGGVTCISCARKSGLISMNVSHESNGKDFPSFASA @ 119

cis : LEANVESITQ : 14
sIcL T -
SEAL  : -
AtVALZ : EHVGSVLERTNLKHLLHFQRIDPTHSSLQMKQEESLLPSSLDALRHKTERKELSAQPNLSISIGPTLMTSPFHDAAVDDRSKTNSIFQLAPRSROLLPKPANSAPIABRGMEDSCSIVEG : 238

Dominio B3

cis : LRVARPPVEGRIENQLLPRYWPRITDQELRQISGD- 129
sIcl : 69
SERT H 69
AtVALZ : [IHVARPEPEGRGRTQLLPRYWPRITDQELLOLSGQYPHLSNSKITPLFER] 357

cis SLM-—-QTC8DFRS QoI KHLSSTPRESFSSEPFFLBEA D LHSANSQSALLDSVKGSCVF PLSALSKHFSAVEE GRHIAEMNGERTIG : 244
sicl d ABSDQ ACKGY) TGEx : 122
SEAL drFASFYYG SDTSFAVL : 114
ALVALZ TNSTATQMFRGSSEPNLIMFSNSLND GDIE LEKSEDMRKEN : 432
o Zf-CW
cis : [IFpErMIVPERKR SRNIGSKSKRLLIDEQDAFELRLSWEELQDNLCBEDCVRESTVATEDHEFEEYDQPEOVECRK ST TMRQSCEQEQWAQCD SCLRWRRLEVNVLIDPRWICQEETHA : 363
SIC1  : ADKST 131
SEAL : -

AtVALZ : LELQOSSHTSARKRVRNIGTKSKRLLIDSVDVLELKITWEEAQELLRPEQSTKPSIFTLENQDEEEYDEPPVEGRRTLEVSROTGEQEQWVQCDACGEWRGLBVDILLPPKWSESDNLILD @ 551

cis : LSRPSCSGPEDLSPHELESLLEMSKELKEQKIASG-LEKSAHEHESSDPDGLGNSKAVRGDISCTSAASIATITKHPRHRPGCSCIVC IQPPSGRGKHEPTCTCNVCMTVERREFETIMME : 4681
sicl : : -
SEAL : : -
AtVALZ : PGRSSCSABDELSDREQDTLVRQSKEFKRRRLASSNEKLNQSQDASAINSLGN--AGITTICEQGE ITVAATTKHERERAGCSCIVCSQPBSCRCKHKPSCTCTVCEAVKRRFRTLMLR : 668
cis : KEKRQSEREAEIA-QRNKFDWVSKEEAEVESYQQLVIPHDSLENHKRLGSESEFLSQSNKQSFRLEEIGKEQLDLNCHEDRENLRQSSSRVSMVSLLOEASLPLQTI———————————— : 587
sicl : : -
SEAL : : -
AtVALZ : KRNE---GEAGQASQQAQSQSECRDETEVES-———- IPAVELARG NIDLNSDEG--————— ASRVSMMRLLQARAFPLEAYLEQKAISNTAGE : 747
cis H H -

s1CL : : -

SEAL : : -

AtVALZ : QQSSDMVSTEHGSSSAAQETERDTTNGAHDEPVN : 780

Figura 7. Comparacao das sequéncias putativas ile&ecidos daContig 15, SingletlC1 e SingletEA1 com oVAL2 de Arabidopsis
thaliana O alinhamento foi gerado pelo programa ClustakéWxibido pelo GeneDoc. Residuos de aminoacidobremdos em
preto indicam 100% de similaridade. Os tragos idesrnas sequéncias indicam espacos inseridospaiamizacdo do alinhamento,
a barra preta indica a posi¢cdo do dominio B3 eralpontilhada indica o dominio CW do tipmcfinger.
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Figura 8. Perfil da expressédo quantitativa rela(R®), obtido por RT-qPCR, do EST-
contig C15 e singlet CA00-XX-IC1-029-HO3-EC.Fidentificados em bibliotecas de
cafeeiro (CAFEST, VIEIRA et al., 2006). As colunespresentam a expressao de
transcritos génicos em calo n&o-embriogénico (CN&lo embriogénico (CE),
linhagens de suspensdes celulares (L1 e L2) cddivantre 60 e 210 dias, embrido
globular (GLO), embrido cordiforme/torpedo (C/T)mlaido cotiledonar (COT),
plantula (PLA). [Valores de RQ = média de trépliddslogicas e técnicas; controles
enddgenos 24Se PP2A calo ndo embriogéncio (CNE) = amostra de reféaéfRQ =
1)]; Taxa de regeneracdo de embrides sométicodasbtpela diferenciacdo de
suspensdes celulares (L1 e L2) cultivadas entre B00 dias, os valores correspondem
ao numero de embrides/mg de agregado celular.



