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Apresentacao

Entre as técnicas de biologia avancada, as que permitem a
quantificacdo da expressao de genes em diversas situacdes bioldgicas
tém tido importancia crescente para Programas de Melhoramento.
Essas técnicas, entre outras coisas, permitem avaliar genes-candidatos
para transferéncia para outras plantas, genes que servirao como
marcadores para selecao assistida de caracteristicas desejaveis, ou
entao selecionar genes-marcadores que servirdo para marcar uma fase
de desenvolvimento especifica.

Uma das dificuldades para selecdo de cafeeiros com caracteristicas
organolépticas definidas é a definicdo das fases fenolégicas durante a
frutificacdo do cafeeiro, associadas com os processos fisiolégicos de
maturacao e amadurecimento dos frutos.

Este documento, de cunho pratico para uso em laboratérios de
biotecnologia, propde o uso de modernas técnicas de biologia molecular
para a determinagao do desenvolvimento fenoldgico de frutos de café,
fornecendo o passo a passo de como aplica-las.

A Embrapa Café disponibiliza mais essa ferramenta, esperando que
seja de utilidade aos pesquisadores e outros interessados no avanco da
cafeicultura brasileira.

Paulo Cesar Afonso Junior
Gerente Geral
Embrapa Café
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Avaliacao Fenoldgica de
Frutos de Café a partir da
Quantificacdao da Expressao de
Genes Marcadores -

proposta de uma

ferramenta complementar

Mirian Perez Maluf
Oliveiro Guerreiro Filho

Introducao

Entre as tecnicas de biologia avangada desenvolvidas nos ultimos 10
anos, as que permitem a quantificacao da expressao de genes em
diversas situagoes biologicas tem tido importancia crescente para
Programas de Melhoramento. A partir dessas analises quantitativas,

e possivel identificar genes diferencialmente expressos associados

as mais diversas condigoes biologicas e agronomicas, tais como
resisténcia a estresses bioticos e abioticos, produtividade, composigao
quimica, e tambéem com estagios de desenvolvimento especificos,
tecidos e orgaos determinados, entre outras. A partir deste tipo de
estudo, pode-se avaliar genes-candidatos para transferéncia para outras
plantas, genes que servirao como marcadores para selecao-assistida de
caracteristicas desejaveis, ou entao selecionar genes-marcadores que
servirao para marcar uma fase de desenvolvimento especifica.
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Uma das dificuldades para selecao de cafeeiros com caracteristicas
organolepticas definidas e a definicao das fases fenologicas durante a
frutificacao do cafeeiro, associadas com os processos fisiologicos de
maturacao e amadurecimento dos frutos. Atualmente a identificacao
dos estadios de desenvolvimento dos frutos, especialmente em
programas de melhoramento, e feita atraves da utilizacao de uma
escala fenologica visual proposta por Pezzopane et al (2003). Neste
contexto, a metodologia apresentada aqui propoe a quantificacao

da expressao absoluta de 4 genes-alvo, selecionados a partir de
analises moleculares em frutos de cafeeiros ao longo de 3 colheitas
(Gaspari-Pezzopane et al, 2011), como ferramenta auxiliar na definicao
dos estagios de desenvolvimento dos frutos de cafe. A expressao
desses genes foi caracterizada em 3 fases de maturagcao, expansao,
verde e cereja, em frutos colhidos de 4 cultivares distintos, Mundo
Novo, Catuai Vermelho, Icatu Vermelho e Obata, todos plantados na
mesma epoca em um lote experimental na Fazenda Santa Elisa do
IAC, Campinas/SP. O perfil de variacao de expressao foi estabelecido
para cada fase, e o valor indicativo de cada gene - marcador foi
determinado pela relagcao entre os valores dos genes-alvo e o valor do
gene - controle endogeno.

Para a quantificacao da expressao génica, € utilizada a tecnica de PCR
em tempo-real, atualmente a mais utilizada em rotinas de laboratorio.
A tecnica e uma combinacao de 3 metodologias: (1) RT, ou transcricao
reversa, onde a partir do RNA total extraido de material vegetal &
sintetizado o cDNA, complementar a todo o mRNA (RNA mensageiro)
presente na amostra; (2) PCR, ou reacao de polimerizagao em cadeia,
onde os genes-alvo sao amplificados a partir da colegcao de cDNAs
utilizando sequéncias iniciadoras especificas, ou oligos; e (3) detecgcao
e quantificacao de fluorescéncia contida nos fragmentos amplificados.
As etapas (2) e (3) sao realizadas simultaneamente, em um
equipamento desenvolvido para esse fim. Neste caso, a quantificacao
do numero de transcritos e feita de maneira indireta, a partir da
comparagao do numero de transcritos amplificados entre 2 amostras,
ou 2 genes distintos. Assim, amostras onde a quantidade inicial de um
transcrito especifico € maior, amplificarao um numero estabelecido de
fragmentos em um menor numero de ciclos de amplificacao.
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Amostragem

A quantificacdo da expressao de genes a partir dos procedimentos
descritos aqui pode ser realizada em varios tecidos e drgaos do
cafeeiro. De maneira geral, a estratégia de amostragem seréa definida
pelos objetivos da pesquisa. Por exemplo, para estudos de expressao
de genes ao longo do desenvolvimento de frutos, é necessario marcar
os ramos na época do florescimento e coletar os frutos nas fases
fenolégicas definidas por Pezzopane et al. (2003) para maturacao dos
frutos. Para essa andlise, serdo coletadas as fases expansao, verde e
cereja, a partir de identificacao visual.

De maneira geral, recomenda-se a coleta de tecidos e érgaos saudaveis,
que nao apresentem sinais de lesdes, dano mecanico, senescéncia ou
outro aspecto que evidencie infeccao por espécies patogénicas. No

ato da coleta, o material vegetal deve ser colocado em um recipiente
adequado para conservacao e imediatamente congelado em Nitrogénio
liquido. Cada fase fenoldgica deve ser coletada separadamente e
transferido para tubos de polipropileno (50 ml). Apés congelamento,

o material deve ser armazenado em ultra-freezer a -800C. Esse
procedimento é essencial para garantir a preservacdo do material vegetal,
evitando a degradacao de acidos nucléicos instaveis, como o mRNA.

O tempo de conservacao a -80°C depende do tipo de tecido e da
qualidade fito-sanitaria do material coletado. Em nosso laboratério,
ja conseguimos extrair RNA de boa qualidade a partir de tecidos
congelados ha mais de 2 anos.

e Dica: marque o recipiente de congelamento utilizando canetas
de marcacao permanente e resistente a baixas temperaturas.

Identifigue todos os recipientes antes da coleta do material.
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Equipamentos

Banho-maria com aquecimento

Centrifuga refrigerada, com capacidade de até 15.000 X g
Conjunto de micropipetas (volume entre 0,5 - 1000 p |)
Cuba para eletroforese com acessorios (pentes e moldes)
Espectrofotometro

Fonte de voltagem

Fotodocumentador de geis

Freezer -20°C

Freezer -80°C

Maquina de gelo (opcional)

Microcentrifuga

Plataforma de Amplificacao e Deteccao de Sequéncias em
Tempo-real

Sistema de purificagao para obtencao de agua ultra-pura
Termociclador

Reagentes

Todos os reagentes devem ter um nivel de pureza alto, sem
contaminantes. Recomenda-se o uso de reagentes de marcas com
tradicao na producao de materiais quimicamente puros, tais como
Sigma, Merck, Fisher, Aldrich, entre outras.

Para solugoes:

Acetato de sodio, AcNa = CH3COONa
Agarose

Azul de Bromofenol

B - Mercaptoetanol

BrEt = Brometo de Etideo

CTAB= Cetyl Trimetil Amonio Brometo
Cloroformio

DEPC= Dietil Pirocarbonato
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EDTA = Etilenodiamina tetra acetato dissodico
Etanol

Formaldeido 37%

Formamida

Glicerol

HCI = Hidroxido de cloro

H202 = Peroxido de hidrogénio (Agua oxigenada)
NaCl = Cloreto de sodio

NaOH = Hidroxido de sodio

LiCl = Cloreto de litio

MOPS = Acido 3-morfolino-propanossulfonico
PVP = Polivinilpirrolidona

Tris = Tris(hidroximetil)aminometano

Para manipulagao acidos nucléicos:

DTT = Dithiothreitol

dNTP= Dioxiribonucleotideo trifosfato

MgCl2= Cloreto de magneésio

Enzima DNAase

Enzima Taqg Polimerase

Enzima transcriptase reversa

Enzima RNAase

Oligonucleotideos gene-especificos

Kit para PCR real-time contendo Sybr Green Dye e ROX
(referéncia passiva)

Procedimentos

Uma vez que a maioria dos procedimentos descritos a seguir
e amplamente utilizada em laboratorios de Biologia Molecular,
recomenda-se a leitura do Manual de Laboratorio escrito por
Sambrook & Fritsch (2001) para maiores detalhes das téecnicas.
O preparo das solugoes estoques & detalhado a seguir.

13
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Solucdes e tampdes para estoque

Tampao 1 molL-1 Tris-HCI pH 8,0

Solugao 5 molL-1 NaCl

Solugao 0,5 molL-1 EDTA pH 8,0

Solugcao 12 molL-1 Cloreto de litio (LiCl)

Solugao 3 molL-1 Acetato de Sodio (CH3COONa), pH5,0

Solugao 3% Peroxido de hidrogénio (H202)

Solugao 0,2% (v/v) Diethil pirocarbonato (DEPC)

Solugao Brometo de Etidio (BrEt) 10mg/ml

Tampao de extracao - Composigao final: 2% (w/v) CTAB; 2%
(w/v) PVP; 100mmolL-1 Tris-HCI pH 8,0 ; 25mmolL-1 EDTA,;
2molL-1 NaCl e 2% (v/v) B-mercaptoetanol

Tampao MOPS 10X

Tampao de gel/corrida 1X MOPS - Composicao final: MOPS 1X;
8mmolL-1 Acetato de Sodio/ pH5,0; TmmolL-1 EDTA, pH 8,0
Tampao da amostra - Este tampao € uma mistura de tampoes,
com a seguinte composicao: Tampao 1 - 1X MOPS; 17,5% (v/v)
Formaldeido; 50% (v/v) Formamida; 4ug/ml Brometo de Etideo
Tampao 2 - 50% (v/v) Glicerol; 2,56 mmolL-1 EDTA; 0,25% (w/v)
azul de bromofenol

Extracdao de RNA

O sucesso da analise depende totalmente da qualidade do RNA
extraido. Um RNA de boa qualidade & aquele que possui o minimo
de contaminagoes com proteinas e compostos fenolicos. Dentre as
proteinas, a RNAase & o contaminante que resulta em degradagao
da amostra. Outras proteinas interferem nos procedimentos
subsequentes, como sintese de cDNA e PCR.

Para evitar essas contaminagoes, algumas precaucoes devem ser tomadas:

Mantenha separados todos os materiais e reagentes para trabalhos com RNA.
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Evite tocar sem luvas qualquer um desses materiais, uma vez que as
maos sao ricas em RNAases.

Materiais descartaveis devem ser comprados ja esterilizados e livres
de RNAse.

Todo material de trabalho (ponteiras, tubos, cubas, espatulas, almofariz,
etc) deve ser tratado com solugao 0,2% DEPC, durante 2 horas. Apos
este tempo, a solugao & descartada, e o material autoclavado.

Toda solugao e tampao que estiver em contato com a amostra deve
ser tratada com 0,2% v/v DEPC. Para tal, adicione a quantidade
correspondente de DEPC a solugao, agite vigorosamente a mistura atée
a completa dissolugao do reagente, e deixe na bancada por 2 horas.
Apos este tempo as solugoes devem ser autoclavadas regularmente.

Cubas, pentes e moldes de géis devem ser tratadas com solugao 3%
H202 e enxaguadas com H20 tratada com DEPC.

1. Colocar entre 0,5 -1 g de frutos em um cadinho de porcelana. Adicionar
nitrogénio liquido e macerar vigorosamente, para obtencao de um po fino.

¢ Dica: E importante manter o tecido congelado durante a
maceragao, adicionando LN2 sempre que necessario.

2. Transferir o po macerado para um tubo plastico contendo 10 ml do
tampao de extracao e incubar a mistura a 65°C por 20 minutos.

e Dica: a quantidade de material vegetal e fundamental para
definir o volume de tampao de extragao. Se a quantidade de
tampao for pouca, o material se oxidara rapidamente e o RNA
sera degradado. Se a amostra escurecer, adquirindo tonalidade
marrom, € sinal que ocorreu oxidagao da amostra.

15
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3. Adicionar 1 volume de cloroformio, misturando delicadamente ate
que o contelido esteja homogeneizado.

4. Centrifugar a mistura a 10.000 X g por 15 minutos.

5. Verificar a formacao de 2 fases: aquosa e organica. Transferir
o sobrenadante (fase aquosa) para novo tubo, evitando aspirar
ao precipitado da interface. Adicionar 1 volume de cloroformio,
homogeneizando a mistura como anteriormente.

6. Centrifugar a mistura a 10.000 X g por 15 minutos.

7. Transferir a fase aquosa para um novo tubo e repetir as etapas 3-5
até que nenhuma interface seja observada entre as 2 fases.

¢ Dica: nessa etapa, ocorre uma redugao do volume da fase
aquosa, por isso o volume de cloroformio deve ser ajustado a
cada lavagem.

8. Transferir a fase aquosa para um novo tubo e adicionar solugao de
12molL-1 LiCl até a concentragao final de 2,5molL-1 LiCl.

9. Incubar a solugao a 4 °C por 12h ou por toda noite.

10. Centrifugar a 12.000 X g a 4 °C por 30 minutos.

11. Observar a formagao de um precipitado no fundo do tubo, o
“pellet”. Descartar o sobrenadante.
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¢ Dica: as vezes o “pellet” apresenta aspecto gelatinoso,
transparente, e nao e facilmente visualizado.

12. Lavar o pellet com 500 pL de 2,5molL-1 LiCl e centrifugar a 12.000
X g ad°Cpor 10 minutos.

13. Remover o sobrenadante cuidadosamente e secar o pellet a
temperatura ambiente.

¢ Dica: apos a lavagem, o pellet pode se desprender da parede do
tubo; portanto muito cuidado ao remover o sobrenadante para
nao descartar o RNA tambéem.

12. Ressuspender o pellet em 100 pL de agua ultra-pura.

Apos a ressuspensao do RNA, a integridade e qualidade quimica
devem ser avaliadas. Para verificagao da integridade fisica, e utilizada
a tecnica de eletroforese em gel de agarose e formaldeido. Ja a
qualidade quimica e a quantificagao sao determinadas por meio de
medicoes da absorbancia otica em espectrofotometro.

Eletroforese em gel de agarose e formaldeido

Para preparar o gel, adicionar ao volume de tampao a quantidade
correspondente de agarose para que a concentragao final seja

1,5% (w/v). Quando a solugao estiver morna adicionar 5% v/v de
formaldeido 37%. Derramar o gel no molde apropriado contendo os
pentes. Assim que o gel solidificar completamente, remover o pente e

colocar o gel na cuba de eletroforese.
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¢ Dica: Cuidado ao manusear o gel apos a adicao do formaldeido,
pois esse fica fragil.

Tampao da amostra:

Tampao 1: 1X MOPS; 17,5% Formaldeido; 50% Formamida; 0,4ug/ml
Brometo de Etideo.

Tampao 2: 50% Glicerol; 2,5 mmolL-1 EDTA; 0,25% (w/v) azul de
bromofenol.

Para cada 5pl de RNA total, adicionar 10ul do tampao 1 e 4pl do
tampao 2. Desnaturar a 65°C por 7min. Deixar no gelo ate o momento
de aplicar no gel. Aplicar as amostras no gel. Conectar a cuba a

fonte de voltagem e correr a 50V/cm. Ao final da corrida, retirar o

gel da cuba, visualizar e documentar os resultados utilizando um
fotodocumentador de geis.

Um resultado tipico de um gel de RNA & mostrado na figura 1.
Devem ser visualizadas 2 bandas intactas, correspondentes aos RNAs

ribossomicos, e um rastro no fundo, correspondente ao mRNA.

Medida de Absorbancia em espectrofotometro

1. Em um tubo misturar 5 ul da amostra + 995 ul de H20 ultra-pura.
Misturar bem com a pipeta.

2. Transferir a mistura para uma cubeta apropriada para absorgao
de luz U.V.
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3. Calibrar o espectrofotometro utilizando 1 ml da agua utilizada para
ressuspender o RNA.

4. Ler o espectro de absorbancia entre os comprimentos de onda de
200-300nm.

Um RNA com qualidade quimica ideal apresenta uma relacao Abs260/
Abs280 > 1,8. Alem disso, o grafico com os valores de Abs deve ter

o formato de um sino (Figura 2), indicando que o RNA & a molecula
presente em maior quantidade na amostra.

Sintese de cDNA

A sintese de cDNA e feita a partir de RNA total, utilizando uma enzima
de origem viral, a transcriptase reversa, ou RT. Existem varios tipos

de enzimas disponiveis comercialmente e a maioria delas € adequada
para essa sintese. O importante & que a enzima seja livre de RNAases.

Outro ponto importante € a verificacao da auséncia de DNA
contaminante na amostra de RNA total. A presenca de DNA pode
levar a resultados erroneos, uma vez que os oligos gene-especificos
poderao se ligar também a sequéncias correspondentes no DNA.
Para garantir que sua amostra de RNA esta livre de DNA, & necessario
tratar a amostra com DNAase, livre de RNAase.

Tratamento com DNAase:

1. Adicione em um tubo 0,5ml livre de RNAase:
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1 ug amostra RNA

1 ul 10x Tampao de reacao DNAase |
1 ul DNAase |, Amp Grade 1 U/ul
H20 para 10 pul

2. Incube, por 15 minutos, a temperatura ambiente.

e Dica: nao ultrapassar esse tempo, pois altas temperaturas e
longo tempo de incubacao podem iniciar a hidrolise de RNA
dependente de Mg++.

3. Inative a DNAase | adicionando 1 ul de EDTA 25mmolL-1 a reacao.

4. Aquega a 65°C por 10 min.

O RNA esta pronto para as reagoes.

Transcricao reversa:

1. Em um tubo de 0,5 ml combinar os seguintes componentes:

Tul oligo dT

500ng RNA

2 ul ANTP mix 10mmolL-1
H20 para 12yl

2. Incube a mistura a 65°C por bmin, para desnaturar o RNA, e apos
este tempo transfira o tubo imediatamente para o gelo.
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3. Adicione ao tubo a seguinte mistura de reagentes:

e Dica: para evitar pipetar volumes muito pequenos, fagca mais
de 1 reacao ao mesmo tempo e prepare um “master mix”
contendo quantidades equivalentes de cada reagente a seguir.
Depois distribua 8 pul em cada tubo contendo o RNA.

4ul de Tampao da Enzima

1ul DTT 0,1TmolL-1

1ul RNaseOUT (40U/ul)

1ul Enzima RT (15 U/ ul)

1 ul H20

4. Coloque os tubos em Termociclador com a seguinte programacao:
50°C por 60min; 85°C por 5min.

5. Adicione 1ul de RNAase H e incube a 37°C por 20min.

6. Quantifique o cDNA sintetizado atraves de leitura da Abs260nm,
como descrito anteriormente. Utilize apenas 1 ul da solugao.

¢ Dica: para evitar degradacao do cDNA devido a congelamento/
descongelamento das amostras, recomenda-se aliquotar o
cDNA em tubos contendo 4-5 ul (50 ng/ul) da solugao. Essa
quantidade é suficiente para 5 reacoes de PCR, dependendo da
quantidade inicial do transcrito em estudo.

7. Manter o cDNA sintetizado a -20°C ate o uso seguinte.

Selecao de oligos

Os oligos sao moleculas de DNA contendo entre 15-25 pares de
base (pb) que atuam como iniciadores da reacao de sintese de nova
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fita de DNA, na reacao de PCR. Apesar do tamanho reduzido, essas
sequéncias sao desenhadas de maneira que reconhecam e se anelem
a apenas 1 tipo de sequéncia de DNA. E essa especificidade que
permite a amplificacao dos transcritos génicos determinados.

Ha varios aplicativos disponiveis na rede para desenhar oligos a partir
de uma dada sequéncia de DNA. Entre eles, se recomenda o Primer 3
(primer3.sourceforge.net).

Para as analises de qRT-PCR, os oligos tem especificacoes proprias para
cada plataforma utilizada. Recomenda-se que os parametros para selecao
de oligos sigam os critérios indicados pelo fabricante da plataforma.

Sao utilizados oligos correspondentes aos genes:

1. a-galactosidase (a-gal): F- CAGGAACCGAGGATTACA e
R- AGTTCTGCCCAACAGTCA

2. Isocitrato liase (icl): F- GGCACAGCATCAAGAACCT e
R- ATCCAGTATCGCCATCAGC

3. Receptor de etileno 3 (etr-3): F- GAGATGGTCCCTGCATGTTA e
R- TTGCTCGTCTTGACCATAGC

4, Cafeina sintase (cs): F-GCCGAATGCTCCTTACTTTC e
R- CAGGATACAGGGGAATGGGATC

5. Glicerol 3-fosfato desidrogenase (gpdh): FF-TTGAAGGGCGGTGCAAA
e R- AACATGGGTGCATCCTTGCT
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Outro aspecto importante € a selecao de genes que possam atuar
como controle endogeno da expressao. Ou seja, sao genes cujo nivel
de expressao nao varia entre as amostras em avaliagao e, portanto,
sao utilizados como gene normalizador da quantidade inicial de
transcritos de cada amostra. Em cafe, varios genes sao utilizados
como controle endogeno, sendo os mais comuns os denominados
actina, gpdh e adh (alcool desidrogenase). Nesse trabalho, foi utilizado
o gene GPDH como controle endogeno.

PCR em tempo real

O PCR gquantitativo (QPCR) ou PCR em tempo-real (RT-PCR) € um
metodo que permite a quantificacao indireta de transcritos presentes
em amostras de RNA. A base do méetodo € comum a reagao de
polimerizagao em cadeia, PCR, amplamente descrita na literatura
(Sambrook & Fritsch, 2001). A diferenca & que nessa reagao &
incorporado algum tipo de fluorocromo que, ao ser excitado por
uma fonte de luz, ira emitir fluorescencia. Esta e captada por filtros
especificos e quantificada por meio de leituras de absorbancia. Todo
esse processo ocorre em um equipamento termociclador especifico
para essa finalidade. A analise dos resultados baseia-se na ideia de
que quanto maior o numero de fragmentos amplificados, maior sera a
quantidade de fluorescéncia emitida.

Dois tipos de marcagao podem ser utilizados. O primeiro usa
fluorocromos intercalantes, de maneira que todo fragmento
amplificado ira emitir fluorescéncia. O reagente mais comum para
essa finalidade e o SybrGreen. No segundo tipo, sao utilizadas sondas
especificas para cada gene em estudo marcadas com fluorocromos.
Nesse protocolo, descreve-se o metodo de marcagao nao-especifica,
utilizando-se o SybrGreen. Existem varios kits comerciais para
realizacao dessa etapa, contendo os reagentes balanceados e com
concentracoes otimas para uma reagao com alta eficiencia. Como
os kits ja contem todos os reagentes necessarios a amplificagao, as
condigcoes de reagao sao definidas pelos fabricantes.
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1. Para cada tubo adicione:

50 ng de cDNA

1X SYBR Green Mix UDG

3 mmolL-1 de MgCl2

200 mmolL-1 de cada um dos oligos gene-especificos
H20 para 15l

2. Misture delicadamente antes de colocar na Plataforma RT.

¢ Dica: faca duplicatas ou triplicatas de cada amostra e de cada
gene. Sempre coloque uma amostra em branco, ou seja, sem
a adicao do cDNA. O uso do gene controle & obrigatorio em
toda reacao.

3. Para a Plataforma ABI Prism 7700 Sequence Detection System
(Perkin-Elmer Applied Biosystem), as condigoes de amplificagao sao:
50 °C por 2 minutos, 95 °C por 2 minutos e 40 ciclos de 95° C por 15
segundos e 60° C por 30 segundos.

4. Acrescente ao programa a opgao da curva de dissociagao. Essa
etapa e necessaria para demonstrar se realmente foi amplificado

um Unico fragmento.

Quantificacao da expressao dos
genes-marcadores

Para a analise dos resultados e calculo da concentracao e quantificagao
absoluta de transcritos, cada plataforma possui seu proprio aplicativo. No
exemplo mostrado aqui, utiliza-se o0 metodo baseado nos valores de Ct
onde, Ct = o numero do ciclo da reacao de PCR onde & feita a leitura
de absorbancia para as analises. Esse valor e definido a cada corrida,
utilizando-se uma linha base de leitura, o threshold, que esta no
mesmo nivel para todas as amostras.
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O valor absoluto da expressao genica e definido como a relacao entre o
Ct do gene - marcador e o Ct do gene - controle endogeno. Ou segja,
Q =Ct / Ct sendo o gene - alvo um dos genes marcadores

abs™ gene-alvo gene-controle’

selecionados e o gene - controle um dos endogenos definidos.

Para cada gene-marcador, o valor dessa relacao foi definido
experimentalmente em cada uma das fases amostradas, como
mostrado na tabela abaixo:

Tabela 1- Valores-referéncia da quantificacao de transcritos de gene-
marcadores para cada fase de maturagao

Expansao Verde Cereja
o-gal 1,3056 + 0,019 1,001+0,025 1,2197+0,044
icl 1,56739+0,054 1,2936+0,011 1,1548+0,057
etr3 1,405+0,019 1,3445+0,024 1,1882+0,045
cs 1,0005+0,015 0,9505+0,031 1,344+0,036

E importante lembrar que os valores de Q,,_ sao inversamente
proporcionais ao padrao de expressao do gene. Ou seja, quanto maior
for o valor de Q_, , menor sera a quantidade de transcritos na amostra,
indicando que o gene esta ativado ou reprimido. A explicacao
experimental para isso & que quanto maior for o numero de
transcritos correspondentes a um gene em uma amostra, um numero
menos de ciclos (Ct) sera necessario para atingir a absorbancia
estabelecida no threshold.

Resultados esperados

A figura 1 apresenta a foto de um gel de RNA total, apos eletroforese.
O RNA total foi extraido de raizes e frutos de cafe. Podem ser
visualizadas 2 bandas bem definidas, correspondentes as subunidades
de RNA ribossomico.
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Fig. 1. RNA total extraido de frutos de cafe

Os seguintes valores de absorbancia foram obtidos com a leitura de
uma dessas amostras em espectrofotometro:

220 0,02
240 0,06
260 0,15
270 0,11
280 0,08
300 0,03

Para calculo da qualidade do RNA, utilizamos a relacao Abs,, / Abs,, = 1,875.

RHA tokal

o+
0 230 240 250 260 IT0 280 290 300

nm

Fig. 2. Perfil de absorbancia do RNA extraido de frutos

A seguir e mostrado grafico relativo a analises da expressao de genes
por meio de PCR em tempo real.
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A figura 3 apresenta um exemplo de espectro de absorbancia obtido na
analise de um grupo de genes expressos em frutos maduros de cafe.
Cada curva colorida representa a evolugao da absorbancia ao longo
dos ciclos da reacao de PCR de uma amostra. A linha dupla horizontal
(indicada por uma seta) representa a linha de “threshold”, onde a
leitura do ciclo Ct foi realizada para todas as amostras. Essa linha

pode ser definida automaticamente ou manualmente, de maneira a
minimizar os desvios padroes entre as duplicatas de cada amostra.

Uma boa reacao para analise & aquela na qual as duplicatas de uma
amostra apresentam o mesmo perfil de absorbancia, ou seja, o
espectro de todas se sobrepoe. Em termos numericos, essa qualidade
e definida pelo valor semelhante de Ct, com valores de desvio padrao
inferiores ao limite de 1%.

Outro valor importante para definir a qualidade do cDNA amostrado &
o valor de Ct do gene - controle endogeno, que deve ficar entre 18 e 23
ciclos, indicando que a quantidade inicial de transcritos para esse gene
e adequada. Um valor de Ct muito elevado, em torno de 28 e 30, indica
que a quantidade inicial de transcritos do gene & baixa, o que nao &
desejavel para genes-controle. Ja valores de Ct elevados para genes-

alvo podem indicar que o gene tem baixo numero inicial de transcritos.

Fig. 3. Espectro de absorbancia obtido a partir da
amplificacao de transcritos géenicos em frutos cereja
de cafe. Os valores de Abs foram obtidos a cada ciclo
de amplificacao (Cycle number) para cada amostra
individualmente e registrados em valores logaritmicos
(Delta RN). A seta indica a linha do “treshold”.
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Outro parametro importante para determinar a qualidade da amostra
e dado pela curva de dissociagcao. Essa indica se apenas um tipo de
transcrito e amplificado em cada amostra. A Figura 4 e um exemplo
de uma curva de dissociagao obtida a partir da amplificacao de
transcritos do gene GAPDH. Em todas as amostras, o produto de
amplificacao apresenta a mesma temperatura de dissociagcao,
indicando que é constituido de uma sequéncia Unica.

Fig. 4. Curva de dissociacao para transcritos amplificados
com oligos especificos para o gene GPDH.

Exemplo pratico

Em experimentos de RT-PCR, amostras de RNA, extraidas de frutos
coletados em diferentes tempos, apresentaram os seguintes valores
de Ct para os genes-marcadores:

GAL ICL ETR CS GPDH
1 21,25 20,69 20,16 23,135 17,145
22,89 29,71 24,76 17,02 17,65
3 18,23 25,125 25,67 16,52 18,08

Assim, calculando os valores da relacao entre gene-marcador/gene-
controle, e comparando os valores obtidos com os valores-referéncia
descritos na Tabela 1, temos:
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GAL ICL ETR Cs
1 1,239 1,207 1,176 1,349 Cereja
1,296 1,683 1,403 0,964 Expansao
3 1,008 1,390 1,420 0,914 Verde

Comparando-se os valores obtidos para a amostra de RNA
desconhecido com os valores-referencia descritos na Tabela 1, pode-se
identificar a fase fenologica a qual corresponde cada amostra. Para
alguns genes, como por exemplo, o ICL da amostra 2, o valor obtido
para a relacao Ct gene/Ct GPDH se encontra fora da faixa estabelecida
para o valor-referencia. Os valores da tabela sao referencias e,

apesar de terem sido determinados a partir de quantificacoes de
amostras colhidas tanto em diferentes safras quanto de diferentes
cultivares, pequenas variacoes em torno desse valor sao esperadas

em decorréncia de provaveis diferencas ambientais. No entanto, essas
variacoes nao devem ser muito altas e tampouco tao significativas que
resultem em valores que correspondam a mais de uma fase fenologica.
Assim, para eliminar esse risco, & essencial que sejam avaliados os quatro
genes-marcadores em uma amostra. A classificacao da fase fenologica é
entao determinada por esta avaliacao conjunta.
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