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Resumo

O Brasil lidera a producao mundial de café, destacando-se com as espécies Coffea arabica e Coffea
canephora. As mudancas climaticas impdem desafios significativos a cafeicultura, especialmente com
0 aumento das temperaturas e a maior frequéncia de eventos climaticos extremos. Este estudo visou
validar primers para a analise de expressao de genes candidatos a toleréncia a seca em C. canephora.
A metodologia envolveu a extracdo de RNA, sintese de cDNA e a realiza¢éo de PCR quantitativa em
tempo real (RT-qPCR). Dez pares de primers, foram testados para especificidade e eficiéncia,
apresentando altos niveis de precisdo, com eficiéncia de amplificacéo variando entre 90% e 98%. A
andlise de especificidade revelou um Unico e bem definido pico de melting para todos os primers. A
variagdo nos valores de Ct indicou diferencas significativas nos niveis de expressdo entre os genes
estudados. Os primers se mostraram funcionais nos materiais genéticos utilizados e nas condi¢fes
experimentais aplicadas.

Palavras-chave: Café Conilon. Tolerancia a seca. Especificidade de primers. Eficiéncia de
amplificacéo.

Area do Conhecimento: Ciéncias Bioldgicas
Introducéo

O Brasil € o principal produtor e exportador mundial de café, com uma producao em larga escala
baseada principalmente em duas espécies: Coffea arabica L. (café arabica) e Coffea canephora Pierre
ex A. Froehner (café conilon/robusta) (Ico, 2020). No entanto, a cafeicultura enfrenta limitacdes
crescentes devido as mudancas climaticas, uma questdao emergente no século XXI. Destacam-se o
aumento das temperaturas médias globais e a ocorréncia mais frequente de eventos climéticos
extremos, como periodos de escassez de chuvas e ondas de calor intensas (Haworth et al., 2018).

A identificacdo e caracterizacdo de genes regulados diferencialmente entre gendtipos de C.
canephora tolerantes e suscetiveis a seca sdo fundamentais para entender os mecanismos
moleculares que determinam essa caracteristica. A expressdo génica e sua influéncia nos mecanismos
de tolerancia a seca em cultivares de café tém sido amplamente estudadas. Pesquisas focam na
identificacdo e caracterizacao de genes com perfis de expressao diferencial em clones de C. canephora
considerados tolerantes e sensiveis a seca. A maioria dos estudos utiliza primers especificos,
desenvolvidos a partir de ESTs (Expressed Sequence Tags), para ensaios de PCR quantitativa em
tempo real (RT-gPCR) (Marraccini, 2021).

A PCR em tempo real (RT-gPCR) tornou-se um método poderoso e amplamente utilizado para
quantificar os niveis de expressao génica. A quantificacdo relativa da expressao génica permite medir
mudancas relativas na expressdo sem conhecer a quantidade absoluta dos genes de referéncia (ou
controle interno). Apesar de ser relativamente simples de implementar em um laboratério, a execugéo
adequada da RT-gPCR é mais complexa do que muitos cientistas percebem (Schmittgen; Livak, 2008).
As diretrizes MIQE (Minimum Information For Publication Of Quantitative Real-Time PCR Experiments)
(Bustin et al., 2009) e outros artigos metodolégicos foram publicados para ajudar a melhorar a qualidade
dos resultados de expressédo génica por RT-gPCR, mas a precisdo e a repetibilidade dos resultados
em muitas publicacées permanecem néo validadas (Bustin et al., 2009; Zhao et al., 2021). Esse desafio
esta relacionado a reproducibilidade dos dados quando as publicagdes ndo fornecem informacgfes
detalhadas sobre a qualidade das amostras, RNA, especificidade dos primers, condi¢fes otimizadas
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de PCR, concentracdo de cDNA e eficiéncias de amplificacdo. Reacdes de RT-gPCR mal executadas
podem levar a resultados mal interpretados, dificeis ou impossiveis de reproduzir (Zhao et al., 2021).

Tendo isso em vista, este estudo teve como objetivo validar a especificidade e eficiéncia de primers
desenvolvidos para a amplificacdo de nove genes candidatos a tolerancia a seca em Coffea canephora,
além de um gene de referéncia (CcUBQ10). Esses primers foram desenvolvidos por diferentes autores
para identificar mecanismos moleculares associados a toleréncia a seca em diferentes genotipos de C.
canephora e utilizados em condicdes experimentais variadas (Lepelley et al., 2007; Marraccini et al.,
2012; Torres et al., 2019; Yaguinuma et al., 2021). Espera-se ajustar as condi¢cdes de reacdo para
possibilitar a utilizacdo futura destes primers com alto grau de replicabilidade dos resultados,
favorecendo a comparacao de resultados entre experimentos independentes.

Metodologia

As analises moleculares foram realizadas no Laboratério de Bioquimica e Biologia Molecular
(BgMOL) do CCA/UFES. Folhas jovens e totalmente expandidas de Coffea canephora, clones 120 e
109, foram coletadas, rapidamente congeladas em nitrogénio liquido, e armazenadas a -80°C. As folhas
foram maceradas em nitrogénio liquido, seguidas pela extracdo de RNA total utilizando o kit Purelink
Plant RNA® (Invitrogen), conforme as instrug8es do fabricante. A integridade do RNA foi verificada por
eletroforese em gel de agarose a 2% e sua pureza e concentracdo determinadas por espectrofotometria
(NanoDrop 2000/2000c®, Thermo Scientific).

O RNA foi tratado para remog&o de DNA contaminante com DNase | (Promega) e, em seguida, a
sintese de cDNA foi realizada utilizando o sistema GoScript® Reverse Transcriptase (Promega). As
reacOes de RT-gPCR foram realizadas em triplicata técnica e biolégica, conforme as diretrizes do MIQE
(Bustin et al., 2009), utilizando 3 pL de cDNA diluido (1:5, 1:25, 1:125, 1:625) e 0,5 uM de cada primer
(Tabela 1) em um volume final de 10 uL com SYBR/gQPCR MasterMix (Promega). A amplificacdo foi
conduzida em termociclador Roche LightCycler® 96 com 40 ciclos de 95°C por 15s e 60°C por 1 min.
Os valores de Threshold Cycle (Ct) foram analisados com o software LightCycler® 96 SW 1.1.

Tabela 1 - Sequéncias de primers utilizados nas reagfes de RT-gPCR.

Gene ID Sequéncia (5°-3’) Autor

CcUBQ10 GwW488515W F: AAGACAGCTTCAACAGAGTACAGCAT Marraccini et al.
R: GGCAGGACCTTGGCTGACTATA (2012)

CcWRKY2  GT6478730W F: CATGATCCCAAAGCAGTTATTACG Marraccini et al.
R: TTCTGGCAGTTGGTACATCATGAT (2012)

CcPP2C GW4350320 F: CGAAGAAATCAGGCGTATCAGAG Marraccini et al.
R: TAAACCGCACGTCACCAAAAG (2012)

CcEDR2 DVv681462M F: CGGCATAAGAGCGAGTGGAA Marraccini et al.
R: ATGCAATCGCTGGTGTAGAAAA (2012)

CCoAOMT1 EF153933™ F: TGCGGAAAGTTGGGAATCA Lepelley et al.
R: AAGAGGAGGAAGCAAAAGAAGTAGGT (2007)

CcRAP2.4 DVv696821M F: AGGGCTCACTTGGGCTCAAT Torres et al.
R: TCGTTCTGGAGGCTGAATCG (2019)

CcTIP1;2 Cc01_g10300@ F: GGCGCATGGTGTATCTGTGT Yaguinuma et al.
R: GGCTGTGGCATAGACGGTGTA (2021)

CcTIP2;1 Cc04_g02840@ F: GCCATGGCCTACAGCAAACT Yaguinuma et al.
R: GAGCAAAACCATGGCAAACTG (2021)

CcPIP2;3 Cc06_g03900®@ F: TTCATCGCCACCCTCTTGTT Yaguinuma et al.
R: TTGGCCTTGGTGTCAGATTG (2021)

CcPIP2;4 Cc09_g02170®@ F:. CATGGTGGCTCAGTGTGTAGGT Yaguinuma et al.
R: TCCTCCGCCGTATGTGACAT (2021)

(1) Gene Bank, @ Coffea canephora Genome Hub
Fonte: o autor.

A especificidade dos primers foi confirmada pelos picos de melting em triplicatas utilizando um pool
de cDNA, sendo considerados especificos aqueles com pico Unico. A eficiéncia das reacdes foi
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determinada pela férmula E = 10¢1/Slore), com testes em diluicGes seriadas de cDNA (1:5, 1:25, 1:125,
1:625). O valor de slope corresponde & inclinagdo da curva de amplificagcéo. Primers com eficiéncia
entre 90% e 110% e R? = 0,99 foram considerados adequados.

Resultados

Em relacdo a especificidade, os dez pares de primers testados se mostraram altamente especificos,
produzindo apenas um pico de melting (Figura 1). Todas as reacdes de amplificacdo foram
consideradas bem sucedidas, produzindo valores de Ct entre 19,11 (CcUBQ10) e 28,61 (CcWRKY2)
no ponto de diluicdo de cDNA mais concentrado (1:5), e variando entre 24,08 (CcUBQ10) e 33,47
(CcWRKY?2 e CcTIP2;1) no ponto de diluicdo menos concentrado (1:125), estando, portanto, dentro do
limite de detectacdo confiavel pelo aparelho. Em relacéo a eficiéncia (E), os dez pares de primers
testadas foram considerados satisfatérios neste experimento, variando de 90% a 98% (Figura 2).

Figura 1 - Picos de melting produzidos pelos produtos das reacdes de RT-qPCR, pelos pares de primers
correspondentes aos genes a) CcUBQ10, b) CcWRKY2, c) CcPP2C, d) CcEDR2, ) CcCCoAOMT1L, f)
CcRAP2.4; g) CcTIP1;2, h) CcTIP2;1, i) CcPIP2;3, j) CcPIP2;4.

a) Zb) c)
d) 9 b
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Fonte: o autor.
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Figura 2 - Regresséo linear dos valores de Ct (Cycle Threshold) em fungao da Concentracéo de cDNA e valores
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A precisdo da analise de RT-gPCR depende fortemente de trés fatores principais: (i) a especificidade
dos primers, (ii) a otimizacao das condi¢Bes de amplificagdo, e (iii) a acuracia na normalizacdo dos
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transcritos utilizando genes de referéncia expressos de forma estavel (Bustin et al., 2009; Zhao et al.,
2021).

Genes homologos altamente similares (ou idénticos) frequentemente existem em um genoma de
interesse devido a duplicacdes do genoma e de genes. Polimorfismos de nucleotideo Gnico (SNPs) sdo
0s Unicos nucleotideos que podem discernir as diferencas entre essas sequéncias de genes homélogos
e podem ser usados para projetar primers robustos e especificos para cada sequéncia génica. Desta
forma, a a DNA polimerase SYBR Taqg é capaz de diferenciar os SNPs nas (ltimas uma ou duas
posi¢des nucleotidicas na extremidade 3’ de cada primer, entre quaisquer duas sequéncias homalogas.
No entanto, isso s6 pode ser alcancado sob condicdes de RT-gPCR otimizadas (Zhao et al., 2021). O
pico da curva de melting fornece indicios sobre a integridade e o comprimento do produto da
amplificacdo. Um Unico pico indica a fus@o dos produtos de PCR a uma temperatura especifica, o que
sugere que ha apenas um produto de PCR presente (Abdallah; Bauer, 2016). Neste estudo, os dez
pares de primers testados demonstraram alta especificidade, como evidenciado pela producdo de um
Unico e bem definido pico de melting (Figura 1).

A eficiéncia de uma reacgédo de PCR é definida como a fragdo das moléculas-alvo que sdo copiadas
em um ciclo de replicagdo (Lalam, 2006). Uma eficiéncia hipotética de 100% indica uma duplicagao
completa dos fragmentos de PCR em cada ciclo (Abdallah; Bauer, 2016). As eficiéncias de amplificacdo
dos primers variaram entre 90% e 98%, valores que sdo considerados adequados para ensaios de RT-
gPCR. Embora dois pares de primers (CcTIP1;2 e CcPIP2;4) tenham apresentado eficiéncias no limite
minimo aceitavel (90%), esses valores ainda se mantém dentro da faixa recomendada, de 90 a 110%
(Roche, 2003). A técnica 2724Ct amplamente utilizada por sua rapidez e eficiéncia, requer que a
eficiéncia de amplificagcdo seja equivalente, tanto para os genes de referéncia quanto para os genes-
alvo, o que foi atendido pelos resultados obtidos (Lobo; Lobo, 2014).

A amplitude de deteccéo foi outro aspecto relevante avaliado, com nove dos dez genes testados
apresentando uma funcdo linear utilizando trés pontos de dilui¢cdo, o que é suficiente para produzir uma
curva padréo confiavel. O gene CcRAP2.4 se destacou ao manter sua eficiéncia até quatro pontos de
diluicdo, demonstrando uma maior robustez na detec¢do de uma ampla gama de niveis de transcricao.
Os valores de Ct obtidos indicam diferencas significativas nos niveis de transcricdo entre os genes
analisados. O gene CcUBQ10 foi 0 mais transcrito, com o menor valor de Ct (19,11) no primeiro ponto
de diluicdo, sugerindo uma alta abundancia nas amostras. Em contrapartida, o fator de transcri¢céo
CcWRKY2 foi 0 menos transcrito, exibindo o maior valor de Ct (28,61) na diluigdo 1:5. Essa variacéo é
crucial para estudos que buscam identificar genes diferencialmente expressos. A faixa de Ct observada
é adequada para analises de expresséo relativa (Bustin et al., 2009).

Conclusao

A validacdo dos primers para RT-gPCR em C. canephora revelou alta especificidade e eficiéncia,
confirmando sua utilidade para estudos de expressédo génica relacionados a tolerancia a seca nos
gendtipos 120 e 109, nas condi¢des experimentais testadas. A robustez dos primers e a precisdo dos
resultados obtidos permitem comparagdes confidveis em experimentos futuros, contribuindo para a
compreensao dos mecanismos moleculares envolvidos na toleréncia a seca em café.
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