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RESUMO 

Terpenos constituem uma classe de compostos químicos amplamente diversa em plantas, 

desempenhando funções relacionadas ao metabolismo primário e especializado desses 

organismos, estando, muitas vezes, restritos a linhagens ou espécies específicas. A biossíntese 

de terpenos é catalisada por terpeno sintases (TPS), uma família de enzimas cujas propriedades 

variam entre si. Tal variação relaciona-se a eventos de expansão aos quais os genes codificantes 

das TPS foram submetidos ao longo da evolução de plantas terrestres, os quais encontram-se 

frequentemente organizados em clusters como resultado de episódios de duplicação e 

neofuncionalização genética. Análises recentes detectaram relações de homologia entre clusters 

de diterpeno sintases em Nicotiana tabacum (Solanaceae), Solanum lycopersicum (Solanaceae) 

e nas espécies de cafeeiro Coffea canephora (Rubiaceae) e Coffea arabica (Rubiaceae), com 

variações quanto ao padrão de expressão e ao produto sintetizado. C. arabica, de histórica 

relevância econômica, carece das estruturas vegetativas nas quais os genes em questão são 

majoritariamente expressos nessas espécies de Solanaceae, o que aventa indagações acerca do 

perfil de expressão e função desses genes nessa espécie de cafeeiro. Ademais, dada sua 

importância econômica, é substancial investigar os possíveis efeitos das mudanças climáticas 

previstas sobre elementos do metabolismo especializado de C. arabica. Neste estudo, o objetivo 

foi investigar o perfil transcricional de sete diterpeno sintases dispostas em tandem no genoma 

de C. arabica. Para apurar o perfil transcricional desses genes relacionados à síntese de 

diterpenos na espécie Coffea arabica, foram reanalisados dados de 48 bibliotecas de RNA-seq 

de C. arabica, oriundas de quatro estudos relacionados à resposta da espécie a estressores 

ambientais e ativação de defesas, bem como estágios da maturação do fruto. Análises de 

expressão diferencial revelaram que cinco genes apresentaram baixos níveis transcricionais, e 

dois mostraram expressão diferencial entre experimentos. Foram detectadas variações em 

relação aos órgãos em que esses genes são transcritos, bem como a modulação do nível 

transcricional em resposta às condições às quais as plantas foram submetidas. Esses resultados 

representam um passo inicial no delineamento do perfil transcricional e entendimento funcional 

desses genes na produção de metabólitos especializados em C. arabica, que podem deter 

interesse aplicado. 

 

Palavras-chave: genética vegetal; diterpenos; sequenciamento de nucleotídeos em larga 

escala; café 



 

 

 

 

 

 

ABSTRACT 

Terpenes constitute a widely diverse class of chemical compounds in plants, performing 

functions related to the primary and specialized metabolism of these organisms, being, many 

times, restricted to specific lineages or species. Terpene biosynthesis is catalyzed by terpene 

synthases (TPS), a family of enzymes whose properties vary among themselves. Such variation 

is related to expansion events to which TPS coding genes were submitted throughout the 

evolution of land plants, which are often organized in clusters as a result of episodes of genetic 

duplication and neofunctionalization. Recent analyzes have detected homology relationships 

between clusters of diterpene synthases in Nicotiana tabacum (Solanaceae), Solanum 

lycopersicum (Solanaceae) and in the coffee species Coffea canephora (Rubiaceae) and Coffea 

arabica (Rubiaceae), with variations in expression pattern and product. synthetized. C. arabica, 

of historical economic importance, lacks the vegetative structures in which the genes in question 

are mostly expressed in these Solanaceae species, which raises questions about the expression 

profile and function of these genes in this coffee species. Furthermore, given its economic 

importance, it is substantial to investigate the possible effects of predicted climate change on 

elements of the specialized metabolism of C. arabica. In this study, the objective was to 

evaluate the transcriptional profile of seven diterpene synthases arranged in tandem in the 

genome of C. arabica. In order to determine the transcriptional profile of these genes related to 

the synthesis of diterpenes in Coffea arabica, data from 48 RNA-seq libraries of C. arabica 

were reanalyzed, from four studies related to the response of the species to environmental 

stressors and activation of defenses, as well as as stages of fruit maturation. Differential 

expression analyzes revealed that five genes showed low transcriptional levels, and two showed 

differential expression between experiments. Variations were detected in relation to the organs 

in which these genes are transcribed, as well as the modulation of the transcriptional level in 

response to the conditions to which the plants were submitted. These results represent an initial 

step in delineating the transcriptional profile and functional understanding of these genes in the 

production of specialized metabolites in C. arabica, which may be of applied interest. 

 

Keywords: plant genetics; diterpenes; high-throughput nucleotide sequencing; coffee   
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1 INTRODUÇÃO 

 Terpenos – ou terpenoides – constituem uma classe de compostos químicos amplamente 

diversa em plantas, a qual conta com mais de 80.000 já identificados e muitos a serem ainda 

descritos (EVERT; EICHHORN, 2018; CHRISTIANSON, 2017). Parte desses compostos são 

comuns à maioria das plantas e desempenham funções relacionados ao metabolismo primário 

desses organismos, como é o caso das giberelinas, citocininas, auxinas, esteróis de membrana 

e outros. Todavia, a maioria dos terpenos mostra-se restrita a determinadas linhagens ou 

espécies de plantas nas quais participam do metabolismo especializado, desempenhando 

funções ecológicas que contribuem para o aumento do fitness desses organismos, tais como a 

atração de polinizadores, de dispersores de sementes e de microrganismos benéficos, bem como 

a defesa contra patógenos e herbívoros (PICHERSKY; RAGUSO, 2018; TETALI, 2019). Essa 

miríade de compostos tem sido empregada pela humanidade visando diferentes finalidades, que 

perpassam o uso de terpenos enquanto produtos farmacêuticos, nutricionais, flavorizantes, 

defensivos químicos de plantas, biocombustíveis, entre outros (ZERBE et al., 2015). 

 Embora amplamente diversos, todos os terpenos derivam das mesmas unidades básicas 

compostas por cinco carbonos: os isômeros isopentenil difosfato (IPP) e dimetilalil difosfato 

(DMAPP). Estes podem ser gerados no citosol, pela via do Ácido Mevalônico (MVA), ou em 

plastídeos, pela via do Fosfato de Metileritritol (MEP). A partir da atividade de cis- e trans-

prenil transferases (CPTs/TPTs), as unidades são condensadas para formar intermediários de 

diferentes comprimentos, os cis- e trans-prenildifosfatos. Tais intermediários servem, então, 

como substrato para a ação de uma família de enzimas, denominadas terpeno sintases (TPS), 

cuja atividade catalítica remove o grupamento difosfato e conduz à síntese do esqueleto de 

carbono de isoprenos (com cinco carbonos), monoterpenos (com 10 carbonos), sesquiterpenos 

(com 15 carbonos), diterpenos (com 20 carbonos) ou sesterterpenos (com 25 carbonos) (CHEN 

et al., 2011; THOLL, 2015; PICHERSKY; RAGUSO, 2018; ZHOU; PICHERSKY, 2020).  

Durante a biossíntese de terpenos, diferentes fatores contribuem para a geração da 

característica diversidade estrutural desses compostos. Dentre eles, cabe salientar: (i) a 

capacidade das TPS em produzir diferentes produtos a partir de um único substrato como 

consequência de alterações estocásticas de carga no sítio ativo da enzima; (ii) a modificação de 

aminoácidos nas TPS resultando em drástica alteração na síntese de terpenos com a produção 

de novos compostos, a qual é intensificada pela ampla plataforma de 30 a 100 genes de TPS 

em cada genoma de forma a favorecer a seleção e evolução de terpenos; e (iii) a possibilidade 

de modificação dos esqueletos de terpenos gerados por reações enzimáticas secundárias, 
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perpassando hidroxilação, peroxidação, metilação, clivagem, ou outras, de maneira a ampliar o 

número de compostos produzidos (THOLL, 2015; PICHERSKY; RAGUSO, 2018).    

 Uma vez que as TPS desempenham papel primordial na síntese e diversificação de 

terpenos em plantas, estas enzimas constituem objeto de interesse central da engenharia 

metabólica in planta e heteróloga para a produção de terpenóides de interesse econômico 

(THOLL, 2015; PICHERSKY; RAGUSO, 2018; TETALI, 2019). Compreendendo um elevado 

e crescente número de enzimas presentes em quase todos os táxons do reino vegetal, análises 

da família de TPS revelaram que esta divide-se nas subfamílias TPS-a, -b, -c, -d, -e/f, -g e -h, 

de acordo com relações filogenéticas e determinado grau de conservação funcional (CHEN et 

al., 2011; HESKES et al., 2018; THOLL, 2015). Ademais, TPS podem ser classificadas de 

acordo com sua estrutura e mecanismo de atividade em dois grupos: TPS de classe I, que detêm 

um domínio DDxxD rico em aspartato e altamente conservado na extremidade C-terminal, 

relacionado à remoção do grupamento difosfato para criar um intermediário carbocátion, o qual 

pode passar por diferentes reações e originar compostos distintos; e TPS de classe II, que detêm 

um domínio DxDD na extremidade N-terminal relacionado à ionização de seu substrato via 

protonação, geralmente formando diterpenos. (CHEN et al., 2011; THOLL, 2015; ZHOU; 

PICHERSKY, 2020). Existem, ainda, casos de TPS bifuncionais, nas quais se observa a 

ocorrência de ambos os domínios ativos das classes I e II. Essas foram descritas apenas em 

plantas sem sementes e Gimnospermas, e são consideradas primitivas em relação à TPS 

monofuncionais de classe I e II (CHEN et al., 2011; ZERBE; BOHLMANN, 2014; 2015). 

Os genes que codificam as TPS passaram por significativos eventos de expansão ao 

longo da evolução das plantas terrestres. Tais genes são frequentemente encontrados em 

clusteres – ou agrupamentos – nos cromossomos, cuja origem sugere eventos de duplicação por 

crossing-over desigual e neofuncionalização combinados à realocação no genoma. 

Frequentemente, estão também inclusos outros genes que codificam enzimas modificadoras que 

têm como substrato o produto das TPS, como as enzimas citocromo P450s. Caracteristicamente, 

genes organizados em tandem apresentam grande similaridade entre si. Tal configuração facilita 

a regulação dos múltiplos genes envolvidos em uma mesma via ao nível da cromatina, além de 

auxiliar na prevenção do acúmulo de possíveis produtos citotóxicos (CHEN et al., 2011; 

THOLL, 2015).   

 O rápido desenvolvimento da biologia de sistemas vegetais – que combina a 

metabolômica, genômica, transcriptômica, bioquímica e bioinformática – tem se mostrado um 

poderoso aliado para o setor industrial, uma vez que possibilita a identificação de genes de 
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interesse em espécies de plantas não-modelo. Essa, combinada à engenharia metabólica, 

propicia a produção sustentável de compostos vegetais de interesse em grande escala (ZERBE; 

BOHLMANN, 2015). Neste cenário, tem-se atribuído grande atenção a diterpenos. Utilizados 

pela humanidade desde a Era Neolítica visando as mais diversas finalidades, hoje, tais 

compostos contam com ampla gama de aplicações industriais e movimentam vários bilhões de 

dólares anualmente (ZERBE; BOHLMANN, 2015). Dentre os diterpenos de maior relevância 

para o setor industrial, cabe destacar o cis-abienol. Este composto pode ser empregado 

industrialmente como precursor na produção do Ambrox®, fixador utilizado em itens de 

perfumaria de elevado valor (ZERBE; BOHLMANN, 2014; 2015).  

O cis-abienol foi identificado em espécies de plantas pertencentes a famílias de 

Gimnospermas e Angiospermas (ZERBE; BOHLMANN, 2014). Diferenças observadas no 

processo de biossíntese do Z-abienol entre esses grupos sugerem surgimento evolutivo 

independentemente do diterpeno, representando um caso de evolução convergente do 

metabolismo especializado em plantas (SALLAUD et al., 2012; ZERBE; BOHLMANN, 

2014). Na espécie Abies balsamea (Pinaceae), na qual foi inicialmente identificado, a 

biossíntese do composto realiza-se pela atividade enzimática da diterpeno sintase bifuncional 

cis-abienol sintase (CAS), tendo como resultado o acúmulo do cis-abienol na periderme da 

espécie (ZERBE; BOHLMANN, 2014; 2015). Já em Nicotiana tabacum (Solanaceae), a 

biossíntese do diterpeno processa-se em duas etapas sequenciais catalisadas por enzimas 

distintas, respectivamente codificadas pelos genes NtCPS2 e NtABS expressos em tricomas 

glandulares, onde se acumula o Z-abienol nessa espécie. Em N. tabacum, o diterpeno detém 

particular interesse como precursor de compostos que influenciam a qualidade e o odor 

característico do fumo (SALLAUD et al., 2012).  

Análises filogenéticas preliminares indicam que os genes de N. tabacum NtCPS2 e 

NtABS são prováveis ortólogos dos genes codificantes das TPS18 e TPS41 no tomateiro - 

Solanum lycopersicum (Solanaceae) (MATSUBA et al., 2015). Ambas são diterpeno sintases, 

sendo a TPS18 (locus Solyc08g005720) do tipo TPS-e/f, e a TPS41 (locus Solyc08g005710) 

do tipo TPS-c. Há, ainda, diferenças em relação aos órgãos e tecidos em que estes genes são 

expressos, bem como ao produto da proteína codificada pelos genes entre as espécies. Tais 

diferenças compreendem a expressão do gene codificante da TPS18 em raízes e botões florais 

de tomateiro, com biossíntese de um diterpeno desconhecido, e expressão do gene codificante 

da TPS41 em tricomas, com papel fisiológico indefinido em S. lycopersicum (MATSUBA et 

al., 2013; ZHOU; PICHERSKY, 2020). Ademais, nessa espécie, os genes em questão 
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encontram-se organizados em um cluster localizado no cromossomo 8. Nesse cluster, estão 

também inclusos os genes correspondentes às TPS19, TPS20 e CPT1, altamente expressos em 

tricomas e envolvidos na biossíntese e acúmulo de monoterpenos nesses apêndices epidérmicos, 

bem como os genes codificantes da TPS21 (Solyc8g005640, diterpeno sintase do tipo TPS-e/f), 

CPT2 e da citocromo P450 oxidorredutase (CYP71BN1), altamente expressos em peciólulos e 

relacionados à biossíntese de um diterpeno desconhecido até aquele momento, então batizado 

lycosantalonol (MATSUBA et al., 2015; SCHILMILLER et al., 2009).  

Por meio de análises de Bioinformática precedentes, detectou-se homologia entre genes 

descritos em S. lycopersicum e genes encontrados nas espécies de cafeeiro Coffea canephora 

(Rubiaceae) e Coffea arabica (Rubiaceae), também organizados em cluster (dados não 

publicados). Esta organização genômica similar para a disposição dessas TPS em espécies de 

Solanaceae e Rubiaceae suscitou interesse na obtenção de maior grau de detalhamento do perfil 

genômico e transcricional dos genes codificantes para estas TPS. Em análises preliminares, 

foram determinadas, com melhor exatidão, as relações de ortologia (por meio de BLAST 

recíproco na plataforma Galaxy, AFGAN et al., 2018) e paralogia entre as TPS do cromossomo 

8. Na Figura 1, estão indicadas as relações observadas entre ortólogos e parálogos das diterpeno 

sintases Solyc08g005640, Solyc08g005710 e Solyc08g005720 de tomateiro e C. canephora. 

Na tabela 1 e Figura 2, essas mesmas relações encontram-se detalhadas no genoma de C. 

arabica.  

Curiosamente, C. arabica possui folhas opostas, glabras e carece de foliólulos. Dessa 

forma, a expressão das TPS na espécie não poderá corresponder ao padrão transcricional 

observado nas TPS21 e TPS41 de S. lycopersicum, nem a NtABS e NtCPS2 de N. tabacum. 

Isso aventa indagações acerca do perfil de expressão e função dos genes em questão nessa 

espécie, os quais podem estar relacionados à biossíntese de diterpenos distintos daqueles 

descritos em tomateiro e tabaco, embora homólogos. Ademais, cabe salientar que C. arabica é 

uma espécie alotetraploide, cujo genoma resulta da fusão dos genomas das espécies parentais 

C. canephora e C. eugenioides, e na qual considera-se que cada gene tem sua própria regulação 

de expressão homeóloga, com regulação global mais complexa que a de espécies diploides 

(CLARINDO; CARVALHO, 2008; VIEIRA et al., 2019). 

No cenário atual, avanços recentes nas tecnologias de sequenciamento têm beneficiado 

grandemente a compreensão de como os genomas são expressos, em especial, com o 

desenvolvimento da técnica de RNA-sequencing (RNA-seq) (WIMBERLEY et al., 2020). Esta 

vale-se de métodos de sequenciamento de alto rendimento combinados a recursos de 
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Bioinformática para identificar genes presentes em um genoma específico, genes 

transcricionalmente ativos em um determinado momento ou sob determinada condição, e 

identificar, com precisão, o nível de expressão gênica. Dentre as inovações proporcionadas pela 

técnica em questão, cabe destacar a possibilidade de realizar análises em espécies não-modelo, 

que carecem – ou não – de um genoma de referência para comparação. Posteriormente, os 

resultados podem ser validados por meio de uma técnica independente, como a RT-qPCR 

(LOWE et al., 2017). Tal estratégia tem se mostrado promissora no estudo de diversos taxa de 

plantas, como Vitis vinifera (Vitaceae) (MATARESE et al., 2014), Ocimum spp. (Lamiaceae) 

(ANAND et al., 2019), Grindelia robusta (Asteraceae) (ZERBE et al., 2015), bem como no 

estudo de diferentes famílias gênicas em C. arabica (IVAMOTO et al., 2017ab). 

A produção de diterpenos em C. arabica tem recebido especial atenção nos últimos 

anos. Esses encontram-se entre os principais compostos químicos sintetizados pela espécie, em 

especial nos frutos, e mostraram deter generosa gama de aplicações de cunho nutricional, 

industrial, farmacêutico e cosmético (ESQUIVEL; JIMÉNEZ, 2012; MOEENFARD; ALVES, 

2020). Isso tem incrementado a histórica relevância econômica da espécie, tradicionalmente 

apreciada enquanto bebida, acarretando implicações favoráveis nos aspectos físico e social de 

países tropicais e subtropicais, principais produtores e exportadores desse commodity no 

contexto mundial, nos quais inclui-se o Brasil (LASHERMES et al., 2008; VIEIRA, 2008).  

Dada a importância econômica da espécie, é substancial investigar possíveis efeitos das 

tendências climáticas previstas sobre elementos do metabolismo especializado em C. arabica, 

as quais compreendem, principalmente, estresse hídrico, térmico e elevação da concentração de 

𝐶𝑂2 ([𝐶𝑂2]) atmosférico (SANTOS et al., 2022). Conhecer o perfil genético e metabolômico 

no que tange a síntese de diterpenos em C. arabica torna-se primordial para a obtenção de 

informações visando ampliar as possibilidades de aplicação desses compostos bioativos em prol 

do bem-estar humano (LASHERMES et al., 2008; TETALI, 2019). 
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Figura 1. Organização de genes ortólogos e parálogos de diterpeno sintases de S. lycopersicym e C. canephora 

 

Fonte: elaborado pelo autor 

 



 

 

12 

 

Tabela 1. Correspondência entre genes codificantes de TPS de C. arabica (informações do NCBI) e S. lycopersicum (informações da Sol Genomics Network) 

C = Cromossomo; ID = Identificação do gene; IT = Identificação do transcrito; IP = Identificação da proteína; I = Isoforma; L = Localização; TPS = Terpeno sintase 

Coffea arabica Solanum lycopersicum 

C ID IT IP I L TPS ID 

8c 

LOC113705343 

XM_027227161.1 XP_027082962.1 X1 23814473:23824970 

TPS41 Solyc08g005710 
XM_027227162.1 XP_027082963.1 X1 23814731:23824970 

XM_027227163.1 XP_027082964.1 X2 23814473:23824970 

XM_027227164.1 XP_027082965.1 X3 23817857:23824970 

LOC113705934 XM_027227835.1 XP_027083636.1 - 24162064:24178611 TPS21 Solyc08g005640 

LOC113705546 
XM_027227438.1 XP_027083239.1 X1 23711335:23719503 

TPS18 Solyc08g005720 
XM_027227439.1 XP_027083240.1 X2 23711463:23719432 

LOC113706417 
XM_027228320.1 XP_027084121.1 X1 24145754:24157315 

TPS41 Solyc08g005710 
XM_027228321.1 XP_027084122.1 X2 24148103:24157315 

8e 

LOC113702909 
XM_027224085.1 XP_027079886.1 X1 32672602:32680763 

TPS18 Solyc08g005720 
XM_027224086.1 XP_027079887.1 X2 32672608:32680763 

LOC113703438 

XM_027224798.1 XP_027080599.1 X1 32295395:32303338 

TPS21 Solyc08g005640 

XM_027224799.1 XP_027080600.1 X2 32295395:32303338 

XM_027224800.1 XP_027080601.1 X3 32295395:32304534 

XM_027224801.1 XP_027080602.1 X4 32295395:32303338 

XM_027224802.1 XP_027080603.1 X5 32295395:32303337 

LOC113702941 XM_027224124.1 XP_027079925.1 X1 32308944:32318536 TPS41 Solyc08g005710 
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XM_027224125.1 XP_027079926.1 X2 32309962:32318536 

XM_027224126.1 XP_027079927.1 X3 32310316:32318536 

XM_027224127.1 XP_027079928.1 X3 32309980:32318536 
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Figura 2. Disposição dos genes codificantes de TPS nos cromossomos 8c e 8e C. arabica 

 

Fonte: Elaborado pelo autor 

 

 

 

 

 

 

 

         



15 

 

 

 

2 OBJETIVOS 

O presente estudo tem por objetivo analisar o perfil transcricional de sete genes 

relacionados à síntese de diterpenos na espécie Coffea arabica, os quais são homólogos a 

diterpeno sintases caracterizadas no genoma de S. lycopersicum e N. tabacum. Busca-se, com 

isso, investigar a diversidade transcricional e resposta a estressores abióticos desses genes na 

espécie C. arabica. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Dados genômicos – genoma de referência 

 Para a realização das análises no genoma de C. arabica, foi utilizada como referência a 

anotação disponível no National Center for Biotechnology Information (NCBI), no link 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/77. Quando necessário, informações genômicas de 

referentes a C. canephora foram obtidas do banco de dados PLAZA Bioinformatics (VAN BEL 

et al., 2022), em https://bioinformatics.psb.ugent.be/plaza/. Para cada locus selecionado, 

identificaram-se os respectivos transcritos e isoformas proteicas, os quais foram manualmente 

avaliados para definição daqueles a serem utilizados como referência para cada TPS estudada. 

Para tanto, utilizou-se como critério a análise de expressão diferencial, detalhada a seguir.  

3.2 Análise do perfil transcricional em Coffea arabica por RNA-seq 

 Utilizando dados de RNA-seq disponíveis na literatura, foram realizadas análises da 

expressão gênica das TPS de interesse frente a diferentes condições visando a identificação de 

uma possível expressão diferencial dos respectivos genes, considerando seus transcritos. Tais 

condições compreenderam os estressores ambientais “elevada concentração de 𝐶𝑂2”, “elevada 

temperatura”, e “tratamento com ácido hexanoico”, bem como diferentes estágios de maturação 

do fruto.  

Os dados de RNA-seq utilizados nesta análise foram provenientes de quatro 

experimentos cujos dados estão disponíveis publicamente. Um dos experimentos analisou o 

perfil transcricional de folhas de C. arabica sob elevada temperatura, depositados por Oliveira 

et al. (2020) sob o código de acesso PRJNA609253; transcritos de folhas de C. arabica sob 

elevada [𝐶𝑂2], depositados por Marques et al. (2021) no NCBI sob o código de acesso 

BioProject PRJNA630692; transcritos de raízes de C. arabica sob tratamento com ácido 

hexanoico, depositados por Budzinski et al. (2021) no repositório European Nucleotide Archive 

(ENA), sob o código de acesso BioProject PRJEB39901; e transcritos de frutos de C. arabica 

em três estágios de maturação, depositados por Cheng et al. (2018) no banco de dados EMBL 

sob o código de acesso BioProject PRJEB24137. Na Tabela 2, encontram-se sumarizadas as 

características de cada estudo, bem como as bibliotecas de RNA-seq empregadas nas análises 

aqui realizadas. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/77
https://bioinformatics.psb.ugent.be/plaza/
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 As bibliotecas de RNA-seq referentes aos estudos de elevada temperatura e fases de 

desenvolvimento fruto encontravam-se disponíveis em sua forma bruta. Uma vez obtidas, 

foram descompactadas e processadas com o emprego do programa fastp (CHEN et al., 2018) 

conforme configuração padrão para a eliminação de adaptadores, bem como de bases 

indeterminadas e de baixa qualidade. Tal programa está disponível na plataforma Galaxy 

(https://usegalaxy.org/), online e de acesso gratuito (GIARDINE et al., 2005). Em 

contrapartida, os dados referentes aos estudos elevada concentração de elevada [𝐶𝑂2] e 

tratamento com ácido hexanóico encontravam-se processados e disponíveis em acervo ao qual 

o grupo de estudos tem acesso, de forma que tal procedimento não foi necessário. 

A análise dos respectivos perfis transcricionais dos genes de TPS de interesse em C. 

arábica foi realizada com o emprego da plataforma OmicsBox 

(https://www.biobam.com/omicsbox).  Inicialmente, foi utilizada a função Create Count Table, 

opção Transcript-level quantification, que se utiliza do pacote de softwares RSEM (LI; 

DEWEY, 2011), associado ao alinhador Bowtie2 (LANGMEAD; SALZBERG, 2012), para 

realizar a quantificação dos transcritos. Como input, foram utilizadas as leituras de 

sequenciamento de alto rendimento de cada experimento, as quais foram mapeadas contra os 

transcritos de referência preditos para o genoma de C. arabica, obtidos no NCBI (vide item 

3.1). Nessa etapa, foi desconsiderada a opção “Estimate RSPD” uma vez que as bibliotecas 

Illumina analisadas foram construídas segundo protocolo padrão, e selecionada a opção “Non-

Strand Specific”, ao passo que os dados utilizados não são 5’ ou 3’ específicos. Os demais 

parâmetros de análise foram mantidos conforme configuração-padrão. Uma vez concluídas as 

quantificações, foram retornadas tabelas de contagem que exibiram os níveis de transcrição de 

cada sequência fornecida como input. 

Em seguida, valendo-se dessas tabelas de contagem, foi empregada a função Run 

Differential Expression Analysis, opção Pairwise Differential Analysis, para a detecção de 

transcrição diferencial dos genes de interesse. Esta baseia-se no pacote do software edgeR 

(ROBINSON et al., 2010), que permite a comparação par-a-par de condições experimentais 

distintas. Nessa etapa, foram admitidos apenas o cálculo de transcrição diferencial para genes 

que apresentassem a contagem por milhão (CPM) de transcritos acima de 5 em, ao menos, uma 

das bibliotecas do experimento (CPM filter = 5; Samples reaching CPM filter = 1), de forma a 

garantir maior confiabilidade. Os demais parâmetros de análise foram mantidos consoante 

configurações-padrão. As bibliotecas para cada condição foram comparadas conforme 

delineado na Tabela 3. Como resultado, foram retornadas tabelas que exibiram aumento, 

https://www.biobam.com/omicsbox
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redução ou manutenção dos níveis de transcrição entre as comparações, de acordo com os 

parâmetros de filtragem utilizados. Essas foram manualmente analisadas a fim de delimitar os 

perfis transcricionais dos genes de interesse. 

As tabelas de expressão diferencial geradas também foram empregadas na função 

Heatmap, que se utiliza do software InCHlib (ŠKUTA et al., 2014) para a visualização 

organizada e exploração interativa dos dados. A partir dessa função, foram geradas 

representações visuais dos valores de CPM referentes aos transcritos dos genes codificantes das 

TPS de interesse, frente às condições analisadas. 

Em posse desses dados, foram selecionados aqueles genes cuja expressão mostrou-se 

órgão-específica ou alterada em virtude do experimento para futura validação transcricional por 

RT-PCR semi-quantitativa.  

 

Tabela 2. Bibliotecas de RNA-seq analisadas  

BP = Bioproject; O = Órgão; CV = Variedade; TS = Tipo de sequenciamento; C = Controle; T = Tratamento  

BioProject Condição Órgão Cultivar 

Tipo de 

sequencia

mento 

Controle Tratamento 

PRJNA630692 
Elevada 

[𝐶𝑂2] 
Folhas 

Icatu 

vermelho 

Illumina 

HighSeq 

2000 

Single-end 

(1x50pb) 

CA_380ppm_25

C_1A_R1 

CA_700ppm_25C

_3A_R1 

CA_380ppm_25

C_1B_R1 

CA_700ppm_25C

_3B_R1 

CA_380ppm_25

C_1C_R1 

CA_700ppm_25C

_3C_R1 

CA_380ppm_37

C_9A_R1 

CA_700ppm_37C

_10A_R1 

CA_380ppm_37

C_9B_R1 

CA_700ppm_37C

_10B_R1 

CA_380ppm_37

C_9C_R1 

CA_700ppm_37C

_10C_R1 

CA_380ppm_42

C_2A_R1 

CA_700ppm_42C

_4A_R1 

CA_380ppm_42

C_2B_R1 

CA_700ppm_42C

_4B_R1 
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CA_380ppm_42

C_2C_R1 

CA_700ppm_42C

_4C_R1 

PRJNA609253 
Elevada 

temperatura 
Folhas Acauã 

Illumina 

HiSeq 

2000 

Paired-end 

(2x150pb) 

SRR11196525_

controle_replicat

a1_R1 

SRR11196525_

controle_replicat

a1_R2 

SRR11196533_ca

lor_replicata1_R1 

SRR11196533_ca

lor_replicata1_R2 

SRR11196526_

controle_replicat

a2_R1 

SRR11196526_

controle_replicat

a2_R2 

SRR11196534_ca

lor_replicata2_R1 

SRR11196534_ca

lor_replicata2_R2 

SRR11196530_

controle_replicat

a3_R1 

SRR11196530_

controle_replicat

a3_R2 

SRR11196535_ca

lor_replicata3_R1 

SRR11196535_ca

lor_replicata3_R2 

SRR11196538_

controle_replicat

a4_R1 

SRR11196538_

controle_replicat

a4_R2 

SRR11196536_ca

lor_replicata4_R1 

SRR11196536_ca

lor_replicata4_R2 

SRR11196539_

controle_replicat

a5_R1 

SRR11196539_

controle_replicat

a5_R2 

SRR11196537_ca

lor_replicata5_R1 

SRR11196537_ca

lor_replicata5_R2 

PRJEB39901 Ácido 

hexanóico 
Raízes 

Catuaí 

Vermelh

o 

Illumina 

NovaSeq 

6000 

Paired-end 

(2x150pb) 

LCS7609_DS_C

C_root1_R1 

LCS7609_DS_C

C_root1_R2 

LCS7609_DS_C

HX_root1_R1 

LCS7609_DS_C

HX_root1_R2 

LCS7609_DS_C

C_root2_R1 

LCS7609_DS_C

C_root2_R2 

LCS7609_DS_C

HX_root2_R1 

LCS7609_DS_C

HX_root2_R2 

LCS7609_DS_C

C_root3_R1 

LCS7609_DS_C

C_root3_R2 

LCS7609_DS_C

HX_root3_R1 

LCS7609_DS_C

HX_root3_R2 

Obatã 

1669-20 

Illumina 

NovaSeq 

LCS7609_DS_

OC_root1_R1 

LCS7609_DS_

OC_root1_R2 

LCS7609_DS_O

HX_root1_R1 

LCS7609_DS_O

HX_root1_R2 
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6000 

Paired-end 

(2x150pb) 

LCS7609_DS_

OC_root2_R1 

LCS7609_DS_

OC_root2_R2 

LCS7609_DS_O

HX_root2_R1 

LCS7609_DS_O

HX_root2_R2 

LCS7609_DS_

OC_root3_R1 

LCS7609_DS_

OC_root3_R2 

LCS7609_DS_O

HX_root3_R1 

LCS7609_DS_O

HX_root3_R2 

PRJEB24137 Maturação 

do fruto 
Fruto K7 

Illumina 

HiSeq 

4000 

Paired-end 

(2x150pb) 

ERR2231835_v

erde_replicata1_

R1 

ERR2231835_v

erde_replicata1_

R2 

ERR2231838_am

arelo_replicata1_

R1 

ERR2231838_am

arelo_replicata1_

R2 

ERR2231839_am

arelo_replicata2_

R1 

ERR2231839_am

arelo_replicata2_

R2 

ERR2231840_am

arelo_replicata3_

R1 

ERR2231840_am

arelo_replicata3_

R2 

ERR2231836_v

erde_replicata2_

R1 

ERR2231836_v

erde_replicata2_

R2 

ERR2231841_ver

melho_replicata1_

R1 

ERR2231841_ver

melho_replicata1_

R2 

ERR2231842_ver

melho_replicata2_

R1 

ERR2231842_ver

melho_replicata2_

R2 

ERR2231843_ver

melho_replicata3_

R1 

ERR2231843_ver

melho_replicata3_

R2 

 

Tabela 3. Resumo das análises comparativas de expressão diferencial 

C = Condição; CT = Controle; T = Tratamento 

C CT T 
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Elevada [𝐶𝑂2] 

25 ºC 380 ppm 𝐶𝑂2 25 ºC 700 ppm 𝐶𝑂2 

37 ºC 380 ppm 𝐶𝑂2 37 ºC 700 ppm 𝐶𝑂2 

42 ºC 380 ppm 𝐶𝑂2 42 ºC 700 ppm 𝐶𝑂2 

Temperatura Ótima Elevada 

Ácido hexanóico 

Obatã s/ ác. hexanóico Obatã c/ ác. hexanóico 0,55mM 

Catuaí s/ ác. hexanóico Catuaí c/ ác. hexanóico 0,55mM 

Obatã s/ ác. hexanóico Catuaí s/ ác. hexanóico  

Obatã c/ ác. hexanóico 0,55mM Catuaí c/ ác. hexanóico 0,55mM 

Maturação do fruto 
Fruto verde Fruto amarelo 

Fruto verde Fruto vermelho 

 

3.3 Material vegetal para análise por RT-PCR semi-quantitativo 

O material biológico disponível em laboratório a ser utilizado nas análises aqui 

propostas consistiam em segmentos de folhas e raízes de C. arabica cv. Catuaí Vermelho IAC 

144.  

As folhas e raízes utilizadas provêm do estudo de Catarino et al. (2021). Neste, mudas 

de Coffea arabica cv. Catuaí Vermelho IAC144 (3–4 meses de idade) obtidas em viveiro 

certificado e com padrão de crescimento semelhante foram transplantadas para vasos de 12 

litros contendo o substrato Floreira (Natus Solos do Brasil), com uma planta por vaso. Após 30 

dias de aclimatação em casa de vegetação, as plantas foram transferidas para câmaras open-top 

(OTC) instaladas em casa de vegetação no Centro de Fisiologia e Bioquímica do Instituto de 

Botânica de São Paulo (atual Instituto de Pesquisas Ambientais) para aclimatação do tratamento 

de 𝐶𝑂2 (ambiente atmosférico – a[𝐶𝑂2] = 400 ppm ou [𝐶𝑂2] atmosférico elevado – e[𝐶𝑂2] = 

800 ppm), conforme descrito por Sanches et al. (2017). A injeção de gás foi aplicada através de 

um cilindro de 𝐶𝑂2 comprimido acoplado ao sistema. Durante este período de aclimatação a 

[𝐶𝑂2], as plantas foram regadas diariamente com água da torneira e solução nutritiva de 

Hoagland e Arnon (HOAGLAND; ARNON, 1950) uma vez por semana. Após 30 dias do 

período de aclimatação, metade das plantas cultivadas em a[𝐶𝑂2] e e[𝐶𝑂2] foram submetidas a 

déficit hídrico (WD) com suspensão da irrigação, enquanto a outra metade foi mantida em 

regime de rega diária (WW) por 40 dias consecutivos, apresentando os seguintes tratamentos: 

a[CO2]+WW, a[CO2]+WD, e[CO2]+WW e e[CO2]+WD. A temperatura e umidade relativa 

do ar (HMP45C-L, Campbell Sci.) e a radiação fotossintética ativa (Li-190R, LiCor) foram 

monitoradas dentro das OTCs durante o período do experimento. Material foliar e segmentos 
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de raízes foram obtidos no 20º e 40º dia após a imposição do déficit hídrico, que correspondem 

aos períodos de “seca moderada” e “seca severa”. 

Cabe salientar que todas as amostras disponíveis contavam com, ao menos, três réplicas 

biológicas (três indivíduos distintos) e técnicas (três repetições de coleta). 

3.4 Extração de RNA total 

 A partir do material vegetal disponível de C. arabica cv. Catuaí Vermelho IAC 144 

coletadas, o RNA total foi obtido por meio do emprego do kit RNeasy Plant (Qiagen, Hilden, 

North Rhine-Westphalia, Alemanha), conforme instruções do fabricante. Em seguida, 

determinou-se a concentração do RNA extraído utilizando-se o kit Qubit RNA BR Assay 

(Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, EUA) e conseguinte quantificação no fluorímetro 

Qubit (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, EUA), conforme instruções do fabricante. 

A integridade do RNA obtido foi verificada por meio da realização da técnica de eletroforese 

em gel de agarose a 1,5%. Em seguida, metade do volume obtido foi diluído em água RNAse-

free Water para padronizar as diferentes concentrações para 35 ng/µl, de maneira a atender 

demandas específicas da reação de amplificação na etapa seguinte. 

3.5 Desenho de iniciadores para TPS de interesse 

Primers específicos para os genes selecionados foram desenhados por meio do emprego 

do programa Primer 3 Plus (https://www.bioinformatics.nl/cgi-

bin/primer3plus/primer3plus.cgi) para amplificar produtos que variam de 90 a 150 pb. Como 

input, utilizou-se a sequência do respectivo cDNA previsto para a sequência dos transcritos 

disponíveis no NCBI e, para casos em que o gene apresenta polimorfismo, considerou-se a 

sequência referente à isoforma X1. Cabe salientar que, dentre os possíveis primers gerados pelo 

programa, foram selecionados aqueles localizados na região 3’ do gene visando garantir que os 

produtos estejam íntegros, e não degradados pela ação putativa de microRNAs. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

No presente estudo, foram utilizadas 48 bibliotecas de RNA-seq de C. arabica oriundos 

de quatro estudos. Três destes são relacionados à resposta de C. arabica a estressores ambientais 

e ativação de defesas – alta temperatura, altas concentrações de 𝐶𝑂2, e respostas a um elicitor 

– e um estudo referente a comparação de perfis transcricionais ao longo da maturação do fruto 

– PRJEB24137. Essas foram submetidas a análises in silico a fim de apurar o perfil 

transcricional de sete genes que codificam TPS de interesse na espécie em questão, bem como 

possíveis modulações frente às condições impostas.  

4.1 Perfil transcricional das TPS de interesse em Coffea arabica 

As análises de expressão diferencial ajudaram a revelar perfis transcricionais distintos 

entre os sete genes analisados no presente estudo (Tabela 4). Ocorreram variações em relação 

aos órgãos em que esses genes são transcritos, bem como a modulação do nível transcricional 

em resposta às condições às quais as plantas foram submetidas. Dos sete genes analisados, 

quatro foram substancialmente transcritos – LOC113705934, LOC113705546, 

LOC113702909 e LOC113702941 – enquanto os demais foram detectados a níveis mais baixos, 

e por isso não atingiram os mínimos para análise de expressão diferencial – LOC113705343, 

LOC113706417 e LOC113703438. Na Figura 3, são ilustrados os níveis de transcrição 

referente a cada biblioteca analisada em CPM. Em função disso, voltou-se a atenção àqueles 

que compõem o primeiro grupo.  

 Os genes LOC113705934 e LOC113702941 mostraram-se órgão-específicos, pois 

foram detectados transcritos apenas em folhas e raízes de C. arabica, respectivamente. 

Conjuntos de TPS órgão-específicas também foram descritas em diversas espécies vegetais, 

como Matricaria recutita (Asteraceae), Salvia hispanica (Lamiaceae) e Dendrobium officinale 

(Orchidaceae). Nesses estudos, foi proposto que tal distribuição desigual manifesta uma 

regulação estrita da produção de terpenóides com funções variadas, de maneira a conferir 

características únicas ao órgão em que se encontram, o que pode ocorrer, também, em C. 

arabica (IRMISCH et al., 2012; WIMBERLEY et al., 2020; YU et al., 2020).  

Em relação à resposta às condições ambientais avaliadas, a ausência de regulação 

transcricional observada no gene LOC113705934 na variedade Acauã submetida à condição de 

elevada temperatura, bem como na transcrição do gene LOC11370294 em raízes das variedades 

Catuaí e Obatã submetidas à aplicação de ácido hexanóico, indica que estes não participam dos 
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respectivos mecanismos moleculares e fisiológicos que conferem termotolerância ou que 

estabelecem um estado de resposta a elicitores na planta (OLIVEIRA et al., 2020; BUDZINSKI 

et al., 2020), produzindo terpenos em folhas e raízes de maneira constitutiva sob tais condições. 

  O gene LOC113705546 foi majoritariamente transcrito em folhas e raízes de C. arabica. 

Em folhas, foi constatado o aumento da transcrição do gene em questão em resposta à elevada 

concentração de [𝐶𝑂2] na variedade Icatu Vermelho em faixas de temperatura ótima e 

moderadamente elevada. Tal condição ambiental foi demonstrada favorável à C. arabica, uma 

vez que induz ao aumento da taxa de fotossíntese, bem como à mitigação dos efeitos 

prejudiciais de outros estresses abióticos, como o calor e o déficit hídrico (SANCHES et al., 

2017; MARTINS et al., 2016; RAMALHO et al., 2018; AVILA et al., 2020; CATARINO  et 

al., 2021). Em contrapartida, em raízes, foi constatada redução da transcrição do gene 

LOC113705546 em resposta à aplicação de ácido hexanóico na variedade Catuaí, agente natural 

que estabelece na planta um estado de resposta mais rápida e/ou robusta frente a estressores 

ambientais (BUDZINSKI et al., 2020). Dessa forma, o gene LOC113705546 e as características 

bioquímicas da TPS por ele codificada em folhas da variedade Icatu Vermelho e raízes de 

Catuaí constituem elementos interessantes a serem explorados e melhor elucidados para um 

possível aproveitamento no cultivo da espécie frente às mudanças climáticas previstas. 

Possivelmente, este gene atua na produção de compostos em respostas a estressores foliares, 

mas não a estressores em raiz. 

Dentre os quatro genes expressos, o LOC113702909 demonstrou o perfil transcricional 

mais abrangente, sendo encontrado em raízes, folhas e frutos, bem como em todas as variedades 

analisadas. Nessa perspectiva, é possível que o gene LOC113702909 esteja relacionado à 

biossíntese de terpenos que atuam em processos metabólicos constitutivos em C. arabica, o que 

justificaria a o perfil transcricional ubíquo. Ademais, embora predominantemente estável nos 

diferentes órgãos e condições, houve redução da expressão em resposta à aplicação de ácido 

hexanóico em raízes na variedade Obatã, cujo efeito foi previamente explanado. Levando em 

conta o exposto aqui, o gene LOC113702909 e as características bioquímicas da TPS por ele 

codificada, em especial em raízes da variedade Obatã, também constituem elementos 

interessantes a serem melhor elucidados para um possível aproveitamento no cultivo da espécie. 

Foram observadas ainda diferenças de níveis transcricionais entre variedades em um 

mesmo órgão. O gene LOC113705934 foi expresso em folhas da variedade Acauã, porém foi 

detectado em níveis baixos na variedade Icatu Vermelho; o inverso ocorreu para o gene 

LOC113705546. Tal variação no padrão de transcrição pode decorrer de características 
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intrínsecas aos respectivos genótipos das variedades de C. arabica, conforme constatado por 

Marracini et al. (2011) e Oliveira et al. (2020). Variações intraespecíficas na expressão de genes 

relacionados à biossíntese de terpenos são frequentes em plantas, e foram descritas para outras 

espécies de interesse, como Zea mays e Cannabis sativa, de forma que diferentes variedades 

podem ser mais ou menos vantajosas em contextos específicos (KÖLLNER et al., 2008; 

BOOTH et al., 2020).  

Nota-se, também, a ocorrência de certa variação a nível de transcritos oriundos de um 

mesmo gene. No que tange ao gene LOC113705546, o transcrito XM_027227439.1 encontrou-

se limitado a raízes, enquanto XM_027227438.1 fez-se presente não apenas neste órgão, mas 

também em folhas. No caso do gene LOC113702909, foi observada certa estabilidade entre os 

transcritos, ambos expressos em todos os órgãos, ainda que com variações – ausência de 

XM_027224085.1 em folhas submetidas à condição “elevada [𝐶𝑂2]” em temperatura ótima 

e em frutos vermelhos, e ausência de XM_027224086.1 em folhas submetidas à condição 

“elevada temperatura”. Casos similares foram relatados para a síntese de terpenos nas espécies 

Populus trichocarpa, Camellia sinensis e Isodon rubescens, nas quais foram identificadas 

diferenças significativas nas isoformas traduzidas e no produto final, com variações nos padrões 

de expressão espaço-temporal entre transcritos de um mesmo gene (YUAN et al., 2009; LIU et 

al., 2018; JIN et al., 2019). Conforme revisado por Lam et al. (2022), a geração de transcritos 

diversos resultantes de splicing alternativo mostra-se relacionada à regulação fina do 

desenvolvimento ou de resposta a condições de estresse em plantas. Novos estudos podem ser 

úteis para uma melhor compreensão da regulação dos genes em questão em C. arabica. 

Os genes analisados podem ser classificados em dois grupos de in-parálogos: 

LOC113705546, LOC113705934, LOC113703438 e LOC113702909; e LOC113705343, 

LOC113706417 e LOC113702941. Genes in-parálogos resultam de eventos de duplicação de 

um mesmo gene em um genoma, que percorreram trajetórias evolutivas distintas frente a 

mutações e pressão seletiva, em direção à pseudogenização, neofuncionalização ou 

subfuncionalização (GRIFFITHS et al., 2022a). Tais eventos foram documentados em genes 

que participam da biossíntese de terpenos em diferentes grupos de plantas terrestres, como a 

Gimnosperma Picea abies e a Angiosperma Oryza sativa. Nestas, foi evidenciada a 

diversificação funcional e plasticidade evolutiva das TPSs do metabolismo secundário das 

plantas a partir de neofuncionalização baseada em algumas substituições de nucleotídeos não 

sinônimos (KEELING et al., 2008; WANG et al., 2012). Em C. arabica, diferenças marcantes 

nos padrões de transcrição observadas em elementos de ambos os grupos podem estar 



26 

 

 

 

relacionadas à ocorrência desse fenômeno, cuja compreensão demanda maiores investigações 

moleculares e bioquímicas.  

A nível genômico, os genes transcritos dividem-se igualmente entre os subgenomas de 

C. arabica: LOC113705934 e LOC113705546 estão localizados nos cromossomos 8c, oriundo 

do subgenoma canephora; e LOC113702909 e LOC113702941 estão localizados no 

cromossomo 8e, oriundo do subgenoma eugenioides (Figura 1). Ademais, esses mostraram 

diferenças marcantes no padrão de transcrição, em especial os genes LOC113705546 e 

LOC113702909. Em oposição a outras espécies alopoliplóides, como Gossipium hirsutum 

(ADAMS et al.,  2004; FLAGEL et al., 2012), estudos recentes têm demonstrado a ausência de 

propensão de um subgenoma sobre o outro em C. arabica, tanto para padrões do 

desenvolvimento quanto para estressores abióticos, o que reitera essa co-expressão observada 

neste estudo. Conforme proposto, tal característica sugere uma regulação mais sofisticada da 

expressão gênica nessa espécie, cuja elucidação requer maiores investigações (COMBES et al., 

2013; LASHERMES et al., 2016; VIEIRA et al., 2019).  
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Tabela 4. Perfil transcricional dos genes de interesse 

ID = Identificação do gene; IT = identificação do transcrito; T = Temperatura elevada; HX = Ácido hexanóico; CA = Catuaí; O = Obatã; C = Controle; FA = Fruto amarelo; 

FC = Fruto cereja; * = Transcrição a níveis abaixo de 5CPM; - = Não transcrito    

ID IT T HX CA HX O 
C 

CA x O 

HX 

CA x O 
25 ºC 𝑪𝑶𝟐 

37 ºC 

𝑪𝑶𝟐 

42 ºC 

𝑪𝑶𝟐 
FA FC 

LOC113705343 

XM_027227161.1 - - - - - - - - - - 

XM_027227162.1 - - - - - - - - - - 

XM_027227163.1 * * * * - - - - * - 

XM_027227164.1 * * * * - - * * * * 

LOC113705934 XM_027227835.1 

Estável 

logFC= 
0.05 

P-

Value= 
0.91 

- * * - * * * - * 

LOC113705546 

XM_027227438.1 * 

Redução 

logFC= -
10.56 

P-Value= 
9.17x10−13 

Estável 

logFC= -2.54 

P-Value= 
0.04 

Estável 

logFC= 
-0.54 

P-

Value= 
0.04 

Estável 

logFC= 
6.53 

P-

Value= 
0.03 

Aumento 

logFC= 
1.64 

P-Value= 
5.06x10−4 

Aumento 

logFC= 
1.23 

P-Value= 
0.001 

Estável 

logFC= 
0.11 

P-

Value= 
0.85 

* - 

XM_027227439.1 * 

Estável 

logFC= 0.88 

P-Value= 
0.70 

Estável 

logFC= -1.55 

P-Value= 
0.48 

Estável 

logFC= 
0.13 

P-

Value= 
0.96 

Estável 

logFC= 
-2.68 

P-

Value= 
0.15 

* * * * * 

LOC113706417 
XM_027228320.1 - * * - - - - - - - 

XM_027228321.1 * * * * - * - - - - 

LOC113702909 
XM_027224085.1 

Estável 

logFC= 
7.66 

P-

Value= 
0.001 

Estável 

logFC= -3.09 

P-Value= 
0.09 

Redução 

logFC= -
12.02 

P-Value= 
1.06x10−16 

Estável 

logFC= 
-0.14 

P-

Value= 
0.38 

Estável 

logFC= 
-6.81 

P-

Value= 
0.04 

* 

Estável 

logFC= 
1.55 

P-Value= 
0.71 

Estável 

logFC= 
1.83 

P-

Value= 
0.23 

Estável 

logFC=1.3 

P-

Value=0.51 

* 

XM_027224086.1 * Estável Estável Estável Estável Estável Estável Estável Estável Estável 
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logFC= 3.79 

P-Value= 
0.19 

logFC= 1.45 

P-Value= 
0.36 

logFC= 
-1.73 

P-

Value= 
0.51 

logFC= 
-0.70 

P-

Value= 
0.67 

logFC= 
1.01 

P-Value= 
0.65 

logFC= 
1.91 

P-Value= 
0.21 

logFC= 
-0.62 

P-

Value= 
0.67 

logFC=0.81 

P-

Value=0.76 

logFC= 
1.32 

P-

Value= 
0.44 

LOC113703438 

XM_027224798.1 - - - - - - - - - - 

XM_027224799.1 - - - - - - - - - - 

XM_027224800.1 * - - - - * * * * * 

XM_027224801.1 * - - - - - * * - - 

XM_027224802.1 * - * * - * - * * - 

LOC113702941 

XM_027224124.1 - 

Estável 

logFC= -2.29 

P-Value= 
0.13 

* 

Estável 

logFC= 
1.80 

P-

Value= 
0.01 

* - - - - - 

XM_027224125.1 - - - - - - - - - - 

XM_027224126.1 - - - - - - - - - - 

XM_027224127.1 - - - - - - - - - - 
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Figura 3. Níveis transcricionais de genes, representados em CPM, por biblioteca. 

a) 25ºC 𝐶𝑂2 380 ppm  vs 𝐶𝑂2 700 ppm; b) 37ºC 𝐶𝑂2 380 ppm vs 𝐶𝑂2 380 ppm; c) 42ºC 𝐶𝑂2 380 ppm vs 

𝐶𝑂2 380 ppm; d) elevada temperatura; e) Obatã s/ ác. hexanóico vs Obatã c/ ác. hexanóico 0,55mM; f) 

Catuaí s/ ác. hexanóico vs Catuaí c/ ác. hexanóico 0,55mM; g) Obatã s/ ác. hexanóico vs Catuaí s/ ác. 

hexanóico; h) Obatã c/ ác. hexanóico 0,55mM vs Catuaí c/ ác. hexanóico 0,55mM; i) fruto verde vs fruto 

amarelo; j) fruto verde vs fruto cereja   
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4.3 – RT-PCR semi-quantitativa: ensaios iniciais 

Uma vez delimitados os perfis de expressão dos genes analisados, foram selecionados 

para validação dos resultados por RT-PCR semi-quantitativa genes que apresentaram perfil de 

expressão órgão-específicos ou que mostraram modulações no perfil de expressão frente às 

diferentes condições analisadas. Cabe salientar que, devido a existência de dados anteriores já 

gerados pelo laboratório, foi priorizada a realização de análises referentes a folhas de C. 
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arabica. Para atender a essa demanda, foram selecionados os genes LOC113705934, 

LOC113705546 e LOC113702909, cuja expressão foi detectada nesse órgão. Primers 

específicos foram desenhados por meio do emprego do programa Primer 3 Plus. As respectivas 

sequências desenhadas, incluindo-se o normalizador gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase 

(GAPDH) (CRUZ et al., 2009), encontram-se na Tabela 5.  

Foi ainda realizada extração de RNA total de folhas e raízes. Para tanto, foi utilizado 

um protocolo adaptado em um primeiro momento, o que rendeu dificuldades na obtenção de 

RNA. Em função disso, foi despendido um período de tempo para a realização de alterações e 

testes de protocolo até o estabelecimento de um protocolo eficiente. Uma vez estabelecido o 

protocolo, realizou-se a extração de RNA total a partir de segmentos de folhas e, 

posteriormente, raízes de C. arabica em dois momentos do experimento de Catarino et al. 

(2021) – seca moderada e severa. Todas as amostras de RNA obtidas foram quantificadas por 

meio do fluorímetro Qubit para determinação das respectivas concentrações (Tabela 6). Em 

seguida, foram, também, submetidas à eletroforese em gel de agarose a 1,5% para verificação 

da integridade do material (Figura 4). A não visualização de determinadas amostras foi atribuída 

a baixos níveis de concentração do RNA obtido, a qual estaria atuando como um limitante da 

técnica. Todavia, foram consideradas íntegras, uma vez que este foi o panorama geral das 

demais. 

Lamentavelmente, não houve tempo hábil para a realização da amplificação e análise 

semi-quantitativa dos genes de interesse para a validação dos padrões de expressão gênicas em 

função do período dispendido na otimização de protocolos de extração de RNA. Entretanto, 

como todas as partes de preparação já foram realizadas, espera-se que este experimento seja 

realizado em breve. 

 

Tabela 5. Sequências de primers desenhados 

Gene Transcrito Tipo de primer Sequência 

LOC113705934 XM_027227835 
Forward 5’ - AAAGAGGCCGAAGACAACTG- 3’ 

Reverse 5’ - TCCTTGCACACTCTTGGAAC - 3’ 

LOC113705546 XM_027227438 
Forward 5’ - AGCGAGGAAGAGGCTATAACG - 3’ 

Reverse 5’ - AGGAATTGAGCTTCCCTTGG - 3’ 

LOC113702909 XM_027224085 Forward 5’ - CAGAACATGGGCTAAACGAG - 3’ 
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Reverse 5’ - CGGAAGTTTTATGCAGTCCAG - 3’ 

GAPDH - 
Forward 5’ - TTGAAGGGCGGTGCAAA - 3’ 

Reverse 5’ - AACATGGGTGCATCCTTGCT - 3’ 

 

Tabela 6. Concentração das extrações de RNA.  

WW = suficiência hídrica; WD = deficiência hídrica; eCO2 = 700ppm de CO2; aCO2 = condição atmosférica 

normal de CO2 

Amostra Condição Tratamento Folhas (ng/µl) Raízes (ng/µl) 

1 

Seca moderada 

WW eCO2 383 540 

2 WW eCO2 133 69,6 

3 WD eCO2 139 369 

4 WD eCO2 111 150 

5 WW eCO2 246 321 

6 WW eCO2 159 470 

7 WD eCO2 98,3 186 

8 WD eCO2 166 223 

9 WW aCO2 170 400 

10 WW aCO2 151 203 

11 WD aCO2 169 168 

12 WD aCO2 189 422 

13 WW aCO2 261 290 

14 WW aCO2 240 520 

15 WD aCO2 171 151 

16 WD aCO2 259 418 

17 

Seca severa 

WW eCO2 313 570 

18 WW eCO2 273 111 

19 WD eCO2 225 455 

20 WD eCO2 78 560 

21 WW eCO2 277 405 

22 WW eCO2 90,6 176 

23 WD eCO2 270 123 

24 WD eCO2 40,1 168 

25 WW aCO2 354 115 

26 WW aCO2 433 427 

27 WD aCO2 193 520 

28 WD aCO2 296 135 

29 WW aCO2 204 413 

30 WW aCO2 246 140 

31 WD aCO2 101 350 

32 WD aCO2 89,5 341 
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Figura 4. Eletroforeses do RNA total extraído 

L = leader; a) folhas sob seca modera; b) raízes sob seca moderada; c) folhas sob seca severa; d) raízes sob seca 

severa  
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5 CONCLUSÃO 

 O presente estudo representa um passo inicial no delineamento do perfil transcricional 

e entendimento funcional de sete genes organizados em cluster que codificam TPS em C. 

arabica, de forma a contribuir para a elucidação da função efetiva desses na produção de 

metabólitos especializados em café.  

Os genes em questão mostraram ampla variação transcricional entre si, perpassando a 

limitação à detecção a níveis-traço, transcrição órgão-específica ou abrangente, bem como 

alterações frente a estressores abióticos específicos. Em conjunto, esses dados podem indicar 

funções distintas desempenhadas pelos terpenos sintetizados, os quais podem atuar como 

elementos constitutivos de órgãos ou da planta em sua totalidade, ou ainda proporcionar 

características adaptativas a C. arabica. Ademais, parte das variações observadas podem refletir 

características intrínsecas às variedades analisadas, uma vez também foram detectadas a nível 

intraespecífico. Os genes LOC113705546 e LOC113702909, em especial, podem deter 

interesse prático, pois apresentaram a maior faixa de variação transcricional.  

Contudo, os dados obtidos até o momento requerem verificação funcional para que 

sejam efetivamente aplicáveis. Ademais, outros questionamentos emergiram dos resultados 

obtidos, os quais excedem o escopo deste trabalho. Assim sendo, novos estudos que se utilizem 

de abordagens moleculares e bioquímicas para melhor caracterizar os genes de interesse e as 

TPS codificadas devem ser realizados a fim de fornecer pistas para a elucidação desses 

questionamentos.    
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