o)
‘.“
UFG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
POS-GRADUACAO EM GENETICA E BIOLOGIA MOLECULAR

SABRINA DELGADO SOARES

MONTAGEM E ANALISE DO TRANSCRITOMA DO MOGNO AFRICANO (Khaya
grandifoliola C. DC.)

Goiania - Goias

2019



o}
UFG

UNNERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

TERMO DE CIENCIA E DE AUTORIZACAO (TECA) PARA DISPONIBILIZAR
VERSOES ELETRONICAS DE TESES

E DISSERTACOES NA BIBLIOTECA DIGITAL DA UFG

Ma gualidade de titular dos direitos de autor, autorizo a Universidade
Federal de Goias (UFG) a disponibiizar, gratuitamente, por meio da Biblioteca Digital
de Teses e Dissertacoes (BOTDYUFG), regulamentada pela Resolucdo CEPEC n¥®
83272007, sem ressarcimento dos direitos autorais, de acordo com a Lei 9.610/98, o
documento conforme permissdes assinaladas abaixo, para fins de leitura, impressao

gfou download, a thulo de divulgacdo da produgdo cientfica brasieira, a partir desta
data.

O conteddo das Teses e DiEsertacoes dsponibiizado na BDTOYUFG & de
responsablidade exclusiva do autor. Ao encaminhar o produto final, o autor{a) e ola)
orientador{a) firmam o compromiEso de gue o trabalho ndo contém nenhuma
violagio de quaisquer direitos autorais ou outro direito de terceiros.

1. Identificacdo do material bibliografico
[ | DEsertacao [x ] Tese [ ] Qutro*:

*Mo cazo de mestrado/doutorads profis sional, indique o formato do Trabalho de ConclusBo de Curso, permitida no
documents de drea, correspondents ao programa de pas-gradusclo, arlentado pels legislagBos vigente da CAPES.

Emomplos: Estudo de caso ou Revis o sistembtica ou outrod formates.

2. Nome completo do autor
SABRINA DELGADOD SOARES
3. Titulo do trabalho

MONTAGEM E ANALISE DO TRANSCRITOMA DO MOGNQ AFRICANO (Khaya grandifoliola C.
DC.)

4. Informacoes de acesso ao documento (este campo deve ser
preenchido pelo orientador)

Concorda com a liberacado total do documento [ x ] 5IM [ 1MAOD?

[1] Neste caso o documento sera embargado per até um ano a partir da data de
defesa. Apds esse perindo, a possivel disponibilizacdo ocorrerd apenas mediante;

a) consulta aolad) autor{a) e ao(a) orientador{a);

b} novo Termo de Ciéncia e de Autorizacao (TECA) assinado e inserido no arquive da
tese ou dissertacan,

O documento nao serd disponibiizado durante o periodo de embargo.

Casos de embargo:

- Splickacdo de registro de patente;

- Submissdo de artigo em revista cientifica;




- Publicacdo como capitulo de livro;

- Publicacao da dissertacaoftese em lvro.
0Obs. Este termo devera sar assinado no 5El pelo orentador & pelo
autar.

;I © ) Documento assinado eletronicamente por SABRINA DELGADO SOARES.
sap l_j Discente, em 07/06/2023, 45 17:35, conforme harario oficial de Brasilia, com
sasinmure LT fundamento no § 32 do art. 4% do Decreto n® 10.543, de 13 de novembro de

cletrisrica 3020,

1 © 7} Documento assinado eletronicamente por Evandro Novaas, Usuéario
Sep Il_ij Externo, em 11/06/2023, as 08:08, conforme hordrio oficial de Brasilia, com
asslnatura fundamento no § 32 do art. 4% do Decreto n® 10.543, de 13 de novembro de

Eletrinia 2{]2{!

Referéncla: Processo n® 23070.032519/2023-23 SElIn® 3808170




SABRINA DELGADO SOARES

MONTAGEM E ANALISE DO TRANSCRITOMA DO MOGNO AFRICANO (Khaya
grandifoliola C. DC.)

Tese apresentada ao Programa de Pos-graduagao
em Genética e Biologia Molecular, da
Universidade Federal de Goias para obtengdo do
titulo de Doutora em Genética e Biologia
Molecular.

Orientador: Prof. Dr. Evandro Novaes

Goiania — Goias

2019



Ficha de identificacdo da obra elaborada pelo autor, atraveés do
Programa de Geragao Automatica do Sistema de Bibliotecas da UFG.

Soares, Sabrina Delgadao

MONTAGEM E ANALISE DO TRANSCRITOMA DO MOGNO
AFRICANO (Khaya grandifolicla C. DC.) [manuscrita] / Sabrina
Delgado Soares. - 2019.

s0f:il

Orientador: Prof. Dr. Evandro Novaes.

Tese (Douterado) - Universidade Federal de Goias, Instituto de
Cigncias Bioldgicas (ICB), Programa de Pos-Graduacdo em Genélica e
Biologia Molecular, Goiania, 2019.

Biblicgrafia.

1. Mentagem de novo. 2. RNA-seq. 3. Bioinformatica. 4. Madeira
nobre. |. Novaes, Evandro, orient. 11 Titulo.

CDU 575




I LI

HO: "1




SUMARIO

RESUMO....ouocuereereresessesessessssssesessssssessesssssessssessssssesssssssssssessssssessssessssssesssssssssssessssasssssesses 10
ABSTRACT uueeerercrererssessesssssssessessssssssssessssssessssssesssssssssasssssssssssssesssssssssssssssssessssessssssessss 11
1 INTRODUCAO 12
2 MATERIAL E METODOS ......oooveeeeeeereeeressesssessessssessesessesssssssessssessassssesssssssessssassessssesess 13
2.1 COLETA DO MATERIAL BIOLOGICO, EXTRACAO E QUANTIFICACAO DO
RINA oottt 13
2.4 CONTROLE DE QUALIDADE DO SEQUENCIAMENTO ......c.ccoovvieeeeeeieeennn. 14
2.5 MONTAGEM de 10vo DO TRANSCRITOMA ........cooouimieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 14
2.6 ANOTACAO FUNCIONAL......coouiueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 15
2.7 ANALISE DE EXPRESSAO GENICA E ENRIQUECIMENTO FUNCIONAL ........ 16
3 RESULTADOS ....euvercrenereresesessesesssessssssesssssssssssesssssssssssessssesessssessssssessssessssssessssesssssseseses 17
3.1 MONTAGEM E ANOTACAO FUNCIONAL DO TRANSCRITOMA DE K.
GEANAIFOLIOLA ..ottt et e e st e e st e e s sae e e sbeeesseeensseesnsaeesnseaenns 17
3.2 EXPRESSAO GENICA DIFERENCIAL E ENRIQUECIMENTO FUNCIONAL......23
3.3 ANALISE DE VIAS METABOLICAS PARA K. grandifoliola ...................ccco........ 28
4 DISCUSSAO 32
4.1 MONTAGEM E ANOTACAO FUNCIONAL.......ooimiiieeeeeeeeeeeeeeeeee e 32
4.2 EXPRESSAO GENICA DIFERENCIAL E ENRIQUECIMENTO FUNCIONAL......34
5 CONCLUSAO.....ccoeerererererereresssssssssssssssssssssessssssssssssessssssssssessssssssssssesssssssssssssssssssssssasssssess 44

6 REFERENCIAS .....ocvviueeteriensessasssessesssssssssssessssssssessessassssssessesssssssssessassssssessessassssssassassases 45



AGRADECIMENTOS

Ao programa de Pos-graduagao em Genética e Biologia Molecular (PGBM), Instituto
de Ciéncias Biologicas da UFG e todos os docentes do programa pela oportunidade de realizar

o doutorado.

Ao Laboratério de Genética e Gendmica de Plantas da Escola de Agronomia da
Universidade Federal de Goias (EA/UFQG) e a equipe que o compde. Em especial a Ludmila
Bandeira que fez a extracdo do RNA enquanto eu estava participando do processo de selegao

do PGBM.

A professora Mariana Pires de Campos Telles e ao professor Alexandre Siqueira Guedes

Coelho pelas contribui¢des na etapa de qualificacao.

A Universidade Federal de Goias pela estrutura e apoio no desenvolvimento da

pesquisa.

A Fundagio de Amparo a Pesquisa do Estado de Goias (FAPEG - Proc.
201201272750053) e ao viveiro Mudas Nobres pelo apoio financeiro.

A Professora Sybelle Barreira pela permissdo de coleta do material vegetal em sua area
experimental.

Agradeco a Deus e a Nossa Senhora por me dar a oportunidade durante estes anos de
conviver com pessoas, desde a moca da limpeza, das secretarias quanto aos mestres, que de
alguma forma contribuiram para mais uma etapa da minha formacgao académica.

A minha mae (Maria) e meu irmio (Bruno) que sempre me incentivaram nos estudos e
sempre me deram forgas para almejar esse sonho.

Ao meu esposo, Divino Henrique, pela compreensdo e paciéncia nos periodos de
auséncia.

A minha filha Maria Clara que desde o inicio de sua vida (dentro do meu ventre) foi
companheira da mamae durante as viagens, analises, escrita e agora... a defesa.

Aos meus avos maternos (Maria e Geraldo), aos meus tios (Zeca, Antonio e José Oscar)
e tias (Marizete e Eliana) que de alguma forma me ajudaram durante esses anos.

Ao meu orientador, professor Evandro Novaes, que com sua humildade e enorme
coragdo sempre esteve pronto para orientar. Seja puxando a orelha ou reconhecendo o esfor¢o
de seus alunos (as). E, principalmente pela enorme compreensao e por sempre estar preocupado

com a nossa saude mental.



As minhas amigas Amanda Candido e Lucilla Avila pelo companheirismo e apoio nesta
jornada.

Aos meus amigos e amigas que a Pés-graduagdo me deu, especialmente aos “meus”
Stela Ribeiro, Mariane Brom, Rhewter Nunes, Ivone de Bem e Lucas Vieira que me ajudaram
e apoiaram com uma estadia, com uma conversa, com abragos e com os afazeres da Pos.

Aos meus colegas de trabalho que sempre estavam dispostos a me substituir quando era
necessario me ausentar, especialmente a minha amiga Livia Vieira. E, aos meus alunos que

sempre compreenderam a minha auséncia.



10

RESUMO

SOARES, S. D. Montagem e analise do transcritoma do mogno africano (Khaya
grandifoliola C. DC.) 2019. Tese (Doutorado em Genética e Biologia Molecular) — Instituto de
Ciéncias Biolodgicas, Universidade Federal de Goias'.

O Khaya grandifoliola C. DC. é uma espécie tropical com madeira de alto valor no comércio
internacional. Apesar do interesse por reflorestadores e produtores de madeira, praticamente
nada se sabe sobre os aspectos genéticos e genomicos da espécie. Com o desenvolvimento das
plataformas de sequenciamento de nova geracao (NGS), a caracterizacao de transcritomas pode
ser realizada em larga escala e com custo acessivel. Nesse contexto, o objetivo do trabalho foi
o de identificar os genes de K. grandifoliola por meio da técnica de RNA-Seq e identificar
aqueles diferencialmente expressos entre os tecidos da folha e do xilema K. grandifoliola. O
RNA total foi extraido de amostras de folhas e xilemas de quatro arvores plantadas em area
experimental da UFG. As amostras de mRNA foram sequenciadas em plataforma Illumina
HiSeq 2000, no modo “paired-end” 2x100 pb. O sequenciamento resultou em um total de 857
milhdes de sequéncias que, apos controle de qualidade, diminuiu para 808 milhdes com um
tamanho médio de 24 a 85 pb. O programa Trinity foi utilizado para montagem de novo do
transcritoma obtendo-se 116.289 transcritos para um total de 36.271 genes. Os transcritos
variaram de 524 a 12.031 pb com média de 1.366 pb e N50 de 1.657 pb. A andlise de expressao
génica, identificou a presenga de 13.626 genes diferencialmente expressos (GDEs) (FDR
<0,05) entre os dois tecidos. Desses, 5.438 foram mais ativados em folha e 8.188 em xilema.
Uma analise de enriquecimento funcional de categorias do Gene Ontology entre os GDEs foi
realizada pelo programa Blast2GO. Essa andlise identificou 26 termos GO enriquecidos entre
os GDEs mais ativos em xilema. Em folha foram encontrados 48 termos enriquecidos. Como
esperado, as categorias identificadas como enriquecidas entre os GDE apontam, para processos
biologicos e componente celular mais especificos de cada tecido. Por exemplo, entre os genes
mais ativos no tecido foliar foram identificados termos associados a tilacoides (GO:0009579),
plastideos (GO:0009536) e fotossintese (GO:0015979). J& para o xilema foram identificados
termos relacionados ao metabolismo de carboidratos (GO: 0005975), parede celular
(GO:0071554) e de proteinas do citoesqueleto (GO:0008092). Esse estudo apresenta, de forma
inédita, as sequéncias dos genes do K. grandifoliola. A anélise de expressdo diferencial permitiu
identificar quais genes sdo mais ativos em folha e xilema. Anélises das vias metabolicas no
iPath3 possibilitou identificar as rotas mais ativas em folhas e em xilema. Um Blast contra o
proteoma de laranja (Citrus sinensis) revelou a presenca de 95 GDEs anotados para as enzimas
da via de biossintese dos limondides, um importante metabdlito secundario com propriedades
medicinais.

Palavras-chave: Montagem de novo; RNA-seq; Bioinformatica; madeira nobre.

! Orientador: Evandro Novaes, PhD. Escola de Agronomia —UFG.
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ABSTRACT

SOARES, S. D. Assembly and analysis of the transcritoma of the African mahogany
(Khaya grandifoliola C. DC). 2019. Thesis (PhD in Genetics and Molecular Biology) - Institute
of Biological Sciences, Federal University of Goias.

Khaya grandifoliola C. DC. is a tropical species with high value wood in international markets.
Despite the high interest for reforestation and timber production, virtually nothing is known
about the genetic and genomic aspects of the species. With the development of next-generation
sequencing platforms (NGS), the characterization of transcriptomes can be performed on a large
scale and at affordable cost. In this context, the objective of the work was to discover K.
grandifoliola genes by using RNA-Seq technique and to identify those differentially expressed
between the leaf and the xylem K. grandifoliola tissues. Total RNA was extracted from leaf
and xylem samples of four trees planted in the experimental area of the UFG. mRNA samples
were sequenced on the Illumina HiSeq 2000 platform, in paired-end mode 2 x 100 bp.
Sequencing resulted in a total of 857 million sequences which, after quality control, decreased
to 808 million with an average size of 24 to 85 bp. Trinity program was used to reassemble the
transcriptome, obtaining 116,289 transcripts for a total of 36,271 genes. Transcripts ranged
from 524 to 12,031 bp with a mean of 1,366 bp and N50 of 1,657 bp. Analyses of gene
expression identified 13,626 differentially expressed genes (DEGs) (FDR <0.05) between the
two tissues. Of these, 5,438 had higher expression in leaves and 8,188 in xylem. A functional
enrichment analysis of Gene Ontology categories among the DEGs was performed by the
Blast2GO program. This analysis identified 26 GO terms enriched among the most active DEGs
in xylem. Among genes up-regulated in leaves, 48 enriched terms were found. As expected, the
categories identified as enriched between DGEs point to biological processes and cellular
components specific of each tissue. For example, among the most active genes in leaf tissue,
terms associated with thylakoids (GO:0009579), plastids (GO:0009536) and photosynthesis
(GO:0015979) were identified. On the other hand, for the xylem, terms related to carbohydrate
metabolism (GO:0005975), cell wall (GO:0071554) and cytoskeletal proteins (GO:0008092)
were significantly enriched. To the best of our knowledge, this is the first report of large-scale
gene sequences for K. grandifoliola. Differential expression analysis allowed us to identify
which genes are most active in leaf and xylem. Analysis in iPath3 identified the metabolic
routes activated in leaf and xylem tissues. A BlastX search against the orange proteome (Citrus
sinensis) revealed the presence of 95 DEGs annotated for the enzymes of the limonoid, a
secondary metabolite with medicinal properties.

Keywords: de novo assembly; RNA-seq; Bioinformatics; high-value wood.
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1 INTRODUCAO

A Khaya grandifoliola C. DC. ¢ uma espécie tropical com madeira de alto valor no
comércio internacional. Esse valor se deve a excelente trabalhabilidade e durabilidade de sua
madeira. Além disso, a madeira ¢ muito apreciada pela sua coloragdo, com gradiente de
tonalidades que vai do amarelo ao vermelho, bem como pelas suas propriedades fisicas que
permitem um polimento fino, sendo utilizada para uma gama de industrias na fabricagcdo de
moveis, navios, carpintaria e pavimentos. Tais caracteristicas do mogno africano sao similares
a espécie de mogno brasileiro Swietenia macrophyla King [1].

Assim, 0 mogno africano ¢ um excelente substituto para a S. macrophyla que nao pode
sofrer cortes e ser comercializada devido a uma instru¢ao normativa do IBAMA [2]. Essa
proibi¢ao foi instaurada por causa de sua inclusdo no catalogo de espécies com risco de extingao
[3]. Além disso, no Brasil os plantios de mogno brasileiro sdo devastados pela mariposa
Hypsipyla grandella Zeller (1948) (Lepidoptera: Pyralidae), tornando seu cultivo inviavel. A
K. grandifoliola ¢ susceptivel a outra espécie de mariposa, a H. robusta. No entanto, esta ¢ uma
espécie africana ndo encontrada no Brasil. Além disso, 0 mogno africano se adapta bem ao
clima e ao solo do pais e ainda é pouco atacado pela H. grandella, que prefere as Meliaceaes
nativas do Brasil [1, 4-8], o que o torna potencialmente interessante para reflorestadores e
produtores de madeira.

Devido a alta exploragdo de sua madeira visando abastecer o comércio internacional e
sua baixa regeneragao nos locais afetados, a espécie foi incluida na lista vermelha de espécies
ameagadas da IUCN (Unido Internacional para a Conserva¢do da Natureza e dos Recursos
Naturais) [9].

Apesar do potencial econdmico e importancia ecologica da K. grandifoliola,
praticamente nada se sabe sobre os aspectos genéticos e gendmicos da espécie. Com o advento
dos métodos de sequenciamento de nova geragdo (Next Generation Sequencing) (NGS), tornou
a analise do perfil genético e funcional de qualquer organismo mais rapido e acessivel [10—13].
O sequenciamento de transcritomas com plataformas NGS ¢ denominado de RNA-seq. Esta
técnica permite caracterizar o conjunto de transcritos, possibilitando a quantificacio dos
elementos funcionais do genoma em diferentes tecidos e condigdes. As aplicagdes da técnica
sdo variadas, podendo ser util para estudos que visam identificar marcadores moleculares como

microssatélites e polimorfismos de nucleotideos tinicos (SNPs), descoberta de genes funcionais
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e de isoformas (produto de splicing alternativo), e quantificar a expressao génica em diferentes
tecidos e condicdes fisiologicas de um determinado organismo [14-17].

Contudo, para acessar as informagdes biologicas contidas nas milhdes de sequéncias
geralmente obtidas sdo necessarios métodos computacionais, como, por exemplo, ferramentas
para montagem do transcritoma [ 18]. Na literatura ja existe um amplo arcabougo de ferramentas
bioinformaticas desenvolvidas para dados obtidos em plataformas NGS [13].

Devido ao alto valor de sua madeira e a necessidade de conservar o vulneravel
germoplasma de K. grandifoliola, ¢ importante que ferramentas moleculares sejam criadas para
catalisar o melhoramento e os estudos de genética de populacdes para conservacao da espécie.
Como virtualmente nada se sabe sobre os genes e 0 genoma dessa espécie, os objetivos desse
trabalho foram: 1) sequenciar e montar o transcritoma do mogno africano Khaya grandifoliola;
2) anotar funcionalmente os genes de K. grandifoliola; 3) avaliar a expressao génica diferencial

entre os tecidos da folha e do xilema da espécie.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 COLETA DO MATERIAL BIOLOGICO, EXTRACAO E QUANTIFICACAO DO RNA

Foram coletados folhas e xilema de quatro arvores adultas de mogno-africano (K.
grandifoliola), com idade de dois anos, plantadas em area experimental da Escola da
Agronomia da Universidade Federal de Goias. A coleta do xilema foi feita com raspagem do
tronco apds remog¢ao da casca. Os tecidos foram congelados imediatamente em nitrogénio
liquido e armazenados em ultra-freezer (-80°C) para preservagao do RNA.

Para a extracdo do RNA, as amostras de folhas e xilema congeladas foram maceradas
em cadinho com nitrogénio liquido. Em seguida, procedeu-se a extragdo de RNA de acordo
com o protocolo de [19], que se baseia na precipitacao das moléculas de RNA com LiCl.

A integridade do RNA extraido de cada uma das oito amostras (4 arvores x 2 tecidos)
foi avaliada em gel de agarose 2% e a concentracdo foi aferida no instrumento Qubit
Fluorometer (Life Technologies) com o kit Qubit RNA Assay (Life Technologies). As amostras
de RNA das quatros plantas foram combinadas de maneira equimolar em dois pools, um com

as amostras de folha e outro com as de xilema. Esses dois pools foram enviados a empresa BGI
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Co. Ltd. (Hong Kong) em colunas estabilizadoras (GenTegra-RNA, GenTegra, Pleasanton,
USA) para sequenciamento na plataforma HiSeq 2000 (Illumina). As amostras de RNA das
folhas e xilemas foram preparadas com o kit TruSeq® Stranded mRNA Library Prep (Illumina)
e sequenciadas em duas canaletas, uma para cada tecido. O sequenciamento foi feito nas duas

pontas dos fragmentos (paired-end), obtendo-se 100 pares de bases (pb) de cada lado.

2.4 CONTROLE DE QUALIDADE DO SEQUENCIAMENTO

O sequenciamento gera arquivos grandes em formato fastq, os quais foram compactados
para transferéncia. A qualidade das sequéncias obtidas foi avaliada com o programa FastQC
[20].

No sequenciamento [llumina sdo utilizados adaptadores que sao ligados nos flancos dos
fragmentos sequenciados. Como esses adaptadores podem ser sequenciados, esses foram
removidos das sequéncias com o programa Trimmomatic [21], utilizando a opg¢ao
ILLUMINACLIP:adapters.fa:2:30:10. Além disso, o Trimmomatic também foi utilizado para
proceder a limpeza das sequéncias com baixa qualidade. Para isso foram utilizadas as op¢des
SLIDINGWINDOW:4:20 para remoc¢ao das sequéncias das pontas quando uma janela de
quatro bases tinha média de qualidade inferior a 20 (Phred Quality Score Q > 20);
LEADING:20 e TRAILING:20 para o corte de bases com baixa qualidade no inicio e final de
cada sequéncia, respectivamente; HEADCROP:15 para o corte das quinze primeiras bases de
cada sequéncia. Essa opc¢do foi utilizada porque as primeiras bases possuiam conteido GC
distorcido; MINLEN:24 para remog¢ao de sequéncias que, apos a filtragem, tinham tamanho
inferior a 24pb. Apos a remocao dos adaptadores e das sequéncias de baixa qualidade, as
sequéncias foram avaliadas novamente no programa FastQC, confirmando a melhoria nas

métricas de qualidade.

2.5 MONTAGEM de novo DO TRANSCRITOMA

Como nao ha sequéncias de referéncia para o mogno africano K. grandifoliola, a
montagem (assembly) das sequéncias dos transcritos foi realizada de novo com o programa

Trinity [22]. Este utiliza trés ferramentas (Inchworm, Chrysalis e Butterfly), de forma
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sequencial, para montagem de grande volume de sequencias de RNA-seq com base em Grafos
de Brujn [22]. A montagem dos transcritos foi realizada com a opc¢do de reportar somente
contigs com tamanho minimo de 500 pb. Também foi informado o tipo de orientacao das reads
na biblioteca: foward e reverse (FR).

Possiveis contaminantes nas sequéncias montadas foram investigados através de uma
busca, com a ferramenta BlastN, contra sequéncias do genoma de Escherichia coli e dos bancos
de rRNA do SILVA [23], UniVec (sequéncias de oligonucleotideos e vetores de bactéria, fagos,
virus, leveduras e sequéncias sintéticas), de mitocondria (mtDNA) e cloroplasto (cpDNA) do
National Center for Biotechnology Information (NCBI). Sequéncias similares, com um e-value
de 10°, foram eliminadas da montagem final com o programa Pyfasta

(http://github.com/brentp/pyfasta/).

2.6 ANOTACAO FUNCIONAL

O programa Blastx foi utilizado para encontrar similaridade entre os transcritos
montados de mogno africano (K. grandifoliola), traduzidos nas seis fases de leitura, contra o
banco de dados de proteinas do sub-reino de Embridfitas no banco de dados nr (non-redundant)
do NCBI. O Blastx foi utilizado com a op¢io “max_target seqs” de 20 e e-value 107,

Como o Trinity monta as diferentes isoformas de um mesmo loco (gene), primeiramente
foi feita a selec@o no output do Blastx (.txt) de uma unica isoforma, representativa, por gene.
Essa selecdo de uma tUnica isoforma por gene foi feita para evitar a super-representacao de
categorias funcionais de genes com muitas isoformas. A partir do identificador atribuido pelo
Trinity a cada transcrito, foi possivel investigar o nimero de isoformas por gene € o tamanho
dos transcritos através de um script Shell. Na plataforma R, a selecdo dos transcritos mais
representativos ocorreu através do melhor hit (Blast hit) com base no menor valor do e-value.
Em caso de empate, o segundo critério utilizado foi o BitScore do Blastx, seguido do maior
comprimento (length). Assim, se houvesse empate nos resultados do Blastx para duas ou mais
isoformas, a mais representativa seria aquela de maior tamanho.

Com as isoformas selecionadas, foi criado um novo arquivo fasta com estas sequéncias
utilizando o PyFasta. Um novo Blastx foi realizado com este arquivo das isoformas “mais

representativas” contra o banco de dados nr do NCBI. O arquivo xml resultante do Blast foi
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utilizado como input para anotagdo com categorias do Gene Ontology (GO) pelo programa
Blast2GO [24]. Com isso, os transcritos foram classificados com diferentes funcdes bioldgicas
nos trés dominios definidas pelo sistema de ontologias (“Cellular Component”, “Molecular
Function” e “Biological Process”) do Gene Ontology.

Os transcritos de K. grandifoliola foram comparados também com os peptideos de
Citrus, Theobroma, Populus e Vitis, obtidos do Phytozome [24]. A similaridade foi identificada
com a ferramenta BlastX, utilizando um limiar de E-value 10 e de 70% de identidade. O
numero de transcritos com homologos nessas espécies foi visualizado através de um diagrama

de Venn, por meio da plataforma online Venny 2.1 [25].

2.7 ANALISE DE EXPRESSAO GENICA E ENRIQUECIMENTO FUNCIONAL

Com o pipeline do programa Trinity foi realizado uma avalia¢ao dos niveis de expressao
génica em ambos tecidos. Com isso, foi possivel identificar genes especificos ou
preferencialmente expressos em cada tecido. A andlise foi feita em nivel de genes e ndo de
isoformas.

Seguindo o pipeline do Trinity, descrito em http://trinityrnaseq.github.io, primeiro
procedeu-se ao mapeamento e contagem das reads nos genes com O Script
align and estimate abundance.pl. O mapeamento das reads foi realizado com o programa
bowtie2 [26] e a contagem com 0 RSEM [27]. A matriz de contagem do niimero de sequéncias
alinhados em cada gene e em cada tecido (folha e xilema) foi entdo utilizada na andlise de
expressao diferencial. Como o conjunto de dados deste trabalho nao possui réplicas biologicas
para os tratamentos (pools de folhas e xilemas), o pacote edgeR [28] foi utilizado com a opcao
“-dispersion 0.4” como valor empirico para a dispersdo aleatoria dos dados de expressao.
Segundo o manual do edgeR, esse valor ¢ razodvel quando utilizado para conjunto de dados
advindo de experimento controlado. O limite de significancia adotado foi um p-valor ajustado
menor que 0,05 (FDR<0,05) e uma diferenga de expressdo minima de 4% (ou |log
(folha/xilema)| > 2).

O numero de genes expressos de forma especifica ou em ambos tecidos (folhas e xilema)
foi visualizado através de um diagrama de Venn, construido com o Venny 2.1 [25]. A analise
de enriquecimento funcional foi realizada com os GDEs divididos em uma lista com aqueles

mais ativados no xilema e outra para os genes mais ativados na folha. Essa andlise foi realizada
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no programa Blast2GO por meio do Teste Exato de Fisher considerando o valor de FDR < 0,05,

para identificar categorias funcionais enriquecidas entre os genes expressos em cada tecido.

2.8 IDENTIFICACAO DE VIAS METABOLICAS

A identificagdo das vias metabolicas para os genes de K. grandifoliola foi realizada com
os identificadores do KEGG Orthology (Kos) [29]. Para isso, primeiramente foi feito o
download das sequéncias e do arquivo de anotagdo das proteinas das espécies de Citrus
sinensis, Populus trichocarpa e Arabdopsis thaliana. Com o programa Blastx foi feito o
alinhamento do transcritoma de mogno com as sequéncias de proteinas das espécies descritas
acima.

Por meio do resultado do Blastx, foram obtidos os melhores alinhamentos (Best Hits)
utilizando um limiar de identidade maior que 70% com e-value 10. A partir desses melhores
alinhamentos foram obtidos os identificadores das respectivas vias metabolicas (KO e/ou EC).
Para visualizacdo das vias metabolicas representadas, dentre os transcritos montados, foi

utilizado a ferramenta iPath3 [30, 31].

3 RESULTADOS

3.1 MONTAGEM E ANOTACAO FUNCIONAL DO TRANSCRITOMA DE K. grandifoliola

No total, foram geradas 228.537.681 sequéncias pareadas 2x100 pb a partir do RNA
extraido das folhas de K. grandifoliola. Para a biblioteca de xilema produziu-se um total de
200.247.822 sequéncias neste mesmo formato.

Tanto a biblioteca de folha (Figura 5) quanto a de xilema apresentaram sequéncias com
média de qualidade de Phred acima de 30 (coloragdo verde), o que demonstra que o
sequenciamento teve uma 6tima qualidade e que as amostras de RNA nao foram degradadas
durante o armazenamento e transporte. Os graficos do FastQC mostram que as primeiras bases

das sequéncias apresentaram uma pequena queda de qualidade e uma distor¢do no contetido
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GC. Na etapa de limpeza (filtragem) foi feito a remog¢ao dos adaptadores Illumina, bem como

a remocao de sequéncias de baixa qualidade.

Quality scores across all bases (Sanger / lllumina 1.9 encoding)
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Figura 1. Resultado do programa FastQC para a biblioteca de folha. No eixo x estdo a posi¢ao
das sequéncias (pb) e no eixo y os valores de Phred. A: Primeira avaliagcdo da qualidade
das bases com detec¢ao de ruido no inicio da sequéncia. B: Melhora da qualidade das
sequéncias apos o corte das 15 primeiras bases realizada com o programa
Trimmomatic.

Apos filtragem dos dados, a biblioteca de folha passou a ter 215.003.241 sequéncias
pareadas, enquanto que a de xilema 189.247.018. Esta etapa resultou em sequéncias com
tamanho que variaram de 24 a 85 pb para ambas as bibliotecas.

A montagem de novo com o Trinity resultou em 116.289 contigs ou transcritos, de

36.271 locos ou genes. Com isso, a montagem gerou em média 3,2 isoformas por gene. O
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tamanho médio dos transcritos foi de 1366 pb e o N50 de 1657 pb (Tabela 1). Nao foram

montados contigs com tamanho inferior a 500 pb.

Tabela 1. Estatisticas da montagem de novo do transcritoma de K. grandifoliola realizada no

programa Trinity.

Parametros montagem Valor
Numero de sequéncias antes limpeza (folha e xilema) 428.785.503
Numero de sequéncias apds limpeza (folha e xilema) 404.250.259
Numero de contigs (transcritos e isoformas) 116.289
Numero de genes 36.271
Tamanho do menor contig 524
Tamanho do maior contig 12.031

% de contigs maiores que 1Kb 56.3
Numero de contigs > 10 Kb 12
Média dos tamanhos dos contigs 1.366
Mediana dos tamanhos dos contigs 1.112
N50 1.657
Conteudo GC (%) 41.58

A analise de similaridade das sequéncias de K. grandifoliola contra o banco de
peptideos de Embriodfitas, realizada pelo Blastx, demonstrou que 88,14% dos 116,286
transcritos tiveram hits no Blastx. A porcentagem média de identidade do alinhamento das

sequéncias de mogno contra as outras espécies foi relativamente alta (66,6%) (Tabela 2).

Tabela 2. Estimativas dos parametros de anotacao no Blastx.

Parametros Blastx Valor
Numero de hits 102.503
Numero de no hits 13.786
Comprimento médio dos hits 254.036
% de identidade média 66,62
Numero de transcritos com identidade acima de

70% 20.141
Transcritos com 100% de identidade 326

Apos a selegdo dos besthit com porcentagem de identidade >70%, a anélise pelo Blastx
revelou que o transcritoma do mogno africano possui maior similaridade com o género Citrus,

seguido do Theobroma, Populus e Vitis. Cerca de 70% dos genes possuem besthit em laranja
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(Citrus), seguido de Cacau (Theobroma) com 20%. Foram identificados ainda 1.292, 469, 440

e 373 sequéncias com Blast hit somente em cada uma dessas espécies (Citrus, Theobroma,

Populus e Vitis), respectivamente (Figura 2).

Populus Theobroma

Citrus

Figura 2. Diagrama de Venn demonstrando o nimero de transcritos de K. grandifoliola
similares aos peptideos de Citrus, Theobroma, Populus e Vitis. A similaridade foi

identificada com a ferramenta BlastX (E-value < 107 e identidade > 70%).

Para anotagdo funcional dos genes preditos, foram selecionadas uma isoforma
representativa para cada loco. Dos 36.271 genes, 27.575 obtiveram Blast hit e, portanto, tiveram
uma isoforma selecionada. Destes, foram obtidas 83.477 categorias funcionais do Gene
Ontology (GO) pelo Blast2Go. Do total, a maioria das anotagdes estdo relacionadas com os
dominios Processo Biologico (PB) com 37.936 anotacdes (45,4%), seguido de Funcdo
Molecular (FM) com 25.361 anotacdes (30,7%) e Componente Celular (CC) com 20.180
anotacoes (24,17%) (Figura 3).

Para o dominio CC, 7,5% das sequéncias foram anotadas para a regido nuclear

(GO:0005634), 7,4% como componente integrante da membrana (GO:0016021), 6,63%
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membrana plasmatica (GO:0005886), 5,44% para o citoplasma (GO:0005829), dentre outras
categorias obtidas. A categoria mais representada para FM foi a de ligagdes a ATP
(GO:0005524), com 9,02% das sequéncias anotadas (interacdo seletiva e ndo covalente com
ATP) e 3,98% para ligacdo a ions de zinco (GO:0008270). Por fim, no dominio PB destaca-se
o maior numero de sequéncias anotadas (4,04%) para as reagdes de oxidagdo/redugdo
(GO:0055114), 3,26% para processos metabdlicos (GO:0008152), 2,25% para metabolismo de
serina, dentre outras. A anotagdo funcional indica que, devido ao grande nimero de genes e
transcritos obtidos, existe uma grande diversidade de processos biologicos e fungdes
moleculares nas sequéncias montadas.

Como para K. grandifoliola ndo existem trabalhos prévios de descoberta de genes, as
sequéncias aqui anotadas oferecem uma oportunidade importante para futuros estudos com a

espécie.
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Figura 3. Dez primeiras categorias mais representadas, nas sequéncias de K. grandifoliola anotadas, para cada um dos trés dominios funcionais do

GO: componente celular (vermelho), fungdo molecular (verde) e processos biologicos (azul).
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3.2 EXPRESSAO GENICA DIFERENCIAL E ENRIQUECIMENTO FUNCIONAL

A andlise de expressdao génica identificou um total de 13.626 genes diferencialmente
expressos (GDEs) entre os tecidos das folhas e do xilema de K. grandifoliola (FDR<O0,05).
Destes, 5.438 foram mais expressos em folhas e 8.188 em xilema.

No grafico de dispersdo da média de contagem (logCounts) versus log2 do fold change
(logfFC) (Figura 4A), os pontos em vermelho demonstram os transcritos diferencialmente
expressos entre os tecidos. No eixo y, os valores acima de zero (positivo) identificam transcritos
mais expressos em xilema enquanto que aqueles abaixo de zero (negativo) os mais expressos
nas folhas.

As duas linhas pontilhadas em diagonal, nos extremos da distribui¢ao, representam os
transcritos especificos de cada tecido. Ou seja, esses pontos representam os transcritos
identificados somente em um e ndo no outro tecido. Dentre os GDEs, foram detectados 3.566
GDEs exclusivos de folhas e 6.129 exclusivos de xilema. Os GDEs que foram detectados como

transcricionalmente ativos em ambos tecidos totalizaram 3.931 (Figura 4B).

MA plot
Xilema Folha
P o o
E 6129 3931 3566
(?l L | | | |
-5 0 5 10
logCounts A B

Figura 4. Resultado da andlise de expressdo génica de mogno africano K. grandifoliola. A:
Diagrama de dispersao da média de contagem (logCounts — eixo x) versus diferenca
de expressao entre os tecidos (log2 do fold change ou logFC — eixo y). B: Diagrama
de Venn representando o nimero de GDEs especificos de cada tecido e compartilhados

entre ambos.
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Um Blast contra o proteoma de laranja revelou a presenga de 95 GDEs anotados para as
enzimas da via de biossintese dos limondides (Tabela 3). Os limonodides sdo metabodlitos
secundarios com propriedades medicinais contra doengas como a malaria, atividade citotoxica
contra células tumorais, atividade antifingica, antimicrobiana e imunossupressora. Dentre esses
95 GDE:s estdo as enzimas limonene sintase, limonoide glicosiltransferase, oxidoesqualeno
ciclase e a CYP714A1 corresponderam a um Unico gene no transcritoma de mogno. Esses genes
sao o0 TR10120|c0 g1, TR2028|c0 gl, TR506|cO gl e TR15994|c0 g1, respectivamente. Para
a enzima aciltransferase foram anotados oito genes, enquanto que para a enzima CYP90D1
foram anotados trés genes, e por fim, para as UDPs-glicosiltransferases foram encontrados 81
genes de mogno. Dentre as UDPs-glicosiltransferases, quatro genes foram anotados para a
enzima vomilenina glicosiltransferase, 34 genes para hidroquinona glicosiltransferase e 42

genes para poligalacturonato 4-alfa-galacturonosiltransferase.
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Tabela 3. Enzimas da via biossintética dos limondides e os genes correspondentes do transcritoma da K. grandifoliola.

Citrus (gene) Enzima KO/EC Gene K. grandifoliola
orangel.1g040856m, (4R)-limonene sintase EC:4.2.3.20 TR10120jc0_gl
orangel.1g043404m
ciclev10010416m Oxidoesqualene ciclase KO01853 TR506|c0_g1
EC:5.4.99.8
ciclev10031065m CYP714A1 K10717 TR15994|c0_gl
ciclev10025448m CYP90DI1 K12638 TR22323|c0_gl, TR4033|c0_gl, TR3956/c0_gl
EC:1.14.13.112
ciclev10001521m Aciltransferases K13510 TR20382|c1_g2, TR5906|c0_gl1, TR9597|c2_gl, TR13146|c0 g1, TR16527|c0_g1, TR18300lcl_gl,
EC:2.3.1.23 TR543|c0_gl, TR543|c0_g2
orangel.1g032826m  UDP glicosiltransferases EC:2.4.1.210  TR2028|c0_gl_i3
(limonoide glicosiltransferase)
ciclev10020010m UDP glicosiltransferases K08237 TR7889/c0_g2, TR12333[c0_gl, TR12870|c0_g1, TR13046|c0_gl, TR14581|c0_gl, TR16159/c0_gl,
(hidroquinona EC2.4.1218  TRI17138/c0_gl, TR17138/c0_g2, TR17138|c]_gl, TR1823|c0_gl, TR22480/c0_g1, TR22480[c1_gl,
alicosiltransferase) TR24873/c0_g1, TR5950|c0_g2, TR6700/c0_g1, TR6719|c0_g1, TR7889|c0_g2, TR6700/c0_gl,
TR12333|c0_gl, TR12870|c0_g1, TR12870/c0_g2, TR14581|c0_gl, TR16159]c0_gl, TR17138/c0_g1,
TR17138/c0_g2, TR17138[c]_gl, TR1823|c0_gI, TR22480|c0_gl, TR22480|c] g1, TR24873/c0_gl,
TR5950|c0_g2, TR6700/c0_gl1, TR6719|c0_gl1, TR7889|c0_g2
ciclev10015042m UDP glicosiltransferases K08238 TR12259|c1_gl, TR19143|c0_g1, TR25544|c0_g2, TR9407|c0_g1
(vomilenina glicosiltransferase) EC:2.4.1.219
ciclev10001658m UDP glicosiltransferases K13648 TR12897|c0_g1, TR15183|c0_gl, TR15264|c0_gl, TR15264|c1_gl, TR15264|c1 g1, TR19272|c0_g2,
(poligalacturonato 4-alpha- EC:2.4.1.43 TR20384|c0_gl, TR21617|c0_g1, TR21617|c0_g2, TR26217|c1_gl, TR7219|c0_gl, TR7219|c0_g2,

galacturonosiltransferase)

TR9196|c2_gl, TR9311|cl_gl, TR12897|c0_gl, TR13392|c0_gl, TR13392|c0_g2, TR15183|c0_gl1,
TR15264|c0_gl, TR15264/c1 g1, TR19272/c0_g2, TR20384|c0_g1, TR21617|c0_gl, TR21617/c0_g2,
TR21710jc0_g1, TR25984/c0_g1, TR26217|c1_g1, TR3173|c0_gl, TR467|c0_g1, TR5172/c0_gl,
TR5527|c0_gl, TR5527|c1_gl, TR5527|c2_gl, TR5527|c3_gl, TR6545|c0_g1, TR7219|c0_gl, TR7219|c0 g2,
TR9095|c0_g1, TR9098|cO_g1, TR9196/c0_g1, TR9196/c2_g1, TR9311|c1 gl
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Para identificar as categorias funcionais super-representadas em cada tecido foi feita
uma analise de enriquecimento funcional das categorias GO entre os GDEs (Tabela 4).

A andlise de enriquecimento para GDEs ativados em folha encontrou 40 categorias
super-representadas. Estas refletem a funcdao das folhas no metabolismo energético e do
nitrogénio, como por exemplo, categorias associadas ao enderegamento para os tilacoides
(GO:0009579), plastideos (GO:0009536) e parede celular (GO:0005618), geracdo de
metabolitos precursores e energia (GO:0006091), processo metabolico do amido (GO:
0043603), processo metabdlico do ciclo do nitrogénio (GO:0071941), fotossintese
(GO:0015979).

Fungdo Molecular
3

12
Componente Celular

24

Processo Bioldgico
4

0 5 10 15 20 25 30

Xilema Folha

Figura 5. Distribui¢do do nimero de termos enriquecidos dentre os GDEs pela andlise do
Blast2GO. O nimero de categorias enriquecidas esta subdividido em seus respectivos
dominios GO (Fun¢ao Molecular, Componente Celular e Processos Biologicos) e nos
tecidos em que os genes analisados estdo mais expressos (xilema em barras azul e folha

em verde).

A analise identificou também 17 termos GO enriquecidos entre os GDEs mais ativos no
xilema. Muitas dessas categorias, como esperado, estdo associadas a funcao do tecido e a
formacdo de parede celular secunddria. Dentre as categorias enriquecidas em xilema
encontram-se aquelas relacionadas ao metabolismo de carboidratos (GO:0005975), biogénese
de macromoléculas da parede celular (GO:0071554) e de proteinas do citoesqueleto

(GO:0008092) e processo metabolico secundario (GO:0019748).
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Tabela 4. Categorias do Gene Ontology (GO) enriquecidas entre os GDEs mais ativos nos tecidos da folha e do xilema.

FOLHA

XILEMA

Structural constituent of ribosome (GO:0003735)

Hydrolase activity, acting on glycosyl bonds (GO:0016798)

Fungio Structural molecule activity (GO:0005198) Cytoskeletal protein binding (GO:0008092)
Molecular Transmembrane transporter activity (GO:0022857) Oxidoreductase activity (GO:0016491)
Transporter activity (GO:0005215)
. . . . . Intracellular ribonucleoprotein
Thylakoid (GO:0009579) Cytoplasmic part (GO:0044444) Cell wall (GO:0005618) complex (GO:0030529)
. . ) Extracellular region . .
Plastid (GO:0009536) Cytosol (GO:0005829) (GO:0005576) Ribosome (GO:0005840)
Componente Ribonucleoprotein complex (GO:1990904) Nucleolus (GO:0005730) s];:r)iltcetrl?rzl fgg?g%‘;lg;l?% Cell periphery (GO:0071944)
Celular : : .
Intracellular ribonucleoprotein complex . . Cytoskeleton Non-membrane-bounded organelle
(GO:0030529) External encapsulating structure (GO:0030312) (GO:0005856) (GO:0043228)
. ) ) Ribonucleoprotein complex Intracellular non-membrane-
Ribosome (GO:0005840) Cell wall (GO:0005618) (GO:1990904) bounded organelle (GO:0043232)
Cytoplasm (GO:0005737) Vacuole (GO:0005773)
Photosynthesis (GO:0015979) Cellular amide metabolic process (GO:0043603) Cell wall organization or biogenesis (GO:0071554)
Generation of precursor metabolites and energy Macromolecule biosynthetic process . .
(GO:0006091) (GO:0009059) Carbohydrate metabolic process (GO:0005975)
Ribosome biogenesis (GO:0042254) Cellular nitrogen compound biosynthetic process Secondary metabolic process (GO:0019748)
(GO:0044271)
Ribonucleoprotein complex biogenesis (GO:0022613) Transmembrane transport (GO:0055085) Generation of precursor metabolites and energy (GO:0006091)
Peptide metabolic process (GO:0006518) Cellular component biogenesis (GO:0044085)
Translation (GO:0006412) Gene expression (GO:0010467)
Processo ; ) ;
Biolégico Organonitrogen compound biosynthetic process Localization (GO:0051179)

(G0O:1901566)

Cellular macromolecule biosynthetic process

(GO:0034645) Transport (GO:0006810)

Organic substance biosynthetic process (GO:1901576) Establishment of localization (GO:0051234)

Cellular biosynthetic process (GO:0044249) Response to stress (GO:0006950)

Peptide biosynthetic process (GO:0043043) Nitrogen cycle metabolic process (GO:0071941)

Amide biosynthetic process (GO:0043604) Cell death (GO:0008219)
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3.3 ANALISE DE VIAS METABOLICAS PARA K. grandifoliola

A andlise pelo iPath3 com os GDEs demonstrou que das 11 rotas metabolicas
representadas no mapa, seis apresentaram maior expressao no tecido xilema, enquanto que folha
apresentaram cinco rotas metabolicas com destaque (Figura 6).

Os niveis de expressdo diferencial sdo identificados pela espessura das linhas. Quanto
mais espessa, maior ¢ a diferenca de expressdo entre os tecidos para aquela via, enquanto que
as linhas mais finas apresentam menor nivel de expressao diferencial, de acordo com a média
do logFC dos genes que contém a categoria KO. Nas linhas destacadas, ¢ possivel identificar
as enzimas que foram ativadas para cada tecido (Figura 7).

Os transcritos de K. grandifoliola tiveram enzimas diferencialmente expressos em
praticamente todas as rotas metabodlicas. Foram descritas aqui, apenas as que apresentaram
linhas espessas identificadas no mapa (Figura 7).

A rota de metabolismo de terpendides (7A) mostrou maior ativagdo para xilema, mais
especificamente para a via de biossintese de monoterpendides. Para folha, houve destaque para
a rota de metabolismo de nucleotideos (7)) com ativagdo da via de metabolismo de purina. Na
rota do metabolismo de lipideos (7B e 7G), ambos evidenciaram a ativagao para as vias de
metabolismo de glicerolipideos e glicerofosfolipideos. No entanto, houve a ativagao de vias
diferentes relacionadas a esta rota. Em xilema, houve especificidade para a via de 4cido alpha-
linolénico. Enquanto que folha, a via de biossintese de acidos graxos teve genes ativados.
Quanto a rota de metabolismo de aminoacidos (7C), houveram genes ativos em xilema nas vias
do metabolismo de tirosina e fenilalanina. Além disso, também houve ativa¢do na via de

biossintese de fenilalanina, tirosina e triptofano para ambos tecidos.
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Figura 6. Visdo geral das vias metabolicas com GDEs entre os tecidos de K. grandifoliola. As cores das linhas representam enzimas ativadas em

folha (verde), xilema (vermelho) ou vias com a presenca de enzimas ativadas em ambos (amarelo). A figura foi gerada pelo programa

iPath3 [31].



30

Considerando a rota de carboidratos (7D e 7H), ambos tecidos tiveram destaque para
ativacao da via de fosforilagdo oxidativa, ciclo do 4cido citrico (Ciclo de Krebs) e metabolismo
de piruvato. No entanto, xilema teve ativacdo da via de metabolismo de propionato e de
butanoato. Em folha, foram ativadas outras vias, como a de metabolismo de galactose, amido e
sacarose, glioxilato e dicarboxilato, ascorbato e aldarato e vias de pentose fosfato. A rota de
energia, mostrou que o xilema teve ativag¢ao para a via de metabolismo de metano (7E) e folha,
para a via de fixacdo de carbono (71). Por fim, a rota de metabdlitos secundarios, ativou no
tecido xilema a via de biossintese de flavonoides (7F), enquanto folha ativou a via de biossintese

de fenazina (7K).
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4 DISCUSSAO

4.1 MONTAGEM E ANOTACAO FUNCIONAL

Em K. grandifoliola o nimero de genes foi maior (36.271 genes) que o encontrado para
uma outra espécie da mesma familia, a Azadirachta indica (20 mil genes) [32]. Cabe destacar
que esse estudo diferiu do nosso, pois tratou-se da montagem e anotagdo do genoma de
Azadirachta indica e ndo somente do transcritoma. Por outro lado, um resultado préximo ao do
presente estudo foi encontrado para o transcritoma de Cedrela balansae, em que a montagem
de novo apresentou um total de 149.572 contigs, com tamanho médio de 976 pb, com valor de
N50 igual a 1.033 [33].

Os transcritos de mogno-africano, montados nesse estudo, variaram de 524 a 12.031
pb, com média de 1.366 pb e N50 de 1.657 pb. Os contigs menores do que 500 pb foram
desconsiderados a fim de evitar RNAs parcialmente montados ou RNAs ndo codificantes
(ncRNAs) que geralmente possuem tamanhos menores que este [34]. O presente estudo tem
como foco analisar no transcritoma apenas os genes codantes do mogno africano.

Apesar das sequéncias curtas geradas pelo sequenciamento Illumina, quando
comparadas com outras metodologias, estas podem ser montadas em grandes contigs, gerando
informacdes importantes para o descobrimento de genes em organismos nao-modelos [35-37].
Além disso, o transcritoma de espécies cujos recursos gendmicos sdo escassos, como € 0 caso
da K. grandifoliola, pode ser utilizado ndo s6 para a descoberta de genes, mas também para a
identificacdo de marcadores microssatélites (SSR) ou de polimorfismo de nucleotideo tinico
(SNP) [38].

O resultado do Blastx demonstrou que as sequéncias de mogno africano sdo semelhantes
as de Citrus. Esse resultado ja era esperado, uma vez que essas espécies estdo inseridas na
ordem Sapindales que incluem as familias Rutaceae (onde o género Citrus esta inserido) e a
Meliaceae (do género Khaya). Em estudo realizado com nim [32], também da familia
Meliaceae, a andlise filogenética também verificou a proximidade taxondmica da espécie com
Citrus spp. Assim, os resultados de K. grandifoliola corroboram aqueles obtidos com o
transcritoma de nim.

O baixo nimero de Blast hits contra espécies do género Khaya se da pelo fato do banco

de dados nr utilizado ainda ndo ter sequéncias depositadas desse género. Mesmo para a familia
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dos mognos, Meliaceae, a quantidade de sequéncias no banco nr ainda ¢ muito pequena: apenas
sete atualmente. Apesar disso, a porcentagem média de identidade (~66%) possibilitou a
realizagdo da anotagdo putativa dos transcritos. Quanto maior a porcentagem de identidade,
maior a probabilidade das proteinas terem a mesma estrutura e fungao nas espécies analisadas.

A proximidade filogenética entre o nim e os mognos africanos explica o fato dessas
espécies armazenarem metabolitos secundérios bioativos, como os limonoides que tem amplo
valor econdmico nas industrias da agricultura e saide. O mogno africano K. senegalensis
também apresenta importancia na area da saude, sendo utilizado pela populagdo africana e
cultivada na China para fins medicinais. Seu extrato possui func¢des citotoxicas, atividades
antimaléricas e anti-inflamatérias derivados dos limondides meliacos (metabolitos da familia
Meliaceae) [32, 39]. Além disso, esses metabolitos sdo considerados os fitoquimicos mais
importantes de sua classe, estando também presentes em outras familias, como Cneoraceae e
Simaroubaceae [40].

Na etapa de anotagdo funcional a selecdo das isoformas representativas para cada gene
foi realizada para evitar estimativas viesadas das propor¢des das diferentes categorias
funcionais. Genes com grande nimero de isoformas teriam maior influéncia na estimativa
dessas proporgdes, caso essa selecdo de uma isoforma por gene ndo fosse realizada. Os
resultados da anotacdo se tornam importantes do ponto de vista bioldgico, pois permitem inferir
a fun¢do bioldgica putativa da proteina codificada por um determinado gene no organismo
estudado [41]. As sequéncias de K. grandifoliola anotadas com dominios do Gene Ontology
(GO) corroboram com a literatura.

Dentro do dominio componente celular (CC), que representa onde o produto génico ¢
ativado, a espécie K. grandifoliola teve sequéncias anotadas como enderecadas para a regiao
nuclear, componentes da membrana plasmatica e citoplasma. A anotagcdo em um estudo com a
espécie Magnolia champaca (champak), arvore conhecida pela utilizagdo de sua madeira e
flores para a industria alimentar e de fragrancias, também identificou genes anotados para
componente integral da membrana (51,6%), membrana plasmatica (50%) e citoplasma (25,6%)
[42]. Em Pinus monticola, 16,9% das anotagdes estavam relacionadas a membrana plasmatica
[43]. Para A4. indica e Melia azedarach foram anotados genes relacionados as partes celulares e
organelas [44].

Para o dominio fun¢do molecular (FM), que representa a atividade bioquimica do
produto génico, as categorias representativas em K. grandifoliola foram similares com os
resultados de anotagdo encontrados para o transcritoma da casca da espécie arborea Hevea

brasiliensis (seringueira), como por exemplo, as categorias de ligacdo (0,46%) e atividade
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catalitica (0,39%) [36]. Em Lonicera japonica, uma planta medicinal chinesa, foram avaliados
nove tecidos da planta [45], com anotagdo de Fun¢do Molecular para as categorias ligacao
(10,9%), atividade catalitica (9,3%) e ligacdo DNA (4,9%). J& para M. champaca, [42]
identificaram as categorias de ligacdo (32,5%), ATP (50,5%), ions metalicos (23,7%), DNA
(20,2%) e zinco (17,8%). Em P. monticola também foram detectadas categorias relacionadas a
ligacdo (42,6%), atividade catalitica (41,7%) e atividade de transporte (5,5%) [43]. Em A4.
indica e M. azedarach [44] os genes estavam associados a atividade e ligagdo catalitica. Esses
trabalhos também apresentaram a maioria das sequéncias anotadas para ligacao a ATP, ions
metalicos, DNA e a ions de zinco.

O dominio processo biologico (PB) define a atividade bioldgica em que o produto
génico esta contribuindo para o funcionamento do organismo como um todo (células, tecidos e
orgdos). Para outras espécies, como H. brasiliensis [36], L. japonica (RAI et al., 2017), P.
monticola [43], espécies da familia Meliaceae 4. indica e M. azedarach [44], também se
encontrou a maioria dos genes como envolvidos com a categoria de processos metabolicos.

Dessa maneira, a anotagcdo funcional com as categorias GO permite conhecer, pelo
menos de forma putativa, as vias metabolicas e os comportamentos biologicos dos genes

identificados no organismo em estudo [36].

4.2 EXPRESSAO GENICA DIFERENCIAL E ENRIQUECIMENTO FUNCIONAL

A andlise do transcritoma por meio da expressdo génica diferencial permite mensurar
precisamente, ainda que de forma relativa, a quantidade de transcritos presentes em um
determinado tecido ou organismo de acordo com o estagio especifico do desenvolvimento ou
da condicdo fisiologica em que estes foram submetidos (WANG et al.,, 2009). Em K.
grandifoliola, foram identificados 3.566 genes diferencialmente expressos (GDEs) exclusivo
do tecido foliar. Ja em xilema, foram 6.129 GDE identificados de forma também exclusiva.
Uma maior diversidade de transcritos em xilema ja foi identificada em outros estudos, como
em Eucalipto [46] e Populus [47]. Este mesmo resultado pode ser observado em outro estudo
com a espécie Eucalyptus grandis [48] em que foram identificados GDEs anotados em maior

quantidade para xilema (1.897) do que para folha (1.531).
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Os orgaos fotossintetizantes da planta estdo relacionados principalmente com a
producdo de ATP por meio da energia solar, produzindo carboidratos pela redu¢ao do carbono
envolvido no processo. Dessa forma, estes carboidratos sdo utilizados pelos 6rgaos nado
fotossintetizantes para que através da respiragao celular seja liberada a energia para o
metabolismo da planta e, consequentemente, resultando em precursores que participardo da
biossintese de biomoléculas [46].

O xilema ¢ responsavel por diversas funcdes, dentre elas armazenamento de nutrientes,
distribuicao de dgua, minerais, aminoacidos, agucares e o suporte fisico para que a copa atinja
enormes alturas para a planta captar luz [49-51]. O transporte dessas substancias pelo xilema,
demonstra a importancia desse tecido no sistema de comunicagdo de longa distancia para o
desenvolvimento e manutengdo dos processos fisiologicos e de defesa da planta. Esse
fornecimento de informagdes, incluindo os hormonios peptidicos, proteinas e RNA permite que
o sistema vascular se envolva efetivamente na coordenagdo destes processos da planta como
um todo [51]. Isso sugere que moléculas como RNAs podem estar presentes no xilema, mas
ndo necessariamente sao especificos do proprio tecido, consequentemente causando diferenca
na quantidade de genes expressos entre os tecidos avaliados (folha e xilema).

Para os genes de K. grandifoliola diferencialmente expressos e anotados para a categoria
parede celular, 21 apresentaram maior ativa¢do em xilema do que em folha. Dentre essas
categorias, cinco apresentaram uma indu¢do maior considerando o valor do foldchange bem
alto em relagdo aos demais, sendo eles, o TR12084|c0 gl (fold change de 11,07),
TR20307|c0 gl (fold change de 11,22), TR21864|c0 gl (fold change de 11,64),
TR22442|c0 gl (fold change de 11,01), TR24975|c0_g1 (fold change de 15,14). As categorias
enriquecidas para xilema em K. grandifoliola estao intimamente relacionadas com a formagao
de parede celular secundaria, assim como em outros estudos que realizaram a analise de
enriquecimento para o mesmo tecido. As categorias GO representadas estdo relacionadas ao
desenvolvimento de biomassa lenhosa, como por exemplo, a biogénese e organizacio da parede
celular (GO:0071554), cujos genes estdo envolvidos na biossintese de macromoléculas para
construgdo da parede celular, parede celular (GO:0005618), e ligacdo de proteinas do
citoesqueleto (GO:0008092) para entrega de biopolimeros a parede.

Em xilema, o perfil transcricional esta especificamente direcionado a formacdo de
madeira, a qual ¢ basicamente composta de parede celular secundéria [52, 53]. A identificagdo
de GDEs entre tecidos ¢ importante, pois indicam a relagdo dos transcritos com os eventos

moleculares que levam ao desenvolvimento de um importante tecido ou 6rgao em estudo. Em
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trabalho realizado com algoddo, por exemplo, foram identificados GDEs relacionados ao
desenvolvimento das fibras que sdo utilizadas na industria téxtil [36].

Em P. trichocarpa (alamo), a analise de enriquecimento dos GDEs em xilema também
identificou termos relacionados ao processo metabolico secundario, como biossintese de lignina
e morte celular [53]. Essas categorias estdo associadas ao desenvolvimento da parede
secundaria e aos estagios terminais do desenvolvimento do tecido que resultam na morte celular
programada, componentes importantes para o desenvolvimento da biomassa [54, 55].

Categorias relacionadas a biogénese da parede celular, organizagao de proteinas do
citoesqueleto e processos metabolicos estdo relacionados ao crescimento da planta [17. As
fibras da madeira sdo constituidas principalmente por parede celular secundaria, contendo
celulose, hemiceluloses e ligninas. Estas, em conjunto, determinam as propriedades da madeira
[56]. A formagdo do xilema ocorre por diferentes fases de diferenciagdo, como as sucessivas
divisdes celulares, a expansao celular (alongamento e aumento radial), o espessamento da
parede celular secundaria (em que sdo depositados celulose, hemicelulose, lignina e proteinas
da parede celular), e pela morte de células que atingem a maturidade (morte celular
programada). Além disso, esse conjunto de alteragdes anatdmicas, estruturais e quimicas
resultam na propriedade e qualidade da madeira [49, 57-59].

Em um estudo realizado com Populus tremula (dlamo), por meio de andlise protedmica
foi possivel observar os perfis de expressao de proteinas no tecido xilema durante as fases de
desenvolvimento [60]. Nesse estudo foi observado um grande numero de proteinas
diferencialmente expressas em cada fase de diferenciacdo. A formagdo de madeira envolve
padrdes especificos de formagao do citoesqueleto, formagao e organizagio da parede celular e
mudangas nos processos biologicos. E evidente que a magquinaria celular trabalha
constantemente para o desenvolvimento da planta através da regulagdo génica no tecido em
desenvolvimento. Contudo, para mensurar e correlacionar o nivel de expressdao génica de um
determinado tecido ¢ interessante relacionar estudos que abrangem tanto a transcritdmica
quanto a protedmica [59], como por exemplo, os que foram realizados em P. tremula e Picea
abies (pinheiro) [50, 60-62].

A expressdo génica em P. abies [50] foi avaliada por meio de amostras que
representassem os estdgios de desenvolvimento do xilema, e como esperado a andlise
demonstrou que os GDEs apresentaram categorias enriquecidas especificas de cada fase, desde
a divisdo das células até a formagao do lenho (madeira). As categorias apresentadas no estudo
com K. grandifoliola sao semelhantes com as encontradas neste estudo de pinheiro. Categorias

variadas, por exemplo, para crescimento celular, processo metabdlico de macromoléculas e
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carboidratos, citoesqueleto, microtiibulos e atividade de hidrolase foram identificadas em
diferentes clusters de genes envolvidos na formag¢ao da madeira.

O metabolismo ¢ um conjunto de reacdes e vias quimicas que podem ser especificos de
um determinado tecido ou de diferentes tipos celulares, que no final gerardo os produtos
necessarios para o desenvolvimento e funcionamento de tecidos e 6rgdos do organismo [63].
As plantas por sua vez, sintetizam varias outras moléculas organicas que ndo atuardo
diretamente nos processos do metabolismo primario (fotossintese, respiragdo, nutricdo e
transporte de solutos). Essas moléculas sdo conhecidas metabdlitos secundarios, que poderao
ser especificos de um determinado género, familia ou uma espécie de planta. Exemplos de
compostos secundarios incluem as moléculas com fungdes direcionadas a pigmentagdo, odor,
sabor e pesticidas naturais [64].

Neste estudo, uma das categorias enriquecidas dentre os genes mais ativos no xilema foi
a de “processo metabolico secundario” (GO:0019748). Dentre os produtos do metabolismo
secundario das espécies da familia Meliaceae estdo os limonoides. Estes, sdo metabolitos do
grupo quimico dos tetranoterpenoides, formados via oxidagao a partir da via biossintética dos
limonoides [65—67]. Esses compostos podem estar presentes em diferentes o6rgaos e tecidos
vegetais, tais como caules, folhas, sementes e frutos [68—72].

A avaliagdo da atividade bioldgica dos limonoides de K. ivorensis revelou o potencial
deste composto no tratamento de maléria [39, 73], atividades citotdxicas contra células tumorais
[65, 74], além de atividades antifungicas, antimicrobianas [75], imunossupressoras [76] e
pesticida [77].

O dleo das sementes de mogno africano K. senegalensis foi efetivo no controle do
Callosobruchus maculatus (inseto conhecido como caruncho que degrada graos e sementes)
em feijao [78]. Segundo os autores, o controle provavelmente se deu pelo fato do mogno
africano e de outras espécies deste género possuirem como agentes bioativos os metabolitos
secundarios como os Oleos essenciais derivados dos monoterpenoides que apresentam alta
toxicidade para insetos. O uso destes compostos alternativos, como os 6leos das Meliaceaes, ¢
importante para satde humana dado a elevada toxicidade dos pesticidas sintéticos
convencionais [78, 79].

A via biossintética dos limondides foi melhor estudada em Citrus e envolve a oxidagao,
isomerizagdo, metilacdo, acetilacdo e hidrolise da nomilina [80, 81]. Ao avaliar diferentes
tecidos de Citrus grandis (L.) Osbeck [40] encontraram 924 GDEs. Dentre esses genes, 0s

autores identificaram 15 genes candidatos que participam da via de biossintese dos limonoides.
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Os genes correspondem as enzimas oxidosqualeno ciclase (OSC), CYP450s, UDPs
glicosiltransferases e aciltransferases.

Um transcrito da K. grandifoliola foi anotado para a enzima chave da biossintese de
terpendides (Tabela 3), a oxidosqualeno ciclase (codificada pelo gene OSC) descrito em C.
grandis [40]. Esta converte estruturas de carbono em precursores metabolitos de triterpenodides
[82]. Outras enzimas sdo responsaveis por modificar estes precursores, como as CYP450s,
glicosiltransferases, metiltransferases e aciltransferases, produzindo todos os tipos de agliconas
e glicosideos de triterpenos [83].

Dos seis genes anotados para CYP450 em C. grandis [40], quatro foram identificados
para a K. grandifoliola (Tabela 3). Na via, estes sdo responsaveis por modificar os triterpenos
em seus grupos hidroxila, cetona, aldeido e carboxilico. Para as glicosiltransferases, foram
anotados trés genes, enquanto que para K. grandifoliola foram 80 (Tabela 3). Estas, fazem a
regulagdo da glicosilagao dos triterpenos. A limonoéide glicosiltransferase encontrada no banco
de dados de Citrus sinensis também foi identificada em mogno africano, com um transcrito
anotado. Esta enzima consegue converter os agliconas limonodides em glicosideos limonoides
que resultam na perda do amargor de frutos [84]. Para as aciltransferases foram encontrados
oito transcritos de K. grandifoliola (Tabela 3) contra um de C. grandis. Também foi
evidenciado em laranja, a expressdo de trés genes para a enzima hydroquinone
glucosyltransferase que tiveram correlagdo com o contetdo de limondides em trés estagios de
desenvolvimento das folhas. Os 34 genes anotados no transcritoma de mogno para esta enzima
(Tabela 3) também foram expressos no tecido foliar.

Em M. champaca, uma espécie da familia Magnoliaceae conhecida como “louro
abacate”, foi identificado dentro do dominio PB termos relacionados com a transcrigao,
regulagdo transcricional, seguidos de resposta de defesa. Segundo os autores, esses termos
sugerem que o tecido estd ativo para o metabolismo secundario [42]. Essa planta possui
compostos aromaticos em suas flores que sdo derivados de terpenoides e que sdo importantes
para defesa da planta contra patogenos. Os terpenoides constituem o grupo mais abundante dos
metabolitos secundarios de plantas, possuindo uma enorme diversificagdo estrutural. Essas
moléculas estdo envolvidas em diferentes papéis nas interacdes planta-inseto, planta-patdégeno
e planta-planta. A regulacdo do metabolismo dos terpenoides deve ser elucidado. Para isso ¢
preciso estudos que integrem diferentes dreas como a genética, transcritomica, protedmica e
metabolomica [77].

As categorias enriquecidas para os GDEs em folha sao plausiveis para o tecido estudado.

Em K. grandifoliola apesar da quantidade de GDEs de folha ter sido menor do que xilema, a
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analise de enriquecimento dos GDEs teve uma representatividade maior em relagdo ao numero
de categorias enriquecidas no xilema. O dominio com maior representacao de categorias estéd
associado especificamente ao componente celular, sendo que os termos cloroplastos, plastideos
e tilacoides foram identificados como enriquecidos nos genes ativados em folhas.

Um dos questionamentos feitos no estudo de P. trichocarpa [47] foi avaliar dentre os
cinco tecidos amostrados o porqué da diferenga da expressdo génica durante o desenvolvimento
de uma planta lenhosa. Por meio da técnica de microarray, o caule apresentou um nimero maior
de GDEs, mas com maior proporcao de transcritos nao caracterizados pelo fato da auséncia de
informagdes para espécies lenhosas, especialmente em 2008 quando o artigo foi publicado.
Apesar da propor¢dao maior de GDEs no xilema, o tecido foliar apresentou maior nimero de
categorias na analise de enriquecimento funcional, o que se assemelha aos resultados do
presente estudo com K. grandifoliola. A andlise de enriquecimento identificou um nimero
maior de categorias atribuidas a cloroplastos e plastideos, grande parte envolvidos com a
fixagdo de carbono. Ao comparar as categorias GO entre 4. thaliana e P. trichocarpa (genes
ortélogos) foi possivel observar que se tratam de um conjunto de genes conservados em folhas
jovens e maduras. Para estes 0rgdos, genes associados aos cloroplastos, plastidios, componentes
intracelulares e citoplasmaticos foram super-representados. Esses estdo ligados ao complexo
fotossintético e ao metabolismo de carboidratos.

A maquinaria fotossintética promove a fixagdo de carbono pelo ciclo do é4cido citrico
gerando energia a ser utilizada para o desenvolvimento da planta. Dentre os genes
diferencialmente expressos em K. grandifoliola anotados para a categoria GO de fotossintese,
40 genes apresentaram maior ativagao no tecido foliar quando comparado com xilema, sendo
que cinco tiveram uma indu¢do maior considerando o valor do foldchange, como por exemplo,
o TR14037|c0 gl (fold change de -5,20), TR19495|cO0 gl (fold change de -9,32),
TR5757|c0 gl (fold change de -5,11), TR7042|c2 gl (fold change de -5,22), TR8634|c0 gl
(fold change de -5,43). A fotossintese pode ocorrer tanto por reagdes dependentes de luz,
quanto por assimilagdo de carbono nos cloroplastos. Estes sdo organelas que, semelhantes as
mitocondrias, sao formadas por duas membranas, compartimentalizado em vesiculas que estao
circundados por membranas (os tilacoides) organizados em pilhas (grana). Os pigmentos
fotossintéticos e os complexos enzimaticos que realizardo as reagdes luminosas e a sintese de
ATP estdo presentes nas membranas dos tilacoides, denominadas lamelas. Isso justifica o
enriquecimento da categoria GO:0009579 de localizagdao das proteinas no tilacoide. Para as

reacoes de assimilagdo de carbono, as enzimas estdo contidas no estroma (local aquoso
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delimitado pela membrana interna da organela). O resultado final das reacdes de assimilagdo
sdo a formacgao de carboidratos como, as trioses e hexoses [85].

Outros termos enriquecidos importantes para o tecido foliar sdo aqueles associados ao
metabolismo do nitrogénio (N) e biogénese de compostos nitrogenados, como por exemplo os
aminodcidos e as bases nitrogenadas do DNA. Genes associados a essas categorias sdo
essenciais para a formacdo de compostos orgidnicos envolvidos em reagdes metabolicas
(fotorrespiragdo), hidrélise de moléculas de transporte, armazenamento de nitrogénio,
conversao de aminoacidos que visam o desenvolvimento da planta, etc [125]. No tecido foliar,
11 GDEs (TRI18577|cl_gl, TRI18577|c2 gl, TR18746/c0 _gl, TR19335|c0 gl,
TR19335|c0 g2, TR20548|cO _gl, TR21112|c0 g1, TR21112|c0 g2, TR542|c0 gl,
TR9639|c1 gl e TR12225|cO _gl) foram anotados para a proteina RuBisCo (EC: 4.1.1.39),
enquanto que para xilema quatro genes foram anotados como tal (TR1748|c0 gl,
TR4034|c0_gl, TR542|c0 g2 e TR18577|c2_g2). A RuBisCO ¢ muito abundante em folhas,
sendo responsavel pela fixagdo de CO; no Ciclo de Calvin [86].

Outras categorias também enriquecidas em folhas, que corroboram com este estudo,
foram demonstradas para os GDEs em nim (4. indica) € em Apium graveolens L. [87]. Entre
as categorias apresentadas estdo aquelas ligadas a homeostase de ions, fotossintese, transporte
de ions e atividade de ATPase em nim. Além disso, para processo metabolico foi encontrado
enriquecimento funcional para as categorias de estrutura encapsuladora externa, tilacdides,
resposta ao estresse, sugerindo que estas categorias estejam associadas com o crescimento da

planta.

4.3 ANALISE DAS VIAS METABOLICAS ATIVADAS EM K. grandifoliola

Em xilema, a rota metabdlica dos terpenoides destaca a ativacdo da enzima limoneno
sintase (EC: 4.2.3.16), enzima responsavel pela producao dos monoterpenos [88]. Esse
resultado, corrobora com a anotagdo GO, em que uma das categorias anotadas foi para processo
metabolico secundario, que gera compostos da classe dos terpenodides, como ¢ o caso dos
limonoides.

Outra via relacionada a formagao de metabolitos secundarios, foi a via de biossintese de
flavonoides com a ativacdo da enzima flavonol sintase (FLS) (EC: 1.14.11.23). Esta ¢

responsavel por formar os flavondis kaempferol e quercetina que possuem caracteristicas
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antifungicas e antioxidantes [89, 90], formando metaboélitos secundarios, como os flavonois
glicosilados e a flavon-3-ol (catequina) [91].

A ativacdo das rotas metabdlicas dos carboidratos em K. grandifoliola foram
relacionadas as vias para producao energia, pelas vias do ciclo do acido citrico, fosforilagao
oxidativa, metabolismo de piruvato, propionato e de butanoato.

Em K. grandifoliola, a enzima quinol—citocromo-c-redutase (EC: 1.10.2.2) foi ativada
na via de fosforilacao oxidativa e estd relacionada com a absorcao de luz pelo citocromo C. A
via do metabolismo de propionato, teve genes ativados para as enzimas succinil-CoA: Acetato
CoA-transferase (EC: 2.8.3.18) e succinate-CoA ligase (ADP-forming) (EC: 6.2.1.5), que estao
relacionadas ao metabolismo central (ciclo do acido citrico). A ativacdo destas enzimas,
promove a conversao do succinil-CoA a propionil-CoA, pela via do metilmalonil-CoA [92, 93].
No metabolismo de butanoato (acido butanoico ou butirico) um dos caminhos realizados na via
¢ a degradacdo do 4cido y amino-butirico (GABA) pela enzima GABA transaminase para a
sintese e transporte de succinato da matriz mitocondrial para o citosol. Em plantas, o GABA ¢
uma enzima que se acumula no citosol das plantas em resposta a diferentes estresses,
sinalizacdo e crescimento da planta [94, 95].

Para as rotas de metabolismo de glicerolipideos e glicerofosfolipideos, a enzima O-
aciltransferase de glicerol-3-fosfato (EC: 2.3.1.15), atua como componente estrutural das
membranas biologicas. Essa enzima foi purificada em cloroplastos de Pisum sativum (ervilha)
e Spinacia oleracea (espinafre) [96].

Outra via ativada no xilema de K. grandifoliola foi a do &cido o-linolénico com a
ativacdo da enzima 12-oxo-fitodiendico redutase (EC: 1.3.1.42), responsavel pela conversao de
acido linolénico (6mega-3) em acido jasmonico (metabdlito secundario) nos cloroplastos. Essa
enzima foi caracterizada a partir de plantulas de milho (Zea mays L.) [97]. O acido jasmonico
¢ considerado como um hormdnio que atua como sinalizador para a ativacdo de genes em
resposta as lesdes causadas por herbivoros e situagdes de estresse, induzindo a rota de defesa
vegetal [98, 99].

Em xilema, a enzima ativada para a via de metabolismo de metano fosfoserina fosfatase
(EC: 3.1.3.3) (hidrolase) também participa do metabolismo de glicina, serina e treonina. Em
estudos com A. thaliana, essa enzima foi isolada nos cloroplastos sendo responsavel por
catalisar a biossintese de serina tanto em plastideos quanto nas mitocondrias. A enzima também
¢ necessaria para o desenvolvimento de embrides, pdlen e raizes, além de biossintese de serina
em tecidos ndo fotossintéticos. O metabolismo de serina desempenha papel importante em vias

como a glicolise, ciclo do acido citrico e na biossintese de aminoacidos [100-102].



42

Para a rota de aminoacidos em xilema, foram ativadas as vias de metabolismo de tirosina
e fenilalanina, e as vias de biossintese de fenilalanina, tirosina e triptofano. Nessas vias houve
a ativacao das enzimas fenilalanina desidrogenase (EC: 1.4.1.20), L-amino-acido oxidase (EC:
1.4.3.2), aspartato transaminase (EC: 2.6.1.1), transaminase de tirosina (EC: 2.6.1.5),
transaminase de aminoacido aromatico (EC: 2.6.1.57), transaminase de fenilalanina (EC:
2.6.1.58) e a transaminase de histidinol-fosfato (EC: 2.6.1.9). A biossintese de triptofano ocorre
por meio do composto intermedidrio corismato. O perfenato, outro composto intermediario
derivado do corismato, participa da biossintese de fenilalanina e tirosina. Estes trés aminoacidos
sdo precursores de compostos importantes para o tecido vegetal. Um dos polimeros mais
importante que da rigidez a planta, ¢ a lignina, derivada dos aminoacidos fenilalanina e tirosina.
[84]. O triptofano ¢ responsavel por ser precursor do acido indolilacético (indol-3-acetato),
conhecido como auxina, molécula importante para a regulacao de diversos processos biologicos
nas plantas, como por exemplo, o crescimento vegetal [84].

Para o tecido foliar, a rota mais ativada para lipideos foi para o metabolismo de acidos
graxos, com a ativacao da enzima dodecanoil hidrolase (EC 3.1.2.21). Esta ¢ responsavel por
formar um dos acidos graxos saturados mais comuns em plantas, o palmitato (produzido nos
plastideos) [103]. A biossintese de acidos graxos saturados e insaturados ¢ importante, dado
que estes compdem uma variedade de lipideos envolvidos com fungdes estruturais das
membranas celulares e de armazenamento da planta [104, 105]. Outra enzima ativada na rota,
a fosfolipase D (EC: 3.1.4.4) ¢ responsavel por hidrolisar fosfolipideos em diferentes posicdes
nas ligacdes fosfodiéster entre glicerol e o grupamento fosfato. O resultado € o acido fosfatidico
[106] que atua em processos como transdugao de sinal, respostas a condi¢des de estresse biotico
e abidtico, sinalizacdo e regulacao do crescimento da planta [107—109]. Também foram ativadas
na mesma via a lipase triacilglicerol (EC: 3.1.1.3) que hidrolisa o triacilglicerol em
diacilglicerol [110]. A enzima diacilglicerol O-aciltransferase (EC: 2.3.1.20) também foi
encontrada no mogno-africano e catalisa a formacao de triglicerideos a partir de diacilglicerol
e Acetil-CoA [103].

Em folha, na rota dos carboidratos, foram ativadas as vias de metabolismo de galactose,
amido e sacarose. Todas as enzimas ativadas para estas vias estdo intimamente relacionadas a
produgdo de agucares simples, fornecendo compostos necessarios para a producdo de energia e
crescimento da planta. Entre as enzimas ativadas, a 4-a-glucanotransferase (EC: 2.4.1.25) foi
identificada em A. thaliana para a degradagao de amido [111]. A degradagdo de amido na folha
¢ direcionada para a producdo de sacarose a ser exportada a outros 6rgaos da planta ou para

consumo pela propria folha através da respiracdo. Sendo assim, a sacarose exercera papel
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central no crescimento e no desenvolvimento da planta, sendo fonte primaria para transporte de
carbono e energia. Ou seja, a sacarose funciona como uma molécula importante para a
distribuicao de fotoassimilados, além de ser regulador da expressao génica [112, 113].

Outra enzima ativada em folha foi a maltose fosforilase (EC: 2.4.1.8), que utiliza como
substratos a maltose e o fosfato para gerar glicose-1-fosfato e glicose. Outras enzimas da classe
das invertases também foram ativadas, como a sucrose a-glucosidase (EC: 3.2.1.48) e a f3-
fructofuranosidase (EC: 3.2.1.26), ambas enzimas hidroliticas, estdo relacionadas a degradagao
de sacabrose. As hexoses geradas nessa degradacao sdo utilizadas para geracdo de substratos
para armazenamento e producdo de energia na planta [103]. A a-glucosidase (EC: 3.2.1.20) ¢
responsavel pela clivagem hidrolitica de polissacarideos, como o glicogénio e o amido [114].

Ainda nas rotas de carboidratos do tecido foliar, houve ativacdo da enzima malato
sintase (EC: 2.3.3.9). Essa enzima participa do Ciclo do Glioxilato nos glioxissomos, por meio
da condensacao de uma molécula de Acetil-CoA para formar o precursor malato. Este ¢ oxidado
a oxalacetato via gliconeogénese gerando glicose com a finalidade de gerar energia para a planta
[85, 115]. Outra enzima ativada nesta rota, mas para a via de metabolismo de ascorbato e
aldarato, foi a enzima L-gulonolactone oxidase (EC: 1.1.3.8). Essa enzima ¢ responsavel por
catalisar a ultima reagdo de sintese do acido ascorbico ou ascorbato, conhecido como vitamina
C, a partir da glicose. O 4cido ascorbico atua como co-fator enzimatico permitindo o
funcionamento correto das enzimas em plantas, animais, algas e outros organismos [116, 117].
Em plantas e algas, a vitamina C possui papel fotoprotetor contra espécies reativas de oxigénio
(EROs), moléculas citotoxicas que sao originadas em plantas em situagcdes normais ou de
estresse por organelas como as mitocondrias, peroxissomos e cloroplastos [118]. Sendo assim,
o metabolismo celular de organismos fotossintéticos evoluiu para a biossintese de ascorbato
para formar sistemas antioxidantes, como o ciclo ascorbato-glutationa, que visam evitar a
toxicidade gerada pelas EROs [119, 120].

Outra enzima ativada em folha foi a transcetolase (EC: 2.2.1.1), responsavel pela
assimilag¢do de CO., principalmente para a fixagao de carbono. Esta € responsavel por promover
o rearranjo dos esqueletos de carbono das moléculas trioses-fosfato gerando as pentoses-
fosfato, que sdo convertidas em outros compostos intermediarios-chave do Ciclo de Calvin
[85].

Em folha, a enzima ativada ribonucleotideo-difosfato redutase (EC: 1.17.4.1) participa
da via de metabolismo de nucleotideos purina. Essa enzima catalisa a redug¢dao de
ribonucleotideos a desoxirribonucleotideos, etapa crucial para a replicagdo e reparo do acido

desoxirribonucleico (DNA) [121].



44

A ativacdo da rota de metabdlitos secundarios no tecido foliar gerou a ativagdo da
enzima antranilato sintase (EC: 4.1.3.27) para a via de biossintese de fenazina. Esta enzima faz
a conversao do corismato em antranilato. A via do chiquimato produz o composto corismato,
que ¢ utilizado para a produgdo de compostos aromaticos, como os aminoacidos triptofano,
fenilalanina e tirosina, desempenhando papéis importantes para o crescimento,
desenvolvimento e defesa de plantas. O corismato tem papel precursor para a producao de
outros cofatores, como o folato, coenzimas benzoides e naftéideas, fenazinas e sideroforos
[122—-124].

De forma geral, a andlise dos transcritos de K. grandifoliola demonstram uma ampla
gama de vias metabdlicas ativadas nos dois tecidos amostrados: folhas e xilema. Dessa maneira,
esse estudo prové, de maneira inédita, informagdes sobre a gendmica funcional da espécie,
abrindo caminho para novos estudos sobre a biossintese e regulacao dos limonoides ou outras

vias metabolicas.

5 CONCLUSAO

O sequenciamento de novo possibilitou a montagem e analise do transcritoma da espécie
K. grandifoliola, com excelente cobertura dos genes e vias metabdlicas ativados em folhas e no
xilema. Esse resultado ¢ relevante pelo indeditismo, dado que nao existem trabalhos publicados
no campo da gendmica com esta espécie. O transcritoma revelou a presenga de 36.271 genes e
de acordo com a andlise funcional das sequéncias de mogno africano, estas apresentaram maior
similaridade com o género de Citrus, pertencente a ordem Sapindales onde também esta
inserido o género Khaya. Ambas andlises de expressao génica diferencial e das vias metabdlicas
demonstraram maior nimero de GDEs e de vias no tecido do xilema do que em folha,
inidicando maior diversidade de transcritos em xilema. Os termos GO enriquecidos e as vias
metabolicas ativadas em cada tecido, demonstram suas funcdes e atividades metabodlicas. A
analise de enriquecimento e das vias metabolicas evidenciou que os GDEs do tecido do xilema
estao relacionados a formacao de parede celular e metabolitos secundarios, enquanto que para

folha, os GDEs foram enriquecidos para a maquinaria fotossintética.
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