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RESUMEN

El café, uno de los commodities mas importantes del mundo, esté en peligro debido
al cambio climético. Especificamente, porque el aumento de la temperatura del aire
afecta el rendimiento del cultivo y las cualidades organolépticas del grano. De ahi
que es de suma importancia conocer sobre el mecanismo de respuesta de la planta a
las elevadas temperaturas y los efectos adversos que estos tendrian sobre el cultivo
del café. De acuerdo con esto, la presente tesis tuvo como objetivo analizar los
experimentos de transcriptémica (publicos) previamente realizados sobre el efecto
de la elevacién de la temperatura del aire sobre la planta de café (Coffea arabica)
para entender mejor la respuesta de esta especie al estrés térmico, por lo que se realizé
el analisis funcional de los genes. Para lo cual, primeramente, se mapearon los reads
de experimentos RNA-Seq frente a los genomas de las especies Coffea arabica,
Coffea canephora y Coffea eugenioies para comparar las estadisticas de mapeo y
determinar la relacién gendmica con estas especies. Luego, mediante el analisis de la
expresion diferencial de genes se determind que las temperaturas mayores a 37°C
activan la respuesta al estrés térmico del café. Seguidamente, mediante el analisis
funcional de genes se determin0, que las ontologias relacionadas a la respuesta al
calor estaban sobre representadas, por lo tanto, el café presenta una respuesta
concertada al estrés térmico. Finalmente, en el analisis dentro de estas ontologias se
identificaron a genes que codifican proteinas sHSP (small heat shock protein),
ribonucleoproteinas para la formacion del espliceosoma, proteinas relacionadas a la

regulacion de auxinas y enzimas que sintetizan terpenoides.

Palabras clave: reads, ontologia, genes, transcriptomica, elevadas temperaturas,

Coffea arabica.
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ABSTRACT

Coffee, one of the most important commodities in the world, is in danger due to
climate change. Specifically, increasing air temperature affects the crop yield and
the grain organoleptic quality. Because of this, it is extremely important to know
about the molecular mechanism of plant responses to high temperatures and their
adverse effects on the coffee crop. According to this, the goal of the present thesis
was analyze previously performed transcriptomic experiments related to the effect
of high temperature on the coffee plant (Coffea arabica) (public) ; in order to have
better understanding about the response of this species to thermal stress the gene
functional analysis was performed. Firstly, the RNA-Seq experiments reads were
mapped against the Coffea arabica genomes, Coffea canephora and Coffea
eugenioies to compare mapping statistics and determine the genomic relationship
with these species. Then, by analyzing the differential expression of genes it was
determined that temperatures greater than 37°C activate the response to thermal
stress of coffee. Then, through the functional analysis of genes, it was determined,
that the ontologies related to heat response are over-represented, and the coffee
plant has a concerted response to thermal stress. Finally, within these ontologies
were identified genes that encode sHSP proteins (small heat shock protein),
ribonucleoproteins related to the spliceosome formation, proteins related to the

regulation of auxins and enzymes that synthesize terpenoids.

Keywords: reads, ontology, genes, transcriptomics, high temperatures, Coffea

arabica.



I. INTRODUCCION

El cultivo del café es una de las principales fuentes de ingresos econémicos en
muchos paises en vias de desarrollo, debido a que provee una de las bebidas mas
consumidas en el mundo. Estos ingresos se han incrementado considerablemente
desde 1960 hasta la fecha debido a la creciente demanda de paises consumidores
(importadores) como Francia, Estados Unidos de Norteamérica y Canada
(FAOSTAT, 2021; Observatory of Economic Complexity, 2020). Lo que ha
motivado que la produccidn del grano de café (verde) haya pasado de 7 millones a 9
millones de toneladas a nivel mundial en el periodo 2000-2021 (FAOSTAT, 2022),
Actualmente, la demanda del grano de café sigue siendo alta ya que, sélo para el mes
de junio del afio 2022, se exportaron 11.11 millones de sacos de café (comparados
con 10.97 millones de sacos de grano de café de junio del 2021) a un precio de 4.5
dolares por kilogramo en promedio; ademas, para junio del 2022 ya se han exportado
98.77 millones de sacos lo que equivale al 62% de todo lo exportado en el 2018
(International Coffee Organization, 2022). Por otro lado, cabe mencionar que, de los
195 paises reconocidos por la ONU, sélo 70 son exportadores de café; y el 50 % de
la produccidén mundial se concentra en solo tres paises (Brasil, Vietnam y Colombia)
de los 70.

Al mismo tiempo, la mayoria de los productores son pequefios agricultores (~25
millones de productores), y estos producen la mayoria del café en el mundo (~80 %).
Sin embargo, los beneficios de la industria del café no se han reflejado en sus canastas
familiares debido a la falta de asociacion entre ellos, lo que a su vez ocasiona entre
otras dificultades como por ejemplo el acceso a servicios bancarios para la

agricultura. Adicionalmente, estos pequefios productores enfrentan nuevos desafios

como el cambio climatico y condiciones naturales cada vez mas dificiles para el
cultivo de esta planta (Amrouk, 2018; FAO, 2015; MINAGRI, 2018).

En el Perd, el grano de café es el principal producto agricola de exportacion y su

produccidn se distribuye en espacios territorialmente diversos, especificamente en



doce regiones del pais. Una de las caracteristicas de Pert, como pais productor de
café, es que el 85% de los caficultores son pequefios productores, y el rendimiento
promedio de produccion a nivel nacional es de 72 kg/ha (MINAGRI, 2018).

Respecto al cambio climatico, se ha reportado que desde 1850 hasta 2018 el
incremento de la temperatura media superficial del planeta fue de ~0.87°C y el de la
temperatura promedio del aire superficial de ~1.53°C. Estos cambios de temperatura,
que también ocasionan cambios en la precipitacion mundial, han alterado el inicio y
fin de las estaciones (alterando la fenologia de las plantas); ademas, han ocasionado
la disminucion de los rendimientos de cultivos, la reduccion de la disponibilidad de
agua fresca, han puesto a la biodiversidad bajo mayor estrés (descenso de la
biodiversidad 11-14%) y han incrementado la mortalidad de los arboles debido a que
estos no pueden adaptarse rapido a los cambios climéticos (Shukla et al., 2019).

Entre las consecuencias del cambio climatico descritas en el parrafo anterior, el
incremento de la temperatura del aire superficial es el que mas afecta el rendimiento
del café y a la calidad de su grano. Esto se debe a que el crecimiento y fructificacion
del café presentan un rango optimo de temperatura que se encuentra entre 18 y 25°C,
por lo que, al incrementarse la temperatura del aire superficial, sumado al estrés
térmico del aire afecta las cualidades organolépticas del grano. Por lo tanto,
ocasionan que se perjudique la exportacion debido a que no cumplen con los

estandares minimos de calidad que exigen los paises importadores (Camargo 2010).

Debido a la posicion que el café ocupa en el mundo como uno de los principales
commodities agricolas y, el proceso actual de cambio climatico que venimos
enfrentando; es necesario realizar investigaciones sobre los efectos del aumento de
la temperatura del aire sobre el cultivo de café. Especificamente, se debe ahondar

sobre el efecto del incremento de la temperatura del aire sobre la expresion génica y

cdmo esta expresion modula mecanismos moleculares que le permiten a esta especie

responder a este tipo de estrés.

En el presente estudio se evaluaron datos de transcriptomica de la base de datos
Sequence Read Archive (SRA) del National Center for Biotechnology Information
(NCBI) producidos a partir de experimentos en donde plantas de Coffea arabica han

sido sometidas a estrés térmico (elevacion de la temperatura del aire).



Este estudio tuvo como objetivo la identificacion de grupos funcionales de genes que
se activaron en respuesta a este tipo de estrés. Esto permitird identificar procesos
moleculares que se activan cuando Coffea arabica es sometida a elevadas
temperaturas del aire y, ayudara a entender la respuesta concertada de genes a este

tipo de estrés.
1.1. Objetivos
1.1.1. Objetivos Generales

Analizar el efecto de la elevacion de la temperatura del aire en plantas de café (Coffea
arabica) utilizando datos producidos por RNA-Seq obtenidos de la base de datos del
NCBI.

1.1.2. Objetivos Especificos

e Revisar la base de datos de secuencias de RNA del NCBI (National Center
of Biotechnology Information) para buscar datos crudos de experimentos
sobre estrés térmico realizados a partir de las hojas de genotipos de Coffea

arabica.
e Realizar el control de calidad y preprocesamiento de archivos FASTQ.

e Alinear, mapear y cuantificar reads de RNA-Seq sobre los genomas y
anotaciones de Coffea arabica, Coffea eugenioides y Coffea canephora para

comparar el porcentaje de mapeo.

e Realizar el analisis de expresion diferencial de genes (DEG) con los datos de

mapeo de Coffea arabica.
e Realizar el analisis funcional de genes.

e Analizar la informacion de cuantificacion, expresion diferencial y

enriquecimiento funcional.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. El Café

El café es uno de los commodities mas importantes y demandados en el mundo cuya
exportacion refleja una gran suma de ingresos para varios paises (Aga, 2005). En lo
que se refiere a su exportacion, segin la Organizacién Internacional del Café
(International Coffee Organization) y la Organizacion de las naciones Unidas para
la alimentacion y agricultura (Food and Agriculture Organization of the United
Nations: FAO) para junio del afio 2022 se exportaron 98.77 millones de costales de
café a nivel mundial a un precio de 4.5 ddlares por kilogramo en promedio. Ademas,
en el afio 2020, el Observatorio de la Complejidad Econdémica (Observatory of
Economic Complexity) menciona que se exporto un total de 30.8 mil millones de
dolares en café; siendo los principales paises exportadores Brasil, Suiza, Alemania,
Colombia y Vietnam con valores de exportacion (en mil millones) de 5.08, 2.71,
2.59, 2.54 y 2.24 respectivamente. Estas caracteristicas del café (gran demanda y
exportacion) hacen que su valor en el mercado internacional sea muy susceptible a
factores de la economia mundial, como el incremento (o disminucién) de la
globalizacion, el movimiento de divisas y los precios internacionales. Estos posibles
cambios o variaciones en la economia mundial afectan la cadena de valor de los

commodities en el sector agricola, por ejemplo, la produccion del café (FAO, 2015).

En los ultimos 50 afios, se ha incrementado la produccién de café y su consumo
debido a la gran variedad de productos derivados del mismo. Desde el afio 2008 el
valor de la produccion de café en el mundo ha crecido alrededor de 3.5 por ciento

por afio, llegando a 158.9 millones de sacos en la campafia de 2017-2018 (FAO,

2015; MINAGRI, 2018; FAO, 2021). En la actualidad, de los 195 paises reconocidos
por la ONU, so6lo 70 son productores y exportadores. Sin embargo, la capacidad de
produccidn de estos paises varia de tal manera que el 50% de la produccién mundial
se concentra principalmente en tres paises: Brasil, Vietham y Colombia. Es asi que,

para enero del afio 2022, Brasil export6 3.2 millones de bolsas de 60 kg de café entre



las variedades arébicas y robusta, Vietham exportd 2.8 millones de bolsas de 60 kg
y Colombia exportd6 1.04 millones de bolsas de 60 kg (International Coffee
Organization, 2022). En contraste a esto, la mayoria de los productores en el mundo
son pequefios productores (~25 millones de productores); y, contrariamente al
sentido comun, muchos de los pequefios productores (los cuales producen alrededor
del 80% del café en el planeta) no reciben los beneficios de las grandes cantidades
de exportacion. Ademas, actualmente se enfrentan desafios como el cambio
climatico y condiciones naturales mas dificiles para el crecimiento de la planta de
café (FAO, 2015; Amrouk, 2018).

Por otro lado, la produccién comercial se basa principalmente en dos especies: Coffea
arabica y Coffea canephora. Alrededor del 60% del café en el mundo es de las
variedades arabicas (Coffea arabica), mientras que el resto (40%) pertenece a la
variedad robusta (Coffea canephora). A las variedades arabicas se las considera de
mejor calidad y por ende tiene mayor precio; mientras que, robusta es mas dura y de
sabor mas amargo y es de menor precio en el mercado, por lo que es preferida en

paises como China e Indonesia (International Coffee Organization, 2022).

En Perd, donde se cultiva casi exclusivamente C. arabica, el café ha sido por mucho
tiempo el principal producto agricola de exportacion. El 62% de las exportaciones
estan concentradas hacia Estados Unidos (27%), Alemania (25%) y Bélgica (10%)
llegando a un valor de 667 millones de ddlares en exportacion en el 2020 (MINAGRI,
2018; International Coffee Organization, 2020). Respecto a la produccién, una de
las caracteristicas principales del pais es que el 85% de los caficultores son pequefios
productores y producen entre una a cinco hectareas con un rendimiento promedio de
72 kg/ha (MINAGRI, 2018). En el 2021 segun el INEI (Instituto Nacional de
Estadistica e Informética), Pera produjo 69 mil 139 toneladas de grano de café. De
toda esta produccion, las principales regiones productoras fueron Ucayali, San
Martin, Cusco, Cajamarca y Amazonas que en su conjunto aportaron el 71.1% a nivel
nacional (INEI, 2021).

A favor de los productores, el café en Per( se desarrolla de manera éptima en la
vertiente oriental de la Cordillera de los Andes, desde los 600 hasta los 2000 m.s.n.m;
lo que ha permitido ser cultivado en 12 de las 25 regiones del pais, siendo propio de

la cordillera de los andes y de la selva peruana, permitiendo presentar distintos



sabores, aromas y acidez. Esto hace que se puedan cultivar en el Per( las variedades

comerciales de Coffea arabica como Tipica, Caturra y Bourbon (Mansilla, 2018).

A pesar de los beneficios climéticos que ofrece el pais, los productores se enfrentan
al gran problema de no estar asociados a una institucion gestora (~70% de
productores pequefios), lo que ocasiona la poca capacidad coordinada de respuesta
ante desafios como el cambio climético, pestes como la roya amarilla del café y a
competidores internacionales (MINAGRI, 2018).

2.2. Clasificacion Taxonémica

El género Coffea L. comprende 103 especies que se encuentran naturalmente en
Africa tropical, Madagascar, La Union de las Comoras y en las islas Mascarefias
(Davis y Rakotonasolo, 2008). Coffea pertenece junto a otros 10 géneros a la tribu
Coffeae. Coffea se divide en dos subgéneros, el primer subgénero Coffea contiene a
95 especies dentro de los cuales se puede encontrar a las especies Coffea arabica L.,
Coffea canephora A.Froehner y Coffea liberica Hiern. El segundo subgénero

Baracoffea contiene a nueve especies (Davis y Rakotonasolo, 2008).

La clasificacion taxonomica segun Leroy (1980) y Davis et al. (2007) citados por
Mansilla (2021) es:

Divisién: Angiospermae

Clase: Eudycotiledoneae

Subclase: Asteridae

Orden: Gentianales

Familia: Rubiaceae citado por Davis et al. (2007)
Subfamilia: Ixoroidae

Tribu: Coffeeae

Geénero: Coffea citado por Leroy (1980)

Especie: Coffea arabica L.



2.3. Morfologia de Coffea arabica

Coffea arabica es un arbol pequefio perenne cuyo ciclo de vida dura entre 20-25
afios, y alcanza su maxima produccion entre los 6 y 8 afios (Arcila et al., 2007). Puede
llegar a medir entre 4 a 5 metros de altura. Posee crecimiento de las ramas de tipo
dimorfico, las ramas verticales (ortotroficas) forman ramas horizontales

(plagiotroficas) “paralelas” al suelo (Aga, 2005).

Las hojas tienen forma eliptica con disposicion opuesta. Crecen desde la parte
terminal de las ramas verticales y desde los nudos de las ramas horizontales. Las
inflorescencias son de tipo cima con eje corto y se desarrollan de yemas ubicadas en
ramas horizontales. Cada inflorescencia lleva de una a cinco flores. Las flores tienen
un pedicelo corto y un caliz rudimentario. Los pétalos estan fusionados y forman una

corola pentaloba (Aga, 2005).

El androceo, consta de cinco estambres insertados en el tubo de la corola y
sobrepasan la altura de los pétalos. El gineceo estd compuesto de un ovario supero
bilocular que contiene dos 6vulos anatropos, un pistilo que consiste en un ovario
inferior y un estilo largo con dos l6bulos estigmaticos y un estilo fino y largo. Los
granos de polen son pesados y pegajosos (Aga, 2005; Mansilla, 2021). El sistema de
reproduccion de Coffea arabica se basa en la auto-fertilizacion; sin embargo, a
diferencia de otros cultivos tropicales, Coffea arabica no se propaga clonalmente,

sino por semilla (Scalabrin et al., 2020).

El fruto de café es una drupa ovalada ligeramente aplanada que usualmente contiene
dos semillas de entre 10 a 17 mm. EI fruto maduro tiene un exocarpo que puede tener
coloraciones amarillo palido, rojo, rojo intenso o violeta. EI mesocarpo es carnoso
rico en azucares y el endocarpo es duro. Cada semilla esta envuelta de una capa
plateada (testa) la cual es el remanente del perispermo. El grano de café consiste en
un endospermo y un embrion en la parte basal de la semilla. Esta semilla es de tipo

recalcitrante con una viabilidad entre 3 a 6 meses (Aga, 2005; Mansilla, 2021).

La fase de desarrollo vegetativo del café ocurre desde la germinacion hasta la primera
floracion y puede durar 19 meses. En adelante las fases de crecimiento vegetativo y

reproductivo ocurren al mismo tiempo por el resto de la vida de la planta. Desde el



momento de la floracion hasta la maduracion del fruto pasan alrededor de 8 meses
(Arcila et al., 2007).

2.4. Origen del Café

El centro de origen de Coffea arabica L. se encuentra en las tierras altas (1500-2800
m.s.n.m.) del suroeste de Etiopia y sureste de Sudan entre las latitudes de 4°N y 9°N,
con un patron de distribucion tipico de los poliploides: expansién periférica rodeando
la distribucidn de las especies diploides (Aga, 2005; Lashermes et al., 1996, Anthony
et al., 2002 y Tesfaye et al., 2007, como se cit6 en Labouisse et al., 2008; Camargo,
2010; Scalabrin et al., 2020). Entre las caracteristicas climaticas de esa region
africana estan: promedio de temperatura anual que varia en un rango de 18-22°C y
una media de precipitacion anual que varia entre 1600-2000 mm, con un periodo de

sequia que dura cuatro meses durante los meses mas frios (Camargo, 2010).

Coffea arabica es la unica especie tetraploide del género Coffea. Se cree que la
hibridacion natural de dos especies de café ancestrales, Coffea eugenioides y Coffea
canephora dieron origen a Coffea arabica hace aproximadamente 665000 afios
(Scalabrin, 2020). Esta hipotesis es apoyada por experimentos realizados en meiosis,
donde se observd que los cromosomas de especies actuales de C. arabica y C.
canephora tienen un mejor emparejamiento de lo que se esperaba (Aga, 2005;
Scalabrin et al., 2020).

Respecto a la historia de Coffea arabica, se indica que antiguamente Yemén fue el
pais que servia como la unica fuente de germoplasma de café; por lo que Lineo le
proporciono el nombre de arabica a esta especie debido a que en su época lo que poco
que se sabia de la planta era que la infusion provenia de la peninsula Arabica. Sin
embargo, esto no sugiere que Yemén sea su centro de origen (Aga, 2005).
Posteriormente, se descubrié que cerca al siglo X1V, las semillas de café fueron
llevadas desde el suroeste de Etiopia hacia Yemén, donde el cultivo de café se
extendié en direccion a Moccha y El Cairo al final del siglo XV (Scalabrin et al.,
2020).

En 1670, algunas semillas fueron llevadas desde Yemeén hacia la India por
contrabando y en 1715, desde Yemén hacia la Isla Borbon. Luego, desde la India los

holandeses llevaron semillas hacia Indonesia entre los afios 1696 y 1699, a partir de



las que se originaron la variedad Tipica de Coffea arabica. Esta variedad llegé al
continente sudamericano en 1723. Por otro lado, las semillas que Ilegaron a Borbon
desde Yemén originaron a la variedad Bourbon, la cual llegé al este de Africa desde
América a mediados del siglo XIX. A principios del siglo XX, en el Este de Africa
comenzd el cultivo de café con las variedades introducidas Tipica, Bourbon y de la

India, asi como, con algunas variedades locales de Etiopia (Scalabrin et al., 2020).
2.5. Diversidad Genética del Café

La alta susceptibilidad de las variedades comerciales del café a pestes, enfermedades
y temperaturas altas por el calentamiento global puede ser atribuida a una base
genética angosta. Tanto café como platano, soya, maiz y cacao tienen un potencial
limitado de adaptacion natural a los cambios ambientales debido a su baja diversidad
genética (Aerts et al., 2017).

Coffea arabica tiene uno de los niveles més bajos de diversidad entre las especies
comerciales, y ese nivel de diversidad (diversidad nucleotidica: 2.3 x 107%) sélo es
comparable con la del trigo harinero (diversidad nucleotidica: 5.7 x 10~*) (Scalabrin
et al., 2020). Esta baja diversidad genética de Coffea arabica se debe principalmente
a cuellos de botella originados durante la diseminacion global de la especie y a una
predominante autogamia que conlleva a altos niveles de endogamia (Aerts et al.,
2017; Scalabrin et al., 2020). Ademas, Coffea arabica proviene de un evento reciente
de alopoliploidizacion que explica también la presencia de pocos rearreglos
cromosomicos, por ejemplo: en la punta del cromosoma 7 (correspondiente al
subgenoma de Coffea canephora) se observo que hay una region correspondiente al
subgenoma de Coffea eugenioides lo que se traduce en que Coffea arabica lleva 4

copias de esta region en su genoma (Scalabrin et al., 2020).

Entre las variedades de Coffea arabica se observaron dos grupos bien marcados, uno
gue consiste en accesiones silvestres de Etiopia y otro proveniente del café cultivado
proveniente de Yemén (Lashermes et al., 1996; Silvestrini et al., 2008). La diversidad
genética conservada en las variedades autdctonas del sudoeste de Etiopia muestra
fenotipos deseables para el mejoramiento genético como bajo contenido de cafeina,
mayor grado de calidad o resistencia a nematodos y enfermedades que afectan al

fruto (Aerts et al., 2017). Este reservorio de diversidad genética en Etiopia puede ser



explotado mediante introgresiones con Coffea arabica como se hizo para obtener al
hibrido Timor (Scalabrin et al., 2020).

2.6. Origen y Diversidad Genética del Café en Pera

La Junta Nacional del Café menciona que las primeras plantas de café arribaron a
Per( a mediados del siglo XVIII, y fueron sembradas en la provincia de Chinchao,
en la Regién de Huanuco. Ademas, menciona que otras plantas de café llegaron desde
Guayaquil (Ecuador) y fueron llevadas a la selva central del Per(. Sin embargo, no
se tiene informacion de si llegaron plantas de otros paises vecinos productores de
café como Brasil y Colombia. Esto ocasiona que no se tenga una ruta historica y
geografica clara del origen genético de los cultivares que crecen en el pais (Mansilla,
2021). Si bien el origen del café peruano es un problema pendiente, existen genotipos
(ecotipos) que producen café de alta calidad organoléptica en las condiciones
climéticas de la selva peruana; esto hace que sean tomadas en cuenta para posibles

programas de mejoramiento genético (Mansilla, 2021).

Sin embargo, para empezar un programa de mejoramiento genético es necesario
conocer la diversidad genética de la poblacion inicial. Esto motivd que Mansilla
(2021) hiciera un estudio en la region de Pasco-Peru sobre la diversidad genética y
estructura poblacional de 17 accesiones de Coffea arabica en el fundo de Santa
Teresa. En este estudio al evaluar marcadores del tipo SRAP y SSR, se observo un
alto porcentaje de bandas polimorficas (51.59%); lo que indica una elevada
variabilidad molecular en el germoplasma de Pasco. Por otro lado, se encontraron
bajos indices de diversidad genética (indice de Shannon: 1=0.1614) en la misma
region (Pasco), lo que evidencia que las accesiones no serian muy diferentes (escaso
flujo génico) de los cultivares a partir de los cuales se generaron cuando fueron
introducidas al Peru. Esto indicaria que los genotipos peruanos de Coffea arabica
mantienen el pool genético de su introduccion a Per( y podrian ser utilizados para el

mejoramiento genético.

10



2.7. El Cambio Climatico y su Efecto en el Cultivo del Café

El cambio climéatico tiene diversas consecuencias a nivel mundial sobre los
ecosistemas. Estas consecuencias se ven acentuadas por las necesidades crecientes
del ser humano y el poco manejo sostenible de los recursos ecosistémicos. Como
resultado de este mal manejo, para el afio 2015 cerca de % de tierras con superficie
de hielo fueron afectadas a nivel mundial. También, el uso humano de las tierras a
intensidades variables afecta entre el 60 y 85% de bosques y entre 70 y 90% de otros
ecosistemas naturales. Ademas, el mal uso de la tierra ha causado un descenso de la
biodiversidad global de alrededor de 11 y 14% (Shukla et al., 2019).

Adicionalmente a las consecuencias sobre las tierras, desde 1850 hasta el 2018 el
cambio de la temperatura media superficial fue de ~0.87°C y el de la temperatura del
aire superficial de ~1.53°C. Estos cambios de temperatura, que también ocasionan
cambios en la precipitacion mundial, han alterado el inicio y fin de las estaciones,
han contribuido a la disminucién de los rendimientos de cultivos, redujeron la
disponibilidad de agua fresca, han puesto a la biodiversidad bajo mayor estrés e
incrementan la mortalidad de los arboles debido a que estas especies no estan

adaptadas a cambios climaticos tan rapidos (Shukla et al., 2019).

Agregando a lo anterior, los choques de calor estan siendo mas frecuentes e intensos
debido a la emision de gases de efecto invernadero antropogénicos; incrementando
sequias en la Amazonia, noreste de Brasil, Mediterraneo, Patagonia, la mayoria de
Africa y el noreste de China. Debido a lo descrito, se proyecta que el incremento de
sequias va a aumentar en zonas que de por si ya sufren de sequias como el sur de la
Amazonia y el sur de Africa (Shukla et al., 2019).

En el cultivo del café, los efectos del cambio climatico sobre la produccion pueden
generar grandes riesgos sociales en la seguridad alimentaria de los paises
productores, ya que puede interferir en la intrincada y fragil relacion existente entre
los productores, la seguridad regional y su economia, asi como, en los aspectos
sociales y politicos de los paises (Fetzek, 2017). Ademas, especificamente el estrés
por calor reduce la formacion de la fruta y acelera el desarrollo resultando en pérdidas
de rendimiento, deterioro en la calidad del producto e incrementandose las pérdidas
(Shukla et al., 2019).
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2.8. Efecto de la Temperatura en el Cultivo de Café

El café arabico crece y fructifica bien en zonas tropicales y es afectado por cambios
en sus condiciones ambientales tales como la variacién de las horas de luz, frecuencia
de lluvias y la temperatura del aire superficial, los que afectan la fenologia del cultivo
ocasionando cambios en el rendimiento y la calidad del grano (Camargo, 2010).

La temperatura 6ptima del café tiene un rango de 18 a 23°C; aunque, existen algunos
cultivares que crecen 6ptimamente entre 24y 25°C. A 30°C el crecimiento puede ser
reprimido en cierta medida e incluso si se combina con periodos de sequia puede
ocasionar el aborto de las flores. La alta irradiancia puede causar el
sobrecalentamiento de las hojas, e incluso en casos extremos, al estar los estomas

cerrados se puede llegar a temperaturas de 40°C en las hojas (Camargo, 2010).

Las altas temperaturas, sobre todo en época de verano, puede ocasionar maduracion
excesiva del fruto. Los arboles de café pueden sufrir cambios fisiologicos por estrés
que conlleva a la reduccién en la eficiencia fotosintética. Respecto a las flores, se
puede acelerar la ruptura de la dormancia de las yemas florales y causar cambios en
la fase reproductiva que conlleva a cambios en la produccion (desfase de produccion)

y calidad del grano de café (Camargo, 2010).
2.9. Estrés a Elevadas Temperaturas del Aire en la Planta de Cafée

Las altas temperaturas pueden causar grandes efectos a nivel morfologico, fisiologico
y bioquimico limitando el crecimiento de las plantas y su productividad (Hassan et
al., 2021; Marques et al., 2021). Por otro lado, se ha observado que variedades de
Coffea arabica como Icatl sometidas a 25°C y 37°C muestran respuestas similares
a nivel transcriptomico, y que a temperaturas de 40°C se aumenta la expresion de

genes (Marques et al., 2021).

El estrés térmico causa la expresion de proteinas de union al RNA, expresion de
proteinas productoras de metabolitos secundarios, expresion de rutas relacionadas al
tilacoide, fotosistema, y a la fotosintesis que tienen relacion con una habilidad
intrinseca para mantener la actividad fotosintética a altas temperaturas (de Oliveira
et al. 2020; Marques et al., 2021). Ademas, se ha sugerido que los microtubulos

actan como sensores del estrés abiotico, cambiando el transporte celular, la division,
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y la formacion de la pared celular (cambios en la permeabilidad la pared celular y
membrana celular) en respuesta a estrés de tipo temperatura y sequia (Hassan et al.,
2021; Marques et al., 2021).

En relacion con los fotosistemas, a pesar de que son sensibles a cambios de
temperatura ya que se afecta el transporte de electrones, se ha observado que en café
tienen tolerancia al estrés a 37°C y son afectados moderadamente a temperaturas
mayores a 40°C gracias a moléculas que disipan la energia y el flujo electrénico
alrededor del fotosistema | (Marques et al., 2021).

Los antioxidantes y lipidos también tienen una funcion esencial en la respuesta al
estrés térmico. A nivel cloroplastidico, enzimas con actividad antioxidante y una
dinamica intensa de lipidos en la membrana cloroplastidica, junto a desaturaciones
de lipidos contribuyen como apoyo a la actividad fotosintética a altas temperaturas
(Hassan et al. 2021; Marques et al., 2021).

2.10. Mecanismos Moleculares de Tolerancia a Elevadas Temperaturas en

Plantas

Las células en respuesta a elevadas temperaturas activan un mecanismo universal de
respuesta a este tipo de estrés, esta respuesta se conoce como heat shock response
(HSR). En eucariotas, la HSR es mediada por factores de transcripcidn de estructura
conservada llamados heat shock factors (HSF), por heat shock proteins (HSP) y por
moléculas sensoras como especies reactivas de oxigeno (ROS), fosfolipidos, rutas de
sefializacion de calcio y redes de interaccioén con hormonas (Liu y Charng, 2012; Liu
et al., 2015).

La tolerancia al calor o también Ilamada termotolerancia consiste en dos, la basal y
la adquirida. La termotolerancia basal es la habilidad innata de las plantas de
sobrevivir a temperaturas por encima de la temperatura 6ptima de crecimiento. Por
otro lado, la termotolerancia adquirida se refiere a la habilidad de lidiar con
temperaturas letales después de la adecuacion a temperaturas medias, con una
analogia a la capacidad humana de adecuarse a mayores altitudes progresivamente
(Liu et al., 2015).
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Dentro de la termotolerancia basal al estrés por calor, se ha reportado un
requerimiento del funcionamiento de las rutas de sefializacion correspondientes al
acido salicilico, &cido jasmonico y etileno, junto a recolectores de ROS (Liu et al.,
2015). Mientra que la termotolerancia adquirida, conlleva a una interaccion de HSFs
y HSPs.

Los HSFs tienen una conformacion trimérica y forman una familia multigénica, la
cual esta clasificada en tres clases mayores (Clase A, Clase B y Clase C) y varias
subclases (Liu y Charng, 2012; Liu et al., 2015). Los HSF de la subclase HsfAl son
considerados como reguladores principales de la HSR. Ademas, los HSF tienen un

rol central en la expresion de los genes de las HSPs al unirse a los elementos cis.

Las HSPs estan categorizadas en cinco clases basadas en el peso molecular; Hsp100,
Hsp90, Hsp70, Hsp60 y Hsps pequefias (sHsps). Las HSPs funcionan como
chaperonas moleculares y tienen un rol importante al estabilizar proteinas y
membranas, y ayudar al replegamiento de proteinas bajo estrés térmico (Liu y
Charng, 2012; Liu et al., 2015).

2.11. Genoma de Coffea arabica

Coffea arabica es la unica especie alopoliploide tetraploide (alotetraploide) en el
género Coffea (2n = 4x = 44), con una predominante autogamia (auto compatible)
mientras que las otras especies del género son diploides (2n = 2x = 22) y auto estériles
(Lashermes et al., 1999, Scalabrin et al., 2020, Mekbib et al., 2022). EIl peso del
genoma de especies del género Coffea estimado mediante citometria de flujo varia
entre 1.03 y 1.76 pg de ADN por nucleo (De Kochko et al., 2010). El genoma de
Coffea arabica esta conformado por la asociacion de dos genomas C* (genoma
similar al de Coffea canephora) y E% (genoma similar al de Coffea eugenioides)
(Lashermes et al., 1999). Debido a que las especies parentales pertenecen al mismo
género, Coffea arabica tiene dos genomas parcialmente homologos (debido a su
reciente formacion evolutiva) a los que se les denomina homedlogos (Mansilla,
2021).

Coffea canephora esta ampliamente distribuido en la zona oeste-central de Africa,
mientras que Coffea eugenioides esta distribuida en zonas frias y secas como las

regiones montafiosas altas. Entre esas zonas altas del oeste central de Africa pudo
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haberse dado el evento de hibridacion interespecifica hace aproximadamente 665000
afios (Lashermes et al., 1999, Romero et al., 2014). Segun Scalabrin et al. (2020), en
los primeros estadios de Coffea arabica luego del evento de hibridacion, sucedi6 un
“shock genémico” (pérdida de genes y/o recombinacion homoéloga) leve que causod
el reemplazo homdlogo de la punta del cromosoma 7 de 1.2 Mbp. En la actualidad,
los cromosomas de especies diploides del género Coffea tienen como caracteristicas
morfoldgicas: pequefios, metacéntricos y submetacéntricos (Romero et al., 2014).

2.12. RNAy Transcriptoma

El acido ribonucleico (RNA), es un &cido nucleico que tiene estructura similar al
DNA. Es un polimero organizado en una cadena larga de ribonucleotidos
monofosfatados. Tiene dos diferencias fundamentales con el DNA; presenta dentro
de su estructura a uracilo (U) en lugar de timina (T) y el grupo 2°-OH en la ribosa.
Es menos estable que la molécula de DNA y susceptible a rupturas nucleofilicas por
iones hidroxido. Ademas, puede presentarse como una estructura geométrica referida
como helice A (el DNA presenta hélice B), que es una estructura de doble hélice
conformada por dos RNA a la cual se pueden unir proteinas (Tanaka et al., 1999;
Murray et al. 2003, como se citdé en Martins et al., 2014). Ademas, el RNA tiene la

capacidad de formar estructuras secundarias y terciarias (Martins et al., 2014).

Las células usan el RNA de diferentes maneras ya que el RNA tiene diferentes formas
como RNA mensajero (MRNA), RNA ribosomal (rRNA), RNA de transferencia
(tRNA), RNA pequefio (SRNA), microRNA (miRNA), picoRNA (piRNA), RNA
circulares (circRNA). Dentro de las funciones o procesos donde participa el RNA se
puede mencionar a la traduccion en el ribosoma, catélisis, splicing, interferencia
(IRNA), estructura del ribosoma, regulacion génica (IncRNA y sncRNA), etc
(Martins et al., 2014, Hrdlickova et al., 2017).
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2.13. Transcriptoma

El transcriptoma es el conjunto de RNAs transcriptos de una célula, porcién de tejido
u érgano y, la cantidad y variedad de éstos depende de la interaccion del organismo
biolégico con su entorno. El objetivo del estudio del transcriptoma es identificar y
catalogar los diferentes transcriptos incluyendo tanto RNAs codificantes como RNA
no codificantes. Ademas, es de interés determinar la estructura génica con relacion a
patrones de splicing y modificaciones post transcripcionales, y cuantificar los niveles
de expresion génica de cada transcripto bajo una determinada condicion (Wang et
al., 2009; Mansilla, 2021).

2.14. Estudio del Transcriptoma

En los afios 90, emergieron enfoques de alto rendimiento para estudiar el
transcriptoma ya que en afios previos todo lo que se conocia provenia de estudios
bioquimicos con limitaciones en la cantidad de informacion que proporcionaban
(Hrdlickova et al., 2017).

Las metodologias han ido madurando y mejorando con el tiempo. En los 90°s se
desarrollaron metodologias como el etiquetado de secuencias expresadas (EST), el
analisis en serie de expresion de genes (SAGE) y los microarreglos (Microarrays).
EST examinaba la expresion de genes al secuenciar parcialmente el DNA
complementario (cDNA) de los RNA, SAGE secuenciaba una region etiquetada
pequefia de 15 bp o 21 bp y la tecnologia de Microarrays se basa en la hibridacion
de objetivos marcados fluorescentemente que derivan de transcriptos hacia las
sondas fijadas en superficie solida (las cuales se fabricaron a través de la impresion
0 sintesis in situ); estas técnicas tenian inconvenientes debido a que, o eran muy
costosas, 0 tenian poca sensibilidad (Hrdlickova et al., 2017). Posteriormente, a
principios de los 2000 emergié la tecnologia de secuenciacion de siguiente
generacion (NGS), la cual permite una secuenciacion profunda-paralela que brinda
una cantidad de datos gigantesca en poco tiempo. Cabe resaltar que la tecnologia
NGS se desarroll6 principalmente para secuenciar el DNA; sin embargo, es posible
la secuenciacién del RNA (RNA-Seq) al secuenciar el cDNA proveniente del

transcriptoma (Hrdlickova et al., 2017).
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2.14.1. Secuenciacion de Siguiente Generacion

La tecnologia de secuenciacion de siguiente generacién (NGS), aplica la tecnologia
de secuenciacién por sintesis. Esta tecnologia esta basada en la inmovilizacion de
una cadena simple desnaturalizada de DNA sobre una superficie ya sea una porcién
de vidrio o nano perlas. Esta inmovilizacion permite varios ciclos de interaccion
repetitivos e iterativos con reactivos como nucleotidos A, C, G, T y cebadores. La
deteccion luminiscente de la incorporacién de cada nucleétido a la sintesis de la
cadena complementaria del DNA inmovilizado se realiza mediante sensores de
imégenes de alta resolucion. Finalmente, estos datos de imagen son tratados mediante

algoritmos para deducir la secuencia del DNA (Weber, 2015).

La primera metodologia exitosa fue la secuenciacion 454, la cual se basa en la
inmovilizacion en nano perlas y la deteccion del pirofosfato inorgénico liberado
durante la incorporacion de un nuevo nucleotido. Luego, el pirofosfato es convertido
a ATP por accion de la enzima sulfurilasa seguido de la generacion de luminiscencia
por la accion de la enzima luciferasa. Inicialmente se obtenian fragmentos
secuenciados de 100 bp y aproximadamente 250000 fragmentos por cada proceso de
secuenciacion; sin embargo, posteriores mejoras en la técnica permitieron obtener

fragmentos de 400 bp y hasta 1 millon de fragmentos por proceso (Weber, 2015).

Posteriormente, la empresa Illumina opté por realizar inmovilizacion en una
superficie de vidrio e incorporar la amplificacion por puente, seguido de la deteccion
de cuatro colores fluorescentes al insertar un nuevo nucledtido a la cadena
complementaria de la secuencia inmovilizada. La técnica de Illumina empezé
obteniendose fragmentos de 25 bp de longitud; pero en la actualidad, ya se pueden
obtener fragmentos hasta de 300 bp en equipos MiSeq y de 150 bp en equipos HiSeq;
ademas, en un solo ciclo de secuenciacion en un equipo HiSeq se pueden obtener 5
billones de fragmentos, lo cual es suficiente para 500 reacciones de RNA-Seq.
Finalmente, es importante detallar que la amplificacion por puente usada por
Illumina permite generar dos tipos de fragmentos de DNA, single-end y paired-end.
Para el segundo, paired-end se refiere a la generacion fragmentos de ambos lados de
una hebra de cDNA inmovilizado (ambos lados del puente); es decir, después de la
secuenciacion, cada hebra de cDNA ha generado dos fragmentos de DNA. Por el

contrario, los fragmentos single-end solo generan un fragmento de DNA por cada
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hebra de cDNA,; es decir, solo se genera informacion de un lado del puente (Weber,
2015).

2.14.2. Secuenciacion de RNA

La técnica de secuenciacion de RNA (RNA-Seq) emergidé poco después de que se
inventara la tecnologia NGS. Esta técnica esta basada en la transcripcion inversa del
RNA para generar cDNA y en la amplificacion por la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR). RNA-Seq actualmente es el método principal para estudiar el
transcriptoma de las células, es decir, para estudiar el analisis de expresidn génica de
transcriptos ya sea previamente anotados o nuevos por los siguientes motivos: no
depende del conocimiento a priori de la secuencia, permite el descubrimiento y
cuantificacion de secuencias, facilita la deteccion de variantes génicas, hace posible
la cuantificacion de la expresion génica, y puede detectar transcriptos de baja
expresion bajo condiciones de cambio sutiles (Weber, 2015; Zhao et al., 2015;
Shaarschmidt et al., 2020).

2.14.3 Aspectos Especificos de RNA-Seq

El RNA-Seq se puede separar en tres procesos importantes antes de entrar al
secuenciador. Esos procesos son: capturar el grupo de RNAs de interés, convertir el
RNA a cDNA con tamafios especificos de fragmentos y unir secuencias adaptadoras
al cDNA conservando la direccionalidad para poder amplificarlas y secuenciarlas
(Wang et al., 2009; Hrdlickova et al., 2017).

Al mencionar grupos de RNAs, especificamente Hrdlickova et al. (2017) se refieren
a dos grupos de interés que los investigadores pueden enriquecer para sus
experimentos en transcriptomica: exclusivamente RNAs poliadenilados y RNAs
poliadenilados junto con RNAs no poliadenilados. Respecto al primer grupo, cuando
se estudian eucariotas, la purificacion (captura) de RNA poliadenilados (Poly(A)-
RNA) es la aplicacion mas comdn en los estudios de transcriptomica. La razén se
basa en que, en eucariotas, la mayoria de RNAs codificantes de proteinas y algunos
IncRNAs (>200nt) contienen una cola poli-A. Esta captura de los Poly(A)-RNAs
principalmente se hace mediante perlas magnéticas o perlas de celulosa recubiertas

con moléculas oligo-dT debido a que es una técnica que no produce sesgos.
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Por otro lado, respecto al segundo grupo, cuando también es de interés las moléculas
de RNA no poliadeniladas o cuando se trata de RNAs de procariotas, es necesario
degradar el rRNA (es el mas abundante, pero de poco interés en estudios). Entre los
métodos para eliminar el rRNA, estan las técnicas que se basan en la hibridacién a
sondas especificas con DNA biotinilado, seguido de la degradacién con perlas de
estreptavidina; las técnicas que se basan en la unién del rRNA con DNA antisentido
seguido de la degradacién con la enzima RNase H; y finalmente, las técnicas que se
basan en la union del rRNA a cebadores no tan aleatorios (Hrdlickova et al., 2017).

Después de la seleccion del RNA de interés para el estudio, este tiene que ser
fragmentado en un rango de tamafio definido para poder hacer la transcripcion
inversa. Puede ser fragmentado con cationes divalentes como Mg*?, Zn*2 (no es
completamente aleatorio) o con enzimas como RNase Ill (puede causar sesgos)
(Hrdlickova et al., 2017).

En los protocolos de RNA-Seq, para la preparacion de las bibliotecas de cDNA
generalmente se realiza la transcripcion inversa usando cebadores hexaméricos
aleatorios después de la etapa de purificacion de RNA y antes de la etapa de
amplificacion por PCR. Aunque esta etapa tiene la ventaja de ser simple, usualmente
se pierde la informacion de la direccionalidad del RNA que ha sido convertido en
cDNA; es decir, la direccion de la hebra del mRNA proveniente de la transcripcion
en el ndcleo o nucleolo. Esta falta de la informacion de la hebra dificulta la
identificacion de RNA antisentido (importante mediador de la regulacion génica) y
de nuevos transcriptos; ademas de causar medidas de expresion imprecisas debido a

la sobreposicion de genes (Zhao et al., 2015; Hrdlickova et al., 2017).

En consecuencia, para conservar la direccionalidad de la secuencia de cDNA, se usan
protocolos que retienen la informacién de la hebra original (stranded RNA-seq).
Entre estos protocolos se puede mencionar a los que unen los adaptadores
directamente a los fragmentos de RNA, los que incorporan dUTP cuando se sintetiza
la segunda hebra del cDNA y los que incorporan etiquetas mientras que se sintetiza
el cDNA. Entre los mencionados, el protocolo de dUTP es el que mejor resultados
ha tenido. y se caracteriza porque utiliza moléculas de dUTP para sintetizar la
segunda hebra del cDNA. Esta hebra marcada con uracilos (U) es degradada antes

de la etapa de amplificacion por PCR mediante la enzima DNA uracil glicosilasa
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(UDGQG), la cual corta al uracilo de la segunda hebra del cDNA. En consecuencia, solo
la primera hebra cDNA (la que se formO por transcripcion inversa) con sus
secuencias adaptadoras sera amplificada, brindando informacién acerca de la
direccionalidad de los fragmentos RNA (Zhao et al., 2015; Hrdlickova et al., 2017).

Debido a los limites de deteccion que presentan los secuenciadores de DNA, las
bibliotecas de cDNA deben ser amplificadas por PCR (8-12 ciclos) antes de ser
secuenciadas. Sin embargo, la amplificacion por PCR genera sesgos debido a la
cantidad relativa de fragmentos presentes y a la longitud de estos. Por lo tanto, para
eliminar estos sesgos se han generado métodos como etiquetas moleculares
conocidas como identificadores moleculares Unicos (UMIs) para distinguir los
fragmentos resultantes de la PCR. Estos UMIs son colocados dentro de la region de
los adaptadores antes de la amplificacion; ademas, tienen diferentes tamafios y
complejidad, y pueden poseer secuencias definidas o aleatorias (Hrdlickova et al.,
2017).

2.15. Analisis Bioinformatico de RNA-Seq

Hasta la fecha el Gnico consenso acerca del mejor flujograma de trabajo para analizar
datos de RNA-Seq resultd del primer workshop Grupo de Trabajo de Analisis
(AWG) organizado por la NASA en el afio 2018, donde se reunieron investigadores
de varias instituciones con el objetivo de llegar a un punto en comdn sobre un
flujograma para el analisis de datos de transcriptémica provenientes de experimentos
espaciales. En este flujograma consenso se definieron cuatro etapas esenciales para
el analisis de datos de RNA-Seq. Estas etapas son: (1) preprocesamiento de datos de
RNA-Seq, (2) procesamiento de datos de RNA-Seq, (3) analisis de expresion
diferencial de genes y (4) analisis de categorias funcionales de genes (Overbey et al.,
2021).
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2.15.1. Preprocesamiento de Datos de RNA-Seq

El control de calidad (QC) y el preprocesamiento son criticos para obtener datos de
alta calidad y de alta confianza para el posterior analisis. Estos procesos se realizan
sobre los archivos FASTQ (archivos provenientes del proceso de secuenciacion que
contienen las secuencias e identificadores de calidad de los fragmentos
secuenciados), los cuales pueden presentar contaminacion de adaptadores, sesgos en
el contenido de bases nitrogenadas y secuencias sobrerrepresentadas (Chen et al.,
2018).

Existen varias herramientas bioinforméticas que se encargan del control de calidad
y/o del preprocesamiento de datos. Entre estas herramientas se pueden mencionar
algunas como FASTQC, Cutadapt, Trimmomatic y Fast; a continuacion, se
mencionaran las caracteristicas mas resaltantes de estos programas bioinformaticos.
El programa FASTQC es un programa escrito en lenguaje Java enfocado en el control
de calidad de los archivos FASTQ. Este control de calidad es, en otras palabras, un
analisis exploratorio de datos que se enfoca en visualizar caracteristicas de los
fragmentos secuenciados (reads) como, por ejemplo: la calidad de cada nucledtido
que conforman los reads, la calidad de cada read, el porcentaje de GC de cada read,
detectar la presencia de adaptadores, etc (Andrews, 2010; Overbey et al., 2021).
Siguiendo con las herramientas, el programa Cutadapt es una herramienta escrita en
lenguaje Python enfocada en el corte de secuencias adaptadoras, usando como
metodologia el emparejamiento de los reads con secuencias adaptadoras predefinidas
por el investigador y tambiéen tiene opciones de filtrado de reads que presentan baja
calidad (Martin, 2011). Similar a Cutadapt, el programa Trimmomatic escrito en
lenguaje Java, tiene la particularidad de facilitar el procesamiento de paired-end
reads (véase las secciones “Secuenciacion de siguiente generacion” y “Aspectos
especificos de RNA-Seq”); ademas, se encarga del corte de secuencias adaptadoras
con la misma metodologia de Cutadapt y puede desechar nucleétidos de los reads
que presentan baja calidad, proceso conocido en inglés como trimming (Bolger et al.
2014). Por ultimo, el programa Fastp (escrito en lenguaje C++) cuenta con funciones
para el control de calidad (antes y después del preprocesamiento), corte de secuencias

adaptadoras, correccion de nucleotidos para paired-end reads, corte de colas poli-G,
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preprocesamiento de identificadores UMI y corte de nucledtidos de baja calidad por
read (Chen et al., 2018).

Adicional a las herramientas descritas arriba, el programa MultiQC es una
herramienta que permite crear resimenes de reportes estadisticos de varias muestras
de forma simultéanea; evitando el tedioso trabajo de analizar la calidad varias

muestras una por una (Ewels et al., 2016; Chen et al., 2018).
2.15.2. Procesamiento de Datos de RNA-Seq

El procesamiento de datos consta basicamente de dos etapas: la primera es el uso de
herramientas bioinforméticas para mapear y alinear los reads a una secuencia

nucleotidica y la segunda consta de la cuantificacion de esos reads alineados.
2.15. 2.a Alineamiento y Mapeo de Reads

Los archivos FASTQ preprocesados deben ser alineados de forma precisa para los
posteriores andlisis. Si bien este proceso es simple en procariotas, cuando se habla
sobre eucariotas surge el problema de ;coOmo manejar los reads que provienen de
sitios de splicing? Para entender este problema es necesario imaginar a estos reads
como bloques de LEGO bicolores, donde un color corresponde a un exén o geny el
otro color corresponde a otro exon o gen. De modo que, para solucionar este
problema, se necesitan hacer dos tareas: primero, alinear de manera precisa los reads
de los archivos FASTQ (estos reads pueden contener mismatches, inserciones y
delecciones causados por variaciones genomicas 0 errores de secuenciacion) y
segundo, mapear las secuencias de los reads (secuencias que han sido unidas por el
proceso de splicing) que provienen de regiones no continuas del genoma (Dobin et
al., 2013).

Por otro lado, dos tipos de enfoques se pueden utilizar en RNA-Seq para alinear los
reads: ensamblar fragmentos de novo en secuencias contiguas o alinear los reads a
una referencia gendmica. En el caso del alineamiento de los reads a una secuencia
de referencia, es preferible que esta sea el genoma o transcriptoma de la especie en
estudio. Algunas dificultades se pueden presentar si se usa como referencia el
transcriptoma, ya que este puede estar incompleto v, si se usa el genoma de referencia

de una especie relacionada, este puede no presentar o presentar genes que posea la
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especie de estudio (Weber, 2015). El alineamiento de reads a una referencia permite
obtener datos como conteos de los reads sobre genes y/o exones, identificacion de
isoformas inducidas por splicing, cuantificar la cobertura de los reads sobre genes,
verificar modelos de genes o identificar variantes génicas (de tipo SNPs y/o InDels)
(Weber, 2015, Schaarschmidt et al., 2020; Overbey et al., 2021).

Entre los programas con diferentes algoritmos que se usan para el mapeo de reads se
puede mencionar a BWA, HISAT2 y STAR. El programa BWA (Burrows-Wheeler-
Alignment), es un programa especificamente desarrollado para mapear secuencias de
DNA a un genoma de referencia y su uso se extendié para RNA-Seq, donde se usa
la transformacion de Burrows-Wheeler (BWT) y realiza el algoritmo de busqueda
hacia atrés (backward search). El programa STAR (Spliced Transcripts Alignment
to a Reference) es un programa desarrollado especificamente para RNA-Seq basado
en la busqueda por extension de ‘“semillas” (seed-extension) y puede detectar
diferentes empalmes de splicing (Dobin et al.,, 2013). El programa HISAT2
(Hierarchical Indexing for Spliced Alignment of Transcripts 2) es también un
programa que detecta sitios de splicing al usar un algoritmo basado en grafos que

puede alinear tanto secuencias de DNA como RNA (Schaarschmidt et al., 2020).

Los programas HISAT2 y STAR, aparte de tener mejores desempefios frente a BWA
y otros programas no descritos (Bowtie 2 y Tophat2), tienen similar desempefio al
evaluar el porcentaje de reads mapeados y el mapeo correcto a la secuencia de
referencia (Corchete et al., 2020; Schaarschmidt et al., 2020).

2.15.2.b Cuantificacién de Reads

La etapa de alineamiento brinda como resultados archivos en formato SAM
(Sequence Alignment Map) y/o BAM (Binary Alignment Map). Especificamente, los
archivos en formato BAM sirven para la cuantificacion del nimero de reads

mapeados a genes Yy/o transcriptos (Overbey et al., 2021).

Entre los softwares mas usados para el conteo de reads se pueden mencionar a Htseg-
county a RSEM (RNA-Seq by Expectation Maximization). El programa Htseq-count,
como preferencia solo cuenta los reads que se mapean a una sola posicién genémica
y descarta a los reads que son mapeado a multiples loci. Entre las opciones que ofrece

Htseg-count para manejar los reads que se mapean a varios loci estan: contar
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fraccionalmente y asignar de manera aleatoria con una distribucion uniforme. Para
el caso del conteo fraccional, si un read se mapea a 3 lugares, cada lugar recibe un
conteo de 1/3 y; para el caso del conteo aleatorio, cada posicion gendmica tiene la
misma probabilidad de recibir ese read como parte de su conteo, pero solo uno de
ellos recibe ese conteo. Ademas, htseg-count tiene tres opciones de conteo de reads:
union (unién), intersection-strict (interseccion estricta) y intersection-nonempty
(interseccion no vacia). En la opcion union, el read para ser contado debe pertenecer
solo a un gen, la opcidn intersection-strict, no cuenta a los reads que tienen secciones
que sobresalen del gen vy, la opcion intersection-nonempty es similar a la opcion
union; sin embargo, la diferencia radica en que intersection-nonempty si contabiliza
a los reads que pueden alinearse parcialmente a dos genes que se solapan en hebras
opuestas. Por ejemplo, si el gen A ubicado en la hebra (+) del genoma de referencia
se intercepta parcialmente con el gen B ubicado en la hebra (-), el read es contado
por intersection-nonempty si y solo si puede ser distribuido entre los dos genes
(Anders et al., 2015).

Reanudando con la explicacion de los softwares, el programa RSEM esta disefiado
para contar los reads que se mapean a multiples regiones gendmicas e identificar
isoformas de RNA, algo que no puede realizar htseg-count. RSEM logra este mapeo
multiple mediante maxima verosimilitud (Maximum Likelihood: ML) usando el
algoritmo de Maximizacion del Valor Esperado (Expectation-Maximization: EM)
para estimar los pardmetros del modelo estadistico. Adicionalmente, si se decide
computar estimaciones a posteriori de la media (PME) y obtener intervalos creibles
al 95%, RSEM cambia a su versidn bayesiana con la distribucion de Dirichlet como
modelo a priori (con parametros 1 lo que ocasiona que sea parecida a la distribucion
uniforme) para generar estimaciones. Entre las estimaciones que genera RSEM ya
sea por ML o por el teorema de Bayes, estan la longitud efectiva del gen, la
abundancia o conteo esperado (un valor no entero) de fragmentos que derivan de un
gen o isoforma y la fraccién estimada de transcriptos de cada gen o isoforma, la cual
si se le multiplica por 10° se forma una medida llamada transcriptos por millon
(TPM) que indica la cantidad de transcriptos en un millon de transcriptos. La longitud
efectiva del gen proviene de un promedio ponderado (weighted mean) de la longitud
efectiva de las isoformas o transcriptos que puede tener ese gen. La longitud efectiva

de un transcripto o isoforma es de manera simplificada la longitud del transcripto (L)
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menos la longitud del fragmento secuenciado (F) mas uno: L-F+1. Sin embargo,
debido a que los fragmentos secuenciados poseen diferentes tamafos, la longitud
efectiva de un transcripto es: L-promedio(F)+1. El conteo esperado es el conteo de
reads que son mapeados a un solo locus mas una fraccion (asignada
probabilisticamente) de los reads que son mapeados a multiples loci. TPM es una
medida normalizada que toma en cuenta la profundidad de secuenciamiento y la

longitud del gen. Primero se divide entre la longitud efectiva de cada gen y luego se

divide entre la suma de los reads escalada por un factor de 107¢ . FPKM (0 RPKM
para experimentos single-end) es similar a TPM con la diferencia que invierte el
orden de las operaciones; es decir, primero divide el total de reads escalados por un
factor de 107° y luego se divide la longitud efectiva del gen (Li y Dewey, 2011,
Starmer J., 2015).

Ademas, RSEM también puede modelar el sesgo producido en el extremo 3" por
protocolos de RNA-seq donde se usan primers dT para filtrar a los mRNA y
finalmente, tambien permite especificar si el protocolo que se usé para preparar la
biblioteca de RNA es del tipo stranded lo que permite hacer estimaciones del conteo

de reads mas precisas (Li & Dewey, 2011).

RSEM es ejecutado en dos pasos, el primero tiene por objetivo generar transcriptos
de referencia usando los archivos GTF y el genoma de referencia; el segundo,
utilizando los transcriptos de referencia generados en el paso uno, usa el archivo de
alineacion BAM y estima las abundancias mediante el algoritmo EM (Li & Dewey,
2011; Overbey et al., 2021).

2.15.3. Andlisis de Expresion Diferencial de Genes

El analisis de expresidn diferencial de genes es una tarea importante en el proceso de
RNA-Seq. Tiene como objetivo encontrar genes (también se puede aplicar a exones
e isoformas) que se expresan diferencialmente entre grupos de muestras dentro de un

experimento (Love et al., 2014).

Para realizar el analisis de expresion diferencial de genes se utilizan los datos de
conteo de genes o isoformas provenientes de la etapa de procesamiento de datos. Sin

embargo, estos datos (al ser conteos) presentan dificultades tales como no cumplir
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con los supuestos de normalidad y homocedasticidad necesarios para realizar
metodologias como anélisis de la varianza (ANOVA). Ademas, los experimentos de
RNA-Seq tienen un numero pequefio de muestras y pocas repeticiones bioldgicas por
condicion experimental, esto dificulta el proceso de inferencia ya que, al tener pocas
repeticiones no se pueden usar aproximaciones como el teorema del limite central
(CTL) y no se puede modelar cada gen separadamente por la incertidumbre que
generan pocas repeticiones. Estos problemas hacen que sea necesario optar por otras
metodologias como el modelamiento estadistico de los datos de conteo junto con
enfoques de méxima verosimilitud y/o enfoques bayesianos para estimar el cambio
logaritmico doble entre grupos experimentales y sus respectivos estadisticos (Love
et al., 2014).

2.15.3.a Analisis de Expresion Diferencial para Datos de Conteo de Secuencias

El programa Analisis de expresion diferencial para datos de conteo de secuencias
(Differential expression analysis for sequence count data 2: DESeq?2) fue disefiado
para analizar a nivel de genes los conteos en bruto de RNA-seq modelandolos con la
distribucién binomial negativa. Utiliza estimadores de contraccion (Shrinkage
estimators) provenientes del método empirico de Bayes, que permiten mayor
estabilidad y reproducibilidad de los resultados en comparacion con métodos basados
solamente en maxima verosimilitud. Para generar los estimadores de contraccion,
DESeq2 usa modelos jerarquicos, también conocidos como métodos empiricos de
Bayes, en los que genera modelos a priori mediante maxima verosimilitud para la
estimacion de parametros como la dispersion y la estimacion logaritmica del cambio
doble (log 2 fold-change: LFC) (Love et al., 2014). Estos modelos jerarquicos
(aplicados ampliamente en el andlisis de datos de alto rendimiento) se basan en dos
niveles de modelamiento estadistico: el primer nivel describe la variabilidad a través
de las muestras/unidades por cada gen, y el segundo describe la variabilidad entre

genes por cada muestra (Irizarry y Love, 2016).
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2.15.3.b Anaélisis de Variables Sustitutas

Adicionalmente a las variables de interés del estudio de RNA-Seq, existen fuente de
ruido o factores no medidos o no modelados o muy dificiles de capturar que pueden
influenciar la expresion de cualquier gen. En particular, estos factores, ademas de
generar dependencia entre genes, crean fuentes adicionales de expresion diferencial
que no son fluctuaciones especificas de los genes; sino, fuentes comunes de variacion
que pueden observarse en multiples genes. Estos factores pueden ser técnicos,

ambientales, demogréficos, o genéticos (Leek y Storey, 2007).

El programa Surrogate Variable Analysis (SVA) se encarga de identificar y estimar
estos factores en las matrices de conteo de genes para poder introducirlos en la
expresion diferencial y obtener mayor poder en la comparacion de tratamientos. SVA

estima estos factores en cuatro pasos:

1.  Remueve la sefial que se debe a la(s) variable(s) de interés de la matriz de
expresion normalizada. Luego aplica la descomposicion del valor singular
(Singular Value Decomposition: SVD) a la matriz residual para obtener los
vectores singulares de la matriz VT que reproducen estos factores
desconocidos. A estos vectores se les aplica una prueba estadistica para
determinar a los vectores singulares que representan mayor variacion de la que
se esperaria por aleatoriedad (Leek y Storey, 2007).

2. Se identifica un subconjunto de genes que generan el patron de los vectores
singulares significativos a través de un analisis de significancia entre los genes
y la matriz residual (Leek y Storey, 2007).

3. Para cada subconjunto de genes, se contruye una variable sustituta basada en
la matriz VT y la matriz de conteo normalizada.

4.  Seincluye todas las variables sustitutas como covariables en la especificacion
del modelo de DESeq?2 (Leek y Storey, 2007).
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2.15.3.c Estimacion a posteriori Aproximada para el Modelo Lineal
Generalizado

Es un reto estimar con precision los LFC de genes que tienen baja expresion, o genes
con alto coeficiente de variacion. En consecuencia, cuando no se toma en cuenta
estos dos factores importantes, se obtienen LFC con alta varianza que se traducen en
LFC’s grandes. Para reducir este problema, DESeq2 usa como modelo a priori una
distribucién normal estandar adaptativa (N ~ (0,¢/)) para producir un ajuste de
estos LFC. Sin embargo, al usar esta distribucién y al filtrar los genes con poca
informacion, resulta en la pérdida de genes con suficiente “sefial”’, o en un sobreajuste

agresivo del verdadero valor del LFC (Zhu et al., 2018).

Como consecuencia de este reto, Zhu et al. (2018) crearon el programa apeglm
disponible en el paquete apeglm de Bioconductor. La solucion radica en cambiar el
modelo normal estandar por una distribucién de Cauchy adaptativa como modelo a
priori de los LFC. Apeglm ajusta los LFC de la siguiente manera:

e Ajusta cada coeficiente (f) a la vez. Si los £ no estan disponibles para un gen, el
modelo toma como escala (S) 1, lo que hace que la distribucion de Cauchy se
asemeje a una distribucion de t de Student con 1 grado de libertad (Zhu et al.,
2018).

e Ajusta la escala (S) del modelo a la distribucién observada de los LFC obtenidos
por maxima verosimilitud en la etapa de expresion diferencial (Zhu et al., 2018).

e Elestimado ajustado (LFC ajustado) es el valor que tiene la maxima probabilidad
a posteriori (maximum a posteriori probability: MAP) de la distribucion de
probabilidad a posteriori (Zhu et al., 2018).

Este método ayuda a obviar la necesidad de filtrar genes debido a que toma en cuenta
la informacion estadistica de los datos para estimar el tamafio de efecto. Finalmente,
para los genes que tienen bajos conteos, este método ajusta hacia el cero los
respectivos LFC, con el objetivo de aliviar el problema de las estimaciones poco

confiables que éstos conllevan a tener pocos conteos (Zhu et al., 2018).
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2.15.4. Anélisis de Categorias Funcionales de Genes

El anélisis de expresion diferencial de genes da como resultado una lista de genes
con sus asociados tamafio de efecto (LFC) y estadisticos (estadistico de t y p-valores
ajustados) (Marini et al., 2021). Esta lista es extremadamente Gtil para identificar a
los genes que pueden tener roles importantes (genes candidatos) en el tratamiento
estudiado (Irizarry et al., 2011). Sin embargo, extraer el significado biolégico
(funcional) de una lista con miles de genes es un reto, debido a que: la interpretacion
de los genes significantes depende de la experiencia del investigador, los genes
estadisticamente significativos pueden no tener un tema en comin (ruta metabdlica,
proceso bidlogico) y la replicacion del experimento puede llevar a una lista con poco
solapamiento de genes significativos debido a la estocasticidad de las células; es
decir baja reproducibilidad del experimento (Subramanian et al., 2005; Khatri et al.,
2012).

Estos retos han generado un enfoque para simplificar el analisis y extraer
informacion de los patrones funcionales mediante la agrupacion de una larga lista de
genes en grupos pequefios de genes relacionados entre si (gene sets) basados en un
conocimiento previo (Irizarry et al., 2011; Marini et al., 2021). Este conocimiento
previo se refiere a que, a lo largo de los afios, las investigaciones en el ambito
genético han generado informacidn de genes de interés y los han asociado a funciones
biologicas, procesos moleculares, funciones estructurales y en consecuencia de esto
han asociado genes y sus productos a rutas metabdlicas. Todo este conocimiento se
ha transformado en bases de datos de ontologia como Gene Ontology (GO), Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG), QuickGO, Reactome, y Plant
Reactome, que describen y asocian procesos bioldgicos, componentes o estructuras
moleculares, en las cuales se sabe la relacion existente entre genes (Khatri et al.,
2012). Por lo tanto, el usar estas bases de datos reduce la complejidad de la lista de
genes procedentes de la etapa de expresion diferencial e incrementa el poder
explicativo de los mecanismos bioldgicos observados en el experimento (Marini et
al., 2021).

Siguiendo este razonamiento, se han generado tres enfoques de analisis en el tiempo

para usar estas bases de datos de ontologia: Analisis de sobrerrepresentacion (ORA),
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Puntuacién de clases funcionales (FCS) y Enfoques basados en topologia de rutas
(PT) (Khatri et al., 2012).

El enfoque ORA se disefid para extraer informacion de estudios de microarrays y
luego fue adaptado para RNA-Seq. ORA necesita dos cosas, una lista de genes
candidatos expresados diferencialmente que hayan pasado un limite o criterio como
5% de false discovery rate (FDR) y una base de datos de ontologia que agrupe a los
genes en gene sets. La estrategia es, para cada gene set, contar cuantos genes de la
lista aparecen en el gene set; por ejemplo: un gene set puede tener 5 genes de una
lista de 300 genes; este proceso se realiza para cada gene set de interés (recordar que
los gene sets pueden ser rutas metabdlicas, procesos bioldgicos, etc. como se
menciona en el primer parrafo de la seccidn). Posteriormente, cuando ya se tiene los
conteos de los genes que pertenecen a cada gene set, se realizan pruebas de hipétesis
(pueden ser basadas en distribuciones estadisticas como hipergeométrica, binomial o
chi-cuadrado) comparando los genes pertenecientes a un gene set versus los que no
pertenecen (Khatri et al., 2012).

Sin embargo, dentro de las limitaciones del enfoque ORA estan: usar solo a genes
mas significantes que hayan pasado un limite arbitrario y descartando a los que no lo
pasaron, usar solo el conteo de genes dentro de cada clase funcional, no usar ningin
estadistico proveniente de la expresion diferencial y, asumir que cada gen es
independiente de otro gen ignorando la complejidad de la interaccidn entre genes
(Irizarry et al., 2011; Khatri et al., 2012).

El segundo enfoque, llamado puntuacion de clases funcionales (FCS), se basa en la
premisa de que, si bien los genes individuales pueden tener un impacto grande en la
célula, los cambios débiles pero coordinados de grupos de genes relacionados pueden
también tener cambios significativos. En el andlisis, primero se necesita un
estadistico a nivel de genes como el LFC. Luego, se agrupan los genes con sus
estadisticos en gene sets y, para cada gene set se calculan estadisticos de
enriquecimiento; los cuales, dependen de la proporcion de genes diferencialmente
expresados dentro del grupo de genes, del tamafio del grupo de genes y de la
correlacién de los genes dentro de ese grupo. Finalmente, se calcula el nivel de
significancia del grupo funcional mediante permutaciones y escogiendo entre dos

tipos de hipdtesis nula: competitiva (se hace la permutacion a los genes para cada
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grupo de genes y se compara los genes dentro del gene set contra los genes fuera del
gene set) y autocontenida (se hace la permutacién a los nombres de los fenotipos para
cada muestra y se compara el grupo de genes dentro de un gene set consigo mismo
ignorando los genes fuera del grupo de genes) (Khatri et al., 2012; Geistlinger et al.,
2021).

El enfoque FCS no requiere un limite o criterio (como 5% de FDR) ya que se usan
todos los genes de la expresion diferencial de genes, es decir, los que pasan un limite
(FDR) y los que no. Ademas, FCS usa la informacion de estadisticos como LFC, el
valor de t o el z-score para detectar cambios coordinados en el mismo gene set lo que

permite adicionar la correlacion de genes dentro del gene set (Khatri et al., 2012).

El tercer enfoque, se basa en la topologia de rutas (PT). Ademas de utilizar
informacion de los genes pertenecientes a un gene set, también usa informacion de
la interaccion de los productos de los genes, como la forma de la interaccion
(activacion o inhibicion) y el lugar donde se realiza (citoplasma, nucleo, etc.). En
general, sigue los mismos pasos que el enfoque FCS; sin embargo, se diferencia en
que usa la informacion topologica de los genes para calcular los estadisticos a nivel
de gen. Este enfoque toma en cuenta que la red de genes cambia en diferentes
condiciones experimentales. Por otro lado, dentro de las limitaciones actuales (las
cuales son la razdn de su uso escaso en especies no modelo) estan: la ruta metabolica
depende del tipo de célula y de la condicion experimental, la falta de informacion
especifica que relaciona SNPs, isoformas de transcriptos, rutas metabdlicas y la
interaccion de éstas para estudiar un fenotipo dinamico en el tiempo (Khatri et al.,
2012).
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2.15.4.a. Anélisis Rapido de Enriquecimiento de Gene Sets

El Andlisis rapido de enriquecimiento de gene set (Fast gene set enrichment analysis:
FGSEA) es un algoritmo perteneciente a los enfoques FCS que extrae informacién
esencial de la expresion diferencial de genes.

El objetivo de GSEA es determinar si los genes de un gene set se posicionan al inicio
o al final de una lista de genes que ha sido ordenada (ranked) usando un estadistico
de interés como el LFC. Si sucede que los genes del gene set se agrupan al inicio o
al final de la lista ordenada, se puede decir que el gene set esta correlacionado con la
clase fenotipica (tratamiento) en estudio (Subramanian et al., 2005).

El algoritmo GSEA primero calcula estadisticos de enriquecimiento (ES) para cada
gene set con el algoritmo de camino aleatorio (random walk) basados en un
estadistico de interés proveniente de la expresion diferencial de genes (los ES
corresponden a un estadistico ponderado similar a Kolgomorov-Smirnov)
(Subramanian et al., 2005).

Después, GSEA realiza permutaciones para generar una distribucion nula de los
estadisticos ES y luego calcula los p-values de estos estadisticos. Para el ajuste de
pruebas de hipdtesis multiples, los ES se normalizan de acuerdo con el tamafio de
cada gene set obteniendo estadisticos de enriquecimiento normalizados (NES) y asi,

obtener p-values ajustados (Subramanian et al., 2005).

GSEA presenta problemas al estimar los p-values cuando en un experimento se
tienen pocas muestras ya que los estima como cero. La solucion practica es
incrementar el nimero de permutaciones dependiendo del experimento, pero, por la
implementacion de GSEA le es imposible superar niveles permutaciones mayores a
10*. FGSEA soluciona el problema de GSEA al tener un mejor algoritmo de
implementacién basado en programacion dinamica. FGSEA es capaz de estimar p-
valores muy pequefios (107199) con gran precision en minutos o incluso segundos
(Korotkevich et al., 2021).
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I1l. METODOLOGIA
3.1. Materiales

o Set de datos de RNA-Seq. Los datos de RNA-Seq fueron obtenidos de la
base de datos del Sequence read archive (SRA) del National Center of

Biotechnology Information (NCBI) que provienen de experimentos
realizados para determinar el efecto de las elevadas temperaturas en hojas
de plantas de Coffea arabica.

e Servidor HPC Bioinformatica UNALM.

e Laptop TOSHIBA.

3.2. Metodologia
3.2.1. Busqueda, Seleccion y Descarga de Datos del SRA del NCBI

La busqueda y seleccion de los datos de secuenciacion de RNA-Seq es el primer paso
y el més importante debido a que es la etapa en la que se seleccioné el organismo, se
escogio el tipo de secuenciacion y tratamiento de interés; también, se definieron los

limites acerca de los protocolos experimentales de interés para el estudio.
3.2.1. a Busqueday Seleccién de Bioproyectos

e La bdsqueda de los archivos FASTQ se realizo a través de la pagina web del
NCBI. Primero, se buscé el término “coffea arabica” en la base de datos del
SRA. Luego, se enviaron los resultados de la busqueda al selector de

ejecucion (Run Selector) (Leinonen et al., 2010).

e La tabla de metadatos que mostrd el Run selector, fué filtrada para que los

datos solo correspondan a la especie Coffea arabica. La columna de

e Bioproject fue usada para buscar en la base de datos de Bioproyectos del

NCBI a los que tengan asociados un articulo cientifico (Barret et al., 2012).



e Los bioproyectos seleccionados fueron buscados de nuevo en el Run Selector

del NCBI y se descargo la tabla de metadatos.

3.2.1. b.

3.2.1.c

Seleccion de Archivos FASTQ
Se aplicaron filtros a los metadatos segin los siguientes criterios:
o Eltejido a estudiar fue la hoja de Coffea arabica.

o El efecto temperatura fue el factor de estudio y sus niveles se
determinaron de acuerdo con los tratamientos de temperatura

disponible en los metadatos.

o Bioproyectos con menos de dos réplicas biologicas fueron

descartados.

Cada bioproyecto tiene asociado corridas (Runs) en la metadata que
corresponden a codigos de identificacion de cada muestra secuenciada en la
base de datos del SRA. Los cddigos de identificacion fueron buscados en el
Run Selector y se presiond el botdn Galaxy para enviar la lista de accesiones

(muestras) a la plataforma Galaxy.
Descarga de Archivos FASTQ

Los archivos FASTQ fueron descargados en la plataforma web Galaxy

(www.usegalaxy.org), para lo cual, luego de abrir la plataforma, en el panel

izquierdo se selecciond la opcion “Get Data” (Afgan et al., 2018).

Luego se selecciond la herramienta “Faster Download and Extract Reads in

FASTQ” y se procedid de la siguiente manera:

o En la opcion “select input type” se seleccion0 la opcidon “List

of SRA accession, one per line” de la barra desplegable.

o De manera automatica aparecié “SRA” debajo de la opcion

“sra accession list”.

o Finalmente. se presiono el boton “Execute”.
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3.2.2. Control de Calidad y Preprocesamiento de Archivos FASTQ

Para el control de calidad y preprocesamiento de los reads se seleccioné el software
Fastp (Chen et al., 2018), ya que es una herramienta que realiza el control de calidad
y preprocesamiento de datos (filtrado de reads, depuracion de reads, corte de
secuencias adaptadoras, corte de colas polyG/polyX) en una sola lectura de un archivo
FASTQ.

El programa Fastp fue ejecutado dentro de la plataforma Galaxy, en la que ya se
tenian descargados los archivos FASTQ, procediendo de la siguiente manera:

e En la seccion “Single-end or paired reads” se seleccion6 “Single-end” o
“Paired Collection” dependiendo de si el bioproyecto generd reads single-

end o paired-end.

e EI programa usé los parametros en default excepto para datos paired-end,
para los cuales, se activo la funcion de correccion de bases por sobreposicion
(Base correction by overlap analysis). Ademas, en la opcion de “output”, se

selecciono las opciones HTML report y JSON report.
e Los parametros por default son los siguientes:

o Opciones de recorte de adaptadores: Fastp indentifica
automaticamente las secuencias adaptadoras de los reads. Para reads
single-end identifica automaticamente las secuencias adaptadoras
mediante un algoritmo de arbol y para los reads paired-end solapa a
los pares de reads y las secuencias que sobresalen en los extremos las

considera como adaptadoras.

o Opciones de filtrado: Fastp filtra a los reads que tengan secuencias
menores a Q15, reads que posean bases N (no identificadas) mayores
a 5, reads con menos de 15 pares de bases y reads que posean una
complejidad de secuencia menor a 30% (porcentaje de bases

consecutivas).
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o Opciones de modificacidn de reads: Fastp recorta el final de los reads
si estos poseen mas de 10 guaninas consecutivas (PolyG tail

trimming).

De manera similar, se ejecuté el software MultiQC (Ewels et al., 2016) dentro de la
plataforma Galaxy para resumir los reportes estadisticos de la calidad y filtrado de

reads de todas las muestras de cada bioproyecto.

3.2.2.a. Andlisis de componentes principales sobre las estadisticas de

alineamiento

Con el objetivo de analizar los patrones de mapeo entre las especies Coffea arabica,
Coffea eugenioides y Coffea canephora, se hizo el andlisis de componentes
principales (PCA) sobre las estadisticas de STAR. Este método consta de realizar el
método de descomposicién matricial SVD para obtener tres matrices: U , Y y VT. U
es la matriz que contiene a los autovectores normalizados ordenados en forma
decreciente dependiendo de la variabilidad explicada, }; es una matriz diagonal que
contiene las desviaciones estdndar de los autovectores (raiz cuadrada de los
autovalores) ordenados decrecientemente dependiendo de la variabilidad explicada
y VT es la matriz traspuesta de los autovectores ordenados en forma descreciente
dependiendo de la variabilidad explicada. Al graficar a los componentes principales,
se usa a los vectores normalizados de la matriz U (por ejemplo, los dos primeros
vectores; es decir, las primeras dos componentes) junto a los primeros valores de )
(siguiendo el ejemplo a los dos primeros valores elevados al cuadrado) los nos dan

informacion de la variabilidad explicada (Bagheri, 2020).

Adicionalmente, se afiadieron en el grafico de PCA a las variables que conforman las
estadisticas de mapeo. Esta técnica se conoce como PCA Biplot el cual consiste en
graficar a las variables dependiendo de la correlacion que tengan con los autovectores
de la matriz U y la correlacién entre las mismas variables. Por ejemplo, las variables
correlacionadas positivamente apuntan a una direccién similar, las variables
correlacionadas negativamente apuntan a lados opuestos y la distancia de las
variables del origen mide la calidad de la representacion de la variable en el grafico
de PCA (Kassambara, 2017).
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3.2.3. Procesamiento de Archivos FASTQ

La etapa de procesamiento contd con dos etapas: el alineamiento-mapeo de reads y
la cuantificacion de los reads.

Para el alineamiento-mapeo de reads, se utilizé el software STAR (Dobin et al.,
2013) debido a que esta disefiado especificamente para procesar datos de RNA-seq;
ademas, STAR es rapido, sensible para detectar isoformas por splicing; permite
alinear reads single-end y paired-end, y, manejar protocolos stranded; ademas, es
aplicable a organismos que tienen regiones gendmicas con baja y alta complejidad;
asimismo, permite identificar reads quiméricos (reads formados por méas de 1 gen)
y la salida de alineamientos tanto al genoma como al transcriptoma (Overbey et al.,
2021).

El mapeo se realizO frente a genomas y anotaciones de Coffea arabica
(GCA _003713225.1 Cara_1.0), Coffea eugenioides (GCA _003713205.1 Ceug_1.0)
y Coffea canephora (AUK_PRJEB4211 v1), los dos primero disponibles en la web

de Genome del NCBI vy el tercero en la web de Ensmbl plants.
En la ejecucion de STAR se realizaron dos pasos:

1. Se crearon archivos gendmicos indexados con el genoma en formato
FASTA y la anotacién en formato GTF.

2. Par el mapeo sobre los archivos gendmicos indexados se usaron los
reads preprocesados con el modo de dos pasadas (Two-pass mode).
El modo two-pass permitio detectar sitios de splicing en la primera
pasada de mapeo y permitié generar una nueva referencia donde se
incluyeron los sitios de splicing que no estaban contenidos el archivo
gendmico indexado. Luego los reads fueron re-mapeados a esta nueva
referencia para mejorar la cuantificacién de isoformas (Overbey et al.,
2021).

Para la cuantificacion de reads, se usé el software RSEM (Li y Dewey, 2011),
utilizando los archivos BAM resultantes de la ejecucion de STAR que solo

pertenezcan a la especie Coffea arabica. RSEM tiene la capacidad de contar reads
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que son mapeados a multiples regiones del genoma e identificar isoformas mediante

maxima verosimilitud.
Para el uso de RSEM también fueron necesarios pasos distintos:

1. El primer paso usé el genoma de referencia en formato FASTA y la
anotacion en formato GTF para crear archivos gendmicos indexados.

2. EL segundo paso6 usd los archivos indexados y los reads mapeados
por STAR en formato BAM para asignar conteos a nivel de genes e
isoformas por cada muestra (Overbey et al., 2021).

3.2.4. Anédlisis de Expresion Diferencial en Genes con los Datos de Mapeo de
Coffea arabica

La expresion diferencial fue analizada mediante el paquete DESeg2 (Love et al.,
2014) del lenguaje de programacion R para lo cual se utilizaron los conteos asignados
mediante el software RSEM. La eleccion de DESeq2 se basa en que el uso de
estimadores de contraccion (shrinkage estimators) mejoran la reproducibilidad del
analisis en comparacién con métodos basados en maxima verosimilitud. Ademas,
DESeq?2 al estar basado en el método empirico de Bayes, le da ventajas frente a
programas como EdgeR y lima-voom debido a que aumenta la probabilidad de evitar
los errores de tipo | (falsos negativos) (Love et al., 2017). Adicionalmente, debido a
que usa estimadores de contraccion le permite reportar LFC con un fundamento
estadistico sélido que lo hace util para comparar los LFC entre experimentos de
RNA-Seq. Finalmente, ofrece la transformacion rlog la cual sirve para facilitar el

andlisis exploratorio de datos (Love et al., 2017).

Durante la ejecucién del flujograma de DESeq2, primero se realiz6 la importacion
de los archivos de conteo con la funcion tximport de Bioconductor ya que tienen
implementada una forma facil de agrupar los resultados de RSEM (Soneson et al.,
2015). Luego, se colapsaron las réplicas técnicas con la funcion collapseReplicates
la cual simplemente suma los conteos de las réplicas técnicas para considerar la suma
como una réplica biologica (Love et al., 2017). Seguido a esto, se realiz0 la
transformacion de la matriz de conteos mediante la funcion rlog (logaritmo

regularizado). Esta transformacion es parecida a la transformacion log2 para genes

38



con muchos conteos; aunque, con rlog, los genes con pocos conteos son ajustados

para reducir su heterocedasticidad y por ende ajustar la varianza.

Luego de la transformacion rlog, se realizo el analisis exploratorio de datos con
visualizaciones multivariadas como el analisis de componentes principales (PCA)
para buscar efectos de tipo batch o alguna estructura indeseada entre los datos debido

a que los datos proceden de diferentes experimentos.

Debido a que se observaron ciertos patrones en los datos que correspondian a
variables no bioldgicas, se uso la funcién svaseq del paquete SVA de Bioconductor
para estimar las variables “ocultas”. En este punto, se incluyeron las variables
sustitutas (surrogate variables) al flujograma de DESeq?2 para obtener el analisis de
expresion diferencial de genes. Finalmente, se usd el modelo apeglm con la funcion

Ifcshrink de DESeq?2 para ajustar los LFC que tienen bajos conteos.
3.2.5. Analisis Funcional de Genes

El analisis funcional tuvo tres pasos: La obtencidn de ontologias de los transcriptos,
la construccidn del objeto de anotacion para Coffea arabica y el analisis de

enriquecimiento funcional de gene sets.
3.2.5.a Obtencidn de Ontologias de los Transcriptos

El primer paso fue realizar la basqueda de secuencias similares usando el software
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) sobre el transcriptoma de Coffea

arabica (Camacho et al., 2009), para ellos se tuvo en cuenta lo siguiente:

e Se utilizo el transcriptoma de Coffea arabica (GCA _003713225.1 Cara_1.0)

disponible en la web de Genome del NCBI.

e Se utilizd la herramienta Blastx de la pagina web Galaxy implementada por
el NCBI usando el algoritmo blastx-fast y la base de datos de secuencia de
referencia de proteinas no redundantes del 2018 (RefSeq non-redundant

proteins: nr).
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e Con los resultados de blastx-fast se ejecutd el software Blast2GO para
obtener las ontologias de las secuencias de referencia encontradas (Conesa y
Gotz, 2008), mediante el siguiente procedimiento:

1. Se importaron los resultados de blastx-fast.

2. Mapeo de las ontologias.

3. Anotacién de las ontologias.

4. Exportacion de las anotaciones en formato tabla.
3.2.5.b Construccidon del objeto de anotacion para Coffea arabica

La construccion del objeto de anotacion de Coffea arabica se realizé con el paquete

AnnotationDbi de Bioconductor.
Los pasos realizados fueron los siguientes:

e Se descarg0 de la pagina web Datasets del NCBI

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/) la informacion de los genes de

Coffea arabica.
e Se construyé el objeto de anotacion SQLite utilizando la funcion

makeOrgPackage.
3.2.5.c. Analisis de Enriquecimiento Funcional de Genes

El analisis de enriquecimiento funcional se realizdé en RStudio con el paquete fgsea
(Korotkevich et al., 2021) para lo cual se utilizaron los resultados del analisis de
expresion diferencial obtenidos mediante DESeq?2 y los resultados de la construccién

del objeto de anotacion.
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3.2.6. Interpretacion de Datos de RNA-Seq

Para facilitar la interpretacion de los datos de RNA-seq, se ejecutd la funcién
Genetonic del paquete GeneTonic de Bioconductor (Marini et al., 2021), el cual
integra los resultados del andlisis de expresion diferencial y el analisis de
enriquecimiento funcional, para ello utilizd los siguientescuatro componentes

generados previamente:

e La matriz de expresion de genes que se encuentra dentro del objeto generado
por DESeq2.

e Los resultados del andlisis de expresion diferencial de genes.
e Los resultados del analisis de enriquecimiento funcional de genes.

e Un objeto de anotacion que cuenta con
dos columnas (los ID de los genes y sus hombres) que se construyé con el

paquete de AnnotationDbi de Bioconductor.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Resultados

4.1.1. Busqueda, Seleccion y Descarga de Datos del SRA del NCBI

De acuerdo a los pasos seguidos en la seccién 6.2.1 de la metodologia, el resultado

del filtrado de parametros como tejido, nimero de réplicas bioldgicas y tratamiento
del estudio fueron los siguientes bioproyectos: PRINA630692, PRJEB5543,
PRINA606444 y PRINAG609253. A continuacion, en la tabla 1 se presentan las

principales caracteristicas de estos experimentos de transcriptomica sobre hojas de

Coffea arabica.

De los cuatro bioproyectos sélo se consideraron dos debido a las siguientes razones:

El bioproyecto PRIEB5543 es un experimento realizado sobre genotipos
silvestres de Coffea arabica con el objetivo de analizar la estructura
gendmica. En una comunicacion por correo con el autor del trabajo (el doctor
Philipe Lashermes), mencioné que los archivos fastq del secuenciamiento de
RNA no eran ideales para estudios fisioldgicos debido a que las plantas
estuvieron en un invernadero (en Montpellier, Francia) con temperatura
variable (18°C-30°C) que dependia de la temperatura externa, por esta razon

no se uso este experimento en el analisis.

El bioproyecto PRINA606444, es un experimento cuyas réplicas biologicas
estan incluidas en el bioproyecto PRINA630692 debido a que son trabajos
secuenciales realizados por los mismos autores. Debido a esto, no es
necesario tomarlo en cuenta ya que al analizar el bioproyecto PRINA630692

ya se estan analizando las muestras del bioproyecto PRINA606444.



Finalmente, los bioproyectos selecionados fueron PRINA630692 y PRINA609253
debido a que contaban con las caracteristicas como: condiciones controladas de
temperatura, tenian un articulo cientifico asociado lo que permite revisar la
metodologia de la obtencion de los datos de transcriptomica y tenian méas de dos
réplicas bioldgicas. Los metadatos de estos experimentos se encuentran en el anexo
1.

[72]
N < ©
=] o © Q o
3] o o To) ™
o © © Tp) ©
) <$ <E§ m <E%
= pd Z L Z
Q. - - — )
=] o o o @
om o o o o
35 | d & &
o .2 > O =T e = o
Q 53 go = D D D
n |29 5 T @ S o LS o Lo
% |_85 o %) %) n
()
>
° |5
N go] go]
Q. 'GE (3] o] (<] o]
° |88 s & £ Z
= o
2 |5 S &8 £ &
= @ = |2 =
(<) n n
b} o
a3
= %) I >
tZ) ) oL) o &)
— S5 © o Y
S = O x o
g IS8 2 & 8 & &
3] o N > Lo o ) N
S |g¢< O N & oY
< E c o o
 © o o Lo
O [ N =z QY
=
© o
re) _gg
© IR o ™
(o [T ~ ©
+
=z
S
[—— -_— -_—
— S © S
32 D (= o oy
E o > c >
[ IT—— +— —
<5 o 5 S 5
o o o L o
x
)

43



4.1.2. Control de Calidad y Preprocesamiento de Archivos FASTQ

En el anélisis de la calidad de los reads del bioprojecto PRINA630692 se obtuvo en
promedio 94.46% de reads mayores a Q30 con una longitud de 50 bp (Figura 1) y el
porcentaje de GC en promedio fue de 45.68% (Tabla 2). Ademas, las estadisticas del
filtrado de reads (Tabla 3, Figura 2) mostraron que los reads de baja calidad son un

orden de 10 veces menor a los reads que pasaron el filtro.

Tabla 2: Estadisticas resumen de la calidad de reads del bioproyecto
PRJINA630692

Porcentaje Porcentaje  de

Porcentaje de Porcentaje
duplicacis de GC* reads que
uplicacién e
P > Q30* pasaron el filtro
Promedio 38.62% 94.46% 45.68% 96.64%
Mediana 39.25% 94.50% 45.30% 96.60%

*Q30: Porcentaje de bases con un valor de calidad de 30 a mas.

*GC: Contenido de guanina-citosina de un read.

44



Tabla 3: Estadisticas resumen del filtrado de reads del bioproyecto
PRINAG630692

Pasaron filtro Baja calidad  Muchos N*  Muy cortos*

Promedio 3.62 x 108 1.16 x 10° 4,94 x 102 6.75 x 10°

Mediana 3.86 x 10° 1.16 x 10° 3.87 x 102 5.95 x 10°

*Muchos N: Reads que poseen mas de cinco bases no identificadas.

*Muy cortos: Reads con una longitud menor a 15 pares de bases.
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Figura 1: Grafica del control de calidad de los reads del
Bioproyecto PRINA630692

Los colores de la figura representan a las 72 muestras gque posee el bioproyecto.
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Figura 2: Gréafica donde se muestra la proporcién de reads que pasaron
el filtrado del bioproyecto PRINA630692

Las figuras 1 y 2 y la tabla 2 mostraron que es un experimento de buena calidad y
que es til para seguir con el desarrollo de la metodologia. Para méas informacion
véase el anexo 2 que incluye los datos de calidad, los datos de filtrado y los archivos

de calidad (en formato HTML) de cada muestra por separado respectivamente.

En el analisis de la calidad de los reads del bioprojecto PRINA609253, las muestras
tuvieron en promedio 95.94% de reads mayores a Q30 con una longitud de 125 bp
(Figura 3y 4) y el porcentaje de GC en promedio fue de 45.23% (Tabla 4). Ademas,
las estadisticas del filtrado de reads (Tabla 5, Figura 5) mostraron que de baja calidad

son un orden de 103 veces menor a los reads que pasaron el filtro.
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Tabla 4: Estadisticas resumen de la calidad de reads del bioproyecto

PRJINA609253

. Porcentaje

Porcde:taje Porcentaje > Porcentaje  de reads que
* *
duplicaci6n Q30 de GC pasaron el
filtro

Promedio 11.94% 95.94% 45.23% 99.78%
Mediana 10.35% 95.95% 45.10% 99.80%

*Q30: Porcentaje de bases con un valor de calidad de 30 a mas.

*GC: Contenido de guanina-citosina de un read.

Tabla 5: Estadisticas resumen de reads del bioproyecto

PRJINA609253
Eisrz;ron Baja calidad Muchos N*  Muy cortos*
Promedio 1.83x 10" 3.02x10* 4.00x10°  4.80 x 103
Mediana 1.87 x 10"  2.88x10*  3.99 x 103 0.00

*Muchos N: Reads que poseen mas de cinco bases no identificadas.

*Muy cortos: Reads con una longitud menor a 15 pares de bases.
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Figura 3: Grafica del control de calidad de los reads forward del
bioproyecto PRINA609253

Los colores de la figura representan a las 20 muestras que posee el bioproyecto.
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Figura 4: Gréfica del control de calidad de los reads reverse del
bioproyecto PRINA609253

Los colores de la figura representan a las 72 muestras que posee el bioproyecto.



SRR11196539 -
SRR11196538 -
SRR11196537 -
SRR11196536 -
SRR11196535 -
SRR11196634 -
SRR11196533 -
SRR11196532 -
,, SRR11106531 -
% SRR11196530 -

Estadisticas de filttrado

. Baja calidad
B rasaron et
. Muchaos M

Wuy cortos

3 SRR11125529 -
SRR11196528 -
SRR11196527 -
SRR11196526 -
SRR11196525 -
SRR11196524 -
SRR11196523
SRR11196522 -
SRR11196521 -
SRR11106520 -

1e+07 2e+07
Numero de reads

o
@
+
o
=]

Figura 5: Gréafica donde se muestra la proporcién de reads que pasaron
el filtrado del bioproyecto PRINA609253

Las figuras 3, 4 y 5 y la tabla 5 mostraron que es un experimento de buena calidad y
que es til para seguir con el desarrollo de la metodologia. Para mas informacién
véase el anexo 3 que incluyen que incluyen los datos de calidad de los reads forward
y reverse, los datos de filtrado y los archivos de calidad (en formato HTML) de cada

muestra por separado respectivamente.
4.1.3. Procesamiento de Archivos FASTQ
4.1.3.a. Alineamiento

El alineamiento con el software STAR permitié comparar el porcentaje de reads
mapeados a sitios unicos, el numero total de sitios de splicing, el porcentaje de
missmatch por base nucleotidica y el porcentaje de reads mapeados a multiples loci

(ver anexo 4).

Para cada una de estas variables se hizo un grafico de Gardner-Altman (Ho et al.,
2019) que permite observar la distribucion de los datos, el tamafio de efecto (es la
resta del promedio de dos variables) acompafiado de intervalos de confianza y una

distribucién empirica realizada en base a 5000 permutaciones de los datos.



4.1.3.a.1. Porcentaje de mapeos Unicos

El porcentaje de mapeos Unicos es el porcentaje de reads que han sido mapeados a

un Unico loci.

Tamafio de efecto del % de mapeos Unicos
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Figura 6: Grafico Gardner-Altman que muestra del porcentaje de mapeos
unicos sobre tres genomas de Coffea y los tamarios de efecto que muestran los
bioproyectos PRINA630692 y PRINA609253

En latabla 6 y en la figura 6 se puede ver que las especies Coffea canephora y Coffea
eugenioides tienen un mayor porcentaje de mapeos Unicos que Coffea arabica en

ambos bioproyectos.

En ambos experimentos el mayor valor de diferencia lo presenta Coffea canephora

utilizando a Coffea arabica como control (Tabla 6).
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Tabla 6: Tamafio de efecto del porcentaje de mapeos Unicos

Gruno de Intervalo de  Intervalo de
Grupo control P Diferencia confianza confianza
prueba o .
inferior superior
C.arabica_PR C.canephora P 1 1
INAGO9253  RINABO9253 22.35750 1.99 x 10 2.67 x 10
C.arabica_PR C.eugenioides_ 1
INA609253  PRINAG609253 1o 71350 9.58 1.78x10
C.arabica_PR C.canephora P 1 1
INAG30692  RINAB30692 39.07958 3.74 x 10 4.13 x 10
C.arabica_PR C.eugenioides_ 97 38583 943 x 10 3.01 x 10

JNA630692

PRINAG30692

4.1.3.a.2. Numero total de sitios de splicing

El namero total de reads mapeados a sitios de splicing es un parametro de mapeo de
STAR que cuenta el nimero de reads que son mapeados Unicamente a un solo sitio
de splicing. El conteo de los reads se hace sobre los sitios de splicing candnicos y no

candnicos (Sibley et al., 2016) que presenta el genoma de una especie.
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Tamaio de efecto del numero total de sitios de splicing
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Figura 7: Grafico Gardner-Altman del namero total de reads mapeados a
sitios de splicing sobre tres genomas de Coffea y los tamafios de efecto que

Se puede ver en la figura 7 que las especies Coffea canephora y Coffea eugenioides
tienen un mayor namero aparente de reads mapeados Unicos a sitios de splicing que

Coffea arabica en ambos bioproyectos. En la tabla 7 se puede observar los tamarios

muestran los proyectos PRINA630692 y PRINA609253

de efecto y sus intervalos de confianza.
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Tabla 7: Tamafio de efecto del nimero total de sitios de splicing

Intervalo de  Intervalo de
Grupo control Grupo de prueba Diferencia  confianza confianza
inferior superior

C.arabica_PR C.canephora_PR

5 6
INAB09253  JNA609253 15762184 7.09x 10 2.38 x 10

C.arabica_PR C.eugenioides P

S 6
INAG09253 RINAGO9253 12089927 3.76x10"  2.00x 10

C.arabica_PR C.canephora_PR

S 5
INAB30692  JNA630692 167962.9  1.40x10 1.89 x 10

C.arabica_PR C.eugenioides P

5 5
JNAG30692  RINAG30692 145509.7  1.20x10°  1.65x10

4.1.3.a.3. Porcentaje del ratio de missmatch por base nucleotidica

El porcentaje del ratio de missmatch por base nucleotidica es un parametro de mapeo
de STAR que divide el nimero de missmatch en la posicion de una base nucleotidica
entre el nimero total de nucledtidos alineados a dicha posicion.Se puede ver en la
figura 8 que las especies Coffea canephora y Coffea eugenioides tienen un mayor
porcentaje de missmatch por base nucleotidica en promedio que Coffea arabica para
ambos bioproyectos y, que el porcentaje de missmatch por base nucleotidica es
mayor en Coffea canphora que en Coffea eugenioides. Ademas, se puede observar
que algunas muestras mapeadas al genoma de Coffea canephora presentan outliers.

En la tabla 8 se puede observar los tamarios de efecto y los intervalos de confianza.

53



1.00

075

Missmatch ratio

025

Tamafio de efecto
=)
=

04

Figura 8: Grafico Gardner-Altman del porcentaje del ratio de missmatch por
base nucleotidica sobre tres genomas de Coffea y los tamafios de efecto que
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muestran los proyectos PRINA630692 y PRINA609253

Tabla 8: Tamario de efecto del porcentaje del ratio de missmatch por
base nucleotidica

Intervalo de  Intervalo de
Grupo de . . . .
Grupo control Diferencia confianza confianza
prueba o .
inferior superior
C.arabica_ PR C.canephora P 1 1
JNAG09253  RINAGOg253 ~ -073°000  6.48107 74210
C.arabica_ PR C.eugenioides_ 1 1
JNAB09253  PRINAGOg253 02329000 520107 541 x 10
C.arabica_ PR C.canephora P 1 1
INAG30692 RINAG30egz 00379000 518107 56610
C.arabica_ PR C.eugenioides_ 1 1
JNAG30692 PRINAG30goz 04323011 - 424107 4.40x10
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4.1.3.a.4. Porcentaje de mapeos multiples

El porcentaje de mapeos multiples es el porcentaje de reads que han sido mapeados
a méas de un loci. En la figura 9, se puede ver que los mapeos realizados sobre los
genomas Coffea canephora y Coffea eugenioides tienen un menor porcentaje de
mapeos multiples que sobre Coffea arabica en ambos bioproyectos. En la tabla 9 se

puede observar los tamafos de efecto y los intervalos de confianza.
4.1.3.a.5 Analisis de componentes principales Biplot

Se hizo el analisis de componentes principales biplot (PCA-Biplot: Biplot principal
component analysis) debido a que al tener tantas variables (multivariado) era
necesario un método lineal de reduccidn de dimensiones para poder hacer un analisis
exploratorio. Las variables resultantes del alineamiento de reads, mediante STAR,
con las que se realizo el PCA-Biplot fueron las siguientes: porcentaje de mapeo unico
de reads, namero total de sitios de splicing, numero total de sitios de splicing no
candnicos, ratio de missmatch por base nucleotidica, porcentaje de mapeo a multiples
loci, numero de sitios de splicing GT/AG, nimero de sitios de splicing GC/AG,
namero de sitios de splicing AT/AC.
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Figura 9: Gréafico Gardner-Altman del porcentaje de mapeos multiples sobre
tres genomas de Coffea y los tamafios de efecto que muestran los proyectos
PRJNA630692 y PRINA609253
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Tabla 9: Tamafio de efecto del porcentaje de mapeos multiples

Intervalo de Intervalo de
Diferencia confianza confianza
inferior superior

Grupo de

Grupo control orueba

C.arabica_PR C.canephora P

- _ 1 _ 1
INA609253  RINAG09253 23.69150  -270x10'  -2.21x10

C.arabica_PR C.eugenioides_

1
INAG09253  PRINAG09253 1402750 -1.71x10 -9.91

C.arabica_PR C.canephora P

- _ 1 _ 1
INA630692  RINAG30692 42.01653  -4.43x10"  -4.03x10

C.arabica_PR C.eugenioides_

- . 1 _ 1
INAG30602  PRINAG30692 2906042 -3.19x10°  -2.58 x 10

La figura 10 muestra el agrupamiento de las muestras de acuerdo con las especies
Coffea arabica, Coffea canephora y Coffea eugenioides en la dimension dos y
muestra agrupamiento segun el bioproyecto en la dimension uno. Ademas, también
muestra la influencia que tuvieron las variables para formar cada componente
principal. Las flechas opuestas indican existencia de una correlacion negativa,
mientras que las flechas con menor angulo entre ellas indican una correlacion
positiva y la longitud de las flechas indica las calidades de representacion de la
variable en el grafico. De acuerdo a esto, se observé que las variables porcentaje de
mapeo Unico de reads, ratio de missmatch por base nucleotidica y porcentaje de
mapeo a multiples loci, influyen en el agrupamiento de las muestras en la dimension
dos; mientras que, las variables namero total de sitios de splicing, namero total de
sitios de splicing no candnicos, nimero de sitios de splicing GT/AG, nimero de sitios
de splicing GC/AG y numero de sitios de splicing AT/AC, influyen en el

agrupamiento de las muestras en la dimensién uno.
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Figura 10: PCA-Biplot del mapeo sobre tres genomas de Coffea que
muestran los bioproyectos PRINA630692 y PRINA609253

4.1.3.b. Conteo de reads con RSEM

El software RSEM generd para cada muestra dos archivos en formato tabular, uno
contiene la tabla del conteo de reads por gen y el otro del conteo de reads por
isoforma. La tabla de conteo de reads por gen (que es la de interés) cuenta con las
columnas: longitud del gen, longitud efectiva del gen, conteo esperado, transcriptos
por millén (TPM) y fragmentos por kilo base por millon (FPKM). (Liy Dewey, 2011,
Starmer J., 2015). A continuacion, en la tabla 10 se muestra las primeras 10 filas de

la tabla de conteos de reads por gen de la muesta SRR11196520 (ver anexos 2 y 3).
4.1.4. Andlisis de Expresion Diferencial en Genes

El analisis de expresion diferencial se hizo con las tablas de conteo de genes de
Coffea arabica elaborados por el software RSEM. Primero se realizd un andlisis
exploratorio de los datos normalizados con la funcién rlog del paquete DESeq2 de
Bioconductor con la finalidad de detectar alguna estructuracion indeseada de los
datos. Este analisis exploratorio se reporté por medio de mapas de calor y de analisis

de componentes principales.
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4.1.4.a. Andlisis exploratorio de la matriz de conteos normalizada

Las figuras 11 y 12 muestran las graficas de mapas de calor generados con las 29
muestras que incluyen a ambos experimentos seleccionados, después de haberse
colapsado las réplicas técnicas, ya que s6lo son de interés las réplicas bioldgicas (ver
cadigo en R en el anexo 5).

Se evidencié un agrupamiento (o estructura) entre los lugares de donde provienen las
muestras. Ademas, se observaron agrupamientos entre las temperaturas 37°C - 42°C
y 23°C - 30°Cy, entre los cultivares Icatl y Acaua-Catuai IAC 144 (estos cultivares

pertenecen a los bioproyectos pero no son motivo de analisis en la tesis).
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Tabla 10: Conteo de reads por gen de la muestra SRR11196520

Longitud
ID* de ID* ple Longituq del efectiva Conteo TPM*  EPKM*
genes transcriptos  transcripto el esperado
transcripto
CoarCr001 CoarCr001 1491 1291.92 6016.5 726.65 579.22
CoarCr002 CoarCr002 2810 2610.92 89.39 5.35 4.26
CoarCr003 CoarCr003 103 0 0 0 0
CoarCr004 CoarCr004 121 0 0 0 0
CoarCr005 CoarCr005 121 0 0 0 0
CoarCr006 CoarCr006 103 0 0 0 0
CoarCr007 CoarCr007 2810 2610.92  32033.61 1914.38 1525.98
CoarCr008 CoarCr008 1491 1291.92 6016.5 726.65 579.22

*ID: Se refiere al codigo de identificacion en la base de datos del NCBI

*TPM: Transcriptos por mill6n

*FPKM: Fragmentos por kilobase por mill6n
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Figura 11: Mapa de calor de las muestras de los bioproyectos PRINA630692 y
PRJINA609253 (Temperatura-Lugar)
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Figura 12: Mapa de calor de las muestras de los bioproyectos PRINA630692 y
PRJINA609253 (Temperatura-Cultivar)
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Figura 13: Analisis de componentes principales de las muestras de los
bioproyectos PRINA630692 y PRINA609253 (Temperatura-Lugar)

En la figura 12, la componente uno explica el 49.63% de la varianza de las 29
muestras y, separa a las muestras que provienen de los dos lugares diferentes.

Ademas, esta dimension agrupa de manera similar al observado en el mapa de calor

(Figura 10).
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Figura 14: Analisis de componentes principales de las muestras de los
bioproyectos PRINA630692 y PRINA609253 (Temperatura-Cultivar)
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La figura 13 agrupa a los cultivares de acuerdo a su lugar de procedencia. Ademas,
también se puede observar que los cultivares se agrupan de manera similar en el mapa
de calor de la figura 11. En la componente dos (15.4% de la varianza explicada) se
puede ver una ligera separacion de los cultivares Acaua y Catuai IAC 144,

Sin embargo, debido a que en el presente trabajo sélo es de interés la variable
temperatura y no cultivares ni el lugar de realizacién del experimento, se realizo el
analisis de variables sustitutas para estimar la estructura de las variables “Cultivar”
y “Lugar” e incluirlas como efecto de tipo batch en el disefio experimental a ser
considerado en el andlisis con DESeq_2.

4.1.4.b. Analisis de expresion diferencial de genes

El andlisis de expresion diferencial de genes se hizo con el siguiente modelo:

Z + Temperatura
Batch

Los efectos de tipo batch se calcularon con la funcion svaseq del paquete SVA de
Bioconductor. Se estimaron dos variables sustitutas con el fin de captar las dos
primeras dimesiones que “encapsulan” la mayor variabilidad correspondiente a los
patrones que no pertenecen a la variable “Temperatura”. Luego, se procedid a

calcular la expresion diferencial con la funcion DESeq.

La tabla de resultados se estim6 con la funcion IfcShrink especificando el modelo
“apeglm” como modelo a priori para mejorar la estimacion de los LFC. Esta tabla
de resultados fue elaborada para los contrastes de la tabla 11 (ver anexo 6 para revisar

las muestras por temperatura):
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Tabla 11: Especificacion de contrastes para la expresion diferencial de genes
con los bioproyectos PRINA630692 y PRINA609253

Contrastes

25/20 vs 23/20*
30/26 vs 23/20*
37/28 vs 23/19*
42/30 vs 23/19*

*Los valores numéricos antes y después del simbolo “/” se refieren a

las temperaturas de dia y de noche respectivamente.

Para cada uno de los contrastes se elaboré el grafico Bland-Altman (MA plot) que
sitian en el eje x al promedio de los conteos normalizados de los genes en la escala
log10 y en el eje vy, al respectivo LFC de ese gen. En los gréaficos de las figuras 15,
16, 17 y 18 los puntos rojos representan a los genes diferencialmente expresados y

los azules oscuros el caso contrario.
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Figura 15: Grafico Bland-Altman del contraste 25°C vs 23°C
FDR de 0.05 y limite de LFC +1
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Figura 16: Grafico Bland-Altman del contraste 30°C vs 23°C
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Figura 17: Grafico Bland-Altman del contraste 37°C vs 23°C
FDR de 0.05 y limite de LFC +1
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Figura 18: Grafico Bland-Altman del contraste 42°C vs 23°C
FDR de 0.05 y limite de LFC +1

4.1.5. Analisis Funcional de Genes

El analisis de funcional de genes consto de tres componentes. EI primero, Obtencion
de Ontologias de los Transcriptos, que generd una tabla proveniente del software
Blast2GO que relaciona ontologias, transcriptos y probables funciones de los
transcriptos. El segundo, construccion del objeto de anotacion para Coffea arabica,
que relaciona genes, transcriptos, ontologias, el codigo ENTREZ de los genes y a
qué cromosoma pertenecen; construido a partir de la tabla de anotacion proveniente
de Blast2GO vy de la tabla con informacion sobre los genes de Coffea arabica
descargada de la basa de datos Datasets del NCBI. El tercero, analisis de
enriquecimiento funcional de genes, obtenido con la funcidn fgsea del paquete fgsea
de Bioconductor; el cual usé los LFC de la expresion diferencial y el objeto de

anotacion construido para Coffea arabica.
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4.1.5.a. Obtencion de Ontologias de los Transcriptos

A continuacion, en la tabla 12 se muestra las 10 primeras filas de una tabla de 80667
filas que es resultado del uso de BLAST2GO. La tabla muestra los codigos de
identificacion de los transcriptos, la descripcion asociada resultante del uso de blastx-
fast, la longitud del transcripto en pares de bases, el codigo de identificacion de la
ontologia del gen (GO: gene ontology) en caso tuviese, los nombres de las ontologias
identificados en tres grupos (P: proceso celular, F: funcion molecular y C:
componente celular) y la media de similitud (obtenida en la etapa de “blasteo”) con
proteinas de la base de datos de proteinas no redundantes del 2018 (por ejem: Coffea

canephora, Arabidopsis thaliana, Oryza sativa, etc).
4.1.5.b. Construccion del objeto de anotacion para Coffea arabica

La tabla 13 muestra el resultado de la union de la tabla 12 resultante del uso de
BLAST2GO vy la tabla de genes descargada de Datasets del NCBI. La tabla 13
muestra las cuatro primeras filas de una tabla de 2190684 filas.

Esta tabla muestra el codigo de los genes (ENTREZ ID o GID), el cromosoma al que
pertenecen, la forma en la que han sido descubiertos (EVIDENCE), el nombre del
gen, el tipo de gen, el simbolo del gen y las ontologias a las que pertenecen (ver

anexo 7 correspondiente al codigo R para construir el objeto de anotacion).
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4.1.5.c. Analisis de Enriquecimiento Funcional de Genes

El andlisis funcional de genes se realizd utilizando los contrastes especificados en la
tabla 11, los cuales son los mismos de la etapa de expresion diferencial de genes (ver
seccion 7.4.2.). Las figuras 19, 20, 21 y 22 muestran los diez primeros genesets mas
significativos con un puntaje normalizado de enriquecimiento (normalized
enrichment score: NES) mayor a cero y los diez primeros genesets mas significativos

con un NES menor a cero (ver anexo 5).

Pathway Gene ranks MNES pval padj
GO-0005886:plasma membrane — = 158 22e17 2 8e-14
G0:0016021:integral component of membrane b — 1.25 1.3e-14 8.1e-12
G0:0004568:chitinase activity ko - 211 29e08 1.3e-05
GO:0004672 protein kinase activity b v 159 3 6e-07 1.3e-04
GO:0050832-defense response to fungus ™= e e ] 75 1 5e-06 4 5e-04
[

GO:0004674:protein serine/threonine kinase activity = 145 1.5e-06 4 5e-04
G0:0016102:diterpenoid biosynthetic process 1.92 3.1e-05 6.0e-03

1.85 42e05 7.3e-03
w168 1.3e-04 2.1e-02

T mmmeeeen 150 27204 3.7e02

G0:0002238:response to molecule of fungal origin

6706:2-oxoglutarate-dependent dioxygenase activity
GO:0005508:calcium ion binding

GO0:0009570:chloroplast stroma ' ™77 s m—— = 178 4 5e-06 11e-03
G0:0003729:mRNA binding b % -1.46  4.3e-06 1.1e-03
G0:1900865:chloroplast RMA modification : : w209 2.3e-06 6.3e-04
G0:0042644: chloroplast nucleoid v wem 212 34e07 1.3e-04
GO:0008270:zinc ion binding e - 161 8.3e-11 4.0e-08
G0:0005739:mitochondrion ™ -1.80 1.9e-14 1.0e-11

G0.0000451 RNA modification ' oo coem 250 11e-14 81e-12

(G0:0003723:RNA binding . = 175  39e-17 3.7e-14
GO:0009507-chloroplast - == 1.88 1.6e22 3.5e-19

11004323 1-intracellular membrane-bounded organelle P ——— - - ey 242 1.0e-27 39e-24

0 10000 20000 30000 40000

Figura 19: Genesets mas significativos hallados en el analisis funcional del
contraste 25°C vs 23°C
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Pathway Gene ranks NES pval padj

G0:0016021:integral component of membrane — 1.18 9.0e-08 1.7e-04
GO-0009535 chloroplast thylakoid membrane = =~ T 1094 2 8e-07 22e04
G0:0009507:chloroplast = T — 159 3 4e-07 22e-04

(G(0:0022857 fransmembrane transporter activity s 1.84 3.3e-06 1.6e-03
G0:0000166:nucleotide binding  *~ =~ e 182 59e-06 25e03

GO:0004568 chitinase activity '+ : 191 11e-05 4 3e-03

G0:0004497:monooxygenase activity
GO:0004672:protein kinase activity

s 163 28605 82003
————-— {57 3.3e-05 9.0e-03

GO-0102210thamnogalacturonan endolyase activity * 171 6.5e-05 1.6e-02
G0:0008171:0-methyltransferase activity e 1.85 8.1e-05 1.8e-02
):0006355:regulation of DNA-templated transcription =~ T 142 2.5e-04 3.7e02
l-coenzyme Acacetyl alcohol acetyltransferase activity * 164 17e-04 2 9e-02
0:0102387:2-phenylethanol acetyitransferase activity * -164 1.7e-04 29e-02
G0:0008198:ferrous iron binding ’ C : 190 4.0e-05 1.0e-02
GO-0006084-acetyl-CoA metabolic process + 183 19e-05 6.2e-03
30:0003700:DNA-binding transcription factor activity 140 1.5e-05 5.1e-03
G0:0051082:unfolded protein binding ~ ™""* ~ 7" » -2.00 2.5e-06 1.4e-03
GO:0005788-endoplasmic reticulum lumen * = - o 209 2 2e-07 22e-04
GO:0005730:nucleclus T e W { 2.2e-07 2.2e-04
GO:0003723:RNA binding = — -1.50 4.4e 08 1.7e04

0 10000 20000 30000 40000

Figura 20: Genesets mas significativos hallados en el analisis funcional del

contraste 30°C vs 23°C
Pathway Gene ranks NES pval pad)
G0:0051082-unfolded protein binding "™ * =" rmeeee 0 D43 91e-13 58e-10
G0:0043621 protein self-association LR : Tevemn D98 1.2e-09 6.4e-07
G0:0005783:endoplasmic reticulum ! I 162 3.1e-06 1.1e-03
GQ-0009734-auxin-activated signaling pathway Mo o o 203 4 5e-06 15e-03

G0:0005634:nucleus 1.20 6.1e-06 1.8e-03
1.87 5.8e-05 1.6e-02
157 9.2e-05 1.9e-02
1.19 1.0e-04 1.9e-02
174 12e-04 21e-02

1.32 2.3e-04 4.1e-02

010951:negative regulation of endopeptidase activity
2:0000976:transcription cis-regulatory region binding

GO:00057 37 cytoplasm
vity, tfransferring groups other than amina-acyl groups
50:0003700:DNA-binding transcription factor activity

G0:0016098:monoterpenoid metabolic process - 162 9.1e-05 1.9e-02

G0:0005840:Tibosome '™ T T e e 6 71e-05 1.8e-02

G0:0008270:zinc ion binding - = 152 3.0e-07 1.2e-04

G0:0043457 regulation of cellular respiration v 192 3.0e-07 1.2e-04

G0:1900865:chloroplast RNA modification w212 9.3e-08 4 5e-05

(0:000573% mitochondrion  "™~———"=—""~ ———=m 180 37e-14 2.8e-11

GO-0009507-chloraplast o —= 183 58e-18 56e-15

GO:0003723RNAbinding "™—————— ————= 184 9.1e-19 1.2e-15

GO:0009451 RNA modification ' Co v e 262 f.5e-20 1.2e-16

004323 1-intracellular membrane-bounded organelle I —= 250 4 0e-34 15e-30
0 10000 20000 30000 40000

Figura 21: Genesets mas significativos hallados en el analisis funcional del
contraste 37°C vs 23°C



Pathway Gene ranks NES pva pad
ided protein binding 8 27 11e14
260 30e-11
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220
210
134

54605

58004

16e03

GO:0000978 RNA polymerase Il cis-rex egion sequence-specific DNA binding 72e-03
0 8203
200 11e04 12e-02
192 1504 15002
206 14e-06 38e-04
195 83e-07 25004
1.36 2208 76006
20e-08 7.6e-06
14e.08 58e.06

GO:0022627 cytosolic small nbosomal subunit : - = 173

G0:0042742 defense response to bacterium

11e08 53e-06
174 79e-09 43006
-176 22e-11 17e-08
172 32e-15 41e-12

GO:0016021:integral component of membrane 127 35e17 6.7e-14

Figura 22: Genesets mas significativos hallados en el anélisis funcional del
contraste 42°C vs 23°C

4.1.5.d. Interpretacion de Datos de RNA-Seq

La funcion Genetonic del paquete Genetonic de Bioconductor, tuvo la finalidad de
permitir comprender la inmensa cantidad de informacion de la expresion diferencial
de genes; el enriquecimiento funcional de genes; y la anotacion de los genes y sus
ontologias (ver codigo R en el anexo 8). Para ello se generé mapas de calor de genes
y genesets coloreados con los LFC de los genes (figuras 23, 24, 25 y 26) para cada
contraste, asi como, un gréafico de tela de arafia con los valores NES de cada geneset
provenientes del enriquecimiento funcional de los contrastes. Se hizo el grafico de
tela de arafia solo para los contrastes de altas temperaturas (37°C vs 23°C y 42°C vs
37°C) (figura 27), debido a que las ontologias mostradas para los contrastes 30°C vs
23°C y 25°C vs 23°C (figuras 19, 20, 23 y 24) no muestran que esté ocurriendo una
respuesta concertada al aumento de temperatura; en lugar a ello, mostraron procesos
relacionados a la defensa contra hongos y del normal funcionamiento molecular al

interior de la hoja.
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Figura 23: Mapa de calor genes-genesets del contraste 25°C vs 23°C
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Figura 24: Mapa de calor genes-genesets del contraste 30°C vs 23°C
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Figura 25: Mapa de calor genes-genesets del contraste 37°C vs 23°C
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Figura 26: Mapa de calor genes-genesets del contraste 42°C vs 23°C
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Figura 27: Grafico de radar que relacionas los genesets de los contrastes
37°C vs 23°C y 42°C vs 23°C



4.2. DISCUSION
4.2.1. Control de Calidad

Los reads de los bioprojectos PRINA630692 y PRINA609253 generaron en
promedio 94.46% vy 95.95% (ver seccion: 7.2. Control de Calidad y
Preprocesamiento de Archivos FASTQ) de reads respectivamente con calidad mayor
a Q30. Estos valores son similares a los obtenidos por Mansilla (2021), quien obtuvo
en promedio 94.22% de reads con calidad mayor a Q30, en secuencias obtenidas
tambien de muestras de hojas de C. arabica. Sin embargo, en el trabajo de Marques
et al. (2021) reportan 92.85% de reads con calidad mayor a Q30 para el bioproyecto
PRINA630692, que es menor a lo estimado. Esto se deberia a que ellos usaron el
programa Trimmomatic para el control de calidad y especificaron parametros mas
conservadores. Por otro lado, Budzinski et al. (2021), quienes secuenciaron hojas de
Coffea arabica para analizar el efecto del &cido hexanoico en la respuesta al estrés,
obtuvieron 77.12% de reads con calidad mayor a Q30; lo cual posiblemente se debe
al uso del programa llamado Cutadapt y un script personalizado en PERL (lenguaje
de programacidn) que tendria parametros mas conservadores incluso a los usados por
Marques et al. (2021); otra posible explicacion es la ocurrencia de algun problema

técnico durante el proceso de obtencidn de las secuencias.

Respecto a los contenidos de guanina y citosina (GC) de los reads, los bioproyectos
PRINA630692 y PRINA609253 contienen 45.68% Yy 45.23%, respectivamente.
Ivamoto et al. (2017), analizaron la diferencia en el transcriptoma de hojas, flores y
el perisperma del fruto de Coffea arabica obteniendo en promedio para esos 6rganos
41.23% de contenido de GC un valor menor a los obtenidos posiblemente porque
este valor proviene de diferentes drganos de la planta. Valores cercanos a los

obtenidos son los de Mansilla (2021), quien reporta un rango entre 45.1% y 49.3%.

Al parecer, valores cercanos a 45% del contenido de GC serian caracterisiticos para

Coffea arabica.

74



4.2.2 Alineamiento y Mapeo con STAR

El alineamiento de los reads con STAR produjo 45.57% y 64.57% de mapeos Unicos
frente al genoma de referencia de Coffea arabica para los bioproyectos
PRINA630692 y PRINA609253, respectivamente (Figura 6). Respecto a los mapeos
Unicos sobre el genoma de Coffea canephora, STAR produjo 84.65% y 86.93% para
los bioproyectos PRINA630692 y PRINA609253, respectivamente (Figura 6). Y,
respecto a los mapeos Unicos sobre el genoma de Coffea eugenioides, STAR produjo
72.96% y 78.29% para los bioproyectos PRINA630692 y PRINA609253

respectivamente (Figura 6).

Asi mismo, Budzinski et al. (2021) y Marques et al. (2021) obtuvieron resultados
similares analizando el transcriptoma de Coffea arabica. Marques et al. (2021)
realizaron el mapeo de los reads sobre genoma de Coffea canephora y obtuvieron
81.49% de mapeos Unicos, valor que es cercano al que se obtuvo para el bioproyecto
PRINA630692 (bioproyecto de su autoria). Considerando que también ellos
utilizaron el programa STAR para el mapeo, la pequefia diferencia en los resultados
se debe a que ellos usaron los parametros por defecto, a diferencia del presente
trabajo, en el que se utilizaron los pardmetros recomendados por Overbey et al.
(2021) en el modo two-pass mode (dos pasadas de mapeo), que permite mejorar la
cantidad de reads mapeados e identificar mejor los sitios de splicing de los reads
(Dobin, 2013). En el mapeo de reads sobre el genoma de Coffea arabica se obtuvo
un rango similar (55.18% - 63.35%) al de Budzinski et al. (2021), quienes utilizaron
HISAT2 sobre cuatro variedades de cafe. De acuerdo con estos resultados, es claro
que los porcentajes de mapeos Unicos sobre los genomas de referencia de las especies
diploides (Coffea canephora y Coffea eugenioides) son mayores a los de Coffea
arabica debido a que este Ultimo es una especie alotetraploide cuyo genoma esta
conformado por subgenomas provenientes de las dos primeras especies diploides y,
en consecuencia, los reads de Coffea arabica son mapeados a sus dos subgenomas
diploides que presentan similitudes entre ellas. Estos resultados tienen consonancia
con el trabajo de Scalabrin et al. (2021), que secuencio6 la variedad Borbén de C.
arabica, y encontré que los dos subgenomas de Coffea arabica tienen un gran
parecido, los niveles de diversidad entre subgenomas es alto y Coffea eugenioides

contribuye ligeramente con mas genes (22888 genes) al genoma de Coffea arabica
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que Coffea canephora (21254 genes). De acuerdo con lo reportado por Scalabrin et
al. (2021), y a los resultados obtenidos de mapeos Unicos (figura 6) se diria que a
pesar de que C. eugenioides aporta mas al genoma del tetraploide, C. canephora tiene
mayor aporte al genoma de Coffea arabica para la respuesta a la alta temperatura del

aire.

Teniendo en cuenta los porcentajes de mapeos, se observa que los mapeos multiples
son contrarios a los mapeos Unicos; es decir, sobre las especies que se tuvieron mayor
porcentaje de mapeos Unicos se obtuvieron menor porcentaje de mapeos maltiples y
viceversa (figuras 6 y 9). Esto es de esperar debido a que el genoma de Coffea
arabica es alopoliploide y se cree que se formd por la hibridizacién de Coffea
canephora y Coffea eugenioides (Scalabrin et al., 2020).

Respecto al nimero total de sitios de splicing (figura 7), se observo que el mapeo
sobre Coffea arabica presentd menor nimero de reads mapeados Unicos a los sitios
de splicing que las otras dos especies. Esto se explica de la misma forma que el
porcentaje de mapeos Unicos de reads, ya que C. arabica al tener un genoma
constituido por dos subgenomas de especies cercanas, los reads tienden a ser
mapeados a multiples sitios de splicing y no a un solo locus (Scalabrin et al., 2021).
Por lo tanto, al ser un alotetraploide, tendria aproximadamente el doble de sitios de

splicing que las especies diploides que constituyen su genoma.

La importancia de cuantificar a los reads mapeados a los sitios de splicing tiene que
ver directamente con la cuantificacion de las isoformas de un determinado gen, ya
que a mayor cantidad de reads mapeados a sitios de splicing, mayor sera el nUmero
de las isoformas que se pueden detectar en la condicién evaluada (por ejemplo:
respuesta al estrés); Ademas, es indicio de diversidad de proteinas y/o regulacion
molecular de una especie y, en consecuencia, de las herramientas bioldgicas para

responder a ciertos estimulos (Sibley et al., 2016).

Los sitios de splicing se pueden dividir en candnicos y no candnicos. El splicing
candnico es el proceso de reconocimiento y extraccion de las secuencias intronicas
contenidas en un MRNA inmaduro. Se le dice candnico debido a que el espliceosoma
reconoce secuencias motivo conservadas (GT/AG, GC/AG y AT/AC) en los

extremos 5" y "3 de los intrones para realizar el proceso de splicing (Frey y Pucker,
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2020). El splicing no canonico no sigue las reglas del proceso normal de splicing
(retiro de intrones y unidn de exones); por el contrario, se basa en procesos poco
convencionales que se pueden dividir en varios tipos: sitios de splicing cripticos,
exones cripticos, microexones, sitios de splicing recursivos, retencion de intrones,
intrones exonicos (exitrons), RNA circulares, RNA quiméricos Yy sitios atipicos de
splicing, Desde el punto de vista evolutivo, el splicing no canoénico incrementa la
probabilidad de aparicion de nuevas isoformas que son “probadas” por la evolucion,
Yy, en caso sean beneficiosas, se afiaden a las rutas génicas de la célula (Sibley et al.,
2016). Para el caso de las tres especies mencionadas de café, y en base a splicing no
candnico, Coffea arabica al contener los dos subgenomas tendria el doble de
posibilidades de probar tipos de splicing no candnicos y por ende de generar nuevas

isoformas y reiniciar o modificar rutas metabdlicas que le beneficien en su evolucion.

El porcentaje del ratio de missmatch por base nucleotidica (Figura 8) es una medida
de calidad del mapeo, también indica si el experimento tiene una buena calidad o si
el genoma de referencia usado pasa el mapeo no es el indicado. En una buena
biblioteca secuenciada con la plataforma ILLUMINA (es el caso de los experimentos
analizados) este valor se encuentra por debajo de 0.5%. Un porcentaje mayor a 0.5%
puede indicar baja calidad de secuenciamiento o puede ser efecto propio del tipo de

genoma de referencia usado en el alineamiento con STAR (Dobin y Gingeras, 2015).

El porcentaje del ratio de missmatch por base nucleotidica para el bioproyecto
PRINA630692 fue de 0.36%, 0.91% y 0.8% para las especies Coffea arabica, Coffea
canephora y Coffea eugenioides respectivamente; y, para el bioproyecto
PRINA609253 fue de 0.27%, 0.94% y 0.79% para las especies Coffea arabica,

Coffea canephora y Coffea eugenioides respectivamente.

Estos resultados indican que el genoma de Coffea arabica, como era de esperarse, es
un buen genoma para mapear los reads ya que los datos provienen de hojas de Coffea
arabica. Por otro lado, también muestran que Coffea arabica tendria mas pares de
bases similares a Coffea eugenioides que a Coffea canephora. Sin embargo, esto
podria deberse a una parte del proceso de mapeo llamado Clipping. Clipping se
define como el alineamiento parcial de un read a la referencia gendémica, donde los
extremos de los reads no se alinean con la referencia (Tang, 2018; The SAM/BAM

Format Specification Working Group, 2022). Aqui un ejemplo:
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Referencia genémica: AGTCGCCCGTCTAGCATACGCA
Read: g9gGCGGGCA-ATCGTATQgggg

En este ejemplo podemos ver que, si bien el read ha sido alineado a la referencia, los
extremos no son compatibles y, por ende, el porcentaje de missmatch aumentaria.
Teniendo en cuenta este ejemplo, el mapeo de los reads a Coffea canephora genera
mayor cantidad de reads Unicos mapeados, pero estos son mapeados con el llamado
clipping lo que se conlleva a que se incremente el ratio de missmatch. Ademas, si
bien el mapeo al genoma de Coffea eugenioides presenta menos cantidad de reads
Unicos mapedos, estos son mapeados con menos missmatches (posiblemente debido
a la contribucion de Coffea eugenioides al genoma de Coffea arabica como
mencionan Scalabrin et al. (2020) en su investigacion sobre el genoma de Coffea
arabica). Esto indicaria que el genoma de Coffea eugenioides presenta mayor
similitud de secuencias gendémicas con Coffea arabica pero, menor aporte a la
respuesta al estrés por calor de acuerdo al resultado de reads Unicos mapeados.
Contrariamente, también indicaria que Coffea canephora posee menor similitud de
secuencias gendmicas con Coffea arabica (debido al clipping y al genoma propio de
Coffea canphora); pero, mayor contribucién a la respuesta al estrés por calor (debido

al mayor porcentaje de mapeos Unicos).

Finalmente, el analisis de componente principales biplot de la figura 10 permite ver
en modo de resumen las estadisticas de mapeo discutidas sobre Coffea arabica,
Coffea canephora y Coffea eugenioides. Estos PCA muestran que el mapeo sobre las
especies diploides es similar en la segunda componente (31.4% de la varianza

explicada), lo que no hace méas que reforzar lo discutido hasta el momento.
4.2.3. Andlisis de Expresion Diferencial de Genes

El analisis exploratorio de la matriz de conteos normalizada (ver seccion 7.4.1.)
mostré que las réplicas bioldgicas del bioprojecto PRINA609253 no tenian una clara
agrupacion respecto a las temperaturas 23°C y 30°C (figuras 11, 12, 13 y 14). Por el
contrario, las muestras del bioproyecto PRINA630692 si mostraron una clara
separacion entre los tratamientos de temperatura. Esta falta de agrupamiento de las
muestras del bioproyecto PRINA609253 podria deberse a que las variedades Acaua

y Catuai (pertenecientes al bioproyecto) tienen una respuesta similar tanto a la
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temperatura de 23°C como a 30°C. De Oliveira et al. (2020) mencionan que, ambos
cultivares muestran una respuesta transcripcional similar al alza de la temperatura
debido a que podrian tener respuestas similares a la termorregulacién y a la
relocacion de recursos energéticos. Ademas, también mencionan que Coffea arabica,
como especie, presenta una gran resiliencia en los procesos relacionados a la
fotosintesis como respuesta a temperaturas altas (termotolerancia). Por otro lado, las
figuras 11 y 13 muestran un claro agrupamiento de las muestras respecto al lugar de
procedencia de los datos de secuenciamiento. Este agrupamiento mostrado seria un
efecto de tipo batch, originado posiblemente por factores humanos, de instrumentos
usados, reactivos usados, geogréaficos, etc; y no seria ocasionado directamente por la
biologia del café. Es probable que factores geogréficos en invernaderos tengan
influencia en la expresion génica; sin embargo, al no ser medidos, tomados en cuenta
0 no ser de interés para el experimento, es mejor considerarlos como efectos de tipo

batch y estimarlos indirectamente.

Leek y Storey (2007) (ver seccion 4.15.3.b.) explican que los factores técnicos,
ambientales, demograficos (poblaciones de especies), o incluso los genéticos pueden
perjudicar el analisis de expresion diferencial si no son tomados en cuenta. De
acuerdo a esto y a lo expuesto del analisis exploratorio de la matriz de conteo, se hizo
el analisis de variables sustitutas o “ocultas” con la funcion svaseq de Bioconductor;
el cual estima a los patrones ocultos de la matriz de conteos normalizada de la
siguiente manera: genera una matriz residual que no tiene el efecto de interés (en este
caso el de la temperatura del aire), luego aplica la descomposicion SVA a esta matriz
residual, de la cual se identifican a los genes que generan la mayor variabilidad vy,
para estos genes, se generan variables sustitutas que se incluyen en el modelo de

expresion diferencial (Leek y Storey, 2007).

Después de realizado el analisis de expresion diferencial, tomando en cuenta a las
variables “ocultas” y ajustando los LFC con el modelo apeglm, se obtuvo los MAplot
(figuras 15, 16, 17 y 18). El contraste 30°C vs 23°C (Figura 16) muestra pocos genes
expresados diferencialmente en comparacion a los contrastes 25°C vs 23°C (Figura
15), 37°C vs 23°C (Figura 17) y 42°C vs 23°C (Figura 18). Por otro lado, el contraste
25°C vs 23°C (Figura 15) deberia tener un MAplot similar al contraste 30°C vs 23°C

(Figura 16) de acuerdo al fundamento de resiliencia al calor de Coffea arabica, lo
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cual no sucede; esto se analizard a mayor profundidad cuando se discutan los
resultados del analisis funcional de genes. Respecto a los contrastes 37°C vs 23°C
(Figura 17) y 42°C vs 23°C (Figura 18), estos muestran una gran expresion
diferencial de genes. Esto concuerda con lo analizado por Ding et al. (2020), quienes
obtuvieron patrones similares de expresion evaluando las hojas de tomate en
contrastes de 42°C versus 23°C por cuatro horas. Igualmente, Wang et al. (2019) con
hojas de la planta Chieh-Qua (una variedad de calabaza) y contraste de 45°C versus
30°C obtuvieron patrones de expresion similares a los del presente trabajo.

4.2.4. Andlisis Funcional de Genes

Los resultados del analisis de enriquecimiento funcional de genes (figuras 19, 20, 21
y 22) dan mayor informacion sobre los contrastes evaluados en comparacion a los
gréficos de MAplot del andlisis expresion diferencial de genes. Esto se debe a que,
para este analisis, se agruparon a los genes en base a procesos en comun (en este caso
ontologias), independientemente de si son 0 no diferencialmente expresados (ver

seccion 4.15.4, parrafo 6).

El contraste 25°C vs 23°C (Figura 19) muestra que los diez primeros genesets (con
NES positivos) son procesos que involucran la defensa contra el ataque de hongos,
el mantenimiento de la membrana celular, fosforilacion de proteinas y sintesis de
terpenoides. Por el contrario, los diez Gltimos genesets (con NES negativos) son
procesos que involucran la union y modificacion del RNA a nivel citoplasmatico y a
nivel de organelos como el cloroplasto, la mitocondria, asi mismo, en procesos que
corresponden a las membranas intracelulares y de organelos. Estos resultados tienen
similitudes a los obtenidos por Li et al. (2018) y Sjokvist et al. (2018) quienes
estudiaron la interaccion hongo-planta mediante la ténica de RNA-Seq y usando el
método ORA (ver seccion 4.15.4) para analizar las ontologias. Li et al. (2018)
analizaron el transcriptoma de Triticum aestivum (trigo) infectado con el hongo
Rhizophagus irregularis encontrando genesets de procesos que involucran a la
membrana tanto celular como intracelular, procesos de modificaciones de proteinas
y actividad de tipo quinasa. Por otro lado, Sjokvist et al. (2018) analizaron el
transcriptoma de Hordeum vulgare (cebada) cuando es infectado por Ramularia
collo-cygni, encontrando genesets de procesos que involucran modificacién de

proteinas, transporte, metabolismo del DNA/RNA, actividad quinasa, actividades
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cataliticas, asi como, relacionados con las membranas celular e intracelular. Por lo
tanto, de acuerdo a lo encontrado por Li et al. (2018) y Sjokvist et al. (2018), las
muestras sometidas a 25°C estarian presentando una expresion que corresponde a
infeccién por algin hongo. Esto toma mayor peso cuando se observa que las
ontologias GO:0004568 (actividad quitinasa), GO:0058032 (respuesta de defensa a
hongos) y GO:000238 (respuesta a la molécula de origen fangico) son significativas
con un NES positivo. Ademas, la figura 22 nos muestra que algunos genes
correspondientes a las ontologias actividad quitinasa y a la defensa contra hongos
tienen un LFC mayor a 7.5 (que seria un ratio del orden de 2 elevado a la 7.5 lo cual
es bastante alto) lo que posiblemente estaria mostrando que las plantas usadas (25°C)

para el experimento han sido infectadas y no serian Utiles para mayor discusion.

La figura 20 correspondiente al contraste 30°C vs 23°C muestra que los diez primeros
genesets (con NES positivos) son de procesos que involucran al cloroplasto,
membrana celular, transporte transmembrana, actividad quitinasa y fosforilacion de
proteinas. Por el contrario, los diez dltimos genesets (con NES negativos) son
procesos que involucran regulacién de la transcripcion, union de factores de
transcripcion al DNA, procesos metabolicos que involucran al acetil-CoA (como
ciclo de krebs, sintesis de lipidos, sintesis de terpenos, etc.) y actividad de chaperonas
(unfolded protein binding). De Oliveira et al. (2020) al analizar el mismo contraste
(con el método ORA para ontologias), encontraron procesos ontologicos
relacionados a la defensa de la planta y a la respuesta a estimulos bioticos; lo que
tendria relacién con la presencia de la actividad quitinasa. Ademas, seleccionaron 10
genes para analizar la expresion mediante PCR en tiempo real y, observaron que uno
de ellos (el gen sHSP-like) estaba regulado hacia abajo; lo que tiene concordancia
con la actividad chaperona encontrada con un NES negativo. Estos resultados tienen
concordancia con lo discutido sobre el analisis exploratorio de la matriz de conteo,
indicando que una temperatura de 30°C no es lo suficientemente alta para observar
sobreexpresion de los procesos relacionados al estrés por temperatura; y por lo
contrario, de acuerdo a lo observado en la figura 23, los procesos ontoldgicos estan
mas relacionados al transporte transmembrana y al metabolismo de la célula y no a
la respuesta al alza de la temperatura, lo cual indica que Coffea arabica a 30°C tiene

una buena termotolerancia (Liu et al., 2015).
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La figura 21 correspondiente al contraste 37°C vs 23°C muestra que los diez primeros
genesets (NES positivos) son de procesos que involucran a la actividad de
chaperonas, plegamiento de proteinas, activacion de rutas dependientes de auxinas y
unién de factores de transcripcion al DNA. Por el contrario, los diez ultimos genesets
(con NES negativos) son procesos que involucran modificacion y union al RNA y
procesos relacionados al cloroplasto y mitocondria. Marques et al. (2021) analizaron
el efecto de la temperatura (37°C y 42°C) y el efecto de niveles de CO. sobre el
transcriptoma de Coffea arabica mediante el método ORA; encontrando procesos
relacionados a la actividad de chaperonas (unfolded protein binding), actividad
sintasa de terpenos, plegamiento de proteinas, unién de proteinas relacionadas al
estrés por calor y union del RNA. Lo encontrado por Marques et al. (2021) tiene
procesos que se solapan con los resultados del contraste 37°C vs 23°C (figura 21) y;
ademas, el mapa de calor de dicho contraste (figura 24) muestra que los genes que
estan incluidos en los procesos de respuesta al calor tienen un LFC mayor a 7.5 (valor
alto) indicando que a 37°C ya se estaria activando la termotolerancia adquirida
descrita por Liu et al. (2015).

Por ultimo, la figura 22 correspondiente al contraste 42°C vs 23°C muestra que los
diez primeros genesets (NES positivo) corresponden a procesos que involucran a la
actividad de chaperonas, plegamiento de proteinas, estimulo de los factores de
splicing y union de factores de transcripcion al DNA. Por otro lado, los diez altimos
genesets (con NES negativos) son de procesos que involucran organizacion de la
pared celular, transporte transmembrana y procesos relacionados a la membrana
celular. Respecto al trabajo de Marques et al. (2021) analizando el efecto de 42°C
sobre Coffea arabica, se encontraron procesos similares a la temperatura de 37°C.
Estos procesos son actividad de chaperonas (unfolded protein binding), unién de
proteinas relacionadas al estrés por calor y plegamiento de proteinas. De manera
similar, Mansilla (2021) analiz6 el transcriptoma de café sometido a un estrés por
alta temperatura del aire, 45°C, encontrando genes relacionados al plegamiento de
proteinas, activacion de chaperonas y a transcriptos que regulan la respuesta al calor.
Por lo tanto, temperaturas de 37°C o mayores, estarian activando el proceso heat
shock response (HSR) (ver seccion 4.10.); esto se corrobora en la figura 26, donde
se muestra que los genes involucrados en el proceso de HSR tienen un LFC mayor

20, indicando que a 42°C ya se tiene activada la respuesta al estrés por altas
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temperaturas,; asi como, de la termotolerancia adquirida ya que, procesos como
unfolded protein binding (G0O:0051082) y DNA-binding transcription factor activity
(G0O:0003700) (Figuras 22 y 26) , tienen relacion con las heat shock proteins (HSP)
y los heat shock factors (HSF), respectivamente (Liu et al., 2015).

4.2.5. Andlisis de la informacion de cuantificacion, expresion diferencial y

enriquecimiento funcional

El grafico de tela de arafa (figura 27), permite comparar los patrones de activacion
de ontologias de los contrastes 37°C vs 23°C y 42°C vs 23°C (23°C es el control).
En el gréfico se pudo observar que las ontologias (unfolded protein binding, protein
self-association, chaperone binding, precatalytic spliceosome, spliceosomal
complex, transcription factor TFIID complex, nuclear speck, etc.) tienen directa
relacion con el proceso celular de HSR, lo que concuerda con el resultado del analisis
de enriquecimiento funcional. Entre ellas, podemos destacar a cuatro grupos, que se
formaron en base a la diferencia de los contrastes 37°C vs 23°C y 42°C vs 23°C de
la figura 27, para enmarcar mejor la discusion: ontologias relacionadas a la HSR,
ontologias relacionadas a la transcripcion del mRNA, ontologias relacionadas a

auxinas y ontologias relacionadas a los metabolitos secundarios.

El primer grupo incluye a las ontologias unfolded protein binding, protein self-
association y chaperone binding. Los genes que se encontraron dentro de este primer
grupo, corresponden a la familia de proteinas sHSP (small heat shock protein);
especificamente, para las temperatursa de 37°C y 42°C, se identificaron a las clases
[, I, HI, 1V (citosdlicas), MT (mitocondrial), PX (peroxisomal) y al gen que codifica
la proteina dnal (co-chaperona). Segun Waters y Vierling (2020) y Al-Whaibi
(2011), las sHSP’s son proteinas ATP-independientes que previenen la
desnaturalizacion y agregacion irreversible de las proteinas. Ademas, al unirse a estas
proteinas parcialmente desnaturalizadas, permiten que las HSP (70 y 100),
dependedientes de ATP, se unan a las proteinas desnaturalizadas y se puedan re-
plegar a su forma funcional. Por otro lado, solo en plantas se ve que existen SHSP
gue son compartimentalizadas; es decir, que la respuesta al calor por las SHSP es
especifica para el cloroplasto, mitocondria, peroxisoma, reticulo endoplasmatico,
nacleo y citosol, aunque, existen sHSP que pueden trasladarse de mitocondria a

cloroplasto y viceversa (Waters y Vierling, 2020). Ademas, en base a su funcion
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chaperona, Al-Whaibi (2011) menciona que las sHSP tienen un rol fundamental en
el control de calidad de la membrana plasmatica y contribuyen a su mantenimiento
especialmente bajo condiciones de estrés. De manera similar, segin Waters y
Vierling (2020) las sHSP ayudan al plegamiento de factores de transcripcion y de
traduccion, asi como, al mantenimiento de los fotosistemas del tilacoide durante
condiciones de estrés. En resumen, la presencia de estas ribonucleoproteinas indica
que Coffea arabica estaria protegiendo el funcionamiento de la membrana
plasmatica, los fotosistemas del tilacoide y estarian previniendo la desnaturalizacion
de las proteinas bajo condiciones de elevadas temperaturas (37°C y 42°C).

Dentro del grupo de ontologias relacionadas a la transcripcion podemos mencionar a
precatalytic spliceosome, spliceosomal complex, nuclear speck y transcription factor
TFIID complex. Los genes que conforman estos genesets corresponden a los
relacionados a la formacion y activacion del complejo espliceosoma. El
espliceosoma, que es la asociacion RNA-proteina mas compleja que presentan las
células eucariotas, se encarga del proceso de splicing alternativo de las méleculas de
pre-mRNA dentro del nucleo. Este complejo estd conformado por cinco diferentes
subunidades pequefias de ribonucleoproteinas (SNnRNP) y de varias proteinas que
actlan como cofactores (Matera y Wang, 2014). Estas cinco snRNP (U1, U2, U4,
U5 y U6) actdan de manera secuencial para completar el splicing del pre-mRNA. En
este proceso secuencial, primero la U1 reconoce secuencias motivo en el extremo 5
de un intrén del pre-mRNA y se une a estas secuencias; cabe resaltar que esta union
es estabilizada por las proteinas SR (proteinas ricas en serina/arginina). Luego, la U2
se une a una adenina del extremo 3"del intron con ayuda de las proteinas SF1y U2AF
formando el complejo E, que se conoce como Exon definition (reconocimiento de
exones). Subsecuentemente, helicasas de tipo DEXD/H ayudan a que los extremos de
los intrones se acerquen (Intron definition) formando el complejo A conocido como
pre-espliceosoma. Una vez acercados los intrones mediante las proteinas Ul y U2,
las proteinas U4, U5 y U6 se unen al complejo A mediante la proteina helicasa de
tipo DEXD/H formando el complejo B. El cual, es objeto de rearreglos espaciales
formando el complejo B activado, (complejo B*) que cataliza la primera reaccion de
splicing (formando un exadn libre y un exén unido al intrén) formando el complejo C
(espliceosoma catalitico). Este complejo C, luego de rearreglos proteicos forma el

complejo post-espliceosoma, el cual realiza la segunda reaccidn catalitica uniendo a
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los exones y separando el intron con ayuda de la helicasa DExD/H (Matera y Wang,
2014). Entre los genes que conforman la ontologia nuclear speck, estan HSFs y
proteinas relacionadas a la formacion y activacion del spliceosoma. La zona nuclear
speck (mota nuclear) es una zona nucleoplasmica de reserva ubicada en los bordes
del nucleolo y es rica en factores envueltos en el splicing del pre-mRNA como
proteinas SNRNP y SR (Matera y Wang, 2014). Es de destacar esta zona, porque la
mayoria de la actividad splicing se ubica entre los bordes de los speckles (motas) y
la cromatina del nucleolo (Matera y Wang, 2014). Finalmente, los genes
correspondientes a la ontologia transcription factor TFIID complex codifican a
proteinas de la familia de factores de inicio de la transcripcion (TFIIA, TFIIB, TFIIE
y TFIIF) que permiten la unién de la RNA polimerasa Il (Materay Wang, 2014; Patel
et al., 2020).

El tercer grupo que corresponde a los genes relacionados a auxinas incluye factores
de transcripcion Aux/IAA represores de auxina, PIN relacionados a la acumulacion
y transporte de auxinas, BIG GRAIN relacionados al transporte de auxinas, y
tetraspaninas relacionados a receptores de superficie en la membrana plasmatica
(Uniprot, 2021). Sharif et al. (2022) en una revision de literatura sobre el rol de las
auxinas en el crecimiento y estrés de cucumis sativus L. (pepino), menciona que los
genes PIN y Aux/LAX codifican proteinas que transportan y regulan la homeostasis
de las auxinas; ademas, que los genes Aux/IAA, TIR1/AFB y factores receptores de
auxinas (ARF) son responsables de una regulacién estricta en diferentes procesos
que incluyen el desarrollo embrionario, aborto de semillas y establecimiento del
fruto. Asimismo, Sharif et al. (2022) mencionan que las auxinas tienen un rol
fundamental en la temomorfogénesis de la planta que incluye la elongacion del
hipocdtilo y la elongacion de las hojas. Por otro lado, Chen et al. (2022) en un analisis
del metaboloma y transcriptoma de Eriobotrya japdnica (nispero) expuesto a altas
temperaturas (40°C), encontraron que los niveles de las homonas auxina, acido
abcisico (ABA), acido salicilico (SA), acido giberélico (GA), acido jasmdnico (JA)
y etileno estaban elevados, mientras que la hormona citoquinina estaba en bajas
concentraciones. Ademas, en el andlisis ontoldgico realizado con el método ORA de
los genes diferencialmente expresados, encontraron que la ruta metabdlica
“transduccion de sefial mediada por auxina” estaba sobreexpresada y, que concuerda

con los analisis previamente realizados en arabidopsis y soya, en las que también se
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encontraron niveles incrementados de auxinas y de expresion de genes biosinteticos
de auxina bajo condiciones de estrés térmico. Chen et al. (2022) proponen una ruta
reguladora de genes en respuesta al estrés térmico en la cual las proteinas HSP
promueven la proteccién y mantenimiento de la fotosintesis y regulan la sefializacion

de auxinas lo cual mejora la respuesta al calor.

En el dltimo grupo que corresponde a ontologias relacionadas a metabolitos
secundarios tenemos a genes relacionados a la sintesis de terpenoides como: (-)-
germacreno sintetasa D, cis-abienol sintetasa, viridifloreno sintetasa, S-linalol
sintetasa, 1-deoxi-D-xilulosa-5-fosfato sintetasa y 4-difosfocitidil-2-C-methil-D-
eritritol quinasa. En la base de datos de Uniprot (Uniprot, 2021), encontramos que
la enzima (-)-germacreno sintetasa D es parte de la ruta de sintesis del sesquiterpeno
(-)-germacreno a partir de la molécula farnesil pirofosfato; la enzima cis-abienol
sintetasa es parte de la ruta de sintesis del diterpeno cis-abienol (parte de la sintesis
de giberelinas) a partir de geranilgeranil pirofosfato; la enzima viridifloreno sintetasa
es parte de la ruta de sintesis del sesquiterpeno viridifloreno a partir de farnesil
pirofosfato; la enzima S-linalol sintetasa es parte de la ruta de sintesis del
monoterpeno S-linalol (molécula antibacteriana) a partir de geranil pirofosfato y por
altimo; la 1-deoxi-D-xilulosa-5-fosfato sintetasa (DXS, primera enzima de la ruta
de metil eritrol fosfato:MEP) y la 4-difosfacitidil-2-C-methil-D-eritritol quinasa
(CMK) son parte de la ruta MEP para la sintesis de terpenoides (Yan et al., 2022).

La presencia de terpenoides en la respuesta al estrés por temperatura ha sido
estudiada por Akhi et al. (2021) y Yan et al. (2022), en cuyos trabajos se menciona
que, la naturaleza anfipatica de los terpenoides mejora las interacciones hidrofobicas
entre las proteinas de membrana y los lipidos de membrana (mejora la estabilidad de
membrana) y, remedian el dafio causado por las especies reactivas de oxigeno frente
a condiciones de estrés. Respecto a los genes que sintetizan terpenos (Terpeno
sintetasa), Yan et al. (2022) menciona que son clasificados en siete subfamilias
(a,b,c,d,e/f,g y h) de las cuales, la subfamilia g s6lo se encuentra en gimnospermas y
la familia h s6lo se encuentra en Selaginella moellendorffii y; la cantidad de estos

genes varia dependiendo de la especie.

Yan et al. (2022) en Rosa chinensis (rosa) evaluaron la expresion de genes para la

sintesis de terpenoides, mediante PCR en tiempo real, en estrés de temperatura
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(35°C); encontrando que el 78% de los genes que sintetizan terpenoides en esa
especie, estuvieron regulados hacia arriba. Por otro lado, Akhi et al. (2021)
mencionan en su revision de literatura que una variedad transgénica de tabaco
(Nicotiana attenuata), la cual se modificO para sobreexpresar la sintesis de una
enzima terpeno sintetasa, poseia resistencia al estrés térmico. En base a esto, la
presencia de los genes que codifican a las enzimas cis-abienol sintetasa, DXS y
CMK estaria indicando que Coffea arabica sintetiza terpenoides en el cloroplasto
usando la ruta MEP para la proteccion de la fotosintesis de los efectos del estrés
por alta temperatura. Y, la presencia de los genes que codifican a las enzimas la
enzima (-)-germacreno sintetasa D, viridifloreno sintetasa y S-linalol sintetasa estaria
indicando que Coffea arabica estaria usa la ruta del mevalonato (MVA) para atenuar
los efectos del estrés térmico en el citosol (Yan et al., 2022).
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V. CONCLUSIONES

La badsqueda de experimentos en la base de datos de secuencias SRA del NCBI
resulto en la seleccion de los bioproyectos PRINA630692 y PRINA609253.

La comparacion de las estadisticas de mapeo permitié determinar que el
transcriptoma de Coffea arabica en condiciones de estrés a altas temperaturas se
asemeja mas al genoma de Coffea eugenioides que al genoma de Coffea
canpehora.

Mediante el analisis de expresion diferencial se ha podido evidenciar diferencias
de expresion génica en Coffea arabica cuando las temperaturas son mayores a
37°C.

El analisis funcional de genes permitié identificar ontologias relacionadas a la
termotolerancia adquirida de Coffea arabica en temperaturas de 37°C y 42°C. Lo
cual indicaria que esta especie presenta resiliencia a elevadas temperaturas del
aire.

El aumento de la temperatura del aire sobre las hojas de Coffea arabica permitié
identificar la sobreexpresion de genes relacionados a la formacién del complejo
espliceosoma.

El aumento de la temperatura del aire sobre las hojas de Coffea arabica permitié
identificar la sobreexpresion de genes relacionados al transporte, acumulacion,
transduccion y represion de auxinas.

El aumento de la temperatura del aire sobre las hojas de Coffea arabica permitié

identificar la sobreexpresion de genes relacionados a la sintesis de terpenoides.



VI. RECOMENDACIONES

Realizar el analisis transcriptomico del RNA total de Coffea arabica en
condiciones de elevadas temperaturas (mayores a 37°C) para evaluar las
isoformas codificantes y no codificantes del mRNA y, ahondar en el proceso de
respuesta al estrés de temperatura.

Realizar el secuenciamiento de regiones motivo de los factores de transcipcion
de Coffea arabica en condiciones de elevadas temperaturas (mayores a 37°C)
con la técnica de secuenciamiento de inmuno precipitacion de la cromatina
(chromatine inmuno precipitation sequencing: ChlIP-Seq) para evaluar a los

factores de trnascripcion presentes en el estrés por temperatura.

En caso de realizar el analisis transcriptomico del mMRNA de Coffea arabica,
tomar en cuenta en la etapa preparacion de la biblioteca gendmica la opcion de
usar kits que permitan obtener la direccion de la que proviene el mRNA

(metodologia stranted).

Es recomendable usar el software RSEM para la etapa de conteo de reads ya que,
permite contar a los reads que son mapeados a multiples loci y no deja que pierda

esa informacién importante.

Identificar el nimero de genes que codifican a las proteinas SHSP en el genoma
de Coffea arabica para evaluar la posible resiliencia de esta especie frente a

elevadas temperaturas.

Identificar el nimero de genes que codifican a las enzimas terpeno sintasa en el
genoma de Coffea arabica para evaluar la diversidad de estas enzimas presentes

en la especie y su accionar frente a elevadas temperatura del aire.

Realizar el analisis mediante PCR en tiempo real a los genes que codifican a las
proteinas SHSP y a enzima terpeno sintasa para entender mejor lo que ocurre en

Coffea arabica bajo elevadas temperaturas del aire.
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VIIl.  ANEXOS

Anexo 1: Metadatos de los bioproyectos- https://github.com/pipaber/Thesis-coffea-

arabica/blob/main/Metadata bioprojects coffeaarabica.xlsx

Anexo 2: Datos del bioproyecto PRINA630692- https://github.com/pipaber/Thesis-
coffea-arabica/tree/main/PRINA630692

Anexo 3: Datos del bioproyecto PRINA609253- https://github.com/pipaber/Thesis-
coffea-arabica/tree/main/PRINA609253

Anexo 4: Tabla de estadisticas de STAR- https://github.com/pipaber/T hesis-coffea-
arabica/tree/main/STAR%20aligment%20stats

Anexo 5: Cddigo R para analisis de expresion diferencial de genes, analisis funcional
de genes y Genetonic- https://github.com/pipaber/T hesis-coffea-
arabica/tree/main/R%20code%20DEseq2%20and%20fgsea

Anexo 6: Muestras por temperatura- https://github.com/pipaber/Thesis-coffea-
arabica/blob/main/R%20code%20DEseq2%20and%20fgsea/muestras_portemperat

ura.rtf

Anexo 7: Codigo R para la contruccion del objeto de anotacion-
https://github.com/pipaber/Thesis-coffea-

arabica/tree/main/Annotation%200f%20coffea%20arabica

Anexo 8: Cadigo R para el analisis con Genetonic (tomar en cuenta que en el anexo
5 se generan los archivos necesarios para correr el cddigo de este anexo)-

https://github.com/pipaber/Thesis-coffea-arabica/tree/main/Genetonic code
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