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RESUMO: Brasil é 0 maior produtor de café do mundo e também maior exportador. O cafeeiro é bastante suscetivel as
condi¢cGes ambientais como oscilagdes na temperatura e distribuigdo de chuva, e também pelo fotoperiodo. Com a
estimativa de aumento da temperatura global se fazem necessarios estudos que visem compreender 0s mecanismos de
regulacdo das plantas de café as condicGes estressantes e assim buscar melhora-las geneticamente. Um dos mecanismos
de regulacdo génica poés transcricional sdo os microRNAS que possuem de 20 a 24 nucleotideos, e em plantas os
microRNASs estdo envolvidos em rotas de tolerancia ao estresse, além de serem reguladores de genes de crescimento,
desenvolvimento e florescimento em condigBes de estresse. O objetivo deste trabalho foi analisar a expressdo de
microRNAs envolvidos na tolerancia a altas temperaturas em cafeeiro. Foram comparadas duas cultivares de Coffea
arabica, Catuai IAC e Acaud, que se sup8e diferirem na tolerancia ao calor, cultivadas nas cidades de Varginha e
Pirapora, que apresentam amplitudes térmicas diferentes. Pudemos observar que a expressdo de ambos 0s microRNASs
ndo diferiram entre as cultivares, e ambos foram menos expressos na cidade de Pirapora que apresentou temperaturas
mais elevadas também no periodo noturno, ou seja, menor amplitude térmica entre dias e noites.

PALAVRAS-CHAVE: microRNAs, coffea arabica, estresse térmico.

MICRORNAS EXPRESSION THAT ARE POTENTIALLY INVOLVED IN RESPONSE OF
HIGH TEMPERATURE IN COFFEE PLANTS

ABSTRACT: Brazil is the largest coffee producer in the world and also the largest exporter. The coffee tree is very
susceptible to environmental conditions such as fluctuations in temperature and rainfall distribution, and also by
photoperiod. With the estimation of global temperature increase, studies are necessary to understand the mechanisms of
regulation of coffee plants to stressful conditions and thus seek to improve them genetically. One of the mechanisms of
post-transcriptional gene regulation is microRNAS that have 20 to 24 nucleotides, and in plants microRNAs are
involved in stress tolerance pathways, as well as regulating growth, development and flowering genes under stress. The
objective of this work was to analyze the expression of microRNAs involved in high temperature tolerance in coffee.
We compared two cultivars of Coffea arabica, Catuai IAC and Acaud, which are supposed to differ in heat tolerance,
grown in the cities of Varginha and Pirapora, which have different thermal amplitudes. We could observe that the
expression of both microRNAs did not differ between the cultivars, and both were less expressed in Pirapora city which
presented higher temperatures also at night, that is, lower temperature range between days and nights.

KEY WORDS: microRNAs, coffea arabica, heat stress.
INTRODUCAO

As variagdes climaticas sdo alguns dos fatores que mais influenciam na producéo de gréos de café no Brasil. O cafeeiro
¢ fortemente influénciado pelos parametros climaticos, pois estes afetam de diferentes formas as fases de crescimento e
desenvolvimento da cultura (CAMARGO, 2010). O relatério de avaliagdo do Painel Intergovernamental sobre
Mudancas Climéatocas (IPCC, 2014) prevé um aumento da temperatura média da superficie de 2,0 a 4,5 ° C até o final
deste século, portando é de extrema importancia a busca por ferramentas que favorecam a tolerancia dos cafeeiros a
estas novas condigdes climaticas, sendo uma dessas ferramentas 0 melhoramento genético de plantas. Os microRNAs
(microRNASs) sdo pequenas moléculas de RNA, de 21-24 nucleotideos (KIM, 2005). Eles s&o incorporados a um
complexo de proteinas, e sdo guias para a clivagem ou repressdo da tradugdo de seus RNAs mensageiros
complementares, atuando na regulagdo génica pés transcricional (BARTEL, 2004). Atualmente, diversos estudos
identificaram como a expressdo de diversos microRNAs se comportam mediante a estresses abidticos como salinidade,
frio, condicBes de seca e elevadas temperaturas (LIU et al., 2008; LAUBINGER et al., 2010; WANG et al., 2016),
sugerindo que os microRNAs possam ser um novo alvo para melhorar a tolerancia das plantas em condic¢Ges adversas
(ZHANG, 2015). Entdo é de extrema importancia compreender melhor a atuacdo desses microRNAs envolvidos nas
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respostas a estresse térmico, portanto, o objetivo deste trabalho foi analisar a expressdo de dois microRNAs, nas
cultivares Catuai IAC 144 e Acaud de Coffea arabica, cultivadas nas cidades de Varginha e Pirapora, que diferem entre
si na amplitude térmica entre dias e noites. E assim observar como estes resultados podem trazer novas perspectivas
para o aumento da tolerancia através do melhoramento genético de plantas de café.

MATERIAL E METODOS

Os materiais vegetais utilizados foram provenientes do trabalho de Ferrara-Barbosa (2016), sendo duas cultivares de
Coffea arabica, Catuai IAC 144 e Acaud, que supostamente diferem na tolerancia ao calor, cultivadas em dois locais
diferentes, Pirapora e Varginha, nos meses de marco e abril de 2015, em época de safra (Tabela 1). Em Pirapora, as
plantas eram irrigadas por um pivd central, enquanto as plantas de Varginha dependiam apenas do regime de chuvas
para abastecimento de agua. Além disso, as plantas de café em ambos os campos experimentais tinham cerca de 7 anos
de idade. O delineamento experimental utilizado foi o de blocos casualizados, sendo composto por trés blocos, com trés
repeticdes bioldgicas cada um, com duas cultivares cultivadas em duas localidades com condicgdes térmicas diferentes,
totalizando 36 plantas. Gerou-se uma biblioteca de RNA-Seq do material vegetal proveniente do trabalho de Ferrara-
Barbosa (2016) e segundo o protocolo de SOUZA GOMES, DE et al. (2011), foi possivel a identificagdo dos
precursores de microRNAs. Por meio de analises computacionais, identificou-se os microRNAs expressos na biblioteca
de RNA-seq. Posteriormente, buscou-se na literatura dois dos microRNAs, presentes na biblioteca, que ja foram
identificados como responsivos a alteracdo da temperatura ambiental para a analise de suas expressGes. Foram
selecionados um microRNA da familia miR396, sendo este 0 ccp-miR396a-5, e um microRNA da familia miR828, o
ccp-miR828-5p. As amostras foram constituidas por trés folhas jovens e completamente expandidas de cada planta. A
extragdo do RNA foi realizada utilizando o mirVana ™ microRNA Isolation Kit seguindo as recomendacdes do
fabricante. A quantificacdo e analise quanto a presenca de contaminantes e foi feita a partir do espectrofotdmetro
NanoVue® (GE Healthcare), também foi feita eletroforese em gel de agarose (0,7%). Sintetizou-se o DNA
complementar (cDNA) a partir do método stem-loop RT-PCR descrito por Chen et al. (2005). A andlise da expressao
dos microRNAs escolhidos foi feita a partir do termociclador Rotor-Gene Q Real-Time PCR (Qiagen), utilizando o
sistema de deteccdo SYBR® Green. A andlise da expressdo relativa foi calculada utilizando o método descrito por
Pfaffl (2001), utilizando os genes de referéncia 14 3 3 e RPL39.

Tabela 1. Abreviatura dos tratamentos (Ferrara Barbosa, 2016).

Abreviagao Descrvigio
Pt Plantas de Cataanil cultivadas e Pirapora
PC2 Plantas de Acaun cultivadas e Pirapora
Vil Plantas de Catung cultivadas e Varginha
VvV C2 Plantas de Acoun culuvadas e Varginha

RESULTADOS E DISCUSSAO
A partir de dados coletados no trabalho de Ferrara-Barbosa (2016), podemos observar que nas cidades de Pirapora e
Varginha, no més de abril, as temperaturas ndo apresentam variagcdo quanto ao periodo diurno, se mantendo proximas

aos 32 °C. Porém quando avaliamos a temperatura noturna, Varginha apresentou uma queda maior de temperatura, 22,4
°C, enquanto que em Pirapora a temperatura diminuiu no periodo noturno em apenas 3,3°C (Figura 1).
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Figura 1. Avaliacdo das temperaturas, D= dia e N= noite, nas cidades de Varginha e Pirapora no més de abril (adaptado
de Ferrara-Barbosa, 2016).
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A diferenca de temperatura entre dias e noites, ou seja, o delta, ¢ maior em Varginha, enquanto que em Pirapora a
temperatura se mantém mais elevada durante a noite, variando poucos graus em relacdo ao periodo diurno (Figura 2).

Figura 2. Delta entre temperaturas em °C, D=dia e N=noitre, nas cidades de Variginha e Pirapora no més de abril
(adaptado de Ferrara=Barbosa, 2016.

A andlise da expressdo do ccp-miR396a-5p ndo apresentou diferenga de expressdo entre as cultivares. Porém, sendo a
amostra calibradora a PC2, ambos foram aproximadamente trés vezes menos expressos na cidade de Pirapora em

relacdo a cidade de Varginha, sendo que em Pirapora as temperaturas continuavam elevadas também no periodo
noturno para o més de abril (Figura 3).
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Figura 3. Expressdo do microRNA396-5p nas duas cultivares e nos dois locais de cultivo

Plantas transgénicas de girassol expressando a forma resistente do HaWRKY®6 ao seu regulador miR396, mostraram
uma maior sensibilidade nas primeiras respostas a altas temperaturas. O estudo também revela que 0 miR396 exerce um
possivel papel na protecdo em condi¢cBes de elevadas temperaturas em girassol, uma planta particularmente bem
adaptada a este tipo de estresse (GIACOMELLI et al., 2012). O ccp-miR396a-5p apresentou padrdo semelhante ao
descrito anteriormente em Arabidopsis, sua expressdo foi reprimida em resposta a condi¢des de calor, 0s miR396a-5p
de Arabidopsis e de C. arabica apresentam a mesma sequéncia (LAUBINGER et al., 2010). O comportamento da
expressdo do ccp-miR828-5p foi semelhante ao ccp-miR396a-5p, ndo apresentando diferenca de resultados entre as
cultivares analisadas na cidade de Pirapora, sendo mais expresso na cidade de Varginha quando comparado com
Pirapora. A amostra calibradora neste caso também foi a PC2, e observamos aumento na expressdo em cinco vezes para
a cultivar Catuai e aproximadamente oito vezes para a cultivar Acaua (Figura 4).



X Simposio de Pesquisa dos Cafés do Brasil — ISSN: 1984-9249
8 a 11 de outubro de 2019, Vitéria — ES

Expressao
w

[*]

PCH PC2 Vet VC2

Figura 4. Expressdo do microRNA828-5p nas duas cultivas e nos dois locais de cultivo.

Em resposta a condigBes de alta temperatura nos dias e noites na cidade de Pirapora, 0 miR828 apresenta baixa
expressdo, como o ocorrido em algodoeiro ao ser exposto a altas temperaturas (WANG et al., 2016), possivelmente o
acuimulo do gene antes regulado por este microRNA, apresenta papel na tolerancia da planta a elevadas temperaturas. A
atuacdo do miR828 na regulagdo de genes envolvidos no desenvolvimento dos tricomas em Arabidopsis (GUAN et al.,
2014), pode ser indicio da participagdo deste microRNA no desenvolvimento de estruturas de toleréncia ao calor e
regulacdo da perda de dgua pelas plantas. Porém como em cafeeiro ndo ha a presenca de tricomas, este microRNA pode
estar envolvido em processos de regulacdo a altas temperaturas ainda ndo descritos. Em maca, diversos genes MYB
foram descritos como potencialmente regulados pelo miR828, destes genes, muitos envolvidos em diversos aspectos do
crescimento e desenvolvimento de plantas (XIA et al., 2012) além de ser um fator de transcricdo capaz de mediar
respostas de horménios envolvidos ao estresse (HIMMELBACH et al., 2003). Possivelmente, a expressdo negativa
destes microRNAs possa servir de parametro para constatar se as plantas de café estdo sob condi¢Bes de estresse
térmico, devido a expressao ser semelhante entre as cultivares sob condi¢des de altas temperaturas.

CONCLUSOES

MiR396a e 0 miR828 ndo apresentaram diferenca de expressdo entre as duas cultivares de C. arabica, Catuai IAC 144 ¢
Acaud, mas foram diferencialmente expressos nas cidades de Varginha e Pirapora, sendo menos expressos na cidade de
Pirapora que apresentou temperaturas elevadas também no periodo noturno.
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