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RESUMO: A identificacdo de perfis de expressdo génica diferenciais e redes metabdlicas é uma ferramenta valiosa
para a caracterizacdo genética de caracteres agrondmicos. Neste estudo, utilizamos analises de expressdo em larga-
escala para identificar processos bioldgicos alterados em plantas com teores reduzidos de cafeina. A expressdo
diferencial de genes selecionados observada in silico foi entdo validada em experimentos in vivo. O primeiro passo foi o
sequenciamento em larga-escala de RNA extraido de tecidos jovens e em desenvolvimento, de plantas sem cafeina e de
plantas com concentra¢fes normais do composto. As sequéncias obtidas foram agrupadas, a partir de analises in silico,
para identificacdo de genes com expressao diferencial entre os tratamentos e de redes metabdlicas associadas aos teores
de cafeina. Para a validacéo das analises in silico, selecionamos 3 genes de familias de retrotransposons para analises de
gRT-PCR em gemas e folhas coletadas de plantas normais (MN) e sem cafeina (AC), tanto em condi¢Bes normais
quanto durante déficit hidrico. O perfil de expressdo dos genes estabelecido por gRT-PCR foi distinto do observado nas
analises de RNAseq. Além disso, os resultados sugerem que plantas AC possuem uma maior suscetibilidade ao estresse
hidrico, uma vez que a expressao de retrotransposons é mais alta em folhas e gemas de plantas AC do que em MN.

PALAVRAS-CHAVE: selecdo-assistida, RNAseq, melhoramento molecular.

VALIDATION OF ACTIVE RETROTRANSPOSONS IN COFFEE- EFFECTS OF
ABIOTIC STRESS AND LOW CAFFEINE CONTENT ON GENE EXPRESSION

ABSTRACT: Differential gene expression profiles and metabolic networks are valuable tools for the genetic
characterization of agronomic traits. In this study, we used large-scale expression analyses to identify altered biological
processes in plants with reduced levels of caffeine. Then, the differential expression of selected genes observed in silico
was validated by in vivo experiments. The first step was the large-scale sequencing of RNA extracted from young and
developing tissues, of caffeine-free plants (AC) and of plants with normal concentrations of the compound (MN). The
sequences obtained were grouped and analyzed in silico for identification of genes with differential expression between
treatments, and establishment of metabolic networks associated with levels of caffeine. For validation of RNAseq, we
selected 3 retrotransposons genes for gRT-PCR analyses in bud and leaves collected from regular and caffeine-free
plants, both in normal conditions or during water deficit. The profile of gene expression by qRT-PCR was different to
that observed with RNAseq. In addition, the results suggest that AC plants have a higher susceptibility to water stress,
once retrotransposons are more expressed in AC leaves and buds than in MN.

KEY WORDS: assisted-selection, RNAseq, molecular breeding.
INTRODUCAO

Andlises gendmicas em larga-escala sdo uma ferramenta valiosa para a identificacdo de redes metabdlicas e processos
bioldgicos envolvidos com caracteristicas de interesse agrondmico. A identificacdo de grupos de genes de diferentes
funcbes bioldgicas e com expressdo diferencial associada a um caractere € essencial para implementacdo de estratégias
de gendmica associativa ampla por programas de melhoramento. Além disso, a validacdo da expressdo de genes
especificos promove um maior conhecimento da base genética de caracteristicas de heranca complexa. Assim, analises
gendmicas de larga-escala, como RNAseq e GBS, vem sendo utilizadas para uma ampla caracterizacdo de gendtipos,
processos bioldgicos e controle genético de caracteristicas de interesse agrondmico. Neste estudo, utilizamos a
estratégia de RNAseq para avaliar o papel da cafeina em processos fisioldgicos de cafeeiros. Estudos anteriores
realizados em cafés com teores de cafeina naturalmente reduzidos, identificados pelo Programa de Melhoramento do
IAC, sugerem que a auséncia de cafeina pode afetar aspectos botanicos e fisiologicos da planta (Silvarolla et al, 2004;
Favoretto et al, 2017). Portanto, buscamos identificar processos biologicos afetados durante a organdgenese de folhas e
frutos em plantas normais e sem cafeina. As andlises de RNAseq indicaram um ndmero reduzido, porém significativo,
de genes com expressdo diferencial (GDE) entre os genotipos, incluindo fatores de transcricdo reguladores de
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diferenciacdo celular e retrotransposons. Para validacdo, foi avaliada a expressdo de sequéncias homdlogas a
retrotransposons em acessos da cultivar Mundo Novo (MN) e da variedade AC (Programa de Melhoramento 1AC), em
condicbes de plena irrigacdo e de déficit hidrico. Uma vez que a ativacdo de transposons em condicBes de estresse
abidtico é amplamente descrita na literatura (Mirouze & Paszkowski, 2011), o objetivo desta analise foi validar a
expressdo diferencial observada em diversas condi¢Oes experimentais.

MATERIAL E METODOS

Sequenciamento de transcriptoma (RNAseq) - Amostras de tecidos vegetais, tais como folhas jovens, folhas adultas,
gemas apicais e ramos com gemas foram coletadas de 48 plantas adultas com teores reduzidos de cafeina (progénies
AC) e normais (Cultivar Mundo Novo). O RNA total de plantas selecionadas foi extraido individualmente usando o kit
de extracdo RNeasy Plant Mini Kit da QUIAGEN, seguindo o protocolo especificado pelo fabricante. A purificacdo do
RNA foi realizada através de membranas QIAshredder fornecidas pelo fabricante. O RNA total obtido foi armazenado
em freezer a -20°C. A selecdo das amostras para sequenciamento de alta cobertura (RNAseq) foi baseada na qualidade e
integridade do RNA total extraido. Apos a selecdo, as amostras foram diluidas em 55 ul a uma concentracdo de 50
ng/ul. As amostras foram unidas duas a duas, baseando-se no teor de cafeina (Normal/Baixo) e no tipo de tecido vegetal
que foi utilizado para extracdo do RNA total. Ap6s a unido, aliquotas de 55 pl das amostras foram enviadas em
duplicata para o sequenciamento do RNAseq. As etapas de conversdo de RNA em cDNA, precipitacéo e purificagdo do
cDNA, quantificacdo do cDNA através de espectrofotometria, construcdo das bibliotecas e sequenciamento utilizando a
tecnologia Illumina HiSeq2500 foram desenvolvidas pelo laboratério BIODOME.

Analises in silico - As reads analisadas foram geradas a partir do sequenciamento paired end (2x125pb) de 6
bibliotecas. Os transcritos foram obtidos por meio de montagem de novo utilizando-se o programa Trinity e 0s genes
diferencialmente expressos (GDE) entre os genétipos MN e AC em folhas e ramos foram identificados utilizando-se o
pacote do R/Bioconductor EdgeR (Robertson et al., 2010), executado no ambiente R versdo 3.1.0 “Spring Dance”
(http://www.r-project.org/). A anotacdo funcional, categorizacdo em termos de Gene Ontology (GO) e 0 mapeamento
nas vias metabdlicas do KEGG foram realizados utilizando-se o programa Blast2GO. Para a selecdo de primers gene-
especificos, as sequéncias Fasta correspondentes aos genes de retrotransposons foram comparadas com as sequéncias de
ESTs de banco de dados publicos (NCBI), utilizando-se, para isso, o algoritmo tBLASTX. Para classificar a parte
funcional da proteina, bem como sua matriz de leitura, foi utilizada a ferramenta Open Reading Frame Finder (ORF
FINDER) e ainda se realizou a busca dos dominios conservados das proteinas, a fim de definir as regides para
anelamento dos primers.

Anélises de expressdo génica - Para extragdo do RNA foram coletadas folhas e gemas de plantas AC e MN mantidas
em campo experimental sem irrigacdo, na Fazenda Santa Elisa do IAC em Campinas. As coletas foram realizadas em
condicdes de irrigacdo natural plena (Janeiro/18) e ap6s estiagem de 45 dias (Setembro/17; dados Portal Agritempo). O
RNA total foi extraido pelo método citado por Chang et al. (1993). A quantificacdo do RNA foi realizada medindo-se a
absorbancia a 260nm, 280nm e 230 nm. As amostras de RNA total foram tratadas com DNAse | (PromegaTM). A partir
dos RNAs tratados com DNAse 1 foi sintetizada a primeira fita de cDNA utilizando o kit SuperScript™ II Reverse
Transcriptase (Thermo). Em seguida, as amostras foram armazenadas a -20°C. A quantificacdo da expresséo de 3 genes
selecionados foi realizada por qRT-PCR, em equipamento ABI7300. As rea¢des foram realizadas em volume final de
15 uL contendo 400 ng de ¢cDNA, 200mM de cada primer e 1X de SYBR Green master mix (Promega). Todas as
amostras foram amplificadas em triplicatas. Foram utilizadas também amostras sem adi¢cdo de cDNA para detectar
qualquer sinal de contaminacdo (controle negativo). Para confirmar a presenca de amplicons Unicos, os produtos do
PCR foram submetidos a curva de dissociacdo com temperatura variando entre 60°C e 95°C. O gene constitutivo
GAPDH foi usado com normalizador (controle enddgeno). Os valores obtidos para folhas irrigadas da cultivar MN
foram utilizados como calibradores para calculo da concentracéo relativa de todos os tratamentos (Iskandar et al, 2004).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos com a montagem de novo dos transcriptomas resultou na identificacdo de 65.536 isoformas.
Apesar da complexidade desta abordagem, particularmente quando o genoma é grande e o material analisado possui
sequéncias repetitivas (Metzker, 2010), os dados obtidos aqui indicam que a montagem € representativa do genoma do
café. As anélises quantitativas das isoformas identificaram um total de 83 e 88 GDE entre os gendtipos MN e AC para
folhas e ramos, respectivamente, sendo que todos foram expressos exclusivamente em um ou outro genétipo. O total de
genes com expressao diferencial ndo é alto, o que indica tanto uma reduzida variabilidade genética entre os genétipos,
quanto um efeito limitado da auséncia de cafeina na expressdo de genes nos tecidos avaliados. A categorizacao
funcional das sequéncias evidenciou 0s processos bioldgicos, incluindo Processos metabdlicos primarios e Processos
metabolicos de substancias organicas. Ja as fungdes moleculares Ligacdo a compostos heterociclicos e Ligacdo a
compostos ciclicos organicos foram as mais frequentes entre 0s GDE nas folhas e ramos. O mapeamento dos GDE nas
vias metabdlicas do KEGG identificou as vias Metabolismo de tirosina e Biossintese de isoquinolina alcal6ide como as
mais representativas em folhas, entre os geno6tipos MN e AC. Nos ramos, a via que apresentou o maior nimero de GDE
foi a Biossintese de antibidticos.
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Um total de 3 genes foram selecionados a partir das analises de RNAseq, com expressao diferencial entre tecidos e
orgdos AC e MN, para validacdo utilizando-se PCR em tempo real. Os genes estdo relacionados com elementos de
transposicdo. O contig 1 tem homologia com a familia de retrotransposon non-LTR, long terminal repeat
retrotransposon, e 0s contigs 2 e 3 com a familia de transposons Zinc finger BED domain-containing protein. Para as
analises utilizamos cDNAs sintetizados a partir de RNA total extraido de folhas e gemas, coletadas em plantas AC e
MN, mantidas em condi¢Ges normais e de estresse hidrico. Os resultados destas analises estdo apresentados na Figura 1.
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Figura 1. Comparagdo da expressdo de genes associados a retrotransposons entre plantas com teores normais de cafeina
(MN) e sem cafeina (AC), em condi¢des normais e de déficit hidrico (MNs e ACs)

Para os 3 genes avaliados os valores de expressdo diferencial observados por RNAseq em folhas e gemas ndo foram
validados, uma vez que estes genes se expressam somente em tecidos de plantas AC. Pelas analises de qRT-PCR os
valores de expressdo quantificados por gRT-PCR foram maiores em tecidos MN, indicando uma inverséo para o perfil
de expressdo. O contig 1 apresenta essa inversdo mais evidente. A validacdo de perfis de expressao através de analises
in vivo é essencial para corrigir desvios resultantes da conversdo de dados brutos de sequenciamento em valores
relativos e normalizados. Outro aspecto que contribui para a ocorréncia de desvios nos perfis de expressao é a estratégia
normalmente utilizada, onde bibliotecas de cDNA oriundas de diferentes tecidos sdo misturadas em uma Unica amostra,
para otimizar a reacdo de sequenciamento e formar um pool Unico de sequéncias. Assim, pode haver alteracdes na
representatividade de sequéncias especificas neste pool, em razdo de diferencas na quantidade inicial de mRNA de cada
tecido amostrado.

Nas comparacfes entre tecidos irrigados e em condi¢Bes de estresse hidrico, as analises de expressao indicam uma
resposta diferencial entre gendtipos e tecidos. Para os 3 genes avaliados, o perfil observado em tecidos de MN indica
que o estresse hidrico leva a uma repressao na expressdo dos retrotransposons. Ja em folhas de AC observa-se uma
expressiva ativacdo destes genes em resposta ao estresse hidrico, e em gemas estressadas a expressao é ativada no
contig 1, porém é reprimida no contig 3. Essas alteracBes observadas no perfil de expressao sugerem que plantas do
gendtipo AC tem uma resposta mais acentuada ao estresse hidrico. No entanto, quanto desta resposta pode ser
decorrente da auséncia de cafeina, uma vez que tecidos de MN com teores normais de cafeina apresentam represséo
destes genes, necessita de mais analises incluindo genes relacionados com sintese e transporte de cafeina. Elementos de
transposicdo sdo ativados em condigdes de estresse bidtico, e também sdo associados ao aparecimento de padrBes
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alterados de desenvolvimento (Mirouze & Paszkowski, 2011). Neste estudo, selecionamos estes genes para monitorar se
a presenca de elementos de transposicdo pode estar associada com alteragdes na arquitetura de plantas sem cafeina. As
analises aqui ndo indicam essa acdo, uma vez que em condi¢cdes normais de irrigacdo plantas AC tem uma expressao
relativa dos genes relacionados a transposons menor do que plantas normais.

CONCLUSAO

1. A auséncia de cafeina ndo resulta em alteracGes na expressao de muitos genes, e também nédo afeta processos
metabdlicos significativos.

2. A ativacdo de elementos de transposicdo ndo esta relacionada com alteraces na arquitetura de plantas com teores
reduzidos de cafeina.

3. Aregulacdo do padréo de expressdo dos elementos de transposicédo pelo estresse hidrico difere entre os tecidos de um
mesmo genotipo.
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