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RESUMO: O café é uma das principais commodities agricolas do Brasil. Dentre as 124 espécies do género, Coffea
arabica e Coffea canephora representam a maior parte da producdo de café mundial. C. arabica é um alotetraploide,
originado a partir de uma hibridagdo natural entre C. canephora e C. eugenioides. O parental C. eugenioides ainda é
muito pouco estudado, mas muitas caracteristicas genéticas dos cafés Arabicas comerciais foram herdadas desta
espécie. Desta forma, é importante aumentar o conhecimento sobre os genes funcionalmente ativos no transcriptoma de
C. eugenioides. Em um trabalho anterior foi realizado a montagem ab initio do transcriptoma de C. eugenioides. O
presente projeto teve como objetivo realizar a montagem, anotacdo funcional dos transcritos de folhas e frutos de C.
eugenioides utilizando o seu genoma como referéncia para o alinhamento das sequéncias. Foram utilizadas duas
bibliotecas de RNA-Seq (folhas e frutos) de C. eugenioides sequenciadas via plataforma Illumina Hiseq2000.
Primeiramente foi realizado o alinhamento das bibliotecas contra o genoma de referéncia, disponibilizado pelo
Consércio ACGC, através do software HISAT2. Para montagem dos reads alinhados em transcritos foi utilizado o
software StringTie e em seguida, o software Kallisto para a quantificacdo dos transcritos. O software DESeq2 foi
utilizado para identificacdo de genes diferencialmente expressos em frutos e folhas. Para anotacéo utilizamos o BlastX
contra 0 banco de dados de sequéncias ndo redundantes (NCBI-nr). Foi realizada uma analise comparativa com a
ferramenta BlastN contra bancos de dados de transcriptomas de C. arabica e C. canephora pré-existentes. O resultado
da montagem de transcritos identificou 16.743 contigs Gnicos para C. eugenioides, estas sequéncias apresentaram
similaridade de 82,06% com ESTs de C. arabica, 91,38% em CDS de C. canephora, 94,87% com 0 RNA-Seq de C.
arabica. Em relacdo ao trabalho de transcritoma ab initio, foi observado 98,07% de similaridade e foram identificados
322 novos transcritos, das quais 36 ndo foram descritos nas bases de dados da Coffea spp. Além disso, foram
identificados 414 e 509 genes diferencialmente mais expressos em folhas e frutos, respectivamente.

PALAVRAS-CHAVE: café, RNA-seq, transcriptoma.

TRANSCRIPTOME ASSEMBLY OF Coffea eugenioides AND IDENTIFICATION OF
DIFFERENTIALLY EXPRESSED GENES IN LEAVES AND FRUITS

ABSTRACT: Coffee is one of the main agricultural commaodities in Brazil. Among 124 coffee species, Coffea arabica
and Coffea canephora are the most economically important and the first two represent the major part of coffee
production. C. arabica is an allotetraploid, originated from a natural hybridization between C. canephora and C.
eugenioides. The parental C. eugenioides is still poorly studied, but many genetic characteristics of commercial
Arabicas coffee are inherited from this species. Thus, it is important to increase our knowledge about the functionally
active genes in the transcriptome of C. eugenioides. In a previous work, a C. eugenioides transcriptome ab initio
assembly was accomplished. In this work, we perform a new assembling and functional annotation of the transcriptome
of leaves and fruits of C. eugenioides, using its genome as a reference for sequences alignment. Two RNA-Seq (leaf
and fruit) libraries of C. eugenioides were obtained via the Illumina Hiseq2000 platform. The alignment of libraries
against the reference genome, provided by ACGC Consortium, was executed using the HISAT2 software. For assembly
of the aligned transcripts, StringTie software was used. Transcript quantification was achieved with Kallisto software.
DESeq?2 was used to identify genes differentially expressed in fruits and leaves. For annotation, we used BlastX against
the non-redundant sequence database (NCBI-nr). A comparative analysis was performed with BlastN against the
preexisting C. arabica and C. canephora transcriptome data. The result of the transcripts assembly identified 16,743
unique contigs that presented 82.06% similarity with ESTs of C. arabica, 91.38% with CDS of C. canephora, 94.87%
with RNA-Seq of C. arabica. In relation to the original ab initio assembly work, we observed 98.07% similarity, with
322 new transcripts identified, 36 of them not described in the Coffea spp databases. In addition, 414 and 509 genes
were differentially and more expressed in leaves and fruits, respectively.
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INTRODUCAO

A cafeicultura brasileira apresenta nimeros expressivos que traduzem a grande importancia econémica e social que a
atividade representa para o pais (ABIC, 2019). O Brasil é o0 maior produtor e exportador de café do mundo e o segundo
maior consumidor (CECAFE, 2018). O aumento do consumo da bebida do café nos Gltimos anos tem sido associado,
dentre outros fatores, sua maior qualidade aliada a bons precos de mercado, assim como as suas propriedades funcionais
e nutracéuticas (ABIC, 2019).

Em fungdo de sua importancia, é preciso aumentar o conhecimento sobre as bases genéticas que influenciam a
composigdo bioquimica dos cafés. A maioria dos estudos genéticos de cafeeiros possuem foco na espécie de maior
importancia econémica, a alotetrapléide Coffea arabica (CARDOSO et al., 2014; MOFFATO et al., 2016; IVAMOTO
et al., 2017a), alguns no seu parental dipléide Coffea canephora (DENOUED et al., 2014; DEREEPER et al., 2014) e
apenas um trabalho com dados de RNA-Seq para seu outro parental dipldide Coffea eugenioides (YUYAMA et al.,
2015).

Desta forma, é importante aumentar o conhecimento sobre a espécie C. eugenioides, como por exemplo, a identificacdo
e caracterizacdo de genes diferencialmente expressos através de estudos de transcriptdmica. Uma das formas de se
alcancar este objetivo, é realizar uma analise do transcriptoma em larga escala através do sequenciamento de RNAs
mensageiros (RNAm), também conhecido como RNA-Seq. Essa técnica tem proporcionado resultados relevantes com
relacdo a identificacdo, anotacdo e caracterizacdo de genes de espécies de plantas (WANG et al., 2009).

Este trabalho teve como objetivo, fazer uma comparacdo dos resultados de uma montagem baseada no genoma de
referéncia com a montagem ab initio disponivel até o momento (YUYAMA et al., 2015) e aumentar o conhecimento
basico sobre a espécie C. eugenioides a partir da identificacdo de genes diferencialmente expressos em folhas e,
especialmente em frutos. Esta informacdo serd utilizada para identificar e selecionar genes candidatos para as vias
metabolicas de interesse relacionadas a composi¢do bioquimica de grdos de café e servird como base para novos
projetos de melhoramento genético de cafeeiros visando o aumento da qualidade da bebida.

MATERIAL E METODOS

Para a montagem do transcriptoma foram utilizadas duas bibliotecas (folhas e frutos) de RNA-seq de C. eugenioides
disponiveis no NCBI (PRINA273321). As andlises foram realizadas no servidor do Laboratério Multiusuario de
Bioinforméatica da Embrapa Informatica Agropecuéaria - CNPTIA. Foi utilizado o genoma de referéncia de C.
eugenioides (versdo 1.9) gentilmente cedido pelo ACGC (Arabica Coffee Genome Consortium) para o alinhamento
dessas bibliotecas de RNA-Seq. A qualidade das sequéncias foi realizada com o software FastQC v.0.11.5
(ANDREWS, 2010) e a trimagem para a remocdo dos adaptadores com o software Trimmomatic v.36 (BOLGER;
LOHSE; USADEL, 2014).

Para alinhamento dos reads contra 0 genoma de referéncia do C. eugenioides foi utilizado o alinhador HISAT?2 verséo
2.1.0 com parametros default (KIM; LANGMEAD; SALZBERG, 2015). O software SamTools versdo 1.6 (LI et al.,
2009) converteu os arquivos de saida do alinhamento (SAM) para o formato aceito pelo StringTie (BAM). Para a
identificacdo dos transcritos, foi utilizado o software StringTie versdo 1.3.4 (PERTEA et al., 2015), juntamente com a
sua funcdo merge, todos com os (pardmetros default). Apenas os transcritos com no minimo 200bp de tamanho
seguiram para as proximas analises.

A quantificagdo a abundéncia de transcritos a partir de dados de RNA-Seq foi realizada com o software Kallisto verséo
0.44 (BRAY et al., 2016). Todos os transcritos foram anotados através da analise comparativa realizada pela ferramenta
BlastX contra 0 banco de dados de sequéncias ndo redundantes (NCBI-nr) disponiveis na plataforma do National
Center for Biotechnology Information (NCBI). O parametro de corte utilizado foi de e-value menor ou igual a 1e”.
Além do NCBI-nr, foi realizada uma segunda analise comparativa dos transcritos de C. eugenioides contra o banco de
dados curados de proteinas curado (Swiss-Prot - The UniProt Consortium, 2014) através da ferramenta BlastX.

A anotagdo funcional dos contigs montados e de seus respectivos processos bioldgicos, fungfes moleculares e
componentes celulares foi realizada utilizando o software Blast2GO Pro 5 (CONESA et al., 2005). O banco de dados do
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) foi usado para identificar as vias metabdlicas dos genes
putativamente encontrados no transcriptoma (KENEHISA et al., 2018).

A andlise comparativa entre o transcriptoma obtido por este trabalho e os previamente publicados em cafés
(MONDEGO et al., 2011; DENOEUD et al., 2014; YUYAMA, et al., 2015; IVAMOTO et al., 2017) foi realizada
utilizando a ferramenta Blast.

A andlise de expressdo génica diferencial, entre os transcritos das bibliotecas de folha e fruto, foi realizada pelo
software DESeq2 (LOVE; HUBER; ANDERS, 2014), cuja finalidade foi quantificar o nimero total de sequéncias
alinhadas em cada transcrito gerado pelo software Kallisto. Os pardmetros utilizados foram p-value < 0.05 em
combinagdo com Log2FC >= 1,58 para transcritos positivamente (up) regulados e <= -1,58 para transcritos
negativamente (down) regulados. Apos a identificacdo, foram verificadas as anotacdes nos bancos NCBI-nr e Swiss-
Prot e também a analise GO (Gene Ontology) via Blast2GO dos genes identificados como diferencialmente expressos.
O software TransDecoder (https://transdecoder.github.io/) foi utilizado para identificar os unigenes que possuem
sequéncias completas para a codificacao de proteinas (full-lenghts).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Do total de 3.618.185 de reads para a biblioteca de folhas e 4.657.475 para a biblioteca de frutos, foram alinhados com
o software HISAT2 contra o genoma de referéncia 82,98% (3.002.213) e 79,42% (3.769.938) das sequencias
respectivamente (Tabela 1). Esses resultados para os alinhamentos estéo de acordo com os resultados apresentados pelo
protocolo de referéncia para este tipo de analise (PERTEA et al., 2016)

Tabela 1 — Resultado do alinhamento das bibliotecas contra 0 genoma de referéncia.

Informac6es do Alinhamento Folhas Frutos
Reads de alta qualidade 3.618.185 4.657.475
Porcentagem de reads alinhados 1 vez 82,98% (3.002.213) 81,14% (3.779.132)
Porcentagem de reads ndo alinhados 17.02% (615.972) 18,86% (878.343)
Porcentagem de reads alinhados mais de 1 vez 0% (0) 0% (0)

A identificacdo de possiveis transcritos resultou em um total de 16.743 contigs (13.668 de folhas e 14.543 frutos) foram
identificados com comprimento médio de 1.248 pares de base (pb). Nossos resultados corroboram com um estudo
anterior realizado com o transcriptoma de C. arabica (1.264 pb) (IVAMOTO et al., 2017a), préximo ao descrito por
Venturini et al. 2013, em Vitis vinifera (1.307 pb) e maior que o encontrado em C. eugenioides (701 pb) em uma analise
de montagem de novo de transcriptoma (YUYAMA et al., 2015). Nossas analises identificaram 16.743 transcritos, um
namero foi menor do que o observado por Yuyama et al. (2015) (36.935 contigs). A montagem de novo usando a
técnica de RNA-Seq single-end, caso semelhante ao de Yuyama et al. (2015), normalmente gera um nimero alto de
contigs (HAN et al., 2013).

A anotagdo dos 16.743 contigs de C. eugenioides foram analisados com base na similaridade de suas sequéncias com o
BlastX contra sequéncias publicas disponiveis no banco de dados NCBI (NCBI-nr). Destas, 91,49% apresentaram
similaridade com pelo menos uma sequéncia do NCBI-nr. Além disso, foi realizada uma analise de anotagdo funcional
dos unigenes com a ferramenta BlastX contra o banco de dados de proteinas curadas (UniProt — Swiss-Prot), onde
foram anotados 12.277 contigs (73,32%) nessa andlise.

Foi realizada também uma andlise comparativa de similaridade entre os transcritos obtidos por este trabalho e os
publicados na literatura: i) expressed sequence tags (ESTs) de C. arabica contendo 35.113 contigs (MONDEGO et al.,
2011); ii) coding region sequences (CDS) do genoma de C. canephora (DENOEUD et al., 2014); iii) transcritos de C.
arabica obtidos via RNA-seq contendo 65364 unigenes (IVAMOTO et al., 2017); iv) 36935 unigenes de um
transcriptoma ab initio de folhas e frutos de C. eugenioides obtidos via RNA-seq (YUYAMA et al., 2015). Os
resultados podem ser observados na tabela 2, onde 13740 transcritos apresentaram similaridade (82,06%) com os ESTs
de C. arabica (MONDEGO et al.,2 011) (Tabela 4), 15300 (91,38%) o genoma de C. canephora (DENOUED et al.,
2014), 15885 com o transcriptoma de C. arabica obtidos via RNA-seq (IVAMOTO et al., 2017) e 16421 (98,07%) com
o transcriptoma de Coffea eugenioides..

Tabela 2 — Andlise de similaridade entre os transcritos de C. eugenioides deste com banco de dados publicos de café

Banco de dados Contigs anotados Porcentagem de anotagéo Referéncia
EST database 13.740 82,06 % Mondego et al., 2011
C. canephora 15.300 91,38% Denoeud et al,, 2014

C. arabica 15.885 94,87% Ivamoto et al., 2017
C. eugenioides 16.421 98,07% Yuyama et al., 2015

A Ultima comparac&o realizada foi feita utilizando os unigenes do transcriptoma ab initio de C. eugenioides (YUYAMA
et al., 2015), geradas com as mesmas bibliotecas utilizadas por este trabalho, e o resultado foi e 98,07% (16.421
contigs) de similaridade entre as sequéncias, onde apenas 322 contigs ndo apresentaram similaridade. Estes 322 contigs
podem conter novos genes ainda ndo identificados para a espécie e configuram dados que podem ser explorados
futuramente. Desses contigs, 286 também foram encontrados nos bancos de dados de C. canephora (DENOUED et al.,
2014) e de C. arabica (MONDEGO et al., 2011), restando 36 contigs ndo anotados em nenhum dos dados de sequéncia
de café analisados neste trabalho.

As analises comparativas realizadas até o presente momento, evidenciam que a montagem do transcriptoma de C.
eugenioides utilizando o genoma de referéncia para o alinhamento dos reads mostrou-se muito mais eficiente em
identificar genes que codificam proteinas funcionais do que o encontrado pelo transcriptoma ab initio (YUYAMA et
al., 2015), o qual apresentou uma porcentagem menor de similaridade contra os mesmos bancos de dados utilizados
neste trabalho.

A caracterizacdo funcional dos contigs de C. eugenioides foi através da atribuigdo de termos GO (gene ontology) pelo
software Blast2GO resultou em um total de 56.059 termos GOs distribuidos em 13.716 contigs. Destes termos, 38,39%
estavam relacionados com processo bioldgico, 35,69% com funcdo molecular e 25,91% com a categoria de
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componentes celulares. Resultados semelhantes, em relagdo a distribuicdo dos termos GOs entre os 15 niveis, foram
identificados em um trabalho anterior de transcriptoma de C. arabica (IVAMOTO et al., 2017a). Os termos GO mais
abundantes para categoria de funcdo molecular foram ATP binding, protein binding, metal ion binding e DNA binding.
Na categoria de processo bioldgico, oxidation-reduction process (GO:0055114), protein phosphorylation, regulation of
transcription, DNA-templated e serine family amino acid metabolic process foram os termos atribuidos ao maior
namero de contigs. Por fim, na categoria de componente celular, os termos mais abundantes foram integral component
of membrane, nucleus, cytosol e cytoplasm (Figura 1).
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Figura 1 — Os termos GO mais abundantes para cada categoria.

Posteriormente, os contigs foram mapeados nos mapas de vias metabédlicas do banco de dados do KEGG, através de
uma ferramenta do software Blast2GO. Um total de 1.249 contigs (7,45%) foram distribuidos em 149 vias metabélicas
e representam 777 enzimas diferentes. A categoria mais abundante foi o metabolismo de purina, seguida pela de
metabolismo de tiamina e biossintese de antibi6ticos (Figura 2).
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Figura 2 — Principais categorias de vias metabdlicas obtidas pelo KEGG.

A andlise de identificacdo de enzimas em suas respectivas vias metabolicas, realizada com a utilizagdo do banco de
dados do KEGG, apresentou nimeros superiores (1249) aos encontrados por um estudo anterior (802) Yuyama et al.
(2015), sendo que deste total, 777 e 374 enzimas possuiam funcdes diferentes, respectivamente. Em relagdo as
categorias mais abundantes, ambos os trabalhos apresentaram semelhancas, como por exemplo, o metabolismo de
purina, metabolismo de amido e sacarose e glicolise/gliconeogénese. Resultados semelhantes obtendo como categorias
mais abundantes o metabolismo de purina e metabolismo de tiamina foi encontrado por Tran et al. (2018), em C.
arabica.

CONCLUSAO

No presente trabalho, de reanalise de dados de RNA-Seq de C. eugenioides, foram montados 16.743 transcritos, sendo
identificados 322 transcritos novos em relacdo ao trabalho original de Yuyama et al. (2015), o que levanta a
possibilidade de novos genes descritos para a espécie C. eugenioides. Apesar do nimero de transcritos ter sido menor
em comparacdo Yuyama et al. (2015), esta pesquisa apresentou uma porcentagem maior de anotacdo em todos 0s
bancos de dados utilizados em ambos os trabalhos em relacdo ao nimero de transcritos. Também foram identificados 36
genes ainda ndo descritos. O nimero de genes diferencialmente expressos também foi maior em rela¢do a Yuyama et al.
(2015), sendo 923 genes contra 79.
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