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Resumo: O café é um produto agricola de extrema importdncia no cendrio atual brasileiro e mundial.
Porém a concorréncia com outros paises exportadores exige dos produtores um grdo de melhor
qualidade. Considerando a falta de uniformidade na maturacdo das sementes de café, fazem-se
necessdrios estudos que fornecam informagoes para contornar este problema. O presente trabalho estd
sendo desenvolvido com o objetivo de fazer a andlise funcional das sementes de café (Coffea ardbica L.),
utilizando técnicas de biologia celular e molecular através das quais seja possivel identificar genes
responsdveis pelo processo de maturacdo da semente.
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INTRODUCAO

O café € um dos principais produtos agricolas, sendo considerado o segundo item em
importancia do comércio internacional de “commodities”. O género Coffea pertence a familia
Rubiaceae, que também inclui outras plantas de importancia econdmica. Este género
compreende aproximadamente 100 espécies, mas a producdo comercial é baseada somente em
duas espécies, Coffea arabica L. e C. canephora Pierre ex A. Froehner, que representam
aproximadamente 70 % e 30 % do mercado total de café, respectivamente (VIEIRA et al., 2006).
Este grio representa uma fonte de renda significativa para diversos paises da Africa, Asia e
América Latina, gerando em torno de U$10-12 bilhdes por ano. O Brasil, Vietna e Colémbia sdo
responsaveis por 50% da producdo mundial de café, sendo o nosso Pais quem responde sozinho
por mais de um terco dessa producdao (VIEIRA et al., 2006). Vale ressaltar que o consumo
interno brasileiro equipara-se a soma das exportagdes para os Estados Unidos, Alemanha, Itélia,
Japao e Franca (AMSTALDEN, 2001).

A demanda por um produto diferenciado intensificou-se a partir da década de 90, criando
novas oportunidades e estimulando a relagdo entre o cafeicultor e o cliente (CAIXETA, 1998).
Essa crescente demanda dos paises importadores, aliada ao aumento da oferta do produto por
parte dos outros paises exportadores, torna necessario o estabelecimento de programas que visem
aumentar a oferta do produto brasileiro e assim melhorar a competicdo no mercado externo
(LEITE, 1996).
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A forma mais utilizada de propagacdo do cafeeiro é por meio de mudas. Ha consenso
sobre a importancia do processo de formagao de mudas para o sucesso da lavoura cafeeira e que
falhas na escolha da semente e na formagdo das mudas causam desenvolvimento irregular do
cafezal, atraso no inicio da fase produtiva e redu¢do do rendimento da cultura (GUIMARAES,
1995; MELO, 1999; SILVA et al., 2000; FAVARIN, 2003). Uma cultura irregular implica em
graos em diversos estdgios de desenvolvimento, podendo acarretar em modificagcdes
considerdveis no produto final, visto que variagdes na maturacido das sementes podem alterar as
concentracdes de alguns compostos, alterando assim a qualidade final da bebida. Segundo Leite
(1996), o café verde tem alto teor de compostos fendlicos, baixos teores de umidade, atividade
enzimatica e acidez. A qualidade da bebida € caracterizada pelo seu sabor e aroma, sendo
influenciada por diversos fatores pré e pds-colheita, os quais garantem a expressdo final da
qualidade do produto (AMSTALDEN, 2001). Dentre os fatores pré-colheita se destacam os
seguintes: espécie e variedade cultivada, local de cultivo, maturacao dos graos, incidéncia de
microrganismos e efeito de adubagdes.

O armazenamento das sementes para adequacdo da época ideal de producdo de mudas é
problemadtico do ponto de vista da qualidade fisiol6gica, uma vez que as sementes de Coffea spp.
sdo, em geral, menos tolerantes a dessecacdo e ao armazenamento, com tendéncia a serem mais
“recalcitrantes” (ESTANISLAU, 2002). A semente de cafeeiro se caracteriza por ter uma
germinacdo lenta e varidvel, conforme as condi¢des de produgcdao (WENT, 1957). O potencial de
germinacdo das sementes vai se moldando no decorrer do seu desenvolvimento, e se relaciona
diretamente ao estddio de maturacdo da semente, por ocasido da colheita e subseqiiente fases de
processamento, que incluem despolpamento, degomagem, secagem e armazenamento.

A semente do café apresenta uma maturacdo heterogénea, o que representa um desafio
para os produtores. Segundo Sylvain (1958), o crescimento vegetativo do cafeeiro é complexo, e
a periodicidade estacional pode ser atribuida a diversos fatores, tais como a lixiviagao de nitrato
pelas chuvas, competicao dos frutos por fotoassimilados, menor intensidade de luz devido a
nebulosidade e baixas temperaturas, entre outros (AMARAL et al., 2006). A manuten¢cdo da
qualidade fisioldgica possibilitaria a germinagao e formagao de mudas uniformes com qualidade
apropriada para a comercializagdo e o plantio em anos posteriores ao de sua colheita, facilitando
dessa forma o planejamento e redu¢do dos custos na implantacdo de uma nova lavoura
(ESTANISLAU, 2002).

Todos estes aspectos fazem parte de um contexto fisiolégico e funcional no qual o
desenvolvimento e a diferenciagdo da planta exigem integracdo de um espectro amplo de sinais
especificos dos tecidos, do desenvolvimento e do ambiente na regulagem de padrdes complexos
de expressdo génica (SINGH, 1998). No caso do desenvolvimento do fruto e sementes de
cafeeiro, o estabelecimento sistematizado e multidisciplinar de modelos funcionais (DE
CASTRO, 1998; DE CASTRO et al.,, 2000; ESTANISLAU, 2002) constitui ferramenta
preliminar essencial, para que os componentes do processo possam ser isolados com precisdo e a
sua regulacdo investigada, aproveitando os recursos biotecnoldgicos hoje existentes para a
execug¢do de estudos em nivel gendmico e de transcriptoma.

Estudos de padroes globais de expressdao génica t€ém contribuido para identificacdo de
genes individuais ou conjuntos de genes e seus envolvimentos em vias metabdlicas. Por sua vez
o entendimento genético destas vias tem sido fundamental, ndo s6 para a compressdo dos
mecanismos bioldgicos estudados como também para o desenvolvimento de novas estratégias de
manipulacdo genética (Bruno & WETZEL 2004). Esta tecnologia tem provado ser de grande
utilidade também em estudos da fisiologia molecular do desenvolvimento, permitindo a
identificacdo de genes expressos em estadios e condi¢gdes especificas, tanto em plantas como em
animais (TABATA e CABOCHE, 2001).
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Uma metodologia alternativa para o isolamento de genes diferencialmente expressos foi
desenvolvida por Diatchenko et al., (1996). Este método, denominado Hibridizacdo Subtrativa
por Supressdo (HSS), baseia-se na amplificacdo preferencial, pela reacdo de PCR, de seqiiéncias
diferencialmente representadas em duas populacdes de cDNA. Distintamente de outros métodos
de obtencdo de genes diferencialmente expressos, que permitem a identificacdo de pequena
quantidade de genes, como o differential display (DD), por exemplo, a HSS resulta em uma
minibiblioteca enriquecida destes genes, fornecendo amplo material para a comparacdao de
populacoes de mRNAs. Dada sua eficiéncia, a HSS vem sendo amplamente empregada na
identificacdo de genes envolvidos em diferentes tipos de cancer e em processos de diferenciacio
celular. Ainda s@o poucos os trabalhos na drea vegetal que fizeram uso da HSS, entretanto, estes
ja confirmaram a eficiéncia desta técnica (BIRCH et al., 1999; DELLAGI et al., 2000; XIAO et
al., 2001; XIONG et al., 2001; KURKCUOGLU et al., 2007).

O presente trabalho tem como objetivo estudar a expressdo diferencial dos genes
responsaveis pelo processo de maturacdo de sementes em C. arabica e que tém influéncia na
producdo e na qualidade do produto final.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Estudos em Meio Ambiente
(LEMA), na Universidade Catdlica do Salvador (UCSal), utilizando sementes de café (C.
ardbica) colhidas no campo experimental da Universidade Federal de Lavras (UFLA), Minas
Gerais.

As sementes foram retiradas do freezer -80°C e, em seguida, maceradas diretamente em
microtubo de 1,5 mL utilizando um homogeneizador. O tecido pulverizado (150 mg
aproximadamente) foi ressuspendido em 700 ul de tampao de extracdo contendo 8M de
hidrocloreto de guanidina, 50 mM de Tris-HCI (pH 8.0), 20mM de EDTA (pH 8.0), 50 mM -
mercaptoetanol e 4gua tratada com DEPC (Diethyl-Pyrocarbonate). Em seguida foram
adicionados 700 uL da mistura Fenol:Cloroférmio:Alcool Isoamilico (25:24:1), homogeneizado
com auxilio de um vortex e centrifugado a 13000 rpm por 15 min a 4°C. Apéds centrifugacao, a
fase superior (~700 ulL) foi transferida cuidadosamente para um novo tubo, no qual foi
adicionado igual volume da solucdo de Cloroférmio:Alcool Isoamilico (24:1), homogeneizado e
centrifugado novamente a 13000 rpm por 15 min a 4°C.

Novamente a fase superior (~500 uL) foi recuperada cuidadosamente e transferida para
um novo tubo. O RNA foi precipitado com 0.2 volume de Acetato de s6dio a3 M (pHS5.2) e 1
volume de Etanol absoluto gelado, incubando os tubos por 2 horas a -80°C. Apds esse periodo,
as amostras foram retiradas do ultra-freezer e centrifugadas a 13000 rpm por 10 min a
temperatura ambiente; o sobrenadante foi descartado por inversdo; os pellets foram lavados e
centrifugados trés vezes com Etanol 70% gelado e uma vez com Etanol absoluto gelado. Apds
evaporacao do excesso de dlcool os pellets foram ressuspendidos em 10 a 40 uLL de dgua tratada
com DEPC e os tubos mantidos no gelo até serem congelados e estocados em ultra-freezer (-
80°C).

A qualidade e concentragio do RNA extraido foram verificadas em gel de
agarose/formaldeido a 1%, o qual foi preparado conforme o seguinte protocolo: 0,7 g de agarose
livre de RNAse foram adicionados a 60 mL de dgua tratada com DEPC e solubilizados em forno
de microondas por aproximadamente 2-3 min. Apds resfriamento do gel até ~60°C, foram
adicionados 7 mL de MOPS 10X [0.2 M MOPS (pH 7.0), 20 mM acetato de sdédio, 10 mM
EDTA (pH 8.0)] e 3,5 mL de Formaldeido 37%, homogeneizado e a solucdo colocada
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rapidamente no suporte do gel para polimerizagdo. A cuba de eletroforese foi previamente
tratada com uma solugdo de dlcool 70% e dgua com DEPC para descontaminacdo. Feito isso,
200 mL de tampao de corrida (20 mL de MOPS 10X, 180 mL dgua DEPC) foram adicionados
para inicio da eletroforese.

As amostras (3 ulL) foram diluidas em tampdo de desnaturacdo contendo MOPS 10X,
Formaldeido 37%, Formamida deionizada e Brometo de Etidio, incubadas a 55°C por 15 min e
imediatamente colocadas no gelo. Antes de aplicar no gel, 5 uL. de tampao de carregamento
contendo 50% glicerol, 10 mM de EDTA, 0.25% (w/v) de azul de bromofenol e 0.25% (w/v) de
xileno cianol FF foram misturados as amostras.

RESULTADOS

Diversos testes e avaliagdes de protocolos de extracdo de RNA tiveram que ser
conduzidos até definir aquele que oferecesse a melhor relacdo custo/beneficio para o trabalho a
ser desenvolvido. Nessa relagdo, os fatores mais importantes a serem considerados sdo a
qualidade e a quantidade (concentracdo) do RNA obtido. Nesse sentido, reagentes e Kkits
comerciais como o Concert™ Plant RNA Reagent (Invitrogen) e o NucleoSpin® RNA Plant Kit
(BD Biosciences) e alguns protocolos ‘“caseiros” baseados na utilizacdo de tiocianato e
hidrocloreto de guanidina foram avaliados.

Apés todas essas avaliagOes, foi definida a utilizagdo do protocolo descrito acima
(Material e Métodos) como o mais apropriado para as necessidades nessa primeira fase do
projeto. A utilizacdo de 8 M de hidrocloreto de guanidina no tampdo de extracdo se mostrou
eficiente na obtencdo de RNA a partir dos tecidos da semente testados (embrido e endosperma),
porém o tampdao 4 M de tiocianato de guanidina apresentou resultados semelhantes. A
confirmacdo dessas eficiéncias precisa ser obtida em géis de agarose com formaldeido devido as
caracteristicas da molécula de RNA. Na Figura 1 sdo apresentados os resultados obtidos usando
duas amostras de umburana de cheiro (Amburana cearensis Fr. All) e cinco amostras de café (C.
ardbica). Os outros protocolos testados ndo permitiram obter o mesmo sucesso, sendo
freqlientemente observada a degradacdo total do RNA extraido ou até mesmo a auséncia total de
RNA.

Figura 1: Eletroforese de RNA (LEMA, 2007)

O estudo aqui apresentado se encontra no inicio da sua segunda fase, onde o RNA total
extraido na primeira fase serd utilizado na sintese de moléculas de DNA complementar (cDNA)
com auxilio de uma transcriptase reversa de origem viral (AMV). Essas moléculas dupla fita
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serdo posteriormente digeridas com uma enzima de restri¢cao (Rsal) e os fragmentos resultantes,
uma vez aliquotados, poderdo ser ligados ou ndo a seqii€ncias adaptadoras especificas para
obtencdo das bibliotecas contrastantes (sub-populacdes de cDNA), as quais sdo necessdrias na
fase seguinte.

Na terceira fase, as sub-populagcdes de cDNA serdo submetidas ao processo chamado de
hibridizacdo subtrativa, onde as moléculas que sio comuns a ambas sub-populagdes que estdo
sendo testadas serdo desconsideradas e as moléculas decorrentes daqueles genes
diferencialmente expressos (hiper ou hipo) serdo subtraidas e posteriormente amplificadas pelas
reacoes de PCR subseqiientes. Por esse motivo, este dltimo passo é conhecido como PCR
supressivo, ja que sO permite a amplificacdo das moléculas representativas dos genes
diferencialmente expressos nas populagdes testadas.

Espera-se que os resultados finais sirvam para desvendar os mecanismos envolvidos no
controle da maturacdo de frutos e sementes de café e, possivelmente, gerar ferramentas
biotecnoldgicas que colaborem para a maior eficicia e rendimento de lavouras.
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