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RESUMO 

 

Coffea canephora é uma das espécies de cafeeiro mais importantes 

economicamente e no Brasil, Conilon é a planta mais amplamente cultivada 

dessa espécie. Estresses abióticos como as variações de temperatura e períodos 

de seca são fatores que afetam significativamente a sua produção e tendem a se 

agravar com as mudanças climáticas reconhecidas mundialmente. Na tentativa 

de compreender as respostas moleculares do cafeeiro em condições de déficit 

hídrico, recentes estudos identificaram genes candidatos (GCs), como 

CcDREB1D. Este gene apresentou maior expressão em resposta à seca nas 

folhas do clone 14 (tolerante à seca) em relação ao clone 22 (sensível à seca) de 

C. canephora Conilon. Baseado nesses resultados, na identificação dos genes 

DREB e seus subgrupos (SGs) de C. canephora, objetiva-se analisar a expressão 

in silico e também in vivo desses genes de C. canephora nas folhas e raízes de 

clones tolerantes (14, 73 e 120) e sensível (22) de C. canephora Conilon 

submetidas ou não a um déficit hídrico. As expressões in silico de todos os 

genes DREB foram analisadas a partir do Banco de Dados Coffee Genome Hub 

e a expressão in vivo foi realizada pela técnica "reverse transcription-

quantitative PCR" (RT-qPCR). Nas análises de expressão gênica in silico foi 

possível identificar genes DREB com potenciais respostas aos estresses 

abióticos, corroborando com alguns resultados validados in vivo. Nesta análise, 

diversos genes mostraram expressão diferencial em resposta à seca entre os SGs 

(I-IV), os clones tolerantes e sensível e as folhas e raízes. Esses genes com 

expressão diferencial foram identificados como potenciais GCs e entre eles, 

verificou-se que a maioria dos clones tolerantes apresentou maior expressão em 

relação ao sensível em resposta à seca, com os maiores níveis de expressão para 

os clones 14 e 73. Esses maiores níveis foram observados em folhas quando 

comparado com as raízes e o SG-I se destacou pelo maior número de genes 

expressos em resposta à seca. Esses resultados sugerem que os GCs DREB, 

como Cc05_g06840, Cc02_g03420 e Cc08_g13960, desempenham um papel 

importante nos mecanismos regulatórios de resposta à seca em C. canephora 

Conilon. 

 

 

Palavras-chave: Coffea canephora. DREB. Fator de transcrição. Expressão 

gênica. Tolerância à seca. 



 
 
 

ABSTRACT 

 

 

Coffea canephora is one of the most economically important coffee 

species and in Brazil, Conilon is the most widely cultivated plant of this species. 

Abiotic stresses such as temperature variations and drought periods are factors 

that significantly affect their production and tend to worsen with globally 

recognized climate changes. In an attempt to understand the molecular 

responses of coffee plants in water deficit conditions, recent studies have 

identified candidate genes (CGs) as CcDREB1D. This gene showed increased 

expression in response to drought in the leaves of clone 14 (drought tolerant) in 

relation to the clone 22 (sensitive to drought) of C. canephora Conilon. Based 

on these results, the identification of DREB genes and their subgroups (SGs) of 

C. canephora, the objective is to analyze in silico and also in vivo these genes 

expression in leaf and root of tolerant (14, 73 and 120) and sensitive clones (22) 

of C. canephora Conilon submitted or not to a water deficit. In silico 

expressions of all DREB genes were analyzed from the Coffee Genome Hub 

Database and in vivo expression was performed by the technique "reverse 

transcription-quantitative PCR" (RT-qPCR). In silico gene expression analysis 

was possible to identify DREB genes with potential responses to abiotic 

stresses, corroborating some validated in vivo results. In this analysis, several 

genes showed differential expression in response to drought among the SGs (I-

IV), the tolerant and sensitive clones and the leaf and root. These differentially 

expressed genes were identified as potential CGs and among them, it was found 

that most tolerant clones showed increased expression in relation to sensitive in 

response to drought, with higher expression levels for clones 14 and 73. These 

highest levels were observed in leaves compared to the roots and SG-I stood at 

greater number of genes expressed in response to drought. These results suggest 

that DREB CGs, as Cc05_g06840, Cc02_g03420 e Cc08_g13960, play an 

important role in the regulatory mechanisms of response to drought in C. 

canephora Conilon. 

 

 

Keywords: Coffea canephora. DREB. Transcription factor. Gene expression. 

Drought tolerance. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

O Brasil é considerado o maior produtor (INTERNATIONAL COFFEE 

ORGANIZATION - ICO
1
, 2016a) e exportador de café do mundo (ICO

2
, 

2016b). No país, essa cultura se tornou uma das “commodities” agrícolas mais 

importantes, sendo o quinto item agrícola mais exportado (MINISTÉRIO DA 

AGRICULTURA, PECUÁRIA E ABASTECIMENTO - MAPA
3
, 2015). 

As espécies de cafeeiros, Coffea arabica e C. canephora são as que 

possuem maior importância econômica e o Conilon é o mais amplamente 

cultivado de C. canephora no Brasil (FERRÃO et al., 2007). C. canephora 

Conilon apresenta grande variabilidade genética em produtividade, maior 

resistência a pragas, tolerância a doenças (SOUZA et al., 2004) e 

principalmente, tolerância à seca. A sua importância se deve ao seu volume de 

produção e valor industrial (FASSIO; SILVA 2007), sendo muito utilizado na 

fabricação de cafés solúveis e em misturas com o café Arábica. 

No entanto, grande parte da produção cafeeira é limitada por estresses 

abióticos, como a seca, considerada o principal estresse que afeta a produção no 

Brasil (PINHEIRO et al., 2005). Essa limitação na produção tende a aumentar 

em função das mudanças climáticas reconhecidas mundialmente (BUNN et al., 

2015) e também porque no Brasil, o cultivo de Conilon tem-se expandido para 

áreas onde a deficiência hídrica é o principal fator limitante à produção (SILVA 

et al., 2010). Nessas regiões sem irrigação, os rendimentos da produção podem 

                                                           
1
INTERNATIONAL COFFEE ORGANIZATION. Total production by all exporting 

countries. ICO. 2016a. Disponível em: <http://www.ico.org/prices/po-production.pdf>. 

Acesso em: 5 fev. 2016. 
2
_________. Monthly export statistics - January 2016. 2016b. Disponível em: 

<http://www.ico.org/ prices/m1-exports.pdf>. Acesso em: 5 fev. 2016. 
3
MINISTÉRIO DA AGRICULTURA, PECUÁRIA E ABASTECIMENTO. MAPA. 

Informes Estatísticos do Café 2014- 2015. Disponível em: 

<http://www.agricultura.gov.br/vegetal/estatisticas>. Acesso em: 20 dez. 2015. 

https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&ved=0ahUKEwj27siQz8XLAhVFUJAKHegwBWcQFggdMAA&url=http%3A%2F%2Fwww.agricultura.gov.br%2F&usg=AFQjCNHhVXpTaVOGw614uVfGY6rcx3BNRw&sig2=w2WfHjLzQMDOG1P4-ocL5g&bvm=bv.116954456,d.Y2I
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ser reduzidos em até 80% em anos muitos secos (DAMATTA; RAMALHO, 

2006). Esses estresses, que prejudicam o crescimento das plantas e a sua 

produtividade, geram mudanças morfológicas, fisiológicas, bioquímicas e 

moleculares (AKHTAR et al., 2012). 

Devido à importância socioeconômica do cafeeiro, justificam-se os 

investimentos nas pesquisas envolvendo a sua adaptação as mudanças 

climáticas. Assim, a geração de variedades de cafeeiro tolerantes à seca tem se 

tornado uma das prioridades de muitos institutos de pesquisa. 

O Instituto Capixaba de Pesquisa, Assistência Técnica e Extensão Rural 

– INCAPER identificou vários clones de C. canephora Conilon tolerantes 

(clones 14, 73 e 120) e sensível (clone 22) ao déficit hídrico (FERRÃO et al., 

1999). Através do Projeto Genoma Café Brasileiro (VIEIRA et al. 2006; 

MONDEGO et al. 2011), foram caracterizados genes candidatos (GCs) que 

apresentaram expressão diferencial em folhas dos clones 14, 22, 73 e 120 de C. 

canephora Conilon cultivado em casa de vegetação com ou sem limitação 

hídrica (MARRACCINI et al., 2012; VIEIRA et al., 2013). Um desses GCs é o 

gene CcDREB1D de C. canephora, cuja expressão foi maior nas folhas dos 

clones tolerantes comparada com o clone sensível sob condição de déficit 

hídrico (MARRACCINI et al., 2012; VIEIRA et al., 2013). Essa diferença no 

nível de expressão do gene CcDREB1D entre esses clones sugere que o mesmo 

pode participar nos mecanismos regulatórios de resposta à seca (ALVES, 2015). 

Os genes DREB (“dehydration responsive element binding protein”) 

são importantes fatores de transcrição (FTs) que induzem um conjunto de genes 

responsivos ao estresse abiótico e contribuem para as respostas das plantas a 

esses estresses (LATA; PRASAD, 2011). 

Com o recente sequenciamento completo do genoma de C. canephora 

(DENOEUD et al., 2014), foi possível a identificação dos membros da 

subfamília DREB de C. canephora, os quais foram divididos em quatro 
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subgrupos (SGs) por Alves (2015). O acesso a esses dados foi facilitado por um 

sistema integrativo de informação do genoma, Coffee Genome Hub 

(DEREEPER et al., 2015). 

Com base nessas informações e nos poucos estudos sobre os genes 

DREB em resposta à seca em C. canephora, os quais poderão ser GCs para 

futuros programas de melhoramento genético em cafeeiro visando tolerância à 

seca, este trabalho objetiva analisar a expressão in silico dos genes da subfamília 

DREB dessa espécie nas folhas e raízes para posterior validação desses genes de 

clones de C. canephora Conilon tolerantes e sensíveis à seca submetidos ou não 

a um déficit hídrico pela técnica de RT-qPCR (“reverse transcription-

quantitative PCR”).  
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2 REFERENCIAL TEÓRICO  

2.1 Origem da cultura cafeeira 

 

O cafeeiro é uma planta natural dos estepes da Etiópia e o consumo da 

bebida iniciou também na África, passando aos persas e aos árabes, os quais a 

divulgaram a partir do século XV. Com isso, as sementes se espalharam por todo 

o mundo islâmico e europeu (OLIVEIRA et al., 2012).  

No Brasil, essa cultura chegou por meio de sementes em Belém, no 

Estado do Pará, em 1727, enviadas da Guiana Francesa pelo Sargento-Mor 

Francisco de Mello Palheta (MARTINS, 2008). As primeiras sementes de C. 

canephora no Espírito Santo chegaram aproximadamente em 1912, no entanto, 

os agricultores migraram para o seu plantio apenas na década de 60 (FONSECA 

et al., 2007).  

2.2 Importância econômica  

 

A produção mundial de café em 2015/2016 é estimada em cerca de 

143,4 milhões de sacas de 60 quilos de café beneficiados, 1,4% a mais em 

relação à 2014/2015 (ICO
4
, 2016c). Desse total, a produção esperada de C. 

arabica é a de se manter inalterada, com 84,3 milhões de sacas, e a de C. 

canephora apresentar um aumento de 3,7% (ICO
4
, 2016c).  

No Brasil, estima-se que a produção da safra de C. arabica e C. 

canephora em 2016 será entre 49,13 e 51,94 milhões de sacas, sendo que o café 

                                                           
4
INTERNATIONAL COFFEE ORGANIZATION. ICO. Coffee prices maintain 

downward trend as 2015/16 production estimates show slight recovery. 2016c. 

Disponível em: <http://icocoffeeorg.tumblr.com/post/137284269750/coffee-prices-

maintain-downward-trend-as-2015 16>. Acesso em: 25 jan. 2016. 
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Conilon representa 23,2%, um crescimento entre 1,8 e 8% (COMPANHIA 

NACIONAL DE ABASTECIMENTO - CONAB
5
, 2016). 

No estado do Espírito Santo, o maior produtor nacional de café Conilon, 

a previsão para a safra cafeeira está estimada entre 10,82 e 11,50 milhões de 

sacas e deste quantitativo, cerca de 7,7 milhões de sacas (68,95%) serão de café 

Conilon (CONAB
5
, 2016). 

Em termos de geração de divisas na balança comercial brasileira, o café 

ficou em quinto lugar no ranking das exportações, o que corresponde a 7% das 

exportações do agronegócio nacional (MAPA
3
, 2015). Já em relação ao 

consumo interno, o Brasil consumiu 21 milhões de sacas, próximo do maior 

consumidor mundial, os EUA, cujo consumo foi entre 23 e 24 milhões de sacas 

por ano (MAPA
3
, 2015).  

2.3 Taxonomia e características de Coffea 

 

O cafeeiro pertence à ordem Gentianales, família Rubiaceae, subfamília 

Ixoroideae e a tribo Coffea, composta pelo gênero Psilanthus e Coffea, sendo 

que o gênero Coffea L. possui aproximadamente 124 espécies (DAVIS et al., 

2011). Duas espécies têm importância comercial: Coffea arabica L., conhecida 

como Arábica e Coffea canephora Pierre ex A. Froehner, como Robusta 

(LEROY et al., 2014). O nome Robusta advém da expressão rusticidade e indica 

resistência as doenças das plantas (FERRÃO et al., 2007). Em nível mundial é 

considerada a espécie mais amplamente cultivada de C. canephora no mundo e 

no Brasil, C. canephora cultivado é conhecido como Conilon. 

                                                           
5
COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO. Acompanhamento da safra 

brasileira: café. Observatório Agrícola, v. 2, n. 1, 2016. Disponível em:  

<http://www.sapc.embrapa.br/arquivos/ consorcio/levantamento/2016-levantamento-de-

safra-1.pdf>. Acesso em: 10 fev. 2016. 
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Figura 1  Origem geográfica dos principais grupos genéticos de Coffea canephora. Em 

vermelho, origem geográfica do pool Guineano e em verde, origem 

geográfica dos grupos genéticos do pool Congolês. 

Fonte: Montagnon et al. (2012). 

Essa espécie é diploide (2n=2x=22 cromossomos), alógama, perene, de 

porte arbustivo, caule lenhoso (FERRÃO et al., 2007) e possui alta variabilidade 

genética. Sua origem é de regiões de baixas altitudes, altas temperaturas e 

umidade do continente africano, compreendendo uma faixa que se estende de 

Guiné e Costa do Marfim (grupo Guineano), República Democrática do Congo, 

República Centro Africano e Camarões (grupo Congolês) (MONTAGNON et 

al., 1998). 

O grupo Congolês é dividido em quatro SGs conforme suas origens 

geográficas (Figura 1): SG1 (Gabão e Congo), SG2 (República Democrática do 

Congo), B (República Centro-Africana) e C (Camarões) (MONTAGNON et al., 

2012).  

As plantas de Conilon destacam-se pela grande variabilidade genética 

em produtividade, maturação, porte, características de frutos, grãos e resistência 
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a pragas e doenças e tolerância à seca (SOUZA et al., 2004; MONTAGNON, 

2000).  As mesmas análises genéticas revelaram que o Conilon do Brasil 

pertence ao SG1 (MONTAGNON et al., 2012; ALEKCEVETCH, 2013). 

Diante da importância do Conilon e o fato de que a sua produção 

poderia ser mais expressiva se condições desfavoráveis não ocorressem, 

principalmente como o suprimento de água (RODRIGUES et al., 2015), 

pesquisas vêm sendo realizadas com o Conilon em relação a tolerância à seca 

(DAMATTA et al, 2003; DAMATTA, 2004; PINHEIRO et al., 2004).   

Diferentemente de C. canephora, C. arabica é nativo das terras altas da 

Etiópia (SOUZA et al., 2004) e apresenta níveis de produção geralmente 

afetados por doenças graves e pragas como a ferrugem da folha (Hemileia 

vastatrix Berk et Br.), antracnose dos frutos de café (Colletotrichum kahawae 

Waller et Bridge), broca do caule (Xylotrechus quadripes Chevrolat) e 

nematoides (Meloidogyne sp. e Pratylenchus sp.) (PRAKASH et al., 2005). 

C. arabica é uma espécie tetraploide (2n = 4x = 44) derivada da 

hibridização natural entre duas espécies diploides (Figura 2): C. eugenioides e C. 

canephora (LASHERMES et al., 1999). As principais cultivares de C. arabica, 

como Mundo Novo, Catuaí e Caturra, foram derivadas de duas populações base, 

“Typica” ou “Bourbon” (ANTHONY et al., 2002), o que resultou em uma baixa 

diversidade genética entre as plantas cultivadas de C. arabica (MISHRA; 

SLATER, 2012). 
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2.4 Desafios climáticos para a cultura cafeeira 

 

Estresses abióticos como a salinidade, a seca e a temperatura 

representam a principal causa de perdas de culturas no mundo (AGARWAL; 

JHA, 2010). Desses estresses, as condições de temperatura, quantidade e padrão 

de chuva são fatores importantes no rendimento do cafeeiro, os quais interferem 

na sua produtividade e qualidade (SANTOS et al., 2015).  

A quantidade de água disponível para a irrigação tem diminuído de 

forma constante, especialmente nos anos mais secos de muitas regiões 

brasileiras que cultivam cafeeiros (SILVA et al., 2013). Assim, a tendência é que 

as limitações hídricas, devido às mudanças climáticas, agravem ainda mais o 

Figura 2  Origem de C. arabica. Os genomas progenitores são representados pelas 

espécies diploides C. eugenioides e C. canephora. C. arabica surgiu entre 1 

e 2 milhões de anos atrás (m.a.a.) a partir da fusão de C. canephora (ou 

espécies relacionadas) e C. eugenioides. 

Fonte: Adaptado de Vidal et al. (2010). 
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rendimento dessa cultura. Segundo as previsões do Intergovernmental Panel on 

Climate Change – IPCC
6
 (2015), a média da temperatura da superfície global 

deverá aumentar ao longo do século XXI em torno de 0,3°C a 0,7°C no período 

de 2016-2035 em relação a 1986-2005. Juntamente com uma maior temperatura, 

haverá aumento na sazonalidade da precipitação, o que reduzirá a adequação 

climática (OVALLE-RIVERA et al., 2015) para C. canephora em regiões 

importantes, como o Brasil (BUNN et al., 2015). 

Na principal área produtora de C. canephora, o Estado do Espírito 

Santo, há um aumento na tendência da expansão do seu cultivo em direção as 

regiões marginais e degradadas, onde a disponibilidade de água constitui um dos 

principais problemas (DAMATTA et al., 2003). Na produção de Conilon houve 

queda significativa em 2015 e 2016 devido à seca e a má distribuição de chuvas 

por dois anos consecutivos e as consequências dos problemas associados às 

mudanças climáticas aconteceram em todas as regiões produtoras (CONAB
5
, 

2016). 

Diante desses estresses que provocam uma grande variedade de 

respostas no cafeeiro e dos novos desafios climáticos, os requisitos ótimos de 

cultivo são prováveis de se tornarem muito difíceis, o que leva, portanto, a 

redução na produtividade, aumenta e intensifica o uso de irrigação e algumas 

áreas se tornam impróprias para o cultivo de cafeeiro (DAVIS et al., 2012). 

Como alternativa a essa situação, o futuro da cultura de café depende de 

pesquisas que preveem a seleção e o melhoramento de plantas mais adaptadas às 

novas mudanças climáticas previstas (SANTOS et al., 2015). 

                                                           
6
INTERGOVERNMENTAL PANEL ON CLIMATE CHANGE. Climate Change 

2014: Synthesis Report. Contribution of Working Groups I, II and III to the Fifth 

Assessment Report of the Intergovernmental Panel on Climate Change. Core writing 

team, Pachauri, R. K.; Meyer, L. A. IPCC, 2014. Disponível em: 

<https://www.ipcc.ch/pdf/assessment-report/ar5/syr/SYR_AR5_FINAL_full.pdf>. Aces- 

so em: 5 jun. 2015. 
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2.5 Respostas aos estresses abióticos em C. canephora  

 

As plantas geralmente respondem as mudanças ambientais de um modo 

complexo e integrado, permitindo responderem e se adaptarem a um conjunto 

específico de condições e restrições presentes em um determinado momento 

(LATA; PRASAD, 2011). Essas respostas aos estresses abióticos são através de 

mudanças morfológicas, fisiológicas, bioquímicas e moleculares (AKHTAR et 

al., 2012), as quais serão abordadas somente para C. canephora, cuja espécie é o 

alvo de estudo deste trabalho. 

2.5.1 Respostas morfológicas  

 

C. canephora é cultivada em locais com a média anual entre 22 e 26°C 

(MENDES et al., 2002). Em temperaturas acima de 23ºC, o desenvolvimento e o 

amadurecimento dos frutos são acelerados, o que leva geralmente a perda da 

qualidade da bebida (CAMARGO, 1985). A exposição contínua a temperaturas 

elevadas como 30ºC leva a um estresse, que se manifesta em crescimento 

reduzido e anormalidade, como o amarelecimento das folhas e crescimento de 

tumores no caule (FRANCO, 1958). Em regiões com a temperatura média anual 

abaixo de 17-18ºC, o crescimento também é reduzido (DAMATTA; 

RAMALHO, 2006).  

Em relação às condições hídricas, C. canephora é adaptada a regiões 

com uma precipitação abundante superior a 2000 mm distribuídos no período de 

9 a 10 meses (COSTE, 1992). Sob condições moderadas de déficit hídrico, a 

fotossíntese é reduzida devido principalmente ao fechamento estomático 

(PINHEIRO et al., 2004). Conforme o estresse progride, restrições bioquímicas 

podem limitar a fixação de CO2 fotossintético mais diretamente (LAWLOR, 

1995). A ocorrência de chuvas esporádicas e de baixa intensidade durante o 
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período de floração e, particularmente, em relação às fases posteriores do 

desenvolvimento do botão floral, é considerada um dos grandes fatores 

responsáveis pelo amadurecimento do fruto dessincronizado (DAMATTA et al., 

2007). 

Para melhorar o desempenho de Conilon em regiões sujeitas à seca, uma 

estratégia é através da identificação de materiais genéticos com maior potencial 

de tolerância à seca (RONCHI; DAMATTA, 2007). Baseado nisso, o INCAPER 

identificou clones de C. canephora Conilon tolerantes (14, 73 e 120) e sensível 

(22) ao déficit hídrico (FERRÃO et al., 1999). Entre os clones de Conilon 

avaliados quanto à produção sob condições de seca, os clones sensíveis à seca 

apresentam baixo vigor, desfolha considerável e grande comprometimento da 

produção (SILVA et al., 2010). Já a tolerância à seca pode estar relacionada ao 

maior desenvolvimento do sistema radicular, o que permite adiar a desidratação 

dos tecidos (DAMATTA et al., 2003).  

2.5.2 Respostas fisiológicas  

 

O fechamento estomático de Conilon é considerado o indicador primário 

do déficit hídrico (DAMATTA, 2004). A condutância estomática decresce 

curvilineamente com a redução da disponibilidade hídrica, sugerindo alta 

sensibilidade estomática ao desenvolvimento de déficit hídrico no cafeeiro 

(PINHEIRO et al., 2005).  

Os clones tolerantes podem apresentar estômatos fechados, o que limita 

a transpiração e o influxo de CO2 para a fotossíntese (RONCHI; DAMATTA, 

2007). Além disso, também apresentam sistemas radiculares relativamente 

profundos (clones 14 e 120: Figura 3) e sensibilidade estomática satisfatória à 

disponibilidade de água, mas com alta condutância hidráulica. 
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Clones tolerantes à seca Clones sensíveis à seca 

dsadsexaseseseca 

Figura 3  Sistemas de raízes de clones tolerantes (14 e 120) e sensíveis (46 e 109A) de 

C. canephora cultivados com total irrigação. 

Fonte: Adaptado de Pinheiro et al. (2005). 

 

Entre os clones tolerantes à seca, 14, 73 e 120, existem diferentes 

comportamentos devido o decréscimo de Ψpd (“pre-dawn leaf water potential”) e 

também em relação ao clone sensível.  (MARRACCINI et al., 2011). Os clones 

14/120 e 73 apresentaram Ψpd de aproximadamente -3,0 MPa após 12 e 15 dias, 

respectivamente, de suspensão hídrica, enquanto que para o clone sensível, 22, o 

mesmo valor de Ψpd foi observado após 6 dias. Esses resultados sugerem que os 

clones tolerantes apresentam diferentes mecanismos que podem garantir a sua 

maior tolerância à seca (Figura 4).  

O clone 73 apresenta menores valores de gs (“stomatal conductance to 

water vapor”), A (“net CO2 assimilation rate”) e menor decréscimo de Ψpd, 

devido a sua maior eficiência em controlar o fechamento estomático e a 

transpiração (VIEIRA et al., 2013). No entanto, esse clone não apresenta uma 

redução de Ci/Ca (“internal to ambient CO2 concentration ratio”) sob a seca, 

diferentemente dos outros clones (MARRACCINI et al., 2012).  
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Já os clones sensíveis ao déficit hídrico possuem um controle deficiente 

da transpiração, com os estômatos respondendo de forma limitada à redução da 

disponibilidade de água do solo, e também possuem uma baixa capacidade de 

absorção de água, pois possuem sistemas radiculares mais superficiais, como os 

clones 46 e 109A da Figura 3 (RONCHI; DAMATTA, 2007). O clone 22 possui 

menor eficiência em controlar o fechamento estomático e a transpiração do que 

os clones tolerantes 14 e 120. Além disso, apresenta um rápido declínio de Ψpd e 

grande redução de A sob a seca (MARRACCINI et al., 2012).  

Como o fechamento estomático reduziu mais a transpiração do que a 

fotossíntese, os clones 14 e 120 possuem maior eficiência no uso da água do que 

o clone 22. 

Figura 4  A evolução de Ψpd (“pre-dawn leaf water potential”) nas folhas de C. 

canephora. Os clones 14, 22, 73 e 120 de C. canephora Conilon foram 

cultivados em casa de vegetação sob déficit hídrico. Para cada clone, as 

evoluções de Ψpd são apresentadas conforme os dias após suspensão hídrica 

(∆, clone 22-NI; ▲, 14-NI; ■, 120-NI; ●, 73-NI). 

Fonte: Adaptado de Marraccini et al. (2011). 
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Avaliações fisiológicas sugerem, portanto, que os clones com produção 

relativamente elevada sob a seca são devido à manutenção de status hídrico 

adequado via combinação de sistemas radiculares profundos, controle 

estomático satisfatório da transpiração e manutenção da área foliar (RONCHI; 

DAMATTA, 2007). 

 

2.5.3 Respostas bioquímicas 

 

Além das avaliações fisiológicas, as características bioquímicas são 

também importantes para os clones com produção relativamente elevada sob a 

seca, como a existência de um sistema antioxidante mais robusto (RONCHI ; 

DAMATTA, 2007). 

As condições de déficit hídrico causam uma perturbação na homeostase 

osmótica e iônica das células vegetais (BARTELS; SUNKAR, 2005). Isso 

geralmente é resultado da produção de ROS (“reactive oxygen species”) e da 

acumulação de radicais livres seguidos de peroxidação lipídica, danos de 

membrana e inativação de enzimas, que influenciam assim a viabilidade celular. 

Para lidar com ROS, as plantas são dotadas de um complexo sistema 

antioxidante enzimático incluindo SOD (“superoxide dismutases”), que catalisa 

a reação de O2 para H2O2 ; CAT (“catalase”) e APX (“ascorbate peroxidase”) 

detoxificam a produção de H2O2 (ASADA, 1999; MITTLER, 2002). 

O aumento da atividade de enzimas antioxidantes pode estar associado 

com a tolerância à seca em C. canephora (LIMA et al., 2002). Os clones 

tolerantes à seca apresentam mecanismos de defesa mais eficazes para eliminar 

ROS do que os sensíveis (PINHEIRO et al., 2004), sendo a alta atividade de 

SOD considerada a responsável pela proteção contra o estresse oxidativo (LIMA 

et al., 2002).  



15 

 

 
 
 

Outra resposta bioquímica à seca é através do metabolismo de açúcares, 

como a atividade da enzima chave na síntese da sacarose, SPS (“sucrose-

phosphate synthase”) (CHAITANYA et al., 2003; WIDODO et al., 2003). A 

tolerância à seca do clone 120 pode estar relacionada com a manutenção da 

atividade de SPS sob crescente déficit hídrico foliar (PRAXEDES et al., 2006). 

Além dessa enzima, outras duas são fundamentais na utilização da 

sacarose, invertase e SuSy (“sucrose synthase”), que geralmente aumentam sob 

restrição hídrica e podem ser responsáveis por uma acumulação de hexoses 

(KELLER; LUDLOW, 1993; PELLESCHI et al., 1997). A acumulação de 

açúcares solúveis e aminoácidos induzida pela seca podem contribuir para 

manter a produtividade dos clones tolerantes ao contrário dos sensíveis 

(PRAXEDES et al., 2006). 

2.5.4 Respostas moleculares 

 

Compreender os mecanismos moleculares na resposta à seca é 

fundamental na tentativa de aumentar a tolerância a esse estresse por meio de 

técnicas moleculares (NAKASHIMA et al., 2014). As respostas moleculares 

consistem na percepção desses desequilíbrios, na transdução do sinal, na 

expressão gênica, nas mudanças metabólicas na planta, reestabelecendo assim a 

homeostase celular (WANG et al., 2006).  

Os produtos dos genes que normalmente estão em silêncio e são 

ativados sob condições de estresse osmótico podem ser classificados em dois 

grupos (SEKI et al., 2002) (Figura 5). O primeiro deles inclui genes que 

codificam importantes proteínas que protegem as células e tecidos de condições 

estressantes (MA; QIN, 2014). Proteínas essas como as LEA (“late 

embryogenesis abundant proteins”), proteínas anticongelantes, chaperonas 

moleculares, enzimas chave para a biossíntese de osmólitos (prolina, açúcar, 
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Figura 5  Genes induzidos durante o déficit hídrico e frio e suas possíveis funções na 

tolerância e resposta ao estresse. 

Fonte:        Fonte: Adaptado de Yamaguchi-Shinozaki; Shinozaki (2006). 

álcoois de açúcar, betaínas), enzimas de detoxificação, proteínas de canais de 

água e transportadores de membrana (AKHTAR et al., 2012). 

O segundo grupo inclui genes que codificam proteínas regulatórias para 

modular a expressão de genes downstream em resposta as condições estressantes 

(MA; QIN, 2014). São incluídos neste grupo vários fatores de transcrição (FTs), 

como MYC (“myelocytomatosis oncogene”), MYB (“myeloblastosis 

oncogene”), bZIP (“basic leucine zipper”) e DREB, sugerindo o papel de vários 

mecanismos regulatórios de transcrição nas vias de transdução do sinal 

(AGARWAL et al., 2006; SHINOZAKI; YAMUGUCHI-SHINOZAKI, 2007). 

 

Na tentativa de compreender o determinismo genético da tolerância à 

seca em cafeeiro recentes estudos identificaram mais de quarenta GCs que 

apresentam perfis de expressão diferencial em folhas (VINECKY et al. 2012; 
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MARRACCINI et al. 2012; VIEIRA et al. 2013) e raízes (COSTA,  2014) de 

clones tolerantes e sensíveis à seca de C. canephora Conilon, cultivados em casa 

de vegetação e submetidos ou não a um déficit hídrico. Entre esses GCs destaca-

se o FT DREB, que apresentou maior expressão em condições de seca. 

 

2.6 Fatores de transcrição  

 

Importantes avanços têm sido alcançados no entendimento das 

alterações transcricionais induzidas pelas restrições ambientais e na identificação 

de FTs (MAZZUCOTELLI et al., 2008). Esses fatores são tipos específicos de 

proteínas que se ligam ao DNA (ASHRAF, 2010) e no genoma das plantas há 

uma grande porção de genes envolvidos na transcrição (HUSSAIN et al., 2011).  

Essas proteínas ativam cascatas ou redes inteiras de genes que atuam 

juntos no aumento da tolerância em relação a múltiplos estresses de uma só vez 

(AKHTAR et al., 2012). O controle da expressão funcional dos genes realizado 

pelos FTs (SHARMA et al., 2010) ocorre através da regulação da expressão de 

genes downstream pelos elementos trans-atuantes, que se ligam especificamente 

aos elementos cis-atuantes nos promotores dos genes alvos (MIZOI et al., 2012). 

A regulação da transcrição depende, portanto, da disponibilidade e da 

capacidade dos FTs se fixarem nos promotores dos elementos regulatórios 

presentes no promotor e próximo deste (ZOU et al., 2011).  

A manipulação dos FTs tem sido muito utilizada para aumentar a 

tolerância à seca (HUSSAIN et al., 2011) e um número considerável de genes 

envolvidos nesse estresse tem sido identificado (BARTELS; SUNKAR, 2005), 

como o gene DREB. Esse gene atua nas condições de estresse abiótico e pode 

ser regulado por sequências específicas a fim de melhorar a aptidão das plantas a 

uma variedade de condições (MIZOI et al., 2012). Essa propriedade dos FTs 
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como o DREB, os torna uma categoria atrativa de genes para a manipulação da 

tolerância ao estresse abiótico (AKHTAR et al., 2012). 

 

2.6.1 DREB como regulador essencial das respostas aos estresses abióticos 

 

Estresses abióticos mediados pela expressão gênica têm sido regulados 

por diferentes FTs, dos quais as proteínas DREB desempenham um papel chave 

(NAYAK et al., 2009). A subfamília DREB também referida como proteínas 

CBF (“C-repeat binding factor”), pertence à família AP2/ERF (“APETALA 2”/ 

“ethylene-responsive element binding factor”), um grande grupo de FTs 

específicos de plantas (SAKUMA et al., 2002). Esses FTs reconhecem os 

elementos regulatórios de DNA denominados de DRE (“drought response 

element”), localizados nas regiões promotoras de genes expressos em condições 

de estresses, e ativam a transcrição dos genes nos quais eles se fixam 

(KUROMORI et al., 2014).  

Para os genes responsivos aos estresses abióticos as cascatas de 

transdução do sinal desses estresses podem ocorrer pelas vias dependentes ou 

independentes de ABA (LATA; PRASAD, 2011) e pode haver um “crosstalk” 

entre os elementos dessas vias (NAKASHIMA et al., 2014) (Figura 6). DREB1 e 

DREB2 atuam em uma via independente de ABA, exceto CBF4 também 

conhecido com DREB1D, que exige os elementos CRT/DRE em uma via 

dependente de ABA (KHAN, 2011).  

Apesar de DREB1/CBF e DREB2 serem bem caracterizados como os 

principais reguladores positivos das respostas aos estresses abióticos, outros SGs 

de DREB foram relatados em serem responsivos e conferirem tolerância a esses 

estresses (MIZOI et al.,2012), como os genes A-3, A-4 e A-6. 
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Baseado nas respostas aos estresses que outros SGs de DREB podem 

apresentar, as características e funções dos membros desses SGs precisam ser 

mais estudadas (AKHTAR et al., 2012), como já foram iniciadas neste trabalho.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Em diversos estudos foram relatadas respostas à seca do gene DREB 

pelas análises de expressão e em plantas transgênicas. A expressão do gene 

GmDREB2, isolado da soja e classificado no SG A-5 de DREB, aumentou a 

tolerância à seca de plantas transgênicas (CHEN et al., 2007). O gene HvCBF4 

da cevada foi transformado em arroz e aumentou a tolerância à seca sem retardo 

Figura 6  Representação esquemática das vias de transdução do sinal celular que 

conduzem a partir da percepção do sinal a expressão do gene. Os genes 

DREB1/CBF são induzidos pelo estresse causado pelo frio, enquanto que 

DREB2 são induzidos pelos estresses de desidratação e salino. Ambos 

trabalham em vias independentes de ABA. CBF4, MYC/MYB e bZIP são 

induzidos pela desidratação/ estresse salino e trabalham em uma via 

dependente de ABA. DREB1/CBF e DREB2 se ligam ao elemento cis-atuante 

DRE/CRT, MYC/MYB e bZIP a ABRE. 

Fonte: Adaptado de Khan (2011). 
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no crescimento (SE-JUN et al., 2007). O nível de expressão de DvDREB2A, 

isolado de crisântemo, foi significativamente afetado pela seca (LIU et al., 

2008). Apesar desses e outros estudos a respeito dos genes DREB em resposta à 

seca em diversas espécies vegetais, são poucos os estudos desses genes em 

plantas de C. canephora nas condições de déficit hídrico. 

2.6.2 Gene DREB em C. canephora 

 

Para identificar os genes envolvidos na tolerância à seca em plantas de 

cafeeiro diferentes estratégias foram utilizadas (MARRACCINI et al., 2012), 

como a identificação de GCs através do Projeto Genoma Café Brasileiro 

(VIEIRA et al., 2006; MONDEGO et al. 2011). O estudo de GCs identificados 

baseados nas análises de expressão gênica é de grande importância na 

compreensão do determinismo genético de características de interesse (ALVES, 

2015), como a seca. 

Dentro dos GCs que apresentaram uma expressão diferencial em folhas 

de clones de C. canephora Conilon tolerantes (14 e 120) e sensível (clone 22) à 

seca, cultivados em casa de vegetação com irrigação (I) ou sem (NI), foram 

identificados vários genes codificando para FTs, particularmente o gene 

CcDREB1D (MARRACCINI et al., 2012).  

Nos clones de C. canephora Conilon tolerantes à seca houve maior 

expressão de CcDREB1D sob déficit hídrico (Figura 7). Entre os clones 

tolerantes, a expressão desse gene foi maior no clone 14 do que nos clones 73 e 

120 (VIEIRA et al., 2013). Comparando-se os níveis de expressão dos clones 

tolerantes e sensível, a maior expressão sob déficit hídrico foi observada nas 

folhas de todos os clones tolerantes (MARRACCINI et al., 2012). Essa 

diferença no nível de expressão de CcDREB1D entre os diferentes clones sugere 
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que esse gene pode participar no determinismo genético dos clones tolerantes 

em respostas à seca.  

 

 

O gene CcDREB1D e demais membros da subfamília DREB de C. 

canephora foram identificados e divididos em quatro SGs: I, II, III e IV (Figura 

8) por Alves (2015). Essa identificação foi possível graças ao sequenciamento 

completo do genoma de C. canephora (DENOEUD et al., 2014), cuja 

informação foi disponibilizada em um sistema integrativo de informação do 

genoma, o Banco de Dados Coffee Genome Hub (DEREEPER et al., 2015). 

Diante da importância socioeconômica de C. canephora, dos impactos já 

gerados pelas mudanças climáticas e da tendência de se tornarem cada vez mais 

corriqueiros, tanto em nível nacional como mundial, desenvolver plantas 

tolerantes à seca tem se tornado um dos objetivos de muitos institutos de 

pesquisa. Os genes DREB e em especial, CcDREB1D, que apresentou diferença 

Figura 7  Expressão do gene CcDREB1D nas folhas dos clones 14, 73 e 120 (tolerantes) 

e 22 (sensível) de C. canephora submetidos (NI: Não Irrigado) ou não (I: 

Irrigado) ao déficit hídrico. A expressão desse gene foi analisada por qPCR. O 

gene CcUBQ10 foi utilizado como gene de referência e 14I como amostra de 

referência. 

Fonte: Adaptado de Marraccini et al. (2012) e Vieira et al. (2013). 
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no nível de expressão entre os clones tolerantes e sensível à seca, são 

possivelmente GCs para futuros programas de melhoramento genético em 

cafeeiro. 

Com base nessas informações e na identificação dos membros da 

subfamília DREB de C. canephora, objetiva-se analisar a expressão dos genes 

DREB, pertencentes aos quatro SGs de C. canephora, nas folhas e raízes de 

clones de Conilon tolerantes e sensível à seca, cultivados em condições 

controladas (casa de vegetação) e submetidos ou não a um déficit hídrico.  
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Figura 8  Conjunto da subfamília DREB de C. canephora divididos nos subgrupos I, II, 

III e IV, destacados em azul claro, verde, azul escuro e vermelho, 

respectivamente. Membros de CcDREB estão em negrito e o quadrado 

vermelho mostra CcDREB1D. A árvore de DREB abriga sequências 

homólogas de A. thaliana, C. canephora, S. lycopersicon, S. tuberosum, O. 

sativa .j., V. vinifera e Z. mays foram enraizadas com a árvore filogenética de 

viridiplantae. Todos os genes dos quatro subgrupos foram testados em 

ensaios preliminares pela RT-qPCR. ●, genes analisados quanto a sua 

expressão in vivo em resposta à seca em folhas e raízes de C. canephora 

Conilon. ▲, genes considerados candidatos em resposta à seca após as 

análises de expressão gênica in vivo e posterior seleção dos melhores genes 

com base nos maiores níveis de expressão em condição de déficit hídrico. 

Fonte: Adaptado de Alves (2015). 
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3 MATERIAL E MÉTODOS  

 

Os experimentos foram realizados no Laboratório de Genética 

Molecular da Agência de Inovação do Café (InovaCafé), localizada na 

Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG. 

 

3.1 Material vegetal  

 

Os clones tolerantes de C. canephora Conilon (14, 73 e 120) e sensível 

(22) à seca foram obtidos a partir de estacas enraizadas pelo INCAPER 

(FERRÃO et al., 2000; FONSECA et al., 2004). Esses clones foram cultivados 

em condições de casa de vegetação (Universidade Federal de Viçosa - UFV) 

conforme previamente descrito por Marraccini et al. (2012). Após 6 meses, 

plantas de cada clone foram separadas em dois grupos: o primeiro, controle, 

recebeu irrigação regular (I: irrigado, ΨPD = -0.2 MPa) enquanto que a irrigação 

foi suspendida para o segundo grupo (NI: déficit hídrico nas folhas) até as 

plantas atingirem Ψpd próximo de -3,0Mpa (Figura 4). Para ambas as condições, 

três plantas (repetições biológicas) foram analisadas. 

Folhas expandidas e não danificadas, correspondentes ao terceiro par da 

extremidade dos ramos plagiotrópicos, e raízes foram coletadas, congeladas em 

nitrogênio líquido e armazenadas a -80º C para posteriores extrações de RNA. O 

RNA das folhas e raízes foi extraído com o reagente Trizol
®
 (Thermo Fischer 

Scientific), segundo as recomendações do fabricante. Todo o material biológico 

foi cedido pela Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (Cenargen), que 

obteve o material da UFV.  

As amostras de RNAs foram quantificadas no espectrofotômetro 

NanoVue
™

 Plus e a qualidade foi avaliada pela razão de A (absorbância) 

A260/A230 e A260/A280.Valores abaixo de 1,8 podem indicar a presença de 
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contaminação de álcool/açúcar e proteínas, respectivamente, nas amostras de 

RNA. 

As análises de integridade foram realizadas pela eletroforese em gel de 

agarose 0,8% corado com 1 µL de Brometo de etídio (0,5 µg. mL
-1

) e 

posteriormente visualizado no fotodocumentador da Loccus Biotecnologia. 

 

3.2 Tratamento com DNase 

 

As amostras de folhas e raízes foram tratadas com o Kit RQ1 RNase-

Free DNase conforme o protocolo do fabricante (Promega, Madison, WI, 

E.U.A.) para a remoção de DNA genômico das amostras de RNA. As reações 

foram incubadas no termociclador T100
™

 Thermal Cycler (Bio-Rad) a 37ºC por 

30 minutos. Para inativar a enzima, foi adicionado 1 µL de RQ1 RNase Stop 

Solution (EGTA 20 mM, pH 8) e a reação foi incubada a 65ºC por 10 minutos. 

 

3.2.1 Transcriptase Reversa  

 

Para a síntese reversa da primeira fita de cDNA (DNA complementar) 

foram utilizados 4 µL de RNA tratado com DNase e 1µL de primer oligo dT 

(Sigma-Genosys) a 10 µM. A reação foi incubada por 5 minutos a 70ºC e 5 

minutos a 4ºC para a desnaturação das estruturas secundárias e o anelamento dos 

primers ao RNA. Após isso, foi utilizado o kit ImProm-II
™ 

Reverse 

Transcription System de acordo com as instruções do fabricante (Promega). A 

reação foi incubada a 25ºC por 5 minutos para a etapa de anelamento do oligo 

dT, 42ºC por 60 minutos para a etapa de extensão e 70ºC por 15 minutos para a 

inativação da transcriptase reversa. As amostras foram armazenadas a -20ºC até 

serem analisadas quanto a expressão gênica pela técnica RT-qPCR. 
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3.3 Desenho dos pares de primers  

 

A partir do Banco de Dados Coffee Genome Hub (http://coffee-

genome.org/) foram obtidas as sequências codantes de todos os genes da 

subfamília DREB de C. canephora e utilizadas para desenhar os pares de 

primers (F – forward e R – reverse) no software “Primer Express 3.0” (Applied 

Biosystems). O parâmetro alterado nesse software foi o “Minimum Amplified 

Region Length” para obter amplicons com tamanhos entre 70 e 110 pb, optando-

se por usar o menor tamanho do fragmento a ser amplificado e valor para a 

penalidade. Os nomes dos primers desenhados (Tabela 1, APÊNDICE A) se 

referem aos nomes dos genes identificados por Alves (2015) (Figura 7), exceto 

pelo sufixo COFCA.  

Com as sequências dos amplicons de todos os genes DREB foi feito um 

alinhamento múltiplo pelo software MAFFT (“Multiple Alignment using Fast 

Fourier Transform”) (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/mafft/) para verificar se 

os desenhos dos pares de primers estavam em regiões significativamente 

diferentes entres os genes DREBs homeólogos e parálogos de C. canephora.  

Os pares de primers foram sintetizados pela empresa Sigma-Aldrich
® 

e 

ressuspendidos em água Milli-Q para a manutenção da solução estoque (100 

µM) e posteriores diluições (10 µM) a serem utilizados nos experimentos de RT-

qPCR. 

 

3.4 Expressão gênica in silico  

 

A partir do Banco de Dados Coffee Genome Hub (http://coffee-

genome.org/), foi feita a expressão gênica in silico para todos os 31 genes da 

subfamília DREB de C. canephora, divididos conforme seus SGs (I-IV), a fim 

de analisar as expressões de folhas e raízes. Os dados transcriptômicos foram 
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gerados a partir de reads de RNA-Seq de diferentes tecidos (raiz, estame, pistilo, 

folha, caule e flor) e de diferentes acessos de C. canephora (Tabela 1, ANEXO 

A), segundo o projeto de Denoeud et al. (2014).  

Para esses tecidos foi feita a representação em “heatmap” dos valores 

de expressão em RPKM (“Reads per kilo base per million mapped reads”), o 

que permite comparações entre os vários genes DREB de cada SG e tecidos e 

posteriores comparações com os resultados de expressão gênica in vivo. 

 

3.5 RT-qPCR 

 

A técnica de RT-qPCR foi realizada no equipamento 7500 Fast Real-

Time PCR System conforme as recomendações do fornecedor (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, E.U.A.). Para a detecção da amplificação foi 

utilizado o fluoróforo Platinum
®
 SYBR

®
 Green qPCR SuperMix-UDG 

(Invitrogen) de acordo com as recomendações do fabricante.  

Para cada reação de RT-qPCR foram utilizados 5 µL de SYBR
® 

Green, 

0,2 µL de cada par de primer (10 µM), 1 µL de cDNA diluído (1:10) e o restante 

completado para um volume final de 10 µL com água Milli-Q. A mistura da 

reação foi incubada por 2 minutos a 50ºC (tratamento uracyl, Uracil-DNA), 5 

minutos a 95ºC (inativação da UDGase) seguida de 40 ciclos de amplificação de 

3 segundos a 95ºC e 30 segundos a 60ºC. 

Como gene de referência foi utilizado para todas as reações o gene 

CcUBQ10 (CRUZ et al., 2009), que codifica para a ubiquitina (Tabela 1, 

APÊNDICE A) e como calibrador, a amostra 14I. 

Os resultados gerados pelo Software 7500 (v. 2.0.6) foram analisados 

com base nas curvas de dissociação (“melting curve”) dos produtos amplificados 

para verificar a especificidade dos pares de primers por meio da presença de um 

único pico, que caracteriza a Tm (“melting temperature”) dos amplicons, ou 
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seja, a temperatura de desnaturação de 50% das moléculas. Além disso, foram 

analisados os valores de Cts (Ciclo threshold) para verificar se a eficiência da 

amplificação do alvo (gene de interesse) e a eficiência da amplificação da 

referência (gene de referência) são semelhantes.  

 

3.5.1 Testes preliminares  

 

Para o teste de todos os 31 pares de primers desenhados foi feito um 

pool de cDNA diluído (1:10) de folhas e outro pool de raízes de amostras 

separadas para cada condição (I e NI). Os pares de primers foram testados para 

cada pool juntamente com o gene de referência e NTC (“no template control”). 

Foram comparados os primers de ambos tecidos e condições e selecionados 

aqueles com os melhores resultados de curvas de dissociação e amplificação 

para as análises de expressão gênica. 

 

3.5.2 Expressão gênica in vivo 

 

Para as análises de expressão gênica de todos os primers selecionados 

foi avaliada a escala de expressão relativa, considerando como expressão 

diferencial aquela maior de 1x (vez).  

A normalização da expressão dos genes alvo foi realizada através da 

quantificação comparativa pela equação ∆Ct = Ct (gene alvo) – Ct (gene de 

referência). A calibração foi determinada pela fórmula ∆∆Ct = ∆Ct (amostra) - 

∆Ct (calibrador) e a quantificação relativa pela fórmula 2
-∆∆Ct

. Os resultados 

foram normalizados com os Cts obtidos para o gene de referência na mesma 

reação e o método utilizado foi a quantificação relativa (Ct comparativo). 
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3.6 Eficiência dos pares de primers 

 

 

A eficiência de amplificação de cada amostra foi feita para as folhas e 

raízes. A eficiência dos pares de primers selecionados foi calculada pelo 

software LinRegPCR (v. 2016.0.0.0) (RAMAKERS et al., 2003) e feita 

manualmente a média de eficiência para cada par. Para as análises de expressão 

gênica foi considerado o intervalo ótimo de eficiência entre 89-100%. 
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4 RESULTADOS  

 

4.1 Expressões in silico dos genes da subfamília DREB de C. canephora nas 

folhas e raízes 

 

Para todos os 31 genes da subfamília DREB de C. canephora foi 

analisada a expressão gênica in silico nas folhas e raízes através dos níveis de 

expressão em “heatmap” dos diferentes tecidos, sendo os valores de expressão 

normalizados em RPKM. Para as análises de expressão os genes DREB foram 

comparados conforme seus respectivos SGs (I-IV).  

 

4.1.1 Expressões in silico dos genes DREB do subgrupo I 

 

Todos os genes DREB do SG-I apresentaram perfis de expressão 

diferenciais entre folhas e raízes (Figura 9). Comparando os níveis de expressão 

dos cinco genes desse SG entre os dois tecidos, quatro deles foram mais 

expressos na raiz: Cc03_g07870, Cc05_g06840, Cc07_g15390 e Cc10_g07460. 

Já a maior expressão na folha foi verificada para o gene Cc08_g15980. 

Em níveis de expressão, o gene Cc10_g07460 foi o mais expresso do 

SG-I, tanto na raiz como na folha. Além desse gene, outros dois com os maiores 

níveis de expressão foram Cc07_g15390 e Cc08_g15980, os quais podem ter 

potencial participação no estresse abiótico e são importantes candidatos para 

serem testados in vivo. 
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4.1.2 Expressões in silico dos genes DREB do subgrupo II 

 

Todos os genes DREB do SG-II apresentaram perfis de expressão em 

pelo menos um dos tecidos, folha e/ou raiz (Figura 10). Dos seis genes que 

compreendem esse SG, dois deles apresentaram maior expressão na raiz: 

Cc07_g06220 e Cc10_g04710. Já a maior expressão na folha foi verificada para 

o gene Cc06_g12520. 

Os genes DREB do SG-II mais expressos foram Cc06_g12520 na folha, 

Cc07_g06220 e Cc10_g04710 nas raízes, os quais se destacam por serem 

potenciais GCs responsivos à seca. 

Valores de expressão (log10(RPKM)) 

Endosperma 

Perisperma 

Folha 

Pistilo 

Estame 

Raiz 

Figura 9  Representação em “heatmap” dos valores de expressão dos genes DREB 

(RPKM) do SG-I de C. canephora em diferentes tecidos (endosperma, 

perisperma, folha, pistilo, estame e raiz), obtidos a partir de dados de RNA-

Seq de C. canephora. As cores mais próximas do vermelho mais intenso 

indicam maior expressão dos genes DREB conforme os tecidos analisados. 

Dados obtidos a partir do Banco de Dados Coffee Genome Hub (http://coffee-

genome.org/). 
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Perfis de expressão semelhantes para os dois tecidos foram observados 

para o gene Cc10_g10960, não parecendo haver uma expressão diferencial 

entre os tecidos. Os genes Cc08_g07780 e Cc10_g09120 não apresentaram 

expressão em ambos tecidos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.1.3 Expressões in silico dos genes DREB do subgrupo III 

 

O SG-III compreende o maior número de genes, totalizando doze 

(Figura 11). Desse total, quatro genes apresentaram maior expressão foliar em 

relação ao radicular: Cc02_24810 e Cc06_g10260. Na raiz, maior expressão foi 

verificada para o gene Cc04_g02760. 

 

Valores de expressão (log10(RPKM)) 

Endosperma 

Perisperma 

Folha 

Pistilo 

Estame 

Raiz 

Valores de expressão (log10(RPKM)) 

Figura 10  Representação em “heatmap” dos valores de expressão dos genes DREB 

(RPKM) do SG-II de C. canephora em diferentes tecidos (endosperma, 

perisperma, folha, pistilo, estame e raiz), obtidos a partir de dados de RNA-

Seq de C. canephora. As cores mais próximas do vermelho mais intenso 

indicam maior expressão dos genes DREB conforme os tecidos analisados. 

Dados obtidos a partir do Banco de Dados Coffee Genome Hub 

(http://coffee-genome.org/). 
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Os genes do SG-III que apresentaram os maiores níveis de expressão 

foram Cc02_g03420, Cc02_g03430, Cc02_g24810 e Cc06_g10260, os quais 

podem estar implicados nas respostas à seca, sendo necessárias validações in 

vivo para verificar seus possíveis papeis biológicos.  

Níveis semelhantes de expressão foram observados em folhas e raízes 

para os genes Cc08_g09520 e Cc08_g12160. Já os genes Cc01_g09680, 

Cc06_g05340 e Cc08_g13970 não apresentaram expressão em ambos tecidos. 
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Figura 11  Representação em “heatmap” dos valores de expressão dos genes DREB 

(RPKM) do SG-III de C. canephora em diferentes tecidos (endosperma, 

perisperma, folha, pistilo, estame e raiz), obtidos a partir de dados de RNA-

Seq de C. canephora. As cores mais próximas do vermelho mais intenso 

indicam maior expressão dos genes DREB conforme os tecidos analisados. 

Dados obtidos a partir do Banco de Dados Coffee Genome Hub 

(http://coffee-genome.org/). 
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4.1.4 Expressões in silico dos genes DREB do subgrupo IV 

 

Os maiores níveis de expressão do SG-IV nas folhas e raízes foram para 

os genes Cc10_g14150 e em especial, Cc10_g14160 (Figura 12), o que pode 

indicar que esses genes possuem prováveis respostas aos estresses abióticos. 

 

 

Expressões similares em ambos tecidos foram verificadas para o gene 

Cc02_g05970, enquanto que os genes Cc02_g06230, Cc06_g00780, 

Cc06_g16660, Cc09_g03140 e Cc10_g02270 não foram expressos nas folhas e 

raízes.  
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Figura 12  Representação em “heatmap” dos valores de expressão dos genes DREB 

(RPKM) do SG-IV de C. canephora em diferentes tecidos (endosperma, 

perisperma, folha, pistilo, estame e raiz), obtidos a partir de dados de RNA-

Seq de C. canephora. As cores mais próximas do vermelho mais intenso 

indicam maior expressão dos genes DREB conforme os tecidos analisados. 

Dados obtidos a partir do Banco de Dados Coffee Genome Hub (http://coffee-

genome.org/). 
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4.2. Expressões dos genes da subfamília DREB de C. canephora em resposta 

à seca nas folhas e raízes pela RT-qPCR 

 

Mesmo com a seleção feita in silico dos GCs mais pertinentes de cada 

SG (Tabela 1, APÊNDICE A) para serem testados in vivo, todos os 31 pares de 

primers desenhados dos genes da subfamília DREB de C. canephora foram 

testados em ensaios preliminares pela RT-qPCR, a fim de ampliar ao máximo o 

número de genes com respostas à seca. 

Pelo teste dos primers, foram selecionados 15 deles para as análises de 

expressão gênica (Tabela 1, APÊNDICE A), enquanto que os demais não 

amplificaram ou não foram específicos, como é possível verificar pela curva de 

dissociação do primer do gene Cc01_g09680, por exemplo, cujos picos não 

foram únicos e definidos para as duas condições (I e NI) e tecidos (folhas e 

raízes) (Figura 1, APÊNDICE B). Isso difere dos resultados de um primer 

selecionado, o gene Cc07_g15390 (Figura 2, APÊNDICE B), com Tm 

semelhante nas duas condições e tecidos. Para testar a especificidade dos 

primers não incluídos nas análises, outros experimentos com novos pares de 

primers poderão ser necessários.  

Para as análises de expressão gênica foram considerados aqueles genes e 

tecidos que correspondem a uma eficiência de primers igual ou superior a 89% 

(Tabela 2, APÊNDICE A) e com expressão relevante para os diferentes clones. 

 

4.2.1 Expressões in vivo dos genes DREB do subgrupo I 

 

Para o gene Cc05_g06840 (Figura 13B), os clones 14 e 73 foram os 

mais expressos na folha em condição de seca e apresentaram um aumento na 

expressão nessas condições em aproximadamente 17 e 29x, respectivamente, em 

relação ao clone sensível.  
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Maiores níveis de expressão foram observados para o gene 

Cc08_g15980 (Figura 13E) nos clones 14 e 73 NI em aproximadamente 2,8x e 

2,6x em relação ao clone sensível nas folhas. Na raiz (Figura 13F), os clones 

submetidos ao déficit hídrico apresentaram maiores níveis de expressão em 

relação aos clones na condição irrigada, com destaque ao clone 73. 

Comparando-se os níveis de expressão, a raiz apresentou os maiores níveis 

quando comparada com a folha. 

Em termos de respostas à seca, os genes mais pertinentes do SG-I foram 

Cc08_g1590 e principalmente, Cc05_g06840, pelos maiores níveis de 

expressão. Para esses dois genes, os clones 14 e 73 NI foram os mais 

responsivos à seca.  

O gene Cc03_g07870 (Figura 13A) apresentou maior expressão em 

resposta à seca em todos os clones na folha, entretanto, o clone sensível foi mais 

expresso do que os tolerantes (73 e 120).  

Para o gene Cc07_g15390 não foi observado um perfil de expressão 

diferencial entre os clones I e NI da folha (Figura 13C) e raiz (Figura 13D), mas 

este último tecido apresentou um leve aumento na expressão dos clones 

tolerantes submetidos à seca.  

Do SG-I, apenas o gene Cc10_g07460 não foi analisado quanto a sua 

expressão gênica. Esse gene foi o que apresentou a maior expressão in silico na 

folha e raiz e também em outros tecidos (endosperma, perisperma, pistilo e 

estame) (Figura 9). Assim, para confirmar se esse gene possui ou não resposta à 

seca, seria necessário desenhar outro par de primer para esse gene. 
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Figura 13  Perfis de expressão dos genes DREB do SG-I de C. canephora em folhas (à 

esquerda, em fundo branco) e raízes (à direita, em fundo cinza) dos clones 

tolerantes (14, 73 e 120) e sensível (22) de Conilon submetidos (NI: não 

irrigado, colunas em preto) ou não (I: irrigado, colunas em branco) à seca, 

obtidos pela técnica de RT-qPCR. O gene CcUBQ10 foi utilizado como gene 

de referência e 14I como amostra de referência. Genes DREB: A= 

Cc03_g07870, B= Cc05_g06840, C/D= Cc07_g15390, E/F= Cc08_g15980. 

ND: resultado não obtido. 

E
x
p

re
ss

ão
 r

el
at

iv
a
 Cc03_g07870 

Folha 
E

x
p

re
ss

ão
 r

el
at

iv
a
 

E
x
p

re
ss

ão
 r

el
at

iv
a
 

 

Cc07_g15390 

 

E
x
p

re
ss

ão
 r

el
at

iv
a
 

Cc08_g15980 

F 

 

ND 

Cc05_g06840 

ND 
E

x
p

re
ss

ão
 r

el
at

iv
a
 

E
x
p

re
ss

ão
 r

el
at

iv
a
 



38 

 

 
 
 

4.2.2 Expressões in vivo dos genes DREB do subgrupo II  

 

O gene Cc10_g04710 na folha (Figura 14B) apresentou um aumento na 

expressão em reposta à seca em todos os clones, com níveis de expressão 

semelhantes para todos eles. Já para a raiz (Figura 14C) somente o clone 14 

apresentou maior expressão em resposta à seca, em aproximadamente 1,5x em 

relação a condição irrigada. Esse gene é considerado o mais pertinente em 

resposta à seca do SG-II, devido sua maior expressão em relação aos demais 

genes desse SG. 

Para o gene Cc07_g06220 na folha (Figura 14A) não foi observada 

maior expressão na condição de seca quando comparada a condição irrigada. 

Os genes Cc10_g09120 e Cc10_g10960 apresentaram níveis de 

expressão muito baixos nos diferentes clones e tecidos em resposta à seca. Pelas 

análises de expressão gênica in silico, esses genes apresentaram também baixos 

níveis de expressão nas folhas e raízes e nos demais tecidos (endosperma, 

perisperma, pistilo e estame) (Figura 10), mostrando que aparentemente não são 

responsivos aos estresses abióticos.  

Os genes Cc06_g12520 e Cc08_g07780 não analisados quanto a sua 

expressão pela RT-qPCR apresentaram diferentes perfis de expressão in silico. 

O gene Cc08_g07780 apresentou os mais baixos níveis de expressão em todos 

os tecidos, assim como Cc10_g09120, cujas explicações podem ser as mesmas.  

Já o gene Cc06_g12520 mostrou alto nível de expressão in silico na 

folha e com base nessa informação, desenhar outro par de primer para esse gene 

é relevante para confirmar ou não a sua participação na resposta à seca.  
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4.2.3 Expressões in vivo dos genes DREB do subgrupo III  

 

Para o gene Cc08_13960, maiores níveis de expressão em resposta à 

seca foram observados na folha (Figura 15D), de modo que os clones tolerantes 

foram mais expressos em relação ao sensível. Entre os clones tolerantes, 

destaca-se o 73 em condição de seca, sendo mais expresso em cerca de 94x 

quando comparado com o clone sensível.  

Cc10_g04710 

A 

B C 

Figura 14 Perfis de expressão dos genes DREB do SG-II de C. canephora em folhas (à 

esquerda, em fundo branco) e raízes (à direita, em fundo cinza) dos clones 

tolerantes (14, 73 e 120) e sensível (22) de Conilon submetidos (NI: não 

irrigado, colunas em preto) ou não (I: irrigado, colunas em branco) à seca, 

obtidos pela técnica de RT-qPCR. O gene CcUBQ10 foi utilizado como 

gene de referência e 14I como amostra de referência. Genes DREB: A= 

Cc07_g06220, B/C= Cc10_g04710. ND: resultado não obtido. 
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O gene Cc08_g13970 apresentou maior expressão nas folhas em 

resposta à seca nos clones 73 e 120 em condição de seca (Figura 15E). 

Os genes do SG-III considerados com grande potencial para a resposta à 

seca são Cc08_g13970 e em especial, Cc08_13960, pelos maiores níveis de 

expressão, de modo que o clone 73 foi o mais expresso na condição de seca.  

O gene Cc02_g03420 na raiz (Figura 15A) não apresentou expressão 

diferencial entre os diferentes clones em resposta à seca em relação a condição I 

e/ou não houve maior expressão na condição NI. 

Para o gene Cc02_g24810 foi observada uma queda de expressão em 

todos os clones não irrigados nas folhas (Figura 15B) e raízes (Figura 15C), com 

maior queda na expressão da folha. Esses resultados podem indicar que os genes 

Cc02_g03420 e Cc02_g24810 podem não ser responsivos à seca.  

Para os genes do SG-III não analisados quanto à sua expressão pela RT-

qPCR o ideal seria redesenhar outros pares de primers para aqueles genes que 

apresentaram altos níveis de expressão in silico nas folhas e raízes. Esse é o caso 

dos genes Cc02_g03430 e Cc06_g10260 com alta expressão na folha; 

Cc02_g39490 e Cc08_g09520 com expressões moderadas nas folhas e 

Cc04_g02760 com expressão moderada na raiz. 

Já os genes Cc01_g09680 e Cc06_g05340  não apresentaram expressão 

in silico nas folhas e raízes e nos outros tecidos (endosperma, perisperma, pistilo 

e estame) (Figura 11), o que pode indicar que esses genes não estão 

potencialmente envolvidos na resposta aos estresses abióticos.  

O gene Cc08_g12160 também apresentou baixos níveis de expressão na 

folha e raiz, mas apresenta uma expressão mais acentuada em outro tecido, 

pistilo (Figura 11), o que pode explicar o fato desse gene não ter tido seu primer 

analisado, já que os tecidos avaliados (folha e raiz) in vivo eram quase 

inexpressivos para esse gene. 
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Figura 15  Perfis de expressão dos genes DREB do SG-III de C. canephora em folhas 

(à esquerda, em fundo branco) e raízes (à direita, em fundo cinza) dos 

clones tolerantes (14, 73 e 120) e sensível (22) de Conilon submetidos (NI: 

não irrigado, colunas em preto) ou não (I: irrigado, colunas em branco) à 

seca, obtidos pela técnica de RT-qPCR. O gene CcUBQ10 foi utilizado 

como gene de referência e 14I como amostra de referência. Genes DREB: 

A= Cc02_g03420, B/C= Cc02_g024810, D = Cc08_g13960, E= 

Cc08_g13970. ND: resultado não obtido. 
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4.2.4 Expressões in vivo dos genes DREB do subgrupo IV 

 

Para o gene Cc10_g14160 não houve uma expressão diferencial entre as 

condições I e NI nas folhas (Figura 15A). Apenas o clone 14 se mostrou um 

pouco mais expresso em relação a condição irrigada e também ao clone sensível. 

Já a raiz (Figura 16B), apresentou maior nível de expressão quando comparado 

com a folha e somente o clone 14 apresentou maior expressão em resposta à 

seca. Esse gene mostrou ser o melhor candidato do SG-IV em resposta à seca. 

Os genes Cc06_g00780 e Cc10_g02270 apresentaram níveis de 

expressão muito e/ou não se expressaram in vivo em resposta à seca. Do mesmo 

modo, observou-se que pela expressão in silico, os dois genes não se 

expressaram nas folhas e raízes e nem nos outros tecidos (endosperma, 

perisperma, pistilo e estame), exceto o gene Cc10_g02270, que mostrou ser 

tecido-específico com alta expressão somente no endosperma. Com base nisso, 

esses dois genes não aparentam ser responsivos à seca. 

Os genes não analisados pela RT-qPCR, Cc02_g05970 mostrou níveis 

moderados de expressão in silico nas raízes, e Cc10_14150 moderadamente 

altos nas folhas e raízes. Para ambos os genes, em especial esse último, outros 

pares de primers poderão ser desenhados para verificar se o SG-IV pode 

apresentar mais membros com resposta à seca. 

Já os genes Cc02_06230, Cc06_g16660 e Cc09_g03140 não 

apresentaram expressão in silico nos tecidos analisados (endosperma, 

perisperma, folha, pistilo, estame e raiz) (Figura 12), exceto o gene 

Cc09_g03140, que mostrou ser tecido-específico para o endosperma. Assim, 

esses genes podem não ter resposta à seca ou podem ser expressivos em outros 

tecidos.  
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Figura 16  Perfis de expressão dos genes DREB do SG-IV de C. canephora em folhas (à 

esquerda, em fundo branco) e raízes (à direita, em fundo cinza) dos clones 

tolerantes (14, 73 e 120) e sensível (22) de Conilon submetidos (NI: não 

irrigado, colunas em preto) ou não (I: irrigado, colunas em branco) à seca, 

obtidos pela técnica de RT-qPCR. O gene CcUBQ10 foi utilizado como gene 

de referência e 14I como amostra de referência. Genes DREB: A/B= 

Cc10_g14160. 
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5 DISCUSSÃO 

 

Pela expressão in silico dos genes DREB de C. canephora, baseada nos 

dados de RNA-Seq de C. canephora disponíveis no Coffee Genome Hub, e a 

expressão in vivo pela RT-qPCR, foi possível selecionar GCs de diferentes SGs 

(I-IV) (Tabela 1, APÊNDICE A) que apresentaram respostas diferenciais mais 

relevantes nas folhas e raízes e em resposta à seca (condição NI) nos clones 

tolerantes e sensível de Conilon. As duas abordagens, in silico e in vivo, serão 

comparadas em relação aos resultados de expressão dos genes DREB mais 

pertinentes. Posteriormente, os GCs validados in vivo serão comentados quanto 

a sua expressão em resposta à seca para os SGs I e II, os mais relatados na 

literatura e III-IV, os SGs com os maiores números de membros. As respostas 

desses genes serão também comparadas em relação aos clones e tecidos mais 

expressos.  

 

5.1 Comparações das expressões in silico e in vivo dos genes DREB  

 

Os GCs DREB previamente indicados in silico, Cc08_g15980 do SG-I, 

Cc10_g04710 do SG-II e Cc10_g14160 do SG-IV se mostraram também GCs 

pertinentes in vivo. Isso demonstra que as análises in silico podem auxiliar na 

identificação de genes potencialmente envolvidos nas respostas aos estresses 

abióticos, como a seca, em C. canephora, para suas posteriores validações in 

vivo. 

A fim de ampliar ao máximo o número de genes responsivos à seca, 

testar outros genes in vivo além dos somente indicados como GCs pela 

expressão in silico permitiu caracterizar outros genes com potenciais respostas à 

seca, como os genes Cc05_g06840 do SG-I, Cc08_13960 e Cc08_g13970 do 

SG-III. 



45 

 

 
 
 

As análises in silico também forneceram indícios de expressões dos 

genes DREB em outros tecidos além das folhas e raízes, como endosperma, 

perisperma, pistilo e estame. Essas informações extras podem explicar o motivo 

de muitos genes dos SG-III e -IV, por exemplo, não terem se expressado em 

resposta à seca quando avaliados somente as folhas e raízes, uma vez que podem 

ter sido mais expressos em outros tecidos. Isso foi observado para os genes 

Cc04_g02760 e Cc06_g10260, que mostraram alta expressão no perisperma e 

endosperma, respectivamente (Figura 11). Já os genes Cc09_g03140 e 

Cc10_g02270 mostraram ser tecido-específicos, uma vez que houve expressão 

somente no endosperma (Figura 12). 

Pela análise in silico, não foi observada uma expressão diferencial para 

os genes pouco expressos: Cc08_g07780, Cc10_g09120, Cc10_g10960 do SG-

II, Cc02_g39490 do SG-III e Cc06_g00780, Cc06_g16660 do SG-IV. Baixos 

níveis de expressões somente na raiz foram verificados para os genes 

Cc01_g09680 do SG-III e Cc02_g06230, Cc10_g02270 do SG-IV, enquanto que 

para os genes Cc06_g05340 do SG-III e Cc09_g03140 do SG-IV não houve 

expressão nas folhas e raízes. Todos esses genes não foram selecionados pelo 

teste de primers ou quando foram selecionados, não apresentaram resultados de 

expressão gênica in vivo relevantes (Tabela 1, APÊNDICE A), o que concorda 

com os resultados previamente relatados pelas análises in silico. 

 

5.2 Análises das expressões in vivo dos GCs DREB dos subgrupos I e II em 

resposta à seca 

 

O SG-I compreende cinco genes, dos quais quatro deles (Cc03_g07870, 

Cc05_g06840, Cc07_g15390 e Cc08_g15980) apresentaram perfis de expressão 

em resposta à seca, o que indica que esse SG apresenta o maior número de genes 

DREB expressos nessa condição. Em termos de maiores níveis de expressão em 
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resposta à seca, Cc05_g06840 e Cc08_g15980 são considerados os GCs do SG-

I.  

Apesar dos genes DREB1 serem geralmente induzidos pela baixa 

temperatura, existem divergências em relação a essas características (ZHOU et 

al., 2010), como foi verificado neste trabalho. Outros trabalhos também 

relataram a expressão em resposta à seca, como o de Marraccini et al. (2012), 

em que o déficit hídrico aumentou a expressão de CcDREB1D de C. canephora 

nas folhas; a super expressão de CBF1/DREB1B de Arabidopsis no tomate pode 

aumentar a tolerância ao déficit hídrico (HSIEH et al., 2002) e a super expressão 

de OsDREB1F de arroz aumenta a tolerância à seca em Arabidopsis e arroz 

(WANG et al., 2008). 

Do SG-II, destaca-se o gene Cc10_g04710 como GC em resposta à seca. 

Essa resposta é também característica das proteínas DREB2, que são ativadas 

pela seca ou alta salinidade (LUCAS et al., 2011). Para esse SG, foi observado 

que o déficit hídrico aumentou significativamente a expressão do gene 

HvDREB1 (Hordeum vulgare) nas folhas de cevada (XU et al., 2009). 

Os SG-I e -II dos genes DREB codificam fatores de transcrição (KIZIS; 

PAGES, 2002; XU et al., 2010). Assim, baseado nos resultados de expressão de 

resposta à seca apresentados neste trabalho, os GCs desses subgrupos podem 

desempenhar papel importante nos mecanismos de tolerância à seca em C. 

canephora. 

 

5.3 Análises das expressões in vivo dos GCs DREB dos subgrupos III e IV 

em resposta à seca 

  

Os genes do SG-III que apresentaram maiores níveis de expressão em 

resposta à seca foram Cc08_13960, Cc08_g13970 e do SG-IV, o gene 

Cc10_g14160. 
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Diferentemente desses GCs, a maioria dos doze genes do SG-III e dos 

oito genes do SG-IV não apresentaram resposta à seca. Uma possível explicação 

para tantos genes desses dois SGs não terem se expressado é de que as 

expressões nas folhas desses genes podem ter sido transitórias durante a queda 

do potencial hídrico. Como as coletas de folhas foram feitas somente no final do 

período de 2 semanas em que as plantas de Conilon estavam submetidas ou não 

ao déficit hídrico, o ideal seria fazer outras coletas ao longo desse período para 

avaliar a cinética da queda do potencial hídrico e confirmar as expressões desses 

genes. 

Outra hipótese para os SG-III e -IV terem poucos genes responsivos à 

seca pode ser pelo fato de não terem sido ativados pelo déficit hídrico aplicado 

nas plantas de Conilon. Esses genes podem ter sido induzidos por outros 

estresses abióticos, já que os genes DREB pertencem a uma família envolvida 

nas respostas a diversos estresses abióticos além da seca, como a alta salinidade 

e a baixa temperatura, por exemplo. Assim, os membros dos diferentes SGs de 

DREB podem desempenhar múltiplos papeis nas plantas (ZHOU et al., 2012). 

De modo geral, as diferenças funcionais observadas entre os membros 

dos SGs-I a IV podem ser devido aos vários genes alvo que estão presentes no 

genoma, as suas distintas respostas e a capacidade do FT ativar ou reprimir cada 

gene alvo (HUSSAIN et al., 2011).  

 

5.4 Análise dos GCs DREB mais expressos nos clones tolerantes em resposta 

à seca 

  

Os genes GCs do SG-I (Cc05_g06840, Cc08_g15980), do SG-II 

(Cc10_g04710), do SG-III (Cc08_g13960, Cc08_13970) e do SG-IV 

(Cc10_g14160) apresentaram maior expressão nos clones tolerantes quando 

comparados com o sensível. Esses níveis de expressão diferencial em resposta à 
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seca entre os clones de C. canephora sugerem uma via de sinalização de ABA 

mais ativa nos clones tolerantes (14, 73 e 120) do que no clone sensível (22) 

(VIEIRA et al., 2013).  

Entre os clones tolerantes, observou-se que os clones 14 e 73 foram os 

mais expressos na folha em condição de seca para a maioria dos genes: 

Cc05_g06840, Cc08_g15980 (SG-I), Cc08_g13960 (SG-III) e Cc10_g14160 

(SG-IV). Dentre esses, Cc05_g06840 e Cc08_g13960 foram os genes que 

apresentaram maior expressão no clone 73 em resposta à seca, o que pode ser 

devido a sua maior eficiência em controlar o fechamento estomático e a 

transpiração em relação aos clones 14 e 120 (VIEIRA et al. 2013).  

Para as raízes também foi verificada maior expressão de clone tolerante 

(14) em relação ao sensível em resposta à seca nos genes Cc10_g04710 (SG-II) 

e Cc10_g14160 (SG-IV). Neste último gene, o clone 14 com déficit hídrico se 

destacou pela alta expressão em relação aos outros tolerantes, podendo existir 

uma ativação particular específica nesse clone.  

Diferentes vias regulatórias na transcrição podem estar envolvidas na 

expressão do gene responsivo ao estresse (CHEN et al., 2007): as vias 

dependentes e independentes de ABA. Nessas vias podem existir “crosstalks” 

entre elas, ou seja, interações entre as vias de respostas, tanto para os estresses 

abióticos como os bióticos. Esses “crosstalks” podem explicar o fato do clone 14 

na raiz apresentar tolerância à seca e resistência múltipla a diversas espécies de 

Meloidogyne, as quais infectam as raízes de cafeeiros (COSTA et al., 2016).  

Para os DREB, existe uma conexão entre a tolerância à seca e a 

resistência à doença, e o controle da expressão de genes responsivos a esses 

estresses abióticos e bióticos é pela via independente de ABA (AGARWAL et 

al., 2006). 

As diferenças de respostas à seca entre os clones podem estar 

relacionadas, de um modo geral, com as diferentes especializações que cada um 
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dos genes DREB podem apresentar. Dessa forma, os genes DREB podem 

responder de formas diferentes e em diferentes plantas, mesmo que essas tenham 

sido submetidas ao mesmo estresse de igual intensidade. 

 

5.5 Análise dos GCs DREB mais expressos em folhas em resposta à seca 

 

Comparando-se as expressões de folhas e raízes em resposta à seca, 

observou-se que as folhas apresentaram maiores níveis de expressão e maior 

número de GCs expressos: Cc05_g06840, Cc08_g15980 do SG-I e 

Cc08_g13960, Cc08_g13970 do SG-III. Respostas transcriptômicas diferentes 

entre folha e raiz também foram verificadas em dois genótipos híbridos de álamo 

que exibem tolerância contrastante à seca (COHEN et al., 2010).  

Os padrões distintos observados entre folhas e raízes podem ser devido 

as diferentes vias regulatórias, as dependentes e independentes de ABA. Este 

fitohormônio possui importante papel nas respostas ao estresse abiótico, como a 

regulação do fechamento estomático, que visa otimizar a transpiração e 

desencadear a ativação de muitos genes relacionados ao estresse (CUTLER et 

al., 2010). 

 

5.6 Considerações finais e perspectivas 

 

Para os genes DREB, principalmente aqueles indicados com alta 

expressão in silico e que não tiveram seus produtos amplificados pela RT-qPCR 

(Tabela 1, APÊNDICE A), como por exemplo, os genes Cc10_g07460 (SG-I), 

Cc06_g12520 (SG-II), Cc02_g03430, Cc04_g02760, Cc06_g10260 (SG-III) e 

Cc10_g14150 (SG-IV), sugere-se desenhar outros pares de primers para 

confirmar se esses genes podem estar envolvidos nas respostas à seca. Em 

especial, para o gene Cc02_g03430, caracterizado por Alves (2015) como 
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CcDREB1D, que apresentou expressão diferencial em resposta à seca na folha 

(Figura 6) e já foi feita a caracterização funcional do promotor desse gene em 

plantas transgênicas de C. arabica (ALVES et al., 2014) e Nicotiana tabacum 

(AQUINO et al., 2015).  

As análises de expressão gênica in vivo permitiram a identificação de 

possíveis genes DREB de diferentes SGs de C. canephora que podem participar 

nos mecanismos regulatórios de resposta à seca. Entre os GCs, os que mais se 

destacaram foram Cc05_g06840 (SG-I) e Cc08_g13960 (SG-III) pela alta 

expressão em resposta à seca nos clones 14 e 73 de folha e no clone 14 da raiz 

(Cc05_g06840). 

Como C. canephora é uma planta de grande importância 

socioeconômica e seu crescimento e rendimento podem ser afetados de forma 

acentuada pelo déficit hídrico, o conhecimento adquirido neste trabalho sobre os 

genes DREB na resposta à seca dessa espécie poderá contribuir para futuras 

análises que visam aumentar a sua produção de forma sustentável. Essas análises 

podem incluir as de diversidade genética pela busca de SNPs (“single nucleotide 

polymorphisms”) ou INDELs (“insertion/ deletions”) nas regiões promotoras 

dos genes DREB, como já foi iniciado por Alves (2015) para o gene 

CcDREB1D. Esses estudos poderão explicar os perfis de expressão diferenciais 

entre os genes dos clones tolerantes e sensível de C. canephora Conilon. 
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6 CONCLUSÕES 

 

Neste trabalho foi possível identificar e caracterizar pela primeira vez 

diversos genes DREB de diferentes SGs (I-IV) de C. canephora nas folhas e 

raízes de clones tolerantes e sensível à seca. 

As análises de expressão in silico de todos os genes DREB de diferentes 

SGs de C. canephora permitiram identificar genes mais expressos nas folhas e 

raízes, como Cc08_g15980, Cc10_g04710 e Cc10_g14160. Esses e outros genes 

DREB foram validados pela RT-qPCR em folhas e raízes de clones tolerantes 

(14, 73 e 120) e sensíveis (22) de C. canephora Conilon submetidos ou não ao 

déficit hídrico, sendo indicados possíveis GCs em resposta à seca. Nesses GCs 

indicados in vivo observou-se que alguns foram também previamente indicados 

in silico.  

Além disso, muitos daqueles genes que apresentaram níveis muito 

baixos de expressão ou não apresentaram expressão gênica in silico, não foram 

selecionados para as análises in vivo ou também não apresentaram resultados de 

expressão relevantes. Assim, as análises in silico podem fornecer subsídios na 

escolha dos genes para a sua validação in vivo.  

Entre os quatro subgrupos da família DREB, o SG-I foi o que apresentou 

o maior número de genes expressos em resposta à seca, com expressão 

diferencial e maiores níveis de expressão, destacando-se os genes Cc05_g06840 

e Cc08_g15980. Para os GCs como esses dois genes e outros como, 

Cc08_g13960, verificou-se que os clones tolerantes foram mais expressos em 

relação ao sensível em resposta à seca, especialmente os clones 14 e 73 em 

condição de seca. Comparando-se as expressões de folhas e raízes em resposta à 

seca, as folhas apresentaram o maior número de genes expressos e também em 

maior nível de expressão para esses mesmos GCs citados previamente.  
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De todos os GCs DREB identificados in vivo, destacam-se os genes 

Cc05_g06840 e Cc08_g13960, os quais podem estar implicados nos 

mecanismos regulatórios de respostas à seca em C. canephora Conilon.  

Para os demais genes que não foram testados in vivo e/ou que não foram 

funcionais, sugere-se desenhar outros pares de primers de genes DREB a fim de 

obter resultados para os genes faltantes. Além disso, sugere-se também desenhar 

outros pares para os mesmos genes que foram funcionais, especialmente aqueles 

mais relevantes em resposta à seca (alta expressão e/ou expressão diferencial 

entre os clones tolerantes e sensível), para confirmar os resultados preliminares 

obtidos neste trabalho.  

Esses conhecimentos podem fornecer subsídios para a compreensão do 

determinismo genético da tolerância à seca em C. canephora, cujo objetivo final 

é aumentar a sua produção, qualidade e sustentabilidade através de programas de 

melhoramento genético em cafeeiro. 
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APÊNDICES 

 

APÊNDICE  A – Expressões in silico e in vivo dos genes da subfamília DREB de C. canephora, desenho dos pares de primers e eficiência 

desses pares  

 
            Tabela 1 Subgrupos (I-IV), sequências (5’ → 3’) e tamanhos dos amplicons (em pb) de todos os 31 pares de primers desenhados da subfamília DREB de C. 

canephora Conilon com base nas sequências codantes disponíveis no Banco de Dados Coffee Genome Hub para os experimentos de RT-qPCR. Para 

todos esses genes foram feitas as expressões gênicas in silico. Os primers que tiveram seus produtos amplificados e foram específicos com base na 

“melting curve” foram analisados quanto à expressão gênica in vivo, considerando a faixa ótima de eficiência de primers, igual ou superior a 89% (ver 

Tabela 2). Com base nas análises in silico e in vivo foram selecionados os GCs para cada uma dessas análises, destacados em cinza os mais pertinentes 

(...continua...). 

Subgrupos 

de DREB 

de C. 

canephora 

Expressão 

gênica in silico/ 

desenho de 

primers 

Expressão gênica 

in vivo de primers 

que amplificaram 

e foram específicos 

(“melting curve”) 

Faixa ótima 

de eficiência 

de primers 

GCs pela 

análise in 

silico 

GCs pela 

análise in 

vivo 

Primer Sequência (5’ → 3’) pb 

I 

Cc03_g07870       
F 

R 

TTCCGGACCTGAAACACCAA 

GCAGGCAGGCCTTGTGATAT 
100 

Cc05_g06840        
F 

R 

ACCCTCCAACTCCCCATGAC 

TGGCAGCTCTGGGATGTACA 
110 

Cc07_g15390        
F1 

R1 

TCCAAACCTTCGGCATCAAT 

GAATCGGCCAAGCTTTGACA 
105 

Cc08_g15980         
F 

R 

CTGAAGCAGCAGCGTATGCA 

TCGCGAAGATTGGGAAAATT 
85 

Cc10_g07460      
F 

R 

CTATCAAGGGCGCCCAATAC 

GTCGACTGGGATGAGCAACA 
70 
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Tabela 1, continua. 

Subgrupos 

de DREB 

de C. 

canephora 

Expressão 

gênica in silico/ 

desenho de 

primers 

Expressão gênica 

in vivo de primers 

que amplificaram 

e foram específicos 

(“melting curve”) 

Faixa ótima 

de eficiência 

de primers 

GCs pela 

análise in 

silico 

GCs pela 

análise in 

vivo 

Primer Sequência (5’ → 3’) pb 

II 

 

Cc06_g12520      
F 

R 

TACGATACGGCCGAGAAAGC 

GGCGGGTTATCAGGGAAATT 
95 

Cc07_g06220        
F 

R 

GAGGGAGGTGGAGGAATTGG 

TCTAATCTCCGCCACCCATT 
105 

Cc08_g07780     
F 

R 

GCACCTGCTTCCTCTTCGAT 

ACACCCATTTCCCCCACTTT 
85 

Cc10_g04710         
F 

R 

GCCCTTCTGCGAGGCTTAAC 

TAGCAGCCGCAGACAAGTCA 
75 

Cc10_g09120      
F 

R 

GCAGCACGTCCCAGAAAAGA 

CGAATTTCCGACACCCATTT 
70 

Cc10_g10960      
F 

R 

CGCTTCCCTGAAAGCCTAGTC 

CGTTGTGGTGGTGGAAACTG 
87 

III 

Cc01_g09680     
F 

R 

GAGACTCGCCACCCCATTTA 

TTGTTTGGCTCACGCATTTC 
80 

Cc02_g03420        
F 

R 

ACCCTGACGATCCTCCTCAA 

GACCCAGAAGCAGTGGCAAT 
70 

Cc02_g03430      
F 

R 

CAATGCCTGCAAAGCCAATT 

TTTTCCTGCCTGCACGTTTC 
80 

Cc02_g24810        
F 

R 

GCCCGATCTTTCCTTTGATG 

GATGATGAACCGTGGAAGCA 
75 
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Tabela 1, continua. 

Subgrupos 

de DREB 

de C. 

canephora 

Expressão 

gênica in silico/ 

desenho de 

primers 

Expressão gênica 

in vivo de primers 

que amplificaram 

e foram específicos 

(“melting curve”) 

Faixa ótima 

de eficiência 

de primers 

GCs pela 

análise in 

silico 

GCs pela 

análise in 

vivo 

Primer Sequência (5’ → 3’) pb 

III 

Cc02_g39490     
F 

R 

GCAAATGGGTGTCGGAAATT 

TCTCTGGGCTTGGGAAAGAA 
75 

Cc04_g02760      
F 

R 

GCGAGCCACGTAAAAAATCG 

AGCCACGTCATGGGCTCTAG 
80 

Cc06_g05340     
F 

R 

GATTCGGGAGCCAAGAACAC 

GAGCAAGTGCAGCCACATCA 
95 

Cc06_g10260      
F1 

R1 

TGACCCTCCCCACTCTGAAA 

GTGATGCATGTGAGCGGAAT 
70 

Cc08_g09520     
F1 

R1 

TCCTGATCAGCAGCTGTGGAT 

AGACTCAAAGCCGCTCGAAA 
85 

Cc08_g12160     
F 

R 

GCCACTCCGCTTTCCTCAA 

CCGCTGCAGCTTGGATATCT 
90 

Cc08_g13960        
F 

R 

GCCCAAAGAGCCATCAATTC 

CTTCCTCCCAGCTCGCTTCT 
75 

Cc08_g13970        
F 

R 

GGCTTGGCTGGAGAAGATGA 

GGCCATGTCCACAAGCAAAT 
75 

IV 

Cc02_g05970     
F1 

R1 

AAGCAGAGGCGCCTGTTAAG 

TCCCACGCCAAAGTATCCAA 
70 

Cc02_g06230     
F 

R 

CCCCGCTACCGTACAACAGT 

TGCGGTTGTGGCTCTTGTAA 
75 
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Tabela 1, conclusão. 

Subgrupos 

de DREB 

de C. 

canephora 

Expressão 

gênica in silico/ 

desenho de 

primers 

Expressão gênica 

in vivo de primers 

que amplificaram 

e foram específicos 

(“melting curve”) 

Faixa ótima 

de eficiência 

de primers 

GCs pela 

análise in 

silico 

GCs pela 

análise in 

vivo 

Primer Sequência (5’ → 3’) pb 

IV 

Cc06_g00780      
F 

R 

GGGATGTATGCGAGGCAAAG 

CCCCAAGTCCGCTGTCTAAC 
75 

Cc06_g16660     
F1 

R1 

AAAGGAGGGCCTCAGAATGC 

ACCCCAGCCACAGTCTTGTT 
115 

Cc09_g03140     
F 

R 

GCCCAAGAAAGAAGCAGCAA 

TGCCTCTCATGCACCCTTTT 
80 

Cc10_g02270      
F 

R 

GACCGCAGTGGAAATGGAAA 

TTGCCTCTCATGCAGCCTTT 
80 

Cc10_g14150      
F 

R 

GCTGAAATACGGGAACCCAAA 

TATGCCAGGGCAGCTTCAAT 
80 

Cc10_g14160         
F1 

R1 

TGGCACTGCAAGGTCGATAA 

GCCAAGACAGTGGGAACCAA 
105 
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Tabela 2  Eficiência (%) dos pares de primers nos tecidos foliar 

e radicular, desenhados para as análises de expressão 

gênica in vivo (RT-qPCR). Como intervalo ótimo de 

eficiência foram considerados os valores iguais ou 

superiores a 89%. 

Subgrupos Primers Tecido Eficiência (%) 

I 

Cc03_g07870 Folha 98 

Cc05_g06840 Folha 94 

Cc07_g15390 
Folha 100 

Raiz 100 

Cc08_g15980 
Folha 95 

Raiz 94 

II 

Cc07_g06220 Folha 89 

Cc10_g04710 
Folha 100 

Raiz 91 

III 

Cc02_g03420 Raiz 100 

Cc02_g24810 
Folha 100 

Raiz 92 

Cc08_g13960 Folha 93 

Cc08_g13970 Folha 89 

IV Cc10_g14160 
Folha 99 

Raiz 89 
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APÊNDICE B – Exemplos de curvas de dissociação para os pares de 

primers referentes aos genes DREB de C. canephora 

 
Cc01_g09680 

Folha I 

 
Cc01_g09680 

Folha NI 

 
Cc01_g09680 

Raiz I 

 
Cc01_g09680 

Raiz NI 

Figura 1 Curva de dissociação (“melt curve”) pela RT-qPCR para o primer 

Cc01_g09680, obtido pela RT-qPCR, utilizando um mix de amostras de 

todos os clones (14, 22, 73 e 120) de C. canephora Conilon para cada 

condição (I e NI) e tecido (folha e raiz).   
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Cc07_g15390 

Folha I 

 
Cc07_g15390 

Folha NI 

 
Cc07_g15390 

Raiz I 

 
Cc07_g15390 

Raiz NI 

Figura 2 Curva de dissociação (“melt curve”) pela RT-qPCR para o primer 

Cc07_g15390, obtido pela RT-qPCR, utilizando um mix de amostras de 

todos os clones (14, 22, 73 e 120) de C. canephora Conilon para cada 

condição (I e NI) e tecido (folha e raiz).   
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ANEXO 

 

ANEXO A – Descrição dos dados de RNA-Seq de C. canephora  

 
Tabela 1  Plataforma, número e comprimento dos reads de ESTs/RNA-Seq de diferentes acessos e tecidos (raiz, 

estame, pistilo, folha, caule e flor) de C. canephora 

Espécie Acesso 

Tecido/ 

condição 

fisiológica 

Plataforma 

utilizada 

Número de 

reads 

Comprimento 

do read 

C. 

canephora 

-- Mix Sanger 255.032 -- 

DH 200-94 Folhas velhas 

Solexa 

28.179.777 76 

DH 200-94 Folhas velhas 31.049.449 76 

DH 200-94 Caule, flor 28.566.581 76 

DH 200-94 Caule, flor 30.498.332 76 

DH 200-94 Folhas jovens 25.899.759 76 

DH 200-94 Folhas jovens 28.769.788 76 

cv BP961 Pistilo 27.710.036 100 

acc. T3518 Raiz 31.038.821 100 

cv BP961 Estame 22.087.867 100 

acc. T3518 Folha 53.018.844 100 
Fonte: Coffee Genome Hub (http://coffee-genome.org/coffeacanephora). 

 


