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1. RESUMO

A germinagdo de sementes de café (Coffea arabica L.) ¢ lenta ¢
irregular, controlada por eventos que ocorrem, simultaneamente, no embrido e no
endosperma. Embora os referidos eventos estejam determinados, ainda sdo necessarios
estudos sobre a fisiologia molecular, para auxiliar na avaliagdo da qualidade fisiologica das
sementes durante a germinagdo. O objetivo do trabalho foi realizar estudos fisiologicos e
moleculares durante a germinag¢do de sementes embebidas em dgua e em acido abscisico
(ABA) na concentra¢do de 1000 uM. Durante o trabalho foi determinado o teor de agua, a
curva de embebicdo, a germinacdo, o crescimento do embrido e a expressdo dos genes
associados com o crescimento do embrido ¢ com a degradagdo do endosperma micropilar.
Para tanto, embrides e os endospermas micropilares foram isolados para a extracdo de
RNA total e sintese de cDNA. “Primers” especificos foram desenhados para o estudo da
expressdo génica em PCR em tempo real. Foi estudada a expressdo dos genes actina,
ciclina e a-expansina, associados ao crescimento do embrido, e a-galactosidase, [-
manosidase e endo-B-mananase, associados a degradacdo do endosperma micropilar. A
curva de embebicdo apresentou um padrio trifdsico. A primeira semente de café germinou
com cinco dias de embebicdo e 50% de germinagdo ocorreram no décimo dia de
embebigdo. A expressdo dos genes associados com o crescimento do embrido, tais como
actina, a-expansina e quinase dependente de ciclina, aumentou durante a germinag¢do em
dgua e inibiu parcialmente a expressdo destes genes quando tratados com ABA. A

expressdo de f-manosidase e endo-f-mananase aumentou durante a embebi¢do em agua e



ABA inibiu completamente a expressdo. No entanto, a-galactosidase parece ter a expressao
mais constitutiva durante a germinag¢do em agua e ¢ menos influenciada por ABA, em

comparagdo com outras enzimas estudadas.

PALAVRAS-CHAVE: Crescimento do embrido, enfraquecimento do endosperma e acido

abscisico.



GENE EXPRESSION IN EMBRYO AND MICROPYLAR ENDOSPERM OF SEEDS
COFFEE (Coffea arabica L.) DURING GERMINATION. Botucatu, 2012; 59p. Dissertagdo
(Mestrado em Agronomia/Agricultura) — Faculdade de Ciéncias Agronomicas, Universidade
Estadual Paulista.

Author: EUMENES TAVARES DE FARIAS

Advisor: EDVALDO APARECIDO AMARAL DA SILVA

2. ABSTRACT

Germination of coffee (Coffea arabica L.) seed is slow and uneven.
The germination is a net result of events that occur simultaneously in the embryo and
endosperm under the control of ABA. The aim of the study was to perform physiological
and molecular studies during germination of seeds imbibed in water and 1000 uM abscisic
acid (ABA). We studied the expression of the genes ciclin, a-expansin and cyclin-
dependent of kinase in the embryo and a-galactosidase, B-mannosidase, endo--mannanase
in the micropylar endosperm. The first coffee seed germinate at five days of imbibition and
50% germinate at tenth day of imbibition. Coffee embryo grew inside the seed pior radicle
protrusion and ABA inhibited the embryo grow as well as radicle protrusion. The
expression of the genes associated with the growth of the embryo such as ciclin, o-
expansin and cyclin-dependent of kinase increased during germination and ABA partially
inhibited the expression of these genes. The expression of B-mannosidase and endo-f3-
mannanase increased during imbibitions in water and ABA completely inhibited its
expression. However, a-galactosidase seems to have a more constitutive expression during
germination in water and it is less affected by ABA as compared with other enzymes

studied.

KEYWORDS: Embryo growth, endosperm weakening and abscisic acid.



3. INTRODUCAO

O café pertence a familia Rubiaceae apresentam mais de 70
espécies existentes. No entanto, as espécies Coffea arabica e Coffea canephora sio
responsaveis, respectivamente, por 70 e 30% do volume comercializado no mundo. Devido
a esta grande importancia, o café ¢ considerado uma das principais “commodities” do
mundo, perdendo apenas para o petréleo. O Brasil € considerado o maior produtor de café

do mundo, responséavel por 25% da produ¢ido mundial (ABIC, 2012).

Para satisfazer a cadeia produtiva do café e os consumidores no
Brasil e no mundo, diversas linhas de pesquisas estdo em andamento. Todavia, ¢ verificada
a auséncia de trabalhos voltados a qualidade de sementes para fins de propagagdo. Segundo
Da Silva et al. (2004), a germinagdo das sementes de café é lenta e desuniforme devido a
elevada rigidez das paredes celulares do endosperma, que precisam ser degradadas

(“enfraquecidas™) para ocorréncia da protrusdo da radicula.

Além dos eventos presentes no endosperma, o crescimento do
embrido, durante o processo de germinagdo, ocorre, em Coffea arabica, por expansdo e
alongamento celular que acontece, concomitantemente, com a sintese de DNA (SILVA et
al., 2004; SILVA et al., 2008). De acordo com Hilhorst et al. (1998) a protrusdo da radicula
acontece quando a forca exercida pelo embrido supera a for¢a de resisténcia imposta pelo

endosperma micropilar.



Embora referidos eventos sejam conhecidos para a ocorréncia da
germinagdo, quando € detectado um elevado nivel de acido abscisico (ABA) nas sementes,
ocorre uma inibi¢do da expansdo e alongamento celular, concomitantemente com a
inibicdo da sintese de DNA, associados ao crescimento do embrido. Em conjunto a estes
eventos, ocorre a inibicdo da degradacdo das paredes celulares impedindo seu
alongamento, resultando em uma elevada rigidez no endosperma das sementes de café (DA

SILVA et al., 2004; DA SILVA et al., 2008).

De acordo com Kucera et al. (2005) o ABA ¢ um hormonio
regulador positivo da dorméncia e negativo da germinagdo das sementes. Pesquisas voltada
ao papel do ABA durante a germinag¢do de sementes, mostram o efeito inibitério no
afrouxamento das paredes celulares do embrido, do acimulo da proteina [-tubulina, o
crescimento e a divisdo celular do embrido, a organizagdo transversal dos microtiibulos e a
replicagdo do DNA nuclear durante a embebi¢cdo (SCHOPFER e PLACHY, 1985;
BEWLEY, 1997; CHEN et al., 2001; TAIZ ¢ ZEIGER, 2004; DA SILVA et al., 2008).

Embora estes estudos tenham permitido o conhecimento do
mecanismo e da regulacdo da germinacdo de sementes de café, pesquisas sobre a fisiologia
molecular das sementes, que combinem de modo integrado os eventos que ocorrem no
embrido e no endosperma, além, também, do papel de acido abscisico, precisam ser
realizadas. As tecnologias conhecidas, como o sequenciamento e andalise de transcriptoma
e 0 desenvolvimento do projeto genoma do café (ESTs)

(http://solgenomics.net/about/about_solanaceae.pl), podem ser usadas para investigar

genes associados com a germinagdo de sementes de café e ampliar o conhecimento desse

processo.

Assim, os estudos acima fornecem a base para o conhecimento
atual da irregularidade da germinacdo de sementes de café gragas a abordagens
moleculares recentemente usadas para decifrar o mecanismo de acdo a nivel celular.
Assim, o objetivo deste estudo foi em avaliar o perfil de expressdo de genes associados
com o crescimento do embrido e a degradagdo do endosperma micropilar de sementes de

café e com a regulago da expressdo destes genes por acido abscisico.



4. REVISAO BIBLIOGRAFICA
4.1. Origem, ocorréncia e importancia econémica no Brasil e no mundo do café

Originaria da Etidpia, centro da Africa, onde ainda hoje faz parte da
vegetacdo natural da regido, o cafeeiro tornou-se espécie de grande importancia para os
Arabes, onde tinham o controle completo sobre o cultivo ¢ a preparagio da bebida
(RIESEBERG et al., 2000). De origem érabe, o nome café surgiu da palavra qahwa, que
significa vinho. Assim, o café era conhecido como “vinho da Arébia” quando chegou a Europa

no século XIV (STARBUCKS, 2012).

Difundida para o continente Europeu em 1615, trazido por viajantes
em suas frequentes viagens ao oriente, alemades, franceses e italianos procuravam
desesperadamente uma maneira de desenvolver o plantio em suas colonias. Mas apenas os
holandeses conseguiram cultivar as primeiras mudas de café nas estufas do jardim botanico de
Amsterda. Franceses presenteados com uma muda de cafeeiro pelo burgomestre de Amsterda,
iniciavam testes nas ilhas de Sandwich ¢ Bourbon. Com experiéncias holandesas ¢ francesas
com o cultivo do café foi levado para outras colonias europeias. Pelas maos de colonizadores
europeus e com o crescente mercado consumidor, o café chega ao Norte do Brasil através da

Guiana Francesa (ABIC, 2012).



Em 1727 os portugueses compreenderam que a terra do Brasil tinha
todas as possibilidades que convinham a cafeicultura, mas, no entanto ndo possuiam mudas e
grdos. Assim, o governo do Pard enviou Palheta, um jovem oficial a Guiana Francesa com a
missdo simples de conseguir mudas de café com o governador M. d’Orvilliers (STARBUCKS,
2012). Seguido ordens expressas do rei da Franca, o governador nega o pedido de Palheta.
Porém, nao resistindo aos encantos do jovem tenente que ja regressava ao Brasil, a esposa do
governador lhe envia um ramo de flores, onde nas folhagens encontravam-se escondidas

sementes de café¢ (ABIC, 2012).

A espécie Coffea arabica L. era assim introduzida no Brasil, que no
decorrer do tempo foram denominadas como Tipicas. Por volta de 1760 as sementes de café
foram levadas do Pard para o estado do Maranhao, Bahia e Rio de Janeiro por Jodo Alberto
Castelo Branco, onde se espalhou pela baixada Fluminense e posteriormente pelo Vale do

Paraiba (CARVALHO, 2008).

Por quase um século, o café foi a grande riqueza brasileira, e as divisas
geradas pela economia cafeeira aceleraram o desenvolvimento do Brasil e o inseriram nas
relagdes internacionais de comércio. Entretanto, com o total descuido quanto a preservacdo do
solo, a cultura cafeeira migrou para oeste da provincia de S@o Paulo, centralizando-se em
Campinas e estendendo-se até Ribeirdo Preto (ABIC, 2012). Assim, o cultivo do café migrou

constantemente a procura de novas terras, ricas em matéria organica e produtivas (IAC, 2012).

A exportagdo brasileira do café¢ comegou a crescer a partir de 1816. Na
década de 1830-1840, o produto assumiu a lideranca das exportacdes, com mais de 40% do
total, tornado-se o pais o maior produtor mundial de café. Em 1870-1880, o café passou a
representar até 56% do valor das exportagdes. Comegou entdo o periodo dureo do chamado
ciclo do café que durou até 1930. No final do século XIX, o café representava 65% do valor

das exportagdes do pais, chegando a 70% na no ano de 1920 (SOBESA, 2012).

O ciclo do café teve repercussdes econdmicas € sociais importantes no
Brasil. A expansdo da lavoura levou a ampliagdo das vias férreas em Sdo Paulo, portos do Rio
de janeiro e de Santos foram modernizados para exportacdo e necessidades de mao de obra

trouxeram imigrantes europeus, principalmente depois da abolicdo dos escravos



(CARVALHO, 2008). O café foi o primeiro produto de exportacdo controlado pelo pais,
possibilitando o acimulo de capitais (SOBESA, 2012).

Em 1996, o consumo mundial superou a barreira dos 100 milhdes de
sacas de café. Em 1997 o Brasil atingiu quase trés bilhdes de ddlares na exportacdo de café,
tendo a Alemanha e os EUA como maiores importadores. Atualmente, o café ¢ uma das
“commodities” mais importantes no mercado internacional, perdendo apenas para o petroleo
(LASHERMES et al., 2008). Mais de 80 paises dependem da cultura do café para subsisténcia
na América Latina, Africa e Asia. DaMatta e Ramalho (2006) relatam que a produgo mundial
chega a 134 milhdes de sacas/ano, movimentando cerca de 91 bilhdes de dolares. No entanto,
estes valores estdo sujeitos as oscilagdes regulares explicados pelo processo natural de

adversidades climaticas e pelos ciclos bienais de produgéo da cultura (CONAB 2012).

No Brasil, o café continua sendo gerador de divisas, contribuindo com
mais de 2% do valor total das exportagdes do pais e mais de 30% da producdo mundial
(EMBRAPA, 2012). O Brasil ocupa em area plantada 2.346,48 mil hectares, sendo Minas
Gerais o estado onde se concentra a maior parte desta produgdo, seguido de Espirito Santo,
Sdo Paulo, Bahia, Parana e Rondonia (CONAB 2012). Devido a diversidade de solos e climas,
o Brasil apresenta uma vantajosa caracteristica para produzir diferentes tipos de café,

atendendo assim, exigéncias mundiais no referente a paladares e precos (EMBRAPA, 2012).

Para satisfazer a demanda da cadeia produtiva do café¢ e dos
consumidores do Brasil e do mundo, programas de cria¢do intensiva sdo realizados para novas
cultivares resistentes a doengas fingicas e insetos, e para incorporagdo de valores comerciais.
Além disso, novas tecnologias de producdo e processamento s@o introduzidas a cada ano, o

que permite uma melhoria na produg¢@o de café nos ultimos anos (SILVA, 2002).

4.2. Caracteristicas morfolégica e botanica do café

O cafeeiro pertence a familia Rubiaceae, que abrange mais de 10 mil
espécies agrupadas em 630 géneros, onde, sua heranga biologica ao género Coffea. Este

género foi descrito primeiramente, no século 18, pelo botanico sueco Carolus Linneaus. De



acordo com a classificagdo recente de Bridson e Verdcourt (1988), o género Coffea ¢
subdividido nos subgéneros Coffea, representado por mais de 80 espécies, e Baracoffea
constituido por sete espécies. A classificagdo do café sempre estd em desacordo, o que ¢
compreensivel, se considerarmos que as plantas podem variar de pequenos arbustos a arvores
altas, com folhas 1 a 40 centimetros de comprimento e cor variando de roxo ou amarelo a

verde escuro.

Economicamente dominam no comercio mundial do café as espécies
Coffea arabica L. e Coffea canephora Pierre (DAMATTA ¢ RAMALHO, 2006). Descendente
das plantas originais da Etiopia, a C. arabica produz um café fino, suave aromatico e
representa aproximadamente 70% da producdo mundial de café. No mercado mundial, este
tipo de café tem pregos superiores quando comparados com C. canephora

(REVISTACAFEICULTURA, 2012).

O cafeeiro € um arbusto de crescimento continuo, que atinge alturas de
2 a 4 metros, com dimorfismo de ramos, conforme as condigdes climaticas da regido. A planta
possui caule cilindrico, lenho duro, branco amarelado e dois tipos de ramos: ortotropicos
(normal) e plagiotropicos (transversal) (RENA e MAESTRI, 1986). A raiz principal do
cafeeiro é pivotante ¢ amplamente ramificada na camada superior do solo (DAMATTA e
RAMALHO, 2006). A parte pivotante das raizes ¢ pequena, grossa ¢ termina abruptamente
sem ultrapassar os 50 cm da superficie do solo. Assim, Reis et al. (2010) consideram uma raiz

pseudo pivotante.

As folhas do cafeeiro possuem peciolo curto, lamina eliptica, glabra,
verde-luzidia na parte adaxial e verde clara na parte abaxial (KONTOS e SPYROPOULOS,
1995). As folhas sdo opostas e cruzadas no caule (ramo ortotropico e ladrdo), enquanto nos
ramos plagiotrépicos sd@o opostas e no mesmo plano (SGUAREZI et al., 2001). As flores
possuem pedicelo curto e estdo agrupadas em glomérulos axilares e varia de duas a 20 flores

por axila foliar (RUBIM et al., 2010).

O cafeeiro possui fruto simples, derivado do ovario, classificado como
drupa, carnoso e contém duas sementes. Morfologicamente o fruto possui um pedinculo curto,

oval e eliptico, com superficie lisa e brilhante, sendo verde quando imaturo, podendo
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posteriormente alterar sua coloracdo para vermelho ou amarelo quando maduro (COSGROVE,

1997).

A semente ¢ formada pela pelicula prateada, endosperma e embrido.
Seu formato & plano-convexa, eliptica e sulcada na face plana (BOREM et al., 2008). A
pelicula prateada € o envoltorio mais externo da semente, formada por uma camada de células
esclerenquimatosas. O endosperma ¢ o principal tecido de reserva constituindo-se no tecido de
maior volume da semente madura de café (BOREM et al., 2008). Silva et al. (2008) relatam
que as paredes celulares espessadas do endosperma sdo compostas principalmente de mananas
e 2% de galactose. Conforme ainda os mesmos, o embrido ¢ diferenciado, de 3-4 mm e

consistindo de um eixo embrionario, uma radicula e dois cotilédones.

4.3. Cultivar Catuai Amarelo

Introduzida no pais em 1727, foi descrita em 1913 como espécie de
frutos vermelhos foi denominada como café Comum, Nacional, Crioulo ¢ Sumatra, onde sua
denominag@o Typica (Coffea arabica L. var. typica Cramer) foi proposta por Cramer, por ser a
cultivar que representa as caracteristicas tipicas da espécie C. arabica (CARVALHO, 2008).
Desta cultivar para as mais atuais, foram obtidos ganhos de até 240% de produtividade pelo

processo continuo de selecdo (IAC, 2012).

Resultante do cruzamento artificial de cafeeiros selecionados de
Caturra Amarelo ¢ Mundo Novo o Catuai Amarelo, apresenta porte baixo, ramificagdo
secundaria e terciaria abundante e de alta produtividade. Lang¢ado pelo IAC no inicio da
década de 70, modificou os sistemas de producdo e permitiu a utilizagdo de novas areas para
cafeicultura. Suas caracteristicas aumentaram a lucratividade e a viabilidade do cultivo de café
em regides improdutivas como cerrado de Sdo Paulo e do Tridngulo Mineiro onde a cultivar &

mais plantada (IAC, 2012).
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4.4, Formagcéao das sementes

A fertiliza¢do ocorre com a dispersdo e a polinizagdo do grao de pdlen
que adere a superficie do estigma (6rgdo reprodutor feminino). Nesta etapa, ¢ iniciada a
emissdo do tubo polinico através do estilete até atingir o évulo. A divisdo celular ¢ iniciada
através de uma meiose originando dois cromossomos (n). Uma das células une-se aos dois
nucleos polares existentes no dvulo, dando origem ao endosperma ou albume, triploide (3n). A
outra célula reprodutiva une-se a oosfera, originado o ovo, futuro embrido da semente

(MARCOS FILHO, 2005).

Carvalho e Nakagawa (2000) comentam que apds a dupla fecundagéo,
processo exclusivo das angiospermas, inicia-se uma série de transformagdes na parede do
ovario que, juntamente com as estruturas relacionadas, origina o fruto; o zigoto ou ovo que se
transforma no eixo embrionario; o nucleo endospermatico primario, que se divide em mitoses
sucessivas originando o endosperma (tecido de reserva) e os intergumentos do &vulo

transformam-se em tegumentos ou testa da semente.

Assim, a semente pode ser definida como évulo maduro e fecundado.
Muitas vezes, o termo semente ¢ aplicado impropriamente para designar certos frutos secos
monospérmicos, tais como cariopses dos cereais, aquénios e ainda certos propagulos
vegetativos como bulbilho; partes de tubérculos, esporos de samambaias e de cogumelos. As
sementes apresentam basicamente uma estrutura Unica que participa da disseminagao, protecao

e reproducdo das espécies (FERREIRA e BORGHETTI, 2004).

4.5. Germinagao de sementes

Por defini¢do, a germinacdo de uma semente comega com a absor¢ao
de 4agua e completa-se com a protrusdo da radicula, através de seus tecidos circundantes.
Defini¢des como esta, levam a diversas contradi¢des de eventos celulares e moleculares que
ocorrem durante a germinagdo, quando na verdade, o crescimento da plantula também faz

parte da germinagdo (NONOGAKI et al., 2010).
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Carvalho et al. (2001) relataram que a germinagdo das sementes inicia-
se por um processo que envolve o reinicio e a continuidade das atividades metabolicas,
promovendo o desenvolvimento das estruturas do embrido, com a formagdo de uma plantula.
Para que este processo se complete, o teor de agua da semente tem que exceder um valor
critico que possibilite a ativagdo dos processos metabolicos promotores do crescimento do
eixo embriondrio (Zhang e Hasenstein, 2000). No entanto, a maioria dos estudos sobre
germinacdo de sementes considera a protrusdo da radicula como o término da fase de

germinacao.

A velocidade de absor¢do de dgua pela semente varia com a espécie,
permeabilidade do tegumento, disponibilidade de 4gua, temperatura, pressao hidrostatica, area
de contato da semente/dgua, forgas intermoleculares, composi¢do quimica e condi¢do
fisiolégica da semente (CARVALHO et al., 2012). De acordo com Marcos Filho (2005), a
agua ¢ de fundamental importancia ao metabolismo celular da germinag@o, pois interfere na
atividade enzimatica, na solubilizagdo e transporte de fotoassimilados, atuando como reagente
na digestdo das reservas da semente. Assim, Bewley e Black (1978) propuseram um padréo
trifasico de absor¢do de agua, satisfazendo grande parte dos resultados dos estudos de curva de

embebicdo de sementes de diferentes espécies.

De acordo com Carvalho e Nakagawa (2000) a fase I representa, de
maneira geral, um estagio muito rapido. E caracterizado fisiologicamente por um acentuado
aumento na intensidade respiratoria, resultando em produgdo de energia, a qual sera utilizada
em uma série de reagdes bioquimicas. Em geral, esta fase ¢ dirigida sobretudo pelo potencial
matricial da semente seca, devido ser um processo puramente fisico (FERREIRA e

BORGHETTI, 2004).

Ocorridas redugdes drasticas da velocidade de hidratagio ¢ da
intensidade de respiragdo, ¢ caracterizado assim, a fase II (MARCOS FILHO, 2005). Nesta
fase, aparentemente, ocorre um transporte ativo das substancias desdobradas na fase anterior,
do tecido de reserva para o tecido meristematico (CARVALHO ¢ NAKAGAWA 2000).

Ferreira e Borghetti (2004) relatam que nesta fase as células embrionérias ndo podem absorver
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mais agua, pois as paredes celulares estdo demasiadamente rigidas ou as estruturas que cercam

0 embrido impedem sua expansio.

O inicio da fase III é tornado visivel pela retomada do crescimento do
embrido, identificando a protrusdo da raiz primaria, tratando-se de uma etapa alcangada apenas
por sementes vivas € ndo dormentes (MARCOS FILHO, 2005). Ferreira e Borghetti (2004)
relatam que a absorc¢do de agua esta associada com o aumento de divisdes mitoticas, expansao

celular e alongamento do eixo embrionario, perdendo assim, sua tolerancia a desidratagao.

Ferreira e Borghetti (2004) comentam que em alguns casos, a
protrusdo inicial da radicula através dos tecidos de revestimento envolve apenas a expansao
das células existentes, enquanto, em outros, pode ocorrer um numero substancial de divisoes
celulares e morfogénese antes da protrusdo e da emergéncia, como acontece em sementes de

tomate (Solanum lycopersicum) e de cenoura (Daucus carota).

Embora a utilizagdo destas fases seja conveniente para ilustrar os
eventos que ocorrem na germinacdo de sementes, ndo definem os eventos metabolicos, pois, o
conteudo celular de uma semente seca ¢ estabelecido durante um prévio desenvolvimento, o
que permite a retomada dos acontecimentos metabdlicos rapidamente apds a reintrodugdo de
agua (NONOGAKI et al., 2010). Ainda conforme os mesmos, como produto de germinagdo, o
metabolismo da semente, presumivelmente, torna-se envolvido nos processos vitais para o

surgimento da radicula.

4.6. Germinacao de sementes de café

As sementes de café sdo normalmente obtidas de frutos maduros
denominados de frutos-cereja. Varios estudos elucidam sobre viabilidade irregular,
germinagdo lenta, desuniforme e baixa velocidade no processo de retomada do crescimento do
embrido de sementes de café (SGUAREZI et al., 2001; PEREIRA et al., 2002; MEIRELES
2004; MEIRELES et al., 2007; BRAZ e ROSSETTO 2008; REIS et al., 2010; RUBIM et al.,
2010 e ZONTA et al., 2010). Carvalho et al. (2012) relataram que estes tipos de caracteristicas
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ainda ndo estdo totalmente elucidadas, embora seja evidencia em estudos correlacionado com

aspectos fisiologicos desta espécie.

Estudos com sementes de pimenta (Capsicum frutensens L.)
(WATKINS et al.,, 1985), de tomate (GROOT, 1987), de meldo (Cucumis melo L.)
(WELBAUM et al., 1995) ¢ de cafeeiro (Coffea arabica L.) (SILVA et al., 2004) relatam que
degradacao hidrolitica das paredes das celulares ocasiona um enfraquecimento no endosperma
micropilar, permitindo que a radicula supere essa resisténcia e promova a germinagdo. No
entanto, este enfraquecimento da regido micropilar no endosperma € apenas um pré-requisito
sugerido por diversos pesquisadores, mas ainda pouco € conhecido sobre esse processo

durante a germinagao.

De acordo com Pereira et al. (2002), a vagarosa germinagdo das
sementes de café aliada a rapida perda do poder germinativo, ndo podera refletir no verdadeiro
estado fisioldgico da semente em tempo habil. A determinagdo de forma répida do potencial
germinativo é fator importante a ser considerado no programa de produgdo de sementes.
Atualmente, testes que fornegam resultados em periodos relativamente curtos sdo os mais
demandados, pois auxiliam em tomadas de decisdes nas diferentes etapas do processo

produtivo (REIS et al., 2010; ZONTA et al., 2010).

Eira et al. (2006) comentam que quando as sementes de café sdo
semeadas em solo, os cotilédones emergem, caracterizando tipo de germinacdo epigea.
Sementes de café do tipo C. arabica sdo submetidas a condigdes 6timas (30°C, no escuro), no
décimo dia ¢ observado mais de 50% de germinacdo (protrusdo da radicula). Silva et al.
(2004) observaram mais de 90% de germinacdo de sementes de café a partir do 15° dia quando

embebidas em agua.

4.7. A agdo do 4cido abscisico (ABA) na indugdo da dorméncia de sementes

A dorméncia ¢ definida como a incapacidade de uma semente intacta e
viavel completar seu processo germinativo sob diversas condigdes favoraveis (MARCOS

FILHO, 2005). Existem diferentes tipos de dorméncia, no entanto, o controle germinativo ¢
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frequentemente uma consequéncia da competitividade da interacdo entre o potencial de
crescimento embrionario ¢ a limitagdo da for¢ca dos seus tecidos circundantes (TAIZ e
ZEIGER, 2009). Varios hormdnios vegetais estdo envolvidos neste controle germinativo

como, por exemplo, o acido abscisico (ABA).

A traducdo do sinal gerado pelo ABA ¢ iniciada com sua ligacdo a
receptores supostamente localizados na membrana plasmatica ou em membranas situadas no
citosol (FERREIRA e BORGHETTI, 2004). A ocorréncia desta tradugdo, segundo Bewley e
Black (1994), inibe a germinacdo de sementes de muitas espécies vegetais. Silva et al. (2004)
em estudos com sementes de café (C. arabica) demonstraram a ocorréncia de um aumento
transitorio no conteudo de ABA enddgeno nas células do embrido durante a germinagdo, que

inibe a extensibilidade da parede celular, e, assim, limitar a elevag¢do do turgor celular.

Inibidores enddgenos exercem controle na embriogenese e na
maturagdo de sementes, particularmente na prevencdo da germinagdo precoce (CARVALHO
et al., 2001). A ocorréncia destas substdncias mostra-se variavel de acordo com a espécie,
cujos locais de acdo nem sempre s@o os mesmos de onde sdo extraidos (CARVALHO e

NAKAGAWA, 2000).

O padrio trifasico da germinagdo proposta por Bewley e Black (1978),
tem um contetido de ABA em niveis muito baixos no inicio da embriogenese, atingindo niveis
mais elevados na fase intermediaria desse processo e, entdo, diminuindo gradualmente os
niveis deste hormodnio até a semente atingir a maturidade. Assim, o balango hormonal das
sementes ainda ¢ complexo, devido ao fato que nem todos os tecidos possuem o mesmo

gendtipo (TAIZ e ZEIGER, 2009).

O ABA induz e bloqueia a expressdo de diversos genes, entre eles os
que codificam polipeptideos com dominio de ligagdo ao RNA e diversas proteinas
(FERREIRA ¢ BORGHETTI, 2004). Mesmo ndo conhecendo a identidade dos transcriptos,
acredita-se que estejam envolvidos com a dorméncia e que a inibicdo da sintese e/ou a

remocao ativa deles seja(m) necessaria(s) para a progressao da germinagao.
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Silva et al. (2008) expdem que o ABA inibe o enfraquecimento da
regido micropilar do endosperma de sementes de café e a atividade da endo-f-mananase. Em
sementes de alface (Lactuca sativa L.) (HALMER et al., 1975), tomateiro (Solanum
lycospersicum) (GROOT e KARSEN 1992), alfarrobeira (Ceratonia siligua L.) (KONTOS ¢
SPYROPOULOS, 1995) ¢ Sebastiana marginata Benth (POTOMATI, 2000), apresentam a
mobilizacdo do galactomanano inibida pelo ABA quando aplicada exogenamente,

demonstrando a interferéncia das atividades de enzimas que hidroliticas.

Silva et al. (2002) constataram o envolvimento do ABA na regulacdo
de algumas etapas iniciais do processo germinativo de embebi¢do das sementes de café; a
protrusdo radicular coincide com niveis proximos de zero. Esta correlacdo negativa entre os
niveis de ABA no embrido e no inicio do processo de germinag¢do de sementes de cafeeiro,

ocorre também de maneira semelhante em diferentes espécies vegetais.

Outra importante fungdo do ABA no desenvolvimento da semente ¢ a
aquisi¢cdo da tolerancia a dessecagdo. Durante periodos entre as fases intermediaria e tardia do
desenvolvimento da semente ocorre tanto um actimulo de RNAs-mensageiros especificos
quanto um aumento nos niveis enddgenos do ABA (TAIZ e ZEIGER, 2009). Assim, o
envolvimento do ABA em varios processos fisioldgicos importantes, em vdarias espécies
vegetais, ja ¢ estabelecido e caracterizado, proporcionando importantes ferramentas para

aplicacdo na area sementeira e biotecnologica.

4.8. Genes de estudo

A actina (ACT) é um gene que desempenha um papel importante na
morfogénese das células das plantas, envolvendo o transporte de organelas, vesiculas,
membranas e células componentes da parede para o crescimento de células como em pelos
radiculares, tricomas e tubos polinicos (LI et al., 2005). Kandasamy et al. (2001) referem que
este gene participam em processos dirigidos pelo citoesqueleto, tal como a iniciagdo rapida da
proliferacdo, expansdo e diferencia¢do celular, que sdo fundamentais para o crescimento das

plantas.
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A atividade da quinase dependente de ciclina (CDK) € bem conhecida
no ciclo celular das plantas e regulada por varios mecanismos bioquimicos, incluindo
fosforilagdo de proteinas e protedlise (HEALY et al., 2000; YANG et al., 2011). De acordo
com Volkweis et al. (2008) o ciclo celular compreende todo o periodo entre duas divisdes
mitéticas. E controlado por uma série de moléculas presentes no nticleo celular, que
determinam se a célula entrard em mitose, diferencia¢do, repouso ou morte. Apresenta cinco
fases: G; (first gap), S (DNA synthesis), G, (second gap), M (mitose) e G (repouso) (Figura
1).

Durante a fase G, ocorre a sintese de proteinas e de acido ribonucléico
(RNA). Nessa fase, ha um ponto critico, denominado ponto de restri¢do (Ponto R), quando a
célula pode seguir o ciclo para a divisdo ou sair e entrar em repouso. Na fase S, ocorre a
duplicacdo do DNA e a célula torna-se tetraploide (4n). Em G, a célula prepara-se para a

mitose. Na fase M,

Figura 1. O ciclo celular consiste de uma fase mitotica (M), durante a qual ocorrem a primeira divisdo nuclear
(mitose) e a divisdo celular (citocinese). A fase M ¢ seguida de um periodo longo de crescimento
conhecida como interfase (I). A interfase em células que se dividem possui trés subfases (Gg, G, S e
G,) (FISICANET, 2012).
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ocorre a divisdo celular em duas células filhas diploides (2n). Apds a mitose, a célula pode
entrar na fase Gy, na qual fica em repouso, ou reiniciar outro ciclo (WARD, 2002). A ciclina ¢
responsavel, em grande parte, pelo controle do crescimento das plantas, através da formacdo
de células associada ao ciclo celular (MIRONOV et al., 1999). Qi e John (2007) expdem que
este tipo de crescimento celular é bastante importante, pois a diferenciagdo dos tipos de células
em plantas se encontra sob um controle autdnomo.

As expansinas (EXPA2) sdo proteinas de afrouxamento da parede
celular vegetal que se ligam a interface entre as microfibrilas e polissacarideos, facilitando a
extensdo da parede celular, hemicelulose, turgescéncia e outros componentes (BUDZINSKI et
al., 2010). Diversos pesquisadores observaram que a expansina desempenha um papel
importante numa variedade de eventos como, a polinizacdo, amolecimento do fruto, o
desenvolvimento radicular, crescimento celular, a germinagdo de sementes, abscisdo, as
respostas ao estresse e o parasitismo (COSGROVE et al., 1997; FLEMING et al., 1997,
BRUMMELL et al., 1999; ZANG e HASENSTEIN, 2000; CHOI et al., 2006).

A a-galactosidase (¢(GAL) € conhecida como a tnica enzima capaz de
hidrolisar residuos de galactose a partir de paredes celulares de polissacarideos por clivagem
(SMITH et al., 1996). Sua capacidade de liberar hidratos de carbono, galactolipideos e
glicoproteinas a partir de componentes da parede celular durante a expansdo celular,
senescéncia e amadurecimento de frutos tem sido identificado na literatura (BUCKERIDGE e
REID, 1994 e ZHA et al., 2012). Sua atividade enzimatica e expressdo génica tém sido
observadas em poélen, sementes e plantulas (BUCKERIDGE e REID, 1994; FEURTADO et
al., 2001; KIM et al., 2002 e LIMA et al., 2004).

A B-manosidase ¢ conhecida por hidrolisar oligomananas (MO e
BEWLEY, 2002). No entanto, ainda conforme os mesmos, ndo t€ém sido clonados e nem
sequenciado nada em relagdo a B-manosidase, resultando em poucas informagdes sobre esta
enzima associado a sua atividade em relagdo a germinacdo e mobiliza¢do de galactomanano.
Alguns autores tém relatado a atividade desta enzima em endospermas isolados do mutante de
tomate gib-1, onde aumenta em resposta a giberelina (ISHIMIZU et al., 2004). A sua presenga
foi notada em sementes de outras espécies, como tomate (Solanum lycopersicum) (MO e
BEWLEY, 2002 ¢ 2003) e aspargos (Asparagus officinalis) (WILLIAMS et al., 2001).
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A atividade da endo-B-mananase (MAN) em sementes tem sido
relatada em vdrias espécies endospérmicas antes e depois da protrusdo da radicula. Embora a
degradac¢do da manana seja iniciada pela atividade da MAN, o principal papel desta enzima no
enfraquecimento da parede celular e do endosperma ¢ controverso por alguns autores (GONG
et al., 2005; HOLDSWORTH et al., 2008). Contudo, Iglesias-Fernandez et al. (2011) relatam
um consenso entre autores, onde, a MAN € necessdrio para o enfraquecimento do endosperma,

mas ndo ¢ suficiente para permitir a conclusdo da germinagao.

4.9. Estudos de expressao génica em sementes

A pesquisa na area da biologia molecular associada ao controle de
qualidade de sementes tem evoluido rapidamente e novas técnicas t€ém-se mostrado tuteis na
obtencdo de classes distintas de marcadores moleculares (VASCONCELOS et al., 2010).
Estes auxiliam na elucidagdo dos fatores que afetam a qualidade, a identificagdo e preservacao
do material genético, permitindo o monitoramento de todo processo produtivo. Contudo, ainda
sdo escassos os trabalhos voltados a expressdes de genes durante o processo germinativo nas

principais espécies vegetais.

Pesquisas tém sido desenvolvidas para detectar as diversas reagdes
metabdlicas que envolvem sintese e degradacdo de moléculas durante o desenvolvimento, a
germinagio e a deterioracio de sementes (JOSE et al., 2009). Estudos afirmam que analises do
acimulo de materiais de reserva por meio de marcadores moleculares, durante a fase de
maturagdo das sementes, podem fornecer indicios da qualidade de sementes (VENGLAT et

al., 2011).

Assim, tecnologia como o uso da Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) em tempo real ¢ empregada em estudos da expressdo génica, uma vez que as
quantidades de mRNA convertidos em cDNA e amplificados na reagdo podem ser
monitoradas a cada ciclo pela fluorescéncia emitida durante a reacdo (LOGAN et al., 2009).
Com a finalizag@o de cada ciclo, cada par de “primers” sintetizam a sequéncia complementar,

aumentando de uma forma exponencial enquanto as sequéncias mais longas acumulam-se de
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uma forma linear, desde que as quantidades de DNA de partida estejam presentes em

quantidades limitantes (ARGYROPOULOS et al., 2006).
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5. MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi realizada no Laboratério de Andlise Sementes do
Departamento de Producdo e Melhoramento Vegetal, da Universidade Estadual Paulista “Julio
de Mesquita Filho”, Faculdade de Ciéncias Agrondmicas — Campus de Botucatu empregando-
se sementes de café (Coffea arabica L.), cultivar Catuai Amarelo, colhidas no ano de 2011 e
cedidas pela EPAMIG — Machado-MG. Foi determinado o teor inicial de agua pelo método de
estufa a 105 = 3 °C, por 24 horas, utilizando duas subamostras de 25 sementes (BRASIL,
2009). Os resultados foram expressos em porcentagem média, na base imida. Logo apos, as
sementes foram acondicionadas em saco de polietileno conforme descrito por Braghini e
Fazuoli (2007) e armazenadas em camara de circulagdo de ar a temperatura de 10 °C, para

manter a qualidade fisioldgica das sementes, até o inicio das avaliagdes.

5.1. Curva de embebicéo em agua

A curva de embebi¢do de sementes de café foi elaborada mediante
avaliagdes didrias do(s) peso (massa/fresco(s)) de cada uma dessas apds acondiciona-las em

substrato de papel umedecido com agua destilada, modo idéntico ao teste de germinagdo.
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Foram empregadas quatro repeti¢cdes, com 25 sementes cada, com auxilio de uma balanca

digital com precisao (de 0,001 g).

5.2. Crescimento do embrido de sementes de café embebidas em &gua e em &cido
abscisico (ABA) [1000 uM]

O crescimento do embrido das sementes de café avaliado aos 1, 3, 6 ¢
9 dias de embebi¢do em dgua e em solucdo de ABA conforme descrito no item 5.3.. Para
tanto, em cada periodo de embebi¢cdo 10 embrides foram isolados, com o auxilio de uma

lamina e mensurados com um paquimetro digital.

5.3. Germinagao em agua e em acido abscisico

Os testes de germinacdo foram realizados apds a remog¢do do
pergaminho aderente as sementes de café e posterior assepsia com hipoclorito de sédio a 1%
durante cinco minutos. Em seguida, as sementes foram lavadas em agua corrente e dispostas
em placas Petri (9,0 x 1,5 cm), entre substrato de papel “Germitest” umedecidas com agua
destilada ou solugdo de acido abscisico (ABA) da Sigma Aldrich®, na concentragdo de 1000

MM, em quantidades equivalentes, em mililitros, a 2,5 vezes o valor do peso seco do papel.

Para obtencdo da solug¢do do acido abscisico foram diluidos 0,0607 g
de ABA em 0,5 mL de hidréxido de potassio. Logo apds, a solugdo de ABA foi diluida em
230 mL de 4gua pura e autoclavada, sob agitador magnético e o pH ajustado para 7,0 com
adi¢do de 1N de HCI em pH/ion meter 450 da Corning. Foram utilizadas quatro repeticdes de
25 sementes e acondicionadas em cadmara de germinagao, tipo BOD, a 30 °C com auséncia de
luz. A contagem das sementes germinadas foi realizada diariamente, considerando-se as com
protrusdo de radicula com, no minimo, um milimetro. Os resultados foram expressos em

porcentagem.
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Neste periodo de observacdes foram feitas fotos das sementes
embebidas, com auxilio de um analisador de imagens modelo LAS V3.7 (Leica Application

Suise) em sistema computadorizado acoplado a um microscdpio estereoscopio modelo M125.

5.4. Estudos moleculares das sementes de café durante os periodos de embebicdo em

agua e acido abscisico

Foram isolados aos 1, 3, 6 ¢ 9 dias, trés repeti¢des de 50 embrides e 50
regides endospermaticas micropilares de sementes de café embebidas em dgua e em acido
abscisico, este na concentragdo de 1000 PM, como descrito no teste de germinacdo. As
amostras bioldgicas foram acondicionadas em tubos plasticos, tipo “eppendorf”, congelados
sob nitrogénio liquido e armazenados em “deep freezer” a uma temperatura de -80 °C. Em
seguida, foi efetuada a maceragdo dos embrides, com o auxilio de um conjunto de almofariz e

pistilo.

5.4.1. Extracdo de RNA

Para a extragdo do RNA foi utilizado o “kit” — NucleoSpin RNA
Plant® da Macherey-Nagel. Conforme descrito no protocolo, em capela, foram transferidos
aproximadamente 100 mg do material macerado, 350 uL de tampao de extragdo e 3,5 pL de -
mercaptoethanol (B-ME) para um microtubo de 1,5 mL. Logo em seguida, as amostras foram
homogeneizadas com auxilio de um agitador “Vortex”, transferidas para filtros NucleoSpin
Filter” acoplados a tubos coletores de 2 mL e centrifugadas por um minuto a 11.000 rpm, para

reducdo da viscosidade.

Foram adicionados 350 pL de etanol 70% nos filtrados de cada
amostra e transferidas para colunas de NucleoSpin RNA Plant” acoplados a tubos coletores de
2 mL e centrifugadas a 30 segundos a 11.000 rpm. Em seguida as colunas de filtragem foram
acondicionadas a novos tubos coletores. Para cada coluna de filtragem, foram adicionados 350
UL de Membrane Desaltting Buffer®, centrifugadas por um minuto a 11.000 rpm até a

membrana da coluna de filtragem apresentar-se seca. Foram adicionados no centro da
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membrana de silica da coluna de filtragem 95 pL de DNAse reaction mix” e deixados em

repouso, atemperatura ambiente, por 15 minutos.

As coluna de filtragem foram submetidas a lavagem com 200 pL de
tampao e centrifugadas por 30 segundos a 11.000 rpm. Acondicionadas em novos tubos
coletores, as colunas de filtragem foram submetidas a uma segunda lavagem adicionando 600
ML de tampao RA3 e centrifugadas por 30 segundos a 11.000 rpm. Apds o descarte da solugao
do tubo coletor, foi adicionado 250 UL de tampdo em colunas de NucleoSpin RNA Plant” e
centrifugado por dois minutos a 11.000 rpm até secar completamente a membrana.
Transferidas as colunas de NucleoSpin RNA Plant® para micro tubos de 1,5 mL, foram
adicionados 40 ML de 4gua RNAse-free nas colunas de NucleoSpin RNA Plant® e

centrifugadas por um minuto a 11.000 rpm para obteng¢do do RNA extraido.

Apds a extracio de RNA, as amostras foram quantificadas em
espectrofotdometro Nanodrop-2000 (Thermo Scientific) e seus resultados expressos em ng/pL.
A verificacdo da integridade das amostras de RNA foi realizada mediante avaliagdo em gel de

agarose 1,0% em cuba de eletroforese a 60 volts em 45 minutos.

5.4.2. Sintese de cDNA

Para a sintese de cDNA, foi utilizado o kit ProtoScript® da New
England Biolabs. Conforme o protocolo descrito no kit, foi realizado um mix para cada
amostra bioldgica, com concentragdes de 1000 ng de RNA, um microlitros dos primers
d(T)23 VN® com 5 pM de concentracdo, um microlitro de Randon®™ com concentragdo de 6 pM
e agua livre de nucleasse varidvel para obtengdo de volume total de oito microlitros. As
amostras foram incubadas em termociclador a 70 °C por cinco minutos. Logo apds, em gelo,
foram adicionados 10 L de AMV Reaction Mix” e dois microlitros de AMV Enzyme Mix".

Para o controle negativo, a AMV Enzyme Mix" foi substituida por 4gua livre de nucleasse.

As amostras de reagdo foram incubadas em termociclador a 25 °C, por
5 minutos, e a 42 °C, por uma hora. Para inativacdo da enzima, a temperatura do termociclador

foi elevada para 80 °C, por cinco minutos. A quantificagio do cDNA foi realizada em
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espectrofotdmetro Nanodrop-2000 (Thermo Scientific) e seus resultados expressos em ng/pL.

As amostras foram conservadas em freezer a -20 °C.

5.4.3. Desenho dos primers

Primers especificos de Actina (SGN-U618902), associados a
processos dirigidos pelo citoesqueleto, foram desenhados utilizando sequéncia de mRNA de
sementes de café (GILLIAND et al., 2003). Sequencia de aminoacidos de quinase dependente
de ciclinas (SGN-U607600), obtida de uma mistura de folhas, frutos, flores, raiz e calos de
Coffea arabica, foi selecionada ¢ utilizada para confec¢do dos primers. Regides altamente
especificas de a-expansina (GQ434002.1) relacionado ao crescimento celular e germinagdo de
sementes (CHEN e BRADFORD, 2000) foram desenhadas utilizando sequéncia de mRNA do

frutos de café conforme Budzinski et al. (2010).

A sequéncia de cDNA de a-galactosidase de sementes de café
(L27992.1) obtida por Zhu e Goldstein (1994), foi utilizada para desenhar primers especificos
associados com a hidrolisacdo de residuos de galactose a partir de paredes celulares de
polissacarideos por clivagem (SMITH et al., 1996). Primers especificos foram desenhados
usando sequéncia de cDNA de endo-B-mananase (AJ293305) de sementes de café durante a

germinacdo (MARRACINI et al., 2001).

Para sintese dos oligonucleotideos da -manosidase, responsavel por
hidrolisar oligomananas (MO e BEWLEY, 2002), foi copiada a sequéncia de aminoacidos
conforme Silva (2002), ¢ convertida em sequéncia de nucleotideos disponivel online pelo
programa European Bioinformatics Institute
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/st/emboss_backtranseq/). Logo apods, a sequéncia de J-
manosidase foi submetida ao BLAST®, disponivel online
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para alinhamento de sequéncias com alta homologia
com outras B-manosidases. Como controle interno foi utilizado primers de 18S para

normalizagdo (Tabela 1).



26

Para desenho dos primers, foram utilizadas sequencias depositadas no
banco de dados do  National Center for  Biotechnology  Information
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e Sol Genomics Network
(http://solgenomics.net/about/about solanaceae.pl). Todas as sequéncias foram salvas em

formato Fasta para o desenho dos primers.

0] programa Primerquest
(http://biotools.idtdna.com/Scitools/Applications/Primerquest/), disponivel online foi utilizado
para o desenho dos primers (Tabela 2). Para tal, os seguintes parametros foram utilizados:
tamanho em média de 19 pb; Temperatura de Melting (Ty) em média de 60 °C, quantidades
de GC em torno de 55% e tamanho médio dos fragmentos amplificados entre 70 a 150 pb.
Logo apdés os primers foram alinhados com sequéncias disponiveis online

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para verificar a eficiéncia dos mesmos.

Tabela 1. Genes (mRNAs) estudados no embrido e no endosperma micropilar durante a
germinacdo de sementes de café.

Simbolo Gene Nome do Gene Relacionada a

ACT Actina Citoesqueleto®
CDK Ciclina Crescimento ¢ formagdo de células associadas com o 0101(2)
celular
EXPA2 a-Expansina Crescimento celular e germinagio®
aGAL w-Galactosidase Hidrolisa residuos de galaqtose a Partlr de pal'redes dﬁ
celulares de polissacarideos por clivagem
LeMSde2 p-Manosidase Hidrolisa oligomananas®
SMAN Endo-B-Mananase

Enfraquecimento da parede celular e do endosperma®
185 Normalizador’

!Gilliland et al. (2003); Valadez-Gonzélez et al. (2007); *Chen e Bradford (2000); “Zhu e Goldstein
(1994); Mo e Bewley (2002); ®Marraccini et al. (2001); "Kim et al. (2010).
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Tabela 2. Primers especificos de embrido e endosperma micropilar de sementes de café
utilizados para analises de PCR em tempo real.

Nome do Gene Foward Reverse
Actina TTGGCTCCCAGCAGCATGAA TGCTGGAATGTGCTGAGGGA
Ciclina TTTGGATTGGCCCGTGCCTT AGCCAACTGACCACACGTCA
a-Expansina TCGTGCAGGCATCGGTCAAA AAGAGCGACGGTCACTTGCT

a-Galactosidase =~ TCCATGGACGGTGCGACTTT AAGAGGTCCAGCCCAAACCT
B-Manosidase TTGGGCCGTGAAGTCGTGAA AAGGCAGCAACCACTCTTGG
Endo-B-mananase TCCTGGATACCAAGTGGGCA AACATCATCTGTGCACCGTCGC
18S ribossomal TGACGGAGAATTAGGGTTCG  CCTCCAATGATCCTCGTTA

5.4.4. Quantificacdo da expresséo relativa por PCR em tempo real

Para a quantificagdo da expressdo relativa dos genes-alvo e do
normalizador foi utilizada a técnica de PCR em tempo real utilizando 0,4 pl primers Foward e
Reverse na concentragdo de 2,0 mM; 1,0 pl de cDNA na concentragdo de 100 ng/pl e 10 pl de
EvaGreen® master mix, resultando em uma solucdo final de 20,0 pl. Posteriormente as
amostras foram incubadas em um termociclador éptico (Eco Real-Time) da Illumina® para

avaliacdo da expressdo dos genes em estudo.

Foram utilizadas trés repeti¢des biologicas e duas repetigdes técnicas
para cada amostra. O controle negativo foi realizado com auséncia de cDNA e adi¢do de agua
livre de RNAse. Tal procedimento foi adotado para certificar a auséncia de qualquer tipo de
contaminacdo. Para determinag¢do do limite de detec¢do dos transcritos ¢ da eficiéncia das
amplificagdes para cada gene analisado, utilizaram-se quatro quantidades de cDNA: 100, 10, 1

e 0,1 ng.

A amplifica¢do dos fragmentos foi realizada com um ciclo de 50 °C
por 2 minutos, para iniciar a incubag¢do, seguido de um periodo de desnaturacdo a 95 °C por 10
minutos. Logo apods foram utilizados 40 ciclos de 10 segundos a 95 °C e 30 segundos a 61°C.
No final do processo foi realizada a curva de Meting a 95 °C, 55 °C e 95 °C em 15 segundos

para cada temperatura, a fim de garantir especificidade dos primers.
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Conforme Livak e Schmittgen (2001), a determinagdo da expressdo
génica foi baseada pela reagio exponencial da PCR pela expressio QR = 2°4“ onde QR
representa o nivel de expressdo génica, Ct representa o ciclo de amplificacdo no qual cada
amostra apresenta amplificacdo exponencial, ACt refere-se a diferenca entre Ct da amostra
amplificada para o gene alvo e o Ct da mesma amostra amplificada para o gene controle € o
AACt representa a diferenca entre o ACt da amostra de interesse € o ACt da amostra de
referéncia (um dia de embebi¢do). A eficiéncia dos primers foi calculada, permanecendo entre
1,96 a 2,00. Para efeito de calculo foi considerada uma eficiéncia de 2,00. Posteriormente os
dados foram analisados no programa SJgma Plot, obtendo uma representagdo grafica e

numeérica do aumento da fluorescéncia ocorrido durante os ciclos da reacdo.

5.5. Andlises estatisticas

O delineamento experimental foi em um esquema fatorial 3x2 (dias de
embebicdo x tratamento com e sem hormdnio), em trés repeticdes bioldgicas. Os dados
obtidos foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey a

5% de significancia.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

O valor médio do teor de agua das sementes de café foi 13,3%.
Quando submetidas as sementes de café a embebicdo, verificou-se uma elevacdo em seu
peso fresco até o terceiro dia (Fase I), onde se mantiveram relativamente constante até os
nove dias (Fase II), para, entdo, apos o décimo dia, tornaram-se novamente crescentes
(Fase III), fato caracterizador da retomada do crescimento do eixo embrionario (Figura 2.).
A curva de embebicdo das sementes de café obedeceu ao padrio trifdsico como descrito

por Bewley e Black (1994).

Camargo (1998) e Silva (2002) também observaram, com clareza, a
existéncia das trés fases da curva de embebigdo e a ocorréncia da protrusdo radicular das
sementes de café ao nono dia de embebi¢do. Silva (2002) relatou a existéncia de células
endospermaticas de café com paredes muito espessas, que podem prolongar o periodo de

absor¢do de agua.

Do inicio ao terceiro dia de embebi¢do em é4gua foi verificado
aumento significativo do comprimento do embrido, hipocétilo e dos cotilédones, das
sementes de café, conforme a Figura 3. Quando 50% das sementes de café tiveram a
protrusdo da radicula, o comprimento do embrido foi de 5,02 mm, do hipocétilo cerca de

3,20 mm e dos cotilédones de 1,82 mm (Figura 3.).
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Figura 2. Dados médios (®) do peso fresco para curva de embebigdo durante a germina¢do de sementes de
café e barras de erro indicam os desvios padro. A seta indica 50 % da protrusdo radicular.
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Figura 3. Comprimento do embrio (), hipocétilo (o) e cotilédones (V) de sementes de café embebidas em
4gua. As barras de erro indicam os desvios padrio. "Médias seguidas pelas mesmas letras nos
pontos ndo diferem entre si pelo teste Tukey, a 5% de probabilidade.
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Quando as sementes de café¢ foram colocadas para embeber em
solugdo de ABA, foi constatada uma inibi¢do no crescimento dos embrides, hipocdtilos e
dos cotilédones (Figura 4.). No decorrer dos nove dias de embebicdo, foi observado uma
estabilidade em média do crescimento do embrido (4,01 mm), hipocétilo (2,48 mm) e
cotilédones (1,53 mm). Em todos os periodos de embebicdo em ABA ndo foi possivel

observar a protrusdo da radicula das sementes de café.

A mensuracio direta do comprimento do embrido complementa a
informacdo de que o eixo embriondrio e os cotilédones contribuiram para o crescimento
total do embrido, antes da protrusdo da radicula. Silva (2002) relatou esta ocorréncia em
sementes de café como decorrente do potencial de pressdo e a capacidade de extensdo da
parede celular. Silva et al. (2008) observaram, em estudos de microscopia, que o
crescimento do eixo embriondrio foi determinada pelo alongamento das células apds nove
dias de embebicdo. O fato coincide com o consenso geral de que o crescimento da radicula

tem relagdo direta com as células de alongamento do eixo embrionario.
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Figura 4. Comprimento do embrifo (®), hipocotilo (o) e cotilédones ( ¥) de sementes de café embebidas em
ABA. As barras de erro indicam os desvios padrio. ‘Médias seguidas pelas mesmas letras nos
pontos ndo diferem entre si pelo teste Tukey, a 5% de probabilidade.
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Alguns pesquisadores relatam que o crescimento necessario para
expansdo das células da radicula e ruptura do endosperma micropilar depende do ambiente
e sdo hormonalmente regulados por células do afrouxamento das paredes celulares
mediados por proteinas e expansinas (COSGROVE, 2005; KNOX, 2008, VOEGELE et al.,
2005).

Quando as sementes foram embebidas em solugdo de ABA apos
trés dias, ocorreu uma inibigdo no crescimento total do embrido, coincidindo com a
auséncia da expansdo das paredes celulares endospermadticas. Diversos pesquisadores, ao
estudar a acdo do ABA no crescimento do embrido, observaram inibi¢do da expansdo
celular e a diminuicdo do potencial de crescimento em sementes de tomate, café e B. napus
(SCHOPFER ¢ PLACHY, 1985; TOOROP et al., 2000; SILVA et al., 2004 e SILVA et al.,
2008).

Queiroz (2009) e Queiroz et al. (2012), ao avaliarem o crescimento
de embrides de sementes de Genipa americana embebidas em 100 uM de ABA,
observaram um pequeno crescimento total dos embrides seguido de uma inibigdo do
alongamento das células apds 15 dias de embebi¢do. Nik et al, (2011) relataram a
importancia da medi¢do do comprimento do embrido, como auxilio a selecdo de plantulas

vigorosas.

O inicio da germinagdo das sementes de café embebidas em dgua
foi observado ao quinto dia, conforme a Figura 5. Com nove e 11 dias de embebigao,
foram verificadas de 50% a 90% de germinag¢do. Quando as sementes de café foram
submetidas a tratamento de 1000 uM de ABA, ndo ocorreu a germinacdo (Figura 5.).
Selmar et al. (2002), confirmado por Bytof et al. (2007) relataram distintas hipoteses sobre

a germinagdo de sementes de café devido as diferencas em seu estado metabolico.

No geral, as sementes de café germinam lentamente. Em condig¢des
Otimas € possivel observar sementes germinadas a partir do quinto dia de embebigdo
(SILVA, 2002). Silva et al., (2008) expdem que sementes de café pertence a um grupo que
possuem elevadas quantidades de manano em seu material de reserva. Bewley e Black
(1994) explanam que a hemicelulose € o principal componente das paredes celulares das

sementes de café, podendo servir como reserva. Em trabalho semelhante com sementes de
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Figura 5. Germinagdo de sementes de café embebidas em agua (@) e em ABA (1000 uM) (o). Os pontos de
dados sdo em média de quatro repeti¢des de 25 sementes e as barras de erro indicam o desvio
padrio.

café, Silva (2002) e Silva et al. (2008) observaram que as células da parede celular

perderam a integridade coincidindo com a expansdo da parede celular do endosperma.

A extensdo da parede celular precedida conclusdo da germinagdo,
tornou-se visivel com nove dias de embebicao (Figura 6.). A expansdo celular foi inibida
quando as sementes foram embebidas em 1000 uM de ABA. Apos trés dias de embebigao,
as sementes de café ja compunha a Fase Il da germinagdo, sem nenhuma protuberancia
visivel na regido micropilar endospermatica. Aos seis dias de embebi¢do foi possivel
observar a expansdo das células da parede celular da regido micropilar das sementes de

café.

Silva et al. (2008) mostram que tipo de comportamento ¢ devido a
um mecanismo celular controlado na absor¢do de 4gua. Em sementes de café, as células da
parede celular do endosperma sdo mais espessas, levando um tempo maior para hidratar
completamente (SILVA et al., 2004). Aos nove dias de embebicdo, percebeu-se uma
protuberancia na regido micropilar endospermatica, seguido da protrusdo da radicula das

sementes de café (Fase III). Toorop et al. (2000) comentam que o afrouxamento da regido
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Figura 6. Germinag¢fo de sementes de café durante nove dias de embebigdo em dgua.

micropilar do endosperma ¢ mediada por enzimas hidroliticas. Sliwinska et al. (2009)
alegam que a germinagdo ¢ acompanhado pelo aumento no conteido de DNA e que a

expansdo do eixo seguido da protrusdo da radicula € devido a expansdo das células.

Em solug¢do de ABA foi observado que o potencial de crescimento
do embrido e o afrouxamento das paredes celulares endospermaticas foram inibidos. Casos
semelhantes foram observados em sementes de tomate (TOOROP et al., 2000), café
(SILVA et al., 2008) e Genipa americana (QUEIROZ et al., 2012). No entanto, verificou-
se que o ABA nio influenciou na absor¢do de dgua das sementes (Fase I), pois as sementes
de café apresentaram visualmente pouco e/ou quase nenhum afrouxamento das paredes

celulares ap6s os nove dias de embebigao.

Foi observado que a normalizacio do cDNA de embrides de
sementes de café embebidos em agua com o 18S, apresentou uma variagao de Ct 16,35 —
17,01. Quando submetidos a solucdo de ABA, foram obtidas variagdes de Ct 16,35 —
17,87, independentemente dos tratamentos avaliados (Figura 7.). Comportamento
semelhante foi observado quando normalizado o c¢DNA da regido micropilar
endospermatica com o 18S, conforme a Figura 8. Esses resultados podem ser atribuidos ao
metabolismo semelhante de ambas as regides estudadas serem proximas nas sementes de

café.

Field et al. (1988) explanam que o gene 18S ¢ uma parte do RNA
ribossomal (rRNA) amplamente utilizado em andlises moleculares para reconstruir a

historia evolutiva dos organismos. O 18S rRNA ¢é o mais utilizado em estudos
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filogenéticos e um importante marcador de alvo aleatério da PCR no rastreio da
biodiversidade ambiental. Este normalizador esta exposto a forgas seletivas semelhantes

em todos os seres vivos (MEYER et al., 2010).
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Figura 7. Ct do gene 18S em embrides de sementes de café embebidas em dgua e em ABA (1000 uM). As
barras representam as médias e o erro indica o desvio padrdo de trés repeti¢des bioldgicas.
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Figura 8. Ct do gene 18S em regido micropilar de sementes de café embebidas em agua e em ABA (1000
pM). As barras representam as médias e o erro indica o desvio padrdo de trés repeticdes
biologicas.
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A expressdo da enzima actina no embrido das sementes de café ndo
aumentou significativamente nos trés primeiros dias quando embebidas em agua, o que,
todavia, ocorreu aos seis dias, seguido de uma reducdo da quantificacio relativa aos nove
dias de embebigdo (Figura 9.). As sementes de café foram submetidas a solugdo de ABA,
observou um aumento na expressao relativa do gene em estudo aos seis dias, ndo diferindo
estatisticamente aos nove dias de embebicdo. Houve interagdo significativa entre as
sementes embebidas em 4gua e em solucdo de ABA durante todos os periodos de

avaliagdo.

Carvalho e Recco-Pimentel (2007) comentam que a polimerizacio
da actina ¢ relativamente lenta em sua fase inicial, causando atrasos. A segunda etapa ¢
conhecida como alongamento, correspondendo a uma fase exponencial de crescimento
seguido de equilibrio, correspondente a uma fase de manuten¢do da quantidade de
filamentos. Entretanto, Alberts et al. (2006) explicam que nem sempre os mondmeros de
actina polimerizam os filamentos nas células, devido a pequenas proteinas, como a

timosina e profilina, que se ligam aos mondmeros no citosol, evitando que sejam
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Figura 9. Expressdo relativa do gene actina em embrides de sementes de café embebidas em dgua e em ABA
(1000 uM). As barras representam as médias e o erro indica o desvio padrio de trés repetigdes
bioldgicas. ‘Médias seguidas pelas mesmas letras, mintsculas dentro de cada tratamento e
maiusculas entre os tratamentos nas barras, ndo diferem entre si pelo teste Tukey, a 5% de
probabilidade.
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adicionados as extremidades dos filamentos de actina.

An et al., (1996), ao avaliarem a expressdo conservada de actina
em plantas de Arabidopsis, verificaram uma variabilidade na atividade da ACT1-GUSem
tecidos vasculares jovens. Gilliand et al. (2003) observaram que a atividade do gene ACT-7
na germina¢do de sementes mutantes de Arabidopsis foi tardia quando comparada com as
de tipo selvagem. Li et al. (2005), ao analisarem a expressdo da actina (GhACT) em
distintos tecidos vegetais do algoddo (Gossypium hirsutum), verificaram maior atividade

na fibra, especialmente na fase de elongagdo das células.

A actina, em particular, ¢ conhecida em niveis de expressdo por
aumentar a exposicdo de auxinas (KANDASAMY et al., 2001). O controle da germinagao
das sementes e o crescimento da raiz envolvem sinais hormonais, como acido abscisico €
acido giberélico para germinagdo e auxina e citocinina para o crescimento da raiz
(LOVEGROVE e HOOLEY 2000 e RASHOTTE et al., 2000). Li et al. (2005) propdem
que especializadas expressdes funcionais de genes de actina sdo necessarios para o
desenvolvimento adequado das células e do tipo de tecido que pode refletir a evolugao

divergente no desenvolvimento da planta.

A quantificagdo relativa da quinase dependente de ciclina
apresentou uma estabilidade até o sexto dia, seguido de um aumento expressivo aos nove
dias quando embebidas em agua (Figura 10.). Para embrides embebidos em ABA, foi
observado um aumento significativo na expressdo da quinase dependente de ciclina nos
trés primeiros dias, seguido de um declinio nos dias posteriores (Figura 10.). Em todos os

periodos de avaliacdo, verificou-se interagdo significativa entre os tratamentos.

Alberts et al. (2006) mostram que as ciclinas, que atuam mais cedo
na fase G, (intervalo da fase M e inicio da fase S), unindo-se a outras proteinas de quinases
dependentes de ciclina (Cdk) para formar G;-Cdks, que ajudam a conduzir a célula por G;
em direcdo a fase S (replicagdo de DNA). No entanto, no final da mitose toda atividade de
Cdk na célula esta reduzida a zero devido a inativagdo S-Cdk no final da fase S ¢ da M-
Cdk no final da fase de mitose e citocinese (M). Assim, as Cdks permanecem inibidas
durante maior parte de Gj, acontecendo diversos mecanismos que previnem a sua

reativagdo, incluindo a ligag@o de proteinas inibidoras (ALBERTS et al., 2006).
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Figura 10. Expressdo relativa do gene quinase dependente de ciclina em embrides de sementes de café
embebidas em dgua e em ABA (1000 uM). As barras representam as médias e o erro indica o
desvio padrio de trés repeticdes bioldgicas. ‘Médias seguidas pelas mesmas letras minasculas
dentro de cada tratamento e maiusculas entre os tratamentos nas barras, ndo diferem entre si pelo
teste Tukey, a 5% de probabilidade.

De acordo com os resultados obtidos da curva de embebi¢do e do
crescimento do embrido das sementes de café, na fase I da germinagdo as ciclinas podem
ter atuado mais cedo quando ligadas a outras Cdks. No entanto, durante a embebicdo, a
fase II ¢ alcancada pelas sementes de café quando a atividade das ciclinas ¢ inibida por
quase toda fase Gj, devido a mecanismos celulares que inibem sua reativagdo. Superada
esta inibi¢do, a enzima em estudo reativa seus mecanismos celulares, ocorrendo divisdes e
diferenciagdo celular (fase III). Verificou-se que na fase I o ABA ndo promoveu agdo
inibitoria na absor¢@o de agua nas sementes. No entanto, foi observado um efeito inibitdrio
na atividade da ciclina, promovendo um prolongamento na fase II coincidindo com a fase

G, impedindo a ocorréncia da divisdo, crescimento e diferenciacdo celular.

Valadez-Gozéalez et al. (2007) explanam que o aumento da
atividade da Cdk em plantas de café, ocorre sob condi¢des de estresse independente de

uma nova sintese proteica. Weinl et al., (2005) mostram que a Cdk ¢ uma enzima
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fundamental da progressdo do ciclo celular e que tem sido envolvido como um regulador

de respostas ao estresse.

Em plantas de tabaco os genes de ciclina tiveram elevadas
expressoes até os trés dias do seu crescimento exponencial, diminuindo substancialmente
na fase estacionaria no quinto dia e ndo observando transcri¢des de CdkB1 apos o sétimo
dia. Isto indica que as atividades das Cdks apresentam limitante nas fases G,/S, precoce em

S e diminui apos G,/M (SORRELL et al., 2001).

Em contraste, Reichheld et al. (1999), em uma andlise limitada de
Cdk em tabaco, observaram niveis constantes ao longo do ciclo celular, enquanto a
atividade de citocinese foi baixa no inicio da fase G1, aumentando a transcri¢do nas fases
G1/S, um pico em S/G2, declinando na mitose. Conforme Joubes et al. (1999), a expressio
de Cdk esté correlacionada com a capacidade das células se dividirem na fase M, elevando
um nivel de Cdk associado com uma atividade de citocinese relativamente baixa,

contribuindo para um aumento na atividade de quinase.

Em arroz (Oryza sativa) transgénico a atividade da Cdk inibiu
parcialmente a produgdo de sementes, indicando que a superprodugdo diminui a produgdo
de células, inibindo a progressio do ciclo celular (BARROCO et al., 2006). Yang et al.
(2011) ao avaliarem a expressdo de Cdk em arroz (OsilCK6) em resposta a condigdes
ambientais em diferentes tecidos, verificou que em tratamento com ABA, houve uma
maior indug¢do inicial; entretanto pareceu diminuir ao longo das horas avaliadas. Assim, o
ABA promove uma acdo inibidora nas enzimas de ciclina e uma baixa a¢cdo enzimadtica na

maquinaria do ciclo celular e afetando significamente o crescimento e do desenvolvimento.

A quantificagdo relativa da a-expansina apresentou-se estavel até
os seis primeiros dias, seguido de um aumento significativo aos nove dias quando os
embrides de sementes de café foram embebidos em agua. Em solu¢do de ABA, a expressao
relativa da a-expansina reduziu-se, ndo diferindo entre si ao longo dos dias de embebicao
(Figura 11.). Quando observado cada periodo de embebigdo, verificou-se interagdo

significativa em todos os tratamentos avaliados.

Alguns pesquisadores descrevem que a expansina estad envolvida

em distintas etapas no desenvolvimento de tecidos vegetais e sobre sua atividade genética
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Figura 11. Expresséo relativa do gene a-expansina em embrides de sementes de café embebidas em agua e
em ABA (1000 pM). As barras representam as médias e o erro indica o desvio padrdo de trés
repeti¢des biologicas. "Médias seguidas pela mesma letra minuscula dentro de cada tratamento e
maidscula entre os tratamentos nas barras ndo diferem entre si pelo teste Tukey, a 5% de
probabilidade.

temporal e espacial (HAYAMA et al., 2006; ISHIMARU et al., 2006 ¢ ASHA et al., 2007).
Trivedi e Nath (2004) comentam que durante o desenvolvimento e amadurecimento os
frutos de café passam por distintas mudancas fisicas, com participagdo da expansina nestes
processos € também, na preparacdo das paredes celulares para subsequente degradagcdo por

hidrolise.

Budzinski et al. (2010) observaram aumento significativo na
expressao das expansinas CaEXPAL e CaEXPAS3 no periodo de rapida expansdo do fruto e
no desenvolvimento do perisperma do café. Em sementes de tomate (Solanum
lycopersicum) foram notadas expressdes das expansinas LeEXP4, LeEXP8 e LeEXP10 na
regido micropilar endospermatica, na ponta da radicula e em ambos os tecidos, durante 40
horas de embebigdo antes da protrusdo da radicula (CHEN e BRADFORD, 2000). Lizana
et al. (2010) verificaram alta expressdo da expansina TaEXpA6 em sementes de trigo

(Triticum aestivum L.) aos 12 dias seguido de um declinio aos 20 dias apos a antese.
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Apos a expansdo rapida das sementes embebidas em dgua durante
nove dias, a expressdo da a-expansina aumentou coincidentemente com o alongamento da
regido micropilar das sementes de café. A expressdo significativa deste gene deve-se a
interacdo do crescimento do embrido e do afrouxamento da parede celular durante a
germinac¢do antes da emissdo da radicula, conforme a Figura 6. Chen e Bradford (2000)
expdem que a o-expansina pode atuar também em diferentes componentes da parede
celular. O aumento da expressdo da a-expansina pode refletir em interagdes especificas
entre a proteina e a composi¢ao da parede celular ao longo do desenvolvimento da maior

parte dos tecidos (LIZANA et al., 2010).

Com relagdo aos embrides das sementes de café embebidas em
solugdo de ABA, a baixa expressdo da a-expansina deveu-se a inibicdo da germinagdo e
impedimento do afrouxamento da regido micropilar endospermatica. Chen e Bradford
(2000) propdem que em sementes de tomate a expressdo foi afetada quando submetidas a
tratamentos com 100 UM de ABA, impedindo a emergéncia da radicula. No entanto, Chen
et al. (2001) demonstraram que o ABA nfo bloqueia a expressdo das expansinas LeEXP8

ou LeEXP10 até 24 horas de embebigao.

Toorop et al. (2000) sugeriram que hda uma segunda fase da
germinacgao necessaria para o enfraquecimento das paredes celulares e emissao da radicula,
mas que o ABA atuaria na inibi¢do desta segunda fase. Alternativa sugerida por Schopfer e
Plach (1985) e Ni e Bradford (1992) ¢ que o ABA pode agir no potencial de crescimento
do embrido, abaixo do nivel requerido, resultando na inibicdo do enfraquecimento das

paredes celulares endospermaticas.

As andlises de PCR em tempo real da enzima a-galactosidase
revelaram uma quantificacdo relativamente alta no endosperma micropilar das sementes de
café aos nove dias embebidos em agua, ndo diferindo significativamente dos embrides das
sementes embebidas por seis dias. Em solu¢do de ABA ndo foram observadas diferengas
significativas entre os periodos de avaliagdo, conforme a Figura 12. Foram observadas
apenas interagdes significativas aos seis e nove dias de embebi¢do em 4gua e em ABA

(Figura 12.).



42

. H,0
[ ABA

abA
3 -
aA
*bA
2 -
aB aB
1 -
O T
6

Quantificagao relativa

3

Dias de embebigao

Figura 12. Expressdo relativa do gene a-galactosidase da regido micropilar do endosperma de sementes de
café embebidas em dgua e em ABA (1000 uM). As barras representam as médias e o erro indica
o desvio padrio de trés repeti¢des biologicas. ‘Médias seguidas pelas mesmas letras minisculas
dentro de cada tratamento e maiusculas entre os tratamentos nas barras ndo diferem entre si pelo
teste Tukey, a 5% de probabilidade.

A baixa expressdo da a-galactosidase quando as sementes foram
embebidas em ABA pode ser atribuida a inibicdo do afrouxamento da regido micropilar
endospermatica, seguido da auséncia de germinacdo. O aumento nos valores expressos da
a-galactosidase era esperado devido ao pequeno tamanho da regido micropilar submetida a
uma rapida expansdo do embrido e do afrouxamento da parede celular, durante a
germinacdo, quando embebidas em dgua ao longo dos periodos avaliados. No entanto,
Feurtado et al. (2001) comentam que a a-galactosidase parece ser uma enzima constitutiva,
cuja acdo ndo & especifica para a mobilizacdo das reservas de galactomanano do

endosperma durante a germinagao.

Contraposto, em feno-grego (Trigonella foenum-graecum L.) a a-
galactosidase ¢ elevada na camada de aleurona durante a germinacdo (REID e MEIER,
1973). Blochl et al. (2008), ao estudar a degradacdo de sementes de ervilha, observaram a
expressdo da a-galactosidase durante a maturagdo. Zha et al. (2012) observaram a

expressdo do gene em estudo do néctar de 10 espécies de tabaco. Em sementes de
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Platymiscium pubescens foi verificado um nitido aumento na expressdo da a-galactosidase

no eixo embriondrio a partir de 48 horas de embebi¢do em dgua (LIMA et al., 2004).

Burns (1990), De Veau et al. (1993) e Lazan et al. (2004)
sugeriram que a enzima o-galactosidase pode hidrolisar paredes celulares de frutos em
maturag¢do. De acordo com Borges et al. (2001) esta enzima esta aparentemente ligada ao
nivel de embebi¢do, uma vez que nas sementes de P. pubescens, quando submetidas a
estresse hidrico, foi expressada mais tardiamente. Assim, as caracteristicas principais da o-
galactosidase ainda sdo pouco exploradas em plantas. Alguns trabalhos referidos a enzima
durante e apds a germinacdo (BEWLEY, 1997; FEURTADO et al., 2001; LIMA et al.,
2004; LIMA et al., 2005 e MINIC, 2008) estdo envolvidos na hidrolise da parede celular

do endosperma associado com o galactomanano.

Com relagdo aos genes P-manosidase e endo-B-mananase, a
expressdo de ambos aumentam de forma temporal e semelhante na regido micropilar
endospermatica das sementes de café durante a germinag@o. A expressdo relativa do gene
B-manosidase foi baixa no terceiro dia quando comparada a um aumento significativo com
nove dias de embebi¢do em dgua da regido micropilar endospermatica das sementes de
café¢ (Figura 13.). Considerando o gene endo-f-mananase, foi observada uma baixa
quantificagdo relativa no terceiro dia, seguido de um aumento significativo aos nove dias

quando embebidas em dgua (Figura 14.).

Quando as sementes foram embebidas em ABA foram observados
efeitos parciais de inibi¢do na expressdo de ambos os genes estudados, em todos os
periodos de avaliacdo (Figuras 13 e 14.). O efeito do ABA sobre a quantificacdo relativa da
B-manosidase no endosperma micropilar foi muito pequena, mesmo apos nove dias de
embebicdo, ndo diferindo estatisticamente durante os trés e seis dias de embebigdo (Figura
13.). A expressio relativa do gene endo-f-mananase no endosperma micropilar foi inibida
parcialmente quando as sementes foram embebidas em ABA, ndo apresentando diferengas

significativas entre os periodos de avaliagdo (Figura 14.).

Para ambos os genes em estudo foram observadas interagdes
significativas entre os tratamentos durante os periodos de avaliagdo (Figuras 13 e 14.).

Entretanto, quando avaliado o gene -manosidase, no terceiro dia que as sementes foram
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Figura 13. Expressdo relativa do gene B-manosidase da regido micropilar do endosperma de sementes de
café embebidas em agua e em ABA (1000 pM). As barras representam as médias e o erro indica
o desvio padrio de trés repeti¢des bioldgicas. ‘Médias seguidas pelas mesmas letras minisculas
dentro de cada tratamento e maiusculas entre os tratamentos nas barras ndo diferem entre si pelo
teste Tukey, a 5% de probabilidade.
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Figura 14. Expressdo relativa do gene Endo-B-mananase da regido micropilar do endosperma de sementes de
café embebidas em dgua e em ABA (1000 pM). As barras representam as médias e o erro indica
o desvio padrio de trés repeti¢des bioldgicas. ‘Médias seguidas pelas mesmas letras minisculas
dentro de cada tratamento e maiusculas entre os tratamentos nas barras ndo diferem entre si pelo
teste Tukey, a 5% de probabilidade.
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submetidas a embebicdo em dgua e em ABA, ndo se verificou uma interagdo significativa

entre os tratamentos.

Mo e Bewley (2002), em estudos com sementes de tomate,
observaram expressoes baixas da f-manosidase durante as primeiras 24 horas, seguido de
um aumento significativo até as 60 horas de observagdo. Em trabalhos semelhantes, foi
observado, durante 24 horas, que as sementes de tomates foram submetidas a embebicao, a
regido lateral endospermdtica das sementes apresentava baixa quantificacdo relativa do
gene endo-B-mananase e alta na regido do endosperma micropilar (NONOGAKI et al.,

2000).

Marraccini et al. (2001), ao avaliarem a expressdo do gene endo-f3-
mananase durante a germinag¢do de sementes de café, observou-se alta quantificagdo
relativa aos 28 dias de embebi¢do. De acordo com Mo e Bewley (2002) explanam que este
aumento ocorre seguido de mudangas no embrido. Nonogaki et al., (2000); Ishimizu et al.,
(2004) e Tonini et al., (2006) comentam que as enzimas -manosidase ¢ endo-f-mananase

estdo envolvidas na degradacdo das paredes celulares por hidrolises durante a germinagao.

Mo e Bewley (2002) referem o perfil do gene B-manosidase
semelhante ao da endo-f-mananase. Em sementes de tomate (MO e BEWLEY 2003) ¢ em
sementes de café (MARRACCINI et al., 2001) a B-manosidase e a endo-f-mananase estiao
envolvidas na mobilizagdo de manana das células das paredes celulares do endosperma

durante a germinagao.

Recentemente tem sido demonstrado que o alongamento das
células embrionarias que propiciam uma forca de expansdo para complementar a
germinac¢do em sementes de Arabidopsis thaliana, ocorrendo em uma regido proximal a
radicula, abrangendo uma menor zona de transi¢@o entre hipocotilo-radicula (SLIWINSKA
et al., 2009). Assim, t€ém sido sugeridos que o enfraquecimento da parede celular do
endosperma envolve, provavelmente, varios tipos de enzimas hidroliticas, necessarias para
emergéncia da radicula (SANCHEZ e MIGUEL 1997; BEWLEY 1997; KUCERA et al.,
2005; FINCH-SAVAGE e LEUBNER-METZGER, 2006; NONOGAKI et al., 2007 e
HOLDSWORTH et al., 2008).
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Em estudos com sementes de tomate 50 UM de ABA inibe
parcialmente a expressdo relativa da B-manosidase no endosperma micropilar, mesmo apos
72 horas de embebi¢do (MO e BEWLEY 2003). Também foi observado neste mesmo
estudo que até 48 horas de embebi¢cdo em 50 UM de ABA, ndo houve inibi¢do da enzima
endo-fB-mananase no endosperma micropilar. No entanto, esta expressdo relativa declinou

cerca de 75% até as 72 horas de embebicao.

Tonini et al. (2006) contam que a influéncia do ABA durante a
embebicdo de sementes de Sesbania virgata ocorre pelo atraso na mobilizagdo de reservas,
assim como, uma inibicdo parcial da enzima endo-B-mananase durante a germinagao.
Conforme Toorop et al. (2000); Koornneef et al. (2002); Kucera et al. (2005) e Matilla e
Matilla-Vazquez (2008), o ABA nao afeta a ruptura da testa, pois inibe especificamente o
enfraquecimento do endosperma e da agdo antagonista das giberelinas em uma complexa

rede integrando sinais ambientais.
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7. CONCLUSOES

A expressdo dos genes associados com o crescimento do embrido,
tais como ciclin, a-expansina e ciclina dependente de quinase, aumentou durante a
germinacdo ¢ ABA inibiu parcialmente a expressdo destes genes. A expressdo de P-
manosidase e endo-Bf-mananase aumentou durante a embebi¢do em agua e ABA inibiu
completamente a expressdo. No entanto, o-galactosidase parece ter expressdo mais
constitutiva durante a germina¢do em agua e ¢ menos influenciada por ABA, em

comparacdo com outras enzimas estudadas.
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