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RESUMO

Visando compreender melhor os processos moleculares desencadeados durante as etapas da
embriogénese somatica (ES) em palma de 6leo, a expressdo de 29 genes potencialmente
envolvidos nesse processo identificados em estudos prévios e a partir da literatura foi
investigada por RT-gPCR. O objetivo desse trabalho foi avaliar a expressao diferencial de
genes envolvidos com a embriogénese somatica em dois geno6tipos do hibrido interespecifico
(Elaeis oleifera x Elaeis guineensis), contrastantes para a aquisicdo de competéncia
embriogénica. Foram utilizadas folhas aclorofiladas de dois hibridos F1 interespecificos (E.
oleifera x E. guineensis) denominados B351733 (responsivo - R) e B352933 (ndo responsivo
- NR) a embriogénese somatica. O material utilizado para as anélises foi submetido a inducéo
de aquisicdo de competéncia embriogénica em meio de Murashige e Skoog (MS),
suplementado 0,5 g.L* de glutamina, 0,5 g.L ™ de caseina hidrolizada, 2,5 g.L™* de carvéo
ativado, 450 pM de Picloram e solidificado com 2,5 g.L! de Phytagel. Nestas condicdes, 0s
materiais foram coletados nos tempos 0 (antes da inducdo), 14, 30, 90 e 150 dias apds o inicio
da inducdo (DAI). Os resultados obtidos neste estudo mostraram que 0s genes avaliados
foram negativamente regulados no tempo 14 (DAI), no R em relacdo ao NR. Também foi
possivel observar que a maioria dos genes avaliados foram positivamente regulados em 150
DAI, com excecdo dos genes Annexin D1 (ANN1) e Pathogenesis-related protein 1-like
(PRB1) que ndo tiveram uma expressao significativa, e o gene Pathogenesis-related protein
PRB1-3-like (PRB1-3), que teve sua expressdo diminuida. A analise da expressao relativa dos
genes ao longo dos estagios para cada gendtipo revelou que no gen6tipo NR a maioria dos
genes foi positivamente regulados em 14 DAI quando comparado com o tempo 0 (antes da
inducdo). Ja no gendtipo R a maioria dos genes foi negativamente regulado em 14 DAI
guando comparados com o tempo 0O DAI. Os resultados obtidos neste estudo corroboram
nossa hipotese de que a regulacdo de genes envolvidos no controle do estresse oxidativo e
metabolismo energético séo cruciais para a aquisicado da competéncia embriogénica em palma

de 6leo.

Palavras-chave: Arecaceae, Embriogenése somatica, RT-qgPCR, metabolismo e estresse

oxidativo.



ABSTRACT

To understand the molecular processes triggered during the stages of somatic embryogenesis
(SE) in oil palm, the expression of 29 genes potentially involved in this process identified in
previous studies and from literature was investigated by RT-qPCR. The objective of this work
was to evaluate the differential expression of genes involved in somatic embryogenesis in two
interspecific hybrid genotypes (Elaeis oleifera x Elaeis guineensis) contrasting for the
acquisition of embryogenic competence. In this study aclorophylated leaves of two
interspecific F1 hybrids (E. oleifera x E. guineensis) called B351733 (Responsive - R) and
B352933 (Nonresponsive - NR) to somatic embryogenesis were used. The material used for
the analysis was submitted to induction of the acquisition of embryogenic competence in MS
culture medium (MS), supplemented with 0,5 g I"! glutamine; 30 g I™! sucrose; 0,5 g I™* of
hydrolyzed casein; 2,5 g I™! of activated carbon; 450 uM picloram and solidified with 2,5 g I
phytagel. The plant material was collected at O (before induction), 14, 30, 90 and 150 days
after induction initiation (DAI). The results obtained in this study showed that the evaluated
genes were dow-regulated at 14 DAI, in R genotype when compared to NR. It was also
possible to observe that most of the evaluated genes were up-regulated at 150 DAI, except
Annexin D1 (ANN1) and Pathogenesis-related protein 1-like (PRB1) genes that were not have
significant expression, and the Pathogenesis-related protein PRB1-3-like (PRB1-3) was
decreased. The relative expression analysis of genes at all stages for each genotype showed
that in NR genotype the most of the genes were up-regulated in 14 DAI when compared to 0
DAI (before induction). In R genotype, the most of the genes were dow-regulated in 14 DAI
when compared to 0 DAI. The results obtained in this study corroborate our hypothesis that
the regulation of genes involved in the control of oxidative stress and energy metabolism are

crucial for the acquisition of embryogenic competence in oil palm.

Key words: Arecaceae, Somatic embryogenesis, RT-gPCR, metabolism and oxidative stress.
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1. INTRODUCAO

As palmeiras pertencem a familia Arecaceae, compreendendo cerca de 240 géneros e
2.700 espeécies (LORENZI et al., 2010). No Brasil, existem 423 espécies distribuidas em 46
géneros, tendo a regido amazoénica a maior representatividade, com aproximadamente 173
espécies (LEITMAN et al., 2013). Dentre as palmeiras de importancia, destaca-se a palma de
oleo, do género Elaeis, em especial as pertencentes as espécies Elaeis guineensis Jacg. e
Elaeis oleifera. O dendezeiro (E. guineensis Jacq.), planta nativa da Africa e conhecida como
palma de Gleo africana, é considerado uma das espécies com maior importancia entre as
palmeiras domesticadas. Introduzida na Bahia no final do século XVI, ainda no periodo de
trafico de escravos africanos, a cultura ndo teve obstaculos frente as condi¢des climaticas da
regido, semelhantes ao centro de origem, sendo posteriormente levada a regido amazonica,

onde predominam as maiores areas cultivadas (VENTURIERI et al., 2009).

O cultivo do dendezeiro se destaca na agricultura mundial devido & importancia
econémica (DE TOUCHET et al., 1991) e sua alta produtividade, alcancando rendimentos
anuais médios de 5-7 toneladas de 6leo por hectare por ano (RAJESH et al., 2003). Esta
produtividade da palma de 6leo €, na maioria dos casos, maior do que as demais culturas
oleaginosas (NGALLE et al., 2014). O 6leo do dendezeiro tem muitas aplica¢fes na industria
de alimentos (6leo de alta qualidade e seus derivados), além de ser uma importante fonte de
energia (biocombustivel) (BENJUMEA et al., 2008).

Diferentemente do dendé africano, o caiaué (E. oleifera), conhecido como palma de
6leo americana, é encontrado na América tropical Umida e amplamente dispersa, entre as
Américas Central e do Sul, em paises como Colémbia, Panama, Costa Rica, Honduras,
Nicaragua, Brasil, Suriname e Equador (ESCOBAR, 1982, RAJANAIDU, 1986, BALSLEV
1986; HARTLEY, 1998). E. oleifera é vista como um recurso genético promissor para 0S
programas de melhoramento da palma de Oleo, j& que representa importante fonte de
variabilidade genética e, devido as suas caracteristicas agronémicas como, taxa anual de
crescimento do tronco reduzida, que confere menor porte na idade adulta, resisténcia a
doencas e elevado teor de acidos graxos insaturados, o que confere maior fluidez do 6leo, tem

sido utilizada em cruzamentos interespecificos com E. guineensis (HARTLEY, 1988).

Nos ultimos anos, plantagdes do hibrido interespecifico Manicoré (E. oleifera x E.
guineensis) tém aumentado substancialmente devido a sua resisténcia principalmente ao

amarelecimento fatal (AF), doenca de origem ainda desconhecida que pode inviabilizar o
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cultivo dessa palmeira nas regides onde ocorre, e a podriddo de gemas (bud rot), doenca
causada por Phytophthora palmivora (TORRES et al., 2010; 2016). O hibrido interespecifico
se destaca ainda pelo porte baixo e elevado rendimento, podendo produzir de 4 a 6 t/ha/ano de
Oleo (CHIA et al., 2009).

Elaeis guineensis Jacq e E. oleifera sdo duas espécies monocotiledéneas, com um
Unico meristema apical e que ndo apresentam perfilhamento. Este fato impede que as mesmas
sejam propagadas vegetativamente por técnicas convencionais. Portanto, nestas espécies, a
micropropagacdo por meio da embriogénese somaética (ES) € possivelmente a unica
alternativa para a propagacédo clonal de plantas (SCHERWINSKI-PEREIRA et al., 2010). A
ES, descrita pela primeira vez em palmeiras por Staritsky (1970) e Rabechault et al. (1970), é
0 processo pelo qual as células somaticas se diferenciam para formar embrides, reorganizando
suas propriedades epigenéticas e ciclo celular para a formacdo de tecidos, em etapas
morfologicas semelhantes a embriogénese zigética (EZ) (WILLIAMS e MAHESWARAN
1986). A utilizacdo de fitorreguladores € um dos fatores que influenciam a inducéo da ES,
pois sdo de suma importancia para estimular processos bioquimicos e fisioldgicos (TAIZ e
ZEIGER, 2009). Dentre os reguladores de crescimento utilizados no processo de inducédo da
ES, podemos destacar as auxinas, como o acido 4-amino-3,5,6-tricloropicolinico (picloram) e
0 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) que sdo determinantes ao processo. As auxinas € as
citocininas sdo fatores chave na determinacdo da resposta embriogénica, uma vez que
participam fortemente na regulacdo do ciclo celular e diferenciacdo celular (FEHER et al.,
2003).

A otimizacdo dos protocolos tem sido o foco central da pesquisa, mas etapas
especificas do processo como a multiplicacdo, maturacdo e a conversdo dos embries
somaticos permanecem pouco estudadas em muitas espécies de palmeiras (REE et al., 2015).
Em todo o mundo, milhdes de plantas de diferentes espécies sdo produzidas anualmente por
meio da ES. Entretanto, a compreensdo dos mecanismos que regulam as diferentes etapas do
processo ainda é bastante limitada (GOMES et al., 2014). Apesar de se compreender muito
bem os aspectos praticos do uso da ES para aumentar a produgdo, hd muito ainda a ser

explorado e investigado acerca dos mecanismos envolvidos na ES das plantas.

Assim, a questdo chave no campo da ES parece ser o mecanismo que faz com que as
células mudem seu destino e se tornem embriogénicas. Para compreender esses mecanismos,
alguns estudos tém focado na expressdo génica durante as diferentes fases da embriogénese

somatica (TAN et al., 2016). Uma das técnicas utilizadas para estudos de expressao génica é a
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técnica de PCR em tempo real (RT-gPCR). Esta técnica baseia-se no processo de transcri¢do
reversa (RT), seguida por reagdo em cadeia da DNA polimerase (PCR), sendo o produto
quantificado por meio de moléculas fluorescentes incorporadas ao DNA, as quais podem ser
monitoradas durante a cinetica da reacdo (VALASEK et al., 2005).

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a expressdo de genes envolvidos
na aquisicdo da embriogénese somatica em gendtipos do hibrido F1 interespecifico (E.
oleifera x E. guineensis) contrastantes para a aquisi¢cdo da competéncia embriogénica por RT-
gPCR. Genes previamente identificados pelo nosso grupo, bem como genes ja descritos na
literatura com possivel envolvimento na ES, foram selecionados. Espera-se com este trabalho
contribuir incialmente para um melhor entendimento do processo, além de permitir que se
otimize protocolos visando a obtencdo de um maior nimero de plantas regeneradas a partir da

embriogénese somatica.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Aspectos gerais da palma de 6leo

A palma de dleo, pertencente ao género Elaeis, € uma palmeira monocotiledonea
perene, monoica, oleaginosa e de ciclo de vida longo (HARTLEY, 1988; MORCILLO et al.,
2007). De acordo com a classificacdo atual, o género Elaeis é pertencente a classe Liliopsida,
tribo Cocoseae, subtribo Elaeidinae, familia Arecaceae e subfamilia Arecoideae. Elaeis
guineensis é originaria da Africa Central (APICHATMETA et al.,, 2017) e Ocidental e
conhecida também popularmente como dendém, coqueiro-de-dendezeiro e palma-de-guiné
(LORENZI et al., 1996). A palma de 6leo é uma cultura de rendimento importante nos
tropicos (ZHENG et al., 2017) e produz dois 6leos de grande importancia econdmica,
chamados vulgarmente como 6leo de palma e 6leo de palmiste, obtidos a partir do mesocarpo
e do endosperma, respectivamente (SINGH et al., 2013). Os frutos da palma de 6leo (Figura
1) sdo compostos pelo epicarpo (camada externa); mesocarpo (camada média entre epicarpo e

endocarpo) e endocarpo (camada interna) (SUMATHI et al., 2008).

Figura 1. Frutos da palma de o0leo. Fonte: Ivonaldo Reis Santos.

Existem trés variedades de dendé, sendo elas Tenera, Dura e Pisifera, que sdo
diferentes nas caracteristicas do fruto (Figura 2). A variedade Tenera, cujo fruto possui
endocarpo fino, é obtida por meio do cruzamento entre as variedades Dura, cujo fruto tem
endocarpo espesso, e Pisifera, que possui endocarpo limitado ou ausente (GOMES et al.,
2015, RUTTAJORN et al.,, 2016). O dendezeiro é uma cultura de polinizagdo cruzada
(DRANSFIELD e UHL, 1998), cultivada em muitos paises tropicais da Asia, Africa, América

Central e do Sul como fonte para obtencdo de Oleo vegetal. E uma planta monoica,
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apresentando flores masculinas e femininas em inflorescéncias separadas nas axilas das folhas
da mesma planta (RUTTAJORN et al., 2016, APICHATMETA et al., 2017). Em sua vida util
de mais de vinte anos no campo, uma planta pode produzir aproximadamente entre 3 e 7
tonelada de 6leo . Geralmente, esta espécie é propagada exclusivamente por sementes
(SANPUTAWONG et al., 2011).

A alta produtividade de 6leo de palma deve-se aos hibridos melhorados que possuem
potencial para producdo de uma grande quantidade de 6leo por cacho. Entre eles, destaca-se 0
hibrido Tenera que pode produzir entre 3 e 8 vezes mais 6leo que qualquer outra espécie
oleaginosa de clima tropical ou temperado (BARCELOS et al., 2015). Contudo, acredita-se
que a area atual em producdo no Brasil é pifia frente ao grande potencial do Pais em cultivar o
dendé. O aumento crescente da demanda por 6leo de palma é devido ao rapido crescimento

populacional e ao desenvolvimento econémico de diversos paises (OR et al., 2017).

E. guineensis var. dura E. guineensis var. pisifera

| —

E. guineensis var. tenera

Figura 2. Cruzamento entre a variedade homozigética Dura, cujo fruto tem endocarpo
espesso, e a variedade Pisifera que possui endocarpo limitado ou ausente. Disponivel em:
http://www.nature.com/nature/journal/v500/n746/fig_tab/nature12356 F1.html. Acessado em
28 de dezembro de 2017.

Elaeis oleifera € conhecida como a palma de 6leo americana. A espécie é amplamente
dispersa na América Central e nas regides do Norte da América do Sul. As populacGes de E.
oleifera crescem ao longo das margens dos rios, tolerando bem a sombra e as inundacdes,


http://www.nature.com/nature/journal/v500/n746/fig_tab/nature12356_F1.html
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indicando uma maior adaptabilidade ambiental comparada a palma de Oleo africana
(CORLEY e TINKER, 2003). Elaeis oleifera possui caracteristicas de resisténcia a doencas e
pragas, principalmente ao amarelecimento fatal, além de menor crescimento vertical do estipe
(CONCEICAO et al., 2000; CUNHA et al., 2010). De fato, uma caracteristica que distingue
E. oleifera das demais palmeiras é o tronco mais curto (Figura 3). A alta proporc¢édo de frutos
partenocarpicos que podem constituir até 90% do total é outra caracteristica marcante de E.
oleifera em comparagdo com a espécie africana. Elaeis oleifera tém uma diferenca no
posicionamento das folhas em relacdo a E. guineensis (Corley e Tinker, 2003) e depende da
polinazaca pelos insetos (GOMES, 2011). As espécies africana e americana de palma de 6leo
sdo sexualmente compativeis (HARDON e TAN, 1969) e os hibridos F1 mostram o vigor
vegetativo e menor incremento do crescimento do caule parental (CORLEY e TINKER,
2003).

E. oleifera E. guineensis

o/ i S
Hibrido F1 interespecifico

Figura 3. Elaeis oleifera, E. guineensis e hibrido F1 interespecifico. Disponivel em:

http://frutasnativasdaamazonia.blogspot.com.br/2012/07/.


http://frutasnativasdaamazonia.blogspot.com.br/2012/07/
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Essa cultura apresenta dificuldades na producéo de mudas assexuadamente e em larga
escala devido ao fato de possuirem um Unico meristema apical, 0 que impede a propagagao
vegetativa por formas convencionais de propagacdo, como por meio de estacas. O principal
método utilizado atualmente para a producdo de mudas é via sementes, que impede que
caracteristicas de interesse agrondmico sejam perpetuadas durante etapas de multiplicacdo de
material, ou que ganhos genéticos sejam fixados em geracdes de cruzamentos nos programas
de melhoramento genético da espécie (MARTINE et al., 2009; SCHERWINSKI-PEREIRA et
al., 2010).

2.2 Embriogénese somatica (ES)

Desde a primeira descricdo da producdo de embrides somaticos a partir de células de
calo de cenoura por Steward et al. (1958), a ES tem sido reconhecidamente como 0 Unico
caminho eficiente para a propagacdo assexual de palmeiras (ZIMMERMAN, 1993). A ES
pode ser compreendida como o processo pelo qual as células somaticas haploides ou diploides
se desenvolvem em estruturas que se assemelham a embriBes zigoticos, chamados embrides
somaticos, por meio de uma série de estadios embriogénicos que originam uma nova planta,
sem que haja fusdo de gametas (WILLIAMS e MAHESWARAN, 1986).

Os embrides somaticos podem ser originados por duas vias de regeneracdo: a direta e a
indireta. A embriogénese somatica direta consiste na formacdo de embrides somaticos
diretamente dos explantes, sem que haja a formacdo de estagios intermediarios de calos. Por
outro lado, na embriogénese somatica indireta, os embribes somaticos se formam a partir de
um calo, que apresenta células em diferentes estagios de diferenciacdo (GUERRA et al.,
1999). Entretanto, o embrido somatico, quando em desenvolvimento, passa geralmente por
estadios caracteristicos da embriogénese zigética: globular, cordiforme (quando em
dicotileddneas), torpedo, cotiledonar e maduro, em um processo ontogénico, no qual ao final
ocorre a formacdo de uma estrutura bipolar, constituida de éapice caulinar e radicular
(ZIMMERMAN, 1993; GUERRA et al., 1999).

Ja é sabido que o estresse celular desempenha um papel fundamental na mudanca de
destino da célula, levando a diferenciacdo celular e formacdo do embrido. Contudo, ndo se
sabe exatamente como e por que as células vegetais diferenciadas readquirem totipoténcia e
por que esse fendmeno se restringe a certos gendtipos (FEHER et al., 2015). Sabe-se que para
que ocorra a reprogramacao celular levando as células sométicas a se tornarem totipotentes e

a se diferenciarem em embrido, o padrdo de expressao de genes deve ser alterado (VINAS et
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al., 2011), sugerindo que o mecanismo da regulacdo génica durante a ES envolva grande

namero de genes com padrdes de expressao complexos (ZENG et al., 2007).

A ES vem sendo amplamente estudada em diversas palmeiras, como em acaizeiro (DA
SILVA LEDO et al., 2007), pupunheira (STEINMACHER et al., 2007), tamareira (SANE et
al., 2006) e dendezeiro (DA SILVA ANGELO et al., 2009). Todavia, alguns desses estudos
utilizam grandes quantidades de reguladores de crescimento, o que pode gerar problemas
futuros nas plantas regeneradas, como variagfes somaclonais. De acordo com VON
ARNOLD et al. (2002), reguladores de crescimento, principalmente as auxinas,
desempenham um papel fundamental na transducdo do sinal para desencadear um
determinado padrdo de expressdo de genes. A maioria das espécies necessita de altas
concentracdes de auxinas e baixas concentracfes de citocininas para a inducdo de calos. E
para a regeneracdo e obtencdo de brotos, geralmente usam-se concentracdes minimas de

auxinas e mais elevadas concentracdes de citocininas (LENIS-MANZANO et al., 2010).

A biotecnologia foi introduzida nos estudos de propagacdo da palma de éleo ha mais
de trés décadas, objetivando originar clones elite da palma de dleo em larga escala
(ABDULLAH, 2005). Os estudos iniciais foram os desenvolvidos por RABECHAULT et al
(1970) e MARTIN (1976), CORLEY et al. (1977), PANNETIER et al. (1981) e De
TOUCHET et al. (1991). No entanto, dada a importancia econémica da palma de 6éleo, a
micropropagacao desta cultura tropical vem sendo estudada com maior aprofundamento para
que se possa multiplicar individuos com caracteristicas agronémicas desejaveis, capazes de
aumentar a producéo de 6leo de palma (DE TOUCHET et al., 1991).

Protocolos de inducdo da embriogénese somatica e regeneracdo ainda precisam ser
validados para uso em escala larga comercial, pois além da dificuldade da definicdo de um
protocolo eficiente, foi observado que dentro de uma faixa de até 10% dos clones obtidos in
vitro poderiam resultar em individuos com caracteristicas fenotipicas diferentes das plantas
matrizes quando as mesmas alcancavam o estagio adulto (RIVAL et al., 1997). De acordo
com PARANJOTHY et al. (1995), este fenbmeno denominado de variagdo somaclonal surge

devido a adigdo de altas concentragdes de auxinas no meio de cultura de inducéo.

2.3 Expressao diferencial de genes durante a embriogénese somatica

Estudos gendmicos e protedbmicos durante os diferentes estadios da ES tém sido

realizados com a finalidade de identificar marcadores moleculares para a deteccdo de
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competéncia embriogénica (HENRY et al., 1994; KAWAHARA & KOMAMINE, 1995;
MEINKE, 1995; WILDE et al., 1995; DONG & DUNSTAN, 2000; CHE et al., 2006;
KISELEV et al., 2009; FLOH et al., 2007; OSORIO et al., 2012). O estudo da expresséo
génica por meio da analise do transcriptoma oferece informacGes importantes sobre o0s genes
de um organismo transcritos em uma determinada condicdo bioldgica, embora ela nao reflita
diretamente a abundancia das proteinas deste organismo (CHEN e HARMON, 2006).
Diversos mecanismos estdo envolvidos no controle da sintese proteica, mecanismos estes que
atuam desde a transcricdo do gene até a obtencdo da proteina na forma ativa. Durante o
processo da sintese proteica podem ocorrer modificacBes pds-transcricionais e pos-
traducionais alterando a conformacdo espacial de proteinas, gerando diferentes classes
proteicas, as quais bioquimicamente e estruturalmente podem desempenhar diferentes funcoes

nas vias metabdlicas e na composi¢do do proteoma do organismo.

E conhecido que para a formacdo do embrifo vegetal é requisitada a inducdo e
ativacdo de uma ampla diversidade de genes (SCHMIDT et al., 1997; CHUGH e KHURANA
et al., 2002). O processo da embriogénese envolve a expressao diferencial de genes
conferindo as células somaticas a habilidade de demonstrarem seu potencial embriogénico. A
ES também envolve vérias vias de transducdo de sinal para inducdo ou repressdo de um
grande nimero de genes (CHUGH e KHURANA et al., 2002). No entanto, 0s mecanismos
precisos que controlam a expressao génica vegetal e os passos detalhados pelos quais estes
genes dirigem o processo especifico da embriogénese vegetal ainda ndo estdo bem

compreendidos.

De fato, diversos genes ja foram descritos como marcadores especificos da ES em
plantas, dentre eles os genes conhecidos como SERK (Somatic Embryogenesis Receptor
Kinase) sdo expressos em culturas de embriGes somaticos e foram isolados em culturas de
suspensdo de cenoura em vérias fases de crescimento (THOMAS et al., 2004). O gene SERK
foi descrito pela primeira vez em culturas de células competentes de cenoura (DcSERK)
(SCHMIDT et al., 1997), e podem servir como um marcador da ES para diferenciar células
competentes de nd&o competentes (CHUGH & KHURANA, 2002). Alguns estudos
identificaram genes homologos ao SERK em Arabidopsis thaliana (AtSERK1) (HECHT et
al., 2001), Dactylus glomerulata (DgSERK) (SOMLEVA et al., 2000) e Medicago truncatula
(MtSERK) (NOLAN et al., 2003).

2.4 PCR quantitativo em tempo real (RT-gPCR)

Até o momento, varios genes foram descritos como envolvidos no processo de
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aquisicdo de competéncia embriogénica através de projetos genoma e transcriptoma, embora
estudos de validacéo da expressédo sejam limitados. A RT-gPCR (PCR quantitativo em tempo
real), que monitora em tempo real a amplificacdo de genes (VAN PELT-VERKUIL et al.,
2008) é uma técnica bastante eficiente para a validacao da expressao génica. A técnica de RT-
gPCR baseia-se no processo de transcricdo reversa (RT) seguida pela reacdo em cadeia da
polimerase, sendo o produto quantificado por meio de moléculas fluorescentes incorporadas
ao DNA, as quais podem ser monitoradas durante a cinética da reacdo (HIGUSHI et al., 1993;
KUBISTA et al., 2006).

A RT-gPCR tornou-se uma técnica muito informativa para a quantificacdo de
diferencgas nos niveis de expressao génica entre amostras (TAYLOR et al., 2010). A escolha
de genes referéncia apropriados é fundamental para se obter resultados precisos, uma vez que,
apesar desses genes apresentarem uma expressao uniforme na maioria dos tecidos, eles podem
variar em diferentes fases de desenvolvimento, tratamentos biolégicos e condi¢cdes ambientais
(EXPOSITO-RODRIGUEZ et al.,, 2008). A estabilidade dos genes de referéncia é
determinada partindo do principio que dois genes normalizadores ideais possuem razGes de
expressao idénticas em todas as amostras, independentemente das condi¢cBes ambientais e
experimentais. Assim, um valor de estabilidade do gene (M) baixo indica expressao mais

estavel.

Vaérios softwares tém sido utilizados para a identificacdo e a classificacdo dos genes
constitutivos mais adequados, entre eles destacam-se o geNorm (VANDESOMPELE et al.,
2002). O programa geNorm determina os genes de referéncia mais estaveis em um conjunto
de amostras e determina também quantos genes de referéncia sdo necessarios para que a
normalizacdo seja segura. Este software calcula o valor de M baseado na média geométrica
dos genes testados e na média da variacdo par a par de genes contra 0S outros presentes nas
diferentes amostras (VANDESOMPELE et al., 2002).

Atualmente, estudos de RT-gPCR tém sido empregados como analise complementar
em estudos protebmicos, a fim de avaliar quantitativamente a expressdo de genes
potencialmente envolvidos em diversos processos biolégicos, como em estudos de ES
(BRAYBROOK et al., 2006; OOI et al., 2012). Apesar dessa técnica ja ter sido utilizada em
estudos de ES e na identificagdo de genes referéncia em varias espécies (CHAN et al., 2014;
XIA et al., 2014), ainda sdo relativamente poucos os relatos de trabalhos de RT-gPCR para
avaliar a expressdo de genes envolvidos especificamente na aquisicdo de competéncia

embriogénica, possivelmente uma das fases mais determinantes do processo.
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3. OBJETIVOS
3.1 Obetivo geral

Avaliar a expressao diferencial de genes envolvidos com a embriogénese somatica em
dois gendtipos do hibrido interespecifico entre Elaeis oleifera e E. guineensis (Jacg.)
contrastantes para a aquisi¢ao de competéncia embriogénica.

3.2 Objetivos especificos
* Submeter dois gendtipos F1 interespecificos (E. oleifera e E. guineensis Jacq.) ao processo

de inducdo da embriogénese somatica;

* Selecionar genes ja identificados pelo nosso grupo por meio da analise protebmica, bem

como genes descritos na literatura, como envolvidos na aquisicdo da competéncia

embriogénica em dendezeiro;

* Analisar a expressao diferencial dos genes selecionados nos dois gendtipos contrastantes em

diferentes estadios da ES;

* Identificar genes envolvidos com a aquisi¢cdo da competéncia embriogénica em palma de

Oleo.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Material vegetal

Para este estudo, foram utilizadas folhas aclorofiladas de dois hibridos F1
interespecifico de palma de 6leo (Elaeis oleifera (Kunth) Cortés x E. guineensis Jacqg.),
coletadas de plantas adultas dos genotipos: B352933 [gendtipo ndo responsivo — (NR) a
embriogénese somatica] e B351733 [genstipo responsivo (R) a embriogénese somatica],
conforme estabelecido por Bartos (2016) e Gomes et al. (2017). O gendtipo B351733 foi
derivado do cruzamento entre E. oleifera (origem Manicoré) e E. guineensis (origem La Mé).
Ja o0 gendtipo B352933 foi gerado a partir do cruzamento entre E. oleifera (origem Tefé) e E.
guineensis introduzido de Angola. Em ambos os cruzamentos, a fonte de polen foi das
palmeiras da espécie E. guineensis. O material foi disponibilizado pelo Programa de
Melhoramento Genético da Embrapa Amazonia Ocidental (Estacdo experimental do Rio

Urubu), localizado no municipio de Rio Preto da Eva, AM.

4.2 Inducéo de calos embriogénicos

A inducdo de calos foi realizada conforme metodologia descrita por BALZON et al.
(2013), com modificagdes. Folhas aclorofiladas dos respectivos hibridos interespecificos de
palma de 6leo foram coletadas de plantas adultas e submetidas a desinfestacdo com etanol
70% durante 3 min e, posteriormente, com hipoclorito de sédio a 2,5% durante 20 min. As
folhas foram lavadas em agua destilada estéril por trés vezes e, em seguida, 0s explantes
foliares foram excisados com auxilio de pinca e bisturi para inoculacdo em meio de cultura de
inducdo de calos (MIC). O MIC foi composto por sais e vitaminas de MS (MURASHIGE e
SKOOG 1962) e suplementado com 30 g.L* de sacarose, 0,5 g.L™ de glutamina, 0,5 g.L de
caseina hidrolisada, 2,5 g.L? de carvio ativado, 450 pM de Picloram e solidificado com 2,5
g.L'! de Phytagel (Sigma®). Durante o periodo de inducdo de calos, os explantes foram
armazenados em sala de crescimento, na auséncia de luz e com temperatura 25 + 2 °C.

A coleta do material vegetal para as analises de RT-gPCR de ambos 0s genotipos foi
realizada em triplicatas biologicas (RB1, RB2 e RB3) nos tempos 0 (antes da inducdo de calos
embriogénicos), 14, 30, 90 e 150 dias apos a inducdo (DAI) de calos embriogénicos. Cada
réplica bioldgica foi composta por seis placas selecionadas aleatoriamente, que continham
seis explantes, os quais foram macerados em nitrogénio liquido e armazenados a -80°C
(Figura 4).
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Figura 4. Figura ilustrativa do material e métodos utilizados neste estudo. Desinfestacdo do
material vegetal (A); meio MS composto por sais e vitaminas (B); explantes foliares dos dois
gendtipos avaliados nos cinco tempos de coleta (C); maceracdo dos explantes (D); Purificacdo
de RNA (E) e andlise dos genes envolvidos na aquisicdo de competéncia embriogénica

selecionados (F).

4.3 Selecdo de genes envolvidos na aquisicdo da competéncia embriogénica e genes de
referéncia

Estudos protedbmicos prévios foram conduzidos no Laboratério de Genbmica e
Protebmica (LGP) e no Laboratério de Cultura de Tecidos Il (LCTII) da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia (DE CARVALHO SILVA et al., 2014, ALMEIDA et al., 2017
(dados submetidos a publicacdo). Um total de 19 genes potencialmente envolvidos na
aquisicdo da competéncia embriogénica foram selecionados a partir desses estudos e outros
17 genes foram selecionados a partir da literatura, sendo 10 genes candidatos e 7 genes de
referéncia (LOW et al. 2008, CHAN et al., 2010, KLIMASZEWSKA et al. 2011, THUC et al.
2011, SANTA CATARINA et al. 2012, CHAN et al., 2014, XIA et al., 2014) (Tabela 1). O
software Primer3plus (UNTERGASSER et al., 2012) foi usado para desenhar os primers,
exceto para os genes que foram obtidos da literatura. A auséncia de amplificacdo e produtos
inespecificos foram avaliados utilizando o software OligoAnalyzer 3.1 (OWCZARZY et al.
2008). Os parametros utilizados para o desenho dos primers foram: temperatura média de
57°C a 63°C para cada primer, tamanho dos primers 20 nucleotideos e tamanho do amplicon
entre 110-130 pares de base.
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Ap0s a selecdo dos genes, seus Gls (Gene Identifiers) foram utilizados para a obtencao
das sequéncias FASTA no banco de dados NCBI. Posteriormente, estas sequéncias foram
utilizadas no software Blast2GO® para a obtengdo dos GOs (Gene Ontology) e anotacdo
funcional das proteinas, sendo possivel observar os processos biologicos em que esses genes
estdo envolvidos, suas funcdes moleculares e a localizacdo celular. Além disso, também foi
possivel observar as rotas metabolicas em que esses genes estdo participando. Os termos GOs
foram agrupados em categorias de acordo com sua anotagéo funcional.



Tabela 1. Genes e iniciadores desenhados para anélise de RT-qPCR.

2,3-bisphosphoglycerate-independent
phosphoglycerate mutase ¢

6-phosphogluconate
decarboxylating 1-like

dehydrogenase,

Actin-3-like ¢
Annexin D1 ¢
Catalase isozyme 2 «

Cysteine synthase *
Enolase-like ¢

Monodehydroascorbate reductase 5,

mitochondrial -«
Pyrophosphate--fructose  6-phosphate  1-
phosphotransferase subunit beta «

Rubisco large subunit-binding protein
subunit alpha ¢

Heat shock protein 81-1

Protein disulfide-isomerase «
Pathogenesis-related protein 1-like ¢
Pathogenesis-related protein PRB1-3-like ¢
Elongation factor 1 (EF1) «

Germin-like protein 8-14

PGM

CPN1

ACT1

ANN1

CAT2

OASA

ENO1

MDARS5

PFP-

BETA

RUBA

HSP81-1

PDIL1-4

PRB1

PRB1-3

EF1

GER5

XM_010924524.2

XM_010935102.1

NM_001319906.1
XM_010941329.2
NM_001319913.1
XM_010919421.2
XM_010909626.2

XM_010942780.2

XM_010915114.2

XM_010920378.1

XM_010914921.2
XM_010932368.2
XM_010940037.2
XM_010943665.2
JN003517.1

XM_010934113.2

TGGACGCAATAGAGCAAGTG

TGAAAGATGGCTCTCACACG

CACTTCCTCATGCCATCCTT

GTCATAGCCACTCGTGCTGA

ATTGGGATCTCCTGGGAAAC

AATATCATCTGGGGCTGCTG

GTCAGCGAGTACCCCATTGT

AGCCAAGAAGGTTGCCATTA

TGTGCTCCTGTTGAGGAATG

GCGTGGCAGTTATCAAGGTT

TTCGGTGTGGGGTTCTACTC

AACAAGCACCCCTTGTCATC

CCTCGACCCAGTTCAAGTTC

ACTACGCCAACCAGCGAAT

AGGCTGACTGTGCTGTCCTT

ACCTTAATCCAGGGGGTGTC

60.0

60.0

60.1

60.0

60.1

60.1

60.0

59.7

59.8

60.1

60.0

60.0

59.7

60.7

60.1

60.1

GTCCCCCTTTTTATCGAGGA

TTTGAAGTGGTGCGGTTGTA

CTAACAATTTCCCGCTCTGC

CTCCAGAAGTGTCGCCCTTA

ACTCCTGGATGTGGGACTTG

GCTCACCAAAGCTAGGGAAA

TCGTCTCCAACAATCTGCAC

GTGCTCCTCGGGAAATATGA

CCTTCTTTATCACGGGCTTG

TCCTCTATGGCTGCGAAAGT

ATCCCTAGTCACGGTGAACG

CAAGCTGCCATCCAGGTAAT

TTTGCCTTGGCTACCTCATC

TCACTCACCCACGAGTTCAC

TCTGCTTCACACCAAGGGTA

GTTATTGGCGGTGGAGATG

60.3

60.1

59.8

60.4

60.0

59.5

59.8

60.0

59.9

60.0

60.0

60.1

60.2

59.7

59.3

60.9

116

119

121

106

111

101

113

106

100

103

126

113

117

127

120

110
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Nome do gene

Fumarylacetoacetase

Myrcene synthase

Protein SUPPRESSOR OF K(+)
TRANSPORT GROWTH DEFECT 1-like
Putative late embryogenesis abundant

(LEA) protein + ¢

Polycomb group protein FIE2 isoform X2 +

Beta-glucosidase 22-like + «

Somatic Embryogenesis Receptor Kinase
1+

F-box Family protein +

Granule-bound starch
1,chloroplastic/amyloplastic + ¢

synthase
Putative germin-like protein 2-1 +
Glutathione S-transferase U17-like +
AP2-like ethylene-responsive transcription
fator ALLS5 isoform X2 +
WUSCHEL-related homeobox 3B-like +

Predict 40S ribosomal protein S27-2 *

Eukaryotic initiation factor 4A *

Manganese superoxide dismutase *

Simbolo
do Gene
FAH
MYRS
LOC1063
46350
LEA

FIE2

BGLUC

SERK1

F-BOX
GBSS1
LOC1050
3779
GSTU17

LOC1050
50379

WUS1

PDO00380

EIF2

PD00569

Acesso NCBI

XM_010915669.2

XM_010111256.1

XM_013785648.1

XP_010927880.1

XP_010906361.1

XP_010938396.1

XP_010916943.1

XP_010935552.1

XP_010940833.1

XP_010911724.1

XP_010919191.1

XP_010928670.1

XP_008776170.1

EY397675

GAJH01015579.1

EL682210

Primer Forward (5’ to 3’) Tm °C

GCATGGGAATATGTGCCTCT

AAGTGAATCAACGGCGATCT

CCCAAGATGCCATGTTCTTT

TGGGGTTTGTAATCAGCACA

TAGCCGCACCATAACATTGA

TCAGTTTGTTCCAACCCACA

GCATCACCTTCCGAGTTAGC

TGATGGCAGTGCTTTCAGAG

AGCCTTGATGCTGCTTTTGT

GAGTCACATTGGACCCAACC

ACTCCACACTCCGGTTCATC

ACAAGAGGAAGCTGCAGAGG

TGCCCTCAATCTTCCCATAG

GATGGTTCTTCCGAACGATAT

TGA

ATTAGGATGTTTGTGCTGGAT

CACCACCAGACGTACATCACA

AA

59.9

59.7

59.9

54.5

54.3

54.6

55.8

568

55.6

55.8

57.1

54.2

63.0

81.72

60.0

Primer Reverse (5’ to 3°)

GAGCATCGCAAACAAAAGGT

AGTCGGTCGGCATGTAACTC

CGAGCCCTTTTTCTGCTAAA

TGAAGAAAAGGGAGGCTTCA

TTGATGGTCGCTTGTTGGTA

AGTGTGCTTCCCATGAAACC

TCGTATGGATCTGGGGAGAC

TGGTAGCAGCGTCACAAAAG

GCATCGCACTTCATCTCAAA

GCCAACTCCAAGACTTCTGC

GGTAGAGTTCGCCAAGTTGC

GCATTGGAGTTGGAGGATGT

AAAGATGCCCCAGACTCCTT

TCACATCCATGAAGAATGAGTTCG

CTCAGGAGGCATTGTGGC

GATATGACCTCCGCCATTGAACT

Tm°C  Amplicon

60.3

60.1

59.6

53.9

54.4

55.6

55.6

55.6

53.5

56.3

55.1

56.2

63.0

81.72

60.0

109

106

114

176

176

153

170

159

162

155

113

132

129

29



Nome do gene Simbolo|  Acesso sequéncia ForwardPrimer (5° to 3°) Tm °C Reverse Primer (5’ to 3°) Tm °C| Amplicon

Gene NCBI
Actina * ACT1 GAJH01027510.1 GTTGTCGCTCCACCCG 82.04 GCAGGACCACATTCATCATA 82.04 119
Actin/mreB/sugarKinase/HSP70 ACT2 GAJH01031170.1 CTCAACCCCAAGGCGAAC 80.93 GTAACACCATCTCCCGAGTCAA 80.93 152
superfamily *
Eukaryotic initiation factor 4A * EIF1 GAJH01031684.1 CCTCACCTATACTCTTCCCACC @ 85.3 GTCATGCCCAGGCACAG 85.3 214
A
Glyceraldehyde-3-phosphate GAPDH XP_010910405.1 GTGCCAAGAAGGTCATCAT 55.1 TGTGGTCATCAAACCCTCAA 54.1 80

dehydrogenase *

+ Genes selecionados a partir da literatura
* Genes referéncia

« Genes utilizados nas analises de expressao relativa
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4.4 Extracdo e purificacdo de RNA total

A extracdo de RNA foi realizada utilizando o método Trizol (Invitrogen) de acordo
com Simms et al. (1993), com modificacGes. Aproximadamente 0,1 g do material vegetal foi
utilizado e foi adicionado 1 mL do reagente Trizol, acrescido de 1% de B-mercaptoetanol
(mantido a 4°C). As amostras foram homogeneizadas durante 1 min com o auxilio de um
agitador de tubos do tipo vortex. Em seguida, os tubos foram mantidos durante 5 min em gelo e
centrifugados (16128 x g por 10 min a 4°C). Apos a centrifugacdo, o sobrenadante (fase
aquosa) foi transferido para um novo tubo de 2 mL e foram adicionados 300 pL de cloroférmio

para a separacdo de fases.

As amostras foram incubadas novamente durante 3 min no gelo e homogeneizadas por 1
min em vortex. Apds a homogeneizacgdo, as amostras foram centrifugadas por 15 min a 16128
x g a 4°C. Posteriormente, foi coletada a fase aquosa e adicionado o mesmo volume de
isopropanol (mantido a 4°C) para a precipitacdo dos &cidos nucléicos. As amostras foram
incubadas durante 2 horas a -20°C e centrifugadas a 16128 x g, por 15 min a 4°C. Apos a
centrifugagéo, o sobrenadante foi descartado e 1 mL de etanol 75% foi adicionado. Em seguida,
as amostras foram centrifugadas por 10 min, a 4°C e a 16128 x g e o sobrenadante foi
novamente descartado. O precipitado foi seco por aproximadamente 10 min a temperatura

ambiente e depois, eluido em 20 pL de H2O tratada com DEPC (pirocarbonato de dietila).

4.5 Quantificacdo e avaliacdo de acidos nucléicos

A quantificagdo do RNA isolado foi feita utilizando o espectrofotometro NanoDrop®
(ND-1000 UV-Vis -Termo Fisher) de acordo com as instru¢des do fabricante. Para verificar a
integridade do RNA isolado, as amostras foram analisadas em gel de agarose desnaturante
(agarose 1%; Tampdo TAE 1X), pré-corado com brometo de etidio (0,5 mg/mL)
(SAMBROOK, FRITSCH; MANIATIS, 1989). Foram aplicados no gel 1 pL de RNA
acrescido de 2 pL de BlueJuice™ Gel Loading Buffer (10X) (Invitrogen). Foi utilizado como
marcador molecular 1Kb Plus DNA Ladder (InvitrogenTM/Life TechnologiesTM). Apds
adicdo do tampdo de corrida (Tris Base, acido acético e EDTA 0,5 M) na cuba, a eletroforese
foi conduzida a 100 V por cerca de 45 min. Os geéis foram visualizados e fotografados sob luz

ultravioleta.
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4.6 Tratamento de RNA total e sintese de cDNA para RT-gPCR

Para o tratamento de RNA com DNase para eliminar possiveis contamina¢Ges com
DNA gendmico, foi utilizado 4 pg de RNA total em um volume de 20 pL. Foi adicionado 4 pg
de RNA total, 2 pL de tamp&o 10x reation buffer, 1 pL da enzima Turbo™ DNAse (Applied
Biosystems/Ambion) e completado o volume final com agua estéril para 20 pL. As amostras
foram mantidas durante 30 min a 37°C. Posteriormente, foi adicionado 4 uL de EDTA 25 mM
(&cido etilenodiamino tetra-acético) para a inativacdo da enzima Turbo DNase, e as amostras
foram mantidas por 10 min a 65°C e em seguida no gelo por 5 min.

A sintese de cDNA foi feita utilizando 2 pg de RNA tratado. O cDNA foi sintetizado
usando o kit Next Generation MMLV RNAse H Minus First-Strand cDNA Synthesis (DNA
Express Biotecnologia LTDA). Para cada reacdo foi utilizado 10 uLL do RNA tratado (2 pg), 1
uL de oligo (DT), 1 uL de DNTP's, seguida de incubacdo a 65°C por 5 min e no gelo por 5
min. Posteriormente, foram adicionados 4 L. de Tampao de Reagdo 5X First-Strand cDNA, 2
puL de DTT (Ditiotreitol) e 1 uL da enzima NextGeneration Transcriptase Reversa M-MLV
RNAse Minus, com incubacdo a 50°C por 60 min para a rea¢do de transcricdo reversa (RT) e
70°C por 15 min para inativagdo da enzima. O cDNA fita simples foi armazenado a -20°C e
utilizado para RT-gPCR.

4.7 Validacdo de cDNAs por RT-PCR convencional

O RT-PCR semi-quantitativo foi utilizado para a avaliacdo dos cDNAs sintetizados e
para a validacdo dos primers selecionados para a analise de expressdo génica. As reacdes foram
conduzidas com cDNA diluido 10x e 20x em agua ultrapura, 2,5 uL de tampao de reagdo 5x
(GE Healthcare Life Sciences) 1 uL de cada primer a 10 uM (foward e reverse), 0,5 uL de
dNTPs, 0,75 pL de MgClz 50 mM e 0,25 pL de Tag DNA Polimerase (GE Healthcare Life
Sciences) em um volume final de 25 pl. A reagdo ocorreu em termociclador (Veriti 96 Well
Thermal Cycler - Applied Biosystems) sob as seguintes condic¢des: 95°C por 3 min; 35 ciclos
de 95°C por 30 s, 60°C por 30s e 72°C por 1 min; finalizando com um passo de 72°C por 5
min. Os produtos de amplificagdo foram visualizados em gel de agarose 1% corado com

brometo de etidio.

4.8 Analise de expressao génica por RT-gPCR
A andlise da expressdo relativa por RT-gPCR baseada na detec¢do de SYBR Green foi

projetada para as analises da expressao de 29 genes candidatos com possivel envolvimento na
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aquisicdo de competéncia embriogénica, selecionados a partir de estudos prévios de proteébmica
e a partir da literatura, em um conjunto de 5 tempos distintos de coleta. Os experimentos de
RT-gPCR foram realizados no termociclador 7300 96-well Real-Time PCR Systems (Applied
Biosystems) (Figura 5). Todas as reagdes foram compostas por 5 uL de Fast SYBR® Green
Master Mix (Applied Biosystems), 0,2 uL. de cada primer numa concentracéo inicial de 10 mM
(forward e reverse) e 2 uL. de cDNA fita simples referente a cada amostra a ser analisada
(diluido 20x). O programa de PCR utilizado foi um passo a 95°C por 10 min para ativagdo da
enzima Tag DNA polimerase (hot start), 95°C por 15 s, 60°C por 60 s repetidos por 40 ciclos.
Para a verificacdo da presenca de dimeros de primers e produtos inespecificos, a curva de
desnaturagdo - “melting curve” - foi analisada apds o término da amplificagdo. O programa foi
95°C por 15 s, 60°C por 60 s, aumentando 0,3°C a cada ciclo até atingir 95°C. Todos 0s
experimentos foram feitos utilizando trés réplicas biol6gicas e para cada réplica bioldgica, trés
réplicas técnica foram utilizadas. Todas as reacfes de RT-gPCR foram feitas em placas 96
pocos e em cada placa foi colocado um controle negativo sem a presenca de cDNA para
confirmar a auséncia de contaminacdo. ReacGes com RNA tratado com DNase também foram

feitas para confirmar a auséncia de contaminagdes com DNA gendmico.

4.9 Andlise de dados

Os dados brutos da fluorescéncia de todas as corridas foram importados para o software
Real-time PCR Miner, para a determinagdo da eficiéncia da PCR (ZHAO; FERNALD, 2005).
O software Real-time PCR Miner baseia-se na cinética individual das reacfes de PCR e
determina a eficiéncia de reacdo, sem a necessidade de uma curva padrao, utilizando os pontos
iniciais e finais da fase exponencial da PCR, para estimar a eficiéncia da reacdo para cada
amostra/gene. Em seguida, foi calculada a média e o coeficiente da varia¢do da eficiéncia para
cada gene, e a expressao génica foi analisada pelo software Rest (PFAFFL, MICHAEL W.;
HORGAN, GRAHAM W.; DEMPFLE, LEO, 2002). Os valores de Cq da triplicata biolégica e
o valor da eficiéncia de cada gene foram gerados pelo software Real Time PCR Miner para
determinar a expresséo relativa dos genes alvos. A normalizacgéo foi realizada com a utilizacéo
de genes de referéncias. Os valores de Cq, obtidos pelo software Real time PCR Miner, foram
convertidos em quantidade relativa ndo normalizada pelo software REST, as quais foram

importadas para o software geNorm para classificar os melhores genes referéncia.

Ap0s a determinacdo dos genes normalizadores pelo software geNorm foi feita a analise

da expressdo relativa de cada gene candidato comparando as amostras de R e NR do hibrido F1
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interespecifico de palma de 6leo em cada tempo de coleta (0, 14, 30, 90 e 150). Foi feito
também um time course da expressdo relativa dos genes ao longo dos estagios para as amostras
de R e NR, utilizando o tempo 0 (antes da inducdo) como controle. Os valores de Cq foram
submetidos ao software Rest, onde foi informada a eficiéncia dos primers, 0s genes
normalizadores (ACT2 e PD00380) e as amostras controle. Na analise da expressao relativa de
cada gene, o controle utilizado foi o gendtipo NR sob as mesmas condig¢6es do gendtipo R. Para
determinar as expressOes relativas foi realizada andlise estatistica (p < 0,05). A expressao
relativa dos genes foi considerada diminuida, aumentada ou nao estatisticamente valida, sendo
considerado um Fold Change < 0,5 ¢ > 1,5.

—

Dados brutos 0 :._....-__:_. e ane

Realizagdao dos

experimentos de da

RT-gPCR fluorescéncia —
Termociclador 7300
96-well Real-Time Software Real-time
PCR Systems PCR Miner
(Applied
Biosystems) ,‘,
D C

Dados brutos
'!. t Analise de obtidos a partir
It J hn- 1] LLI’ estabilidade é do software Real-
dos genes time PCR Miner

referéncia

Figura 5. Equipamento e softwares utilizados para analise de expressdo génica. Realizacdo dos
experimentos de RT-gPCR no termociclador 730 96-well Real-Time PCR Systems (A);

Importacdo dos dados brutos da fluorescéncia para o software Real-time PCR Miner (B);
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Importacdo dos dados brutos da fluorescéncia do software Real-time PCR Miner para o

software REST (C); e analise de estabilidade dos genes referéncia no software geNorm (D).

5. RESULTADOS

Buscando compreender melhor os processos moleculares e os padrdes de expressao de
genes envolvidos na aquisi¢do da competéncia embriogénica em dois geno6tipos F1 do hibrido
interespecifico Elaeis oleifera x E. guineensis contrastantes quanto & aquisi¢do da competéncia
embriogénica, uma analise de expressao génica detalhada foi realizada por RT-qPCR em cinco
estadios (0 antes da inducdo, 14, 30 ,90 e 150 DAI). O RNA total extraido apresentou
rendimento médio de 600 ng/uL e, apds a sintese de cDNA, foi realizada RT-PCR para uma
avaliacdo preliminar dos cDNAs utilizando um par de primers para actina. Os resultados
obtidos mostraram que as dilui¢Bes 1:10 e 1:20 ndo apresentaram diferencas na amplificacao do
produto esperado (Figura 6). Portanto, como ndo houve diferenca na amplificacdo, foi utilizada
a diluicdo 1:20. Como esperado, o0s controles negativos (com agua e sem cDNA) ndo

produziram produto de amplificacdo, confirmando a auséncia de contaminantes.

>
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Figura 6. Avaliacdo dos cDNAs por RT-PCR, diluidos 1:10 e 1:20. Eletroforese em gel de
agarose 1% corado com brometo de etidio. Gel A - tempo 0 antes da indugdo de calos
embriogénicos. Gel B - 14 DAI (dias ap6s a indugdo). Gel C - 30 DAI. Gel D — 90 DALI. Gel E
— 150 DAI. As replicas do genotipo responsivo estdo indicadas por RR1, RR2, RR3, e do
gendtipo ndo responsivo por NRR1, NRR2, NRRS3.

Todos os 7 primers dos genes de referéncia, incluindo Predicted 40S ribosomal protein
S27-2 (PD00380), Eukaryotic initiation factor 4A (EIF2), Manganese superoxide dismutase
(PD00569), Actina (ACT1), Actin/mreB/sugarKinase/HSP70 superfamily (ACT2), Eukaryotic
initiation factor 4 (EIF1) e Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) (Tabela 1),
foram avaliados para verificar a auséncia de formacdo de dimeros e produtos inespecificos. Os
primers GAPDH resultaram na formacéo de dimeros de primer, enquanto que os primers EIF1
resultaram em um produto de amplificacdo de aproximadamente 214 pares de base, maior que
os amplicons dos demais genes avaliados, e os primers ACT1 revelaram amplificacdo de
produto inespecifico. Assim, estes primers foram excluidos das analises. Os primers EIF2,
PD00380, PD00569 e ACT2 apresentaram apenas uma banda com tamanho esperado (Figura 7)

e seguiram para as analises de RT-qPCR.

o O
©c o I
- N o S 8 Q
oo'-_'-'-_'-88<
MM @< < W W a o O
300pb
200pb

100pb

Figura 7. Avaliacdo dos primers de referéncia por RT-PCR. Eletroforese em gel de agarose
1%.

Apos padronizar a amplificagdo por RT-PCR, obtendo-se um fragmento Unico, de
tamanho esperado para os genes de referéncia, foi realizada uma avaliacdo destes primers por
RT-gPCR (Figura 8).
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Figura 8. Gréaficos de amplificacdo dos genes de referéncia ACT2 (A), PD00569 (B), EIF2 (C),
PD00380 (D).

Com a finalidade de selecionar os genes de referéncia mais estaveis, os primers para os
genes EIF2, PD00380, PD00569 e ACT2 tiveram a estabilidade avaliada com o auxilio do
software geNorm, que calcula o valor da estabilidade da expressdo génica (M) baseado na
média geométrica dos genes testados e na média de varia¢do par a par de um gene contra todos
0s outros nas diferentes amostras. O software classifica 0s genes de acordo com seu valor de M.
Assim, quanto menor o valor de M, mais estavel € a sua expressdo. Os resultados mostraram
gue 0s genes com o menor valor de M foram os genes PD00380 e ACT2 (Figura 9). Portanto,

estes foram utilizados para a normalizacdo das expressoes relativas.
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Média da estabilidade de expreessao dos genes de referéncia
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Figura 9. Média da estabilidade da expressdo dos genes de referéncia.

Posteriormente, para verificar contaminagdes com DNA gendmico por RT-gPCR, foi
feito um pool com todos os RNAs tratados com DNAse. Os primers referéncia para ACT2 e
EIF2 foram utilizados para esta avaliagdo e os resultados mostraram que ndo houve
amplificacdo para ambos os primers, confirmando a auséncia de contaminacdo por DNA

genémico (Figura 10).

Ampification Piot

Cytle

Figura 10. Auséncia de contaminacdo com DNA gendmico, utilizando os primers de
referéncia ACT2 e EIF2.
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Apobs a confirmagdo de auséncia de contaminagdo com DNA gendmico foi feita a
andlise da expressdo relativa por RT-qgPCR e andlise da curva de dissociacdo (Curva de
Melting) dos 29 genes candidatos com possivel envolvimento na aquisicdo de competéncia
embriogénica. A andlise das curvas de melting indicou que dos 29 pares de primers utilizados
para amplificar os genes candidatos, 19 foram especificos na amplificagdo, gerando um unico
produto de PCR, com tamanho desejado de amplicon, indicando especificidade dos primers em
todos os tempos de coleta (Figura 11). Portanto, esses 19 genes seguiram para as analises de
expressao relativa por RT-qPCR. Os demais 10 pares primers apresentaram amplificacdo de

produtos inespecificos e, portanto, foram excluidos das analises.
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Figura 11. Curva de dissociacdo da amplificacdo dos 19 genes candidatos que apresentaram
amplificagdo em todos os tempos de coleta.

5.1 ANALISE DA EXPRESSAO GENICA POR RT-gPCR

5.1.1 Comparagdo da expressdo relativa no gendtipo responsivo (R) e ndo responsivo
(NR)

Visando avaliar a expressdo diferencial de genes potencialmente envolvidos na
aquisicdo da competéncia embriogénica e compreender os processos moleculares envolvidos,
a expressao relativa de 19 genes foi analisada em dois genotipos contrastante para a aquisi¢cdo
de competéncia embriogénica. Os genes avaliados foram: PGM, ACT1, ANN1, CAT2, OASA,
ENO1, MDARS5, PFP-BETA, RUBA, PDIL1-4, PRB1, PRB1-3, EF1, HSP81-1, GBSS1, LEA,
FIE2, SERK e BGLUC (Tabela 1). Para a anélise da expresséo relativa foram utilizados os
genes de referéncia ACT2 (XIA et al., 2014) e PD00380 (CHAN et al., 2014) como genes

normalizadores.
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Os resultados obtidos mostraram que a maioria dos genes analisados neste estudo
tiveram suas expressdes negativamente regulados em 14 DAI quando o gendtipo R foi
comparado com o gendtipo NR (Figuras 12 e 14). Foi interessante observar que a expressao
relativa da maioria dos genes analisados nesta comparacdo foi positivamente regulada
somente a partir de 30 DAI no gendtipo R quando comparado com o gendtipo NR. Esse
aumento em 30 DAI indica que os mecanismos de resposta a aquisicdo de competéncia
embriogénica foram possivelmente ativados no gendétipo R, apresentando maiores niveis de
expressao dos genes candidatos avaliados do que no gendtipo NR. Este aumento pode ser
explicado pela intensa divisdo e alongamento celular que ocorre no inicio da inducéo de calos,
havendo a necessidade de sintese de proteinas especificas que séo responsaveis por alteracdes
morfolodgicas e bioquimicas (DEWITTE e MURRAY, 2003).

Gen6tipo R x NR
Gene 0 DAI | 14 DAI | 30 DAI | 90 DAI | 150 DAI
PGM
ACT1
ANN1
Bgluc
CAT2
OASA
EF1
ENO1
FIE2
LEA
MDARS5
PDIL1-4
PFP-BETA
PRB1
PRB1-3
RUBA
SERK
GBSS1
HSP81-1

Figura 12. Analise da expressao relativa dos genes candidatos comparando o genétipo R x
NR em cada estddio de coleta. Branco: ndo houve expressdo significativa, vermelho:

diminuicdo da expressao relativa, azul: aumento da expressao relativa.
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Foi interessante observar também que a maioria dos genes avaliados se apresentaram
regulados positivamente em 90 e 150 DAI no gendtipo R quando comparado ao NR,
indicando, que possivelmente nesses estadios, muitos processos ainda podem estar ativados.
Esse perfil também foi observado na maioria das proteinas codificadas por estes genes nas
analises protedmicas realizada em 14 e 150 DAI por Almeida et al. (2017), mostrando uma

tendéncia similar entre a expressdo génica e abundéncia de proteinas.

5.1.2 “Time-course” da expressao relativa do genétipo R e do genotipo NR

Visando observar a expressdo dos 19 genes potencialmente envolvidos na aquisicao de
competéncia embriogénica ao longo dos estadios, uma analise da expressao relativa para 0s
dois gendtipos foi realizada utilizando o tempo 0 (antes da inducéo) de cada genétipo como
controle. Os resultados da analise da expressdo relativa dos genes ao longo dos estadios para
cada gendtipo revelaram que no gendtipo NR, a maioria dos genes foram induzidos em 14
DAI quando comparado com o tempo 0 DAI (Figura 13). Ja no gendtipo R a maioria dos
genes foram reprimidos em 14 DAI quando comparados com o tempo 0 (Figura 13).
Também foi possivel observar que alguns dos genes avaliados como EF1, PRB1-3, OASA,
MDAR5 e RUBA tiveram seus niveis de expressdo aumentados no decorrer dos estadios,
enquanto que os genes ANN1, PRB1, ACT1, PDIL1-4, LEA, ENO1, SERK, HSP801-1, GBSS1
e PFP-BETA mostraram-se diminuidos. Os genes FIE2, CAT2, Bgluc e PGM ndo mostraram
diferencas de expressao significativas no genotipo R.

Estes resultados sugerem que o0s niveis de estresses no tempo 0 DAI no gendtipo NR
sdo altos possivelmente devido a retirada da planta do campo, indicando que a modulacdo do
estress pode ser crucial para a adaptacdo dos gendétipos quando submetidos ao meio de
indugdo. Uma das hipoteses sobre o mecanismo envolvido na indugdo da ES pelo estresse
destaca a importéncia da interacdo entre auxinas e a sinalizacdo do estresse, que resulta na
aquisicdo da competéncia embriogénica da célula soméatica por meio da reprogramacao

celular manifestada em diferentes niveis (FEHER et al., 2003).
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Figura 13. Andlise da expressdo relativa dos genes candidatos ao longo dos estadios,

utilizando o tempo 0 como controle. Branco: ndo houve expressdo relativa, vermelho:

diminuigdo da expressao relativa, azul: aumento da expressao relativa.
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Figura 14. Gréfico 1- analise da expressdo relativa comparando o genotipo “R x NR” em cada estadio
de coleta. A- Resposta ao estresse; B- Desenvolvimento; C- Metabolismo enégetico e D- Resposta de
defesa. As barras vermelhas indicam os genes negativamente regulados, as barras azuis 0s genes

positivamente regulados e as barras cinzas expressdo relativa ndo significativa. Gréafico 2- anélise da
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expressao relativa dos genes ao longo dos estadios (“Time- course”) para 0 genétipo R (azul) e NR

(laranja), utilizando o tempo 0 como controle p< 0,05.

6. DISCUSSAO

Para compreender os processos bioldgicos em que esses 19 genes estdo envolvidos foi
realizada a anélise de ontologia génica (GO) para se obter a classificacdo funcional desses
genes. Os genes avaliados neste estudo apresentam importantes papéis relacionados
especialmente com respostas ao estresse, respostas de defesa, metabolismo energético e
desenvolvimento (Tabela 2). Estes genes parecem participar no controle do estresse e
adaptacdo dos genotipos a condicdo in vitro impostas durante a indugdo da embriogénese
somatica.

Este estudo indica que, possivelmente, as respostas contrastantes de aquisicdo de
competéncia embriogénica entre o gendtipo R e o gendtipo NR possam estar relacionadas ao
aumento da expressdo de genes envolvidos em resposta ao estresse, resposta de defesa,
metabolismo energético e desenvolvimento, uma vez que, em 30, 90 e 150 DAI, a expressao
dos genes envolvidos nesses processos tiveram um aumento significativo no genétipo R
nesses trés estadios quando comparado com o gen6tipo NR. Esses resultados indicam que
estes genes podem ter um importante papel na maior adaptacdo do genétipo R ao cultivo in
vitro em relacdo ao NR.

6.1 Genes diferencialmente regulados no gendtipo responsivo associados ao estresse

durante a ES

As fases iniciais da ES séo caracterizadas pela inducdo de muitos genes relacionados
ao estresse, 0 que leva a suposicdo de que esta via morfogéncia é uma resposta extrema ao
extresse de células cultivadas in vitro (FEHER et al., 2003). O controle do estresse oxidativo
em niveis adequados tem sido relatado como um dos principais eventos para 0
desenvolvimento da ES (SHARIFI et al., 2012). A capacidade de controlar o estresse
oxidativo e preservar a estrutura proteica parece ser uma pega chave para 0 sucesso do
processo de aquisicdo de competéncia embriogénica (De Carvalho et al., 2014). Incluida na
resposta ao estresse oxidativo celular esta a regulacdo da expressao de genes que codificam

enzimas antioxidantes, as quais amenizam 0s danos causados pelas espécies reativas de
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oxigénio (EROs) (CYRNE et al., 2003). Estas enzimas sdo bastante sensiveis as condi¢Ges de
estresse abidtico, servindo como sinalizadores (FEHER et al., 2003). De acordo com Libik e
colaboradores (2005) e Konieczny e colaboradores (2008), o aumento da atividade de enzimas
antioxidantes esta relacionado ao estresse oxidativo e que esse estresse contribui para acelerar

0 processo de resposta embriogénica nos tecidos somaticos.

Neste estudo, 6 dos 19 genes avaliados estdo associados com a resposta ao estresse
oxidativo, sdo eles: CAT2 (GO:0098869, GO:0055114 e GO:0042542), MDAR5
(GO:0055114), ACT1, PDIL1-4 (GO:0045454 e GO:0034976), LEA (GO:0009269 e
GO0:0009735) E HSP801-1 (Tabela 2). Estes genes tiveram suas expressdes reguladas
negativamente em 14 DAI e reguladas positivamente em 30, 90 e 150 DAI no gendtipo R
guando comparado com o genétipo NR (Figura 14). Isso indica que o controle do estresse a
partir de 30 DAI no genétipo R pode ser um fator determinante para a aquisicdo de
competéncia embriogénica em palma de 6leo. Portanto 30 DAI parece ser 0 momento chave
em que o0 genotipo R consegue se adaptar as condicOes de estresse a ele imposto. Por outro
lado, a expressdo diminuida dos genes CAT1, MDAR5, ACT1, LEA e PDIL1-4 no genotipo
NR em 30, 90 e 150 DAI pode ter contribuido para os altos niveis de oxidacdo que pode ser

uma das causas para a ndo formagcao de calos neste gendtipo.

Os genes CAT2, MDARS e ACT1 apresentaram uma tendéncia similar com os dados
protedmicos obtidos por Almeida e colaboradores (2017), em 14 e 150 DAI confirmando
assim a hipdtese de que genes diferencialmente expressos no genétipo R estdo envolvidos
com a competéncia embriogénica. De acordo com Araldi e colaboradores (2016) e Zhou e
colaboradores (2016), a catalase é uma proteina antioxidante que age na regulacdo de EROs, e
sua atividade reduzida resulta no acimulo de peréxido de hidrogénio (H202). A principal
fungéo da catalase no tecido foliar é a quebra de H202 nos peroxissomos (MHAMDI et al.,
2010), resultando em agua e oxigénio estavel. Esta enzima degradante de H>O> ndo consome
equivalentes redutores da célula e possui mecanismo muito eficiente para a remog¢éo do H.O>
formado sob condicdes de estresse (MALLICK; MOHN, 2000).

A atividade da catalase esta relacionada a concentragdo de H>O> e foi associada ao
potencial embriogénico dos calos de Mesembryanthemum crystallinum (LIBIK et al., 2005) e
Larix leptolepis (ZHANG et al., 2010) durante a ES. Foi reportado na cultura de Lycium
barbarum que nos primeiros dias de diferenciacdo celular a atividade da catalase € diminuida

e gue sua atividade ¢ aumentada com a divisdo de células embriogénicas (KAIRONG et al.,
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1999), corroborando os resultados obtidos neste estudo. Assim como CAT1, MDAR5 também
possui atividade antioxidante (ZHANG et al. 2010; DIAZ-VIVANCOS et al. 2011; ZHANG
et al. 2015). Em Crocus sativus MDARS5 teve uma alta atividade desde o embrido nodular até
0 embrido maduro (BLAZQUEZ et al., 2009), mostrando-se de suma importancia no processo
da ES. Ja a actina tem sido associada ao processo de morte celular programada da célula
vegetal (SMERTENKO e FRANKLIN-TONG 2011) e, devido a isso, é considerada um
efetivo marcador de sinalizag&o durante este processo (GOURLAY e AYSCOUGH 2005).

O gene LEA também esta relacionado com a resposta ao estresse (GODOY et al.,
1994), apresentando-se regulado positivamente em 30, 90 e 150 DAI no genétipo R quando
comparado com o gendtipo NR. Essa alta expressdo do gene LEA nesses estadios é
possivelmente devido ao estresse osmotico que ocorre durante o processo de inducdo da ES.
Os produtos desta familia de genes podem estar relacionados com uma funcdo de
osmoprotegcdo, como defesa de estruturas celulares nos embrides maduros de sementes
durante a dessecacdo e prevencdo da germinagdo precoce dos embribes zig6ticos durante o
desenvolvimento da semente (WILDE et al., 1995; DONG & DUNSTAN, 2000; SHIH et al.,
2008).

Além da regulacdo da expressao de genes que codificam enzimas antioxidantes, outros
genes também estdo relacionados a condicdo de estresse na ES, como 0s genes de resposta de
defesa. As plantas ativam uma diversidade de respostas de defesa durante estresses bioticos e
abidticos, e esse processo permite a ativacdao de genes de defesa nas plantas (DATTA et al.,
1999). O presente estudo também avaliou genes que estdo relacionados com resposta de
defesa durante a ES como o PRB1 (GO:0009607 e GO:0006952) e PRB1-3 (GO:0009607 e
G0:0006952) (Tabela 2). Estes genes foram regulados negativamente em 14 DAI quando o
gendtipo R foi comparado com o NR (Figura 14). Ja na expressao relativa dos genes ao longo
dos estadios usando o tempo O DAI como controle no genétipo NR, ambos 0s genes
envolvidos com a resposta de defesa tiveram uma alta expressdao em 14 DALI. J& no geno6tipo R
0 gene PRBL teve sua expressao regulada negativamente ao longo dos estadios (Figura 13). A
ativacdo desses genes em 90 DAI reforca a necessidade do controle do estresse para o
desenvolvimento da ES, enquanto que a diminui¢do dos mesmos em 90 e 150 DAI pode estar
relacionada ao controle do estresse. Portanto, € possivel que a ativacdo das PRs esteja

relacionada a adaptacao do estresse na fase de inducéo da ES em palma de 6leo e ndo somente
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ao estresse bidtico, como ja relatado em outras espécies (ACHARYA et al., 2013; SINGH,
NAVEEN KUMAR et al., 2013).

6.2 Metabolismo energético

Proteinas de metabolismo energético ja foram relatadas em outros estudos de ES em E.
guineensis mostrando que algumas atividades celulares em condigdes in vitro exigem altos
niveis de energia, o que explica a abundancia relativa dessas proteinas durante alguns estadios
de desenvolvimento da ES (NOAH et al., 2013; DE CARVALHO, et al., 2014). Muitos
estudos tém sido realizados mostrando a comparacdo entre embrides somaticos e embriGes
zigoticos e ja foi descrito que o metabolismo energético € mais ativo em embrides somaticos
(SGHAIER-HAMMAMI et al., 2009; MOREL et al., 2014). De acordo com Rolland e
colaboradores (2002), o metabolismo energético envolve a biossintese de carboidratos e
lipidios, os quais armazenam energia e sdo entdo quebrados e consumidos na forma de ATP,

fornecendo energia para a maioria das atividades celulares.

No presente estudo, alguns genes foram relacionados ao metabolismo energético
como os genes ENO1, PGM, PFP-BETA, BGLUC, RUBA e GBSS1 (Tabela 2). Estes genes
tiveram suas expressdes reguladas negativamente em 14 DAI e reguladas positivamente em
30, 90 e 150 DAI no genotipo R quando comparado com o gen6tipo NR. Estes dados também
sdo similares aos dados protedmicos obtidos por Almeida e colaboradores (2017) para os
genes ENO1, PGM, PFP- BETA e RUBA. O comportamento destes genes pode indicar um
alto gasto energético na inducdo dos calos. Assim, para haver um alto consumo energético é
necessario que haja uma alta producdo de ATP, e isto pode explicar a expressao aumentada
desses genes em 30, 90 e 150 DAI no genotipo R indicando uma forte ligacdo ao processso de

aquisicdo de competéncia embriogénica.

Os resultados obtidos neste trabalho corroboramos resultados de ‘Lippert e
colaboradores (2005) e Silva e colaboradores (2014) também descreveram a enolase como
envolvida no processo da ES, apresentando expressdo aumentada. De acordo com Barkla e
colaboradores (2009), a enolase tem como papel principal a conversdo de 2-fosfoglicerato a
fosfoenolpiruvato (PEP) na via glicolitica, convertendo glicose em piruvato, tendo como
produto final NADH e ATP. Portanto, uma alta abundancia de enolase ¢é esperada (RODE et
al. 2011). E importante ressaltar a participacdo do gene RUBA na ES. Esse gene foi regulado

positivamente em 30, 90 e 150 DAI no gendtipo R quando comparado com o gendétipo NR,
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indicando que a sua presenca parece ser de suma importancia no processo de aquisicdo de
competéncia embriogénica. Esse gene ja foi relatado por Tan e colaboradores (2016),
mostrando também alta abundancia em folhas jovens. E possivel que esse gene esteja
relacionado a fotorrespiracdo do tecido, que evita o acimulo de produtos téxicos como o 2-
fosfoglicerato (BAUWE et al. 2012). Assim, estes resultados também podem explicar o baixo
nivel oxidativo dos tecidos no genétipo R quando comparado ao gen6tipo NR, uma vez que o
RUBA poderia estar agindo no controle deste estresse.

Com relacdo aos genes PFP-BETA e PGM, estes ja foram associadas com o
fornecimento de energia durante a inducdo de calos em Nelumbo nucifera Gaertn. spp.
baijianlian, na formacéo e desenvolvimento de embribes torpedo de Coffea arabica e tambem
em suspensdes celulares de E. guineensis em resposta a diferentes concentracfes de auxina
(ROOWI et al. 2010; TONIETTO et al. 2012; LIU et al. 2016). O gene GBSS1 esta envolvido
na sintese de amido no amiloplasto (DENYER et al., 1999; MIYAZAWA et al. 1999).
Estudos histolégicos realizados por Kanchanapoom e Domyoas (1999) e Almeida e
colaboradores (2017) mostraram a acumulacdo de graos de amido durante a inducdo da ES em
palma de 6leo. Estes resultados podem explicar o aumento da transcri¢cdo do GBSS1 em 30, 90

e 150 DAI no genétipo R quando comparado ao gen6tipo NR.

6.3 Genes associados com desenvolvimento

Durante a ES, ocorrem alteracBes bioquimicas e morfolégicas ao longo do
desenvolvimento dos tecidos induzidos, o que estd intimamente relacionado a alteracdes na
expressao génica. Varios genes sdo diferencialmente expressos durante a inducdo da
embriogénese somatica, enquanto outros sdo expressos durante a diferenciacdo da maturacdo
do embrido até o desenvolvimento da planta (SANTOS et al.,, 2009). Entre os genes
associados ao desenvolvimento estdo ANN1, EF1, SERK OASA e FIE2 (Tabela 2). Os genes
ANNL1, EF1, SERK e FIE2 apresentaram-se regulados negativamente em 14 DAI e regulados
positivamente em 30, 90 e 150 DAI quando o genodtipo R foi comparado ao genotipo NR
(Figura 14). Ja foi descrito que as anexinas estdo relacionadas com processos de
desenvolvimento vegetal, como germinacdo do polen e alongamento das fibras de algodao
(SHAO et al. 2007; ZHAO et al. 2010; LAOHAVISIT e DAVIES 2011), além de atuarem nos
estadios iniciais da embriogénese somatica a partir de embriGes zigbticos de dendezeiro;

durante a embriogénese somatica de Coffea arabica L. e como marcador molecular dos
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estadios de desenvolvimento de embrides soméaticos de Manihot esculenta Crantz (BABA et
al. 2008; TONIETTO et al. 2012; DE CARVALHO SILVA et al. 2014).

Entre os genes envolvidos na indugdo da embriogénese somatica, 0 gene SERK tem
um papel importante. Este gene foi isolado primeiramente de células embriogénicas de
cenoura e é considerado como um marcador molecular para embriogénese somatica
(SCHMIDT et al.,1997 e SOMLEVA et al.,, 2000). SERK €é uma proteina quinase
transmembrana de repeticdo rica em leucina (LRR) que aumentou a capacidade do meristema
apical em Arabidopsis de formar embriGes somaticos (HECHT et al., 2001). A expressdo do
gene SERK ¢ observada em células competentes até o estadio globular do embrido somaético,
entretanto, ele ndo € detectado em estadios ndo embriogénicos. A expressao deste gene foi
associada a ES em varias espécies, incluindo Dactylis glomerata (SOMLEVA et al., 2000),
Arabidopsis thaliana (HECHT et al., 2001), Medicago truncatula (NOLAN et al., 2003),
Helianthus annuus (THOMAS et al., 2004) e Theobroma cacao (SANTOS et al 2005). A
expressao do gene SERK foi observada em cenoura (Daucus carota) e Arabidopsis em meio
de cultivo adicionado de auxinas (SCHMIDT et al. 1997; HECHT et al. 2001). Em
Theobroma cacao e Medicago truncatula tal inducdo e a presenca de transcritos de SERK
foram observadas em meio mediante a combinagdo de auxinas e citocininas (NOLAN et al.
2003). Segundo Schimdt e colaboradores (1997), o screening diferencial entre células
embriogénicas e ndo embriogénicas apontou a expressao do SERK somente em células
embriogénicas. Diversos trabalhos também ja relataram que sua expressdo ocorre tanto na
embriogénese somatica quanto na embriogénese zigotica (SANTOS et al., 2005; STEINER et
al., 2011; MATQOS, 2013). O fato de ocorrer um aumento na regulagdo do gene SERK nas
fases iniciais e o decréscimo no decorrer do desenvolvimento dos embrides somaticos reforca
a associacdo do SERK a competéncia embriogénica das células somaticas. Estes fatos,
refletem a multifuncionalidade desse gene em diferentes espécies, estando associado néo
apenas com a embriogénese somatica, mas também em outros eventos do desenvolvimento
vegetal (NOLAN et al., 2009).

Interessantemente, em nosso estudo o gene SERK apresentou expressdao em todos os
tempos. Isso indica que este gene tem um papel fundamental na aquisicdo da competéncia
embriogénica, desde o tecido vegetal até a formacdo do embrido, sendo assim, um notével

marcador deste processo, como ja descrito na literatura.

Outro gene avaliado em nosso estudo e relacionado ao processamento de proteinas foi

0 gene OASA (G0:0006535) (Tabela 2). Este gene teve sua expressao regulada negativamente
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no tempo 0 DAI e em 14 DAI e regulada positivamente em 30, 90 e 150 DAI no gendtipo R
quando comparado com o0 gendtipo NR. Em 150 DAI Almeida e colaboradores (2017)
também obtiveram o mesmo resultado em suas analises protedmicas. Isso indica que os niveis
de transcritos parecem ser similares aos niveis de proteinas. Ja foi descrito em alguns estudos
que em presenca de auxina, OASA atua tambem na regulacdo do estresse oxidativo, podendo
estimular a diferenciacdo celular e promover a formacdo de embrides somaticos
(YOUSSEFIAN et al., 2001; PAN et al., 2010). Assim, isto pode explicar o aumento deste
gene no gendtipo R em relacdo ao gendtipo NR em 30, 90 e aos 150 DAL, surgerindo que este

gene é um potencial marcador da aquisicdo de competéncia embriogénica.



Tabela 2. Processos Biologicos nos quais estdo inseridos os genes potencialmente envolvidos na aquisicdo da competéncia embriogénica em

palma de oleo.

S - GOs
Processo bioldgico Acesso NCBI Descricéo Gene (Blast2GO)
G0:0098869
NM_001319913.1 Catalase isozyme 2 CAT2 G0:0055114
G0:0042542
XM _010942780.2 Monodehydroascorbate reductase mitochondrial isoform X1 MDAR5 G0:0055114
Resposta ao estresse NM_001319906.1 Actin-101-like isoform X1 ACT1 !

AR - G0:0045454
XM_010932368.2 Disulfide-isomerase-like PDIL1-4 GO-0034976

XM_010914921.2 Heat shock protein 81-1 HSP801-1
- G0:0009269
DW248206.1 Desiccation-related At2g46140 LEA GO-0009795
XM_010924524.2 2,3-bisphosphoglycerate-independent phosphoglycerate mutase PGM G0:0006007
XM_010909626.2 Enolase 2 ENO1 G0:0006096
] G0:0006002
Metabolismo energético XM 010915114.2 Pyrophosphate--fructose 6-phosphate 1-phosphotransferase subunit PEP-BETA G0:0061615
- beta G0:0015979
G0:0046835
EY413718.1 Beta-glucosidase 22-like BGLUC G0:0005975
XM_010920378.1 Ru large subunit-binding subunit alpha RUBA gg;ggg;ggg
DW?248696.1 Granule-bound starch synthase chloroplastic amyloplastic GBSS1 G0:0019252

XM_010941329.2 Annexin D1-like ANN1

. JN003517.1 Elongation factor 1-alpha-like EF1 G0:0006414
Desenvolvimento 500007165
XM_010918641.1 Somatic embryogenesis receptor kinase 2-like SERK GO-0006468
XM_010919421.2 Cysteine synthase OASA G0:0006535
G0:0006349
DW247791.1 Polycomb group FIE2 FIE2 402000014
: - G0:0009607
Resposta de defesa XM_010940037.2 Pathogenesis-related 1-like PRB1 GO-0006952
XM_010943665.2 Pathogenesis-related PRB1-3-like PRBI1-3 60:0009607

G0:0006952
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7. CONCLUSAO

A andlise da expressdo génica constitui uma importante abordagem para
compreender os padrGes de expressdo de genes em processos biologicos. Assim, a
avaliacdo da expressdo de genes potencialmente envolvidos na aquisi¢édo da ES por
meio da técnica de RT-qPCR é de suma importancia para o melhor entendimento da ES,

ndo somente para palma de 6leo, mas para as palmeiras em geral.

Os genes avaliados neste estudo apresentam importantes papeis relacionados
principalmente com resposta ao estresse, resposta de defesa, processamento de
proteinas, metabolismo energético e desenvolvimento, participando no controle da
oxidacdo e adaptacdo dos genotipos a condicdo in vitro impostas durante a inducdo da
ES. Os resultados mostraram que 0s genes avaliados se apresentaram regulados
negativamente em 14 DAI e regulados positivamente em 30 DAI, sendo que a maioria
foi regulada positivamente em 150 DAI quando o genétipo R foi comparado com o
gendtipo NR. Esse perfil foi também observado para a maioria das proteinas codificadas
por estes genes nas analises protedmicas realizadas por Almeida et al. (2017), em 14 e
150 DAI, mostrando que h& uma tendéncia similar entre a expressdao génica e
abundancia de proteinas, indicando que estes genes apresentam grande potencial como
marcadores da ES em palma de 6leo.

A literatura ainda carece de trabalhos que avaliem a expresséo de genes durante
a aquisicdo de competéncia embriogénica em palma de dleo, principalmente quando
gendtipos responsivos e ndo-responsivos sdo avaliados. Os resultados aqui apresentados
surgerem que 30 DAI é o momento chave em que o genotipo R muda o padrdo de
expressao de genes que levam ao desenvolvimento da embriogénese somatica. Além
disso, os genes EF1, PRB1-3, OASA, MDAR5, CAT2 e RUBA parecem ser cruciais para
a aquisicdo da competéncia embriogencia e podem ser explorados como potenciais

marcadores da ES em palma de 6leo.

Os niveis diferenciais de expressao entre 0s genotipos sugerem também que 0s
genes testados estariam atuando em resposta a aquisicdo de competéncia embriogénica.
Essas informacdes séo relevantes, uma vez que podem subsidiar o aprimoramento dos
protocolos de clonagem por meio da ES, contribuindo para o melhoramento e
desenvolvimento de novas cultivares de palma de 6leo mais produtivas e tolerantes a

doengas.
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Gene Type|Reaction Efficiency|Expression Std. Error 95% C.1.| P(H1)|Result
PGM 0 R/NR TRG 0,84 0,566/ 0,236 - 1,206 0,215 - 1,631 0,036|]DOWN
PGM 14 R/NR TRG 0,84 0,198, 0,128 - 0,345 0,105 - 0,470| 0,000|DOWN
PGM 30 R/NR TRG 0,84 2,696 1,234-5,896 0,679 - 7,467| 0,004|UP
PGM 90 R/NR TRG 0,84 1,261 0,815-1,948 0,504 - 2,216( 0,109

PGM 150 R/NR TRG 0,84 1,834 1,294 -2,799 0,881 - 3,776( 0,000|UP
ACT2 0 R/NR REF 0,81 0,444

ACT2 14 R/NR REF 0,81 0,272

ACT2 30 R/NR REF 0,81 2,482

ACT2 90 R/NR REF 0,81 1,338

ACT2 150 R/NR REF 0,81 5,811

ACT10 R/NR TRG 0,84 0,618 0,183 - 1,502 0,123 - 2,466( 0,142

ACT1 14 R/NR TRG 0,84 0,249] 0,111-0,736| 0,083 - 0,858 0,000DOWN
ACT1 30 R/NR TRG 0,84 4,351 1,676-11,254) 1,220 - 15,092| 0,000(UP
ACT1 90 R/NR TRG 0,84 2,257 1,082-3,833| 0,885-5,922| 0,002|UP
ACT1 150 R/NR TRG 0,84 3,631 2,193 - 6,595 1,747 - 9,234{ 0,000|UP
ANN1 0 R/NR TRG 0,82 0,352] 0,209 - 0,615 0,150 - 0,993 0,000|DOWN
ANN1 14 R/NR TRG 0,82 0,092] 0,043 - 0,254 0,020 - 0,349 0,000|DOWN
ANN1 30 R/NR TRG 0,82 1,144 0,382 - 2,454 0,312 - 3,275( 0,651

ANN 90 R/NR TRG 0,82 1,362 1,104 -1,671 0,790 - 1,819( 0,001|UP
ANN1 150 R/NR TRG 0,82 1,244 0,844 -1,823 0,773 - 2,298| 0,084
BGLUC 0R/NR TRG 0,87 0,185/ 0,052 - 0,603 0,036 - 0,809| 0,000|DOWN
BGLUC 14 R/NR TRG 0,87 0,098] 0,046 - 0,225 0,026 - 0,370| 0,000|DOWN
BGLUC 30 R/NR TRG 0,87 1,254 0,456 - 5,940 0,101 - 7,039| 0,606
BGLUC 90 R/NR TRG 0,87 1,319 1,004-1,712] 0,893 -2,139| 0,009|UP
BGLUC 150 R/NR TRG 0,87 5,140| 2,381 - 15,805 1,906 - 25,018 0,000|UP
CAT2 0 R/INR TRG 0,85 0,578/ 0,325-1,295 0,251 -1,635( 0,023 DOWN
CAT2 14 R/INR TRG 0,85 0,216/ 0,088 - 0,675 0,046 - 1,003| 0,001|DOWN
CAT2 30 R/NR TRG 0,85 2,455 0,861 - 7,215 0,334 - 9,711} 0,021|UP
CAT2 R/NR TRG 0,85 1,556 0,897 - 2,831 0,521 - 3,505( 0,034|UP
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CAT2 150 R/NR TRG 0,85 2,581 1,361-4,872 1,144 -8,348| 0,000[UP
OASA 0 R/NR TRG 0,84 0,503 0,203-0,909( 0,155-1,373| 0,004 DOWN
OASA 14 R/INR TRG 0,84 0,206| 0,127-0,362 0,107 - 0,511 0,000|DOWN
OASA 30 R/INR TRG 0,84 2,288/ 0,604 -6,821 0,309 -9,165| 0,043|UP
OASA 90 R/INR TRG 0,84 2,633 1,814-3,906( 1,519-4,880| 0,000|UP
OASA 150 R/NR TRG 0,84 2,934 1,964 -4,621 1,520 - 6,354 0,000[UP
EF10R/NR TRG 0,85 1,207 0,533-3,958 0,335-5,727 0,550

EF1 14 R/NR TRG 0,85 0,099 0,039-0,278 0,024 - 0,580| 0,000[DOWN
EF10R/NR TRG 0,85 3,309] 1,398-5,995 1,029 -7,819| 0,000|UP
EF190 R/NR TRG 0,85 1,559 0,896-2,553 0,580 -2,926| 0,023|UP
EF1 150 R/NR TRG 0,85 5,357| 2,897-9,662[ 2,280 - 16,373| 0,000|UP
ENO1 0 R/NR TRG 0,85 1,041 0,319-2,398 0,232 -3,816| 0,899

ENO1 14 R/NR TRG 0,85 0,279] 0,119-0,664 0,070 -1,375| 0,001|DOWN
ENO1 30 R/NR TRG 0,85 2,512] 0,925-8,116( 0,301 -10,962| 0,034|UP
ENO1 90 R/NR TRG 0,85 1,247f 0,679-1,818 0,529 - 2,279( 0,175
ENO1150 R/NR TRG 0,85 17,427 3,623 - 126,038| 2,650 - 423,169( 0,000[UP
PD00380 0 R/NR REF 0,82 0,320

PD00380 14 R/NR REF 0,82 0,198

PD00380 30 R/NR REF 0,82 2,062

PD00380 90 R/NR REF 0,82 1,110

PD00380 150 R/NR REF 0,82 2,953

FIE2 0 R/NR TRG 0,86 0,731 0,230-1,679] 0,136 -2,752| 0,321

FIE2 14 R/NR TRG 0,86 0,299 0,118-0,616[ 0,083 -0,921] 0,000|DOWN
FIE2 30 R/NR TRG 0,86 2,813 1,208 -9,303[ 0,408 - 12,011 0,012)UP
FIE2 90 R/NR TRG 0,86 1,409 0,933-2,227 0,783 - 3,213| 0,026|UP
FIE2 150 R/NR TRG 0,86 1,913 1,069-3,585 0,854 -4,609 0,003|UP
LEA O R/NR TRG 0,89 0,645 0,172-1,815 0,093 -4,352| 0,273

LEA 14 R/INR TRG 0,89 0,121} 0,071-0,249( 0,052 -0,323| 0,000[DOWN
LEA 30 R/NR TRG 0,89 4,144 1,780 - 15,100 0,374 -22,575| 0,008|UP
LEA 90 R/NR TRG 0,89 1,621 1,052-2,304 0,843 -3,476| 0,000|UP
LEA 150 R/NR TRG 0,89 5,754 3,814-8,951 3,075-12,663| 0,000|UP
MDARS5 0 R/NR TRG 0,84 0,682 0,288-1,245 0,216 - 1,696 0,110
MDARS5 14 R/NR TRG 0,84 0,199 0,095-0,554( 0,069 -0,769| 0,000[DOWN
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MDARS5 30 R/NR TRG 0,84 6,661 2,434 -28,669 0,611 -37,936| 0,001|UP
MDARS5 90 R/NR TRG 0,84 1,617 1,100-2,548( 0,800 - 3,237 0,003|UP
MDARS5 150 R/NR TRG 0,84 2,919 1,399-5,159 1,110-8,706| 0,000|UP
PDIL1-4 0 R/INR TRG 0,85 0,427 0,168 -0,854 0,144 -1,065| 0,001|DOWN
PDIL1-4 14 R/INR TRG 0,85 0,150 0,061 -0,443| 0,044 - 0,646/ 0,000|DOWN
PDIL1-4 30 R/NR TRG 0,85 2,822 0,878 -10,425 0,338 -13,600| 0,016|UP
PDIL1-4 90 R/NR TRG 0,85 1,037} 0,837-1,321 0,587 -1,476( 0,673
PDIL1-4 150 R/NR TRG 0,85 3,954/ 2,035-8,353] 1,382 -12,123| 0,000[UP
PFP-BETA O R/INR TRG 0,86 0,882 0,315-1,633 0,260 - 1,904/ 0,668
PFP-BETA 14 R/INR TRG 0,86 0,158/ 0,089-0,285 0,076 - 0,432 0,000|DOWN
PFP-BETA 30 R/NR TRG 0,86 4,131) 2,090 -9,221] 1,041 - 12,856/ 0,000|UP
PFP-BETA 90 R/NR TRG 0,86 1,922 1,059-3,416] 0,843 -6,299| 0,002(UP
PFP-BETA 150 R/NR TRG 0,86 4,907 3,179-7,114] 2,583 -11,003| 0,000|UP
PRB1 0 R/NR TRG 0,87 0,272 0,128-0,538 0,065 - 0,605| 0,000|DOWN
PRB1 14 R/NR TRG 0,87 0,161 0,055-0,382 0,030-0,733] 0,000|DOWN
PRB1 30 R/NR TRG 0,87 1,109 0,622-2,493 0,377 - 3,317| 0,647

PRB1 90 R/NR TRG 0,87 1,934 1,100-2,923 0,840 - 3,797| 0,000{UP
PRB1 150 R/NR TRG 0,87 1,263 0,675-2,562] 0,306 - 3,301 0,316
PRB1-3 0 R/NR TRG 0,85 0,522] 0,165-2,918/ 0,026 - 4,604 0,211
PRB1-3 14 R/NR TRG 0,85 0,096 0,041-0,285 0,012 -0,419| 0,000[DOWN
PRB1-3 30 R/NR TRG 0,85 0,287 0,028-1,623 0,022 - 7,665| 0,064
PRB1-3 90 R/NR TRG 0,85 0,321 0,138-0,611f 0,108 -1,699| 0,001DOWN
PRB1-3 150 R/NR TRG 0,85 0,143 0,029-0,477( 0,017 - 2,007| 0,000|DOWN
RUBA O R/NR TRG 0,84 1,735( 0,684-3,927] 0,413 -8,388( 0,070

RUBA 14 R/NR TRG 0,84 0,164 0,055-0,735 0,035-1,160] 0,000|DOWN
RUBA 30 R/NR TRG 0,84 17,218| 2,661 - 278,953( 0,580 - 632,607 0,001|UP
RUBA 90 R/NR TRG 0,84 0,827 0,421-2,568 0,190 - 3,011} 0,507

RUBA 150 R/NR TRG 0,84 4,195 1,643-13,739] 1,259 -20,376| 0,000(UP
HSP81-1 0 R/NR TRG 0,87 0,226 0,124-0,359 0,102 -0,619| 0,000|DOWN
HSP81-1 14 R/NR TRG 0,87 0,093 0,031-0,192 0,026 - 0,330 0,000|DOWN
HSP81-1 30 R/NR TRG 0,87 5,146| 1,391-18,749( 0,711 -40,021| 0,002|UP
HSP81-1 90 R/NR TRG 0,87 1,935 1,018-3,532[ 0,598 - 4,067| 0,008/UP
HSP81-1 150 R/NR TRG 0,87 7,838 3,542 -12,998| 2,392 -28,066| 0,000[UP
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SERK 0 N/NR TRG 0,87 0,421 0,109-2,470] 0,022 -6,003| 0,142

SERK 14 N/NR TRG 0,87 0,058 0,012-0,217( 0,006 - 0,288| 0,000[DOWN
SERK 30 N/NR TRG 0,87 6,538| 1,663 -30,274( 0,678 - 115,293| 0,001|UP
SERK 90 N/NR TRG 0,87 2,176] 1,379-3,480[ 0,796 - 4,155| 0,001|UP
SERK 150 N/NR TRG 0,87 4,334 2,708 - 7,275 1,688 - 10,612| 0,000|UP
GBSS1 0 R/NR TRG 0,88 0,774/ 0,169-3,717] 0,040 - 6,611 0,655

GBSS1 14 R/NR TRG 0,88 0,099 0,028-0,366( 0,010 -0,507| 0,000[DOWN
GBSS1 30 R/NR TRG 0,88 4,968 1,750 - 13,140, 0,800 - 32,982| 0,001{UP
GBSS1 90 R/INR TRG 0,88 1,875( 1,003-3,760 0,712 -5,700| 0,007|UP
GBSS1 150 R/NR TRG 0,88 5,720, 2,920-11,474[ 1,539 -17,550| 0,000|UP

REF- Gene de referéncia

TRG- Gene alvo

APENDICE B. Andlise da expressdo relativa
(antes da indug&o) como controle.

Genotipo R utilizando o tempo 0

Gene Type |Reaction Efficiency| Expression Std. Error| 95% C.1.| P(H1)|Result
PGM 0/14 R TRG 0,84 0,564 0,367 - 0,967 0,340 - 1,250| 0,005|DOWN
PGM 0/30 R TRG 0,84 0,748 0,295 - 1,439 0,277-1,729| 0,218

PGM 0/90 R TRG 0,84 0,937 0,662 - 1,232 0,630 -1,392| 0,479

PGM 0/150 R TRG 0,84 0,931 0,673-1,226 0,583-1421| 0,469

ACT2 0/14 R REF 0,81 0,737

ACT2 0/30 R REF 0,81 0,868

ACT2 0/90 R REF 0,81 0,731

ACT2 0/150 R REF 0,81 1,161

ACT10/14 R TRG 0,84 0,474 0,217 - 1,262 0,163 - 1,890 0,016|DOWN
ACT10/30 R TRG 0,84 1,121 0,572-2,182| 0,342 -2,680[ 0,599
ACT10/90 R TRG 0,84 0,709 0,389-1,345 0,234-1,759 0,117

ACT1 0/150 R TRG 0,84 0,436 0,228-0,828 0,182 -1,237| 0,002[DOWN
ANN10/14 R TRG 0,82 0,219 0,099 - 0,598 0,048 - 0,851 0,000|DOWN
ANN1 0/30 R TRG 0,82 0,386 0,148 - 0,937 0,076 - 1,309| 0,003|DOWN
ANN1 0/90 R TRG 0,82 0,316 0,196 - 0,491 0,136 - 0,555| 0,000|DOWN
ANN1 0/150 R TRG 0,82 0,279 0,176-0,462 0,112-0,611] 0,000DOWN
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BGLUC 0/14 R TRG 0,87 1,204 0,552 -3,214 0,278 -4,713| 0,497
BGLUC 0/30 R TRG 0,87 1,921] 0,734-5357] 0,262-6,774| 0,075
BGLUC 0/90 R TRG 0,87 2,453 1,089-4,274 0,949 -6,003| 0,002|UP
BGLUC 0/150 R TRG 0,87 4,796) 2,233-8,283[ 1,698 -11,543| 0,000[UP
CAT20/14 R TRG 0,85 0,988 0,454-2,670 0,345-3,397| 0,968
CAT20/30 R TRG 0,85 0,893 0,305-1,886( 0,215-2,358| 0,714
CAT20/90 R TRG 0,85 1,233 0,693-1,894 0,505 -2,318| 0,209

CAT2 0/150 R TRG 0,85 1,234 0,896-1,802 0,700 -2,323| 0,091

OASA 0/14 R TRG 0,84 0,766/ 0,501-1,462 0,398-1,790] 0,133

OASA 0/30 R TRG 0,84 0,736 0,206-1,661 0,159 -1,955 0,316

OASA 0/90 R TRG 0,84 1,565 1,091-2,404 0,853-3,002| 0,004{UP
OASA 0/150 R TRG 0,84 0,934 0,631-1,508f 0,470-1,918| 0,622
EF10/14 R TRG 0,85 0,458  0,202-1,159( 0,158 - 2,035/ 0,019|DOWN
EF10/30 R TRG 0,85 1,580 0,616-3,032] 0,478-4,233| 0,074
EF10/90 R TRG 0,85 0,994/ 0,658-1559| 0,538-1,991 0,957
EF10/150 R TRG 0,85 0,969 0,515-1,664 0,422-2,807| 0,878

ENO1 0/14 R TRG 0,85 0,136 0,071-0,293 0,050 - 0,420 0,000[DOWN
ENO1 0/30 R TRG 0,85 0,202 0,056-0,482 0,041 -0,645 0,000|DOWN
ENO1 0/90 R TRG 0,85 0,395 0,232-0,619( 0,154 - 0,807 0,000|DOWN
ENO1 0/150 R TRG 0,85 0,362 0,203-0,704 0,162-0,971 0,000|DOWN
FIE2 0/14 R TRG 0,86 0,411f 0,162-0,864) 0,107 - 1,269| 0,003]DOWN
FIE2 0/30 R TRG 0,86 1,024/ 0,418-1956 0,237 -2,697| 0,922

FIE2 0/90 R TRG 0,86 0,950, 0,607-1,554| 0,477 -2,266| 0,738

FIE2 0/150 R TRG 0,86 0,923 0,675-1,332 0,531-1,525 0,477

LEA 0/14R TRG 0,89 0,115 0,048-0,248( 0,032 -0,452] 0,000[DOWN
LEA 0/30 R TRG 0,89 0,247 0,090 -0,694{ 0,041 -0,927 0,000|DOWN
LEA 0/90 R TRG 0,89 0,226 0,107 - 0,458 0,070 - 0,837 0,000|DOWN
LEA 0/150 R TRG 0,89 0,290f 0,145-0,541] 0,110-0,766 0,000|DOWN
MDARS 0/14 R TRG 0,84 3,197 1,818-8,504| 1,372-10,280 0,000|UP
MDARS 0/30 R TRG 0,84 8,952 2,976 -17,860| 2,346 -21,184 0,000|UP
MDARS 0/90 R TRG 0,84 8,198 5,275-12,869| 4,183 -15,883 0,000|UP
MDARS5 0/150 R TRG 0,84 6,468 4,427 -11,114 3,386 - 13,669 0,000(UP
PD00380 0/14 R REF 0,82 1,076
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PD00380 0/30 R REF 0,82 1,062

PD00380 0/90 R REF 0,82 1,137

PD00380 0/150 R REF 0,82 1,417

PFP-BETA 0/14R TRG 0,86 0,317] 0,160-0,823 0,123-1,090, 0,001[DOWN
PFP-BETA 0/30 R TRG 0,86 0,422 0,233-0,711f 0,152-0,859| 0,000[DOWN
PFP-BETA 0/90 R TRG 0,86 0,585( 0,436-0,795 0,328-0,931 0,000|DOWN
PFP-BETA 0/150 R [TRG 0,86 0,368 0,228-0,634] 0,163-0,842 0,000|DOWN
PRB10/14 R TRG 0,87 0,432 0,292-0,763 0,259-0,932| 0,000|DOWN
PRB1 0/30 R TRG 0,87 0,740 0,322-1,537 0,273-1,935 0,214

PRB1 0/90 R TRG 0,87 0,501 0,361-0,733 0,285-0,955 0,000[DOWN
PRB1 0/150 R TRG 0,87 0,465 0,334-0,720 0,277 -0,834 0,000IDOWN
PRB1-3 0/14 R TRG 0,85 11,248 5,665 -19,360| 5,115 - 34,227 0,000|UP
PRB1-3 0/30 R TRG 0,85 7,407 3,697 -13,548| 3,167 - 23,367 0,000|UP
PRB1-3 0/90 R TRG 0,85 21,591 15,672 - 31,232 14,112 - 41,579 0,000|UP
PRB1-3 0/150 R TRG 0,85 6,297| 3,406 - 10,524| 2,262 - 15,634 0,000UP
RUBA 0/14 R TRG 0,84 4,743 0,988-20,709( 0,667 - 54,317 0,004|UP
RUBA 0/30 R TRG 0,84 1,896 0,158 -9,227) 0,114 -71,803| 0,364

RUBA 0/90 R TRG 0,84 13,017 4,827 - 45,558 3,980 - 114,614 0,000|UP
RUBA 0/150 R TRG 0,84 3,614 0,613 -13,927| 0,443 -63,933| 0,020|UP
PDIL1-4 0/14 R TRG 0,85 0,318 0,161-0,816( 0,125-1,078] 0,001|DOWN
PDIL1-4 0/30 R TRG 0,85 0,422 0,233-0,708 0,154 -0,856| 0,000|DOWN
PDIL1-4 0/90 R TRG 0,85 0,583 0,437-0,791] 0,330-0,926 0,000IDOWN
PDIL1-4 0/150 R TRG 0,85 0,369 0,231-0,632 0,164-0,838 0,000IDOWN
HSP81-10/14 R TRG 0,87 0,213] 0,095-0,592 0,043-0,791 0,000|DOWN
HSP81-1 0/30 R TRG 0,87 0,247)  0,107-0,698( 0,047 - 0,794 0,000|DOWN
HSP81-1 0/90 R TRG 0,87 0,365 0,214-0,757 0,098 - 0,864 0,000|DOWN
HSP81-1 0/150 R TRG 0,87 0,445( 0,211-1,008( 0,171-1,259| 0,004]DOWN
SERK 0/14 R TRG 0,87 0,055 0,013-0,218 0,002 -0,728/ 0,000[DOWN
SERK 0/30 R TRG 0,87 0,165/ 0,049-0,563f 0,024 -1,592| 0,001/DOWN
SERK 0/90 R TRG 0,87 0,244/ 0,108-0,882 0,057 -1,401| 0,004 DOWN
SERK 0/150 R TRG 0,87 0,130 0,054-0,417 0,034-0,742] 0,000[DOWN
GBSS10/14 R TRG 0,88 0,212 0,037-0,765 0,019-1,881] 0,006|]DOWN
GBSS10/30R TRG 0,88 0,321f 0,096 -0,852 0,052 -2,289 0,007|]DOWN
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GBSS1 0/90 R TRG 0,88 0,690 0,240-1,750| 0,162 - 4,932| 0,280

GBSS1 0/150 R TRG 0,88 0,539 0,212-1,674 0,152 -2,803| 0,066

REF- Gene de referéncia

TRG- Gene alvo

APENDICE C. Andlise da expressdo relativa Gen6tipo NR utilizando o tempo 0
(antes da indug&o) como controle.

Gene Type |Reaction Efficiency| Expression Std. Error, 95% C.1.| P(H1)[Result
PGM 0/14 NR TRG 0,84 5457|  4,030-6,875]  3,285-8,795 0,000UP
PGM 0/30 NR TRG 0,84 0,531 0,375-0,723| 0,258 - 0,930| 0,000DOWN
PGM 0/90 NR TRG 0,84 1,422 1,027-2,012] 0,798-2503 0,008UP
PGM 0/150 NR TRG 0,84 0972 0,755-1,314] 0,513-1,761| 0,791

ACT2 0/14 NR REF 0,81 4,072

ACT2 0/30 NR REF 0,81 0,526

ACT2 0/90 NR REF 0,81 0,822

ACT2 0/150 NR REF 0,81 0,300

ACT10/14 NR TRG 0,84 3,994 2976-5622) 2,172-6,598) 0,000{UP
ACT1 0/30 NR TRG 0,84 0,539 0,254-1,102| 0,179 - 1,325/ 0,008DOWN
ACT1 0/90 NR TRG 0,84 0,658 0,497-0,856] 0,391 -1,026] 0,001DOWN
ACT1 0/150 NR TRG 0,84 0,251 0,165-0,369] 0,123 -0,410| 0,000DOWN
ANN1 0/14 NR TRG 0,82 2,843 1,852-4,028] 1,573-6,528 o,ooo|up
ANN1 0/30 NR TRG 0,82 0,402 0,266 -0,654 0,195 - 1,000 0,000|DOWN
ANN1 0/90 NR TRG 0,82 0,276 0,173-0,478] 0,142 - 0,602 0,000|DOWN
ANN1 0/150 NR TRG 0,82 0,267| 0,192-0,431] 0,169 - 0,486 0,000|DOWN
BGLUC 0/14 NR TRG 0,87 7,742 5,829-10,996] 3,931- 15,169 0,000UP
BGLUC 0/30 NR TRG 0,87 0,961 0,332-2,759| 0,256 - 3,368| 0,857
BGLUC 0/90 NR TRG 0,87 1,166] 0,821-1,710] 0,644 -2,067| 0,211
BGLUC 0/150 NR  [TRG 0,87 0,585 0,156 -1,294| 0,120 - 1,494 0,199

CAT2 0/14 NR TRG 0,85 8,954 5,164 - 17,455 3,126 - 22,890 0,000(UP
CAT2 0/30 NR TRG 0,85 0,711 0,410-1,316( 0,315-1,785 0,075
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CAT2 0/90 NR TRG 0,85 1,550, 0,907 -2,264] 0,785-3,402| 0,007|UP
CAT2 0/150 NR TRG 0,85 0,935( 0,417-1,884| 0,233-2,365| 0,788

OASA 0/14 NR TRG 0,84 6,326 5,540-7,285 5,177 - 8,359 0,000|UP
OASA 0/30 NR TRG 0,84 0,548/ 0,290-0,839 0,235-1,059| 0,000[DOWN
OASA 0/90 NR TRG 0,84 1,012 0,689-1,526] 0,606 -1,832 0,921

OASA 0/150 NR TRG 0,84 0,542 0,386-0,671 0,321-0,778 0,000[DOWN
EF10/14 NR TRG 0,85 18,836 9,884 - 36,102 4,993 - 51,978 0,000(UP
EF10/30 NR TRG 0,85 1,949 1,223-3,036 0,797 - 4,326 0,003|UP
EF10/90 NR TRG 0,85 2,604 1,334-4,5586 1,066 - 7,641 0,000|UP
EF1 0/150 NR TRG 0,85 0,739 0,439-1,344 0,214-1,950| 0,157

ENO1 0/14 NR TRG 0,85 1,719/ 0,870-3,171] 0,506 - 4,133 0,027|UP
ENO1 0/30 NR TRG 0,85 0,284/ 0,168-0,522 0,116 -0,712] 0,000[DOWN
ENO1 0/90 NR TRG 0,85 1,115 0,819-1,520, 0,671-1,933| 0,280

ENO1 0/150 NR TRG 0,85 0,073 0,009 -0,348( 0,004 - 0,455/ 0,000[DOWN
FIE2 0/14 NR TRG 0,86 3,401 2,531-4,323] 1,961 -5,105/ 0,000UP
FIE2 0/30 NR TRG 0,86 0,900 0,401-1,682 0,247 -2,641 0,695

FIE2 0/90 NR TRG 0,86 1,667 1,231-2,085 0,929 - 2,534 0,000{UP
FIE2 0/150 NR TRG 0,86 1,193 0,557 -2,218] 0,343-2,672| 0,422

LEA 0/14 NR TRG 0,89 2,069 1,417-3,223] 1,046 - 3,980| 0,000UP
LEA 0/30 NR TRG 0,89 0,130 0,054-0,383] 0,028 - 0,584 0,000|DOWN
LEA 0/90 NR TRG 0,89 0,305( 0,213-0,437] 0,193-0,529 0,000|DOWN
LEA 0/150 NR TRG 0,89 0,110f 0,056 - 0,209 0,041 - 0,259 0,000IDOWN
MDARS5 0/14 NR TRG 0,84 37,121 25,331 -52,990| 21,456 - 69,163| 0,000|UP
MDARS5 0/30 NR TRG 0,84 3,099 1,029-8,044| 0,875-12,149| 0,006|UP
MDARS5 0/90 NR TRG 0,84 11,690 9,124 - 15,346 7,943 - 20,065 0,000|UP
MDARS5 0/150 NR TRG 0,84 5,111} 2,503 - 8,123 2,058 - 12,834 0,000{UP
PD00380 0/14 NR REF 0,82 5,885

PD00380 0/30 NR REF 0,82 0,558

PD00380 0/90 NR REF 0,82 1,109

PD00380 0/150 NR  |REF 0,82 0,520

PDIL1-4 0/14 NR TRG 0,85 3,063 1,987-4,970 1,446 - 5,542 0,000|UP
PDIL1-4 0/30 NR TRG 0,85 0,216 0,074-0,659 0,054 -0,928 0,000[DOWN
PDIL1-4 0/90 NR TRG 0,85 0,813 0,663 -1,025 0,538-1,252| 0,026|]DOWN
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PDIL1-40/150 NR  |TRG 0,85 0,135( 0,074-0,231 0,053 -0,266 0,000|DOWN
PFP-BETAO0/14NR |TRG 0,86 8,191 6,232-10,387[ 5,250 - 12,512 0,000|UP
PFP-BETAO0/30NR |TRG 0,86 0,532 0,381-0,728 0,320 - 0,955/ 0,000[DOWN
PFP-BETAO0/90 NR |TRG 0,86 0,778 0,336-1,579| 0,260 -2,129| 0,292
PFP-BETA 0/150 NR |TRG 0,86 0,283 0,185-0,444( 0,148-0,583| 0,000[DOWN
PRB1 0/14 NR TRG 0,87 68,169(24,167 - 222,218|19,412 - 309,793 0,000|UP
PRB1 0/30 NR TRG 0,87 6,453 4,861 -8,514| 3,625 -10,668 0,000|UP
PRB1 0/90 NR TRG 0,87 10,993 6,427 - 23,626 5,386 - 33,323 0,000|UP
PRB1 0/150 NR TRG 0,87 4,805 2,603-11,409( 2,227 -14,981 0,000|UP
PRB1-3 0/14 NR TRG 0,85 89,055|25,294 - 219,389(19,527 - 991,596 0,000IUP
PRB1-3 0/30 NR TRG 0,85 11,810 4,150 - 42,590 1,637-89,771 0,000IUP
PRB1-3 0/90 NR TRG 0,85 73,745|18,404 - 246,708(14,416 - 619,393 0,000|UP
PRB1-3 0/150 NR TRG 0,85 45,577|10,314 - 178,095 7,915 - 300,382 0,000|UP
RUBA 0/14 NR TRG 0,84 13,219 8,931-18,997| 7,462 -23,973( 0,000|UP
RUBA 0/30 NR TRG 0,84 0,234 0,025-1,673 0,016 -2,413] 0,032[DOWN
RUBA 0/90 NR TRG 0,84 3,136 2,029-5,057] 1,508 - 6,308 0,000|UP
RUBA 0/150 NR TRG 0,84 1,140 0,334-2,645 0,226 - 3,162 0,692
HSP81-1 0/14 NR TRG 0,87 1,745 0,898 -3,898 0,674 -6,075 0,029(UP
HSP81-1 0/30 NR TRG 0,87 0,037, 0,008-0,133 0,006 - 0,196 0,000|DOWN
HSP81-1 0/90 NR TRG 0,87 0,144 0,082-0,334] 0,061-0,430 0,000|DOWN
HSP81-10/150 NR  |TRG 0,87 0,043 0,014-0,102( 0,011-0,231] 0,000|DOWN
SERK 0/14 NR TRG 0,87 1,369 0,721-3,392 0,572-4,639| 0,202

SERK 0/30 NR TRG 0,87 0,036 0,008 -0,156[ 0,002 - 0,262 0,000[DOWN
SERK 0/90 NR TRG 0,87 0,160, 0,087-0,379 0,070-0,523 0,000|DOWN
SERK 0/150 NR TRG 0,87 0,043 0,018-0,119( 0,013-0,186 0,000|DOWN
GBSS1 0/14 NR TRG 0,88 5,597| 2,201 -13,001f 1,259 -19,736 0,000|UP
GBSS1 0/30 NR TRG 0,88 0,169 0,072-0,528 0,024 -0,783| 0,000|[DOWN
GBSS1 0/90 NR TRG 0,88 0,963 0,352-1,972] 0,306 -2,634| 0,882

GBSS1 0/150 NR TRG 0,88 0,247) 0,073-0,886 0,034 -1,538 0,004 DOWN

REF- Gene de referéncia

TRG- Gene alvo
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