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RESUMO

As sementes de café apresentam baixa longevidade e sensibilidade a dessecacédo, o que limita
seu armazenamento em bancos de germoplasma convencionais. Como método alternativo
para a conservacdo tem sido estudado o armazenamento em temperatura ultra-baixa utilizando
nitrogénio liquido. Entretanto, ainda ndo sdo completamente conhecidas as alteracoes
moleculares que ocorrem em sementes de café armazenadas nestas condi¢Oes. Assim,
objetivou-se com este trabalho avaliar a expressdo de genes em sementes de café submetidas a
diferentes protocolos de criopreservacdo visando ampliar o conhecimento em nivel molecular
dos efeitos da criopreservacgdo sobre a viabilidade destas sementes e auxiliar na compreenséo
e interpretacdo de resultados fisiologicos, bioquimicos e moleculares. A expressdo dos genes
alvo varia conforme a metodologia de secagem, de pré-resfriamento e o tempo de
reaquecimento. O uso de cloreto de sodio (75 % UR) para a secagem e/ou a auséncia de pré-
resfriamento resulta em maior expressdo dos genes isocitrato liase, esterase, dehidrina e
apetala 2 nas sementes de Coffea arabica L. cv. Catuai amarelo IAC 62 do que as demais
metodologias de secagem e pré-resfriamento. O uso do sulfato de aménio (85 % UR) para a
secagem e/ou o pré-resfriamento até -50 °C proporciona maior expressdo dos genes
telomerase, inibidor de apoptose e DNA metilase nas sementes de Coffea arabica L. cv.
Catuai amarelo IAC 62 do que as demais metodologias de secagem e pré-resfriamento ou em
auséncia de pré-resfriamento. Os genes telomerase, inibidor de apoptose e DNA metilase,
bem como 0s genes ascorbato peroxidase, superoxido dismutase e peroxidase apresentam
padrdo de expressao similar.

Palavras-chave: Coffea arabica L.. Expressao génica. Conservacao. Baixa temperatura.



ABSTRACT

Coffee seeds present low longevity and sensitivity to desiccation, which limits their storage in
conventional germplasm banks. As alternative method for this conservation, storage in ultra-
low temperatures, using liquid nitrogen, have been studied. However, the molecular changes
that occur in coffee seeds stored under these conditions are not yet entirely known. Therefore,
with this work, we aimed at evaluating the expression of genes from coffee seeds submitted to
different cryopreservation protocols in order to expand the knowledge of the effects of
cryopreservation over the viability of these seeds at molecular level and to aid in
understanding the physiological, biochemical and molecular results. The expression of target
genes varies according to drying, pre-cooling and reheating time methodologies. The use of
sodium chloride (75% UR) for drying and/or the absence of pre-cooling results in a greater
expression of the genes isocitrate lyase, esterase, dehydrin and apetala 2 in the seeds of Coffea
arabica L. cv. Catuai amarelo IAC 62 when compared to the other drying and pre-cooling
methodologies. The use of ammonium sulfate (85% UR) for drying and/or pre-cooling up to -
50 °C provides greater expression of genes telomerase, apoptosis inhibitor and DNA
methylase in the seeds of Coffea arabica L. cv. Catuai amarelo 62 when compared to the
other drying and pre-cooling methodologies or in the absence of pre-cooling. Genes
telomerase, apoptosis inhibitor and DNA methylase, as well as genes ascorbate peroxidase,
superoxide dismutase and peroxidase present similar expression pattern.

Keywords: Coffea arabica L.. Gene expression. Conservation. Low temperature.
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1 INTRODUCAO

O café é um dos produtos mais importantes para 0 mercado internacional e para a
balanca econdémica brasileira (MINISTERIO DA AGRICULTURA E PECUARIA, 2016).
Nos Gltimos anos, tem sido observado aumento da produtividade do cafeeiro (ASSOCIACAO
BRASILEIRA DA INDUSTRIA DE CAFE, 2016a) devido, principalmente, aos
investimentos realizados em pesquisa. Entretanto, a dificuldade em armazenar as sementes de
café por longo periodo de tempo permanece como um dos principais entraves a manutencéo
da variabilidade genética do género Coffea.

Atualmente, a conservacdo de acessos de café é realizada em condi¢bes de campo,
pois, como as sementes de café apresentam baixa longevidade e sensibilidade a dessecacdo,
seu armazenamento em bancos de germoplasma convencionais € impossibilitado. Entretanto,
essa pratica de armazenamento in vivo exige um grande aporte financeiro e esta sujeita a
ocorréncia eminente de eventos climaticos como estiagens, geadas, doencas e incidéncia de
pragas, capazes de comprometer a manutencdo da diversidade genética (DULLOO et al.,
2009), pois podem ocasionar a perda de patriménio genético ou mesmo, a erosao genetica.

Visando garantir o armazenamento seguro e por tempo indeterminado de recursos
genéticos para espécies de café tem sido estudada a conservagdo de sementes em temperatura
ultra-baixa utilizando nitrogénio liquido (-196 °C) (EIRA et al., 2002; DUSSERT,;
ENGELMANN, 2006). Entretanto, ainda ndo estdo completamente elucidadas as alteracfes
bioquimicas, fisiologicas e moleculares que ocorrem em sementes de café armazenadas em
temperatura ultra-baixa. Nesse contexto, a ampliacdo do conhecimento em nivel molecular
dos efeitos da criopreservacdo sobre a viabilidade das sementes de café € considerada de
grande importancia para auxiliar a elucidacdo desses mecanismos uma vez que auxilia a
compreensdo e interpretagdo de resultados fisiologicos, bioquimicos e moleculares obtidos
por meio de diferentes metodologias de crioconservacao.

Neste estudo avaliou-se a expressdo de genes em sementes de café submetidas a
diferentes protocolos de dessecacdo, pré-resfriamento e reaquecimento visando a
criopreservagdo com objetivo de ampliar o entendimento sobre a expresséo desses genes em
sementes de café criopreservadas e relacionar sua expressdao a qualidade fisioldgica

apresentada pelas sementes avaliadas.



13

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Café

O cafeeiro é uma planta perene pertencente a familia Rubiaceae e ao género Coffea. A
familia Rubiaceae apresenta cerca de 100 espécies, das quais apenas duas possuem expressao
econbmica: Coffea arabica L., conhecida como café arabica e Coffea canephora Pierre,
conhecida como café robusta (BOREM et al., 1999). Estas espécies correspondem,
respectivamente, a 70 e 30% do volume de café comercializado no mundo, sendo o Brasil
responsavel por 33,60% da producdo mundial (ASSOCIACAO BRASILEIRA DA
INDUSTRIA DE CAFE, 2016b). Devido a grande importancia da producdo cafeeira para a
economia nacional, o café é considerado uma das principais commodyties brasileiras.

O café se destaca em importancia desde o seu estabelecimento no pais, no século XIX,
pois proporcionou 0 estabelecimento de um cenario permeado por oportunidades,
investimento e expectativa de lucro, marcando a historia politica brasileira de meados do
século X1X até o terceiro decénio do século XX. A partir desse periodo, o desenvolvimento da
cafeicultura no Brasil teve grande relevancia na balanca econémica nacional, na geracdo de
emprego e como aspecto cultural.

O café também se destaca pela rica composicdo nutricional, pois é fonte de
aminoéacidos, vitaminas, minerais e acidos clorogénicos, que sdo compostos responsaveis pela
modulacio do estado de humor (ASSOCIACAO BRASILEIRA DA INDUSTRIA DE CAFE,
2016a).

Visando satisfazer a demanda da cadeia produtiva do café e dos consumidores do
Brasil e do mundo, as instituicdes de pesquisa tém investido no aprimoramento de técnicas de
cultivo e processamento poés-colheita, no desenvolvimento de técnicas para analise da
qualidade de sementes e na producdo de cultivares de café com maior nivel de resisténcia a
pragas e doencas e maior produtividade que as atuais cultivares elite. Todo esse investimento
na producdo e na qualidade de sementes é fundamental para o desenvolvimento do
agronegocio café e permite que o Brasil se encontre em posi¢do de destaque na produgdo e
comercializacdo desta commodytie, uma vez que as sementes ainda sdo o principal material
propagativo utilizado para o melhoramento da cultura e € por meio destas que sdo produzidas

mudas da espécie C. arabica L.
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2.2 Sementes de café

No cafeeiro as sementes se encontram armazenadas no interior de frutos do tipo drupa
elipséide (RENA et al., 1986). Estes frutos geralmente possuem dois Iéculos e duas sementes,
podendo ocasionalmente, conter trés ou mais.

A semente de café é formada por células poliédricas com parede espessa, sendo
envolvida pelo endocarpo ou pergaminho que € uma estrutura componente do fruto, mas que
também acompanha a semente. Morfologicamente, a semente de café se caracteriza como
plano-convexa, eliptica ou oval, possui um sulco longitudinal na face plana e é constituida
pelo endosperma, embrido e espermoderma, sendo este ultimo, também conhecido como
pelicula prateada. O embrido localiza-se na superficie convexa da semente e somente ap6s 0
desenvolvimento do endosperma inicia sua diferenciacdo (RENA et al., 1986). Este é formado
por um eixo hipocétilo-radicular e dois cotilédones. O endosperma é o principal tecido de
reserva em sementes de café e atua fornecendo energia para o processo de germinacgdo e de
emergéncia. Segundo Shimizu e Mazzafera (2000), é o tecido que apresenta maior volume na
semente, representando 95% de sua massa seca. A composicdo quimica do grao de café é
variavel, podendo ser influenciada principalmente por fatores genéticos, métodos de colheita,
processamento, armazenamento e condi¢des climaticas inerentes a cada regido de cultivo
(PIMENTA et al., 2000).

A deterioracdo de sementes € um processo que envolve complexas alteracBes e
interfere no potencial fisiologico da semente. Segundo McDonald (2004), este processo
resulta no aumento da vulnerabilidade das sementes a alteracGes externas e na reducdo da
habilidade das mesmas em sobreviver. A velocidade de deterioracdo é determinada
principalmente pela interacdo entre 0 genotipo e o ambiente; sendo este ultimo representado
principalmente pela temperatura do local e pela umidade relativa, as quais interferem
diretamente no teor de agua das sementes (DELOUCHE, 2002). Além disso, 0s pré-
tratamentos e as condi¢cbes de armazenamento as quais a semente é submetida também
influenciam sobremaneira a viabilidade da mesma e, consequentemente, seu tempo de
estocagem.

Para fins de armazenamento do germoplasma vegetal, atualmente considera-se que o
modo mais apropriado é a utilizacdo de sementes, pois geralmente possuem tamanho
reduzido, ocupam pequeno espago, demandam menor custo para estocagem e séo de fécil

manuseio (RAMALHO et al., 2012). No caso do cafeeiro, as sementes da espécie Coffea
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arabica L. e Coffea canephora Pierre sdo caracterizadas como intermediarias (ELLIS;
HONG;, ROBERTS, 1990; ARAUJO et al., 2008), uma vez que apresentam baixa
longevidade e sensibilidade a dessecacdo em niveis inferiores a 10% de umidade (ELLIS;
HONG; ROBERTS, 1990). Esse fato impossibilita seu armazenamento em bancos de
sementes convencionais. Como método alternativo para manutengdo do germoplasma por
longo periodo de tempo, tém sido realizado o armazenamento in vivo, ou seja, cole¢fes de
plantas vivas mantidas em condi¢Ges de campo (EIRA et al., 2006; RAMALHO et al., 2012).
Entretanto, este sistema de preservacdo € mais dispendioso, necessita de maior quantidade de
mao-de-obra para sua manutencdo e estd mais vulneravel a desastres naturais como fogo e
incidéncia de pragas e doencas; 0 que pde em risco a conservacdo da variabilidade genética
destas espécies. Por essa razdo, considera-se que a conservacdo por meio da criopreservagdo
seja a técnica mais promissora para preservacao de recursos genéticos vegetais para espécies
que produzem sementes intermediarias, como o café. Entretanto, ainda ndo estdo elucidados
os mecanismos fisiolégicos e moleculares de desidratacdo, resfriamento e aquecimento

visando a criopreservacdo de sementes desta espécie.

2.3 Criopreservacao

A criopreservagdo consiste no armazenamento de materiais bioldgicos em temperatura
ultra-baixa, geralmente por meio da imersdo em nitrogénio liquido (-196 °C) ou do contato do
material com a fase de vapor do nitrogénio liquido (-135 °C) (DAY et al., 2008;
HAMILTON; TURNER; ASHMORE, 2009; TRIGIANO; GRAY, 2011). As técnicas de
criopreservacdo de vegetais baseiam-se na desidratacdo do material ao ponto de manté-lo
vivo, mas com baixo metabolismo e em seguida, o congelamento deste, possibilitando que o
citoplasma seja vitrificado uniformemente, sem comprometer a membrana celular
(TRIGIANO; GRAY, 2011).

Devido a possibilidade de criopreservar materiais biologicos que apresentam
sensibilidade & dessecacdo e baixa longevidade em menor espaco que O necessario para
armazenamento em condigdes de campo e por longo periodo de tempo, esta técnica tem sido
considerada promissora para a preservacdo da biodiversidade e para o armazenamento de
materiais que apresentem superioridade genética em ensaios experimentais (FAZUOLI, 1986;
FERNANDES et al., 2008; KACZMARCZYK; ROKKA; KELLER, 2011). Entretanto, o
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processo de criopreservacdo pode causar danos a estrutura celular do material a ser preservado
e desse modo, comprometer a viabilidade do material, ou mesmo, resultar na sua morte.

O sucesso de um protocolo de criopreservacdo estd intimamente relacionado a
manutencdo da integridade celular durante o processo de resfriamento do material, pois a
lenta formag&o de gelo pode causar danos fisicos & membrana celular e organelas. Segundo
Trigiano e Gray (2011), a lenta reducdo da temperatura a niveis abaixo de zero grau, resulta
na formacdo de gelo nos espacos intracelulares. Este gelo ocasiona a formacdo de um
gradiente osmatico que resulta no estabelecimento de fluxo de dgua do interior da célula para
0s espacos extracelulares, e devido a baixa temperatura encontrada nestes espacos, a agua que
chega nesta regido passa do estado liquido para o sélido formando mais gelo e ocupando
maior volume do que a agua em estado liquido ocuparia. Esse fato causa danos fisicos
irreversiveis a membrana celular. Na natureza, a formacdo de gelo em espécies de ambientes
temperados somente ocorre quando a temperatura na superficie vegetal chega a
aproximadamente -15 °C (TRIGIANO; GRAY, 2011). Isso ocorre porque estes vegetais
possuem crioprotetores naturais que constituem um eficiente mecanismo para evitar a
ocorréncia de danos ocasionados pelo congelamento. As substancias crioprotetoras em plantas
geralmente sdo agUcares, proteinas ou aminoacidos. Entretanto, em varias espécies vegetais o
frio causa danos celulares mesmo antes de ocorrer formacdo de gelo. Em outras espécies, a
desidratacdo do citoplasma causada devido ao estabelecimento de um fluxo de dgua do espaco
intracelular para o extracelular, pode ser suficiente para ocasionar dano letal (TRIGIANO;
GRAY, 2011).

Antes da imersdo em nitrogénio liquido, as sementes devem ser submetidas a secagem.
Assim, além dos danos durante a etapa de resfriamento, as sementes estdo sujeitas aos danos
durante a etapa de dessecacdo. Dentre 0s principais danos que ocorrem em sementes devido a
dessecacdo destacam-se a desestruturagdo de macromoléculas e a oxidacdo de lipideos nas
membranas celulares. Segundo Chen e Burris (1990) as membranas celulares podem ser
consideradas os sitios primarios de danos causados pela dessecacdo e este tipo de dano €
responsavel pela perda parcial da semi-permeabilidade das membranas e resulta em aumento
da condutividade elétrica e lixiviacdo de varias solucGes citoplasmaticas, como ions, agucares
e proteinas durante a reidratacdo dos tecidos das sementes secas. As membranas bioldgicas
possuem a bicamada lipidica em estado liquido cristalino com movimentos rotacionais e
laterais das cadeias de acidos graxos dos fosfolipideos dentro da bicamada quando as células

estdo hidratadas e em temperaturas bioldgicas. Com a secagem, a disposi¢do dos fosfolipideos
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muda da configuracdo lamelar para hexagonal, causando disfuncdo dessa membrana de forma
reversivel ou irreversivel, dependendo do grau de dessecacgdo e da natureza dos fosfolipideos
que a compdem (GUIMARAES, 1999).

O processo de dessecacao e resfriamento de sementes também pode ocasionar a perda
de viabilidade ou envelhecimento das mesmas devido a ocorréncia de peroxidacdo de
compostos na presenga de oxigénio (HENDRY et al., 1993). Isso ocorre devido a formagéo de
espéecies de oxigénio altamente reativas (EROs), também conhecidas como radicais livres.
Estas EROs reagem com os lipideos de membrana, acidos nucléicos, proteinas, enzimas e
outras macromoléculas. Como consequéncia ocorre a diminuicdo da composicdo lipidica,
reducdo da competéncia respiratoria e aumento na producdo de compostos volateis como
aldeidos. Devido a essa alteracdo do metabolismo de compostos priméarios e de funcgdes
basicas celulares ocorre a alteracdo do funcionamento bioldgico celular. Isso resulta em
aumento da velocidade de deterioracdo da célula e pode ocasionar a desintegracdo da
membrana seguida por morte celular (LEPRINCE; BUITINK; HOEKSTRA, 1999). Ao nivel
de organismo, as EROs podem levar a ocorréncia de danos necréticos no meristema apical,
diminuicdo da producéo e desenvolvimento de raizes, principalmente em espécies tropicais ou

subtropicais que produzem sementes recalcitrantes (BERJAK et al., 2011).

2.3.1 Espécies de oxigénio altamente reativas

Espécies de oxigénio altamente reativas sdo formas parcialmente reduzidas de

oxigénio (Oz) como o perdxido de hidrogénio (H.O,), o radical anion superoxido (Oy), o

radical hidroxil (OH") e o oxigénio singlet (10,). O perdoxido de hidrogénio pode ser
produzido pelas enzimas peroxissomais associadas ao metabolismo de acidos graxos e pelas
enzimas citoplasmaticas responsaveis pela oxidacdo de metabdlitos celulares. E considerado
pouco reativo, pois ndo ataca diretamente os varios componentes celulares, mas pode
atravessar facilmente as membranas bioldgicas e se difundir por distancias consideraveis
(VOLZ-THOMAS et al., 2003). O anion superoxido é uma molécula que possui um elétron
desacoplado, e por essa razdo, pode reagir com outras moléculas para estabilizar-se (BAILLY,
2004). Esse radical é considerado uma espécie pouco reativa, pois ndo se difunde por
distancias consideraveis a partir do seu sitio de producdo; entretanto, é possivel a sua
combinacdo com outras espécies, formando uma espécie mais reativa (VOLZ-THOMAS et

al., 2003). O radical hidroxil é considerado a espécie mais reativa dentre as EROs, pois é
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capaz de reagir com varias biomoléculas produzindo derivados que ndo podem ser
regenerados pelo metabolismo celular. Entretanto, possui vida média curta e reage apenas em
seu proprio sitio de formacdo (VOLZ-THOMAS et al., 2003). O oxigénio singlet (*O,) €
formado pela oxidacdo de outras espécies reativas de oxigénio e atua em duplas ligacdes, tais
como as ligagdes dos &cidos graxos poliinsaturados ou nas guaninas em bases de DNA
(DIPLOCK, 1998).

A peroxidacdo de compostos devido a EROs € um processo natural e ocorre em todas
as celulas, porém, nas células embebidas, a &gua age como uma barreira entre a geracao de
radicais livres e as macromoléculas alvo, reduzindo o dano (HENDRY et al., 1993). Desse
modo, a desidratacdo causada pelo frio atua acelerando este processo de deterioracdo natural e
reduzindo a viabilidade de sementes.

A intensidade da peroxidacdo de compostos, bem como outras danificacbes como
perda de proteinas associadas as membranas depende dos mecanismos de protecdo
desenvolvidos na semente durante a segunda metade do processo de sua formacéo, tais como
a presenca de agucares sollveis, antioxidantes e algumas proteinas com acgdo crioprotetora
(HENDRY et al., 1993).

2.4 Expressao génica e criopreservacao

O rapido desenvolvimento de tecnologias na area da biotecnologia tem gerado
expectativas sobre a ampliacdo do conhecimento de vias regulatdrias e genes que controlam a
tolerancia a dessecacdo e a baixas temperaturas. Por meio da compreensdo desses mecanismos
espera-se beneficios como a producdo de culturas mais tolerantes a estresses abi6ticos e o
desenvolvimento de estratégias para melhor preservar a biodiversidade genética ex situ
(FALEIRO, 2007). Um exemplo desse avancgo biotecnolégico € o desenvolvimento da PCR
em tempo real, técnica capaz de quantificar a expressao de genes no momento fisioldgico de
interesse. A determinacdo qualitativa e quantitativa dos niveis de transcritos possibilita a
identificacdo de genes e o estudo de sua fungdo metabolica.

A expressdo génica é o processo pelo qual a informagdo contida em um gene é usada
para a sintese de um produto génico funcional. Esse produto génico funcional pode ser um
RNA mensageiro (MRNA), um RNA ndo-codante (nCRNAS), e polipeptideos (SANTOS,
2010).
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A maior parte dos trabalhos sobre expressdo génica em sementes de café se concentra
em temas relacionados & qualidade da bebida (GEROMEL et al., 2006), desenvolvimento
da semente e do grdo (PEREIRA et al., 2005; SALMONA et al., 2008), maturacdo dos
frutos (BUDZINSKI, 2011) e via biosintética da cafeina (PERROIS et al., 2015) e dos
acidos clorogénicos (LIN et al., 2005). Poucos estudos tém sido realizados visando
compreender a atuacdo dos genes responsaveis pelas alteragdes moleculares em vegetais
expostos a condicdes adversas de frio e dessecagdo visando a criopreservacdo do material.
Por essa razdo, segundo Harding (2004), essa area de estudo carece de investimento em
pesquisas basicas e aplicadas.

Os poucos estudos genéticos realizados com o tema criopreservacdo geralmente
avaliam a expressao de genes relacionados a protecdo contra danos oxidativos decorrentes da
peroxidacdo lipidica, ocorridos durante os periodos de dessecacéo e reidratacdo (DUSSERT et
al., 2006; VOLK, 2010). Desse modo, faz-se necessario o estudo da expressdo de genes
relacionados a protecdo celular contra outros eventos decorrentes da criopreservacao, tais
como, danos e reparos no DNA, bem como a continuacdo dos estudos de genes relacionados

aos danos por dessecacao e ao sistema antioxidante celular.

2.4.1 Danos por dessecacao

A compreensdo dos mecanismos bioldgicos envolvidos na tolerancia de plantas a
dessecacdo € de grande importancia a criopreservacdo de plantulas e sementes, pois, segundo
Berjak e Pammenter (2013), a dessecagédo pode ser considerada uma das principais causas de
danos celulares associados a criopreservacdo (BERJAK; PAMMENTER, 2013).

Vérios genes tém sido associados a resposta vegetal ao estresse por dessecacdo. A
familia Mannose-binding lectin (MBL) é induzida em resposta a estresses bioticos e abidticos
como dessecagdo e salinidade (Zhang et al., 2000). Seus membros atuam no transporte e
imobilizacéo de carboidratos (Boyd, 1963) e na sinalizacdo celular para a resposta ao estresse
salino (SOUZA FILHO et al., 2003).

As esterases (carboxil-esterhidrolases) séo enzimas que atuam em diferentes processos
fisioldgicos vegetais, tais como a maturacgao, o crescimento e a regeneracao celular, uma vez
que atuam na hidrdlise de ésteres. Entretanto, a maior parte dos estudos sobre esta enzima esta

relacionada a tolerancia de plantas aos inseticidas pois, as esterases possuem importante
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funcdo catalitica na desintoxicacdo celular (LI; SCHULER; BEREMBAUM, 2007; NAUEN,
2007; RUSSEL et al., 2011).

As proteinas abundantes durante a embriogénese tardia ou “late embryogenesis
abundant” (LEA) sdo proteinas hidrofilicas que se acumulam durante estigios tardios de
desenvolvimento das sementes, tecidos tolerantes a dessecacdo e em sementes submetidas a
secagem (GRAETHER; BODDINGTON, 2014). Estudos recentes comprovam a regulagéo
positiva das LEA em muitas espécies vegetais em resposta a diversos estresses abioticos, tais
como deficiéncia hidrica causada por seca ou salinidade e temperaturas extremas como as
encontradas em condicdes de frio ou congelamento (BATTAGLIA; COVARRUBIAS, 2013).
As LEA também desempenham multiplas funcdes nas células dessecadas e também estdo
relacionadas a homeostase de proteinas e acidos nucléicos, estabilidade das membranas
celulares e no balanco redox (TUNACLIFF et al., 2010). Essa caracteristica versatil pode ser
devido a sua diferenciada constituicdo de aminoacidos.

Dehidrinas sdo genes pertencentes & familia das LEA. As proteinas codificadas por
este gene sdo constituidas de por¢des hidrofobicas capazes de se ligar a lipideos e outras
proteinas contribuindo para a estabilizacdo de proteinas e de componentes celulares, evitando
a ocorréncia de modificacbes na fluidez das membranas e auxiliando na aquisicdo da
conformagdo protéica (GRAETHER; BODDINGTON, 2014). Aléem da funcédo crioprotetora
de membranas, também atuam na protecdo contra EROs (WISNIEWISK et al., 2006) e contra
0 estresse causado por dréastica desidratacdo, frio ou devido a alta salinidade do solo, uma vez
qgue sob essas condicGes de estresse € observado o aumento da taxa de traducdo e,
consequentemente, dos niveis dessa proteina na célula (GRAETHER; BODDINGTON,
2014). Entretanto, segundo Zhu et al. (2000), observaram que ha especificidade e resposta
diferencial das variadas classes de dehidrinas as situacfes de estresse, havendo, portanto,
classes que ndo respondem a especificas situacoes.

O gene isocitrato liase (ICL) atua na regulacdo do ciclo do glioxilato e no
desenvolvimento de atividades nos glioxissomos. No ciclo do glioxilato, os lipidios insoltveis
das sementes se transformam em acucares sollveis (sacarose), 0s quais sao deslocados para 0s
meristemas radiculares e apicais, onde sdo utilizados como fonte de energia para célula
durante a germinacdo (TAIZ; ZEIGER, 2004). A atividade da enzima isocitrato liase, segundo
Bewley e Black (1994), aumenta durante a germinagdo das sementes, obtendo-se valores

maximos no ponto em que ocorre a maior taxa de degradacdo de lipidios e sintese de
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sacarose. Assim, atividade desta enzima tem sido considerada indicadora de germinacdo em
sementes (IGAMBERDIEV; LEA, 2002).

Santos, Von Pinho e Rosa (2013), avaliaram a expressdo do gene que codifica a
enzima ICL em sementes de C. arabica e C. canephora submetidas a dessecacdo e em
sementes frescas. Nesse trabalho, os autores observaram que sementes dessecadas
apresentaram menor taxa de transcritos que as frescas e, portanto, indica a reducdo da

expressao deste gene em condicao de dessecacéo.

2.4.2 Danos e reparos no DNA

O genoma das plantas contém as informacGes que determinam o comportamento
bioldgico das espécies e a adaptacdo ao ambiente sendo, portanto, capaz de influenciar na
viabilidade de plantas e sementes. Nesse contexto, materiais vegetais criopreservados
geralmente apresentam alteracfes no DNA especialmente ao nivel epigenético e sob essas
condicdes, € comum a ocorréncia de alteracdes nos padrdes de metilacdo (HAO; LIU; DENG,
2001; HAO; YAOU; DENG, 2002). Em condicdes de estresse salino e osmotico Dyachenko
et al. (2006) observaram que o aumento dos niveis de metilacdo no DNA esta relacionado a
tolerancia de plantas a esse tipo de estresse.

A regulacdo do nivel de metilacdo do genoma é extremamente complexa envolvendo a
atuacdo de inUmeras enzimas e expressao de genes que sao influenciados pelo ambiente.
Nesse processo regulatério o gene DNA metilase (DNA-met) apresenta consideravel
importancia, pois, atua diretamente na supressdo de determinados genes e na alteracdo da
estrutura da cromatina para formas condensadas. As metilagdes do DNA transferem um grupo
metil para a posi¢do 5° do anel pirimidico das citosinas, catalizadas pela enzima
metiltransferase (GRAFI; ZEMACH; PITTO, 2007) acarretando o silenciamento génico
(FUCHS et al., 2006).

Um dos modelos propostos para explicar a natureza repressora da metilacdo do DNA
sugere que esta metilagdo pode atuar como agente bloqueador que inibe fisicamente a
interacdo do DNA com os fatores de transcricdo e outras proteinas que se ligam ao DNA
essenciais a transcricdo (CEDAR; BERGAMAN, 2012).

A metilagdo do DNA tem sido associada com modificacdes no padrdo da expressdo
génica em numerosas espécies de plantas, sendo que o padrdo de metilagéo é varidvel entre os

orgdos vegetais (HARDING, 2004). Desse modo, algumas sequéncias de DNA nao metiladas
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em sementes tornam-se metiladas em plantulas. A idade do tecido também pode alterar o
padrdo de metilacdo do DNA, podendo ter um carater regulatério, e possivelmente esta
associada a transi¢cdo do desenvolvimento em plantas (SULIMOVA et al., 1978).

Condicoes de hipotermia ou congelamento podem induzir a morte celular por apoptose
devido ao desbalanco ibnico, reducdo da energia disponivel para 0s processos metabdlicos,
producdo e acumulo de radicais livres, alteragdes na permeabilidade da membrana celular e
desnaturacdo de proteinas ocasionados sob estas condi¢fes (BAUST et al., 2009, BAUST,
2010). A apoptose é um fendmeno natural essencial aos organismos, no entanto, altas taxas
apoptéticas podem ser consideradas prejudiciais ao desenvolvimento e sobrevivéncia dos
mesmos e, por essa razdo, a morte celular programada sofre constante regulagédo génica.

Recentemente inGmeros genes envolvidos no processo apoptético tém sido
identificados, como por exemplo, o inibidor de apoptose (APOP) que é responsavel pela
codificacdo da proteina nuclear Api5 (LI et al., 2011). Entretanto, seu mecanismo de agdo
ainda ndo esta completamente elucidado. Tem sido observado que o uso de inibidores de
apoptose resulta no aumento da eficiéncia da criopreservacdo, pois atuam inibindo proteinas
envolvidas na cascata de morte celular e resulta na reducdo da intensidade do processo
apoptotico, no aumento da viabilidade celular e manutencao das fungées celulares (BISSOYI
etal., 2014).

Outro gene indispensavel ao desenvolvimento e sobrevivéncia de vegetais é a
telomerase. Este gene é importante para a protecdo dos cromossomos contra fusdes de suas
extremidades e evita a perda de sequéncias teloméricas durante a replicacdo do material
genético. Assim, contribui para a ocorréncia de uma divisao celular normal. Boubriak et al.
(2007) detectou a perda progressiva dos telémeros em sementes submetidas a secagem e
estocadas por longos periodos e observou uma correlacdo direta entre a qualidade da
germinacao e a estabilidade dos teldmeros. A fragmentacéo do teldmero e sua restauragdo tém
sido associada ao envelhecimento de sementes por Boubriak et al. (2007) e Riha et al. (1998).

O mecanismo de acdo da enzima telomerase baseia-se na adicdo de repeticOes
teloméricas, produzidas por uma transcriptase reversa especializada, as extremidades do
teldmero. 1sso evita que ocorra 0 encurtamento telomérico e, consequentemente, a perda de
informacdo genetica durante o processo de replicacdo e compensa a inabilidade da DNA
polimerase em replicar a por¢do final da extremidade 5° da molécula de DNA (SEXTON;
COLLINS, 2011).



23

O gene Apetala2 (AP2) apresenta importancia para a sobrevivéncia e vigor da
plantula, pois, participa da determinag&o do tamanho, peso e acumulo de 6leo e proteinas em
sementes (JOFUKU et al., 2005). Segundo Maes et al. (2001), LICAUSI et al. (2013) e
WANG et al. (2016) este gene também estéd envolvido na resposta da planta a varios tipos de
estresses e atua como fator de transcrigéo de genes associados ao desenvolvimento da planta,
a toleréncia a desidratagdo, ao frio e ao estresse osmatico.

2.4.3 Danos devido ao estresse oxidativo

Plantas expostas a condi¢des ambientais estressantes, produzem maior quantidade de
espécies reativas de oxigénio (EROs); o que pode causar significantes danos celulares.
Entretanto, elas possuem um eficiente sistema antioxidante capaz de realizar a desintoxicacéo.
Segundo Asada (1992), o maior sistema de desintoxicacdo de peroxido de hidrogénio
corresponde ao ciclo ascorbato-glutationa, do qual, o gene ascorbato peroxidase (APX)
apresenta importante papel na sintese de enzima de mesmo nome gue atua na catalizacdo da
reacdao de conversdo de H,O, em H,0, utilizando o ascorbato como doador de elétron para
reduzir H,O, em &gua.

A codificacdo da APX depende da interacdo entre fatores genéticos e estimulos
ambientais, como por exemplo, a sensibilidade em niveis enddgenos de ascorbato, aos
estresses salino, por desidratacdo, alta quantidade de luz, alta e baixa temperatura, acdo
patogénica, concentracdo de peréxido de hidrogénio e acido abscisico (SHIGEOKA et al.,
2002; ROSA et al., 2010; BONIFACIO et al., 2011). Por exemplo, Pinheiro et al. (2004), ao
avaliar quatro clones de Coffea canephora, dois tolerantes e dois suscetiveis a deficiéncia
hidrica, constataram que houve aumento da producdo da enzima APX principalmente nos
clones que apresentaram suscetibilidade ao estresse hidrico. De acordo com os autores, esse
aumento constituiu um mecanismo de defesa dos clones contra 0 aumento do processo
oxidativo resultante do estresse hidrico, uma vez que os danos referentes a oxidacado sdo mais
frequentes em clones suscetiveis.

Outro gene com importante papel na desintoxicacéo celular em condic6es de acimulo
de peroxido de hidrogénio é o glutationa-S-transferase (GST). Este gene é responsavel pela
codificacdo de uma enzima que é integrante do ciclo ascorbato-glutationa e atua na
desintoxicacdo de compostos xenobioticos, sendo, portanto, mais conhecida por desempenhar
a funcdo de desintoxicacdo de plantas contra herbicidas (EDWARDS; DIXON; WALBOT,
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2000). Entretanto, diversos estudos comprovam que esta proteina também esta envolvida na
resposta bioldgica contra o estresse oxidativo, toxicidade provocada por metais pesados e
ataque de patdgenos (EDWARDS; DIXON; WALBOT, 2000).

Esta proteina atua basicamente na catalise da reacdo de conjugacdo da GSH (forma
reduzida da NADPH-dependente da glutationa oxidada, que é um subproduto do ciclo
ascorbato-glutationa) a substratos hidrofébicos e eletrofilicos, geralmente fitotdxicos,
produzindo conjugados sollveis em agua; o que reduz sua toxicidade e facilita a excrecao.
Essa reacdo de conjugacdo é realizada pela ligacdo do grupo sulfidrilico da glutationa com
grupos eletrofilicos de compostos toxicos (FOYER; NOCTOR, 2005). Diferentes compostos
como por exemplo, xenobidticos toxicos e produtos reativos de processos intracelulares, como
peroxidacdo de lipideos, atuam como substratos para esta enzima (VAN DER AAR et al.,
1996). Desse modo, nos diferentes organismos onde esta enzima atua ja foram descritas varias
funcbes como por exemplo, a tolerancia ao estresse oxidativo (EDWARDS; DIXON;
WALBOT, 2000; KAMPRANIS et al., 2000), transporte de produtos secundarios toxicos
(MUELLER et al., 2000) e sinalizacdo celular durante a resposta ao estresse (LOYALL et al.,
2000).

O gene catalase (CAT) apresenta importante papel na decomposi¢do de H,O, em H-0.
A enzima produzida apresenta uma atividade catalitica de 10'min™, néo é facilmente saturada
por substratos e € considerada um dos principais oxidorredutores da natureza
(SCANDALIQOS, 2005). Esta localizada no citoplasma, nas mitocéndrias, peroxissomos de
folhas e glioxissomos (BATKOVA et al., 2008).

Dependendo da concentragdo de H,O, a enzima catalase pode exercer fungéo
peroxidativa ou catalitica. Em baixas concentracdes de H,O, (< 1uM), possui acao
peroxidativa, ou seja, transforma o perdxido de hidrogénio em agua a partir da oxidacdo de
uma variedade de moléculas, como etanol e acido ascérbico. Em altas concentra¢fes de
substrato, possui acéo catalitica na qual o peroxido de hidrogénio pode agir como aceptor ou
doador de moléculas de hidrogénio (SCANDALIOS et al., 2005).

Ambos os genes APX e CAT atuam no processo de desintoxicacdo celular
transformando perdxido de hidrogénio em agua, entretanto, segundo Mittler (2002), ha
diferenca de afinidade entre a enzima ascorbato peroxidase e a catalase pelo H,0,.
Considerando as peculiaridades para o estabelecimento da afinidade pelo substrato, o autor
sugere que a APX seja responsavel pela fina modulagdo das EROs para sinalizagdo, enquanto

a CAT seja responsavel pela remoc¢do do excesso de EROs durante o estresse.
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Santos et al. (2014) avaliou a atividade da enzima catalase em sementes de café com
diferentes estaddios de desenvolvimento apds submetidas ao estresse por secagem. Neste
trabalho os autores verificaram que hd aumento da atividade desta enzima conforme o
processo de maturacdo e deterioracao avanca.

As peroxidases (POX) sdo oxidorredutases cuja fungdo é catalizar reacdes oxidativas
que usam H,0, como aceptor de elétrons. Em plantas, as POXs contribuem para a integridade
estrutural das paredes celulares agindo na biossintese de lignina, na suberizacéo e formacéo da
parede celular (GIJSEN, 1997). Além disso, estdo fortemente relacionadas com mecanismos de
protecdo antioxidativa, pois, a inducdo da atividade da peroxidase constitui um mecanismo
utilizado para reduzir os niveis de H,O, e peroxidos organicos formados sob diferentes
condicdes de estresse (ROSSI; LIMA; HAKVOORT, 1997).

Superoxido dismutase (SOD) é a primeira enzima de defesa contra danos provocados
por EROs nas células (FOYER; NOCTOR, 2005). A SOD corresponde a um grupo de
metaloenzimas que catalizam a formacdo de perdxido de hidrogénio a partir de radicais
superdxido (O;). Esta reacdo apresenta grande importancia principalmente porque o radical
O, é mais toxico do que 0 H,0,,

O gene Metalotioneina (MT) esta relacionado a homeostase de metais, a remocao de
espécies reativas de oxigénio e a toleréncia a desidratacdo (HASSINEN et al.; 2011). Zhou et
al. (2012) verificaram que sementes de I6tus expostas a altas salinidades, metais pesados e na
presenca de EROs apresentam maior expressdo deste gene em relacdo ao tratamento controle.
No mesmo estudo, foi observado que sementes transgénicas de Arabidopsis thaliana, que
superexpressavam este gene, apresentaram maior tolerancia a altas salinidades e ao
envelhecimento. Esse fato evidencia a correlacdo deste gene com o maior vigor de sementes.
Conjuntamente com esses dados foi possivel observar uma maior atividade das enzimas que
removem as EROs (ZHOU et al.; 2012).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local

As extracdes, as quantificacbes do RNA, sinteses de cDNA e as reaces de PCR em
tempo real foram realizados no Laboratério de Biologia Molecular, do Centro de Café “Dr.
Alcides Carvalho” do Instituto Agronémico de Campinas (IAC).

A analise dos dados foi realizada no Setor de Sementes da Universidade Federal de
Lavras (UFLA).

3.2 Material vegetal

Para estudar a expressao génica foram utilizadas sementes de C. arabica da cultivar
Catuai Amarelo IAC 62 obtidas de trabalho de tese realizado na UFLA com o objetivo de
investigar tratamentos e protocolos de criopreservacdo em sementes de café (FIGUEIREDO,
2016). A coleta dos frutos e o processamento das sementes estdo descritos na referida tese,
sendo aqui utilizados os seguintes tratamentos de criopreservacdo: 1. sementes secadas em
silica gel até o teor de agua de 20% (bu), pré-resfriadas até -40 °C em velocidade de 1
°C/minuto, armazenadas em nitrogénio liquido por 36 horas e aquecidas em banho maria por
dois minutos em 40 °C; 2. sementes secadas em silica gel até o teor de agua de 20% (bu), pré-
resfriadas até -40 °C em velocidade de 1°C/minuto, armazenadas em nitrogénio liquido por 36
horas e aquecidas em banho maria por quatro minutos em 40 °C; 3. sementes secadas em
silica gel até o teor de agua de 20% (bu), pré-resfriadas até -40 °C em velocidade de 1
°C/minuto, armazenadas em nitrogénio liquido por 36 horas e aquecidas em banho maria por
seis minutos em 40 °C; 4. sementes secadas em silica gel até o teor de agua de 17% (bu), pré-
resfriadas até -40 °C em velocidade de 1 °C/minuto, armazenadas em nitrogénio liquido por
36 horas e aquecidas em banho maria por dois minutos em 40 °C; 5. sementes secadas em
silica gel até o teor de agua de 17 % (bu), pré-resfriadas até -40 °C em velocidade de 1
°C/minuto, armazenadas em nitrogénio liquido por 36 horas e aquecidas em banho maria por
quatro minutos em 40 °C; 6. sementes secadas em silica gel até o teor de agua de 17% (bu),
pré-resfriadas até -40 °C em velocidade de 1 °C/minuto, armazenadas em nitrogénio liquido
por 36 horas e aquecidas em banho maria por seis minutos em 40 °C; 7. sementes secadas em

solucdo saturada de sal de sulfato de amonio [(NH4).SO4], 85% UR, até teor o de agua de
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17% (bu), pré-resfriadas até -50 °C em velocidade de 1 °C/minuto, armazenadas em
nitrogénio liquido por 36 horas e aquecidas em banho maria por dois minutos em 40 °C; 8.
sementes secadas em sal de cloreto de sodio (NaCl), 75 % UR, até o teor de agua de 17%
(bu), armazenadas em nitrogénio liquido por 36 horas e aquecidas em banho maria por dois
minutos em 40 °C.

Amostras de sementes de café oriundas destes tratamentos constituiram o material
vegetal cuja expressdo génica foi avaliada no presente trabalho. Para fins de armazenamento
este material foi guardado em deepfreezer a -80°C até o momento da analise.

Os resultados de expressdo génica foram discutidos e comparados aos resultados das
avaliacOes fisioldgicas das sementes, visando compreender as alteracbes metabolicas que
ocorrem em sementes de café submetidas a criopreservacdo. Para efeito de comparacao entre
as velocidades de secagem proporcionadas pelos agentes dessecantes na criopreservacao das
sementes considerou-se que a silica gel proporcionou secagem rapida das sementes, pois, 0
grau de umidade almejado (17% e 20% bu) foi obtido ap6s um periodo de 45 horas enquanto
que o sulfato de amdnio e o cloreto de s6dio proporcionaram secagem lenta, uma vez que o
grau de umidade almejado (17% bu) foi obtido ap6s um periodo de 403 e 188 horas,
respectivamente. As avaliacdes fisiologicas das sementes foram realizadas por Figueiredo
(2016), onde foram feitas as seguintes determinacdes (tabela 1): germinagédo de sementes em
germinador a 30 °C na presenca de luz (BRASIL, 2009) utilizando rolo de papel tipo
germitest e quatro repetices de 25 sementes para avaliar a protrusdo radicular (PR) apos 15
dias de semeadura, a porcentagem de plantulas normais (PN) ap6s os 30 dias de semeadura, a
porcentagem de plantulas normais fortes (PNF) e a porcentagem de plantulas com folhas
cotiledonares expandidas (FC) aos 45 dias apds a semeadura; massa seca de plantulas apds
secagem em estufa de circulacdo forcada de ar a 60°C por 4 - 5 dias ou até obter massa
constante utilizando balanca de precisdo para determinar a massa seca da raiz (MSR) e da
parte aérea (MSPA) das plantulas normais (cg); teste de tetrazdlio utilizando quatro repeticdes
de 10 sementes embebidas em agua por 36 horas para a extracdo dos embrides de acordo com
a metodologia recomendada por Brasil (2009) para determinar a porcentagem de embrides
viaveis (EV); teste de condutividade elétrica (CE) utilizando quatro repeti¢fes de 25 sementes
para determinar a condutividade elétrica das sementes imersas em agua destilada por 24 horas

a temperatura de 25 °C.
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Tabela 1 — Valores médios de protrusdo radicular (PR), plantulas normais (PN), plantulas
normais fortes (PNF), folhas cotiledonares (FC), massa seca da raiz (MSR),
massa seca da parte aérea (MSPA), embrides vidveis no teste de tetrazdlio
(EV) e condutividade elétrica (CE) de sementes de café criopreservadas.

Id PR PN (%) PNF (%) FC (%) MSR(cg) MSPA (cg) EV (%) CE (%)
(%)
1 415b 33,0d 9,5¢c 31,0d 5,75d 35,80 ¢ 750b 1440a
2 430b 31,0d 95¢c 30,5d 584d 34,39 ¢ 56,3c 1430a
3 465b 425c 8,0c 420c 8,16 d 4571 c 56,3c 1536b
4 90,0a 785D 210b 780D 15,51 b 89,10 b 90,0a 14,16a
5 89,0a 800D 215Db 80,5b 1395¢ 84,64 b 950a 13,78a
6 90,5a 795D 195D 79,5b 1341 c 86,34 b 938a 1366a
7 945a 89,0a 315a 87,5a 16,80 b 98,83 a 87,5a 16,08b
8 970a 935a 10,0c 93,5a 26,71a 104,43a 913a 1262a

CV(%) 10,95 13,18 42,06 13,52 17,68 15,62 10,44 10,36

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Skott-Knott, ao nivel
de 5% de probabilidade. Tratamentos de 1-3: secagem das sementes em silica gel até 20% de umidade,
pré-resfriadas até -40 °C, imersdo em nitrogénio liquido, e reaquecimento a 40°C por 2 minutos (1), 4
minutos (2) e 6 minutos (3). Tratamentos de 4-6: idem as condigdes anteriores, porém as sementes
foram secadas até 17% de umidade, imersas em nitrogénio liquido, e reaquecidas a 40°C por 2
minutos (4), 4 minutos (5) e 6 minutos (6). Tratamento 7: Secagem em solugéo saturada de (NH,),SO4
até 17%, pré-congeladas até -50°C, imersdo em nitrogénio liquido e reaquecimento por 2 minutos a 40
°C; Tratamento 8: Secagem em solucéo saturada de NaCl até 17%, imersdo em nitrogénio liquido e
reaquecimento por 2 minutos a 40 °C. Umidades determinadas com base em peso Umido.

Com base na tabela 1 verificou-se que a qualidade fisiolégica das sementes variou em
funcdo do protocolo de criopreservacdo empregado.

Os tratamentos 1, 2 e 3 apresentaram 0s mais baixos valores médios de PR, PN, PNF,
FC, MSR, MSPA e EV, quando comparados aos tratamentos 4-8, portanto, apresentaram
menor qualidade fisioldgica.

Os tratamentos 4, 5 e 6 apresentaram valores de PN, PNF, FC e MSPA intermediarios
aos 1, 2, 3 e 7, 8 por isso apresentaram qualidade fisioldgica intermediaria entre esses
tratamentos.

Os tratamentos 7 e 8 apresentaram valores de PN, FC e MSPA maiores que 0s demais
tratamentos; valores de PR, MSR (tratamento 7) e EV estatisticamente iguais aos tratamentos
4, 5 e 6 e PNF (tratamento 8) estatisticamente igual aos apresentados pelos 1, 2 e 3.
Considerando as analises fisiologicas realizadas esses tratamentos apresentaram, de forma

geral, melhor qualidade fisioldgica que os demais.
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3.3 Selecéo de genes

A expressdo de genes relacionados ao estresse por dessecacao e estresse oxidativo,
bem como, associados a danos e reparos do DNA foi avaliada nas sementes criopreservadas.
Sdo eles: isocitrato liase (ICL), mannose-binding lectin (MBL), esterase (EST), dehidrina
(DH), late abundant protein (LEAZ2), telomerase, inibidor de apoptose (APOP), DNA
metilase (DNA-Met), apetala 2, metalotioneina (MT), catalase (CAT), ascorbato peroxidase
(APX), glutationa-s-transferase (GST), superoxido dismutase (SOD) e peroxidase (POX). Os
primers para a amplificacdo desses genes foram fornecidos pelo IAC, e suas sequéncias estéo
identificadas na tabela 2.

Tabela 2 — Identificagéo e sequéncia dos primers que codificam para 0s genes alvo. (continua)
Identificacéo Sequéncia

Genes relacionados a danos por dessecagao

Isocitrato liase (ICL) F - ATCCAGTATCGCCATGAGC
R - GGCACAGCATCAAGAACCT
Mannose-binding lectin (MBL) F-GCCTCTTCACTATCTCCTTTACAA
R-ACTTTTTCCTCACCAAACCACCAG
Esterase (EST) F-GTTTTACTGGCCCTTCTGCG
R - CAAGACCGTGCAGCCAAAC
Dehidrina (DH) F - AATCACCCATGGTACCTCCA
R-TCTCGTCAAATCCACCCATT
Late abundant protein (LEA2) F - CTTGACAGTCTCGGAACCAT

R - GCCATCAAGGAGAAAGAGGA

Genes relacionados a danos e reparos no DNA

Telomerase F-TTGTGGACCTTCAAGAGGTTG
R - CCTCATGCTTTTGCGAAACT
Inibidor de apoptose (APOP) F - AGTGCTACCTCTGGGCTCAA
R - ACCCCCAATAAAGGAAGGTG
DNA metilase (DNA-Met) F - GGTGGAATGGGATCCAGATA
R - GTGAGGTTCTGCTCGTGTGA
Apetala 2 F-GTTTCGGGCAGTCCATACTC

R-CCTCCTCCTTACCCCTCTGT
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Genes relacionados ao estresse oxidativo

Metalotioneina (MT) F-ATTCGTCTGCTCTGTGAAGATGT

R - ATACATGTTTCCGCAGTTTCCT
Catalase (CAT) F-CCCTTCCCGACTTGCTTTAT

R - GTTCCAACGGTGAGAGAGGA
Ascorbato peroxidase (APX) F - TTCCGAATAGAACCGTTTGG

R - GGATGCGGAGTACCTGAAAG
Glutationa-s-transferase (GST) F - GTTCGGAAATGGGTTGAAGA

R - AGCAGCAATCCCACATCTTT
Superoxido Dismutase (SOD) F - AGGATGTCAGTCGGGTTTTG

R - CTGTGATGTCTGGGAACACG
Peroxidase (POX) F - ATGCATCACATCCCTTGACA

R - CAAGCGGAGGCTACCTGTAT (concluséo)

Para o desenho dos primers utilizados foi utilizado o software Primer 3 Plus
(UNTERGASSER et al., 2015) para indicar possiveis sequéncias Forward e Reverse e 0
software OligoAnalyser 3.1 (INTEGRATED DNA TECHNOLOGIES, 2014) para verificar a
temperatura de anelamento (58-60°C), o tamanho do fragmento amplificado (80-150 pb), o
valor de variacdo da energia livre de Gibbs (valor positivo) e a temperatura de formacéo de
harpin (preferencialmente negativa).

3.4 Extracdo de RNA e sintese de cDNA

A extracdo do RNA foi realizada com o protocolo sugerido por Chang et al. (2003).
Amostras de 50 g de sementes que passaram por diferentes metodologias visando a
criopreservacdo foram maceradas em nitrogénio liquido até obter um po6 fino. Apds a
maceracdo, adicionou-se 25 mL de tampdo de extracdo (2% CTAB, 2% PVP K10, 100 mM
Tris HCL pH = 8,0, 25 mM EDTA, 2 M NaCl 2% de B-mercaptoetanol). Em seguida, esse
material foi incubado em banho-maria por 15-20 minutos a 65°C. Posteriormente, foram
adicionados 15 mL de cloroférmio, o material foi homogeneizado por inversao e centrifugado
a 10.000 rpm por 10 minutos. Apds, esta etapa a fase aquosa foi recolhida. As etapas da adi¢do
de cloroformio, homogeneizacao, inverséo e centrifugacdo foram repetidas seis vezes visando

obter um RNA de melhor qualidade. Em seguida, foram recolhidos 10 mL da fase aquosa e a
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esse material acrescentou-se 3 mL de solucdo de LiCl 12M livre de RNAse. O material obtido
ficou em repouso de 0-4°C por 12-18 horas. Apds o repouso, foi realizada centrifugacéo a
10.000 rpm por 30 minutos a 4°C e descartado o sobrenadante. Posteriormente, o pellet foi
lavado com 750 pL de solucdo de LiCl 2,5M livre de RNAse e ressuspendido. Apds, foi
realizada a centrifugacdo do material a 10.000 rpm durante 10 minutos a 4°C e descartou-se 0
sobrenadante. Para completa remocéo do sobrenadante as amostras foram colocadas para secar
no gelo e em capela onde, em seguida, o pellet foi ressuspendido em 100 pL de agua tratada
com DEPC.

Para avaliar a integridade do material extraido, 0 RNA foi submetido a eletroforese em
gel de agarose 1,0%, corado com brometo de etideo (EtBr) e visualizado sob luz ultravioleta.
As amostras foram quantificadas em espectrofotdémetro de microvolume, sendo utilizadas as
amostras que apresentaram a razao de leitura 260nm/280 nm entre 1,8 e 2,0.

As amostras de RNA foram tratadas com DNAse utilizando o Kit RQ1 RNase-Free
DNase (Promega). A sintese do DNA complementar (cDNA) foi feita com o RNA tratado e o

kit ImProm™ Reverse Transcriptase (Promega), seguindo-se as recomendacGes do fabricante.

3.5 Padronizacdo das reacoes de qRT-PCR

Foram realizadas quatro diluigdes para cada amostra de RNA tratado (1500 ng/ul,
1000 ng/ul, 500 ng/ul e 300 ng/ul) para obtencdo da concentracdo do cDNA que resultasse
em Cts (Cicle Threshold) entre 10 e 30 para garantir um bom padrdo de amplificacéo.

Visando determinar a eficiéncia dos primers foram realizadas reagfes de PCR
utilizando o primer na concentracdo de 10 pM para amplificar as diferentes concentracdes das
amostras de cDNA. O objetivo foi obter a estimativa da curva padrédo, a partir dos valores de
Ct e com base nesta curva obter a determinagdo dos valores de slope e R2.

A eficiéncia do par de primer foi calculada por meio da seguinte expressao:

-1
Eficiéncia = [10 ( )]_1
slope

Apos a determinacdo da concentracdo ideal do cDNA para uso nas reagdes e da
estimativa da eficiéncia dos primers foram avaliados cinco genes candidatos a
normalizadores: ubiquitina carboxil-terminal hidrolase, actina, GAPDH, ubiquitina ligase e
fator remodelador da cromatina. Foram utilizados o software BestKeeper (PFAFFL et al.,
2004) e o Normfinder (ANDERSEN; JENSEN; ORNTOFT, 2004) para avaliacdo da
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estabilidade dos genes na reacdo de PCR em tempo real. Na tabela 3 encontram-se listados os

nomes e sequéncias dos primers que codificam para 0s genes que foram avaliados.

Tabela 3 — Nome e sequéncia dos primers testados para gene de referéncia.

Nome Sequéncia
Ubiquitina carboxil-terminal hidrolase F- CGGACCAGTTTCACATGGTT
R- ATGGCCATCACGTTGAAGTT
Actina F- TCAGCACATTCCAGCAGATG
R- TAAAAGCTCACCACCCCAAG
GAPDH F- GGGATAGGGCTGAGTTCCTC
R- TCAATCAGATCCAGCACTCG
Ubiquitina ligase F- GTGGTGGACCAGCAGTAGGT
R- TACACTGCCCAGCAATACCA
Fator remodelador da cromatina R- TACACTGCCCAGCAATACCA

R- TACACTGCCCAGCAATACCA

3.6 Expresséao génica

As reacOes de PCR em tempo real foram realizadas no termociclador ABI Prism 7300
Real-Time PCR (Applied Biosystems), com método de detec¢do via SYBR Green, conforme
as especificacfes do fabricante (Fermentas). Para cada reacdo, foram utilizados 1000 ng de
cDNA. As amostras foram processadas em triplicatas e um controle sem cDNA foi
incluido para cada par de primer com intuito de verificar a ocorréncia de contaminacdes.
Também foi incluido, em triplicata, um controle positivo da reacdo utilizando o gene de
referéncia escolhido. As reacbes de PCR em tempo real foram realizadas com 50°C por 2 min,
95°C por 10 min, 45 ciclos de 95°C por 2 min/62°C por 30 seg/72°C por 30 seg.

A expressdo génica foi determinada a partir da normalizagdo da expressdo do gene
alvo com o gene de referéncia definido. A normalizagcdo foi realizada de acordo com a

seguinte expressao:

AACt = ACt(gene alvo) — ACt(calibrador ou testemunha)

Onde:

ACt(gene alvo) — Ct(gene alvo) — Ct(gene de referéncia ou normalizador)
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ACt(calibrador) = Ct(gene alvo) — Ct(tratamento 8)

Ct é o ciclo definido como threshold, nele a fluorescéncia é detectavel e é inversamente

proporcional ao logaritmo do nimero inicial de copias.

A quantificacio relativa da expressdo génica foi estimada por: 2~24Ct

Os resultados da expressao génica foram comparados a qualidade fisioldgica dos tratamentos

obtida por meio das analises fisioldgicas (tabela 1).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Selecéo e validacéo do gene de referéncia

Os resultados médios da expressdo génica de cada tratamento para cada um dos cinco
genes utilizados na escolha do gene de referéncia foram gerados por meio da técnica PCR em
tempo real, registrados como valores de Ct e processados utilizando os softwares BestKeeper
(PFAFFL et al., 2004) e Normfinder (ANDERSEN; JENSEN; ORNTOFT, 2004). Na tabela 4
encontram-se os valores do coeficiente de correlacdo de Pearson, desvio padrdo em relagdo a
média do Ct e o coeficiente de variacdo para cada gene avaliado por meio do software

BestKeeper.

Tabela 4 — Coeficiente de correlacdo de Pearson, desvio padrdo (xCt) e coeficiente de
variacdo (%Ct) obtidos na analise de gene de referéncia pelo software BestKeeper
(PFAFFL et al., 2004).

Estimativas Genes analisados
Ubiquitina | Actina GAPDH Ubiquitina Fator
carboxil- ligase remodelador
terminal da cromatina
hidrolase

Coeficiente de 0,947 0,946 0,975 0,847 0,996

correlagéo de

Pearson (r)

Desvio padrédo (£Ct) 0,439 0,561 0,548 0,886 0,586

CV (% Ct) 2,427 3,218 2,946 4,513 2,958

De acordo com a tabela 4 os genes GAPDH e fator remodelador da cromatina
apresentaram os maiores valores do coeficiente de correlagdo de Pearson (r) 0,975 e 0,996,
respectivamente. Esses valores foram obtidos a partir das estimativas de r para todos os
possiveis pares formados pelos genes analisados. Elevados valores de r indicam que ha
aplicabilidade do gene sob anéalise como fator de normalizacéo.

Os genes Ubiquitina carboxil-terminal hidrolase e GAPDH apresentaram 0s menores
valores de desvio padrdo em relacdo ao Ct médio, 0,439 e 0,548, respectivamente (Tabela 4).
Isso indica que esses genes, dentre os testados, S0 0s mais estaveis para uso como gene de
referéncia. O coeficiente de variacao foi baixo para todos os genes avaliados, o que indica boa

precisdo experimental na obtencdo dos dados.
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Na tabela 5 encontra-se o valor de estabilidade estimado pelo software Normfinder

para cada gene avaliado.

Tabela 5 — Valor de estabilidade obtido na anélise de gene de referéncia pelo software
Normfinder (ANDERSEN; JENSEN; ORNTOFT, 2004).

Estimativa Genes analisados
Ubiquitina | Actina GAPDH | Ubiquitina Fator
carboxil- ligase remodelador
terminal da cromatina
hidrolase
Valor de estabilidade 0.019 0.021 0.014 0.021 0.016

De acordo com a tabela 5 os genes GAPDH e fator remodelador da cromatina
apresentaram as menores estimativas para o valor de estabilidade, respectivamente, 0,014 e
0,016. O valor de estabilidade é uma medida da variacdo na expressdo do gene sob anélise.
Dessa forma, a partir desta anélise, o melhor gene candidato deve apresentar a menor variacdo
de sua expressao.

Com base nas estimativas fornecidas pelos softwares BestKeeper e Normfinder foi
escolhido o gene GAPDH como gene de referéncia para a normalizacdo das reacdes de PCR

em tempo real deste trabalho.

4.2 Expressao de genes relacionados a dessecacéo

Na figura 1A esté apresentada a expressdo do gene isocitrato liase em sementes de C.
arabica L. submetidas a diferentes protocolos visando a criopreservagdo. Por meio desta
figura pode-se observar que a expressdo deste gene praticamente ndo sofreu variacdo nos
tratamentos que foram secados até 20% de umidade e variou nos tratamentos que foram
secados até 17% de umidade. A partir desta figura também pode ser observado que o
tratamento 8 apresentou a maior expressdo do gene ICL. Isso provavelmente ocorreu devido a
metodologia de pré-resfriamento e/ou a metodologia de dessecacgdo terem proporcionado a
indugdo a expressdo desse gene nas sementes que constituiram o tratamento 8. Vale lembrar
que os tratamentos 1-7 foram pré-resfriados e o tratamento 8 ndo foi pré-resfriado, e em

relacdo a secagem, os tratamentos 1-6 foram secados em silica gel, que proporciona uma
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secagem mais rdpida do que os tratamentos 7 e 8 que foram secados utilizando solucdes

salinas saturadas, respectivamente, sulfato de aménio e cloreto de sodio.

Figura 1 — Expressdo génica relativa em sementes criopreservadas de C. arabica L. cv. Catuai
amarelo. Isocitratol liase (A), mannose-binding lectin (MBL) (B), esterase (C),
dehidrina (D), late abundant 2 (E). Tratamentos 1, 2 e 3 - sementes secadas em
silica gel até 20 % (bu), pré-resfriadas até -40 °C em velocidade de 1 °C/min,
imersas em nitrogénio liquido e aquecidas em banho maria por 2, 4 e 6 min,
respectivamente, em 40 °C. Tratamentos 4, 5 e 6 - sementes secadas em silica gel
até 17 % (bu), pré-resfriadas até -40 °C, a 1°C/min, imersas em nitrogénio liquido
e aquecidas em banho maria por 2, 4 e 6 min, respectivamente, em 40 °C.
Tratamento 7 - sementes secadas em solucéo saturada de sulfato de aménio (85 %
UR) até 17 % (bu), pré-resfriadas até -50 °C a 1 °C/min, imersas em nitrogénio
liquido e aquecidas em banho maria por 2 min em 40 °C. Tratamento 8 - sementes
secadas em cloreto de sédio (75 % UR) até 17% (bu), imersas em nitrogénio
liquido e aquecidas em banho maria por dois minutos em 40 °C. Dados obtidos a
partir da média entre trés repeticdes utilizando o tratamento 8 para estimar a
expressao relativa.
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A expressdo do gene ICL tem sido associada a qualidade fisioldgica e tem sido
utilizada como indicativo de germinagdo em sementes (IGAMBERDIEV; LEA, 2002).
Carvalho et al. (2014) e Martins et al. (2000) verificaram que ocorre aumento de transcritos
do gene ICL em sementes que apresentam melhor qualidade fisioldgica. Desse modo, o fato
da maior expressao deste gene ter sido observada no tratamento 8 pode ter contribuido para
que as sementes constituintes deste tratamento apresentassem um dos melhores desempenhos

fisioldgicos e um dos maiores valores de PR, PN, PNF e FC no teste de germinacéo (tabela
1).
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Mannose-binding lectin (MBL) é induzida em condigcdes de estresse salino e por
dessecagéo (Zhang et al., 2000), nas quais atua na sinalizagdo celular em resposta ao estresse
(SOUZA FILHO et al., 2003). De acordo com o perfil da expresséo deste gene apresentada na
figura 1B pode-se observar que os tratamentos submetidos a secagem rapida (silica gel)
apresentaram maior expressao do que os submetidos a secagem lenta. Também, de acordo
com a tabela 1 os tratamentos submetidos & secagem répida apresentaram desempenhos
fisioldégicos mais baixos do que os tratamentos submetidos a secagem lenta. Esses fatos
podem indicar que o estresse causado pela secagem rapida utilizando silica gel contribuiu para
a inducdo da expressao deste gene. SOUZA FILHO et al. (2003) também verificaram que o
estresse por desidratacdo influencia na expressdo deste gene ao constatar aumento dos niveis
da proteina MBL nas plantas de arroz submetidas ao estresse por desidratacao.

Na figura 1C esta apresentada a expressdo do gene esterase nos tratamentos avaliados.
E possivel observar que as sementes do tratamento 8 apresentaram maior expressio deste
gene do que as demais. Tal gene atua na hidrélise de ésteres, sendo, portanto, fundamental
para a maturagdo, crescimento e regeneracao celular e, sequndo Russel et al. (2011) também
apresenta importante funcdo catalitica na desintoxicacdo celular. Essa atuacdo no
metabolismo antioxidante provavelmente contribuiu para o fato das sementes constituintes do
tratamento 8 apresentarem um dos melhores desempenhos fisiol6gicos avaliados (tabela 1).

A expressdo do gene dehidrina foi maior no tratamento 8 do que nos demais (figura
1D). Graether e Boddington (2004) constataram que o aumento da taxa de traducdo da
dehidrina estd relacionado a protecdo do vegetal contra o estresse causado por drastica
desidratacdo e pelo frio. Assim, o tratamento que apresentou maior expressdo do gene DH
possivelmente apresentou maior toleréncia a esse tipo de estresse; o que contribuiu para este
tratamento obter um dos melhores resultados fisiologicos dentre os demais avaliados (tabela
1).

A expresséo do gene LEA 2 tem sido relacionada a melhoria da qualidade fisiologica
em sementes dessecadas pois, atua na homeostase de proteinas e acidos nucléicos,
estabilidade das membranas celulares e no balanco redox (TUNACLIFF et al., 2010). Na
figura 1E pode ser observado que sua expressdo, de forma geral, foi maior nos tratamentos
submetidos a secagem rapida do que naqueles submetidos a secagem lenta; o que pode indicar
que a velocidade de secagem influencia expresséo deste gene.
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4.3 Expressao de genes relacionados a danos e reparos no DNA

A expressdo do gene telomerase esta representada na figura 2A. Por meio desta, pode
ser observado que a maior expressdo génica foi verificada no tratamento 7. Isso pode ter
ocorrido devido a metodologia de pré-resfriamento até -50 °C e/ou a metodologia de secagem
utilizando sulfato de amonio terem atuado induzindo sua expressdo. Este gene atua na
protecao dos telémeros contra o encurtamento por exonucleases e contra a possivel ocorréncia
de fusdes. Sua atividade tem sido associada a manutencdo da estabilidade cromossémica
(Riha et al., 2001) e ao envelhecimento de sementes secas (Boubriak et al., 2007). De acordo
com o modelo proposto por Wang et al. (2010), moderados danos nas sequéncias teloméricas
podem ativar mecanismos de alongamento do teldémero, enquanto que severos danos
oxidativos resultam na degradacdo dos telomeros. A partir deste modelo, € possivel sugerir
que no tratamento 7 foram ativados mecanismos de reparo das sequéncias teloméricas que
podem ter contribuido para a qualidade fisiol6gica apresentada por este tratamento (tabela 1).

Também pode ser observado na figura 2 que conforme aumenta o tempo de
reaquecimento das sementes nos tratamentos submetidos a secagem rapida até 20% de
umidade, ocorre aumento progressivo da expressdo deste gene, o que pode indicar que o
tempo de reaquecimento influencia diretamente a expressdo deste gene nas sementes

submetidas a secagem em silica gel até 20% de umidade.

Figura 2 — Expressdo génica relativa em sementes criopreservadas de C. arabica L. cv. Catuai
amarelo. Telomerase (A), inibidor de apoptose (B), DNA-metilase (C), apetala 2
(D). Tratamentos 1, 2 e 3 - sementes secadas em silica gel até 20 % (bu), pré-
resfriadas até -40 °C a 1 °C/min, imersas em nitrogénio liquido e aquecidas em
banho maria por 2, 4 e 6 min, respetivamente, em 40 °C. Tratamentos 4, 5 e 6 -
sementes secadas em silica gel até 17% (bu), pré-resfriadas até -40 °C a 1 °C/min,
imersas em nitrogénio liquido e aquecidas em banho maria por 2, 4 e 6 min,
respectivamente, em 40 °C. Tratamento 7 - sementes secadas em solucdo saturada
de sulfato de amonio (85 % UR) até 17 % (bu), pré-resfriadas até -50 °C em
velocidade de 1 °C/min, imersas em nitrogénio liquido e aquecidas em banho
maria por 2 minutos em 40 °C. Tratamento 8 - sementes secadas em cloreto de
sodio (75 % UR) até 17% (bu), imersas em nitrogénio liquido e aquecidas em
banho maria por dois minutos em 40 °C. Dados obtidos a partir da média entre 3
repeticdes utilizando o tratamento 8 para estimar a expressdo relativa.
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Na figura 2B esta apresentada a expressdo do gene inibidor de apoptose (APOP) nas
sementes de C. arabica avaliadas. De acordo com esta figura é possivel verificar que sua
expressdao variou conforme o grau de umidade atingido na secagem e o tempo de
reaquecimento em sementes submetidas a secagem rapida em silica gel até 20% de umidade,
pois, as sementes secadas nesta condicdo apresentaram aumento da expressao conforme se
aumentou o tempo de reaquecimento. Também é possivel observar que a maior expressdo do
gene APOP ocorreu no tratamento 7. Bissoyi et al. (2014) verificou que a inibicdo da morte
celular em tratamentos submetidos a criopreservacao possibilita 0 aumento da eficiéncia deste
processo pois, a reducdo da taxa de morte celular permite a manutengéo das funcdes celulares
e 0 aumento da viabilidade celular apos a criopreservagéo.

Por meio da figura 2B também é possivel verificar que a expressdao do gene APOP
apresentou mesma tendéncia de expressdo que o gene telomerase. Resultado similar foi
observado por Nakajima et al. (2003) ao avaliar o efeito da inibicdo da enzima telomerase em
ceélulas leucémicas. Estes autores verificaram que a inibicdo da telomerase é seguida por
encurtamento do telémero e indugdo do processo apoptotico. Shammas et al. (2005) verificou

que a inibicdo da atividade da telomerase acarretou o encurtamento telomérico resultando em
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senescéncia em 40% e apoptose em 86% das células tratadas devido a mecanismos que
incluem a up-regulation de varios genes envolvidos no ciclo celular e apoptose.

O gene DNA-met apresentou maior expressao nos tratamentos submetidos a secagem
rapida que foram secados até 20% de umidade do que nos que foram secados até 17% de
umidade (figura 2C). Esse fato indica uma possivel relacdo entre o grau de umidade e a
expressao deste gene.

O tratamento 7 apresentou maior expressdo do gene DNA-met que os demais (figura
2C). Esse resultado pode ter ocorrido devido ao fato do pré-resfriamento até -50°C e/ou do
pré-resfriamento lento utilizando sulfato de aménio terem atuado propiciando a inducéo deste
gene. De acordo com Dyachenko et al. (2006) o aumento dos niveis de metilacdo no DNA
estd relacionado a aquisicdo de tolerdncia de vegetais ao estresse osmotico. Deste modo, o
fato deste gene estar mais expresso nesse tratamento pode ter contribuido para que as
sementes que constituem este tratamento apresentassem um dos melhores desempenhos
fisiologicos, dentre os demais tratamentos avaliados (tabela 2).

Pode ser observado, por meio da figura 2 (A, B e C), que a expressdo do gene DNA-
met, APOP e telomerase apresentaram tendéncia similar de expressdo. Zhang et al. (2015)
também verificaram que a atuacdo da telomerase, o processo apoptotico e a metilacdo do
DNA podem estar relacionados. Estes autores demonstraram que a inibi¢do global ou gene-
especifica da metilacdo do DNA resulta em apoptose nas células tratadas e na ocorréncia de
danos no DNA oriundos da disfuncéo telomérica devido a reducdo da expressdo da telomerase
e reducdo do tamanho dos telémeros. Assim, o fato desses genes estarem mais expressos no
tratamento 7 do que nos demais tratamentos pode ter contribuido para que este tratamento
apresentasse um dos melhores desempenhos fisioldgicos.

A figura 2D mostra o aumento da expressdo do gene apetala 2 (AP2) conforme ha o
aumento do tempo de reaquecimento em sementes submetidas a secagem rapida utilizando
silica gel. Também pode ser observado que houve maior expressao deste gene nas sementes
submetidas a secagem rapida até 20% do que nas secadas até 17% nesta mesma velocidade e
gue houve maior expressdo deste gene nos tratamentos submetidos a secagem lenta com 2
minutos de reaquecimento do que nos tratamentos submetidos a secagem rapida com mesmo
tempo de reaquecimento. Esse fato sugere que o tempo de reaguecimento, o grau de umidade
e a velocidade de secagem da semente influenciam a expresséo deste gene.

Um dos melhores resultados fisioldgicos foi apresentado pelo tratamento 8, que

apresentou a maior expressdao do AP2. Esse resultado fisioldgico deve-se em parte ao fato
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deste gene atuar como fator de transcrigdo possibilitando a expressdo de genes relacionados a
tolerancia a estresses abioticos como por desidratacdo, frio e estresse osmético (WANG et al.,
2016; LICAUSI et al., 2013). Assim, € possivel que o fato deste gene estar mais expresso no
tratamento 8 tenha contribuido para que este tratamento apresentasse uma das maiores

qualidades fisioldgicas descritas na tabela 1.

4.4 Expressao de genes relacionados ao estresse oxidativo

O gene metalotioneina (MT) apresenta importante atividade na manutencdo da
homeostase celular. Na figura 3A esta apresentado o perfil da expressdo deste gene em
sementes submetidas ao processo de criopreservacao. Pode ser observado que nos tratamentos
submetidos a secagem rapida a expressdao deste gene varia conforme o tempo de
reaquecimento pois, aqueles que foram reaquecidos por 4 minutos apresentaram maior
expressao do que os tratamentos que foram reaquecidos por 2 e 6 minutos. Este fato sugere
gue ha uma possivel relacdo entre o tempo de reaquecimento e a inducdo a expressdo deste

gene.

Figura 3 — Expressdo génica relativa em sementes criopreservadas de C. arabica L. cv. Catuai
amarelo. Metalotioneina, (A), catalase (B), ascorbato peroxidase (C), glutationa-s-
transferase (D), superdxido dismutase (E) e peroxidase (F). Tratamentos 1, 2 e 3 -
sementes secadas em silica gel até 20 % (bu), pré-resfriadas até -40 °C a 1 °C/min,
imersas em nitrogénio liquido e aquecidas em banho maria por 2, 4 e 6 min,
respectivamente, em 40 °C. Tratamentos 4, 5 e 6 - sementes secadas em silica gel
até 17% (bu), pré-resfriadas até -40 °C a 1 °C/min, imersas em nitrogénio liquido
e aquecidas em banho maria por 2, 4 e 6 min, respectivamente, em 40 °C.
Tratamento 7 - sementes secadas em solucdo saturada de sulfato de aménio (85 %
UR) até 17 % (bu), pré-resfriadas até -50 °C em velocidade de 1 °C/min, imersas
em nitrogénio liquido e aquecidas em banho maria por 2 minutos em 40 °C.
Tratamento 8 corresponde a sementes secadas em cloreto de sodio (75 % UR) até
17% (bu), imersas em nitrogénio liquido e aquecidas em banho maria por dois
minutos em 40 °C. Dados obtidos a partir da média entre 3 repeticdes utilizando o
tratamento 8 para estimar a expressao relativa.
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Também pode ser observado pela figura 3A que o gene MT estd mais expresso no
tratamento 8 do que nos demais tratamentos reaquecidos por 2 minutos. Ozturk et al. (2002)
verificaram que o0 aumento na expressdo do gene MT pode ser associado a maior tolerancia ao
estresse hidrico. Esse fato foi constatado pelos autores ao analisar a frequéncia da
hibridizacdo de transcritos do gene MT em sequéncias de plantas tolerantes ao estresse
hidrico. Segundo Ruttkay-Nedecky et al. (2013) a atuagédo deste gene tambem esta associada a
protecdo celular contra o estresse oxidativo. O fato de este gene estar associado a protecéo

contra o estresse hidrico e oxidativo pode ter contribuido para que o desempenho fisiol6gico
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apresentado pelo tratamento 8 tenha sido um dos maiores dentre os demais tratamentos
avaliados (tabela 1).

Na figura 3B esta apresentada a expressao do gene CAT nos tratamentos submetidos a
criopreservacao. Pode-se observar que houve maior expressdo deste gene nos tratamentos
submetidos a secagem répida. Resultado similar foi obtido por Santos, Pinho e Rosa (2013) ao
avaliar sementes de café submetidas a diferentes metodologias de secagem.

As sementes submetidas a secagem rapida apresentaram desempenho fisioldgico
inferior as secadas lentamente. Assim, a qualidade fisiologica dos tratamentos foi maior
naqueles que apresentaram menor expressdo deste gene. Esse fato também foi constatado por
Taveira et al. (2012) ao avaliar os perfis proteicos e o desempenho fisioldgico de sementes de
café submetidas a diferentes métodos de processamento e secagem. De acordo com 0s
autores, a maior expressao deste gene ocorreu devido a necessidade de atuacdo mais intensa
da CAT durante o processo deteriorativo de sementes de café. Além disso, segundo Mittler
(2002) o aumento da concentragdo da enzima catalase estd relacionado ao aumento da
concentracdo de perdxido de hidrogénio. Esse fato sugere que, de forma geral, sementes
submetidas a maior estresse oxidativo podem apresentar maior expressdo do gene CAT.

O perfil da expressdo do gene ascorbato peroxidase (APX) esta apresentado na figura
3C. Por meio desta é possivel observar que os tratamentos submetidos a secagem rapida
apresentaram tendéncia de reducdo da expressdo deste gene em sementes secadas até 20% e
tendéncia ao aumento da expressdo deste gene nas sementes secadas até 17% conforme
aumentou-se o tempo de reaquecimento, o que indica que o grau de umidade da semente apds
a secagem em silica gel e o tempo de reaquecimento ao qual foi submetida podem estar
associados a inducdo da expressao deste gene. A APX € responsavel pela conversao de H,O,
em H,O (ASADA, 1992) e segundo Mitler et al. (2002) também atua na fina modulacéo de
ERQOS para a sinalizacéo.

A expressdao do gene glutationa-s-transferase (GST), apresentada na figura 3D, foi
menor nas sementes secadas em silica gel até 17% do que nas que foram secadas até 20%, o
que indica uma possivel relagdo entre o grau de umidade das sementes submetidas & secagem
répida e a inducdo a expressdo deste gene. Segundo Loyall et al. (2000) o gene GST atua na
sinalizacéo celular durante a resposta ao estresse oxidativo.

O gene superoxido dismutase (SOD) atua na eliminagdo de EROS durante o estresse
oxidativo provocado pela dessecacdo (FRANCA; PANEK; ELEUTHERIO, 2007) e por
baixas temperaturas (BUDIARTO, 2009). Sua expressao esta representada na figura 3E, onde
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se observa que houve maior expressdo nos tratamentos submetidos a secagem lenta. Esse fato
sugere uma possivel relacdo entre a velocidade de secagem empregada e a sua expressao.

As sementes secadas lentamente apresentaram os melhores valores de desempenhos
fisiolégicos dentre as demais avaliadas (tabela 1). Como o gene SOD atua catalisando a
formacdo de perdxido de hidrogénio a partir de radicais superdxidos (O,) € possivel que
tenha contribuido para o desempenho fisioldgico apresentado pelas sementes desses
tratamentos.

A expressao deste gene também parece estar relacionada ao tempo de reaquecimento e
ao grau de umidade das sementes. Na figura 3E pode ser observado que sementes submetidas
a secagem rapida em silica gel até 20% de umidade apresentaram tendéncia de reducdo da
expressao do SOD conforme se aumentou o tempo de reaquecimento.

O gene peroxidase (POX) atua na reducédo dos niveis de H,O, formados sob diferentes
condicOes de estresse (ROSSI; LIMA; HAKVOORT, 1997). Sua expressdo estd apresentada
na figura 3F, onde é possivel observar que os tratamentos submetidos a secagem rapida em
silica gel apresentaram tendéncia de reducédo da expressdo deste gene em sementes secadas até
20% conforme se aumentou o0 tempo de reaquecimento. Esse fato pode indicar que na
secagem utilizando silica gel até 20% de umidade o tempo de reaquecimento ao qual a
semente foi submetida pode influenciar diretamente a expresséo deste gene.

A avaliagdo da expressdo génica além de considerar os genes individualmente também
pode ser realizada considerando genes em conjunto. Por meio desta abordagem é possivel
perceber que o padrdo de expressdo dos genes telomerase, APOP e DNA-met é similar (figura
2A, B e C). Esse fato pode sugerir que estes genes participam de uma mesma via que foi
ativada em resposta aos estresses oriundos dos protocolos de criopreservagdo aos quais as
sementes foram submetidas e/ou que estdo sendo ativados mecanismos de reparo no DNA.
Entretanto, para a confirmacéo desta hipdtese sdo necessarios mais estudos.

A partir da figura 3 (C, E e F) pode ser observado que os genes APX, SOD e POX
também apresentaram padrdo de expressao génica similar, o que pode sugerir uma atuagéo
conjunta e complementar desses genes na remogao de EROS. Esses genes atuam na remogao
de EROS a partir da conversdo destes em formas menos téxicas ou em agua. A SOD é a
primeira enzima de defesa contra danos provocados por EROs nas células (FOYER;
NOCTOR, 2005) e atua catalisando a formacao de perdxido de hidrogénio (H,0,) a partir de
radicais superoxido (O2). A APX é responsavel pela conversdo de H,O, em H,O (ASADA,

1992). A POX tem como funcdo catalisar reacGes oxidativas que usam H,O, como aceptor de
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elétrons. (ROSSI; LIMA; HAKVOORT, 1997). Assim, o fato de o perfil da expressao génica
apresentado por esses genes ter sido extremamente similar pode indicar que 0os mecanismos de
regulacdo da expressdo desses genes durante as etapas da criopreservacdo estdo intimamente
associados, o que possibilita que atuem de forma complementar na remocéo de EROS.

Outro fato interessante que pode ser considerado € que o estresse oriundo de uma
determinada metodologia de criopreservagdo induz o aumento da expressdo de genes
relacionados a protecdo celular contra os danos oriundos dessa metodologia. Entretanto, o
aumento da expressdo desses genes, nao garante que as sementes apresentardo boa qualidade
fisiologica. Isso ocorre porque em alguns casos 0s danos oriundos da metodologia de
criopreservacdo sdo tantos que 0s mecanismos genéticos de protecao que sao induzidos durante
a criopreservacdo ndo sdo capazes de proteger as sementes e manter boa qualidade fisiologica
nas mesmas. Em outros casos, dependendo da metodologia empregada, a expressdo de genes
de protecdo contra o estresse abidtico é capaz de contribuir para que a qualidade fisiologica
permaneca em bons niveis. Dessa forma, foi verificado neste trabalho que alguns genes que
atuam na tolerdncia a desidratacdo e estresse oxidativo apresentaram maior expressao em
tratamentos que apresentaram baixa qualidade fisioldgica, enquanto outros genes foram mais
expressos nos tratamentos que apresentaram melhores qualidades fisiologicas. Além disso, 0s
mecanismos de protecdo vegetal contra danos abidticos sdo regulados por inimeros genes.
Assim, 0 metabolismo das sementes submetidas a diferentes protocolos de criopreservacédo € o

resultado da atuacdo conjunta desses genes.
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5 CONCLUSOES

A expressdo dos genes avaliados varia de acordo com a metodologia de secagem, de
pré-resfriamento e o tempo de reaquecimento aos quais as sementes sao submetidas visando a
criopreservacao.

Os genes telomerase, APOP e DNA-met, bem como os genes APX, SOD e POX
apresentam padréo de expressao similar, 0 que sugere atua¢do conjunta no reparo do DNA e

na remocao de EROs, respectivamente.
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