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RESUMO: A técnica quantitativa de PCR em tempo real, qRT-PCR, permite analisar a expressdo de genes alvo em
diferentes condigdes experimentais. No entanto, a andlise precisa dos resultados gerados pela qRT-PCR esta
diretamente relacionada ao gene normalizador utilizado, o qual deve apresentar expressdo constitutiva semelhante para
as diferentes amostras/tratamentos avaliados no experimento. Os genes normalizadores escolhidos para as andlises em
sementes podem diferir daqueles utilizados para as raizes e folhas. Este trabalho teve como objetivo a avaliagdo de
genes normalizadores uteis ao estudo de expressdo génica em sementes. O experimento englobou sementes mantidas
nos frutos, sementes desmuciladas mecanicamente ou por meio da fermentacdo. Essas sementes e frutos foram em
seguida, secados a sombra ou em secador até atingirem os teores de agua de 12% ou 35%, foram acondicionados em
embalagens herméticas e mantidos em camara fria (10°C/ 40%UR) por um periodo de até 12 meses. Foram avaliados 11
genes candidatos a normalizadores, os quais foram escolhidos, previamente, em um estudo de microarranjos. As
expressdes e estabilidade destes genes foram avaliadas por meio dos softwares geNorm, NormFinder, Delta Ct e
BestKeeper. Pela analise conjunta dos resultados obtidos a partir destes softwares, observou-se que a estabilidade de um
gene normalizador ¢ varidvel em fungdo do fator experimental considerado. O gene da actina ¢ indicado como
normalizador nas analises de expressdo génica em sementes de café quando forem considerados todos os trés fatores
avaliados neste estudo, ou seja, processamento, secagem e armazenamento.
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ENDOGENOUS GENESFOR gRT-PCR ANALYSISIN COFFEE SEEDS

ABSTRACT: Quantitative Real-Time PCR technique allows the evaluation of gene expression in a wide range of
experimental conditions. However, the accuracy of qRT-PCR is highly correlated to the endogenous or normalizing
gene, which should provide similar expression profile for different samples in the assay. Normalizing genes chosen for
analysis in seeds may differ from those used for roots and leaves. This study aimed to evaluate the normalizing genes
useful for the study of gene expression in coffee seeds. The assay comprised seeds kept in fruits, seeds that mucilage
was removed mechanically or by fermentation. These seeds and fruits were dried under shade or in a mechanical dryer
until they reach 12% or 35% of moisture content. Afterward, they were placed in airtight containers and were stored
under 10°C/40%RH for 12 months. A total of 11 candidate genes, chosen based on previous microarray study, were
evaluated for normalizing qRT-PCR, . The expression and stability of these genes were evaluated using four softwares:
GeNorm, NormFinder, Delta Ct and BestKeeper. Our results show that the stability of normalizing gene is variable and
related with each experimental factor considered. The Actin is the normalizing gene indicated for expression analysis in
coffee seeds when all three factors (processing, drying and storage) are considered together in this analysis.
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INTRODUCAO

Em experimentos utilizando a técnica de PCR em tempo real (QRT-PCR) muitas varidveis podem interferir nos
resultados das expressoes génicas relativas, tais como a quantidade inicial de amostra, qualidade do RNA, eficiéncia da
amplificacdo e a selegdo correta de genes normalizadores. Entre esses fatores a escolha dos genes normalizadores ¢ um
pré-requisito fundamental para a obtengdo de resultados confiaveis (Pfaffl et al., 2004). Um bom gene normalizador
pode ser definido como aquele gene cuja expressao ¢ estavel entre as amostras e nao sofre alteragdo com os diferentes
tratamentos aplicados. Além do mais ele ndo deve estar ligado a pseudo-genes evitando, assim, amplificagdes do DNA
gendmico e apresentar um threshold cycle ou Ct entre 18 e 22, também ¢ desejavel (Hongjian et al., 2010). Sabe-se que,
mesmo a expressao destes genes pode diferir em diferentes tecidos das plantas como folhas, raizes e sementes. Uma
condi¢do ideal seria aquela em que adversidades ambientais, € mesmo experimentais, ndo influenciassem a expressao
génica destes genes (Schmittgen & Zakrajsek, 2000). No entanto, muitos estudos mostram que os principais genes
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constitutivos também estdo sujeitos a tais influéncias e podem variar, consideravelmente, em diferentes condigdes
ambientais (Thellin et al., 1999; Stiirzenbaum & Kille, 2001; Radonic et al., 2004). Apesar de ja terem sidos descritos
genes normalizadores em café (Cruz et al, 2009; Barsalobres-Cavallari et al., 2009) , at¢ o momento genes
normalizadores ainda ndo foram avaliados em sementes de caf¢ arabica.

A estabilidade dos genes normalizadores pode ser detectada a partir de softwares especificos que consideram os dados
da expressdo desses genes em diferentes condi¢des experimentais. Dentre os programas disponiveis, o GeNorm
(Vandesompele et al., 2004) classifica os genes testados baseado na estabilidade dos valores de expressdao M. O mais
estavel possui o menor valor de M enquanto que o menos estavel tem o maior valor de M. O valor M ¢ a média do
pareamento da variagdo de um gene particular contra todos os outros genes testados. NormFinder ¢ um outro algoritmo
utilizado para identificar a normalizacdo 6tima de um dado gene entre um conjunto de genes candidatos a genes de
referéncia (Andersen et al., 2004). Ele classifica um grupo de genes candidatos normalizadores de acordo com a
estabilidade da expressdo em um dado conjunto de amostras. BestKeeper avalia a estabilidade da expressdo génica para
todos os genes individuais baseado em trés variaveis: Desvio padrdo (DP), coeficiente de correlagdo (r) e porcentagem
de covariancia (PC) (Pfaffl et al., 2004). Todos os genes sdo reunidos em um indice e a correlagdo entre cada gene
candidato e este indice é calculado baseando-se nos valores individuais de Ct com a média geométrica dos genes
candidatos. Os genes cujos valores de DP forem maiores que “um” sdo considerados inconsistentes e sdo excluidos das
analises. O método do Delta Ct (Silver et al., 2006) analisa o menor indice de variabilidade entre os Ct das amostras
testadas.

Com o objetivo de validar genes candidatos a normalizadores, neste trabalho, 11 genes foram identificados a partir de
analises prévias de microarranjo, e a estabilidade deles foi avaliada no cDNA de sementes de café submetidas aos
processamento natural, desmucilado e fermentado, secadas a sombra ou em secador até os teores de dgua de 12 e 35%.
Estas sementes foram armazenadas em camara fria por de 0, 4, 8 ¢ 12 meses.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal:

Foram utilizadas sementes de C. arabica cultivar Catuai Amarelo IAC 62. Frutos de café cereja foram submetidos a ou
ndo ao processamento para retirada da mucilagem, resultando em trés tratamentos: a) café ao natural ou café em coco,
onde os frutos ndo foram descascados ou desmucilados; b) desmucilagdo mecénica das sementes; ¢) desmucilagdo das
sementes pela fermentacdo. Em seguida, as sementes e o café¢ ao natural foram secados a sombra ou em secador até
atingirem os teores de agua de 12% ou 35%, acondicionadas em embalagens herméticas e mantidas em camara fria
(10°C/ 40%UR) por um periodo de até 12 meses. As amostragens foram realizadas cada quatro meses.

Extracdo do RNA total e sintese do cDNA:

O RNA total foi extraido de 5 g de sementes maceradas em nitrogénio liquido, utilizando o protocolo sugerido por
Chang et al. (1993). A dosagem do RNA total foi feita em espectrofotometro UV diluido em 50x, medindo-se a
absorbancia a 230,,,, 260, € 280,,. Os célculos foram feitos de acordo com Sambrook et al. (1989). A integridade do
RNA total foi verificada por eletroforese em gel de agarose 1%, corados com brometo de etidio. Todas as amostras de
RNA foram tratadas com DNAse para a remogdo total de DNA gendmico. Apods este tratamento, 500ng do RNA foram
submetidas a sintese de cDNA para andlise de funcionalidade (RevertAidTM Minus First Strand cDNA Synthesis Kit -
Fermentas). Em seguida foi realizada a amplificagdo do gene B-Actina para validagdo dos cDNAs e somente apds o
resultado positivo ¢ que foram realizadas as analises de expressdo génica.

Selecéo e analise da expressao dos genes candidatos a nor malizadores:

Foram avaliados 11 genes previamente selecionados em estudos de microarranjos realizados no Laboratério de Biologia
Molecular do Centro de Café do IAC (Tabela 1). Esta sele¢do considerou os valores de fold change ndo significativos
nas amostras testadas no experimento do microarranho. Os resultados das expressdes absolutas (valores de Ct) foram
avaliados pelos programas Best Keeper (Pfaffl et al., 2004), GeNorm (Vandesompele et al., 2004), NormFinder
(Andersen et al., 2004), e DeltaCt (Silver et al., 2006), os quais permitiram determinar a estabilidade da expressdo
destes genes nas sementes submetidas aos diferentes tipos de processamento, secagem e periodos de armazenamento
das sementes.

Para as analises de expressido dos genes alvo foi utilizado o kit foi Maxima™ SYBR Green qPCR Master Mix (2X) -
Fermentas. As reagdes foram conduzidas em termociclador ABI Prism 7700 Sequence Detection System sob as
condigdes descritas: 50°C por 2 min, 95°C por 10 min, 45 ciclos de 95°C por 2 min/62°C por 30 seg/72°C por 30 seg. Os
dados foram coletados na ultima fase (extensao). As temperaturas de dissociacdo do amplicon variaram de 78°C a 85°C
e indicaram a amplificacdo de um produto especifico (alvo). Para calcular a eficiéncia da reagdo foi usada a féormula:
E=[10"/slope] "'. As reacdes tiveram repeti¢des representativas e foram feitas em triplicata.
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Tabela 1. Genes normalizadores selecionados para o estudo em sementes de café submetidas a diferentes
processamentos e secagem em diferentes tempos de armazenamento.

Abreviacio Anotacio

Ubiquina carboxil-tenminal hidrolase

UEQ
Actina
Act
GAPFDH
GAPDH
408 nboszomal
405
Chaperona
Chap
Poli Ubiquitina
PUBQ
GAPDH
GAPDH.2
Fatorremodelador de cromatina
FRC
Ubiquitina ligase
UBQ lig
Histona H1.5
H15
Poli Ubiquitina A
PolyA

RESULTADOSE DISCUSSAO

Nos géis de agarose pdde ser verificada que a extracdo do RNA de sementes utilizando-se o LiCl permitiu a obtengio
de RNA de alta qualidade. As sementes possuem grande quantidade de polissacarideos, os quais interferem diretamente
na qualidade do RNA e, consequentemente, nas analises de qR-TPCR. Os valores absolutos de quantificacdo (ng/uL) e
relacdo Aygo/Asgo que apresentou relagdo proxima a 2,0 foram os indicadores considerados na avaliagdo da qualidade do
RNA.

Os genes escolhidos pertencem a diferentes classes funcionais que incluem genes estruturais e genes que participam de
metabolismo de outras moléculas. Pelas analises com curvas de dissociagdo de pico unico, pode ser verificado que todos
os genes testados amplificaram apenas um fragmento especifico. A grande maioria dos autores admite a utilizacdo de
apenas um gene endégeno como controle das reacdes (Brunner et al., 2004; Czechowski et al., 2005; Gutierrez et al.,
2008), no entanto outros trabalhos relatam a utilizacdo de dois ou mais endogenos (Exposito-Rodrigues et al.,
2008;Tong et al., 2009). Neste trabalho foi avaliadaa estabilidade de 11 genes em diferentes condigdes experimentais,
sendo classificados os cinco genes mais estaveis em cada interacdo, e sugere-se 0 uso isolado ou combinando de dois
ou mais genes endogenos na mesma reagao.

Em média, os valores de Ct’s para todos os genes normalizadores testados foram entre 20 e 24. A tabela 2 sintetiza a
classificag@o obtida pelos programas utilizados na avaliagdo da estabilidade destes nas amostras de RNA das sementes
de café submetidas aos diversos tratamentos. Quando os trés métodos de processamento foram analisados sem
considerar o processo de secagem, o gene ribossomal 40S foi o que apresentou maior estabilidade, sendo o primeiro na
classifica¢do consenso dos quatro programas utilizados. Este gene foi seguido pelos genes ubiquitina e H1.5 (histona).
Por outro lado, analisando cada tipo de processamento separadamente, obteve-se maior estabilidade para genes
diferentes em cada um destes, sendo o GAPDH mais estavel no processamento natural, a poliubiquitina A no tratamento
fermentado e o gene 40S ribossomal na desmucilagido mecanica. Quando analisados todos os processamentos em
conjunto o gene mais estavel foi o gene da actina.

Mesmos os genes constitutivos mais utilizados e que participam de processos celulares basicos das células podem ter
seus perfis de expressdo alterados em diferentes condi¢des experimentais e diferentes tecidos (Gutierrez et al., 2008).
Neste trabalho os resultados corroboram com os observados por Gutierrez et al. (2008), onde a classificagdo da
estabilidade dos genes foi variavel em func¢do do tipo de processamento e secagem das sementes. Desta maneira, os
resultados sugerem que para cada tipo de estudo de expressdo génica deve ser selecionado um gene normalizador que
melhor se adeque as analises. Esta mesma situacdo pdde ser verificada para o estudo de genes de defesa em cafeeiros
sob diferentes condi¢des de estresse, seja bidtico ou abidtico e em diferentes tecidos vegetais.



VIII Simpdsio de Pesquisa dos Cafés do Brasil
16 a 19 de Setembro de 2013, Vitoria da Conquista — BA

Tabela 2. Consenso entre programas Genorm, NormFinder, BestKeeper e Delta Ct , resultando na classificagdo e ranqueamento dos cinco melhores genes normalizadores nas
condigdes experimentais que consideraram os diferentes tipos de processamento, secagem e periodos de armazenamento das sementes.

Classificacio
Armazenamento (em
Processamento Umidade Secagem meses) lo.Lugar 2o.Lugar 3o.Lugar 4o.Lugar 5o.Lugar
Natural - Desmucilado - 12%e
Fermentado 33%  Secadore sombra 0.4, 8212 Act PolvA 4058 UBQlig FRC
12%e
Matural 33%  Secadore sombra 0.4,2212 GAFPDH PolyA Chap TBQ FRC
12%e
Fermentado 33%  Secadore sombra 0.4. %8212 PolvA  PUBQ 4058 UBQlig FRC
12% e
Desmucilado 33%  Secadore sombra 0.4.8e12 405 UBQ HI15 UBQlig GAPDH
Natural - Desmucilado -
Fenmentado Nio Nig Nio 405 TUBQ H15 GAPDH GAFPDH2
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CONCLUSOES

A estabilidade de um gene normalizador ¢ variavel em fun¢do das condi¢des experimentais. O gene da
actina ¢ o gene normalizador indicado para estudos que combinam os efeitos do processamento, secagem
e armazenamento sobre a qualidade das sementes de café arabica.
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