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Resumo

O café é uma commodity de grande importancia econémica mundial. A cadeia produtiva
do café gera milhdes de empregos em diversos seguimentos. Diversas cultivares ja foram
desenvolvidas visando a melhoria da producéo, entretanto o florescimento assincronico é
um problema para a cultura. A assincronia ocasiona amadurecimento desuniforme dos
frutos e, portanto, afeta a qualidade final do produto. Diferente da maioria das plantas,
que emitem as inflorescéncias na primavera e frutificam no mesmo ano fenoldgico, o café
arabica (Coffea arabica L.) é uma espécie bianual e leva dois anos para completar seu
ciclo reprodutivo. O periodo de inducdo floral ocorre no primeiro ano fenolégico com a
formacgdo e o desenvolvimento das gemas florais. Depois de terem completado seu
desenvolvimento, essas gemas entram em dorméncia e ficam prontas para a antese, que
acontece quando ha um aumento substancial do potencial hidrico, fenémeno que pode ser
induzido por episoédios de chuva ou irrigacdo programada. Os microRNAs tém se
destacado em estudos onde surgem como reguladores chave das vias de resposta a
fitormdnios em plantas, afetando o seu metabolismo, distribuicéo e percepcdo. A floracéo
do cafeeiro ndo é controlada apenas por um fator isolado, esse processo € influenciado
pela acdo de diferentes fitohorménios e miRNAsS, 0s quais interagem numa complexa rede
de regulacdo. O etileno é um fitormbnio envolvido em diversos processos
morfofisioldgicos, estando relacionado com respostas a estimulos de estresses abidticos,
com relacdo ao florescimento, o etileno pode inibir ou induzir a antese em diferentes
espécies, em cafeeiro o uso de um inibidor da acéo do etileno o 1-metilciclopropeno (1-
MCP) foi capaz de promover a antese em flores ap6s um periodo de restri¢do hidrica. Os
miRNAs estdo envolvidos em diversas fases do desenvolvimento vegetal atuando como
regulador da expressdo génica a nivel pos transcricional, regulam a expressdo de genes
em diversas fases desenvolvimento vegetal, incluindo a antese, e sdo capazes de
estabelecer uma comunicacdo com fitormdnios. Com o intuito de investigar a participacdo
de miRNAs no processo de florescimento do cafeeiro e a possivel interacdo desses com
a inibicdo da acdo etileno, esse trabalho teve como objetivo principal avaliar o efeito da
aplicacdo de 1-MCP sobre a expressdo de miRNAs potencialmente responsivos em gemas
de cafeeiro sob diferentes condicdes hidricas. Por fim, os miRNAs miR157, miR395 e
miR396 e seus respectivos alvos, SPL2, SULTR2;1 e GsSRK, foram selecionados para a
analise da expressdo génica por stem-loop RT-PCR. Os resultados dos experimentos de
RT-qgPCR mostraram que nas plantas sob estresse hidrico, apenas 0 miR157a-5p foi
responsivo a aplicacdo de 1-MCP. Em plantas reirrigadas, miR395a-3p apresentou uma
menor expressdo em relacdo ao controle e 0 miR396a-3p foi mais expresso para esta
condicdo. Com relacédo aos alvos, ndo foi observada expressao diferencial para qualquer
um dos tratamentos. Para as plantas que ndo passaram por déficit hidrico ndo houve
diferenca de expressdo para os trés miRNAs. Os resultados demonstram que 0s miRNASs
participam da quebra ou manutencdo da dorméncia de gemas de cafeeiro em funcdo da
condicdo hidrica da planta ou com a aplicacéo de 1-MCP.

Palavras chave: miRNAs. 1-MCP. Fitormonios. Expressdo génica.



Abstract

Coffee is a commodity with great economic importance in the world. The coffee
production chain generates millions of jobs in various segments. Several cultivars have
already been developed aiming at the production’s improvement, but the asynchronous
flowering is a problem for the culture. Asynchrony causes uneven maturation of the fruits,
which affects the final quality of the product. Unlike most plants that emit inflorescences
during the spring and fructify within the same phenological year, Arabica coffee (Coffea
Arabica L.) is a biannual species and takes two years to complete its reproductive cycle.
The floral induction period occurs in the first phenological year with the formation and
development of the floral buds. After completing their development, these buds fall into
dormancy and become ready for anthesis, which occurs when there is a substantial
increase in water potential, a phenomenon that can be induced by episodes of rain or
scheduled irrigation. MicroRNAs (miRNASs) have been prominent in studies where they
appear as key regulators of response to phytohormones pathways in plants, affecting their
metabolism, distribution, and perception. The flowering of the coffee tree is not
controlled by an isolated factor. This process is influenced by the action of different
phytohormones and miRNAs, which interact in a complex regulation network. Ethylene
is a phytohormone involved in several morphophysiological processes, being related to
responses to abiotic stress. In relation to the flowering, the ethylene can inhibit or induce
anthesis in different species. In coffee trees, the use of an ethylene action inhibitor, 1-
methylcyclopropene (1-MCP) was able to promote the anthesis in flowers after a period
of water restriction. miRNAs are involved in several phases of the plant development,
acting as regulators of gene expression at the post-transcriptional level. The miRNAs act
by regulating the gene expression in several stages of the plant development, including
anthesis, and are able to establish a communication with phytohormones. In order to
investigate the participation of miRNAs in the coffee flowering process, and the possible
interaction of them with the inhibition of ethylene action, this study aimed to evaluate the
effect of the application of 1-MCP on the expression of potentially responsive miRNAS
in coffee buds under different water conditions. Therefore, miRNAs miR157, miR395,
miR396, and their respective targets, SPL2, SULTR2;1 and GSSRK, were selected for
analysis of gene expression by stem-loop RT-PCR. The results of the RT-gPCR
experiments showed that in plants under water stress, only miR157a-5p was responsive
to the application of 1-MCP. In the case of reirrigated plants miR395a-3p showed lower
expression than the control, and miR396a-3p was more expressed for this same condition.
Regarding the targets, no differential expression was observed for any of the treatments.
For plants that did not undergo water deficit, there was no difference in the expression
for the three miRNAs. The results demonstrate that the miRNAs participate in the
breakage or maintenance of the coffee bud dormancy depending on the water availability
or the 1-MCP application.

Key words: miRNAs. 1-MCP. Phytohormones. Gene expression.
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1. INTRODUCAO

O café € uma commodity de grande importancia econémica mundial, e sua cadeia produtiva
gera milhdes de empregos em diversos seguimentos desde o cultivo, processamento até a
comercializacdo. O Brasil é responsavel por 35% da producdo mundial e destaca-se como maior
produtor, com 2.158 milhdes de hectares de area plantada e estimativa de colheita para 2018/19
de 47,5 milhdes de sacas de café Arabica (Coffea arabica L.) e 14,2 milhdes de café Conilon
(Coffea canephora P.) (CONAB, 2018).

Dentre as espécies de café cultivadas destaca-se a Coffea arabica L. por apresentar melhor
qualidade sensorial da bebida, representando quase 60% de toda a producéo (ICO, 2018). Seu
valor comercial é baseado em parametros qualitativos, o que demanda condi¢des de manejo
mais rigorosas nas diferentes etapas de cultivo como: suprir demandas nutricionais, manejo de
pragas, mais de uma colheita, processamento pos-colheita visando assegurar a obtencdo de um
produto com qualidade superior, acarretando na elevacdo do custo de producdo (VAN DER
VOSSEN et al., 2015; WINTGENS, 2009).

Apesar dos intensos esforcos para o desenvolvimento de cultivares com melhores
caracteristicas agronémicas, os cafeeiros apresentam um importante problema na assincronia
da floracéo, o que provoca o amadurecimento desigual dos frutos e, portanto, afeta a qualidade
final do produto. A floragdo do cafeeiro ndo é controlada apenas por um fator isolado mas por
um conjunto complexo de sinaliza¢bes que envolve, por exemplo, fotoperiodo, vernalizagéo e
o potencial hidrico da planta (MAJEROWICZ et al., 2005).

Em meio ao conjunto de fatores que estdo associados a irregularidade no florescimento do
cafeeiro, a mudanca do potencial hidrico desempenha um importante papel na antese. Devido
a complexidade do desenvolvimento floral do cafeeiro este € dividido em seis fases, que
denominadas de G1 a G6 conforme o seu tamanho, FL que corresponde as flores totalmente
abertas e F1, F2 correspondentes a desenvolvimento dos chumbinhos. O periodo de déficit
hidrico corresponde a etapa na qual as gemas florais no estadio G4 iniciam um estado de
dorméncia e por meio do inicio do periodo chuvoso ou irrigacdo abundante retomam o seu
crescimento até atingir o estadio G6 e finalmente, a antese. Este tipo de estratégia € amplamente
mencionado na literatura como uma forma para concentrar a florada em um dnico evento
(ALVIM, 1960 et al., 1992; GUERRA et al., 2005; RONCHI et al., 2015).

No entanto, os mecanismos fisiologicos responsaveis por essa sinalizacdo ainda ndo sao
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totalmente claros. Crisosto et al. (1992) prop0s que ocorrem mudangas por meio da sinalizagéo
quimica da raiz para a parte aérea apds um periodo de seca seguido por reidratacdo, sugerindo
que alguns mensageiros quimicos, como os fitormonios, sejam capazes de estimular os botdes
florais aptos a antese, estimulando a floracdo. O etileno tem sido apontado como uma das
moléculas sinalizadoras para os botdes florais na fase G4 retomem seu desenvolvimento até a
antese (LIMA, 2015; SANTOS, 2016).

Sabe-se que os fitormonios atuam em diversos processos fisiologicos, inclusive na transicao
do estado vegetativo para o reprodutivo (JAISWAL; KUMAR; LAL, 1985; METZGER, 1995).
O etileno é um fitormdnio que esta envolvido em diversas fases do desenvolvimento vegetal,
relacionando-se também com a resposta das plantas sobre diferentes condicdes de estresses
biodticos e abiodticos (ABELES; MORGAN; SALTVEIT JR, 2012). Quando relacionado ao
florescimento, o etileno mostra-se como regulador desse evento, inibindo ou induzindo a antese
(ACHARD et al., 2007; TRUSOV; BOTELLA, 2006).

Assim como os fitormonios, 0s miIRNAs também desempenham um papel importante na
regulacdo do desenvolvimento floral, mais especificamente na regulacao de genes de identidade
floral, no desenvolvimento de 6rgaos sexuais e no tempo de floragcdo (ACHARD, P. et al., 2004;
WANG et al., 2009). Os miRNAs tém se destacado em estudos onde surgem como reguladores
chave das vias de resposta a fitorménios nas plantas, afetando o seu metabolismo, distribuicédo
e percepcdo (CURABA; SINGH; BHALLA, 2014; ZHANG et al., 2011; ZUO et al., 2012).
Com o auxilio das técnicas de sequenciamento em larga escala foi possivel identificar miRNAs
responsivos ao etileno em diferentes espécies como em arroz (LI1U, Q. et al., 2009a), rosas (PEI
et al., 2013), cevada (BAI, B. et al., 2017a) e tomate (WANG, YUNXIANG et al., 2017).

Um recente trabalho desenvolvido em nosso grupo de pesquisa identificou em bibliotecas
de RNAseq construidas a partir gemas de café em estadio G4 e G5, genes MIR potencialmente
envolvidos no desenvolvimento floral do café (FERNANDES-BRUM, 2017). A partir desses
resultados, com intuito de explorar o modo em que os miRNAs atuam na antese do cafeeiro e
a sua relacdo com o etileno, esse trabalho teve como objetivos, avaliar os efeitos da aplicagédo
do inibidor da acéo do etileno (1-MCP) sobre a expressao dos miRNAs miR157a-5p, miR395a-
3p, miR396a-3p, predizer seus alvos através da analises de bioinformatica e avaliar a expressao

dos alvos em plantas sob diferentes condic¢des hidricas.



17

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Caracterizacdo da espécie de estudo

O café é uma dicotileddnia perene pertencente a familia Rubiaceae do género Coffea.
Embora o género contenha mais de 124 espécies, apenas duas possuem importancia econdémica:
Coffea arabica e Coffea canephora (DAVIS et al., 2011; GUERREIRO-FILHO et al., 2008).
C. arabica € nativo do continente africano e originalmente encontrado no sudoeste da Etidpia,
no Suddo e no norte do Quénia. As areas ideais para cultivo do café sdo geralmente acima de
600 metros de altitude em zonas temperadas (DAVIS et al., 2012).

O ciclo fenolégico do cafeeiro, em especial do C. arabica, é compreendido em dois anos
e divido em seis fases (Figura 1). No comeco do primeiro ano ha formagdo dos ramos
vegetativos e gemas axilares nos nés, durante os meses de dias mais longos. A diferenciacdo
das gemas florais comeca entre 0os meses de abril a agosto com fotoperiodo inferior a 13 horas
(CAMARGO; CAMARGO, 2001). Entretanto, alguns autores discordam dessa afirmativa e
acreditam que a inducdo de gemas vegetativas ocorre entre 0s meses de janeiro e fevereiro
(GOUVEIA, 1984; MAJEROWICZ; SONDAHL, 2005). Quando as gemas florais atingem o
estadio de maturacdo, entram em um estado de dorméncia, que é a fase que coincide com o
inverno no hemisfério sul que é caracterizado pela auséncia de chuvas na maior parte da regido
cafeicultora do Brasil (sudeste), como consequéncia, as plantas apresentam um baixo potencial
hidrico. As plantas permanecem nesse estado de dorméncia até que ocorra o choque hidrico
com o inicio das chuvas. Embora esse seja o principal fator que desencadeia a florada, um
aumento significativo na umidade relativa do ar também pode desencadear a quebra da
dorméncia (CAMARGO; CAMARGO, 2001; CAMARGO; FRANCO, 1981; MAJEROWICZ;
SONDAMHL, 2005).

O segundo ano fenoldgico inicia-se com a florada seguida da formagéo dos chumbinhos,
que precedem a expansao dos graos ate atingir o tamanho adequado para a maturacao. A ultima
fase do segundo ano fenoldgico é a senescéncia dos ramos plagiotropicos terminais, que é o
processo conhecido como auto-poda do café (CAMARGO; CAMARGO, 2001).
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Figura 1 - Fases fenoldgicas do cafeeiro Arébica nas condi¢des climéticas do Brasil

4—— 1° Ano fenolégico » |« 2° Ano fenologico —p
1° Fase 2% Fase 37 Fase 4 Fase 5% Fase 6" Fase

Vegetagao e formagao das Indugio e maturagao Florada (apos Granagao Maturacao Repouso e

gemas foliares das gemas florais aumento do dos frutos dos frutos senescéncia

X i potencial hidrico dos ramos

Dias longos Dias curtos das gemas) tercidrios e
44— 7 meses —————p-|4—— ETP =350 mm > |« ETP =70 mm P quaternarios

Chumbinho e
expansao dos frutos
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pequenas
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«¢——— Periodo Vegetativo ————————3| Repouso |«¢——————— Periodo reprodutivo ———| Autopoda
Novo periodo vegetativo

Dentro da escala fenol6gica do cafeeiro, a fase reprodutiva compreende a Gltima fase do
primeiro ano e as trés primeiras do segundo ano fenolégico (CAMARGO; CAMARGO, 2001).
Devido a complexidade do florescimento do cafeeiro, algumas etapas foram subdivididas. A
floracdo foi dividida em inducéo floral, diferenciacdo floral, dorméncia e antese (RENA et al.,
1986). O desenvolvimento da gema floral foi dividido de acordo com o tamanho das gemas,
onde G1 corresponde aos n6s com gemas indiferenciadas, G2 0s n6s com gemas intumescidas,
G3 gemas com até 3 mm de comprimento, G4 gemas medindo 3,1 a 6 mm, G5 gemas de 6,1 a
10 mm com coloracéo verde claro, G6 gema maior que 10 mm e coloracdo branca (Figura 2).
Na fase FL ocorre a abertura das flores, tendo duracdo de trés dias, no primeiro dia hé a abertura
das flores no inicio da manhd, no segundo a murcha e no terceiro a queda das flores. A fase F

foi dividida de acordo com o tamanho dos frutos e a M de acordo com a coloracdo (MORAIS

et al., 2008)
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Figura 2 - Escala das fases de desenvolvimento floral de Coffea arabica com énfase na fase
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Legenda: Nos indiferenciadas (G1), nés com gemas entumecidas (G2), gemas até 3 mm (G3), gemas de
3,1 a 6 mm (G4), gemas de 6,1 a 10 mm (G6), gemas maiores que 10 mm (G6), flores abertas (FL) e
formag&o dos chumbinhos (F1 e F2).

Fonte: adaptado de Morais et al. (2008).

A combinacéo dos eventos climaticos, periodo de estiagem seguido da reidratacdo com
inicio do periodo chuvoso, favorece o desenvolvimento da gema até o estadio G4, no qual ela
esta fisiologicamente apta para passar pelo periodo de dorméncia e ser capaz de responder a
diferentes estimulos, como por exemplo, a varia¢do hidrica (CAMARGO; CAMARGO, 2001,
RENA; BARROS, 2004). A reposta das gemas no estadio G4 pode estar vinculada ao
desenvolvimento de um feixe vascular com maior quantidade de xilema secundario, permitindo
uma elevada interagdo dessas gemas com estimulos provenientes da raiz durante o periodo de
restricdo hidrica (CRISOSTO et al.,1992).

2.2. Florescimento: aspectos moleculares

O florescimento marca a transicdo da fase vegetativa para fase reprodutiva no
desenvolvimento vegetal sendo caracterizada por uma série de modificagbes morfofisioldgicas
reguladas pela interacdo entre fatores endogenos e exogenos. Diferentes rotas ja foram
identificadas e relacionadas com o florescimento como o fotoperiodo e vernalizagdo, que séo

fatores exdgenos, e vias autbnomas como idade da planta e a regulagdo hormonal via giberelina
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(GA), como rotas enddgenas (GUO, H. et al., 1998; POSE et al., 2012; SRIKANTH et al.,
2011)

Existe uma complexa sinalizacéo atribuida a cada uma das rotas e a integracdo destes
sinais coordenam a atividade génica conduzindo a conversdo do meristema apical para o
meristema de inflorescéncia (O’MAOILEIDIGH; GRACIET; WELLMER, 2014). A familia
genica MADS-box é composta por genes fundamentais que atuam na percepcao e controle dos
sinais que induzem ao florescimento. O gene FLOWERING LOCUS T (FT), em arabidopsis
estd envolvido na via de percepcdo a fotoperiodo, e juntamente com outros genes, como:
SUPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS 1 (SOC1), FLOWERING D (FD) e
AGAMOUS-LIKE 24 (AGL24), os quais formam complexos proteicos que promovem direta ou
indiretamente a expressdo de genes de identidade floral (POSE; YANT; SCHMID, 2012;
YAMAGUCHI; ABE, 2012). Os fatores de transcricdo FLOWERING LOCUS C (FLC) e
SHORT VEGETATIVE PHASE (SVP) (LIU, C.; THONG; YU, 2009) séo genes que atuam
regulando a identidade do meristema floral como a proteina APETALA1 (AP1) e o fator de
transcricdo LEAFY (LFY), o APETALA2 (AP2), necessarios para a formacdo das pétalas
(ABELES; MORGAN; SALTVEIT JR, 2012; LOHMANN; WEIGEL, 2002; SU et al., 2013),
0s genes AP1 e LFY sdo ativados por sinais indutivos florais que envolvem varias proteinas do
dominio MADS-box, como, SOC1, FRUITFULL (FUL) e AGL24 (LEE, J. et al., 2008; LI, D.
et al., 2008; MICHAELS et al., 2003).

O cafeeiro possui padrdes especificos de expressdo dos membros da familia MADS-
box, acredita-se que este perfil de expressdo seja responsavel por algumas especificidades do
cafeeiro em relacdo ao desenvolvimento floral. Por exemplo, a falta da expressdo de CaAP1 no
primérdio da pétala pode apontar para uma origem de pétalas derivada do estame no café,
indicando que estes 6rgdos sao conectados (estame epipétalo) no final (DE OLIVEIRA et al.,
2014). A expressdo dos genes repressores da floragdo, CaFLC e CaSVP-1, durante o
desenvolvimento de flores, especificamente do gene CaFLC, sugere o envolvimento destes
genes na dorméncia de gemas florais (DE OLIVEIRA et al., 2014).

Uma caracteristica comum em espécies arboreas de regides temperadas € a capacidade
de manter em estado de dorméncia gemas vegetativas e reprodutivas, neste estado o meristema
e gemas séo insensiveis a sinais de promog¢éo de crescimento, esta estratégia ajuda a planta a
sobreviver ao inverno rigoroso (COOKE; ERIKSSON; JUNTTILA, 2012; ROHDE;
BHALERAO, 2007). A regulacdo da dorméncia em gemas € um processo complexo que é
necessario para o desenvolvimento, produtividade, adaptabilidade, sobrevivéncia e distribui¢do
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da planta (CHUINE; BEAUBIEN, 2001). Alguns genes da familia MADS-box estdo associados
a dorméncia, DORMANCY ASSOCIATED MADS-box factors (DAM) s&o homologos aos
fatores de transcricdo SVP e AGL24 em A. thaliana (COOKE; ERIKSSON; JUNTTILA, 2012).
Em A. thaliana o SVP atua inibindo a floracao através da regulacédo negativa do FT enquanto o
AGL24 promove a floragdo através da regulacéo positiva do LFY (HARTMANN et al., 2000;
MICHAELS et al., 2003). A expressdo de genes relacionados com DAM foi verificada em
diversas espécies que apresentam dorméncia das gemas, tais como pera japonesa (Pyrus
pyrifolia) (NIU et al., 2015), framboesa (Rubus idaeus L.) (MAZZITELLI et al., 2007),
damasco japonés (Prunus persica) (YAMANE et al., 2011), dentre outras. O conhecimento
sobre os mecanismos de regulacdo da inducéo, manutencdo e liberacdo da dorméncia podem
fornecer a base para a solugéo de problemas na producéo agricola relacionados a dorméncia de
algumas culturas (ANDERSON et al., 2010).

2.3. Etileno, 1-MCP e o controle do florescimento do cafeeiro

O etileno é um fitormbnio gasoso que atua como regulador do crescimento e
desenvolvimento vegetal. O etileno é uma molécula de dois carbonos (C2Hs) produzida
naturalmente em todos os tecidos das plantas superiores e, por se tratar de um composto volatil,
¢ facilmente difundido. Esse fitormonio esta relacionado a processos como florescimento,
maturacdo de frutos, senescéncia, abscisdo e respostas a estresses ambientais (ABELES;
MORGAN; SALTVEIT JR, 2012; CHEN, Y. F.; ETHERIDGE; SCHALLER, 2005; TANG et
al., 2008).

A rota de biossintese do etileno compreende a conversdo da metionina em S-
adenosilmetionina (SAM) em 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) pela enzima 1-
aminociclopropano-1-carboxilato sintase (ACS) e o etileno é produzido quando o ACC ¢é
oxidado pela enzima 1-aminociclopropano-1-carboxilato oxidase (ACO) (KERBAUY, 2004;
MIYAZAKI; YANG, 1987; WANG, K. L.-C.; LI; ECKER, 2002).

Os fitorreguladores sdo substancia sintéticas que influenciam no balan¢o hormonal das
plantas e produzem efeitos fisiologicos semelhantes as classes hormonais conhecidas. O 1-
metilciclopropeno (1-MCP) é utilizado como inibidor do etileno em uma ampla gama de

vegetais e seu mecanismo de acdo é caracterizado pela ligagdo competitiva aos receptores do
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etileno, impedindo a ligacdo do fitormonio (BLANKENSHIP, S. M.; DOLE, 2003). A
afinidade do 1-MCP com o receptor €, aproximadamente, 10 vezes maior que a do etileno
(SISLER; SEREK, 1997) e suas moléeculas sédo ativas em concentracdes mais baixas que a do
horménio. A acdo deste inibidor resultando na reducédo das repostas fisioldgicas da planta ao
fitorménio (BURNS, 2008; SISLER; SEREK, 1997). No entanto, novos receptores podem ser
sintetizados, acarretando na retomada da sensibilidade da planta ao etileno (BLANKENSHIP,
S., 2001; BLANKENSHIP, S. M.; DOLE, 2003)(Figura 3).

Em cafeeiro, 0 1-MCP foi capaz de promover a antese dos botGes florais em estadio G4
(LIMA, 2015; SANTOS, 2016). Alem disso, o 1-MCP promoveu o aumento de genes
relacionados a rota da biossintese e sinalizacdo do etileno em folhas e gemas com picos de
expressao apds duas horas de sua pulverizagdo. Isto indica que, possivelmente ha aumento
rapido e transitorio nos niveis de etileno na parte aérea que induz a florada nessa espécie
(SANTOS, 2016).

Figura 3 - Ligacdo competitiva do 1-metilciclopropeno (1-MCP) aos receptores de etileno
associados as membranas celulares.
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- moléculas
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Fonte: adaptado de Blankenship (2001).

2.4. miRNAs; biogénese e fungdo bioldgica em plantas

Os miRNAs (miRNAs) fazem parte de uma classe de pequenos RNAs enddgenos de 20

a 24 nucleotideos que regulam a expressdo génica, classe que também incluem os small
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interfering RNAs (SiRNAs) ou RNA interferente (RNAI). Estes atuam no silenciamento
mediado por RNA, controlando a expressdo em um nivel pds transcricional. Apesar de serem
bioquimicamente semelhantes, diferem entre si em sua biogénese. Os miRNAs sdo transcritos
a partir dos genes de miRNA (MIR) enquanto os siRNAs sdo produtos da clivagem de outros
RNAs (VOINNET, 2009; WANG, H. V; CHEKANOVA, 2016; ZHAO et al., 2016).

Em plantas, os miRNAs controlam a expressdo de genes que codificam fatores de
transcricdo, proteinas de resposta ao estresse e outras genes que afetam o desenvolvimento, o
crescimento e a fisiologia das plantas. Os genes de miRNA (MIR) em plantas s&o transcritos
pela RNA polimerase 1l e estdo localizados em regides intergénicas (ROGERS; CHEN, 2013).
Encontrados em clusters no genoma, sua forma madura é altamente complementar ao seus alvos
de RNA, sendo seus principais alvos os fatores de transcricdo (GRIFFITHS-JONES et al., 2008;
LIU, H. et al., 2014; MERCHAN et al., 2009). Em geral, a biogénese de miRNA nas plantas
inclui a transcri¢do do gene MIR, processamento, modificacdo e transferéncia para o complexo
RISC (Complexo de Silenciamento Induzido por RNA), o qual determina o nivel de miRNAs
maduros encontrados na célula (ROGERS; CHEN, 2013).

Os miRNAs primérios (pri-RNAs) sdo moléculas 5’ capsulados e poliadenilados
parcialmente na extremidade 3, estdo sujeitos a modificacbes pds transcricionais similares as
dos mRNAs (ROGERS; CHEN, 2013) e sdo auto-complementares formando estruturas
secundarias conhecidas como hairpins (CHEN, XUEMEI, 2009). Os pri-RNAs sdo processados
em miRNAs percusores (pré-miRNAs) ainda no nucleo por uma endonuclease, a DICER-LIKE
1 (DCL1). Com o auxilio de outras proteinas capazes de ligar-se a RNAs de cadeia dupla
(dsRNA), HYPONASTIC LEAVES 1 (HYL1) e SERRATE (SE) formando o complexo DCL1-
HYL1-SERRATE (CHEN, XUEMEI, 2009; REN; CHEN; YU, 2012). A molécula de pré-
miRNA é processada pelo enzima DCL1, formando uma estrutura de duplex composta por 21-
24 nucleotideos, sendo as estruturas com 21 nucleotideos mais abundantes (KALLMAN et al.,
2013).

O duplex contém dois nucleotideos na extremidade 3’ projetados lateralmente. A
estrutura em duplex é entdo metilada nas suas extremidades pela acdo da enzima
metiltransferase HUA ENCHANCER1 (HENL1) e essa metilacdo é essencial para a protecao da
extremidade 3’ contra ag¢ao de exonucleases (RAMACHANDRAN; CHEN, 2008). Sua cadeia
¢ finalmente transportada para o citoplasma pela proteina HASTY (HTS) (AXTELL;
WESTHOLM; LAI, 2011) onde uma das cadeias do duplex é carreada e incorporada a proteina
ARGONAUTA (AGO), que contém os dominios PAZ e PIWI formando o complexo de RISC
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(RNA-induced silencing complex) (BUDAK; AKPINAR, 2015; ROGERS; CHEN, 2013)
(Figura 3). A selecdo da cadeia guia é em parte dependente da estabilidade termodinamica da
extremidade 5° (BUDAK; AKPINAR, 2015). O miRNA guia o complexo RISC para se ligar
ao seu alvo por complementariedade da sequéncia, direcionando a clivagem da sequéncia de
MRNA ou impedindo a tradu¢do (ROGERS; CHEN, 2013).

Figura 4 - Biogénese de miRNAs em plantas
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O transcrito do gene MIR é sintetizado pela enzima POL Il e forma uma estrutura de grampo (pri-

miRNA). Em seguida, o pri-miRNA é clivado pelo complexo DCL1 em pré-miRNA e depois hovamente

para formar um duplex. O duplex é metilado por HEN1 e depois é transportado para o citoplasma pela

enzima HST. No citoplasma, um dos bragos (miRNA maduro) é incorporado ao complexo RISC.
Fonte: Adaptado de Yamaguchi e Abe (2012) por Rezende (2017).
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2.5. miRNAs no desenvolvimento floral

Os miRNAs participam da regulacdo do tempo do florescimento e formacéo e
desenvolvimento de orgaos florais (ACHARD et al., 2007; PARK et al., 2005). Algumas
familias conservadas de miRNA, miR156, miR157, miR172, miR160, miR395, miR396 s&o
descritas como tendo algum papel na floracéo, o que envolve transigéo floral, padrdes florais e

o0 desenvolvimento de 6rgdos florais.

Os miR156 e miR172 s&o altamente conservados e seus alvos foram identificados como
componentes chave do controle da transicdo entre as fases juvenil para a adulta (Aukerman &
Sakai, 2003) (Figura 4). miR156 atua inibindo os fatores de transcricdo SQUAMOSA
PROMOTER BINDING PROTEIN-LIKE (SPLs) (WANG, J. W.; CZECH; WEIGEL, 2009). A
familia de fatores de transcri¢do SPLs controlam uma gama de aspectos fundamentais para o
crescimento e desenvolvimento de plantas, incluindo a mudanca da fase vegetativa, tempo de
floragéo, ramificacdo e taxa de iniciagdo foliar (PRESTON; HILEMAN, 2013; YANG, Z. et
al., 2008; YU et al., 2010). A expressdo do miR156 é maior durante a fase juvenil e diminui a
medida que a planta se desenvolve, promovendo a mudanca de fase (SILVA et al., 2014,
WANG, J.-W. et al., 2011). A expressdo do miR172 é oposta ao do miR156, uma vez que 0s
alvos do miR156 sdo fatores de transcricdo da familia SPLs que atuam como ativadores da
expressao do miR172, que por sua vez regula negativamente a expresséo de um pequeno grupo
de fatores de transcricdo do tipo APETALA2-like (AP2-like) promovendo a expressao dos genes
FT, SOC1 e AP1 (AUKERMAN; SAKAI, 2003a; YAMAGUCHI; ABE, 2012). O miR172 atua
na transicao de fases e na especificacdo da identidade dos érgdos florais (CHUCK et al., 2007,
NAIR et al., 2010; ZHU, Q.; HELLIWELL, 2011).
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Figura 5 - Transicéo da fase vegetativa para reprodutiva mediada por miR156 e miR172
Developmental Time

miRl7 2

uoissaudxg

FT
mik172 —] AP2s —SOC1 Reproductive

AP1 Competency
SPL9 Q‘ AGL42
miR15& —| SPLs 50C1 Flowering

SPL3 FUL
\ FT Initiation of
LEY Flower Formation
AP1

A atividade antag6nica de miR156 e miR172 na via do envelhecimento. Os niveis de miR156 declinam
a medida gue as plantas se tornam mais velhas. Por outro lado, os niveis de miR172 aumentam a medida
que as plantas se tornam mais velhas. Entre 0s 11 genes SPL alvos do miR156, o SPL9 € responsavel
pela up-regulation do miR172, que resulta na reducédo da atividade do fator de transcri¢do do tipo AP2,
permitindo que as plantas adquiram competéncia para responder a estimulos adequados do ambiente
para florescer. Além do miR172, o SPL9 também pode regular diretamente a SOC1, FUL e AGL42, um
paralogo de SOC1. Alvos do SPL3; FUL, FT, LFY e AP1, também séo bem caracterizados.

Fonte: (YAMAGUCHI; ABE, 2012)

Os miRNAs também atuam no processo de dorméncia de gemas, em alamo (Populus) o
mMiR156 e 0 miR172 mostraram padrdes de expressao opostos na transicdo da dorméncia (DING
et al., 2014). O miR160 foi relatado como envolvido na via de sinalizagdo de auxina e foi
expresso especificamente durante a liberagdo de endodorméncia por resfriamento (DING et al.,
2014). Em Pyrus pyrifolia, 0 miR6390 teve como alvo genes PpDAM e estes apresentam
padrdes de expressdo opostos, indicando que miR6390 poderia desempenhar um papel crucial

na liberacdo de dorméncia via degradacéo de PpDAM (NIU et al., 2015).

miR157 e miR156 diferem em apenas trés nucleotideose apresentam funcdes similares,
uma vez que a superexpressdao dos miRNAs em A. thaliana resultamem plantas com fenétipo
pareceido, com um alto grau de ramificagdes e atraso na transi¢ao da fase vegetativa para a fase
reprodutiva,(SHIKATA et al., 2009). Como ja mencionado anteriormente, as familias génicas
MIR156/157 tem como alvos genes da familia SPLs (REINHART et al., 2002; RHOADES et
al., 2002). Em A. thaliana os genes da familia SPL regulados por miR156/157 foram
caraterizados e divididos em trés grupos distintos: 1) SPL2, SPL9, SPL10, SPL11, SPL13 e

SPL15 que contribuem para a transicdo da fase vegetativa juvenil para adulto, sendo SPLO9,
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SP13 e SPL15 os genes mais importantes para esses processos 2) SPL3, SPL4 e SPL5 que
promovem a transi¢do da identidade do meristema floral; 3) SPL6 que apesar de néo ter uma
funcdo principal na morfogénese da parte aérea,pode ser importante para certos processos
fisioldgicos (LIU, N. et al., 2017).

A superexpresdo do miR157 em algod&o (Gossypium hirsutum) apresentou um papel na
regulacao do crescimento de 6rgdos florais e na producdo de évulo, regulando negativamente
cinco genes da familia SPL e dois fatores de transcricdio MADS-box, que sdo ortélogos de
AtAGL6 (AGAMOS-LIKE 6) e SITDR8 (MADS-box transcription factor TDR8) (LIU, N. et al.,
2017). A sinalizacdo de auxina também foi atenuada com a superexpressdo do miR157,
indicando que a regulacdo miR157/SPL pode regular os fatores de transcricio MADS-box e

afetar a transducéo do sinal da auxina (LIU, N. et al., 2017).

O miR395 ¢é caracterizado por ser responsivo a deficiéncia de sulfato controlando a
assimilacdo deste nutriente, apresentando como alvos ATP suforilases (ATPS) e
transportadores de sulfato de baixa afinidade em A. thaliana (KAWASHIMA et al., 2009;
MATTHEWMAN et al., 2012). Entretanto o miR395 é reportado em bibliotecas obtidas a partir
de gemas e flores de Prunus mume, apresentando expressao variavel em funcdo do estadio de
desenvolvimento da gema, sendo upregulated em flores que apresentavam imperfeicoes
morfoldgicas, indicando que esse miRNA participa do desenvolvimento do pistilo (WANG, T.
etal., 2014). Em Sorghum belongs foi sugerido um possivel envolvimento do miR395 no tempo
de floracao, porém sem detectar alvos envolvidos no desenvolvimento floral (CALVINO et al.,
2011).

O miR396 é um miRNA que desempenha um papel importante, regulando a expressdo
dos Fatores Reguladores do Crescimento (GRFs), que se trata de uma classe de fatores de
transcricdo (DEBERNARDI et al., 2012). A regulacdo intermediada por miR396/GRF é um
ponto de controle central no processo de desenvolvimento de plantas como desenvolvimento
de raizes, organogénese floral e desenvolvimento de sementes (DEBERNARDI et al., 2012;
RODRIGUEZ et al., 2010; WANG, L. et al., 2010). O miR396 teve como alvo identificado em
Catharanthus roseus um fator de transcri¢cdo do dominio MADS-box, SHORT VEGETATIVE
PHASE (SVP), impedindo a traducéo (YANG, C.-Y. et al., 2015). O SVP por sua vez funciona
como regulador negativo do desenvolvimento floral como parte de um complexo formado com
0 FLC, controlando o tempo de floragéo, regulando negativamente FT e SOC1 (IRISH, 2010;
J. H. LEE et al., 2007; LI et al., 2008). O acumulo deste miRNA foi induzido pela seca em
plantas de tabaco e plantas transgénicas superexpressando este miRNA apresentaram melhor
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tolerdncia a seca, com capacidade de conservagdo da agua através da reducdo da area foliar e
do indice estomatico (YANG, F.; YU, 2009).

Em cafeeiro, ja foram identificados e caracterizados 235 precursores e 317 miRNAs
maduros, pertencentes a 113 familias MIR, incluindo miR157, miR395 e miR396, no genoma
C. canephora (FERNANDES-BRUM, 2017). Em bibliotecas geradas a partir de gemas no
estddio G4 e G5 de C. arabica, miRNAs dessas familias foram identificados apresentando
expressao diferencial - miR157a-5p, miR395a-3p, miR396a-3p (FERNANDES-BRUM, 2017).
O estudo de miRNAs voltados para o desenvolvimento floral propiciam um melhor
entendimento de diferentes processos, como tempo de floracdo, desenvolvimento de flores,

dorméncia, antese e outros aspectos.

2.6. Acdo de fitormodnios e miRNASs na regulacdo do desenvolvimento

Os fitormonios controlam a maioria dos estadios de desenvolvimento, se ndo todos, ao
longo do ciclo de vida da planta e muitas vezes 0 mesmo processo envolve multiplos
fitormdnios. A comunicacdo entre as vias de sinalizacdo dos fitormbnios é essencial para
integrar e coordenar adequadamente multiplos processos de desenvolvimento (como a
germinacdo, morfogénese, transicdo de fases e senescéncia) em resposta a estimulos enddgenos
e exogenos (idade, fotoperiodo, temperatura, estresses biodticos e abiodticos) (CURABA et al.,
2014).

Como exemplo de regulacdo e crosstalk entre fitormdnios, podemos mencionar o
etileno, que atua estimulando a biossintese e transporte da auxina através da regulagdo positiva
de varios genes de biossintese de auxina e genes que codificam seus carreadores
(VANSTRAELEN et al., 2012). Além disso, estudos sugerem que o controle da expansdo
celular pela via etileno/auxina envolve citocinina e acido jasmonico, que estimulam a
sinalizacdo de etileno através da ativacdo de dois genes 1-AMINOCYCLOPROPANE-1-
CARBOXYLATE SYNTHASE (ACS) (CHAE; FAURE; KIEBER, 2003) e ETHYLENE
INSENSITIVE 3 (EIN3) (ZHU, Z. et al., 2011). O ACS é um gene que codifica uma enzima
limitante da taxa de biossintese do etileno que € induzida durante o processo de liberacdo da
endodorménccia (BAI et al., 2013).
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Os miRNAs como o miR156, miR172 e miR396 estdo envolvidos no crosstalk
hormonal conectam a via da auxina com as vias do acido abscisico ou etileno (CURABA;
SINGH; BHALLA, 2014). A evolugdo das plantas terrestres exigiu uma adaptacdo as
mudancgas ambientais como, mudanca de estacfes e resisténcia ao estresse, para as quais a
comunicagdo entre auxina e acido abscisico/etileno (horménios relacionados ao estresse) foi
essencial, sugerindo que miRNAs foram parte do caminho evolutivo que levou a adaptagdo ao
estresse das plantas (CURABA,; SINGH; BHALLA, 2014).

O miR159 esté& envolvido no tempo de floracdo atuando na via da giberelina (GA) e
também regula o desenvolvimento de anteras pela modula¢do de um regulador transcricional
especifico para GA o GAMYB-like (ACHARD et al., 2004). A via miR159/GAMYB-like
também atua no desenvolvimento das anteras e no receptaculo floral (Achard et al., 2007). Os
fatores de transcricdo TCP, alvos do miR319, podem integrar sinais hormonais, ambientais e
de desenvolvimento para modular varios processos bioldgicos (Li et al.,, 2015). Outra forma de
regulacdo da expressao génica se da por meio da interacdo entre vias reguladas por miRNAs
durante o desenvolvimento floral, como é o caso das vias miR159/GAMYB-like e miR319/TCP
que podem regular a via miR167/ARF. O miR167 regula positivamente os Fatores de Resposta
a Auxina ARF6 e ARF8, que atuam na formac&o de 6rgaos florais, e sua expressao depende dos
alvos de miR159 e miR319 (RUBIO-SOMOZA; WEIGEL, 2013). Para 0 miR169 foi
demonstrado haver uma regulacdo de fatores de transcricdo em resposta a auxinas, ARF17
(Auxin Response Factor 17) (MALLORY; BARTEL; BARTEL, 2005).

Diversos estudos vém mostrando que os miRNAs estdo envolvidos na transducdo da
sinalizacdo hormonal em plantas ligado ao etileno (CHEN, L. et al., 2012), como os miR159,
miR156, miR 390, miR164, miR 319 e miR396 em cevada (BAI, B. et al., 2017b), miR159 e
miR394 em arroz (LIU, Q. et al., 2009Db).

3. HIPOTESE

Os microRNAs miR157-5p, miR395a-3p e miR396a-3p sdo responsivos a aplicacéo de

1-MCP em gemas de cafeeiro em estadio G4.

4. OBJETIVOS
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Avaliar os efeitos da aplicacdo de 1-MCP sobre a expressao de microRNAs miR157-
5p, miR395a-3p, miR396a-3p em gemas de cafeeiro em estadio G4, assim como caracterizar

0s possiveis alvos destas moléculas, em plantas sob diferentes condi¢des hidricas.

4.1. Objetivos especificos

e Avaliar a expressdo génica dos microRNAs ccp-miR157-5p, ccp-miR395a-3p, ccp-
miR396a-3p pelo método stem-loop RT-PCR em gemas florais de café sob estresse
hidrico e sem estresse hidrico, com e sem aplicacdo de 1-MCP.

e Predizer os alvos dos microRNAs selecionados no genoma de Coffea canephora,
utilizando a ferramenta psRNATarget

e Avaliar a expressdo génica dos alvos preditos por RT-qPCR.

5. MATERIAL E METODOS

5.1. Local, periodo experimental e material vegetal

A coleta do material biolégico para o experimento ocorreu na Fazenda Milano (OLAM
Agricola Ltda), localizada na Rodovia BR 020/242 KM 835, Zona Rural, Barreiras - BA, no
periodo de 21 a 23 de Agosto de 2017. Foram utilizadas plantas de oito anos de idade da cultivar
Catuai Vermelho IAC 144. As anélises de expressdo génica e predigdo de alvos para miRNAs
foram realizadas no Laboratério de Fisiologia Molecular de Plantas (LFMP)
(http://www.dbi.ufla.br/Ifmp/), no Setor de Fisiologia Vegetal, Departamento de Biologia da
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG — Brasil.

5.2. Tratamentos e delineamento experimental

O experimento foi composto por 3 grupos de plantas, um grupo de plantas sob estresse
hidrico, cuja irrigacdo foi suspensa por 36 dias (potencial hidrico foliar de -1,5 a -2,0 Mpa) e
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outro grupo de plantas bem hidratadas (potencial hidrico foliar de -0,4 a -0,6 Mpa). Ambos os
grupos receberam dois tratamentos, TO e T1, sendo TO o grupo controle, sem aplicacdo de
produto e T1 com aplicacio de 1-MCP (produto comercial Harvista™ - AgroFresh). Para T1,
utilizou-se 150g de ingrediente ativo (i.a.) /ha do Harvista™. Para isso, diluiu-se 78 mL do
Harvista™ (formulagéo liquida) em 4L de agua para 20 plantas, sendo que cada planta recebeu
200 mL de calda, com o auxilio de um pulverizador costal de 12L (S12 - Brudden
Pulverizadores) logo apds a preparacdo das solucdes. A pulverizacao foi efetuada na planta
inteira abrangendo folhas (regido adaxial e abaxial) e gemas. Apos a pulverizacdo do produto,
0 grupo de plantas sob estresse hidrico teve sua irrigacéo retornada.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 6 tratamentos e 3
repeticdes bioldgicas, sendo cada repeticdo bioldgica composta por 5 plantas, totalizando 20
plantas por tratamento. Quatro linhas, denominadas blocos, agruparam as repeticdes biologicas
e entre cada bloco existia uma linha de plantas como bordadura. A localizagéo das repeticdes
bioldgicas nos blocos ocorreu aleatoriamente, preservando-se um espago consideravel entre

cada planta para que ndo houvesse interferéncia entre os tratamentos.

5.3. Coleta do material

Para as analises de expressao génica, coletaram-se gemas no estadio G4, de acordo com
Morais et al. (2008), de ramos plagiotropicos, preferencialmente no terco médio das plantas. O
material foi coletado em tubos plasticos de 50 mL, imediatamente congelados em nitrogénio
liquido e em seguida armazenados em ultrafreezer -80 °C até o momento das analises. A Tabela

1 mostra a nomenclatura utilizada nas amostras.

Tabela 1 - Descricdo das abreviacOes utilizadas nas amostras.

Abreviagao Descricéo
PD Plantas déficit hidrico
PR Plantas completamente re-irrigadas
Pl Plantas constantemente irrigadas
TO Tratamento controle, sem aplicacdo de 1-MCP

T1 Tratamento com aplicacdo de 1-MCP
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5.4. Andlise da expressao génica

5.4.1. Extracao de RNA e tratamento com DNase

As gemas florais foram inicialmente maceradas em gral com nitrogénio liquido com
auxilio de um pistilo e em seguida foram armazenados 100 mg de material vegetal em
microtubos de 1,5 mL. A extracdo de RNA foi realizada utilizando o PureLink® RNA Mini Kit
seguindo as recomendacdes do fabricante para tecidos vegetais com algumas alteragdes.

Para o tratamento com DNase, utilizou-se a enzima RNase free DNase Set (Qiagen).
Adicionou-se 80 pL de uma mistura previamente preparada da enzima (10 uL de DNase + 70
pL de tampao DDR) a coluna de filtragem e incubou-se a mistura a temperatura ambiente por
15 minutos. Em seguida, continuou-se a etapas de lavagem, adicionando-se 350 uL. do tampao
I a coluna, centrifugando-se por 15 segundos a 12.000 x g a temperatura ambiente e descartando
o fluxo continuo. Adicionou-se 500 pL do tampéo Il & coluna, centrifugou-se por 15 segundos
a 12.000 x g a temperatura ambiente e descartou-se o fluxo continuo. Repetiu-se as lavagens
com os tampdes | e 11 e centrifugou-se a amostra por 2 minutos para completa secagem. Para a
eluicdo do RNA, transferiu-se as colunas de filtragem para novos tubos, adicionou-se 15 uL da
agua livre de RNase contida no Kit, incubou-se por 1 minuto a temperatura ambiente e por fim,
centrifugou-se por 2 minutos a 12.000 x g. Repetiu-se esta etapa, para que fosse obtido volume
final de 30 pL de RNA. As amostras foram armazenadas em freezer -20 °C até as analises
posteriores.

5.4.2. Quantificacdo e analise da qualidade do RNA

Apos a extragdo do RNA, as amostras foram quantificadas e analisadas quanto a
presenca de contaminantes utilizando-se o espectrofotdmetro NanoVue® (GE Healthcare).
Utilizou-se 1,5 puLL de cada amostra para realizar essa analise, observando-se a as relagdes de
pureza A260\280 e A260\230, priorizando-se, preferencialmente, valores entre 1,8 e 2,0.

Para avaliar a integridade do RNA extraido, as amostras foram submetidas a eletroforese
em gel de agarose (0,7%), corado com GelRed Nucleic Acid Gel Stain (Sigma Aldrich) e
visualizado em fotodocumentador UV-transiluminador (UVITEC FireReader XS D-77Ls-20.
M). Para obtencdo do RIN (RNA integrity number), foi utilizado o sistema Agilent 2100
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Bioanalyzer (Agilent Technologies), seguindo as recomendacdes do fabricante para RNA de
plantas, padronizando as amostras para aproximadamente 400 ng/ pL. Foram utilizados apenas

0s RNAs que apresentaram RIN acima de 7.

5.4.3. Selecdo dos miRNAs

As sequéncias dos miRNAs escolhidos foram identificadas em Coffea arabica por Fernandes-
Brum (FERNANDES-BRUM, 2017), com base na expressao diferencial de miRNAs entre as
fases G4 e G5 de gemas florais de café. Foram selecionados membros de 3 familias MIRs: ccp-
miR157-5p, ccp-miR395a-3p, ccp-miR396a-3p.

5.4.4. Sintese de cDNA

A sintese de cDNA foi feita a partir do método stem-loop RT-PCR descrito por Chen et
al. (2005) (Figura 6). Para a amplificagdo dos miRNAs, foram desenhados 3 primers. O
primeiro, primer stem-loop ou RT, possui 50 nucleotideos, dos quais 44 sdo iguais para todos
0S primers e 0s outros 6 sdo complementares a regido 3’ de cada miRNA. Esse primer tem a
capacidade de formar uma estrutura em formato de grampo, denominada hairpin, em baixas
temperaturas. O segundo primer, forward, é igual a0 miRNA alvo, porém sem as bases que se
anelam ao hairpin e com adi¢do de uma extens&o na extremidade 5’ com fungéo termodinamica.
O terceiro primer, reverso, é universal, pois sua sequéncia é complementar a parte fixa do
primer stem-loop. As sequéncias dos primers desenhados foram analisadas utilizando a

ferramenta Oligo Analyzer 3.1 (https://www.idtdna.com/calc/analyzer).
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Figura 6 - Amplificagdo de miRNAs por stem-loop-RT-PCR

mature miRNA

‘ 1 I universal rev rimer
forward primer f o O O ML
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O primer stem-loop se anela a0 miRNA para a sintese de cDNA (Step 1), em seguida o primer forward
se liga a sequéncia do miRNA e o primer reverso universal se liga a regido do primer stem-loop para
gue a gPCR ocorra (Step 2).

Fonte: Gao et al. (2012).

Para a sintese de cDNA, utilizou-se apenas o primer stem-loop, e para cada dois
miRNASs a serem analisados, sintetizou-se um cDNA diferente. A sintese de cDNA foi feita a
partir do RNA tratado, utilizando-se o kit ImProm-/I™ Reverse Transcriptase (Promega). Para
o mix 1, foram utilizados 1000 ng de RNA, 1 uL de ANTP mix, 2 uL de primer RT especifico
para cada miRNA e 1 uL de primer oligodT, para essa mistura as condi¢cdes no termociclador
foram 70 °C por 10 minutos e 4 °C por 10 minutos. Para 0 mix 2, foram utilizados 5 pL de
Buffer, 2,4 uL de MgClz, 0,6 uL. de RNaseOut e 1 uL da enzima Improm-II, para essa mistura
as condi¢bes no termociclador foram: inicio a 16 °C por 30 minutos, 60 vezes a 30 °C por 30

segundos, 42 °C por 30 segundos, 50 °C por 1 segundo e finalizagdo a 75 °C por 15 minutos.

5.4.5. Expressdo dos miRNAs por stem-loop RT-PCR

As analises da expressdo dos miRNAs escolhidos (ccp-miR157-5p, ccp-miR396a-3p e
ccp-miR395a-1-3p) foram conduzidas utilizando-se o termociclador Rotor-Gene Q Real-Time
PCR (Qiagen), utilizando o sistema de deteccdo SYBR® Green. O volume final da reacdo para
cada amostra foi de 15 pL: 7,5 uL de Master Mix SYBR Green (QuantiNova SYBR Green PCR
Kit - Qiagen), primers ccp-miR157-5p, ccp-miR396a-3p e ccp-miR395a-1-3p todos a
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concentracéo de 2,0 uM (3,0 pL da solugéo de trabalho a 10 uM), 1,5 uLL de cDNA na diluigéo
1/5.

Foram utilizadas trés repeticbes bioldgicas de cada tratamento, sendo utilizadas
triplicatas técnicas para cada uma das amostras. As condicdes de ciclagem utilizadas foram: 5
minutos a 95 °C para ativagdo da enzima, seguidos de 40 ciclos de 5 segundos a 95 °C e 10
segundos a 60 °C, com uma rampa de melting para se avaliar a especificidade da reacdo de 55
°Ca95 °C, comoaumento de 1 °C a cada 5 segundos. A eficiéncia de amplificagcdo dos primers

dos genes alvos e de referéncia foi determinada por meio de curva de dilui¢do (Tabela 2).

Tabela 2 - — Sequéncia de primers e eficiéncia da amplificagdo por stem-loop RT-PCR.

. . Primer Foward Primer Reverse Efici§r1_cia de
Genes/miRNA Primer RT (5° - 3%) (5°-3") (5°-3) amplificagdo R?
(%)
GTCGTATCCAGT
GCAGGGTCCGA GGGCGTTGA
ccp-miR157-5p  GGTATTCGCACT CAGAAGATA Ggggﬁgg$T 100 0,99
GGATACGACGT GA
GCTC
GTCGTATCCAGT
. GCAGGGTCCGA  GTCTACTGA
CC”“"E%EaJ' GGTATTCGCACT AGTGTTTGG Ggggﬁgg$T 105 0,99
P GGATACGACGG GGG
AGTT
GTCGTATCCAGT
GCAGGGTCCGA  GAGCCGTTC
ccp-miR396a-3p GGTATTCGCACT AATAAAGCT Ggggﬁgg$T 108 0,99
GGATACGACCA GT
TCCC
GGTGTACGC AGCCAACAG
a7 ] TCAgX¢gTTT CAS?Q&JAA o 0.99
sconscno TISEEATCT
RPL39 ; CAGAGGCAG > 01 0,99
AA

5.4.6. Predicéo de alvos para miRNAs e desenho do primers

Sequéncias alvo dos miRNAs selecionados foram preditas usando a ferramenta
psRNATarget (http://plantgrn.noble.org/psRNATarget/analysis?function=3) utilizando 0s
parametros default (padrdo). Para buscar os alvos dos miRNAs, as bibliotecas de RNA foram
coletadas de arquivos GFF (CDS+UTR) do projeto genoma de Coffea canephora (http://coffee-
genome.org/). Foram selecionadas as sequéncias respectivamente para casa miRNA que

apresentaram o Expectation < 2.5 (unidade de medida da provavel ligacdo e clivagem do
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miRNA com alvo). Em seguida o cddigo identificador da sequéncia foi pesquisado no projeto
genoma de Coffea canephora identificado a sua sequéncia para desenho dos primers. As
sequéncias dos primers desenhados foram analisadas utilizando a ferramenta Oligo Analyzer
3.1 (https://www.idtdna.com/calc/analyzer). Para verificar a especificidade do primer foi
utilizado a ferramenta Primer Blaster disponivel projeto genoma de Coffea canephora
(http://coffee-genome.org/primer_blaster).

5.4.7. Extracdo de RNA e sintese de cDNA para os alvos

A extracdo de RNA para todos os tecidos foi realizada utilizando Concert™ Plant RNA
Reagent (Invitrogen). Todas as amostras foram tratadas com o Kit Turbo DNA-free (Ambion)
para a remocao total de DNA gendmico. O Kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription
(Applied Biosystems) foi utilizado para a sintese de cDNA a partir de 1000 ng de RNA.

5.4.8. Expressdo dos alvos miRNAs por RT-PCR

As andlises da expressdo dos genes alvos dos miRNAs escolhidos (ccp-miR157-5p alvo
SQUAMOSA PROMOTER-BINDING-LIKE protein 2 (SPL2), ccp-miR395a-1-3p alvo
SULFATE TRANSPORTER 2;1 like (SULTR2) e ccp-miR396a-3p alvo G-TYPE LECTIN S-
RECEPTOR-LIKE SERINE (GsSRK) foram conduzidas utilizando-se o termociclador Rotor-
Gene Q Real-Time PCR (Qiagen), utilizando o sistema de deteccdo SYBR® Green. O volume
final da reagdo para cada amostra foi de 15 pL: 7,5 pL de Master Mix SYBR Green (QuantiNova
SYBR Green PCR Kit - Qiagen), primers foward e reverse, 1,5 uL de cDNA na diluicéo 1/5 e
o restante do volume completado com agua livre de RNase.

Foram utilizadas trés repeticbes bioldgicas de cada tratamento, sendo utilizadas
triplicatas técnicas para cada uma das amostras. As condi¢des de ciclagem utilizadas foram: 5
minutos a 95 °C para ativagdo da enzima, seguidos de 40 ciclos de 5 segundos a 95 °C e 10
segundos a 60 °C, com uma rampa de melting para se avaliar a especificidade da reacdo de 55
°Ca95 °C, comoaumento de 1 °C a cada 5 segundos. A eficiéncia de amplificacdo dos primers
dos genes alvos e de referéncia foi determinada por meio de curva de dilui¢do (Tabela 3).
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Tabela 3 — Sequéncia de primers e eficiéncia da amplificagdo por RT-PCR.

Conc.

miRNA Gene Acesso Sequéncia do Primer (5°- 3%) (M) E(®) R?
cep- Sq”amtosa PF:ACCAGAGCCCATATCGTT
miR157- bprg.mo ?rk Ccll_g16990° 1,0 92 0,99
5p INAING-11 e PR:CGATCTGCCAGTATTCCG
protein 2
ccp- trasn“slgitg o PF:CCTTGAACGAGAGAGGGA
miR395a- .. " Cc07_gl5540° 1,5 98 099
1-3p (SULTR?) PR:GGGGGAACTGAGAGAGAT
G-type PF:-TACTGGAGAAAAGGGGAGC
cep- lectin S-
miR396a- receptor- Cc01_g03960° 15 100 0,99
3p like serine — PR:TGTACTTGTCGTCTGGATCA
(GSSRK)

PF:GGTGTACGCTCACCATTTTCATC
- AP4T7 DV690764.12 15 97 0,99

PR:AGCCAACAGCACCAGTAACTTG

PF:GCGAAGAAGCAGAGGCAGAA

- a
RPL39 GT720707.1 PR:TTGGCATTGTAGCGGATGGT 2.0 a1 0,99

& - NUmero de acesso NCBI; ® - Nimero de acesso projeto genoma de Coffea canephora; Conc. —
concentragcdo em uM do primer; E — eficiéncia do primer (%).

5.5. Analise estatistica dos dados

A analise estatistica da expressdo dos miRNAs e genes alvos foram realizadas utilizando
0s modelos lineares e mistos conforme proposto por Steibel et al. (2009). Os Cqgs foram
corrigidos segundo a eficiéncia de cada primer comparando a expressdao de um gene de
referéncia (normalizador) em cada uma das condicGes estudada.

No ajuste, foram considerados as plantas (repeticbes) como efeito aleatorio,

considerando, seguindo o seguinte modelo:

Yij=H+ai+pit(af)ij+okii e

em que:

Yijki representa o valor observado da variavel resposta Cq no i-esimo tratamento, no j-
ésimo gene, na I-esima réplica da k-esima repeticéo para i=1, ... ,6, j=1,2, k=1,2,3 e I=1,2,3.

M representa uma constante comum a todas as observacdes;

o representa o efeito do i-ésimo nivel do fator tratamento;
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pi representa o efeito do j-ésimo gene

(af)ij representa o efeito da interagdo i-ésimo nivel do fator tratamento e o j-ésimo
gene;

Ok(ij) representa o efeito aleatério da k-ésima planta dentro da combinagéo j-ésimo gene
e do i-ésimo tratamento, com dkij)~N (0,8).

&ijki representa o erro aleatério, sendo que o valor de erros &ijx ~ N (0,65)

Foram consideradas para o modelo misto, diferentes matrizes de variancias e
covariancias residuais para que se pudesse modelar a heterogeneidade de variancias e a
correlacdo entre as medidas repetidas presentes no experimento.

Para cada estimativa de AACq foram obtidos o erro padrdo e o intervalo de confianca
de 95% como apresentado por (STEIBEL et al., 2009). Os valores estimados de AACq foram
utilizados na formula 2 #2¢4 como sugerido por (STEIBEL et al., 2009), para se obter as
estimativas das razdes. Para cada estimativa da razdo obtida, foram calculados intervalos de
confianga de 95% utilizando o erro padrdo (EP) da estimativa de AACq. Os limites superior e
inferior dos intervalos de confianca para a razdo foram calculados, por aproximacéo, como
sugerido por (BENITEZ et al., 2015; GONZALEZ-CALVO et al., 2014; JAISWAL; KUMAR;

LAL, 1985), utilizando a seguinte expressao.

—-(AACq+t EP
|C=2-(AACazt  *EP)

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Analise de expressdo génica dos miRNAs

O miR157 atua na transicao entre as fases vegetativa e reprodutiva, é altamente similar
ao miR156, juntos formam a familia miR156/157 (HE, 2017a; L1U, N. et al., 2017; WANG,
etal., 2009; XU et al., 2016).

Ao observar a expressdo miR157a-5p apenas em rela¢do & condigdo hidrica, pode-se
observar que ndo hé diferenca de expressao entre as plantas que estavam sob restricdo hidrica
e aquelas que foram reirrigadas (PDTO x PRTO), enquanto que, as plantas que foram mantidas
constantemente irrigadas (PITO) obtiveram a menor expressao do miR157a-5p (Figura 7). No

processo de florescimento essa familia de miRNAs tem como principal alvo as proteinas
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SQUAMOSA-PROMOTER BINDING PROTEIN-LIKE (SPL), que constituem uma familia
diversificada de fatores de transcri¢do que desempenham papéis fundamentais no crescimento
e desenvolvimento das plantas regulando a transcricdo de genes da familia MADS-Box
(PRESTON et al., 2013; WANG, et al.,2009). Os genes APETALA1 (AP1), FRUITFULL
(FUL) e SUPRESSOR OF CONSTANS OVEREXPRESSION 1 (SOC1), foram descritos como
diretamente induzidos por SPLs, que por sua vez, tem sua expressdo regulada negativamente
por miR156/157 (WANG, J. W.; CZECH; WEIGEL, 2009; XU et al., 2016).

Em Arabidopsis thaliana os niveis dos miR156/157 declinam a medida que a transicdo de
fases ocorre, e por consequéncia ha o aumento das proteinas SPLs, que promovem a transicao
da fase juvenil para adulta e posteriormente favorecem a transicdo para fase reprodutiva através
da ativacdo dos genes MIR172, LFY, AP1, FT e SOC1 (HE, 2017b; YAMAGUCHI; ABE,
2012). Ao observar o padrdo de expressao do miR157a-5p, sua maior expressao no tratamento
PDTO comparado a PITO, podemos sugerir que a familia miR156/157 participa da manutencéo
do estado de dorméncia dos botdes florais de cafeeiro durante o periodo de restricdo hidrica.
Ao regular a expressdo da familia SPLs, e por consequéncia dos genes da familia MADS-box
envolvidos na sinalizagdo para que ocorra o completo desenvolvimento das gemas e

consequente antese.

Figura 7 - Grafico de expressao génica relativa para o microR157a-5p

14 miR157a-5p

Expressao Relativa

PD PR Pl o
S To [T
Legenda: PD - Plantas em déficit hidrico; PR - Plantas re-irrigadas Pl - Plantas constantemente

irrigadas; TO - Tratamento controle, sem aplicacdo de 1-MCP; T1 - Tratamento com aplicacéo

de 1-MCP; PRTO - Amostra calibradora; Barra representa o intervalo de confianca a 95%.
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O baixo nivel de expressdo em plantas constantemente irrigadas indica que o miR157a-
5p participa da manutencdo das gemas em estado de dorméncia até que as condi¢des sejam
favoraveis para que ocorra a antese.

As plantas que receberam tratamento com 1-MCP sob as diferentes condigdes hidricas
descritas anteriormente ndo apresentaram diferenga na expressdo do miR157a-5p entre si
(Figura 7). Porém, quando comparadas com as plantas controle observou-se diferenca na
expressao para as plantas sob estresse hidrico (PDT1). Elas apresentaram expressao 0,92 vezes
menor em relagdo a amostra calibradora (PRTO) e de 0,36 vezes menor em relacdo a amostra
controle (PDTO0), indicando que a aplicagéo de 1-MCP reduziu a expressdo do miR157a-5p nas
plantas sob déficit hidrico podendo supostamente participar da sinalizacdo que induz a antese
das gemas florais em estagio G4.

Sabe-se que as vias de sinalizacdo hormonal interagem no nivel de expressdo génica
(CHENG, X. et al., 2013). Uma estratégia comum do crosstalk é controlar elementos-chave
especificos de vias de sinalizacdo de outros horménios (SANTNER et al., 2009). A exemplo,
podemos mencionar a ligacdo entre o etileno e auxina, onde o etileno estimula a regulacédo
positiva de genes que participam da biossintese e carreadores de auxina (VANSTRAELEN et
al., 2012).

Para 0 miR395a-3p ndo ha diferenca significativa entre tratamentos TO e T1 nas plantas
que passaram pelo estresse hidrico. No entanto, este miRNA foi cerca de 0,8 vezes menos
expresso nas plantas T1 em relacdo a TO na condicdo re-irrigada e ndo houve diferenca entre 0s
tratamentos nas plantas que estavam constantemente irrigadas. Também ndo ha diferenca de
expressao deste miRNA quando comparamos o controle (TO) do grupo de plantas sob estresse
hidrico (PD) com o constantemente irrigado (PI). Isso indica que o estresse hidrico e a aplicacéo

do produto ndo interferem na expressao deste miRNA de forma consideravel (Figura 8).
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Figura 8 - Grafico de expressdo génica relativa para 0 miR395a-3p
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Legenda: PD - Plantas em déficit hidrico; PR - Plantas re-irrigadas PI - Plantas constantemente
irrigadas; TO - Tratamento controle, sem aplicacdo de 1-MCP; T1 - Tratamento com aplicacao

de 1-MCP; PRTO - Amostra calibradora; Barra representa o intervalo de confianca a 95%.

O miR395 foi identificado em diversas bibliotecas de miRNAs derivados de botbes
florais ou flores em vérias espécies como California Poppy (Eschscholzia californica)
(BARAKAT et al.,, 2007), Rosas (Rosa hybrida) (PEI et al., 2013), nogueira (Carya
cathayensis) (WANG, Z. J. et al., 2012), ameixa chinesa (Prunus mume) (WANG, T. et al.,
2014), batata doce (Sweet Potato) (SUN et al., 2015) e sorgo (sweet sorghum) (CALVINO et
al., 2011) e cafe (C. canephora) (FERNANDES-BRUM, 2017). A expressdo do miR395 foi
relacionada ao tempo de floracdo em sorgo, indicando que a alta expressdo do miR395 seria
necessaria para a floragdo (CALVINO et al., 2011). Em Prunus mume a expressio do miR395
foi entre os estagios de gema e flor ndo foi significante, indicando que o miR395 néo é
necessario para a abertura das flores (WANG, T. et al., 2014). Entretanto quando este miRNA
é upregulated em flores, estas apresentavam imperfeicdes no pistilo, indicando que este mMiRNA
possa estar envolvido no correto desenvolvimento do pistilo (WANG, T. et al., 2014). Em flores
nogueira (Carya cathayensis), Rosas (Rosa hybrida) e batata doce (Sweet Potato) o miR395 foi
identificado como conservado e apresentando baixa expressdo ou nula (PEI et al., 2013; SUN
et al., 2015; WANG, Z. J. et al., 2012). Os miRNAs conservados com baixa expressao podem
ser importantes em processos de desenvolvimento de tecidos especificos como observado por
(WANG, T. et al., 2014) ou especificas da espécie (GRANT-DOWNTON et al., 2009). A
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expressao do miR395 nas plantas de cafeeiro PD e PI que receberam a aplicacdo de 1-MCP néo
é alterada, indicando que este ndo influencia na dorméncia, mas possivelmente a baixa
expressao esteja relacionada a maturagéo reprodutiva da gema. As plantas PRT1 apresentaram
reducdo na expressao do ccp-miR395a-3p indicando que nesse estadio de desenvolvimento o
1-MCP reforce a sinalizacdo para que a gema retome o desenvolvimento para que ocorra a
antese mediante a reducdo deste miRNA.

O miR39%6a-3p ndo apresentou diferenca significativa entre tratamentos TO e T1
apresentando expressdo quase nula nas plantas que passaram pelo estresse hidrico (PD). No
entanto, este mMiRNA foi cerca de 2,2 vezes mais expresso nas plantas T1 em relagdo a TO na
condicéo re-irrigada (PR) (calibradora). Houve diferenca na expresséo entre o tratamento nas
plantas que estavam constantemente irrigadas (PI), em que a aplicagdo do 1-MCP promoveu a
expressao do miR396a-3p em relacdo controle (PI1TO0), que apresentou expressao 0,2 menor que

a amostra calibradora (PRTO) (Figura 9).

Figura 9 - Grafico de expressdo génica relativa para 0 miR396a-3p
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Legenda: PD - Plantas em déficit hidrico; PR - Plantas re-irrigadas Pl - Plantas constantemente
irrigadas; TO - Tratamento controle, sem aplicacdo de 1-MCP; T1 - Tratamento com aplicacéo
de 1-MCP; PRTO - Amostra calibradora; Barra representa o intervalo de confianga a 95%.

O miR396 é um miRNA com funcéo conservada que desempenha importantes papéis
no desenvolvimento das plantas, controlando a expressdo de Fatores Reguladores do

Crescimento (GRFs) e regulando processos como o desenvolvimento de raizes, organogénese
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floral e desenvolvimento de sementes (DEBERNARDI et al., 2012; OMIDBAKHSHFARD et
al., 2015). Alguns membros da familia miR396 foram relatados como envolvidos em estresse
abiodtico em A. thaliana, girassol (Helianthus annuus) e arroz (Oryza sativa) (GIACOMELLI
et al., 2012; LIU, H.-H. et al., 2008; ZHOU et al., 2010) incluindo tolerancia a seca (YANG,
F.; YU, 2009). Além de controlar GRFs e envolvimento com o estresse abiotico, foram
identificados como alvo um fator de transcri¢do da familia MADS-box, SHORT VEGETATIVE
PHASE (SVP) em Catharanthus roseus (YANG, C.-Y. et al., 2015). Em Arabidopsis o SPV
funciona como um regulador negativo do desenvolvimento floral como parte de um complexo
com o FLC para controlar o tempo de floracéo regulando negativamente o FT e SOC1 ligando-
se diretamente as suas sequéncias promotoras (LEE, J. H. et al., 2007; LI, D. et al., 2008).

Para as mesmas condi¢cfes experimentais, 0 ccp-miR396a-5p apresentou uma maior
expressao diferencial quando aplicado o 1-MCP em plantas de cafeeiro sob déficit hidrico
(Oliveira, 2018). A escolha da fita é determinada durante o passo de recrutamento da
ARGONAUTA (AGO) e sua escolha ¢é baseada, principalmente, na estabilidade termodinamica
das duas extremidades do duplex do miRNA maduro (5p/3p) (GUO, L. et al., 2014,
KHVOROVA; REYNOLDS; JAYASENA, 2003). A selecdao de um miRNA maduro (5p ou
3p) é sempre pensado com probabilidade desigual com base no mecanismo de selecdo de
ligages de hidrogénio (Griffiths-Jones et al., 2006). Entretanto, outros trabalhos sugerem que
diferentes bragos podem ser selecionados em diferentes tecidos, fases de desenvolvimento e
espécies (CHENG, W.-C. et al., 2012; CLOONAN et al., 2011; GRIFFITHS-JONES et al.,
2011; LI, S., 2015; MARCO et al., 2010).

Ao comparar os tratamentos PR e Pl com PD podemos observar um aumento
significativo na expressdo do miR396a-3p, e um aumento ainda maior nas plantas que
receberam a aplicacdo de 1-MCP (T1). O miR396 apresenta como alvos os fatores de
transcricdo GRFs envolvidos na organogénese floral (DEBERNARDI et al., 2012), a
superexpressdo deste gene em Arabidopsis provocou uma maior producdo de pétalas e estames
mais curtos (BAUCHER et al., 2013). Este resultado sugere que este miRNA esta envolvido
com o estado de dorméncia das gemas em estadio G4, mais especificamente com a quebra da
dorméncia, que ocorre ap6s a re-hidratacdo da planta, sugerindo que este atue nos fatores de
crescimento sinalizando o completo desenvolvimento dos 6rgéos floreais, estando apitos para

a antese.
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6.2. Predicéo dos alvos

Para o miR157a-5p, 155 possiveis alvos foram indicados e destes, o que apresentou
menor expectation (unidade que indica a maior probabilidade de ligagdo com o alvo e possivel
clivagem) foi 0o SQUAMOSA PROMOTER BINDING PROTEIN 2 (SPL2). Foram identificados
149 possiveis alvos para 0 miR395a-3p, sendo 0 SULTR2;1 o alvo com menor expectation. Este
alvo também descrito em trabalhos que investigavam a acdo do miR395 em condicdes de
privacdo de sulfato (KAWASHIMA et al., 2011; MATTHEWMAN et al., 2012; YUAN et al.,
2016). Dentre os possiveis alvos indicados pela andlise de bioinforméatica do miR396, foi
identificado como mais provavel alvo, uma proteina do tipo RECEPTOR-like KINASE (RLKSs)
do tipo G-type lectin S-receptor-like serine/threonine protein kinase (GsSRK) (Tabela 4).

Tabela 4 - miRNAs e Alvos, identificados utilizando o software psRNA Target.

. Sequencia
) . MRNA . MiRNA
miRNA Sequéncia Alvo Expectation complementar
Alvo maduro
no Genoma Cc
UUGACAGAA GUGCUCUCUC
cep-
) P Cc00_g14640? SPL2 15 GAUAGAGAG UCUUCUGUCA
miR157a-5p
CAC A
CUGAAGUGU UCAGuUuUcCccCe
cep-
) P Cc07_g1554072 SULTR2;1 25 UUGGGGGAA CAAACUCUUC
miR395a-3p
CuccC AA
GUUCAAUAA GAUCCUACAG
cep-
] P Cc01_g03960° GsSRK 2.0 AGCUGUGGG  UUUUGUUGA
miR396a-3p
AUG AU

2 NUmero de acesso projeto genoma de Coffea canephora.

6.3. Analise de expressao génica dos alvos preditos

Para o SPL2 (alvo do miR157a-5p) ndo houve diferenca significativa de expressao entre
os tratamentos TO e T1 (Figura 10) em nenhuma das trés condi¢cdes, nem mesmo quando
comparamos o0 grupo de plantas que passou pelo estresse hidrico com o grupo de plantas que
estava constantemente irrigado. Os genes da familia Squamosa-promoter binding protein

(SBP)-box ou (SPLs) codificam para uma familia de fatores de transcri¢do especificos de
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plantas que desempenham um papel importante no processo de transicdo de fases (CARDON
etal., 1999; CHEN, XIAOBO et al., 2010; JONES-RHOADES et al., 2004).

Os SPLs formam uma pequena familia com 17 genes em A. thaliana (WANG, Yl et al.,
2009), destes genes os SPL2, SPL9, SPL10, SPL11, SPL13 e SPL15 contribuem tanto para a
transicdo vegetativa juvenil quanto para a adulta e transicdo reprodutiva, com SPL9, SP13 e
SPL15 sendo os mais importantes para esses processos (XU et al., 2016). Em cafeeiro
possivelmente o SPL2 ndo seja alvo do miR157a-5p em gemas no estdgio G4 em estado de
dorméncia.

N&o houve diferenca na expressdo para 0 SULTR2;1 entre os tratamentos em nenhuma
das condicdes descritas (Figura 11). Os trabalhos que buscam por alvos do miR395 durante o
processo de florescimento e dorméncia identificaram genes relacionados a assimilacdo de
sulfato (CALVINO et al., 2011; WANG, T. et al., 2014) como o gene SULTR2;1 identificado
como mais provavel alvo deste miRNA para gemas de cafeeiro em estadio G4. Porém o papel

deste alvo no florescimento ndo é elucidado na literatura.

Figura 10 - Gréafico de expressdo génica relativa para o SPL2
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Legenda: PD - Plantas em déficit hidrico; PR - Plantas re-irrigadas Pl - Plantas constantemente
irrigadas; TO - Tratamento controle, sem aplicacdo de 1-MCP; T1 - Tratamento com aplicacéo
de 1-MCP; PRTO - Amostra calibradora; Barra representa o intervalo de confianca a 95%.
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Figura 11 - Gréfico de expressdo génica relativa para 0 SULTR2;1
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Legenda: PD - Plantas em déficit hidrico; PR - Plantas re-irrigadas PI - Plantas constantemente
irrigadas; TO - Tratamento controle, sem aplicacdo de 1-MCP; T1 - Tratamento com aplicacao

de 1-MCP; PRTO - Amostra calibradora; Barra representa o intervalo de confianca a 95%.

Também ndo houve diferenca na expressdo entre os tratamentos em nenhuma das
condicdes descritas para o gene GsSRK alvo predito do miR396a-3p (Figura 12). As proteinas
Receptor-Like Quinases (RLKs) desempenham papéis vitais na detec¢do de sinais de estresses
(ACHARD et al., 2007; DOMBROWSKI; MARTIN, 2012; JAIN et al., 2011). E relatado que
0os RLKs atuam ativamente em varios processos fisioldégicos, como o crescimento e
desenvolvimento de plantas (HEMATY et al., 2008; NIBAU: et al., 2011), resposta de defesa
a patdgenos e estresse salino (YANG, X.; DENG; RAMONELL, 2012). A expressdo de um
gene é variavel em funcdo do 6rgdo, tecido ou condicdo experimental em que se é avaliado
(CHEN, L. et al., 2011; ZENG et al., 2014). O gene GsSRK néo apresentou variagdo em sua
expressao em botdes florais de cafeeiro no estadio G4, sugerindo ndo ser alvo do miR396a-3p
neste tipo de tecido e possivelmente, por ter sua resposta ligada a outros tipos de estimulos

ambientais.



47

Figura 12 - Gréfico de expressdo génica relativa para 0 GSSRK.
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Legenda: PD - Plantas em déficit hidrico; PR - Plantas re-irrigadas Pl - Plantas constantemente
irrigadas; TO - Tratamento controle, sem aplicacdo de 1-MCP; T1 - Tratamento com aplicacao

de 1-MCP; PRTO - Amostra calibradora; Barra representa o intervalo de confianga a 95%.

7. CONCLUSOES

Os miRNAs aqui estudados apresentaram diferentes padrGes de expressdao entre 0s
tratamentos. O miR157a-5p foi o Unico miRNA responsivo a aplicagdo de 1-MCP e apenas para
a condicdo em que a planta se encontrava em estresse hidrico, indicando que a inibi¢do dos
receptores de etileno via 1-MCP possa participar do processo de quebra de dorméncia
independente da irrigacao.

O miR395a-3p teve uma pequena reducédo, proxima a diferenca significativa a 5%, em
sua expressao quando recebeu o tratamento com 1-MCP para as condi¢6es hidricas de PD e PR,
sugerindo uma participacdo do etileno na regulacdo deste miRNA. Novos estudos s&o
necessarios para o entendimento deste no processo de dorméncia e indugdo da antese.

A expressdao do miR396a-3p proxima de nula para PD, tanto em TO quanto em T1,
sinaliza que para essa condicdo o miR396a-5p possivelmente seja a principal escolha do
complexo RISC. O aumento da expressdo deste miRNA para as condic¢Ges hidricas PR e Pl
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indica que este miRNA esteva envolvido principalmente no processo de quebra de dorméncia
das gemas de cafeeiro em estadio G4.

Quando as plantas mantidas em condic¢des hidricas 6timas (PI), ndo ha variacdo na
expressao para os miR157a-3p e miR395a-3p, do mesmo modo o 1-MCP néo influencia na
expressao destes ou de seus respectivos alvos estudados neste trabalho.

Além disso, um estudo mais aprofundado como RACE ou andlise de alvos clivados por
sequenciamento a respeito dos alvos dos miRNAs deve ser realizado a fim de entender o
mecanismo destes no processo de inducgédo da antese em cafeeiro.

Os resultados desta pesquisa fornecem fundamentos para futuros estudos para o controle
do florescimento em cafeeiro, utilizando de ferramentas biotecnoldgicas para a obtencdo de

plantas com maior produtividade.
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