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RESUM O: O café é uma das principais commodities agricolas do mundo, sendo o Brasil o maior produtor e o segundo
maior consumidor. A seca é o principal fator limitante a produgéo do café no pais. O crescimento das plantas em
condicdes de seca € influenciado por alteragbes na fotossintese, respiracdo, trandocacdo, absorcdo de ions, o
metabolismo de nutrientes e horménios. O objetivo deste trabalho foi avaliar a expressao génica e proteica em raizes de
clones de C. canephora var. Conilon, cultivados em condi¢fes controle e sob estresse hidrico. Os clones avaliados
foram o clone 22 (sensivel a seca) e os clones 14, 73 e 120 (tolerantes a seca), cultivados em condiges controladas
(casa de vegetacdo) com (1) e sem (NI) irrigacdo. Para cada clone e regime hidrico, foi extraido o RNA total. O perfil do
transcriptoma das raizes foi realizado utilizando o sequenciamento 454, o que possibilitou andlises in silico da
expressao por Northern eletrénico entre 0s clones e comparando as condicdes | vs. NI. As analises protedmicas foram
redizadas por LC-MSF utilizando cromatografia liquida de fase reversa acoplada & espectrometria de massa. Os
resultados de identificacdo proteica foram obtidos com o software “Protein Lynx”. Os resultados obtidos pelas andlises
integradas de duas dehidrinas CcDH1a e CcDH3 s80 apresentados. Os resultados mostram que existem diferencas entre
as técnicas utilizadas, bem como no comportamento dos clones em relagdo as condicles de estresse. As andlises de
expressao por gPCR em tempo real foram realizadas para vaidar os niveis de expressdo génica obtido pelas andlises in
silico.
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PRELIMINARY ANALYSISFOR INTEGRATING GENOMIC AND PROTEOMIC PROFILING OF ROOTS
OF Coffea canephora SUBJECTED TO DIFFERENT WATER CONDITIONS 1

ABSTRACT: Coffee is a major agricultural commodity in the world and Brazil is the largest producer and second
largest consumer. Drought is the main limiting factor to the national coffee production. Plant growth under drought
conditions is influenced by changes in photosynthesis, respiration, translocation, ion absorption, metabolism of nutrients
and hormones. The aim of this study was to evaluate the gene and protein expression in roots of clones of C. canephora
var. Conilon grown under control and drought conditions. Clone 22 (drought sensitive) and clones 14, 73 and 120
(drought tolerant), grown under controlled conditions (greenhouse) with (1) and without (NI) irrigation were used. For
each clone and water regime, total RNA and protein was extracted. The profile of the root transcriptome was performed
using 454 sequencing, alowing in silico analysis of expression by Electronic Northern among clones and conditions (|
vs. NI). The proteomic analysis was performed by LC-MS using reverse phase liquid chromatography coupled to mass
spectrometry. Protein identification results were obtained using the software "Protein Lynx". The results obtained by the
two integrated analyzes of dehydrins CcDHIa and CcDH3 are presented. The results show that differences exist
between the techniques used, and the behavior of the clones with respect to stress conditions. The expression analysis
by real-time gPCR were performed to validate the gene expression levels obtained by an in silico analysis.

KEYWORDS: Coffee, drought stress, gene expression, mass spectrometry, coffee roots.

INTRODUCAO

O café é acomodity agricolamais valiosa do planeta, sendo cultivado em mais de 60 paises, 0 Brasil € 0 maior produtor
e exportador de café no mundo, constituindo aproximadamente 35% do valor global das exportacées (ICO, 2013). Por
ser um pais de climatropical, o Brasil sofre diferentes intempéries climaticas que vém agravando-se em decorréncia do
aquecimento global e, dentre os fatores abidticos que afetam a agricultura brasileira, o estresse hidrico destaca-se no
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ambito nacional como o principal agente redutor da producéo agricola. Para o cafeeiro, 0 estresse hidrico € um fator que
pode ser extremamente prejudicial, portanto a selegdo de cultivares tolerantes é de grande importancia, principalmente
diante da expansdo da cafeicultura brasileira para éreas consideradas marginais para o cultivo do café por estarem
sujeitos a deficiéncia hidrica (DAMATTA & RAMALHO, 2006). Das duas espécies de maior comercializagdo, o
Coffea canephora é a que melhor se adapta as regides mais secas. Em resposta ao estresse, as plantas desencadeiam
multiplas vias de sinais que induzem e alteram a expressdo de um grande nimero de genes, desencadeando uma cascata
de sinais como percepcao, transducdo de sinal, expressao de genes e alteracdes metabdlicas que preparam a planta para
se adaptar ao ambiente (AGARWAL et al.,, 2006). A avaiagdo conjunta da gendémica, transcriptdmica e protedmica
permite um melhor entendimento da fisiologia da planta. Genes candidatos para toleréncia a seca ja foram descritos em
trabalhos anteriores (FREIRE, 2010; MARRACCINI et al. 2011; MARRACCINI et al., 2012; VIEIRA et al., 2013).
Comparando os dados de gPCR com os de MS/MS associada a0 gel 2-D em folhas de diferentes clones de C.
canephora cultivados com (NI) ou sem (1) déficit hidrico, foi possivel identificar genes candidatos para a toleréncia a
seca (Marraccini et al., 2012). No presente trabalho, usamos a mesma estratégia e, para identificar proteinas e genes
apresentando expressdo diferencial nas raizes dos mesmos clones. Dentre os GCs analisados, apresentamos os
resultados obtidos de duas dehidrinas CcDH1a e CeDH3. Objetivando complementar os trabalhos anteriores o presente
trabalho tem por finalidade integrar os dados de analise do transcriptoma e protedmico de raizes de C. canephora var.
Conilon submetidos a deficiéncia hidrica

MATERIAL E METODOS

Para andlises de raizes, foram utilizados os clones de C. canephora Pierre var. Conilon tolerantes (14, 73 e 120) e
sensivel (22) a seca, conforme descritos previamente (MARRACCINI et al., 2012). Paraa andlise do comportamento da
planta quanto a deficiéncia hidrica, adotou-se como genétipos estressados agueles que na condi¢do de ndo irrigacdo
atingiram um potencial hidrico de antemanha (¥,,,) de -3.0 MPa (MARRACCINI et al., 2012).

Andlise do Transcriptoma: Paratodos os clones e nas duas condicdes, 0 RNA total foi extraido utilizando o reagente
TRIzol® Reagent (Life technologies), conforme instrugdes do fabricante. Apds a andlise da qualidade do RNA,
procedeu-se o tratamento com o Kit RQ1 RNase-Free DNase (Promega) para a retirada de todos os vestigios de DNA
gendmico. O RNA total foi utilizado para o sequenciamento pela técnica de pirossequenciamento 454. A partir destes
resultados, aandlise in silico da expressao génicafoi realizada utilizando-se 0 software Q-Seq (Lasergene). A expressao
dos genes codificando para Dehidrinas foram validados por gPCR, conforme descrito anteriormente (MARRACCINI et
al, 2013).

Protedmica: As proteinas totais foram extraidas com o mesmo material, utilizando o protocolo proposto por Sussuline
et al. (2007), O extrato protéico foi submetido a uma digestdo triptica e, posteriormente o fracionamento dos produtos
da digestdo foi realizado no LC-MSF utilizando cromatografia liquida de fase reversa acoplada a espectrometria de
massa. Para o fracionamento das proteinas totais foi aplicada uma coluna andlitica capilar (NanoAquit, UPLC-Waters,
USA) com capilaridade de 1,7um, na qual afase mével A foi composta de &gua + acido férmico 0,1% e afase mével B
de acetonitrila + &cido férmico 0,1%. As amostras foram introduzidas diretamente na fonte ESI, com bombeamento
num fluxo constante de 0.6uL/min. Os experimentos MS/MS foram realizados pela selecdo do ion de interesse, no
quadrupolo Q. O ion de interesse sera dissociado na cédmara de colisdo (g2), apés colidir com o argbnio (Collision
Induced Dissociation — CID). Os ions produzidos neste processo foram analisados no analisador de massa TOF e os
dados brutos obtidos forma processados utilizando-se o programa “ ProteinLynx” (versdo 5.2.2) da Water/Micromass, 0
qual ja possui um aplicativo paraidentificacdo das proteinas. Para cada andlise foram efetuadas trés replicatas técnicas.
E a busca das proteinas foi realizada utilizando o banco de dados do café. Para padronizacdo dos dados gerados nas
duas analises, estes foram normalizados com a ubiquitina, considerada uma proteina constitutiva, na qual a expresséo é
constante independente da condicdo em que planta se encontra (BARSALOBRES-CAVALLARI et al., 2009).

RESULTADOSE DISCUSSAO

Analise de transcriptoma: Como ilustrado na Figura 1, tanto na andlise in silico de dados de sequenciamento 454,
como nos dados obtidos por qPCR, pode-se observar uma alta inducéo dos genes que codificam as Dehidrinas DH1a e
DH3 no clone 22 na condicdo de seca (NI). Para o CcDH3, nos clones tolerantes, a expressdo também foi induzida na
condicao de seca, sendo que o clone 120 apresentou a maior expressao..

Protedmica: Quanto aos valores da andlise de proteinas, a maior quantidade de CcDHS3 foi observada no clone 120 na
condicdo de irrigagdo (Figura 1-A-Painel direito). Para a proteina CcDH1a a maior quantificagdo foi apresentada no
clone 73 na condicdo de estresse (NI) (Figura 1-B-Painel direito).
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Comparacéo entre genémica e protedmica:

Observando-se os dados obtidos por expresséo génica e protedmica, especialmente no caso do clone 22, constata-se que
houve aumento de transcritos e também de proteinas CcDH1a e CcDH3, na condicdo de estresse hidrico, em todas as
andlises realizadas (transcriptoma, gPCR e protedmica).
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Figura 1. Graficos comparativos de andlises de expressdo génica por gPCR em tempo real (Painel esguerdo) e de
expressdo protéica e in silico das dehidrinas CcDH3 (Figura 1A) e CcDH1a (Figura 1B) expressas em raizes de C.
canephora. Para as trés andlises os valores de expressdo relativa foram padronizados com base nos valores de
quantificac8o da Ubiquitina.

CONCLUSAO

Resultados preliminares das analises integradas de expressdo génica obtidos por sequenciamento 454 e gPCR, indicam
uma boa correlacdo dos resultados, com algumas excecdes. Divergéncias de resultados também foram observados nas
correlagdes entre os dados de expressdo e protedmica, indicando que a técnica de andlises do perfil proteico a partir de
extratos totai s tripsinizados, ainda necessita de aprimoramento, principalmente no que tange a dados quantitativos.
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