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RESUMO

O café é a segunda maior comddite brasileira, com grande importancia para a economia.
Diversas cultivares ja foram desenvolvidas, no entanto o florescimento assincrénico ainda é
um problema enfrentado nessa cultura. Esta assincronia acarreta na maturagdo desuniforme
dos frutos, gerando perdas na qualidade do produto final e na lucratividade. Sabe-se que um
periodo de déficit hidrico seguido de reidratacdo estimula a antese de gemas que estéo aptas a
responder este estimulo, o que faz com que esta estratégia seja constantemente adotada para
concentracdo da florada. Em algumas espécies tem se observado que o estresse hidrico
seguido de reidratacdo aumenta os niveis de etileno. Esta constatacdo, levou a hipotese do
envolvimento do etileno na promocéo da antese em cafeeiro. A aplicagdo do 1-MCP (inibidor
da acdo do etileno) promoveu a antese em cafeeiro em condicdo de campo e aumentou a
expressdo de genes envolvidos na biossintese do etileno. Os microRNAs estdo envolvidos em
diversas fases de desenvolvimento da planta, incluindo o florescimento e alguns estudos
recentes relatam que eles estéo envolvidos nas vias de sinaliza¢éo do etileno. Com o intuito de
explorar 0 modo como os microRNAs podem estar envolvidos no processo de floracdo do
cafeeiro e sua relagdo com o etileno, objetivou-se neste trabalho, avaliar os efeitos da
aplicacdo de 1-MCP sobre a expressdo de microRNAs potencialmente responsivos a este
hormdnio em gemas de cafeeiro, assim como a caracterizacdo de possiveis alvos para estas
moléculas, em plantas sob diferentes condic¢des hidricas. miR396, miR156, miR319 e miR172
foram escolhidos para a anélise da expressao génica por stem-loop RT-PCR, predicdo de alvos
e analise dos termos de ontologia génica. Nas plantas sob estresse hidrico, 0s quatro
microRNAs foram responsivos a aplicagdo de 1-MCP. miR396a-5p e miR156f-3p foram
reprimidos e miR319c-2-3p e miR172d-1-3p foram induzidos. Ja para as plantas
completamente re-irrigadas e constantemente irrigadas ndo houve diferenca de expresséo para
0s quatro microRNASs entre os tratamentos provavelmente porque o 1-MCP tem 0 mesmo
efeito que a irrigacdo na antese do cafeeiro. A andlise dos termos de ontologia génica para 0s
alvos preditos para cada microRNA indica que eles podem estar envolvidos nas vias de
sinalizacdo hormonal, inclusive para o etileno.

Palavras chave: Cafeeiro. microRNAs. 1-MCP. Etileno. Antese.



ABSTRACT

Coffee is the second largest commodity in Brazil, with great importance for the economy.
Several cultivars have already been developed, but asynchronous flowering is still a problem
in this crop. This asynchrony causes uneven maturation of the fruits, leading to losses in the
quality of the final product and in profitability. It is known that a period of water deficit
followed by rehydration stimulates the anthesis of buds that are able to respond to this
stimulus, which means that this strategy is constantly adopted to concentrate the flowering. In
some species it has been observed that water stress followed by rehydration increases ethylene
levels. This finding led to the hypothesis of the involvement of ethylene in the promotion of
anthesis in coffee. The application of 1-MCP (ethylene action inhibitor) promoted anthesis in
coffee in field condition and increased the expression of genes involved in ethylene
biosynthesis. microRNAs are involved in several stages of plant development, including
flowering, and some recent studies report that they are involved in ethylene signaling
pathways. In order to explore how microRNAs may be involved in the flowering process of
coffee and its relation with ethylene, the objective of this work was to evaluate the effects of
1-MCP application on the expression of microRNAs potentially responsive to this hormone in
coffee flower buds, as well as the characterization of possible targets for these molecules, in
plants under different water conditions. miR396, miR156, miR319 and miR172 were chosen
for the analysis of gene expression by stem-loop RT-PCR, target prediction and analysis of
gene ontology terms. In plants under water stress, the four microRNAs were responsive to the
application of 1-MCP. miR396a-5p and miR156f-3p were repressed and miR319-2-3p and
miR172d-1-3p were induced. For the completely re-irrigated and constantly irrigated plants
there was no difference in expression for the four microRNAs between the treatments
probably because 1-MCP had the same effect as the irrigation in the anthesis of the coffee
tree. The analysis of the gene ontology terms for the predicted targets for each microRNA
indicates that they may be involved in the signaling pathways, including ethylene signaling.

Keywords: Coffee. microRNAs. 1-MCP. Ethylene. Anthesis.
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1 INTRODUCAO

O Brasil destaca-se no cenario mundial como o maior produtor e exportador de café, a
estimativa de colheita desta comddite para 0 ano de 2018, esté entre 54 e 58 milhdes de sacas
(CONAB, 2018). Devido a importancia econdmica do cafeeiro para a economia brasileira e
mundial, varios estudos de melhoramento genético tém sido realizados a fim de se obter
variedades com caracteristicas agronémicas importantes, como tolerancia a estresses bidticos
e abidticos e maior produtividade (TONIETTO et al., 2012).

Diversas cultivares de café ja foram desenvolvidas, no entanto um dos principais
problemas ainda enfrentados nessa cultura é o florescimento assincrénico, que acarreta na
maturacdo desuniforme dos frutos, pois as floradas ocorrem em periodos distintos e com
intensidades diferentes (BARROS et al., 1978; RENA; BARRQOS, 2004). Como resultado
dessa desuniformidade, sdo encontrados frutos em diferentes estddios de maturacéo,
acarretando numa piora da qualidade e perdas na cadeia produtiva do café, além do aumento
no custo de producéo devido a colheitas consecutivas (DIAS, 2013; PEREIRA et al., 2005).

Dentre os fatores ambientais que influenciam no florescimento do cafeeiro, sabe-se
gue um periodo de déficit hidrico seguido de reidratacdo estimula a antese de gemas que estdo
aptas a responder este estimulo, o que faz com gue esta estratégia seja constantemente adotada
para concentracdo da florada (ALVIM, 1960; GUERRA et al., 2005; RENA; MAESTRI,
1986; CRISOSTO, 1992; RONCHI et al., 2015). Crisosto et al., (1992) sugeriram que
mudancas de sinalizacdo quimica da raiz para parte aérea causadas por mensageiros quimicos,
como os fitormoénios, sejam capazes de tornar os botdes florais aptos para a antese,
estimulando a floracdo. No entanto, ainda séo escassos 0s estudos sobre 0s mecanismos que
atuam neste processo.

Lima (2015), sugeriu que existe uma provavel influéncia do fitormonio etileno na
inducdo da antese no cafeeiro. Sua hipdtese indica que uma molécula precursora do etileno, o
Acido Aminociclopropano Carboxilico (ACC), seria produzida na raiz do cafeeiro durante o
periodo de seca e depois transportada para a parte aérea apds reidratacdo da planta. Na parte
aérea, 0 ACC seria entdo convertido a etileno e a elevacao rapida e transitoria nos niveis deste
hormonio seria um dos sinais envolvidos na promocao da antese do cafeeiro.

Em seu experimento, Lima (2015) aplicou o 1-metilciclopropeno (1-MCP), um
inibidor da acdo do etileno, esperando que a antese ndo ocorresse. No entanto, a resposta
observada foi o contrario, sendo verificada antese apenas nas plantas tratadas com 1-MCP.

Com objetivo de melhor compreender o modo como o etileno regula o florescimento do
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cafeeiro, Santos (2016) também fez uso da aplicacdo exdgena de 1-MCP em cafeeiro e
verificou que ha um provavel aumento dos niveis de etileno nas gemas de forma répida e
transitoria.

Muitos mecanismos moleculares que regulam as diversas fases de desenvolvimento
das plantas sdo conhecidos, no entanto ainda ha muito a ser elucidado. Os pequenos RNAs
(SRNA) por exemplo, comecaram a ser melhor compreendidos ha menos de duas décadas.
Dentre estas moléculas, destacam-se 0s microRNAs, que atuam como reguladores da
expressao génica. Estas moléculas foram descobertas inicialmente em Caenorhabditis elegans
(LEE et al., 1993), mas j& foram identificadas em diferentes espécies de animais e plantas
(ARTEAGA-VASQUEZ et al., 2006).

Em plantas, os microRNAs tém um papel importante sobre os genes envolvidos na
complexa rede de regulacao do desenvolvimento floral, mais especificamente, na regulacdo de
genes de identidade floral, no desenvolvimento de &rgdos sexuais e no tempo de
florescimento (WANG et al., 2009; ACHARD et al., 2004).

Muitos estudos tém demonstrado que os pequenos RNAs também estdo envolvidos na
regulacdo da transducdo de sinal de varios fitorménios, incluindo o etileno (PILCHER et al.,
2007; MOXON et al., 2008; ZHANG et al., 2011; ZUO et al., 2012). Com auxilio do
sequenciamento em larga escala, varios microRNAs responsivos a este fitormonio j& foram
identificados em diversas espécies, como tomate (WANG et al., 2017), arroz (LIU et al.,
2009), rosas (PEI et al., 2013), Medicago truncatula (CHEN et al., 2012) e cevada (BAl et al.,
2017).

Com o intuito de explorar o modo como 0s microRNAs possam estar envolvidos no
processo de floragdo do cafeeiro e sua relacdo com o etileno, objetivou-se neste trabalho,
avaliar os efeitos da aplicacdo de 1-MCP sobre a expressdo de microRNAs potencialmente
responsivos ao etileno em gemas de cafeeiro, assim como caracterizar possiveis alvos destas

moléculas, em plantas sob diferentes condi¢des hidricas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Caracterizacgdo da espécie de estudo

O cafeeiro pertence a familia Rubiaceae, género Coffea L., com 103 espécies descritas,
sendo a grande maioria diploide e alogdmica (DAVIS et al., 2006), porém, apenas C. arabica
(café Arébica), C. canephora (café Robusta\Conilon), C. liberica (café Libérica), e C.
dewevrei (café Excelsa) sdo cultivados. Destes, apenas duas possuem importancia econémica:
Coffea arabica e Coffea canephora. No Brasil, 80% da producdo total é de C. arabica
(CONAB, 2018).

A espécie C. arabica teve sua origem nas regides do sudoeste da Etiopia, sudeste do
Sudao e norte do Quénia, numa faixa de altitude variando de 1.000 a 2.000 metros (DAVIS et
al., 2006; GUERREIRO-FILHO et al., 2008), a partir da hibridacdo natural de gametas nédo
reduzidos das espécies diploides, C. eugenioides e C. canephora (LASHERMES et al., 1999;
SAKIYAMA et al., 1999). Portanto, € uma espécie alotetraploide (2n=4x=44) e considerada
autdégama quanto a sua reproducdo, com cerca de 90% das suas flores fertilizadas com
gametas da mesma planta e apenas 10% de polinizacédo cruzada (AGUIAR et al., 2004).

O café Arabica chegou ao Brasil em 1727, com introducdo de somente de trés plantas,
sendo assim, sua base genética é bastante estreita e todas as cultivares disponiveis da espécie
sdo provenientes das duas formas botanicas, Typica e Bourbon. Apesar disso, C. arabica
apresenta cultivares com grande variabilidade devido a fatores como cruzamentos, mutacdes,
praticas agrondmicas e o ambiente (GUERREIRO-FILHO et al., 2008; ANTHONY et al.,
2001).

2.2 Fenologia do cafeeiro

Ao contrario da maioria das angiospermas, que emitem inflorescéncias e frutificam no
mesmo ano fenoldgico, o café precisa de dois anos para completar seu ciclo (CAMARGO;
CAMARGO, 2001). O primeiro ano se inicia com crescimento vegetativo caracterizado pelo
desenvolvimento dos ramos plagiotropicos a partir dos ramos ortotropicos. A primeira fase,
que compreende 0s meses de setembro a marco, tem inicio a partir da formacdo das gemas
axilares nos nos dos ramos plagiotropicos primarios (CAMARGO; CAMARGO, 2001;
LIVRAMENTO, 2010; RENA; MAESTRI, 1986).

Entre janeiro e fevereiro, comega a diferenciacdo das gemas florais, que iniciam seu

desenvolvimento. Cada axila da folha tem quatro a cinco botdes, que estdo em diferentes
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estadios de desenvolvimento desde a sua criagdo (MAJEROWICZ; SONDAHL, 2005; DE
OLIVEIRA et al., 2014). Apos a indugdo, quatro meristemas florais sdo formados dentro de
cada botdo e seu desenvolvimento também € assincrono (DE OLIVEIRA et al., 2014).

Quando as gemas florais atingem a maturacdo, momento em que todos os verticilos
florais ja estdo formados (DE OLIVEIRA et al., 2014), entram em estadio de dorméncia, que
corresponde aos meses de inverno, quando o potencial hidrico diminui. As gemas florais
permanecem nesse estddio de dorméncia até que ocorra o choque hidrico. Esse choque
hidrico, causado por chuva ou irrigacdo € o principal fator para desencadear a florada, mas o
aumento da umidade relativa do ar, pode também iniciar este processo (CAMARGO;
FRANCO, 1985).

O segundo ano fenoldgico inicia-se com a florada seguida pela formacdo dos
chumbinhos, que precede a expansdo dos grdos até atingir o tamanho normal. Em seguida
ocorre a granacdo dos frutos e a fase de maturacdo. Por fim, ocorre a senescéncia, morte dos
ramos plagiotropicos terminais (auto-poda). Na primavera do préoximo ano, brotam novos
ramos vegetativos, que se transformam em reprodutivos, permitindo nova producao
(CAMARGO; CAMARGO, 2001).

Camargo e Camargo (2001) propuseram um esquema dividido em seis fases para a
fenologia do cafeeiro Arabica (FIGURA 1): 1) vegetacdo e gemas foliares; 2) inducdo e
maturacdo das gemas florais; 3) florada; 4) granagédo dos frutos; 5) maturacdo dos frutos; 6)

repouso e senescéncia dos ramos terciarios e quaternarios.

Figura 1 — Fases fenoldgicas do cafeeiro Arabica nas condic¢des climaticas do Brasil.

< 1 Ano fenolégico | 2° Ano fenolégico »
12 Fase 2% Fase 3° Fase 4° Fase 5% Fase 6 Fase
Vegetagio e formagio das Indugao ¢ maturagao Florada (apds Granacdo Maturagio Repouso e
gemas foliares das gemas florais aumento do dos frutos dos frutes senescéncia
i . potencial hidrico dos ramos
Dias langos Dias curtos das gemas) tercidrios e
44— 7meses ————— | —— EIP=350mm —j»|wt ETP =70 mm P quaternarios

Chumbinho e
expansdo dos frutos
Folhas

pequenas

Set. Ago.

Out.| Now. | Dez.| Jan. | Fev. | Mar. | Abr.| Mai.| Jun. | Jul.| Ago.| Set. ‘ Qut.| Nov.|Dez| Jan. | Fev. | Mar. | Abr.|Mai | Jun.| Jul.

—————— Periodo Vegetativo ———————p»| Repouso | q—————————— Periodo reprodutivo————P»|  Autopoda

Novo perfodo vegetativo

Fonte: Camargo; Camargo (2001).

Dando énfase a fase reprodutiva, Morais et al. (2008) dividiram o desenvolvimento

reprodutivo do cafeeiro (Figura 2) em quatro grandes fases: desenvolvimento da gema floral
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(G), floracdo (FL), frutificacdo (F) e maturacdo (M), as quais sdo denominadas com suas
letras iniciais (FIGURA 2).

A fase G foi subdividida de acordo com o tamanho das gemas, sendo G1 — nés com
gemas indiferenciadas; G2 — nds com gemas intumescidas; G3 — gemas com até 3 mm de
comprimento; G4 — gemas medindo 3,1 a 6 mm de comprimento (fase de maturagdo, em que
todos os verticilos florais j& estdo desenvolvidos e as gemas entram em dorméncia); G5 —
gemas de 6,1 a 10 mm (coloracdo verde claro). No estagio G6 (gema maior que 10 mm e
coloracdo branca), ocorre a abertura das flores (FL) logo nas primeiras horas da manhd, as
quais murcham no segundo dia e caem no terceiro. A fase F foi subdividida de acordo com o
tamanho dos frutos e a fase M de acordo com a coloracdo dos frutos. Cada fase do
desenvolvimento é acompanhada por alteragdes morfologicas, anatbmicas e bioquimicas,
sendo sua duracdo varidvel e decorrente de fatores ambientais (chuva, temperatura e
fotoperiodo) e atributos enddgenos (gendtipo, crescimento vegetativo, potencial produtivo
estado nutricional e reguladores de crescimento) (MORAIS et al. 2008).

Figura 2 — Escala das fases de desenvolviemento floral de Coffea arabica, com énfase na fase G.

L
Ewws

Legenda: Nés indiferenciadas (G1), nds com gemas entumecidas (G2), gemas até 3 mm (G3), gemas
de 3,1 a 6 mm (G4), gemas de 6,1 a 10 mm (G6), gemas maiores que 10 mm (G6), flores abertas (FL)
e formacgédo dos chumbinhos (F1 e F2).

Fonte: adaptado de Morais et al. (2008).

O florescimento sequencial em cafeeiro, acarreta na maturacdo desuniforme dos
frutos. E possivel observar durante o periodo do outono-inverno, frutos maduros, frutos
verdes grandes e pequenos e flores em diferentes estadios de desenvolvimento em uma
mesma &rvore ou ramo, e varias destas etapas podem ocorrer em um Unico no. Essa

assincronia dificulta e aumenta os custos da colheita, e diminui a qualidade do produto final,
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gerando perdas na lucratividade (VOLTAN et al., 2011; CRISOSTO et al., 1992;
MAJEROWICZ; SONDAHL, 2005).

Nota-se que quando ocorre um déficit hidrico um pouco mais acentuado no periodo de
dorméncia das gemas (fase G4), a florada principal € bem definida, diminuindo a
desuniformidade (RENA; MAESTRI, 1986). Entretanto, um certo nivel de desenvolvimento
das gemas é requerido para que o choque hidrico tenha efeito sobre a floragdo, ou seja, gemas
maduras com crescimento secundario dos vasos condutores, 0 que permite a resposta a
irrigacdo (CRISOSTO et al., 1992). Seria necessario que todas as gemas atingissem o estadio
ideal antes do repouso e que apds as chuvas as flores abrissem ao mesmo tempo, para que
houvesse maior sincronia (VOLTAN et al., 2011).

O retorno das chuvas, ou irrigacdo, promovem 0 aumento substancial no teor de agua
das gemas dormentes, fazendo com que elas retomem seu crescimento, este processo resulta
da absorcdo de agua pelas folhas, desencadeando um rapido influxo para os botdes florais
(ALVIM, 1973; BROWNING, 1977; MAGALHAES; ANGELOCCI, 1976). No entanto,
somente as gemas dormentes que se encontram no estadio G4, estdo aptas a responder a este
estimulo e esta capacidade provavelmente estd relacionada com o desenvolvimento de um
feixe vascular contendo xilema secundario (CRISOSTO et al.,, 1992). Gemas em fases
anteriores a G4 apresentam pouca quantidade de pequenos elementos do xilema primério, e
essa restricdo anatdbmica limita a comunicacdo dessas gemas com estimulos emitidos pela raiz
durante ou ap6s um periodo de déficit hidrico (ALVIM, 1960; CRISOSTO et al., 1992).

Embora o &cido abscisico (ABA) seja geralmente considerado como a principal
molécula de sinalizacdo hormonal para as plantas em resposta ao estresse hidrico (SEKI et al.,
2007), alguns estudos mostram que o etileno também pode desempenhar um papel importante
neste processo biologico (WILKINSON; DAVIES, 2010; LIU et al., 2013). Em algumas
espécies, a desidratacdo pode resultar na producdo de etileno em alguns 6rgdos, como nos
peciolos de algoddo (GUINN, 1976) e nas folhas de trigo (MCKEON et al., 1982), ja nas
mudas de Citrus reshni, observa-se um aumento rapido e substancial na producdo de etileno
nas folhas de plantas estressadas ap0s a reidratacdo, resultando em abscisao foliar (TUDELA;
PRIMO-MILLO, 1992).

Em cafeeiro, Lima (2015) baseado na hipdtese de que o etileno seria um indutor da
antese, fez uso da aplicacdo de 1-Metilciclopropeno (1-MCP) com objetivo de inibir este
processo, no entanto, o produto atuou como um indutor. A analise da expressdo de genes

relacionados com a biossintese do etileno, mostrou que a aplicacdo do 1-MCP promoveu um
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aumento rapido na expressao destes genes apds 2h das pulverizagdes, mas o tempo de duragdo
parece ndo exceder 24 horas (LIMA 2015; SANTOS, 2016).

2.3 Etileno e seu papel na regulacéo do florescimento

O etileno CHs é um horménio gasoso, que atua como regulador enddgeno do
crescimento e desenvolvimento em plantas superiores. Dentre 0s processos mais bem
estudados em que esse hormodnio atua, estdo a germinacdo de sementes, crescimento de
plantulas, amadurecimento de frutos, senescéncia de flores e folhas, abscisédo foliar e
desenvolvimento do pélo radicular (ABELES et al., 1992; GRBIC; BLEECKER, 1995;
JOHNSON; ECKER, 1998; CHEN; ETHERIDGE; SCHALLER, 2005).

Além de participar das diversas etapas de desenvolvimento das plantas, o etileno
também é conhecido como o hormdnio do estresse, por ter sua sintese promovida por diversos
sinais, como ferimentos mecanicos (herbivoria, infeccdo por patdgenos), estresse hidrico,
salino, térmico, substancias quimicas e também por outros fitorménios (FAGAN et al., 2015;
SCHRODER et al., 2007; WANG et al., 2002; KENDE, 1993).

O etileno pode ser produzido por quase todas as partes das plantas superiores, sendo
derivado do aminoacido metionina e do intermediério S-adenosilmetionina, que é gerado no
ciclo de Yang. O inicio da biossintese do etileno se da pela conversdo de S-adenosilmetionina
em é&cido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) pela enzima ACC-sintase (ACS). Por
fim, o ACC é convertido em etileno pelas enzimas denominadas ACC-oxidases (ACO)
(MCKEON et al.,1995).

Em A. thaliana, a via de sinalizacdo de etileno foi bem caracterizada, de forma
sintética, o etileno € percebido por uma familia de receptores localizados nas membranas
celulares com auxilio do co-fator cobre (FIGURA 4). Estes receptores entdo ativam a CTR1,
uma proteina quinase, que atua como um regulador negativo das respostas do etileno. CTR1
passa entdo o sinal para ETHYLENE INSENSITIVE2 (EIN2), uma proteina transmembranar,
através de uma série de cascatas MAPK e em seguida, para EIN3/EILs, fatores de transcricédo
que desencadeiam a expressdo de genes alvo a jusante, como Ethylene Responsive Factorl
(ERF1) (SOLANO et al., 1998; et al., 2013).



17

Figura 4 — Ligacao das moléculas de etileno aos receptores associados as membranas.

w88

Receptor de Ligacdo da Encaixe da Sinalizag¢do quimica através
etileno na molécula de molécula de dos tecidos vegetais e
membrana etileno ao etileno e liberagdo do sitio receptor.

receptor “desbloqueio”
do receptor

Fonte: adaptado de Blankenship (2001)

Ja em relacdo ao florescimento, o papel do etileno ainda ndo é bem elucidado, pois o
mesmo varia entre espécies. Em lirio (HAN, et al. 1990), bromélia (DUKOVSKI,
BERNATZKY; HAN, 2006), cravo (JONES; WOODSON, 1997) e petinia (TANG;
WOODSON, 1996) o etileno induziu a floracdo. Em abacaxi, a aplicacdo de etileno ou
compostos liberadores de etileno é adotada constantemente como estratégia para uniformizar
o florescimento e frutificagio (COOKE; RANDALL, 1968; BARTHOLOMEW, 1977,
TURNBULL et al., 1999; ESPINOSA et al., 2017).

Por outro lado, a aplicacdo de etileno inibiu completamente a floracdo em Pharbitis nil
guando feita durante inducéo por fotoperiodo (SUGE, 1972). Ja a abertura das flores em rosas
é sensivel ao etileno, embora o grau dessa sensibilidade varie em diferentes cultivares (REID
etal., 1989; YAMAMOTO et al., 1994; MULLER et al., 2001; TAN et al., 2006).

Em A. thaliana o etileno atrasa a floracdo e esse atraso é parcialmente resgatado por
mutacdes de perda-de-funcdo em genes DELLA, uma familia de proteinas que atuam
reprimindo as respostas a Giberelinas (GASs). Neste caso, a sinalizacdo do etileno reduziu os
niveis de GAs ativas, aumentando assim a acumulacdo de DELLAs. A acumulacdo de
DELLA por sua vez, atrasou a floracdo através da repressdo dos genes de identidade do
meristema floral, LEAFY (LFY) e SUPPRESSOR DE OVEREXPRESSION DE CONSTANS 1
(SOC1) (ACHARD et al., 2003).

Proteinas DELLAS sé&o repressoras da acdo de GAs e estdo ativas na auséncia desse
horménio, atuando como um regulador negativo da sinalizagdo através do bloqueio da
expressdo dos genes induzidos pelas GAs. Quando ocorre a ligagdo de GA ao receptor, as

proteinas DELLA sdo degradadas permitindo a expressdo dos genes induzidos por GAs (CAO
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et al., 2006; FUKAZAWA et al., 2014; YU et al., 2012;). A ativacdo do gene LFY por GA é
mediada pelo fator de transcricio GAMYB-like, que é regulado negativamente pelas proteinas
DELLA. Os niveis de transcricdo de GAMYB-like sdo modulados pelo miR159 (GOCAL et
al. 2001; ACHARD et al., 2004; CSUKASI et al., 2012; MILLAR; GUBLER, 2005)

2.4 1-MCP: mecanismo de agao e aplicagoes

O metilciclopropeno (1-MCP) é um géas volatil inodoro com férmula quimica CsHs,
classificado como ciclopropeno. O 1-MCP é constantemente utilizado como um regulador
sintético do crescimento vegetal, é considerado estivel & temperatura ambiente e tem um
modo de acdo ndo toxico. Até agora € o mais promissor inibidor da acdo do etileno (VAN
STADEN, 1979; BURNS, 2008).

Devido ao seu mecanismo de ac¢do, o 1-MCP se tornou uma ferramenta muito util para
diminuir os efeitos indesejaveis do etileno na agricultura. Em particular, os efeitos
fisioldgicos pds-colheita relacionados com o etileno na abscisdo de frutos climatéricos, folhas
e flores, floricultura e decomposicdo de frutas, foram reduzidos pela aplicacdo de 1-MCP
(BLANKENSHIP; DOLE, 2003; WATKINS, 2006; SISLER, 2006).

O 1-MCP inibe a agéo do etileno por se ligar de forma competitiva aos receptores de
etileno nas membranas celulares com uma afinidade de ligacdo dez vezes maior (FIGURA 5).
A ligacdo do 1-MCP aos sitios receptores do etileno é permanente, blogueando a ligacdo do
etileno, silenciando as respostas a0 mesmo. No entanto, novos receptores podem ser
sintetizados, acarretando na retomada da sensibilidade da planta ao etileno (BLANKENSHIP,
2001; BLANKENSHIP; DOLE, 2003; HALL et al., 2000; SISLER, 2006).
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Figura 5 — Ligacdo competitiva do 1-metilciclopropeno (1-MCP) aos receptores de etileno

associados as membranas celulares.

Moléculas N3o ocorre A ligacdo do Novos receptores podem ser
de 1-MCP sinalizagdo 1-MCP é formados, restabelendo a
ligam-se aos guimica irreversivel, sensibilade ao etileno
receptores impedindo a
do etileno ligacdo de
moléculas
de etileno

Fonte: adaptado de Blankenship (2001).

A eficacia do 1-MCP ocorre sobre baixas concentragdes, pois sua meia vida de difusao
esta entre sete e doze dias, mas sua acao efetiva pode variar de acordo com a espécie ou a
cultivar. De modo geral, a concentracdo do produto utilizado deve ser suficiente para saturar
0s receptores e evitar a ligacdo do etileno (BLANKENSHIP; DOLE, 2003; VILAS BOAS,
2002).

2.5 Florescimento: aspectos moleculares

O florescimento marca a transicdo da fase vegetativa para a reprodutiva e é definido
por modificacbes morfofisioldgicas reguladas pela interacdo de fatores endégenos e exdgenos.
Diferentes rotas ja foram identificadas e relacionadas com a regulacdo do florescimento,
sendo luz e temperatura (fotoperiodo e vernalizacdo) rotas exdgenas, e a via autbnoma, a
idade da planta e a regulacdo hormonal via Giberelina (GA) rotas endégenas (SRIKANTH,;
SCHMID, 2011; POSE et al., 2012).

Cada um desses sinais € percebido por complexas redes de sinalizagdo inter-
relacionadas, formando uma rede reguladora integrada que coordena a atividade génica. De
um modo geral, os sinais originados por cada uma das rotas séo integrados e conduzem a
conversdo do meristema apical para o meristema de inflorescéncia e subsequente formacao de
flores (O'MAOILEIDIGH et al., 2014).
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Um dos genes envolvidos na via de percep¢do do fotoperiodo € o FLOWERING
LOCUS T (FT), que juntamente com outros genes, por exemplo SUPRESSOR OF
OVEREXPRESSION OF CONSTANS 1 (SOC1), FLOWERING D (FD) e AGAMOUS-LIKE
24 (AGL24), formam complexos proteicos e promovem direta ou indiretamente a expressao
dos genes de identidade floral (POSE et al., 2012; YAMAGUCHI; ABE, 2012). A integragéo
dos sinais de florescimento é fortemente controlada por um complexo repressor que consiste
em dois fatores de transcricdo da familia MADS-box, FLOWERING LOCUS C (FLC) e
SHORT VEGETATIVE PHASE (SVP) (LIU; THONG; YU, 2009).

Em Arabidopsis thaliana, a proteina APETALAL (AP1) do dominio MADS-box e 0
Fator de transcricdo LEAFY (LFY) séo reguladores mestres que controlam a identidade do
meristema floral (LOHMANN; WEIGEL, 2002). A ativacdo de LFY e AP1 em resposta a
sinais indutivos florais envolve varias proteinas de dominio MADS-box, incluindo SOC1,
FRUITFULL (FUL) e AGL24 (LEE et al., 2008; LI et al., 2008; LIU et al., 2007; MICHAELS
et al., 2003). Estudos genéticos e de expressao mostraram que SOC1, FUL e AGL24
funcionam a jusante de CONSTANS (CO), a saida da via do fotoperiodo, que acelera a
floracdo de A. thaliana em dias longos (BORNER et al., 2000; LEE et al., 2000; MELZER et
al., 2008).

O CO esta conectado aos genes MADS-box através da ativacdo do FT, que integra
informacgdes de vérias vias de sinalizacdo positivas e de acdo negativa. Varios estudos
mostram que a proteina FT é um sinal de longa distancia que se move diretamente das folhas
para 0 meristema apical, atuando como um florigeno (BAURLE, DEAN, 2006,
KOBAYASHI; WEIGEL, 2007; TURCK et al., 2008). O FT executa seu papel através da
interacdo com o fator de transcricdo FD, que é expresso especificamente no meristema apical,
onde o complexo FT/FD ativa varios genes MADS-box (ABE et al., 2005; WIGGE et al.,
2005). Como FT nas folhas, FD no meristema apical € um alvo direto do potente repressor
FLC, que medeia os efeitos da vernalizacdo. O FLC forma um complexo com outra proteina
de dominio MADS-box, SVP, e em conjunto, reprimem nao apenas FT, mas também SOC1
(SEARLE et al., 2006; LEE et al., 2007; L1 et al., 2008).

Para os genes de identidade floral, foi proposto um modelo de organizacéo
denominado ABCDE (COEN et al.,, 1991). Os genes de classe A, APETALA1l (AP1) e
APETALA2 (AP2), determinam as sepalas, os da classe B, incluem dois genes PISTILLATA
(P1) e APETALA3 (AP3), sdo necessarios para a formacdo de pétalas, o da classe C,
AGAMOUS (AG), determinam os carpelos, e a interagdo das classes B e C formam os

estames. Os genes da classe E compreendem os SEPALLATAL-3 (SEP1-3) e junto com 0s
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genes ABC, formam tetrameros de combinagdes ABCE, que se ligam ao DNA e determinam
o0s Orgaos florais. J& os genes da classe D, como SEEDSTICK (STK) e FLORAL-BINDIND
PROTEIN (FBP), somados aos da classe C e E, sdo necessarios para o desenvolvimento
normal do 6vulo (WEIGEL et al. 1992; THEIREN, 2011; VAN MOURIK et al., 2010; SU et
al., 2013).

Figura 6 — O modelo ABCDE para determinacdo de drgéos florais em Arabidopsis thaliana.

B

E
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Se Pt St Ca Ov
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Legenda: A Figura 6 mostra os dominios de expressdo das cinco classes de genes correspondentes aos
quatro tipos de 6rgdos florais: sépalas (Se), pétalas (Pt), estames (St) e (Ca), incluindo évulos (Ov) (Os
dois ultimos sdo considerados um Gnico 6rgédo para facilitar a compreensao). A figura deve ser lida em
coluna, por exemplo, na espiral Se 1, 0s genes A e E sdo predominantemente expressos. A identidade
de Se é determinada pela expressdo (alta) dos genes do tipo A e E, e isso normalmente ocorre no
verticilo 1, a espiral mais externa do meristema floral.

Fonte: adaptado de VVan Mourik. (2010).

2.6 Biogénese dos microRNAs

Grande parte das sequéncias transcritas de um genoma ndo codificam proteinas e sdo
chamadas de RNAs ndo-codantes (ncRNAs). Dentre os RNAs ndo codantes, hd um grupo de
pequenos RNAs (sRNAs) que atuam no silenciamento mediado por RNA, controlando a
expressao de muitos genes. Apesar destes pequenos RNAs serem bioguimicamente muito
proximos, eles diferem entre si do ponto de vista funcional e em sua biogénese, por exemplo,
0s microRNAs sdo transcritos a partir de genes MIR, enquanto os pequenos RNAs sdo
produtos da clivagem de outros RNAs (VOINNET, 2009; ZHAO et al., 2016; WANG;
CHEKANOVA, 2016).

Os microRNA sdo uma extensa classe de pequenos RNA endogenas, ndo codantes,

que variam entre 20 e 24 nucleotideos de comprimento e estdo envolvidos na mediacdo e
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silenciamento da expressdo génica pés-transcricional. Apesar da inibicdo da traducdo por
clivagem ser um processo classicamente mediado por pequenos RNAs de interferéncia
(siRNAs), microRNAs também exercem esse papel (VOINNET, 2009; BUDAK; AKPINAR,
2015).

Os genes MIR geralmente codificam uma unidade de transcri¢éo e séo transcritos pela
RNA polimerase 1l (POL I1). Os transcritos miRNA primarios (pri-miRNA) sdo 5'-capsulados
e poliadenilados e sdo capazes de formar estruturas de dobra imperfeitas denominadas
“hairpins”, que possuem um brago 5p ¢ um 3p, com tamanho semelhante aos transcritos que
codificam proteinas (TANG, 2010; BUDAK; AKPINAR, 2015).

Embora os genes MIR frequentemente codificarem um transcrito de RNA Unico,
existem alguns microRNAs policistrénicos documentados em plantas, um fendmeno que é
muito mais comum em animais. A transcri¢cdo de alguns loci de microRNAs podem gerar
transcritos com estruturas e sequéncias de “hairpin” diferentes, mas que ainda podem ser
processadas pela maquinaria de biogénese dos microRNAs, resultando em sequéncias
“maduras” diferentes (VOINNET, 2009; AXTELL etal., 2011, BUDAK; AKPINAR, 2015)

Em plantas, o transcrito primario (pri-miRNA) é estabilizado pelas proteinas de
ligacdo DAWDLE (DDL), sendo processado ainda no ndcleo pela atividade endonuclease de
DICER-LIKE1 (DCL1) com auxilio de outras proteinas, como as proteinas de ligacdo a RNA
dupla fita (dsSRNA) HYPONASTIC LEAVES 1 (HYL1) e SERRATE (SE) em precursores
(pré-miRNAs) (DONG; HAN; FEDOROFF, 2008; KURIHARA et al., 2006). Em seguida, 0s
prée-miRNAs sofrem uma clivagem subsequente pelo complexo DCL, formando uma estrutura
de duplex (MARGIS et al., 2006).

O pré-miRNA em plantas varia de 49 a 900 nucleotideos de comprimento e sofre
processamento por DCL1, ou, alternativamente, por DCL2, DCL3 e DCL4, formando um
duplex com dois nucleotideos 3’ projetados lateralmente (MARGIS et al.,, 2006). Os
microRNAs possuem em geral 21 nucleotideos, mas o tamanho varia dependendo da DCL
que faz a clivagem. A distancia entre os dominios RNase Il e PAZ é sugerida como sendo
determinante no comprimento do microRNA (BOLOGNA, VOINNET, 2014; ROGERS;
CHEN, 2013; BUDAK; AKPINAR, 2015).

O duplex ¢ entdo metilado na extremidadde 3’ por uma metiltransferase, denominada
HUA ENCHANCER1 (HENZ1), para evitar modificacOes posteriores e a degradagdo por
exonucleases (RAMACHANDRAN; CHEN, 2008). A proteina HASTY (HST) realiza o
transporte do duplex para o citoplasma (PARK et al., 2005), onde um dos bracos do duplex é

escolhido e incorporado a uma proteina da familia ARGONAUTA (AGO) para formar o
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sistema RISC (RNA Induced Silencing Complex). Um dos dominios da proteina AGO,
denominado PIWI possui atividade de endonuclease, capaz de clivar os alvos dos microRNAS
(PARK et al., 2005; ROGERS; CHEN, 2013; CARTHEW; SONTHEIMER, 2009; DEBAT,
DUCASSE, 2014). A Figura 3 ilustra o processo de biogénese e maturacao de microRNAs em

plantas.

Figura 3 —Biogénese de microRNAs em plantas
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Legenda: O transcrito do gene MIR é sintetizado pela enzima POL Il e forma uma estrutura de grampo
(pri-miRNA). Em seguida, o pri-miRNA é clivado pelo complexo DCL1 em pré-miRNA e depois
novamente para formar um duplex. O duplex é metilado por HEN1 e depois € transportado para o
citoplasma pela enzima HST. No citoplasma, um dos bragcos (miRNA maduro) é incorporado ao
complexo RISC.

Fonte: Adaptado de Yamaguchi e Abe (2012) por Rezende (2017).
2.7 microRNAs no florescimento

Os microRNAs atuam em diversas fases do desenvolvimento das plantas, inclusive no
florescimento, na regulacdo do tempo do florescimento e de muitos genes importantes que
atuam na formacgdo e desenvolvimento de ¢rgdos florais (AUKERMAN; SAKAI, 2003;
PARK et al., 2005; ACHARD et al., 2004). Dentre as familias de microRNAs conservadas
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em plantas, as duas mais bem estudadas séo a miR172 e miR156, que atuam na transicdo da
fase juvenil para a fase adulta.

O miR156, possui como alvos alguns genes que pertencem a familia de fatores de
transcricdo do tipo SQUAMOSA PROMOTER BINDING-LIKE PROTEINS (SPLs) (WANG et
al., 2009). Estes genes sdo especificos de plantas e estdo envolvidos da transicdo da fase
juvenil, para a fase adulta. A expressdo desde microRNA é maior durante a fase juvenil e vai
diminuindo a medida que a planta se desenvolve, promovendo a mudanca de fase.
Experimentos em plantas que super expressavam este microRNA, mostraram que as mesmas
permaneciam mais tempo na fase juvenil e apresentaram atraso no florescimento (CHUCK et
al., 2007; WANG et al, 2011; SILVA et al.,2014).

O miR172 tem como alvos os fatores de transcri¢do da familia APETALA2-like (AP2-
like), que sdo conhecidos como repressores florais e pertencem a classe A de genes de
identidade floral. Experimentos com plantas mutantes, em que a expressdo deste microRNA
foi aumentada, apresentavam florescimento precoce (OKAMURO et al., 1997;
AUKERMAN; SAKAI, 2003; CHEN et al., 2004).

A expressdo do miR172 é oposta a0 miR156, pois os fatores transcricionais SPL9 e
SPL10 (alvos do miR156) atuam como ativadores da expressdo do miR172. Dessa forma,
quando a expressdo do miR156 € reduzida, a expressdo do miR172 aumenta. Enquanto
miR156 é encontrado nos primeiros estadios de desenvolvimento e reduz ao longo do
desenvolvimento, miR172 é encontrado nos estadios mais avancados, principalmente em
folhas e botdes florais. miR172 também atua nas rotas de temperatura e fotoperiodo
(AUKERMAN; SAKALI, 2003, YAMAGUCHI; ABE, 2012; KIM et al., 2006).

O miR396 é um dos microRNAs conservados que desempenha papéis importantes no
desenvolvimento das plantas, regulando a expressdo dos Fatores Reguladores do Crescimento
(GRFs), uma classe de fatores de transcricio (DEBERNARDI et al., 2012). A rede
miR396/GRF é o ponto de controle central na regulacdo de varios processos de
desenvolvimento de plantas, incluindo desenvolvimento de raizes, formacdo de sementes e
organogénese floral (OMIDBAKHSHFARD et al., 2015).

Além disso, alguns dos membros da familia miR396 foram relatados por estarem
envolvidos em respostas ao estresse abidtico em A. thaliana e muitas outras espécies de
plantas (LIU et al., 2008, ZHOU et al., 2010, GIACOMELLI et al., 2012). Yang e Yu (2009),
observaram que o acimulo deste microRNA foi induzido pela seca em plantas de tabaco e

plantas transgénicas superexpressando este microRNA apresentaram melhor tolerancia a seca,
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com capacidade de conservacdo da &gua através da reducdo da area foliar e do indice
estomatico.

Yang e colaboradores (2015), identificaram um miR396, que tem como alvo um fator
de transcricdo do dominio MADS-box, SHORT VEGETATIVE PHASE (SVP), por meio do
impedimento da tradugdo. Em A. thaliana, o SVP funciona como um regulador negativo do
desenvolvimento floral como parte de um complexo com FLC para controlar o tempo de
floracdo regulando negativamente o FT e SOC1 se ligando diretamente a suas sequéncias
promotoras (LEE et al., 2007; LI et al., 2008; JANG et al., 2009; IRISH, 2010). Além disso, 0
SVP também interage com outros componentes, como AP1 e AGL24, durante os estadios 1 e 2
do desenvolvimento de flores para reprimir genes homeo6ticos florais que controlam a pétala,
0 estame e a identidade do carpelo (GREGIS et al., 2009).

Outra via de regulacdo da expressdo génica por microRNA, é a via miR159-GAMYB-
like, os genes GAMYB-like também codificam fatores de transcricdo e atuam na rota do
florescimento via GAs, promovendo o LFY. Plantas mutantes que super expressaram 0 gene
MIR159a apresentaram atraso no florescimento, pois miR159 regula os transcritos do gene
MYB33, reduzindo sua expressdo e consequentemente a atividade do gene LEAFY, que é
extremamente importante no florescimento, pois este age controlando a identidade do
meristema floral (WEIGEL et al., 1992). A via miR159/GAMYB-like também atua no
desenvolvimento das anteras e no receptaculo floral (ACHARD et al., 2004; CSUKASI et al.,
2012; MILLAR; GUBLER, 2005).

Outra forma de regulacdo da expressdo génica se da por meio da interacdo entre vias
reguladas por microRNAs durante o desenvolvimento floral, como é o caso das vias
miR159/GAMYB-like e miR319/TCP que podem regular a via miR167/ARF de forma
independente. O miR167 regula postivamente os Fatores de Resposta a Auxina ARF6 e ARF8,
gue atuam na formacdo de 6rgdos florais, e sua expressdo depende dos alvos de miR159 e
miR319. Estes alvos de miR159 e miR319 atuam na inducdo da expressdo do miR167
(RUBIO-SOMOZA; WEIGEL, 2013; WU et al., 2006). Além disso, os fatores de transcri¢do
TCP, alvos do miR319, podem integrar sinais hormonais, ambientais e de desenvolvimento
para modular varios processos bioldgicos (LI, 2015).

Em cafeeiro, ja foram identificados e caracterizados 235 precursores e 317
microRNAs maduros, pertencentes a 113 familias MIR, incluindo miR172 e miR156
(FERNANDES-BRUM et al., 2017). Dentre os microRNAs conservados identificados em
cafeeiro, 10 sequéncias maduras, apresentaram expressao diferencial entre os estadios G4 e
G5 de gemas florais em bibliotecas de sRNA-seq (FERNANDES-BRUM, dados néo
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publicados). Estes dados sugerem que os microRNAs podem atuar no processo de antese do
cafeeiro.

Ademais, diversos trabalhos mostram que varios microRNAs conservados sao
responsivos ao etileno, como os miR159, miR156, miR 390, miR164, miR 319 e miR396 em
cevada (BAI et al., 2017), miR172, miR319 e miR160 em tomate (WANG et al., 2017) e
miR159 e miR394 em arroz (LIU et al., 2009). Alguns estudos também relatam que a
expressao de genes que codificam microRNAs € regulada por varios fatores transcricionais
(YANT et al., 2010; BAEK et al., 2013). Por exemplo, ETHYLENE INSENSITIVE3 (EIN3),
um fator de transcri¢do chave na sinalizacdo de etileno, se liga diretamente a regido promotora
de miR164 e reprime sua transcri¢do (LI et al., 2013). Estes dados refor¢cam a hipdtese de que

0s microRNAs podem atuar na antese do cafeeiro em resposta ao etileno.



3 HIPOTESE

Os microRNAs atuam na antese do cafeeiro em resposta ao potencial aumento de
etileno nas gemas florais, apos aplicacdo de 1-MCP em plantas sob diferentes condicGes
hidricas.

27
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4 OBJETIVOS

Avaliar os efeitos da aplicacdo de 1-MCP sobre a expressdo de microRNAs
potencialmente responsivos ao etileno em gemas de cafeeiro, assim como caracterizar

possiveis alvos destas moléculas, em plantas sob diferentes condi¢des hidricas.

4.1 Objetivos especificos

e Avaliar a expressdo génica dos microRNAs potencialmente responsivos ao etileno
pelo método stem-loop RT-PCR em gemas florais de café sob estresse hidrico e sem
estresse hidrico, com e sem aplicacdo de 1-MCP.

e Predizer os alvos para os microRNAs selecionados no genoma de Coffea canephora
utilizando a ferramenta psRNATarget.

e Caracterizar os alvos putativos para cada microRNA por meio da andlise de ontologia

génica.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Local, periodo experimental e material vegetal

O experimento foi conduzido na Fazenda Milano (OLAM Agricola Ltda), localizada
na Rodovia BR 020/242 KM 835, Zona Rural, Barreiras - BA, no periodo de 21 a 23 de
Agosto de 2017. Foram utilizadas plantas de oito anos de idade da cultivar Catuai Vermelho
IAC 144. As andlises de expressdo génica e predicdo de alvos para microRNAs foram
realizadas no Laboratério de Fisiologia Molecular de Plantas (LFMP)
(http://www.dbi.ufla.br/Ifmp/), no Setor de Fisiologia Vegetal, Departamento de Biologia da

Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG — Brasil.

5.2 Tratamentos e delineamento experimental

O experimento foi composto por 2 grupos de plantas, um grupo de plantas sob estresse
hidrico, cuja irrigacdo foi suspensa por 36 dias (potencial hidrico foliar de -1,5 a -2,0 Mpa) e
outro grupo de plantas bem hidratadas (potencial hidrico foliar de -0,4 a -0,6 Mpa). Ambos 0s
grupos receberam dois tratamentos, T1 e TO, sendo TO o grupo controle, sem aplicacdo de
produto e T1 com aplicagdo de 1-MCP (produto comercial Harvista™ - AgroFresh). Para T1,
utilizou-se 150g de ingrediente ativo (i.a.) /ha do Harvista™. Para isso, diluiu-se 78 mL do
Harvista™ (formulagdo liquida) em 4L de &gua para 20 plantas, sendo que cada planta
recebeu 200 mL de calda.

A pulverizacao das plantas ocorreu no dia 21 de setembro no periodo da manha, entre
11:00 e 12:00 horas, com o auxilio de um pulverizador costal de 12L (S12 - Brudden
Pulverizadores) logo apds a preparacdo das solucfes. A pulverizacdo foi efetuada na planta
inteira abrangendo folhas (regido adaxial e abaxial) e gemas. Ap6s a pulverizacao do produto,
0 grupo de plantas sob estresse hidrico teve sua irrigacdo retornada. O processo de irrigacdo
durou 3 dias para ser completado, devido a irrigacéo ser feita por um pivé central.

O delineamento experimental foi em blocos casualizados com 2 tratamentos e 4
repeticdes bioldgicas, com cada repeticdo biologica composta por 5 plantas, totalizando 20
plantas por tratamento. Quatro linhas, denominadas blocos, agruparam as repetigoes
bioldgicas e entre cada bloco existia uma linha de plantas como bordadura. A localizacdo das
repeticdes biologicas nos blocos ocorreu aleatoriamente, preservando-se um espacgo

consideravel entre cada planta para que ndo houvesse interferéncia entre os tratamentos.
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5.3 Coleta do material

Para as anélise de expressao génica, coletaram-se gemas no estadio G4, de acordo com
Morais et al. (2008), de ramos plagiotropicos, preferencialmente no terco médio das plantas.
As coletas foram realizadas as 13:00 horas por trés dias consecutivos, a partir do dia da
aplicacdo do produto, totalizando 3 coletas. O material foi coletado em tubos plésticos de 50
mL, imediatamente congelados em nitrogénio liquido e em seguida armazenados em
ultrafreezer -80 °C até o momento das analises. A Tabela 1 mostra a nomenclatura utilizada

nas amostras.

Tabela 1 — Descricdo das abreviagOes utilizadas nas amostras.

Abreviacao Descricdo
D1 Plantas néo irrigadas
D2 Plantas apos retorno da irrigacéo (durante re-irrigacao)
D3 Plantas completamente re-irrigadas
| Plantas constantemente irrigadas
TO Tratamento controle, sem aplicacdo de 1-MCP
T1 Tratamento com aplicacdo de 1-MCP

Fonte: Do autor, 2018.

5.4 Andlise da expressao génica

5.4.1 Extracdo de RNA e tratamento com DNase

As gemas florais foram inicialmente maceradas em crisol com nitrogénio liquido com
auxilio de um pistilo e em seguida foram armazenados 100 mg de material vegetal em
microtubos de 1,5 mL. A extracdo de RNA foi realizada utilizando o PureLink® RNA Mini
Kit seguindo as recomendacdes do fabricante para tecidos vegetais com algumas alteracoes.

Inicialmente, adicionou-se 600 plL de tampdo de lise ao material macerado e
homogeneizou-se a amostra em agitador por 1 minuto, em seguida, adicionou-se 600 pL de
acido-fenol: cloroférmio (pH 4,5) e homogeneizou-se por mais 1 minuto. Centrifugou-se a
mistura por 10 minutos a 12.000 x g em temperatura ambiente, coletou-se 600 uL do
sobrenadante e transferiu-se para novos microtubos. Adicionou-se 300 uL de &lcool 99% e
homogeneizou-se a mistura por 1 minuto. Transferiu-se a mistura para uma coluna de
filtragem do kit, centrifugou-se por 15 segundos a 12.000 x g a temperatura ambiente e

descartou-se o fluxo continuo. Realizou-se a primeira etapa de lavagem, adicionando-se 350
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uL do tampdo I a coluna, centrifugando-se por 15 segundos a 12.000 x g a temperatura
ambiente e descartando-se o fluxo continuo.

Para o tratamento com DNase, utilizou-se a enzima RNase free DNase Set (Qiagen).
Adicionou-se 80 uL. de uma mistura previamente preparada da enzima (10 uL. de DNase + 70
uL de tampao DDR) a coluna de filtragem e incubou-se a mistura a temperatura ambiente por
15 minutos. Em seguida, continuou-se a etapas de lavagem, adicionando-se 350 uL. do tampéo
I a coluna, centrifugando-se por 15 segundos a 12.000 x g a temperatura ambiente e
descartando o fluxo continuo. Adicionou-se 500 puL do tampéo II a coluna, centrifugou-se por
15 segundos a 12.000 x g a temperatura ambiente e descartou-se o fluxo continuo. Repetiu-se
as lavagens com os tampdes | e Il e centrifugou-se a amostra por 2 minutos para completa
secagem. Para a eluicdo do RNA, transferiu-se as colunas de filtragem para novos tubos,
adicionou-se 15 puL da agua livre de RNase contida no kit, incubou-se por 1 minuto a
temperatura ambiente e por fim, centrifugou-se por 2 minutos a 12.000 x g. Repetiu-se esta
etapa, para que fosse obtido volume final de 30 uL. de RNA. As amostras foram armazenadas

em freezer -20 °C até as analises posteriores.

5.4.2 Quantificacdo e analise da qualidade do RNA

Apbs a extracdo do RNA, as amostras foram quantificadas e analisadas quanto a
presenca de contaminantes utilizando-se o espectrofotdbmetro NanoVue® (GE Healthcare).
Utilizou-se 1,5 puL de cada amostra para realizar essa analise, observando-se a as relacGes de
pureza A260\280 e A260\230, priorizando-se, preferencialmente, valores entre 1,8 e 2,0.

Para avaliar a integridade do RNA extraido, as amostras foram submetidas a
eletroforese em gel de agarose (0,7%), corado com GelRed Nucleic Acid Gel Stain (Sigma
Aldrich) e visualizado em fotodocumentador UV-transiluminador (UVITEC FireReader XS
D-77Ls-20. M). Para obtencdo do RIN (RNA integrity number), foi utilizado o sistema Agilent
2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies), seguindo as recomendacbes do fabricante para
RNA de plantas, padronizando as amostras para aproximadamente 400 ng/ pL. Foram

utilizados apenas os RNAs que apresentaram RIN acima de 7.

5.4.3 Selecéo dos microRNAs

As sequéncias dos microRNAs escolhidos foram identificadas em Coffea arabica por
Fernandes-Brum (dados ndo publicados), com base na expressdo diferencial de microRNAs
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entre as fases G4 e G5 de gemas florais de café. Foram selecionados 4 familias MIRs:
miR396, miR156, miR172 e miR3109.

5.4.4 Sintese de cDNA

A sintese de cDNA foi feita a partir do método stem-loop RT-PCR descrito por Chen
et al. (2005) (FIGURA 6). Para a amplificacdo dos microRNAs, foram desenhados 3 primers.
O primeiro, primer stem-loop ou RT, possui 50 nucleotideos, dos quais 44 sdo iguais para
todos os primers e 0s outros 6 sdo complementares a regido 3’ de cada microRNA. Esse
primer tem a capacidade de formar uma estrutura em formato de grampo, denominada
hairpin, em baixas temperaturas. O segundo primer, forward, é igual ao microRNA alvo,
porém sem as bases que se anelam ao hairpin e com adi¢do de uma extensdo na extremidade
5’ com funcdo termodinamica. O terceiro primer, reverso, é universal, pois sua sequéncia é
complementar a parte fixa do primer stem-loop. As sequéncias dos primers desenhados foram
analisadas utilizando a ferramenta Oligo Analyzer 3.1

(https://www.idtdna.com/calc/analyzer).

Figura 6 — Amplificacdo de microRNAs por stem-loop-RT-PCR

mature miRNA

4

PCR

- i I univ | rever: rimer
forward primer e
1

'

Legenda: O primer stem-loop se anela ao microRNA para a sintese de cDNA (Step 1), em seguida o
primer forward se liga a sequéncia do microRNA e o primer reverso universal se liga a regido do
primer stem-loop para que a qPCR ocorra (Step 2).

Fonte: Gao et al. (2012).
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Para a sintese de cDNA, utilizou-se apenas o primer stem-loop, e para cada dois
microRNAs a serem analisados, sintetizou-se um cDNA diferente. A sintese de cDNA foi
feita a partir do RNA tratado, utilizando-se o kit ImProm-II™ Reverse Transcriptase
(Promega). Para o mix 1, foram utilizados 1000 ng de RNA, 1 puL de dNTP mix, 2 uL de
primer RT especifico para cada microRNA e 1 pL de primer oligodT, para essa mistura as
condigdes no termociclador foram 70 °C por 10 minutos e 4 °C por 10 minutos. Para 0 mix 2,
foram utilizados 5 puL de Buffer, 2,4 uL de MgCl, 0,6 uL de RNaseOut ¢ 1 uL da enzima
Improm-II, para essa mistura as condi¢des no termociclador foram: inicio a 16 °C por 30
minutos, 60 vezes a 30 °C por 30 segundos, 42 °C por 30 segundos, 50 °C por 1 segundo e
finalizag&o a 75 °C por 15 minutos.

5.4.5 Expressdo dos microRNAs por stem-loop RT-PCR

As andlises da expressdo dos microRNAs escolhidos (ccp-miR396a-5p, ccp-miR156f-
3p, ccp-miR319¢c-2-3p, ccp-miR172d-1-3p) foram conduzidas utilizando-se o termociclador
Rotor-Gene Q Real-Time PCR (Qiagen), utilizando o sistema de deteccdo SYBR® Green. O
volume final da reag@o para cada amostra foi de 15 pulL: 7,5 uL de Master Mix SYBR Green
(QuantiNova SYBR Green PCR Kit - Qiagen), primers ccp-miR396a-5p, ccp-miR156f-3p,
ccp-miR319c¢c-2-3p a 1 mM e ccp-miR172d-1-3p a 2 mM, 1,5 pLL de cDNA na diluigdo 1/25 e
o resto do volume completado com &gua livre de RNase.

Foram utilizadas trés repeticdes bioldgicas de cada tratamento, sendo utilizadas
triplicatas técnicas para cada uma das amostras. As condicdes de ciclagem utilizadas foram: 5
minutos a 95 °C para ativacdo da enzima, seguidos de 40 ciclos de 5 segundos a 95 °C e 10
segundos a 60 °C, com uma rampa de melting para se avaliar a especificidade da reacdo de 55
°C a 95 °C, com o aumento de 1 °C a cada 5 segundos. A eficiéncia de amplificacdo dos
primers dos genes alvos e de referéncia foi determinada por meio de curva de dilui¢do
(TABELA 2). A analise da expressao relativa foi calculada ulilizando o método descrito por
Pfaffl (2001), utilizando os genes de referéncia AP47 e RPL39 (FERNANDES-BRUM et al.,
2017). A diferenca relativa da expressdo de cada gene foi feita com base em uma amostra
calibradora, que foi escolhida de acordo com o menor nivel de expressdo para cada um dos

genes no tecido analisado.



Tabela 2 — Sequéncia de primers e eficiéncia da amplificacdo por stem-loop RT-PCR.

Genes/microRNA | Primer RT (5’ -3”) | Primer Foward | Primer Reverse | Eficiéncia de R?
(5°-37) (5°-3) amplificacdo
ccp-miR396a-5p GTCGTATCCAGT GTCTACGTTC GTGCAGGGT 99% 0,99
GCAGGGTCCGA CACAGCTTTC CCGAGGT
GGTATTCGCACT TT
GGATACGACCT
GCTG
ccp-miR156f-3p  GTCGTATCCAGT GGCGTTGAC  GTGCAGGGT 91% 0,99
GCAGGGTCCGA AGAAGAGAG CCGAGGT
GGTATTCGCACT AG
GGATACGACTG
TGCT
ccp-miR319c-2-  GTCGTATCCAGT GATTGCTTG  GTGCAGGGT 98% 0,99
3p GCAGGGTCCGA GACTGAAGG CCGAGGT
GGTATTCGCACT GA
GGATACGACGG
GAGC
ccp-miR172d-1- GTCGTATCCAGT CGGGAATCT GTGCAGGGT 110% 0,99
3p GCAGGGTCCGA TGATGATGC CCGAGGT
GGTATTCGCACT TG
GGATACGACCT
GCTG
AP47 - GGTGTACGC AGCCAACAG 97% 0,99
TCACCATTTT CACCAGTAA
CATC CTTG
RPL39 - GCGAAGAAG TTGGCATTGT 91% 0,99
CAGAGGCAG AGCGGATGG
AA T

Fonte: Do autor, 2018.

5.5 Predicdo de alvos para microRNAs

34

Sequéncias alvo dos microRNAs selecionados por serem possivelmente responsivos
psRNATarget,

(http://plantgrn.noble.org/psRNATarget/analysis?function=3) utilizando os parametros default

ao etileno, foram preditas usando a ferramenta
(padréo). Para buscar os alvos dos microRNAs, as bibliotecas de RNA foram coletadas de
arquivos GFF (CDS+UTR) do projeto genoma de Coffea canephora (http://coffee-
genome.org/).

Buscas por homologia foram realizadas com o algoritmo blastp (versdo 2.7.1+)
comparando todas as 25.574 proteinas anotadas no genoma de Coffea canephora (DENOEUD
et al., 2014) contra a base de dados Swiss-Prot (https://web.expasy.org/docs/swiss-
prot_guideline.html). Posteriormente, estes alinhamentos foram enriquecidos com termos de
ontologia génica utilizando o programa Blast2GO (versdo 5.0) e os resultados foram

exportados na forma de tabelas codificadas em arquivos de texto.
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Scripts em bash foram desenvolvidos para a identificagdo dos termos de ontologia
génica referentes aos alvos de cada microRNA. Posteriormente, 0 conjunto de termos
identificados para os alvos foram analisados utilizando o método Singular Enrichment
Analysis (SEA) da ferramenta AgriGO (http://bioinfo.cau.edu.cn/agriGO/analysis.php) (DU et
al., 2010). Os termos foram comparados contra o background de Coffea canephora para a
identificacdo de termos de ontologia enriquecidos entre os alvos.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Analise da expressao génica

A anélise da expressdo génica possibilitou dividir os microRNAs analisados em dois
grupos, sendo ambos responsivos a aplicacdo do 1-MCP, mas um grupo de resposta positiva e
outro negativa. Na Figura 7-A, observa-se que houve diminuicdo da expressdo do miR396a-
5p, nas gemas das plantas que estavam sob estresse hidrico (D1) e receberam aplicacdo do 1-
MCP (T1), apresentando expressdo 25 vezes maior que a amostra calibradora D2T0. J& a
amostra D1T1 apresentou expressdao do miR396a-5p 14 vezes maior que na amostra D2TO.
Em D2 (irrigacdo incompleta) o tratamento com aplicacdo de 1-MCP, apresentou expressao
13 vezes maior que a amostra calibradora. JA& em D3 (irrigacdo completa) e | (plantas
constantemente irrigadas) ndao houve diferenca de expressdo entre os tratamentos.

A aplicacdo do produto influenciou na expressdo deste microRNA nas plantas que
estavam sob estresse hidrico e nas plantas que tiveram sua irrigacdo retornada, porém o
mesmo ndo ocorreu nas plantas completamente re-irrigadas, nem nas plantas constantemente

irrigadas.
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Figura 7 — Graficos de expressdo génica relativa para os microRNAs analisados.
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\Legenda: A cor laranja representa o tratamento 0 (TO - sem aplicagdo de 1-MCP) e a cor amarela
representa o tratamento 1 (T1 — com aplicagdo de 1-MCP). A - Dados de expressdo para 0 miR396a-
5p, B - Dados de expressdo para 0 miR156f-3p, C - Dados de expressdo para 0 miR319c-2-3p e D -
Dados de expressdo para 0 miR172d€-3p.  : Amostra calibradora

Fonte: Do autor (2018).

O miR396, é constantemente relacionado ao estresse abiotico (LIU et al., 2008, ZHOU
et al., 2010, GIACOMELLI et al., 2012), inclusive na tolerancia a seca (YANG; YU, 2009).
Possivelmente, sua expressao diminuiu em D1T1 em relagdo a D1TO, porque as plantas em
D1TO estavam sob estresse hidrico e a aplicacdo do 1-MCP deu inicio aos processos de
resposta a esse estimulo, ja& que ja foi verificado que a aplicacdo de 1-MCP exerce papel
semelhante ao da chuva ou irrigacdo na antese do cafeeiro, possivelmente no aumento dos
niveis de etileno (LIMA, 2015; SANTOS, 2016). O aumentos dos niveis de etileno em plantas
gue passaram por um periodo de estresse e depois foram re-irrigadas, ja foi observado, como
em rosas (MENG et al., 2014) e Citrus reshni (TUDELA; PRIMO-MILLO, 1992). Ao se
comparar D1TO com D2TO0, observa-se que o retorno da irrigacdo tem grande efeito sobre a
expressao deste microRNA, pois 0s niveis de expressao séo bem reduzidos em D2TO, fato que

pode estar relacionado com o papel deste microRNA na tolerancia a seca.
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Na Figura 7-B, a andlise da expressao génica para 0 miR156f-3p mostra que também
houve diminuigdo da expressdo do miR156f-3p de D1TO para D1T1, em relacdo a amostra
calibradora, a amostra D1TO apresentou expressdo 27 vezes maior, enquanto a amostra D1T1
apresentou expressao 6 vezes maior. Em D2, a expressdo de D2T1 é duas vezes maior que
amostra calibradora. Novamente, as plantas completamente irrigadas apos estresse hidrico
(D3) e constantemente irrigadas (I) ndo apresentaram diferencas de expressdo entre 0S
tratamentos.

Para 0 miR319c-2-3p, a expressao génica mostrou um comportamento inverso para
este microRNA em relagéo aos anteriores, pois em D1T1 houve um aumento de 6 vezes da
expressdo, em relacdo a amostra calibradora (D1T0) (FIGURA 7-C). No entanto, para as
outras amostras, onde houve irrigacdo, ndo houve diferenca de expressao entre 0s tratamentos.
O miR172d-1-3p, segue 0 mesmo padrdo de expressao observado para 0 miR319c-2-3p, em
que a aplicacdo do 1-MCP promoveu a expressdo deste microRNA (FIGURA 7-D). Houve
um aumento da expressdo deste microRNA de 8 vezes em D1T1 em relagdo a amostra
calibradora (D1TO0). Para as outras amostras em que houve irrigacdo, também ndo houve
diferenca de expressdo entre os tratamentos.

Os fatores de resposta ao etileno (ERFs) constituem o maior grupo da familia de
fatores de transcricdo AP2/EREBP (proteinas de ligacdo ao elemento responsivo ao etileno) e
ja foram caracterizados como os principais alvos da familia 172 em Arabidopsis (WU et al.,
2009) e tomate (CHENG et al., 2016; WANG et al., 2017). Apesar do miR319 atuar no
controle da morfogénese e desenvolvimento foliar através da regulacdo dos fatores de
transcricdo TCP (PALATNIK et al., 2003), os fatores de transcricdo GAMIYB, que atuam na
via de sinalizacdo do etileno, também ja foram caracterizados como alvos para este
microRNA (WANG et al., 2017). Os alvos relatados podem estar sendo ativados com o
aumento da expressdo relativa do miR172 e miR319 nas amostras que receberam aplicacao de
1-MCP (D1T6), pois a aplicacdo do produto pode ter resultado no aumento dos niveis de
etileno e ambos os alvos estéo relacionados com o etileno.

Também € possivel notar que miR156 e mirl72 apresentam perfis de expressao
contrérios em relacdo a aplicacdo de 1-MCP, com o miR156 sendo reprimido e miR172
induzido. Estes microRNAs possuem acdo antagonica, pois os alvos do miR156 (SPL9 e
SPL10) (YAMAGUCHI; ABE, 2012) ativam a expressdo do miR172 e atuam na transigdo da
fase vegetativa para a reprodutiva. O miR156 é mais expresso na fase juvenil da planta e sua
expressao vai diminuindo a medida que a expressdo do miR172 vai aumentando. Talvez, um

mecanismo parecido esteja atuando na quebra da dorméncia das gemas no estadio G4 em
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cafeeiro. Na dorméncia o miR156 estd mais expresso e quando as gemas voltam a se
desenvolver a expressao deste miRNA cai e a do miR172 aumenta.

Dos quatro microRNAs avaliados neste trabalho, apenas o miR172d-2-3p néo
apresentou o mesmo perfil de expressdo observado no trabalho de Fernandes-Brum (dados
n&o publicados), em que foram identificados 10 microRNAs diferencialmente expressos entre
bibliotecas de SRNA-seq dos estadios G4 e G5 de gemas de cafeeiro em condi¢des de campo.
Considerando que em G5, as gemas florais ja retomaram seu crescimento devido a chuva ou
irrigacdo, podemos comparar esta fase com o tratamento T1, em que houve aplicacdo de 1-
MCP, ja que o produto produz o mesmo efeito que a chuva ou irrigagdo na antese do cafeeiro.
No entanto é importante ressaltar que a analise neste trabalho foi feita em um menor periodo
de tempo em relacdo a transicdo da fase G4 para G5.

O fato de ndo haver diferenca na expressdo génica entre os tratamentos TO e T1 nas
plantas completamente re-irrigadas pode ser explicado devido a resposta a aplicagédo de 1-
MCP ser rapida e no momento que as amostras foram coletadas a resposta ja pode ter
ocorrido. Também ndo houve diferenca entre os tratamento TO e T6, nas plantas
constatemtne irrigadas para todos os microRNAs, provavelmente isso ocorreu porque a
aplicacdo de 1-MCP e a chuva ou irrigacdo, promovem a mesma resposta na planta, um
provavel aumento dos niveis de etileno e a antese (LIMA, 2015; SANTOS; 2016). Sabe-se
que para que haja uma concentragdo da florada é necessario que o cafeeiro passe por um
periodo moderado de estresse hidrico antes da chuva ou irrigagdo (ALVIM, 1960;
MAGALHAES; ANGELOCCI 1976; CRISOSTO et al., 1992). Na hipétese de Lima (2015),
este periodo é necessario para que haja uma concentracdo dos niveis de ACC na raiz, para que
com a chuva ou irrigacao, eles sejam transportados para a parte aérea. No entanto, as plantas
constantemente irrigadas ndo passaram por um periodo de estresse, 0 que provavelmente fez
com que as mesmas nao tivessem resposta a aplicacdo do produto em relacdo a expressao dos
microRNAs.

6.2 Analise dos termos de Ontologia génica para os alvos preditos dos microRNA

Apols 0 BLASTp de todas as proteinas de Coffea canephora contra o banco de dados
SwissProt, aproximadamente 82% das proteinas retornaram alinhamentos significativos com
essa base de dados. Com este refinamento, o nimero de alvos preditos foi de 185 para o
miR396a-5p, 52 para 0 miR172d-1-3p, 118 para 0 miR156f-3p e 137 para 0 miR319c-2-3p.
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Na andlise de enriquecimento dos termos de ontologia para 0 miR319a-5p, foram
encontrados 22 termos enriquecidos (FIGURA 8). Alguns dos termos enriquecidos foram
resposta para estimulos, regulacao bioldgica e processos metabolicos.

Figura 8 — Termos de ontologia enriquecidos para 0 miR396a-5p.
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Para 0 miR156f-3p, ndo foram encontrados termos enriquecidos, porém, foram
identificados genes da familia SPL como possiveis alvos deste microRNA. Os genes da
familia SPL como SPL9 e SPL10 j& foram descritos anteriormente como alvos desta familia
de microRNAs. Estes genes ativam a expressdo do miR172 e atuam na transicdo da fase
vegetativa para a reprodutiva (YAMAGUCHI; ABE, 2012).

Para 0 miR319c-2-3p foram encontrados 18 termos enriquecidos (FIGURA 10).
Alguns dos termos significativos foram resposta para estimulos, atividade catalitica, processos

metabolicos e regulacdo de processos bioldgicos.

Figura 9 — Termos de ontologia enriquecidos para 0 miR319c-2-3p.
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Para o0 miR172d-1-3p, foram identificados 12 termos enriquecidos (FIGURA 11).
Alguns dos termos significativos para este microRNA séo sinalizacéo, regulacéo bioldgica e

processo reprodutivo.

Figura 10 — Termos de ontologia enriquecidos para 0 miR172d-1-
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Os termos de ontologia génica enriquecisos para 0s alvos putativos do miR396,
miR319 e miR172, principalmente, repostas a estimulos, atividade catalitica, processos
metabolicos, regulacdo de processos bioldgicos e sinalizacdo, ddo a ideia de que estes
microRNAs atuam na regulacdo de vias de sinalizacdo. Estudos anteriores indicaram que 0s
alvos dos microRNAs conservados também sdo conservados e a maioria das familias de
microRNAs compartilham alvos em comum (JIN et al., 2008; LU et al., 2008; WANG et al.,
2017). Desta forma, o fato de alguns termos de ontologia génica se repetirem nos alvos
putativos de cada microRNA, dé a ideia de que muitos desses alvos estdo relacionados com a

mesmo processo bioldgico e que estas vias interagem entre si.
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7. CONCLUSAO

Os quatro microRNAs analisados neste trabalho apresentaram resposta logo apés a
aplicacdo de 1-MCP nas plantas que estavam sob estresse hidrico. miR396a-5p e miR156f-3p
foram reprimidos e miR319c-2-3p e miR172d-1-3p foram induzidos. J& para as plantas
completamente re-irrigadas e constatemente irrigadas ndo houve diferenca de expressao para
0s quatro microRNAs entre os tratamentos.

A expressdo antagbnica de miR156f-3p e miR172d-2-3p, pode estar relacionada a
quebra da dorméncia das gemas florais no estadio G4 de forma anéloga a mudanca da fase
vegetativa para a fase reprodutiva. A analise dos termos de ontologia génica para os alvos
preditos para cada microRNA indica que eles podem estar envolvidos nas vias de sinalizacéo
hormonal, inclusive para o etileno.

Para que haja maior entendimento do papel dos microRNAs analisados na resposta a
aplicacdo de 1-MCP em plantas sob diferentes condigdes hidricas, serd necessario fazer
também em trabalhos futuros, a analise da expressao génica dos alvos destes microRNAS e

também de genes relacionados com a biossintese do etileno.
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