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Durante o processo de crescimento, maturacdo e amadurecimento dos frutos de cafeeiro, varios
genes sdo ativados como aqueles relacionados com a sintese de fendis, oligossacarideos, lipideos,
trigonelina, &cidos clorogénicos, é&cidos alifaticos, cafeina, polissacarideos, aminoacidos, proteinas e
acidos humicos, além daqueles que possuem fungBes hormonais. Assim, foi proposto nessa pesquisa
quantificar a expressdo do gene é&cido geiberélico (GA) e acido abscisico (ABI3) durante o
desenvolvimento de sementes de cafeeiro.

Frutos de café, cultivar Rubi, foram colhidos no campo experimental da Universidade Federal de
Lavras (UFLA), nos estadios de desenvolvimento verde, verde-cana, cereja, passa e seco. Os frutos foram
colhidos dos ramos médios das plantas e nas partes medianas dos ramos. Apos a colheita, os frutos em
cada estadio foram selecionados para uniformizacdo do estadio de maturacdo, considerando escala
fenoldgica proposta por Pezzopane et al. (2003), e os frutos de cada estddio foram submetidos a
determinacéo do teor de agua pelo método da estufa, a 105°C por 24 horas.

As sementes foram isoladas dos frutos manualmente com o uso de estiletes e os materiais
vegetais extraidos foram: embrides, endospermas e sementes intactas. Apos a extracdo dos materiais
vegetais, estes foram congelados em nitrogénio liquido e armazenados em deep freezer a -80°C.

Para a extracdo de RNA foi utilizado o reagente Plant RNA Purification Reagent (Invitrogen) de
acordo com o manual do reagente. A quantidade e qualidade do RNA total foram avaliadas utilizando
espectrofotdmeto Nanovue Plus (GE Healthcare Life Sciences). O RNA integro foi tratado com DNAsel
RNAse Free (Ambion). Para a sintese de cDNA foi utilizado o kit HighCapacity cDNA Reverse
Transcription (Applied Biosystems). O cDNA foi utilizados como template para a analise da expressdo
génica quantitativa através ABI PRISM 7500 Real-Time PCR (Applied Biosystems) pelo sistema de
deteccdo SYBR Green.

Apbs determinagdo da dilui¢do 1:5 e eficiéncia dos primers entre 94% a 97%, foi realizado o
ensaio da expressao relativa, através do método C+ comparativo. Todas as analises foram realizadas com
trés repeticdes, incluindo controles negativos e endégenos. Os dados foram analisados no software v.
2.0.1, do sistema 7500 de PCR em tempo real (Applied Biosystems), no Laboratério Central de Andlise de
Sementes/Fitotecnia/UFLA.

Para célculo da expressdo, primeiramente cada amostra foi normalizada com os controles
enddgenos 14-3-3 e ubiquitina, utilizando a equa¢do ACt = Cr (gene alvo) — Cy (14-3-3 + ubiquitina)/2 e
a quantificacdo relativa foi obtida pela formula 2“;. A linha de corte (Threshold) foi definida
automaticamente. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial 5x3,
sendo cinco estadios de maturagdo dos frutos (verde, verde-cana, cereja, passa e seco) e trés partes da
semente (embrido endosperma e semente inteira). Os dados foram submetidos a analise de variancia e as
médias comparadas por meio do teste de Scott Knot a 5% de probabilidade.

Resultados e conclusdes

De acordo com a Figura 1, pode ser observado que ha maior expressdo do transcrito GA nos
estadios cereja e “passa”, na semente inteira, nos estadio cereja e “seco”, no embrido e no estadio “passa”,
no endosperma. De maneira geral, verificou-se que nos estadios finais de desenvolvimento da semente,
houve maior expressdo em todas as partes da semente (semente inteira, embrido e endosperma). O GA é
um hormdnio vegetal importante em indmeros processos fisioldgicos tais como a germinacdo de
sementes, alongamento do caule, desenvolvimento de expansao foliar, floral e de sementes. Junto com o
ABA, 0 GA esta envolvido na dorméncia de sementes e é fundamental na germinacdo de sementes de
muitas espécies.

Maior expressdo do transcrito ABI3 (Figura 2) pode ser verificada no estadio final do
desenvolvimento, com destaque para o estadio “passa”, tanto no embrido quanto no endosperma. Estudos
moleculares de maturacdo de sementes em espécies modelos revelaram que a maturacdo é impulsionada
principalmente por trés genes chaves: ABAINSENSITIVE3 (ABI3), FUSCA3 (FUS3),
LEAFYCOLTILEDONL (LEC1). Sabe-se que 0 PSABI3 é expresso em estadios tardios, juntamente com
a sintese de proteinas de armazenamento e maturacdo tardia. Os genes ABI3, FUS3, LEC1 e LEC2
possuem regulacdo na maturagdo sementes.

De acordo com dados da literatura, o ABA possui papel importante em indmeros processos
fisioldgicos como maturacdo de sementes, crescimento e regulacdo do desenvolvimento, dorméncia de
sementes além de ser responsével pela adaptacdo do ambiente numa condicdo de stress. Niveis de ABA
sdo baixos durante a embriogénese, aumenta consideravelmente durante a maturacdo e geralmente se



correlacionam com o estado fisioldgico do tecido da semente. A medida que o embrido entra na fase de
maturagdo, o conteido de ABA aumenta nas sementes, e o resultante da relacdo ABA / GA elevada
promove a maturagdo, induz a dorméncia e inibe a progressao do ciclo celular, crescimento do embrido e

a germinagéo.
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Figura 1: Quantificagdo da expressdo do gene GA nas sementes
de café, nos estadios verde, verde cana, cereja, passa e seco em
diferentes partes das sementes (semente inteira, embrido e

endosperma).
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Figura 2: Quantificacdo da expressdo do gene ABI3 nas sementes de
café nos estadios verde, verde cana, cereja, passa e seco em diferentes
partes das sementes (semente inteira, embrido e endosperma).



