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Resumo

Com as alteragdes climaticas, a escassez de agua tornou-se um desafio mundial na agricultura. Como
mecanismo de adaptagdo ao estresse hidrico, as plantas desencadeiam respostas a nivel molecular,
como modulagdes transcricionais e pos transcricionais. Objetivamos validar a eficiéncia de primers para
RT-gPCR capazes de confirmar ou refutar as pressuposi¢des ou hipéteses em relacdo a tolerancia.
Foram utilizados materiais genéticos de clones de Coffea canephora com caracteristicas contrastantes
de interesse para a cafeicultura, incluindo tolerancia e susceptibilidade a seca. O niumero de ciclos no
limiar de fluorescéncia, denominado de cycle threshold, foi utilizado na RT-gPCR, e calculamos a
regressdo dos valores de Ct em funcdo as concentracdes do cDNA para obtencdo do slope,
amplificag@o exponencial e eficiéncia. Os resultados indicaram que os valores de Ct dos genes alvo
foram maiores em comparacgédo aos genes referéncia, indicando que os genes alvo requerem um maior
namero de ciclos para a reagao ocorrer. Todos os genes estudados apresentaram eficiéncia superior a
100%, garantindo uma boa acuracia para andlises futuras de expresséo relativa de genes.
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Introducéo

No contexto das alteracdes climaticas, a escassez de agua tornou-se um desafio mundial para a
agricultura (LANG et al., 2018; FAHAD et al., 2017). Como mecanismo de adaptacdo ao estresse
hidrico, as plantas desencadeiam respostas nos niveis molecular, bioquimico e fisiolégico. A nivel
molecular, a resposta a seca geralmente inclui modulagdes transcricionais e pos-transcricionais, que
envolvem expressdo diferencial de genes, mudangcas metabdlicas e fisiologicas associadas a
aclimatacéo da planta (ABDEL et al., 2020; MASHAKI et al., 2018).

A andlise da expressdo génica, € uma abordagem popular e versatil com alta aplicabilidade para
identificar o contexto no qual um gene é transcrito e a proteina é produzida e codificada (ABDALAH e
BAUER, 2016). A quantificacéo precisa dos niveis de expresséo pode fornecer pistas importantes para
identificar e verificar as fun¢des dos principais genes em vias celulares, auxiliando na precisdo do
estudo do estado fisiologico das células diante de diferentes estresses (ABDALAH e BAUER, 2016).

Entretanto, os pressupostos na execucéo de quantificacdo da expressdo génica definem parametros
que devem ser seguidos para uma analise robusta e decisiva (LOBO e LOBO, 2014). Parametros como
primers eficientes e uma 6tima curva de dissocia¢do garantem confiabilidade nos dados, conforme as
normas prescritas pelo guia The MIQUE Guidelines (BUSTIN et al., 2009) e (RADONIC et al., 2004).

No género Coffea existem mais de 130 espécies descritas, entretanto, duas delas sdo destacadas
comercialmente como base da producdo mundial, sendo essas Coffea arabica L. (café arabica) e C.
canephora Pierre ex A. Froehner (café conilon/robusta) (DAVIS et al., 2011). No Espirito Santo Coffea
canephora (conilon) é a commoditie mais produzida. No entanto, durante os anos de 2015/2016, o
estado sofreu com limitagdes significativas a capacidade produtiva das safras devido as mudancas
climaticas (VENANCIO et al., 2020). O estudo proposto por Davis et al. (2019), sugere que muitos Cafés
conilon cultivados se tornardo menos adequados para o cultivo devido ao impacto das mudancas
climaticas, podendo perder 60% de areas de plantio devido a proje¢cdes de aumento da temperatura e
padrdes de precipitacdo alterados.
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Considerando a relevancia do conhecimento acerca do estudo genético para o entendimento dos
mecanismos de tolerancia a seca em C. canephora, objetivamos validar a eficiéncia de primers capazes
de confirmar ou refutar as pressuposi¢cées ou hipoteses, visando andlise diferencial de expressao
desses genes no contexto de tolerancia.

Metodologia

Os materiais genéticos foram obtidos a partir da selecdo de progénies 109x120 e 120x109 entre
clones de café conilon com caracteristicas de interesse para a cafeicultura. As caracteristicas séo as
seguintes: clone 120 - café conilon, porte médio, maturacao média, suscetivel a ferrugem, vigoroso e
tolerante a seca; clone 109 - café conilon, porte médio, maturacdo média, suscetivel a ferrugem e a
seca.

O experimento foi conduzido em um Delineamento de Blocos Casualizados (DBC) com 10 genétipos
de C.canephora em um espacamento de 3x1m, com trés repeticdes e trés plantas por parcela. Folhas
saudaveis e completamente expandidas foram coletadas do terceiro né de ramos plagiotrépicos. Apés
a coleta, o material foi acondicionado em nitrogénio liquido e posteriormente armazenado em ultra
freezer a -80 °C.

O RNA total foi isolado utilizando o protocolo de Dos Santos et al. (2011), seguindo todas as
recomendacges técnicas para obtengdo de material de boa qualidade e posteriormente tratados com
DNase. A concentrac@o do RNA foi determinada utilizando o espectrofotdbmetro NanoDrop 2000/2000c
(Thermo Scientific). O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado a partir da enzima transcriptase
reversa do GoScript® com oligo (Dt15) (Promega), seguindo orienta¢gdes do fabricante.

Os primers testados foram sintetizados a partir das sequéncias codificadoras obtidas no banco de
dados de café conilon (http://coffee-genome.ord/), e desenhados a partir do software Primer3plus,
posteriormente foram testados preliminarmente para sua especificidade.

A analise para verificar a eficiéncia dos primers foi realizada a partir da técnica de RT-qPCR (Reverse
transcription-gPCR). A RT-qPCR foi conduzida utilizando 3 uL de cDNA em uma diluicido de 3 vezes
(1:3) e uma concentracéo final de 2 mM de cada iniciador, totalizando um volume final de 10 pL com
SYBR/qPCR MasterMix, GoTag® (Promega).

A amplificacdo dos primers (Tabela 1) comeg¢ando com uma desnaturacéo inicial de 2 min a 94° C,
seguida por 30 ciclos amplificacdo compostos por 94° C durante 1 min, 60° C durante 1 min e 72° C
durante 1 min, o processo foi finalizado com uma extenséo final de 3 minutos a 72 °C.

Tabela 1 - Sequéncia de primers analisados quanto a eficiéncia para andlise de tolerancia a seca.

P P 3
Gene Sigla Sequéncia Primer Sequéncia Primer IQ _ Referéncia
Forward Reverse Sequéncia
DREB2A3 5TGGCACTGCAAGG 5 GCCAAGACAGTG Ccl0_gl416 Alves,
Dehydration TCGATAA 3 GGAACCAAZ’ 0 (2015)
Responsive ’ Alves
Element repae CORSCCACSAGA  HGCACCAACAGGA  Cc06_g0078  (2015)
Binding TCGTCGAT 3 0
Gliceraldeido Marracini
3-fosfato GAPDH 5TTGAAGGGCGGTG  5’AACATGGGTGCA i etal,
desidrogenase CAAAZ TCCTTGCT% (2012)
2
Marracini
N 5AAGACAGCTTCAAC 5'GGCAGGACCTTG
Ubiquitina® CcUBQL0 = A\GAGTACAGCAT3' GCTGACTATA3’ - '(ezt(‘?l"é)

1 Genes alvos: DREB2A3 e DREB2C, 2 Normalizadores: GAPDH e CcUBQ10, 3ID: acesso da sequéncia no
Coffea genoma hub.

O numero do ciclo no limiar de fluorescéncia logaritimizado, denominado de cycle threshold (Ct), foi
obtido apés a qPCR e calculado a partir das réplicas de cada gene. Foi realizada uma andlise de
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regressdo dos valores de Ct em funcdo das concentracdes do cDNA para obtencdo do slope, que
representa a amplificacdo exponencial, esse valor foi determinado mediante a férmula = 10-Y/(SLOPE}-1 |
proveniente da equacao de eficiéncia (Tabela 2).

Resultados

Os valores de Ct observados foram maiores para os genes alvo quando comparados com 0s genes
referéncia, o que demonstra que os genes alvo requerem um maior nimero de ciclos para que a reagao
aconteca (Tabela 2).

A partir dos valores de Ct, foram calculados os valores de eficiéncia da rea¢do, mostrando que tanto
0s genes alvo quanto os genes referéncia apresentaram eficiéncia 100% >.

Tabela 2 - Representagdo dos Cts e calculo da eficiéncia para os genes alvo e referéncia.

Gene Primer Ctmédio Logio(cDNA) Slope Egzinc%az

2uM 27.26 -0.47

DREB2A3 2uM 28.74 -0.95 -3.191x 105%
2uM 30.30 -1.43
2uM 28.10 -0.47

DREB2C 2uM 29.80 -0.95 -3.2748x 102%
2uM 31.23 -1.43
2uM 26.52 -0.47

GAPDH 2uM 27.77 -0.95 -3.1229x 109%
2uM 29.44 -1.43
2uM 22.39 -0.47

UBQ10 2uM 24.13 -0.95 -3.212x 104%
2uM 25.45 -1.90

lvalor de slope calculado a partir de = Y = ax + b; 2 formula da eficiéncia = E=[10¢1slore)-1] 100%

Os valores obtidos de eficiéncia, calculados a partir da analise de regressao, indicaram que pelo
namero de ciclos realizados para cada gene a partir da diluicdo de (1:3), foi possivel garantir uma
eficiéncia maior que 100%, com um valor de slope préximo ou maior que -3,0 com R2= 0,99 para todos
0s genes testados (Figura 1 A-D).

Figura 1 - Andlise de regressao dos genes alvo e referéncia em Coffea canephora (A-D).
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Discusséao

Uma andlise de RT-qPCR com uma boa amplificacdo é exponencial e, em teoria, ocorre com 100%
de eficiéncia. Grande parte dos experimentos direcionados a mRNAs ou miRNAs celulares, quantifica
alteragGes nos niveis de RNA em varias amostras em relacdo aos niveis de RNA(s) de controle
(BUSTIN et al., 2009). Essa quantificacdo relativa possui a vantagem de ndo exigir padrées com
concentracdes definidas, mas depende da expressao relativamente invariante do gene de referéncia e
de mudancas relativamente grandes no gene alvo.

Com base nos resultados obtidos, observamos que as eficiéncias dos genes testados, tanto para os
genes alvo quanto para os genes referéncia, foram aproximadamente iguais. Isso corrobora com o
estudo de Lobo e Lobo (2014), onde é discutido que para comparacdes precisas em experimentos de
gPCR, é necessario que a eficiéncia do gene-alvo e do gene-referéncia seja aproximadamente igual,
com eficiéncias em torno de 90 a 110%. Neste sentido, o valor de inclinacdo (slope) obtido deve estar
entre -3,6 e -3,1 (LOBO e LOBO, 2014).

Dos genes testados, consideramos a familia de genes DREB, devido aos seus fatores-chave de
transcricdo envolvidos em respostas a varios estresses abitticos (LATA e PRASAD, 2011). Esses
genes atuam a jusante da enzima dependente do ABA e em vias de transduc¢éo de sinal independentes
em respostas a estresses abidticos, resultando em uma regulacdo positiva de genes responsivos ao
estresse e contribuindo para o aumento da tolerancia (AGARWAL et al., 2006).

A gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) é um dos genes de referéncia mais comuns,
frequentemente utilizado para normalizar os dados de expressdo génica, sendo comum no controle
enddgeno na anélise quantitativa de RT-PCR, pois em alguns sistemas experimentais sua expressao
€ muito constante (WINER et al., 1999; EDWARDS e DENHARDT, 1985). A ubiquitina (UBQ10), uma
pequena proteina composta por 76 aminoacidos, desempenha papel fundamental em processos como
degradacéo proteica, reparo do DNA, transducéo de sinal e regulacdo da transcricdo por endocitose
(OKAZAKI et al., 2000; CHAN et al., 1995; CHRISTENSEN et al., 1992;), sendo altamente conservada
em diversos processos celulares.

No presente estudo, utilizamos esses genes como controles enddégenos antes da analise de
expressdo relativa dos genes alvo, assegurando que todos apresentassem eficiéncias proximas ou
iguais para garantir a maior acurécia possivel dos resultados obtidos.

Para melhorar a andlise dos dados, seguimos as recomendagdes de Yuan et al. (2006), que propdem
a analise de regresséo linear apés a transformacao logaritmica dos dados da concentracdo de cDNA.
Através da equacdo apresentada na Tabela 2, pudemos observar uma relacado linear entre o valor de
Ct e a concentracao linearizada, fornecendo um arcabouco robusto para a interpretacao dos resultados
da expresséo génica.

A analise de regressédo é uma ferramenta poderosa que auxilia no entendimento das relagfes entre
as variaveis envolvidas, proporcionando uma perspectiva mais profunda sobre a dindmica do processo
em estudo. A utilizagédo desse método aumenta a validade dos achados deste estudo, ao mesmo tempo
em que permite detectar e corrigir possiveis discrepancias.
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E importante enfatizar que a analise de regresséo linear, embora poderosa, requer uma interpretaco
cuidadosa dos resultados. A relacdo entre Ct e concentracdo linearizada ndo apenas confirma a
gualidade dos dados obtidos, mas também permite inferir diferengcas na expressao génica entre as
amostras.

No contexto da andlise de expressdao génica, a andlise de regressdo fornece uma visdo mais
detalhada do processo de amplificacdo e deteccdo, enriguecendo a interpretacdo da variacédo
observada.

Conclusao

Os genes alvo testados a partir do teste de eficiéncia a 1:3 de cDNA apresentaram >100% sendo
favoravel para comparacfes acuradas podendo seguir para andlise de expressdo relativa destes
genes, em relacéo a tolerancia a seca.

A selecdo precisa e comparavel de genes de referéncia internos para GAPDH e UBQ10, bem como
quase 100% de eficiéncia de amplificacdo, estabeleceu uma base sélida para a interpretacdo dos
resultados da expresséo génica. A selecdo estratégica de genes da familia DREB como alvos permitiu
a andlise contextual das respostas genéticas a seca, enriquecendo nossa compreensao da regulagdo
génica neste contexto desafiador.

Os resultados da analise de regresséo demonstraram uma relacéo linear entre Ct e concentracédo de
cDNA linearizado, aumentando a validade e confiabilidade dos resultados de expressdo génica. As
conclusBes deste estudo tém implicacbes potencialmente importantes para entender as respostas
genéticas a seca e identificar os genes envolvidos na tolerancia ao estresse abiético, e podem ter
implicagBes para a genética vegetal e a biotecnologia voltada para o desenvolvimento de culturas mais
resilientes.

A selecdo cuidadosa de genes de referéncia, eficiéncias de amplificacdo validadas e andlise de
regressdo robusta apoiaram nossas conclusfes. Esta pesquisa avanca nossa compreensao dos
mecanismos de resposta a seca, que podem ser Uteis para a pesquisa e futuras aplicagbes
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