Il Simpdsio de Pesguisa dos Cafés do Brasil

A SEMENTE DE CAFE: DESENVOLVIMENTO E PERSPECTIVAS
GENOMICAS

CASTRO, R.D.%; ESTANISLAU, W.T.:; MESQUITA, P.R.* e HILHORST, H.W.M 2

! Universidade Federal de Lavras - UFLA, Dep. de Agricultura, Lavras-MG, 37200-000, <rcastro@ufla.br>, Tel: +35 3829-
1318, Fax: +35 3829-1301; 2 Wageningen University and Research Center - WUR, Lab. of Plant Physiology, Arboretumlaan 4,
6703 BD, Wageningen, Holanda)

RESUMO: Apesar da importancia econémica do café, pouco se sabe sobre 0s mecanismos moleculares
gue atuam durante a formagao de sementes de cafeeiros. Estas fases sdo essenciais no estabelecimento de
todas as caracteristicas da semente madura e rendimento fina da lavoura O estabelecimento da era
gendmica vem transformando os estudos de expressdo génica em biologia de plantas, em funcéo de
tecnologias de ato desempenho hoje existentes em transcriptoma (‘chips de DNA’) e proteoma
(eletroforese bidimensional e espectrometria de massa). Estudos nestes niveis apresentam grande potencia
e certamente contribuiréo para o desenvolvimento da producéo cafeeira como um todo, sendo essencial
gue o hiologista leve em consideragdo o0 posicionamento preciso do evento considerado ao longo do
desenvolvimento. O objetivo do presente trabalho foi estabelecer um modelo funciona preliminar de
desenvolvimento de sementes de cafeeiro (Coffea arabica L.)como pré requisito para as andlises de
expressdo génica. Utilizou-se microscopia eletrénica na andlise estrutural dos tecidos; citometria na
andlise de sintese e ploidia do DNA; “western blotting”’no acimulo de b- tubulina; e microscopia de
imuno-fluorescéncia nas configuragbes do citoesqueleto microtubular. O estudo possibilitou o
esclarecimento conclusivo da origem dos diferentes tecidos, definir com precisdo a organogénese, as fases
do desenvolvimento, a ocorréncia de eventos fisioldgicos e a anatomia da semente. O modelo funcional
descreve a complexidade do desenvolvimento da semente do cafeeiro, compreendendo um pré requisito
fundamental em estudos de desenvolvimento e implementacéo de andlises de expressdo génica em escala
gendmica (transcriptoma e proteoma) e de func¢do dos genes na era pds-gendmica (metaboloma).
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semente.
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ABSTRACT: Although coffee has great world wide economic importance, little is known about the
factors that act during flowering and fruit and seed formation in coffee plants. These developmenta
phases are essentia for the establishement of al characteristics of the mature seed and final yield of the
crop. It is fundamental a better understanding of the molecular mechanisms and regulatory programs the
determine seed quality as propagule and as commodity. Besides, it is relevant to consider the fact that
seeds are the main form of surviva of the coffee as species, despite the fact that they usually have short
longevity. The establishment of the genomic era is transforming the studies of gene expression in plant
biology and promisses to revolutionize the way that cells and cell processes are studied. This
transformation is due to the existence nowadays of high throughput (bio)tecnologies in transcriptomics
(DNA microarrays) and proteomics (2D-electrophoresis and mass spectrometry). Studies at this level
show great potential and will certainly be essential aso for the development of the coffee production as a
whole. However, the success in these types of studies depend not only on the proper use of the
technologies, but aso on the precise positioning of the event considered in developmental studies. It is
presented here a funcional model of development of coffee (Coffea arabica L.) seeds, which dlows a
greater precision on the identification of the different stages and occurrence of physiological events during
development, contributing therefore, for the success of the gene expression analysis to be considered in a
subsequent phase. The stablishment of the model considered the functiona analysis of cell cycle and
organogenesis events in relation to physiological events during seed development, taking as reference the
number of ‘days after pollination’ (dap), the size and color of fruits. Scanning electron microscopy was
utilized for the structural analysis of differences in the seed tissues. Cell cycle and organogenesis events
were analysed in relation to the processes of tissue differentiation by cell divison, and growth by cell
expansion. Synthesis and duplication of DNA, as well as DNA ploidy, were analysed by means of
citometry; the accumulation of &tubulin by eletrophoress and western blotting, and the citological
anaysis the microtubular cytoskeleton configurations by immuno-fluorescence microscopy. The
accumulation of dry matter, water content, and germinability and desiccation tolerance tests were
considered for the evaluation of the physiological state of the seeds. The relation among DNA synthesis,
&tubulin accumulation and configurations of the microtubular cytoskeleton alowed a precise difinition of
the phases of development. The phase of differentiation of seed tissues and embryogenesis (60 to 150
DAP) is marked by a decreasing activity of DNA synthesis, as well as of tubulin accumulation and of the
mitotic configurations of the microtubular cytoskeleton. The results of the analysis of ploidy by citometry
and of struture by electron microscopy, it is verified that the initial development of the fruit is due to the
growth of the diploid maternal nucellar tissue (“false seed’), which is subsequently partialy degraded
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giving up space for the development of the triploid endosperm and diploid embryo (“true seed’). By the
end of this phase (150 DAP), the differentiated embryos are shown to be viable, when isolated and
incubated in vitro. However, the seeds do not germinate when evaluated in germination test. Both isolated
embryos, as seeds, do not show desiccation tolerance in this phase. In the maturation phase (150 to 225
DAP), it is predominantly observed complementary morphogenetic events as cell expasion growth, since
mitotic cytoskeleton is no longer observed, existing only cortical cytoskeleton, and increasing
accumulation of dry matter. With the progress of maturation and desiccation, it is observed the complete
degradation of the remaining cortical cytosketon and tubulin, leading to the inactivation of the cell cycle
events and induction of embryo and seed quiescence. The acquisition of germinability by the seed is only
initiated when fruits reach the larger-green stage (210 DAP), becoming maximum in the cherry stage (225
DAP), when desiccation tolerance also becomes maximum. It was possible, by means of the present study,
to conclusively clarify the origin of the different tissues, to define with precision the organogeness, the
different phases of development, the occurrence of specific physiologica events and the seed anatomy.
Therefore, it is established a funcional model that describes the complexity of the development of the
coffee fruit and seed, and that complies an essential prerequisite for the success on the implementation of
gene expression studies at the genomic level (transcriptomics and proteomics) and of gene function at the

post-genomic level (metabolomics).
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INTRODUCAO

Apesar da importancia econébmica mundial do café, pouco se sabe sobre os fatores que atuam
durante a floragdo e formagdo do fruto e da semente de cafeeiros. Estas fases do desenvolvimento séo
essenciais no que diz respeito ao estabelecimento de todas as caracteristicas da semente madura e
rendimento final da lavoura. E fundamental um melhor entendimento dos mecanismos moleculares e
programas regulatérios determinantes da qualidade da semente como propagulo e como produto
(commodity). Além disso, é relevante considerar que a semente € o carreador de todas as caracteristicas
genéticas da planta e do produto do melhoramento, constituindo a principal forma de sobrevivéncia dos
cafeeiros como espécies, apesar de apresentarem em geral curta longevidade. O estabelecimento da era
gendmica vem transformando os estudos de expressdo génica em biologia de plantas e prometem
revolucionar a forma com que sdo estudados as células e os processos celulares. Essa transformagéo
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acontece em funcdo de (bio)tecnologias de ato desempenho hoje existentes em transcriptoma (‘ chips de
DNA’) e proteoma (eletroforese bidimensional e espectrometria de massa). Estudos nesses niveis
apresentam grande potencia e certamente contribuirdo para o desenvolvimento da producéo cafeeira
como um todo. Contudo, 0 sucesso nesses tipos de estudos depende ndo somente do uso adequado das
tecnologias pelo biologista, mas também do posicionamento preciso do evento considerado ao longo do
desenvolvimento. E nesse contexto que apresentamos agqui um modelo funcional do desenvolvimento de
sementes de cafeeiro (Coffea arabica L.), estabelecido para permitir a identificagéo precisa dos diferentes
estadios do desenvolvimento e ocorréncia de eventos fisioldgicos, contribuindo dessa forma para o
sucesso nas andlises de expressdo génica que venham a ser consideradas em etapas subseqlientes de
estudos gendmicos. O estabelecimento do modelo levou em consideracdo uma andise multidisciplinar
funcional de eventos do ciclo celular e de organogénese em relacdo a eventos fisioldgicos durante o
desenvolvimento da semente, tendo como referéncia o nimero de ‘dias apos a polinizagcdo’ (DAP), o

tamanho e a cor do fruto.

MATERIAL E METODOS

Utilizou-se microscopia Optica e eletrénica de varredura na andlise estrutural dos diferentes tecidos
da semente (Figura 1). Os eventos do ciclo celular e organogénese foram analisados em relacdo aos
processos de diferenciacdo dos tecidos, por divisdo celular, e de crescimento, por expansdo celular.
Sintese e duplicacéo de DNA, assim como a ploidia do DNA, foram analisadas por meio de citometria
(Figura 2); o acumulo da proteina b-tubuling, a qual é essencia em microtibulos e nos processos de
expansdo e divisdo celular, foi analisado por eletroforese e "western blotting" (Figura 3); e a andlise
citologica das configuragcbes do citoesqueleto microtubular foi feita por microscopia de imuno-
fluorescéncia (Figura 4). O acimulo de matéria seca, o contelido de &gua e os testes de germinabilidade e

de tolerancia adessecacao foram considerados na avaliaco do perfil fisioldgico das sementes (Figura 5).
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Figura 1 - Crescimento da nucela (‘ falsa semente’). a: Microscopia eletronica de varredura, mostrando os diferentes tecidos de
um ové&rio ndo-fecundado: Nu — nucela; Int — integumento; P — pericarpo. b : Microscopia Optica, mostrando o crecimento do
tecido nucelar apos afertilizagdo do 6vulo: setas- mostram os integumentos; () indica o posicionamento do évulo fertilizado.
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] 4C 6C Figura 3 - Acimulo de &tubulina
A O western blot mostra o acimulo decrescente
0 “© 8 120 160 de tubulina nas células do endosperma durante
Figura 2 - Citometria gesenvol\{lmmto da semente. VVC —verde cana;
Histograma mostrando a ploidia das células € —cerea
do embri&o (2C) e do endosperma (3C).
O ndmero de células com DNA duplicado
(4C ou 6C) indica a taxa decrescente de
sintese de DNA aé 150 DAP. N&o se
observasintese de DNA durante amaturagao.

Radicula e suspensor
Endosperma

Embrido

Figura 4 - Citoesqueleto microtubular.

a.  Semente aos 120 DAP contendo uma abundante rede de citoesgquel eto microtubular mitético e cortical no
embrido e no endosperma, indicando uma atividade intensa do ciclo celular e crescimento por divisio e
expansdo celular.

b.  Imagem do reténgulo em ‘a’, mostrando em detal he a regido da radicula e suspensor do embrido, contendo
um grande nimero de células com citoesqueleto cortical e uma célula com citoesqueleto mitético em
metéfase (fragmoplasto), conforme indicado pela ‘seta’.

A partir de 150 DAP, é possivel observar somente as configuragdes de microtbulos corticais, que séo

degradados junto com a tubulina no decorrer da fase de maturacdo, dessecagéo e quiescéncia da semente.
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I‘O'erﬁnciqa Figura 5 - Perfil fisioldgico.
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RESULTADOS

A relacdo entre sintese de DNA, acumulo de &tubulina e configuracbes do citoesqueleto
microtubular permitiu definir as diferentes fases do desenvolvimento. A fase de diferenciacéo dos tecidos
da semente e embriogénese (60 a 150 DAP - Figura 6) é marcada pela ocorréncia de uma atividade
decrescente de sintese de DNA (Figura 2), assim como de acumulo de tubulina (Figura 3) e das
configuragBes mitdticas do citoesqueleto microtubular (Figura 4). Observou-se pelas andlises estruturais
por microscopia €eletrbnica e Odptica (Figura 1) e de ploidia por citometria (Figura 2), que o
desenvolvimento inicid do fruto deve-se ao crescimento do tecido nucelar dipldide (“falsa semente’
Figura 1b), que em seguida € parcidmente degradado, cedendo espaco ao desenvolvimento do
endosperma tripldide e embrido diplGide (“semente verdadeira’). Ao final dessa fase (150 DAP - Figura
6), os embrides diferenciados apresentam-se viaveis quando isolados e incubados in vitro. No entanto, as
sementes ndo germinam quando avaliadas em teste de germinagdo. Tanto embrides isolados quanto
sementes ndo apresentam toleréncia a dessecagdo nesta fase (Figura 5). Na fase de maturacéo (150 a 225
DAP - Figuras 5 e 6) predominam eventos complementares de morfogénese através de crescimento por
expansdo celular, ja que ndo se observa citoesqueleto mitdtico, existindo somente citoesgqueleto cortical, e
acumulo crescente de matéria seca (Figuras 5 e 6). Com 0 avango da maturacao e dessecacdo, observa-se a
degradacéo completa do citoesgueleto cortical e tubulina (Figuras 3 e 4), levando a inativacdo dos eventos
do ciclo celular e quiescéncia do embrido e da semente. A aquisicdo de germinabilidade pela semente é
iniciada somente a partir do estadio verde-chumbo do fruto (210 DAP), tornando-se maxima no estadio

cergja (225 DAP), quando atoleréncia adessecagdo torna-se também méxima (Figura 5).
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CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Foi possivel por meio do presente estudo esclarecer conclusivamente a origem dos diferentes

tecidos e definir com precisdo a organogénese, as diferentes fases do desenvolvimento, a ocorréncia de

eventos fisiologicos especificos e a anatomia da semente. Fica assm estabelecido um modelo funcional

gue descreve a complexidade do desenvolvimento do fruto e da semente de cafeeiro (Figura 5),

compreendendo um pré-requisito fundamental em estudos de desenvolvimento e implementacdo de

andlises de expressdo génica em escala gendmica (transcriptoma e proteoma) e de funcdo dos genes na era

p6s-gendmica (metaboloma).
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Figura 6 - Modelo funcional de desenvolvimento.
€ maturagdo da semente.

c.
d. Diferenciacdo e organogénese do embrido.

b. Desenvolvimento em funcdo do tamanho e coloragéo dos frutos.
Diferenciacéo e organogénese do tecido nucelar e endosperma.

a. Desenvolvimento em’dias aos a polinizagédo’, com identificacdo das fases de diferenciagdo dos tecidos

Os eventos fisiol 6gicos sdo posicionados dentro do presente modelo conforme apresentados na Figura 5.
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