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RESUMO: A utilizagdo de novas tecnologias de sequenciamento em larga escala (454-mRNAseq) é uma frente
inovadora de estudos para a biotecnologia do cafeeiro, promovendo a identificacdo e caracterizacdo de novos
componentes gendmicos de interesse. Mudas de cafeeiro foram mantidas sob supressdo de fontes nitrogenadas e suas
raizes foram utilizadas para construcéo de bibliotecas de cDNA, que foram sequenciados utilizando a plataforma GS-
FLX Titanium da Roche. Foram gerados um total 809.517 reads, 0s quais geraram 34.654 contigs. Por meio dos
transcritos gerados pelo mRNAseq de raiz espera-se identificar e caracterizar molecularmente os genes envolvidos no
transporte e metabolismo de nitrogénio no cafeeiro.

PALAVRAS-CHAVE: Café, nutricdo mineral, sequenciamento de nova geracao, 454
LARGE-SCALE GENE EXPRESSION ANALYSIS IN Coffea arabica L. roots

ABSTRACT: The use of new large-scale sequencing technologies is an innovative strategy in coffee biotechnology,
identifying and characterizing genomic components involved in nitrogen (N) starvation. Coffee plants were grown
under N starvation and roots were used for construction of cDNA libraries and sequencing using GS-FLX Titanium
Roche platform. We obtained 809 517 reads, assembled in 34,654 contigs. Using this data, we expect to identify and
characterize genes involved in transport and nitrogen metabolism in coffee plants.
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INTRODUCAO

O desequilibrio nutricional na cultura do café é um dos principais entraves para a sua producdo. Como ndo existem
informagdes sobre os mecanismos moleculares de absorcdo de nutrientes em cafeeiro, uma possibilidade para obtengédo
de plantas de café mais eficientes em absorver e utilizar os nutrientes é estudar os genes que codificam possiveis
transportadores de nutrientes minerais. Atualmente, a técnica de RNA-seq tem sido revolucionéria na determinacao das
bases transcricionais de um determinado 6rgdo, tecido ou estado fisioldgico, devido sua capacidade de sequenciamento
de grande cobertura, que permitem amostragens de virtualmente mais de 90% dos genes transcricionalmente ativos em
um dado tecido (Wang et al, 2009). Em plantas, técnicas de sequenciamento de nova geragdo (NGS) sdo largamente
utilizadas para desenvolvimento de marcadores moleculares, e compreensdo de respostas transcricionais a estresses
bidticos e abidticos, conforme revisado em Schliesky et al. (2012). Uma das plataformas mais utilizadas em plantas tem
sido a Roche/454. Devido a sua grande cobertura de sequenciamento, fica evidente que a utilizaco desta metodologia
pode ajudar na identificagdo de novos componentes moleculares envolvidos na adaptacdo do cafeeiro a condigdo de
supresséo de N.

Visto que a maioria dos estudos transcricionais no cafeeiro esta direcionada a estudos sobre o desenvolvimento de
frutos (Budzinski et al, 2011; Cacdo et al, 2012), caracterizacdo da expressao de familias génicas candidatas (dos Santos
et al, 2011; Marracini et al, 2012) ou de um conjunto pré-determinado de genes em microarranjo (Bardil et al, 2011), a
utilizacdo da técnica de sequenciamento 454 é uma frente inovadora de estudos para esta cultura, promovendo a
identificacdo e caracterizacdo de novos componentes regulados sob supresséo de N.

O presente trabalho pretende estabelecer uma nova frente de pesquisa pouco estudada em termos moleculares, sobre as
respostas transcricionais frente a adaptacgao a condigdes de supressao de N, em uma planta perene de grande interesse no
agronegdcio nacional, o cafeeiro. Para isso, serdo desenvolvidos uma avaliacdo transcricional em larga escala em raizes
(mRNAseq) e posteriormente a caracterizacdo molecular de genes envolvidos no transporte de N.

MATERIAL E METODOS
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A metodologia aqui representada segue os procedimentos ja utilizados em artigo anterior publicado pelo grupo (de
Carvalho et al, 2013), conforme figura 1.
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Figura 1. A. Plantas da cultivar IAPAR59 foram germinadas em areia e depois transferidas para solu¢do nutritiva
modificada de Clark (1975) por 30 dias para aclimatagdo. A seguir, as plantas foram transferidas para solugéo nutritiva
sem fontes de N, por um periodo de 10 dias. Foram coletadas raizes antes da troca da solucdo (controle - dia 0), 24h
apos a troca da solucdo (1 dia) e 10 dias apds a troca da solugdo para extracdo de RNA total e demais analises.

Extracdo de RNA total, construcéo das bibliotecas de cDNA e sequenciamento de nova geracdo — mRNAseq

O RNA total de raiz do tratamento sob supressao de N foi extraido conforme descrito por Chang et al. (1993). A partir
de 20 pg de RNA total foram isolados de 500ng mRNA utilizando o kit de purificagdo DynaBeads mRNA purification
kit (Life technologies) conforme as instru¢des do fabricante. As bibliotecas de cDNA de raiz foram preparadas com 500
ng utilizando a enzima Superscript Il (Invitrogen). Adaptadores direcionais modificados para o sequenciado 454 GS
FLX (adaptador A e B) foram ligados ao cDNA. As bibliotecas de cDNA de cadeia simples foram amplificadas por
PCR e purificados, resultando em bibliotecas dscDNA. Posteriormente, as bibliotecas foram quantificadas utilizando
quantificacdo fluorimétrica Qubit®, e os tamanhos médios dos fragmentos foram determinados utilizando um chip de
alta sensibilidade pelo Agilent Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies). As bibliotecas de cDNA ligado ao adaptador
foram reunidas em concentra¢Bes equimolares, submetido a amplificagdo clonal a base de emulséo e pirossequenciado
sobre uma placa completa com o sistema 454 GS FLX (454 Life Sciences, Roche, Branford, CT, EUA) de acordo com
as instrucGes do fabricante.

Andlises de bioinforméatica

Inicialmente os dados foram filtrados e trimados por critérios de qualidade, para exclusdo de sequéncias dos
adaptadores utilizados no sequenciamento e leituras de baixa qualidade. A montagem e andlise dos transcritos foram
realizadas através do pipeline Trinity (Haas et al, 2013). Para a anotacdo funcional dos unigenes foi utilizada a
plataforma Blast2GO (Gene Ontology terms) v.2.6.4 (Conesa & Gotz, 2008), em parametros padrdo. Além destas
ferramentas, os unigenes gerados foram analisados por BlastX (Altschul et al, 1997) com (e-value 1e®) para
alinhamento dos contigs contra os seguintes bancos de dados publicos: o banco de dados ndo redundantes (NR) do
NCBI; o Uniref90 e Uniref100, que contém conjuntos de sequéncias de proteinas provindas da plataforma UniProt (Jain
et al, 2009), o banco de dados Pfam de familias de proteinas (Punta et al, 2012), o banco de dados KEGG
(http://www.genome.jp/kegg/) de vias metabolicas e a versdo 6.0 de proteinas do PlantCyc (http://www.plantcyc.org/).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Através do sequenciamento de nova geragdo de cDNA de raizes do cafeeiro submetidas a supressao de N, foram obtidos

um conjunto de 34.654 contigs (Tabela 1), correspondendo aproximadamente 341 MB. Os reads apresentaram em
média 456 pb (pares de bases) e contigs tiveram o tamanho médio de 966 pb (Tabela 1).


http://www.plantcyc.org/
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Tabela 1. Estatistica dos dados gerados através do transcriptoma de raiz de C. arabica.

Contig number 34.654
Mean contig length 966
Maximum contig length 8.514
Minimum contig lenght 379
N50 length 1.314
GC% content 43

Analises preliminares de bioinformatica indicaram que a maioria dos contigs obtidos sdo representados por genes que
possuem apenas uma isoforma; 9,72% apresentam 2 isoformas; 2,98% apresentam 3 isoformas e 2,32% sé&o
representados acima de 4 isoformas, respectivamente (Figura 2).
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Figura 2. Abundancia do nimero de isoformas no transcriptoma de raiz de C. arabica. A porcentagem representa a
variacdo do nimero de isoformas para um Unico gene.

Foram realizadas combinac@es entre as bibliotecas de raizes (0x1; 1x10; 0;10 dias sem N), a fim de se identificar genes
diferencialmente expressos, que obtiveram FDR (False Discovery Rate) < 0,1, de acordo com a ferramenta edgeR. Um
total de 62 genes sdo diferencialmente expressos. A maioria deles foi observada na comparacdo 0x10 (31 genes). Dez
genes foram diferencialmente expressos entre 0 e 1 dia sem fontes de N e na combinagdo 1x10 foram identificados 21
genes diferencialmente expressos.

Diante deste catdlogo de genes identificados no transcriptoma de raiz de C. arabica, pode-se agora desenhar
experimentos que permitam utilizar estes dados na identificacdo de fatores moleculares envolvidos na absorcdo e
transporte de N em café arabica.

CONCLUSOES

- Foi possivel avaliar em larga escala mais de 34.000 genes transcricionalmente ativos em raiz de C. arabica.
- Genes diferencialmente expressos poderdo auxiliar no entendimento de fatores envolvidos na absor¢éo e transporte de
N em C. arabica.
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