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1. INTRODUCAO

Sementes constituem-se em grande importancia econémica no contexto do mercado mundial
de ‘commodities’ (produtos de exportacdo), com uma posi¢do cada vez mais relevante na cadelade
alimentacdo, producdo e comercializacdo vegetal, em funcdo do melhoramento vegetal e da
evolucdo da biologia molecular e das biotecnologias. Contudo, ainda é pouco o que se sabe em
geral sobre os fatores que atuam durante a floracdo e formagdo das sementes das diferentes
espécies. Essas fases do desenvolvimento sdo essenciais no que diz respeito ao estabelecimento de
todas as caracteristicas da semente madura e do rendimento final da lavoura. Portanto, torna-se
fundamental um melhor entendimento dos mecanismos moleculares e programas regulatorios
determinantes da qualidade da semente como propagulo e como produto para alimentacdo. Além
disto, é relevante considerar que a semente é carreadora de todas as caracteristicas genéticas da
planta e do produto do melhoramento vegetal, constituindo a principal forma de sobrevivéncia da
maioria das espécies de plantas.

O estabelecimento da ‘era gendmica’ vem transformando os estudos de expressdo de genes
e proteinas em biologia de plantas e promete revolucionar a forma com que sdo estudados as células
e 0s processos celulares. Essa transformacdo acontece em funcdo de biotecnologias de alto
desempenho hoje existentes em transcriptomas (‘chips de DNA’) e proteomas (eletroforese bi-
dimensiona e espectrometria de massa). Estudos nestes niveis apresentam grande potencial e
certamente contribuirdo para o desenvolvimento da producdo vegetal 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.

O estabelecimento de ‘Modelos Funcionais do Desenvolvimento Vegetal’ constitui processo
essencia neste contexto. O presente trabalho teve como objetivo a elaboracdo de um Modelo
Funcional para o desenvolvimento de frutos e sementes, tendo em vista a sua utilizagdo como
ferramenta fundamental na caracterizacdo do processo de organogénese, e na identificacdo precisa
dos diferentes estadios do desenvolvimento e ocorréncia de eventos fisioldgicos, contribuindo desta
forma para o sucesso nas anélises de expressao de genes e proteinas que venham a ser consideradas
em etapas subsequentes de estudos funcionais em nivel gendmico. Neste contexto, € apresentado
um Modelo Funciona para o desenvolvimento de frutos e sementes de café (Coffea arabica L.),
espécie vegetal que foi escolhida como ‘sistema modelo’, por constituir uma ‘commodity’ de
grande importancia econdmica naciona e internacional. O Modelo foi estabelecido através de uma
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analise funcional multidisciplinar de eventos do ciclo celular e da organogénese em relacdo aos
eventos fisioldgicos que ocorrem durante o desenvolvimento do fruto e da semente, tendo como
referénciao numero de ‘dias apés a polinizacdo’ (DAP), o tamanho e a cor do fruto de cafeeiro.

2. MATERIAL E METODOS

O estudo do desenvolvimento foi feito de forma multidisciplinar, aplicando-se diversas
técnicas oriundas de disciplinas distintas, de modo a entender o processo de desenvolvimento a
partir de vérios angulos, tendo como ponto referencial eventos relacionados ao ciclo celular e
organogénese, analisados em relacdo aos processos de diferenciacéo dos tecidos por divisdo celular
e de crescimento por expansdo celular. Foram utilizadas técnicas de analises quantitativas e
gualitativas.

Nesse contexto, foram utilizadas microscopias Gtica e eletrénica de varredura nas analises
gualitativas a nivel citologico e estrutural dos diferentes tecidos e 6rgdos do fruto e sementes.
Tecidos foram previamente preparados por meio de protocol os especificos.

Também foi utilizada a técnica quantitativa de citometria de fluxo para analise do processo
de sintese e duplicacdo de DNA, com verificacdo do nimero de células contendo DNA duplicado,
assim como verificagdo da ploidia do DNA. Neste procedimento, nucleos sdo isolados de células
vegetais em solucdo tampéo especifica, a qual adiciona-se o corante fluorescente iodeto de propidio
(fluorescéncia no espectro de comprimento de onda da cor vermelha). Este corante liga-se
especificamente com o DNA nuclear. Desta forma, tubos contendo a suspensdo de nucleos celulares
sd0 acoplados ao aparelho de citometria de fluxo que analisa 0 niUmero de nicleos e a ploidia do
DNA por meio de um feixe de laser que identifica o comprimento de onda especifico do iodeto de
propidio (vermelho). O resultado é emitido no computador na forma de histogramas, por meio de
um softwar e especifico para este tipo de anélise.

O processo de acumulo de tubulinas, proteinas que sdo essenciais na formacdo de
microtibulos e nos processos de expansdo e divisdo celular, foi analisado pelas técnicas de
eletroforese de proteinas e deteccdo imunoldgica por meio de "western blotting”, usando-se
anticorpos monoclonais especificos contra tubulinas.

A andlise citoldgica das configuragbes do citoesqueleto microtubular foi feita por meio de
microscopia de fluorescéncia imunoldgica, também com uso de anticorpos monoclonais especificos
contratubulinas.

3. RESULTADOS

1) Microscopia eletrbnica de varredura: as andlises feitas por meio de microscopia eletrénica de
varredura permitem a identificacdo precisa dos diferentes tecidos em ovarios de flores ndo
fecundados, que se desenvolvem para a formacdo do fruto, sendo possivel identificar o tecido
nucelar ou perisperma, 0s integumentos, e o pericarpo.

2) Microscopia Otica: em complementacdo & microscopia eletronica de varredura, a anédlise por
meio de microscopia 6tica permitiu verificar o crescimento inicial do fruto, apos a fertilizacdo do
ovulo, a partir do crescimento do tecido nucelar entremeado aos integumentos, sendo possivel
verificar também o posicionamento do évulo fertilizado.

3) Citometria de fluxo: os resultados da citometria de fluxo sdo emitidos na forma de histogramas,
mostrando a ploidia das células dos diferentes tecidos, além do ndmero de células com DNA
duplicado, a partir de células dipldéides 2C e triploides 3C. Neste contexto, foi possivel obter o
numero estimado de células com DNA duplicado de tecidos dipléide 4C (nucela e integumentos no
fruto e embrido na semente), e de células de tecidos tripléide 6C (endosperma ha semente). A



andlise indicou que ha uma taxa elevada de sintese e duplicacdo de DNA apés a fecundacdo
(polinizacdo), que se torna decrescente ao longo do desenvolvimento até os 150 dias apos a
polinizacdo, de forma que ndo se observa sintese de DNA durante a subsequente fase de maturacao.

4) Eletroforese e "western blotting": a separacdo de proteinas por meio de eletroforese em primeira
dimensdo em géis de poliacrilamida com SDS (agente desnaturador de proteinas) permitiu a
confeccd@o de "western blots" para a identificagdo imunoldgica especifica para a p-tubulina, que
juntamente com o polipeptidio a-tubulina formam os microttbulos formadores do esgueleto celular
ou citoesqueleto. A andlise imunoloégica do "western blot" permitiu verificar que ha um acimulo
decrescente de tubulina nas células, tanto do tecido nucelar do fruto, como nos tecidos do embri&o e
do endosperma das sementes, que se forma a partir do zigoto, oriundo dafertilizacéo do évulo.

5) Microscopia de fluorescéncia imunoldgica (imuno-fluorescéncia): a andlise imunolégica por
meio de microscopia de fluorescéncia permitiu a visuaizacdo de B-tubulina na formagéo do
citoesqueleto microtubular. Foi possivel verificar que a semente contém, aos 120 dias apds a
polinizacdo, uma abundante rede de citoesquel eto microtubular mitético (células em divisio), assim
como de citoesqueleto cortical, tanto em tecidos do embrido como em tecidos do endosperma. Isto
indica que o desenvolvimento inicial da semente se da por uma atividade intensa do ciclo celular,
resultando no crescimento por divisdo e expansdo celular. Foi possivel identificar inimeras células
em fases de profase, pré-profase, metéfase, anafase, tel6fase e fragmoplasmo (fase final do ciclo
celular em células vegetais, que ndo ocorre em células animais). A partir de 150 dias apés a
polinizacdo, é possivel observar somente as configuragbes de microtdbulos corticais, que sao
degradados junto com a tubulina no decorrer da fase de maturacédo, tornando-se inexistente ao final
do processo de dessecacdo e quiescéncia (similar adorméncia) da semente.

6) Resultados integrados (analise multidisciplinar): a relagdo entre sintese de DNA, acumulo de f3-
tubulina e configuragbes do citoesqueleto microtubular permitiu definir as diferentes fases do
desenvolvimento. A primeira fase do desenvolvimento é chamada de fase de diferenciacdo dos
tecidos do fruto e da semente (embriogénese). Esta fase foi identificada como acontecendo no
periodo entre o florescimento (polinizacdo) e 150 dias ap0Os a polinizacdo. Esta fase foi marcada
pela ocorréncia de uma atividade intensa de sintese de DNA, assim como de acumulo de tubulinae
de configuracGes mitéticas (células em divisdo) do citoesgueleto microtubular nos estagios iniciais
apos a polinizacdo. No entanto, essas atividades decrescem ao longo do desenvolvimento até que se
completem os 150 dias apds a polinizacdo. Ainda nesta fase, as andlises estruturais por microscopia
eletrénica, por microscopia 6tica, e pelas andlises de ploidia por citometria de fluxo, mostraram que
0 desenvolvimento inicial do fruto deve-se ao crescimento do tecido nucelar materno (planta mée) e
dipl6ide, que em seguida € parcia mente degradado, cedendo espaco ao desenvolvimento do tecido
de endosperma tripléide e do embrido dipldide, oriundos do processo de fertilizac8o, por meio da
fecundacdo dos gameta masculino com o gameta feminino. A outra fase do desenvolvimento é
chamada fase de maturacdo, onde predominam eventos complementares de morfogénese através
de crescimento por expansdo celular, ja que ndo se observa citoesgueleto mitético, existindo
somente citoesqueleto cortical, e acimulo crescente de matéria seca. Com 0 avanco da maturacéo e
dessecacédo do fruto, observa-se a degradacdo completa do citoesquel eto cortical e tubulina, levando
ainativacdo dos eventos do ciclo celular e quiescéncia do embrido e da semente.

4. CONCLUSOESE PERSPECTIVAS

Foi possivel, por meio do presente estudo, esclarecer a origem dos diferentes tecidos, definir
com precisdo a organogénese, as diferentes fases do desenvolvimento, a ocorréncia de eventos
fisioldgicos especificos e a anatomia da semente. Fica assim estabel ecido um modelo funcional que
descreve a complexidade do desenvolvimento do fruto e semente de cafeeiro, compreendendo um



pré-requisito fundamental em estudos de desenvolvimento e implementacdo de andlises de
expressao génicaem escala génomica (Figura 1).
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Figura 1 - Modelo funcional de desenvolvimento do fruto e sementes de cafeeiro (C.

arabica).

a. Desenvolvimento em ‘dias aos a polinizagdo’, com identificacdo das fases de
diferenciagéo dos tecidos e maturacdo da semente.

b. Desenvolvimento em fungéo do tamanho e coloracdo dos frutos.

c. Diferenciac8o e organogénese do tecido nucelar e endosperma.

d. Diferenciacéo e organogénese do embrido.
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