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RESUMO

A pimenta-do-reino (Piper nigrum L.) é uma especiaria de grande importancia econdémica para
0 estado do Pard, porém sua producdo vem sendo reduzida em fungédo da doenca denominada
fusariose, causada pelo fungo Fusarium solani f. sp. piperis. Analises de bioinformatica in
silico de sequéncias de transcriptomas da pimenta-do-reino estdo sendo estudados em larga
escala para fornecer conhecimentos importantes do ponto de vista biotecnolégico sobre a
relacdo planta-patogeno, afim de fornecer apoio a programas de melhoramento genético. Dessa
forma, o presente trabalho tem como objetivo analisar os perfis de genes diferencialmente
expressos (DEG) do transcriptoma da pimenta-do-reino acometida por fusariose e relacionar o
papel desses na regulacdo de vias metabdlicas de interesse biotecnoldgico. Para isso foram
realizadas analises in silico utilizando programas computacionais principalmente de expresséo
diferencial e analise funcional. Por meio da andlise da expressdo diferencial foi possivel
identificar 2.108 DEGs com a expressdo diminuido (downregulated) e outros 1.642 DEGs com
o perfil de expresséo aumentado (upregulated). Esses DEGs foram usados para uma anotagédo
funcional a parte com a ferramenta Blast2GO que resultou em um enriquecimento de 2.535
sequéncias anotadas com GO e 94 vias metabdlicas identificadas na base de dados Kyoto
Encyclopedia of Gene and Genome (KEGG), que foram mapeadas para 550 sequéncias do
transcriptoma da planta. Foi identificado um gene downregulated responsavel pela defesa da
planta contra o fungo: o PCK, que regula vias metabdlicas da gliconeogénese, fixacdo do
carbono, ciclo de Krebs, metabolismo do piruvato e biossintese de antibidticos. Analises do
transcriptoma da pimenta-do-reino tornam-se necessaria, pois visam elucidar o processo de
interacdo planta-patdgeno respondendo questdes sobre a defesa dessa planta em resposta a
infeccéo.

Palavras-chave: Piper nigrum L.; Fusarium solani f. sp. piperis; bioinformatica; Blast2GO.



ABSTRACT

The black pepper (Piper nigrum L.) is a spice of great economic importance for the state of
Pard, but its production has been reduced because of the disease called fusariosis, caused by the
fungus Fusarium solani f. sp. piperis. In silico bioinformatics analyzes of black pepper
transcriptome sequences are being studied on a large scale to provide important
biotechnological knowledge about the plant-pathogen relationship in order to provide support
to genetic breeding programs. Thus, the present work aims to analyze the profiles of
differentially expressed genes (DEG) of the transcriptome of the black pepper affected by
fusariosis and to relate their role in the regulation of metabolic pathways of biotechnological
interest. For this, in silico analyzes were performed using computer programs mainly for
differential expression and functional analysis. By means of differential expression analysis it
was possible to identify 2,108 DEGs with downregulated expression and another 1,642 DEGs
with upregulated expression profile. These DEGs were used for a separate functional annotation
with the Blast2GO tool, that resulted in an enrichment of 2,535 GO annotated sequences and
94 metabolic pathways identified in the Kyoto Encyclopedia of Gene and Genome (KEGG)
database, which were mapped to 550 sequences of the plant transcriptome. A downregulated
gene responsible for plant defense against fungi was identified: PCK, which regulates metabolic
pathways of gluconeogenesis, carbon fixation, citrate cycle, pyruvate metabolism and antibiotic
biosynthesis. Black pepper transcriptome analysis are necessary because they aim to elucidate
the process of plant-pathogen interaction by answering questions about the defense of this plant
in response to infection.

Keywords: Piper nigrum L.; Fusarium solani f. sp. piperis; bioinformatics; Blast2GO.
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1. INTRODUCAO

Ap0s o sequenciamento do genoma humano utilizando metodologia de Sanger, houve
um aumento na demanda por métodos que fossem mais rapidos e baratos para obtencdo de
genomas completos. Essa demanda estimulou o desenvolvimento de plataformas de
sequenciamento de nova geracgdo, também chamadas NGS (Next Generation Sequencing) ou de
segunda geragdo, que executariam o0 sequenciamento em menos tempo e com um custo menor
(GRADA; WEINBRECHT, 2013).

Atualmente, usando plataformas de nova geracdo, os estudos de sequenciamento de
genomas utilizam duas estratégias: a genémica estrutural e a funcional. A genémica estrutural
visa sequenciar e montar o genoma, consistindo em fragmentar aleatoriamente o DNA
genémico (shotgun), gerando uma grande lista de sequéncias nucleotidicas (reads) que sdo
posteriormente montadas pelas suas sobreposicdes, afim de identificar regides comuns para a
construcdo de fragmentos contiguos (contigs), que sdo sequéncias continuas e unicas
(STEINDORFF, 2016; VERLI, 2014; POPIN, 2017). A gendbmica funcional ou
transcriptdmica, consiste no sequenciamento e mapeamento dos transcritos génicos. Alguns
objetivos desse tipo de sequenciamento incluem catalogar mRNAs, RNA néo codificantes e
pequenos RNAs e quantificar niveis de expressdo génica (WANG; GERSTEIN; SNYDER,
2009).

Varios trabalhos utilizam a metodologias NGS para estudo de transcriptoma, permitindo
verificar a funcdo dos transcritos, suas isoformas, analisar alteracdes dos niveis de expressoes
e a identificacdo das vias metabdlicas que sdo alteradas em reposta a situacdes fisiologicas na
qual as células ou tecidos se encontram (VERLI, 2014).

Os trabalhos de genémica e transcriptdmica utilizando NGS geram um grande volume
de dados, que precisam ser analisados para permitir a compreensdo das especificidades
moleculares dos organismos sequenciados. Dentro desse contexto, ferramentas de
bioinformatica sdo utilizadas para explorar esses dados, permitindo identificar mecanismos
moleculares complexos (LESK, 2008; VERLLI, 2014).

Em plantas de interesse biotecnolodgico, a analise de transcriptoma tem sido usada para
verificar a resposta fisiologica e comportamental de uma possivel infec¢do por patdgeno, o que
permite entender como 0s mecanismos de defesa das plantas s&o desencadeados a partir das
mudancas no perfil de transcritos observados (GIACHETTO; HIGA, 2014; GANESH et al.,
2006).
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Os dados gerados por esse tipo de estudos sdo processados por meio de anélises de
bioinformatica, afim de se obter informac6es de interesse biotecnolégico importantes que
apoiem programas de melhoramento genético (CARVALHO; SILVA, 2010).

No Brasil, trabalhos de melhoramento genético de plantas utilizando tecnologias NGS
e analises de bioinformética estdo sendo realizados continuamente. Exemplo disso sdo 0s
estudos desenvolvidos através da analise do genoma e do transcriptoma de espécies como o
café, a soja e a pimenta-do-reino (VARON etal., 2017; SOUZA, 2018; MOREIRA et al., 2017).

A pimenta-do-reino (Piper nigrum L.), possui grande importancia econdémica para o
estado do Para. Essa espécie, originaria da india, adaptou-se facilmente aos solos amazonicos
e tem grande relevancia para o agronegdcio paraense, pois gera lucro para a regido (GORDO,
2012; LEMOS et al., 2011).

A producdo de pimenta-do-reino tem sido reduzida em funcdo de uma doenca
denominada fusariose, ocasionada pelo fungo Fusarium solani f. sp. piperis, que afeta a parte
aérea da planta e o seu sistema radicular levando ao apodrecimento e consequentemente a morte
do organismo (FILGUEIRAS, HOMMA, SANTOS, 2007; CHU et al., 1997).

O uso de estratégias de melhoramento classico, como o uso de fungicidas e a erradicacdo
de plantas doentes apresentam apenas solugdes paliativas no combate a fusariose. Assim,
objetivando apoiar programa de melhoramento genético da pimenta-do-reino, foram realizados
trabalhos com RNA-Seq a partir de NGS para sequenciar o transcriptoma da planta, resultando
na geracdo de um grande volume de dados e a identificacdo de numerosos genes e isoformas
(OLIVEIRA, 2015; MOREIRA et al., 2017).

Esses dados necessitam ser explorados por meio de analises de bioinformatica, afim de
se obter um catalogo (screen) dos Genes Diferencialmente Expressos (DEGSs) que possam
revelar o papel destes na regulacao de vias metabdlicas da pimenta-do-reino, uma vez que essas
vias sdo representacdes das transformacdes quimicas que ocorrem nas células e a diferenciacao
na expressdo génica fornece o entendimento sobre a fungdo dos genes e dos processos
bioldgicos que participam (MOREIRA et al., 2017; NELSON; COX, 2014).

Diante disso, o presente estudo pretende analisar in silico os perfis de DEGs do
transcriptoma da pimenta-do-reino acometida por fusariose e relacionar o papel desses genes
na regulacdo de vias metabolicas, fornecendo conhecimentos importantes do ponto de vista

biotecnolégico para apoiar programas de melhoramento genético da espécie.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. EVOLUCAO DOS METODOS DE SEQUENCIAMENTO

O sequenciamento do DNA foi proposto por Frederick Sanger e colaboradores em 1977
e esse método revolucionou as pesquisas cientificas, pois permitia determinar a ordem dos
nucleotideos que codificam a informacéo genética (MARGULIES et al., 2005).

A técnica de sequenciamento foi automatizada em 1986, utilizando o mesmo principio
de sequenciamento de Sanger, porém de forma mais rapida e simples e com o auxilio de um
computador (THAMPI, 2009).

O método automatizado de sequenciamento foi de grande importancia para o surgimento
do Projeto Genoma Humano, em 1990. Esse projeto possuia como objetivo a identificagdo, na
ordem correta, dos 3 bilhdes de nucleotideos que compbe o genoma humano e durou mais de
uma década, sendo finalizado apenas em 2003 (CORREA, 2002; WIECZOREK; LEAL, 2002).

Com a publicacdo das sequéncias do genoma humano e o sequenciamento paralelo de
milhares de genomas de diferentes espécies, as tecnologias de sequenciamento avangaram
rapidamente culminando no surgimento dos sequenciadores NGS (Next Generation
Sequencing). Esses sequenciadores séo capazes de gerar milhares de informacGes em uma Unica
corrida, com elevada cobertura, acuracia, reducdo de custo e tempo, em relagcdo ao método de
Sanger (Tabela 1) (PAVLOPOULOS et al., 2013).

Tabela 1 — Diferencas no metodo de sequenciamento em relacdo ao tamanho das leituras (pb),
custo por base, niUmero de leituras por corrida e nimero de dados gerados por corrida.

Sequenciamento de Sanger Plataformas NGS
Tamanho das Leituras (pares ~650 pb 35-100 pb
de bases)
Custo por base $1.915,65 $2,17
N° de leituras por corrida 384 8x 10.000.000
N° de dados gerados por 290 Kb ~7Gb
corrida

Fonte: Adaptado de Weiss, 2010.

Desde 2001 o custo do sequenciamento por genoma esta decaindo de forma acelerada
gracas aos avangos do sequenciamento NGS. Nesse mesmo ano, segundo o National Human

Genome Research Institute — NHGRI (2017), o preco equivalente ao sequenciamento de um
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genoma custava em média 100 milhdes de dolares, porém esse preco diminuiu para quase mil
dolares até 2017 (Figura 1) (NHGRI, 2017).

Figura 1 — Custo do sequenciamento por genoma no periodo de 2001 a 2017.
$100 Milhdes

$10 Milhdes

$1 Milhdo

$100 Mil

$10 Mil

$1 Mil
2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017

Fonte: Adaptado de NHGRI, 2017.

Os sequenciadores NGS revolucionaram o campo da biologia molecular, pois permitiu
0 estudo de genoma, transcriptoma, proteoma e metaboloma em larga escala, dando espaco para
0 aparecimento do conjunto de técnicas bioldgicas denominado 6micas, que estudam os
processos celulares e moleculares do DNA, RNA’s, das proteinas e dos metabdlitos. Causaram,
portanto, uma mudanca de paradigma, onde a geracdo de dados deixa de ser o fator limitante
para se estudar amplamente 0s organismos a niveis moleculares e o processamento e a analise
dos dados tornaram-se 0 maior desafio das pesquisas (CARVALHO; SILVA, 2010).

A grande quantidade de dados e sequéncias depositadas nos bancos de dados bioldgicos
aumentaram drasticamente nos Ultimos anos (Figura 2) e impulsionaram a difusdo da
bioinformatica no meio cientifico, uma ciéncia interdisciplinar que une conhecimentos de
biologia molecular, matematica e informatica. Essa ciéncia realiza a analise e interpretacdo de
dados atraves do desenvolvimento de algoritmos com comandos especificos, capazes de
analisar sequéncias, realizar sua montagem, anotagdo funcional, entre outras funcionalidades
(THAMPI, 2009).
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Figura 2 — Crescimento de dados em Terabases armazenados no banco de dados Sequence
Read Archive (SRA) do National Center for Biotechnology Information (NCBI), no periodo
de 2009 a 2018. O SRA é referéncia para busca de sequéncias brutas geradas pelas NGS.
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Fonte: Adaptado de NCBI, 2018.
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Por meio da bioinformatica é possivel compreender o mundo molecular e entender 0s
processos bioldgicos com mais eficiéncia, tais como mudancas na expressao génica, interacdes
entre proteinas e genes, estrutura de peptideos, vias metabolicas, vias de sinalizagéo, entre
outros processos moleculares (CAN, 2014; VASSILEYV et al., 2005).

Com a difusdo dos sequenciadores NGS, a bioinformatica tornou-se fundamental nos
estudos genéticos de melhoramento de animais e vegetais de interesse econdmico
(GIACHETTO; HIGA, 2014).

No caso dos vegetais, a bioinformatica tem sido empregada como uma ferramenta capaz
de revelar as diversas funcOes desempenhadas pelos genes das plantas, entender o
funcionamento de seu metabolismo e compreender as respostas fisioldgicas em relacdo a uma
infeccdo por patdgenos (VASSILEV et al., 2005).

2.2. ANALISE BIOINFORMATICA E POSSIVEIS RESULTADOS

O uso de dados genémicos, transcriptdbmicos e das outras 6micas no melhoramento

genético de plantas possui grande importancia econdémica e bioldgica, na medida que esses
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possibilitam um aumento na produtividade e a melhoria de varias espécies (GIACHETTO;
HIGA, 2014).

O primeiro vegetal a ter seu genoma sequenciado foi a planta-modelo Arabidopsis
thaliana, no ano 2000. Ap0s isso, varias outras espécies tiveram seus genomas descobertos
pelas plataformas NGS, tais como o a batata, a banana, a melancia e a soja (XU et al., 2011,
D’HONT etal., 2012; XU et al., 2013; XIA et al., 2012). As sequéncias obtidas dessas espéecies
e de muitas outras foram interpretadas, apds sua montagem, através do processo da
bioinformatica chamado anotacdo funcional. Essa metodologia consiste na identificacdo e
caracterizacdo de genes, promotores e outros elementos funcionais do DNA por meio de
softwares, que predizem as regies génicas no genoma e atribuem funcdes a essas (BOLGER
etal., 2017).

Outra maneira de se obter os elementos funcionais e seus constituintes moleculares, sem
precisar saber a sequéncia do genoma inteiro, é através da andlise de transcriptomas. O
transcriptoma € o conjunto de todos os transcritos génicos (mMRNA) presentes em uma célula,
em um estagio de desenvolvimento e em condicdes fisioldgicas especificas e, atualmente, vem
sendo analisado por meio das tecnologias amplamente utilizadas como as de microarranjo de
DNA (microarrays), que possibilita a avaliagdo simultanea da expressdo de varios genes em
diferentes tecidos de um determinado organismo, e do RNA-Seq, metodologia que utiliza o
sequenciamento NGS para obtencdo de transcritos de uma célula ou tecido (JUNIOR et al.,
2005; WALSH; HENDERSON, 2004; WANG; GERSTEIN; SNYDER, 2009).

ApOs a recuperacdo das sequéncias de transcritos génicos a anotacdo funcional é uma
etapa importante para o entendimento do funcionamento do organismo vivo, pois é nesse
processo que programas computacionais atribuem fungdes aos genes identificados (BOLGER
etal., 2017).

Um método de anotacdo € a partir da utilizacdo do software Blast2GO (CONESA;
GOTZ, 2008), uma ferramenta com interface Java, desenvolvida para a analise funcional de
sequéncias génicas. Esse software utiliza o sistema de ontologias Gene Ontology (THE GENE
ONTOLOGY CONSORTIUM, 2000), afim de padronizar a representacdo dos genes para todos
0s seres vivos em trés categorias: Processo Bioldgico (atividade bioldgica com o qual o gene
contribui), Funcdo Molecular (atividade bioquimica do gene) e Componente Celular (local na
célula onde o gene é ativo). Além disso, o Blast2GO permite fazer buscas por sequéncias
similares, cédigos de enzimas e visualizar mapas metabolicos onde 0s genes e seus produtos
atuam através do KEGG — Enciclopédia de Kyoto de Genes e Genomas (KANEHISA; GOTO,
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2000) para, a partir das sequéncias estudadas, determinar suas possiveis fungdes e ontologias
(NODA; DAMASCENO; SOUSA, 2005).

A anotacdo de genes € realizada automaticamente e fornece informacdes importantes do
organismo vivo. As sequéncias funcionais da batata por exemplo, revelaram fatores de
transcricdo que regulam a maturidade da planta e seu ciclo de vida (KLOOSTERMAN et al.,
2013). No caso da soja, através da anotacdo foi descoberto o locus E1, regido que controla o
tempo de floracdo em adaptacédo a diferentes fotoperiodos (XIA et al., 2012). Essas informac6es
de modo geral, sdo de extrema significancia para o melhoramento dessas espécies e de tantas
outras, uma vez que o entendimento do desenvolvimento da planta ¢ revelado (JUNIOR et al.,
2005).

Além da anotacdo funcional, analises de transcriptomas fornecem informacdes dos
niveis de regulacao da expressdo de genes do organismo vivo. Nesse caso, 0 sequenciamento
de transcritos apresenta precisdo em suas alteracGes nos niveis de expressdes sob diferentes
condicBes, promovendo assim, monitoramento de mudancas dos niveis de expressdo génica e
a identificacdo das vias metabdlicas que sdo alteradas por a¢do externa, como uma infeccéo por
patdgeno, devastacao por parasitas e outros tipos de estresse (WANG; GERSTEIN; SNYDER,
2009; GIACHETTO; HIGA, 2014).

Por esses motivos, a analise do transcriptoma vem sendo utilizada especialmente em
espécies de plantas comercializadas no Brasil, como a cana-de-agucar, o café e a pimenta-do-
reino, pois garantem melhoria nos seus manejos, em funcao da produtividade e da qualidade do
produto (CARDOSO-SILVA et al., 2014; VARON et al., 2017; MOREIRA, 2012).

2.3. PIMENTA-DO-REINO (Piper Nigrum L).

A pimenta-do-reino (Piper nigrum L.) (Figura 3) é uma especiaria de grande
importancia econdmica para o Brasil. Originaria da india, essa espécie se adaptou facilmente
ao solo acido amazénico e ao clima da regido norte do pais (GORDO, 2012; LEMOS et al.,
2011).
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Figura 3 — Pimenta-do-reino (P. nigrum L.)

Fonte: Jahmu PBC ©, 2018.

No Brasil, 0 estado que mais produz pimenta-do-reino é o Para. Segundo dados do
Relatorio do Levantamento Sistematico da Producdo Agricola do Estado do Pard — LSPA
(2016), o estado dispde de 90% da producéo brasileira de pimenta-do-reino, possuindo cerca
de 23 mil hectares de area plantada e producdo de aproximadamente 34 mil toneladas de
pimenta-do-reino por ano.

Desde a década de 50 os produtores locais passaram a ter seus cultivos limitados devido
a Fusariose, doenga causada pelo fungo Fusarium solani f. sp. piperis. Nessa mesma epoca, a
doenca se alastrou rapidamente na regido, destruindo em pouco tempo, grande parte dos
cultivos (FILGUEIRAS; HOMMA; SANTQS, 2007; ANDO et al., 1996).

Com o passar dos anos, a fusariose ainda é uma das doengas mais prejudiciais ao cultivo
de pimenta-do-reino, sendo cerca de 3% da area cultivada reduzida, ocasionando prejuizo anual
de 10 milhdes de ddlares e diminuicdo da vida datil da plantacdo, de 12 para 5 ou 6 anos
(BENCHIMOL et al., 2017; LEMOS; TREMACOLDI; POLTRONIERI, 2014).

O conhecimento molecular, juntamente com as técnicas de melhoramento genético e a
identificagdo de genes, atraves da biotecnologia e bioinformatica, sdo ferramentas fundamentais
para resolver a questdo da fusariose (BENCHIMOL et al., 2017).
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A Embrapa Amazonia Oriental e a Universidade Federal do Paré realizaram um projeto
que visava identificar sequéncias génicas do transcriptoma da espécie envolvidas no mecanismo
de interacdo entre a pimenta-do-reino e o patégeno F. solani f. sp. piperis. Essas sequéncias
foram obtidas via plataforma SOLID de sequenciamento NGS e analisadas via bioinformética
(GORDO et al. 2012, MOREIRA et al., 2017).

O alto numero de dados gerados por esse projeto ainda necessitam ser explorados com
o0 auxilio da bioinformatica, onde essa area promissora tem contribuido muito na avaliacao da
relacdo dos genes em resposta a infeccao do patdgeno responsavel pela fusariose, uma vez que
métodos como algoritmos genéticos, métodos de agrupamentos, analise de componentes
principais (PCA) e outras metodologias, auxiliam no desenvolvimento de estratégias mais
efetivas para resolver tais problematicas bioldgicas (OLIVEIRA, 2015).

Diante disso, analisar os dados gerados da pimenta-do-reino pelas tecnologias NGS por
meio da bioinformatica é de grande importancia para ajudar a entender o envolvimento de
determinados genes nos mecanismos moleculares de defesa da espécie e fornecer suporte na

erradicacdo do fungo que afeta a producdo da pimenta-do-reino.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Analisar os perfis de DEGs (Genes Diferencialmente Expressos) do transcriptoma da
pimenta-do-reino (P. nigrum L.), acometida por fusariose (F. solani f. sp. piperis) e relacionar
o0 papel desses genes na regulacdo das vias metabdlicas mais importantes na resposta de defesa

e resisténcia da planta.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar o perfil de expressdo dos genes envolvidos em mecanismos moleculares da
pimenta-do-reino acometida por fusariose

- Identificar o perfil de anotacéo funcional de DEGs;

- Investigar as principais vias metabolicas identificadas e reguladas por DEGs;

- Selecionar DEGS envolvidos no mecanismo de resisténcia.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. IDENTIFICACAO IN SILICO E SCREEN DE DEGS

Os dados das sequéncias brutas da pimenta-do-reino analisados nesse trabalho,
passaram por um pré-processamento descrito por Gordo et al. (2012). Um experimento de
sequenciamento de RNA foi usado para estudar o transcriptoma da raiz 60 dias apds a infeccdo
pelo patdgeno F. solani f. sp. piperis (MOREIRA et al., 2017).

Os dados das sequéncias obtidos pelo SOLID foram gerados de duas bibliotecas
contendo as reads (leituras) da amostra infectada e da outra amostra controle, os quais foram
previamente processadas para limpeza e o controle de qualidade com os softwares CutAdapt
(0.95) (MARTIN, 2011) e PRINSEQ (0.14.4) (SCHIMIEDER; EDWARDS, 2011),
respectivamente (MOREIRA et al., 2017).

Em seguida, as leituras de pimenta-do-reino foram alinhadas contra o genoma de
referéncia com o programa Bowtie (LANGMEAD et al., 2009) e os dados subsequentes foram
utilizados como entrada no pacote Cufflinks (TAPNELL et al., 2010) para estimar a abundancia
de transcritos que foram normalizados com FPKM (Fragmentos por quilobase de exon por
milhdes de fragmentos mapeados) (MOREIRA et al., 2017).

Posteriormente, para obtencdo da expressao diferencial, utilizou-se o software DEGSeq
(WANG et al., 2010) do programa R/Bioconductor, onde foram considerados apenas 0s genes
que apresentaram Fold Change (FC)> 2 e valor de p<0.001. O Log> FC = (Infectada/Controle)
foi usado para estimar a expressao diferencial dos genes (MOREIRA et al., 2017).

Os DEGs  obtidos, foram  plotados usando o Multiplot  v2
(http://software.broadinstitute.org/cancer/software/genepattern/modules/docs/multiplot/2), que

exibiram os perfis de expressdo génica personalizados, para uma analise de dispersao.
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4.2. ENRIQUECIMENTO DE DEGS

As sequéncias obtidas da pimenta-do-reino foram usadas em formato fasta como entrada
no software Blast2GO (5.0.13) (CONESA; GOTZ, 2008). Essa ferramenta de pesquisa de
Alinhamento Local Basico - BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) foi usada para
encontrar sequéncias semelhantes ao seu conjunto de dados de consultas. Nesse estudo as
sequéncias da pimenta-do-reino foram anotadas com base na execugdo de um BlastX
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), com um E-value de le-3, contra um banco de dados
nr-viridiplantae. O BlastX busca e identifica potenciais produtos de proteinas a partir da
consulta com uma sequéncia de nucleotideos.

As anotac@es de ontologia genética foram feitas usando o GO (Gene Ontology) (THE
GENE ONTOLOGY CONSORTIUM, 2000), os quais foram identificados atuantes em Processo
Biologico, Funcdo Molecular e Componente Celular. A anotacdo GO € executada aplicando
uma regra de anotacdo (Annotation Rule — AR) durante os termos da ontologia encontrada. A
regra procura encontrar as anotagdes mais especificas com um certo nivel de
confiabilidade. Este processo € ajustavel em especificidade e rigor. Para cada candidato, um
escore de anotagdo (Annotation Score — AS) é calculado. O AS é composto de dois termos
aditivos. O primeiro, Direct Term (Termo Direto — DT), representa a maior similaridade de
acertos deste GO ponderado por um fator correspondente ao seu cddigo de evidéncia (EC), que
pode ser interpretado como um indice de confiabilidade da anotagdo GO. O segundo termo do
AS fornece a possibilidade de abstracdo (AT). Isso € definido como uma anotacao para um né
pai quando varios nos filhos estdo presentes na colecao de candidatos GO. Este termo multiplica
0 numero total de GOs unificados no n6 por um fator de peso GO definido pelo usuéario, que
controla a possibilidade e a forca da abstracdo. Quando o peso GO é definido como 0, nenhuma
abstracdo e feita. Finalmente, o AR seleciona o menor termo por ramificacdo, que fica acima
de um limite definido pelo usudrio (CONESA et al., 2005). DT, AT e os termos AR séo

definidos como mostrado abaixo:

DT = max(similarityx EC,_,, ) (1)
AT = (#GO-1)xGO, ., (2)
AR lowestnode( AS(DT + ATY) = threshold (3)

Os parametros definidos na configuracdo de anotacdo do Blast2GO foram: limite de

anotagdo padrdo = 55, onde todos 0os menores termos por ramificacdo acima desse limite sdo
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selecionados; GO-Weight padréo = 5, esse parametro representa o peso dado a contribuicdo de
termos filhos mapeados para a anotacdo de um termo pai; foi usado 1D de taxonomia, onde 0s
termos GO que ndo estdo na taxonomia indicada foram removidos; E-Value-Hit-Filter padrdo
= 1.0E-6, pré-filtro que seleciona apenas os termos GO obtidos de ocorréncias com E-value
maior que o dado; HSP-HitCoverage CutOff (limite de cobertura minima) = 80, estabelecido
para definir a cobertura minima de um hit contra a referéncia, apenas aquelas anota¢des do hit
que atenderam a esse critério foram consideradas para transferéncia de anotacdo; Hit Filter =
500, que permite considerar apenas os primeiros 500 hits durante a anotacéo.

Os resultados de anotagcdo para cada sequéncia foram visualizados no GO DAG
selecionando Draw Graph of GO-Mapping com Escore de Anotacdo no menu de contexto.
Além disso, as op¢bes Change Annotation and Description (Alterar Anotacdo e Descricdo
Manualmente) deste menu permitiu ajustar aquelas anotacdes especificamente para uma unica
sequéncia. Esta funcéo edita a anotacdo da sequéncia selecionada e permite digitar e excluir a

anotacdo ou descrigéo da sequéncia.

4.3. CODIGO ENZIMATICO E KEGG

A etapa de anotacao das vias metabdlicas do KEGG — Kyoto Encyclopedia of Gene and
Genome (KANEHISA; GOTO, 2000) da pimenta-do-reino foi feita com Blast2GO o qual
forneceu anotacdo de EC (Enzyme Code - Codigo Enzimatico) através do arquivo de
mapeamento GO>EC direto disponivel no site do GO. Isso significa que apenas sequéncias
com anotagdes GO eventualmente exibirdo também ndmeros EC e que a precisdo da anotacao
GO pode ser extensa para as anotacfes da enzima. Além disso, 0 modulo de mapa KEGG
permite a exibicdo de funcBes enziméticas no contexto das vias metabdlicas das quais
participam.

As sequéncias de interesse foram analisadas pelo cédigo enzimatico e KEGG > Load
Pathway-Maps do KEGG, online. Dessa forma, foram pesquisados todos 0s possiveis mapas
KEGG contendo os numeros EC das sequéncias selecionadas, que foram disponibilizadas na
guia Mapas KEGG. Os arquivos do KEGG foram exportados em trés formatos diferentes

usados pelo Blast2GO: One Sequence per Row, Onde Enzyme per Row e One Pathway per row.
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4.4. ESTATISTICAS

Os resultados de um modo geral foram plotados em graficos de distribuicdo de dados
obedecendo as seguintes etapas de opdes estatisticas da ferramenta Blast2GO: O projeto (Data
distribuition e Sequence lenhgt statistic), BLAST (E-value distribution, Similarity distrinuition,
Species Distribuition e Top-hit Species Distribuition), InterPro (Statistics related to the
InterProScan results), Mapeamento (GO Mapping distribution, EC Distribution for sequences,
EC Distribution for BLAST hits e DB-Resources of Mapping) e Anotacdo (Annotation
distribuition e GO Annot. Level Distribution).

Distribuicdo de sequéncia por nivel de GO foram gerados em gréficos de pizza para
representar o nimero de sequéncias para cada termo de GO a um determinado nivel. Graficos
de barras também foram gerados para representar os termos GO de acordo com o nimero de
sequéncias anotadas para o Top 50 dos termos GO.

Os parametros foram estabelecidos no filtro de Sequéncia da ferramenta em Make
Combined Graph, conforme o tutorial de analises quantitativas estabelecido
(http://docs.blast2go.com/user-manual/quantitative-analysis/). De acordo com os resultados
gerados foram feitos ajustes sobre o valor total de sequéncias, sendo estabelecido um valor de

10% do seu numero total de sequéncias para o0s trés processos do GO.

4.5. SELECAO DE DEG RELATADO NA DEFESA/RESISTENCIA E ANALISE DE VIAS
METABOLICAS

Apobs a recuperacdo das vias metabdlicas, esses dados foram contrastados com os da
anotacgdo funcional feita pelo Blast2GO por meio de formulas de formatacdo condicional, que
buscam valores duplicados. Dos genes em comum, foram analisados os principais envolvidos
apenas na defesa e resisténcia da planta, para isso foram filtrados apenas os que apresentaram
os termos disease (doenca), resistance (resisténcia) e defense (defesa) nos termos GO de
anotacao funcional.

A metodologia desse trabalho e toda analise realizada encontra-se sumarizada no

fluxograma da figura 4.
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Figura 4 — Fluxograma descritivo das sequéncias de analises realizadas para esse trabalho.
Caixas retangulares com bordas arredondadas representam as andlises realizadas e as caixas
retangulares com bordas pontiagudas representam os resultados das analises.
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Fonte: Autor da pesquisa, 2018.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. SCREEN E COMPARACAO DE DEGS APOS A INFECCAO

O sequenciamento do transcriptoma da raiz de pimenta-do-reino permitiu a
identificacdo de 16.941 DEGs através do DEGSeq (MOREIRA et al., 2017).

A analise da expressao diferencial usando o Log2 FC = (Infectada/Controle) permitiu
identificar, entre as duas condicdes, um total de 2.145 DEGs com um perfil downregulated
(regulados negativamente). Apos o filtro com o ponto de corte (FC) < 2 e valor de p < 0.001
restaram apenas 2.108 DEGs com esse perfil. Da mesma forma, um total de 3.709 DEGs com
um perfil upregulated (regulados positivamente) foram identificados e ap6s serem filtrados pelo
ponto de corte (FC) >2 e valor de p <0.001, resultaram em 1.642 DEGs com esse perfil oposto.

O gréfico da figura 5 mostra um screen desses DEGs gerados pela dispersdo dos dados.

Figura 5 — Grafico de dispersdo Volcano plot dos genes diferencialmente expressos de
pimenta-do-reino. No eixo y esta representado o valo de Fold Change e no eixo x o valor de
p. Pontos azuis sdo genes regulados negativamente e vermelhos genes regulados
positivamente. Pontos presentes no topo do grafico e distantes do centro representam os genes
de interesse que foram filtrados.
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Fonte: Adaptado de Multiplot, 2018.
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5.2. ANALISE DOS PERFIS DE EXPRESSAO DE DEGS

Apos a anotacao funcional feita pelo Blast2GO para mais de 16 mil sequéncias dos
genes da pimenta-do-reino, apenas 7.835 DEGs tiveram uma anotacdo funcional bem-sucedida.
Em seguida, essas sequéncias anotadas pelo Blast2GO foram avaliadas pelo perfil de expressao
diferencial conforme Wang et al. (2010), onde foram identificadas 3.732 DEGs enriquecidos
com a ferramenta Blast2GO. Outras sequéncias que ndo exibiram faixa alguma de anotacao
coberta durante o enriquecimento totalizam cerca de 4.103 sequéncias.

De fato, as 3.732 sequéncias enriquecidas com o Blast2GO corresponderam aqueles
DEGs que exibiram distintos perfis de expressdo diferencial: regulados negativamente e
regulados positivamente observados no grafico de dispersdo (Figura 5). Os resultados das

analises de anotacao e perfis de expressao realizadas estdo mostrados na tabela 2.

Tabela 2 — Sumario das analises realizadas dos DEGs.

Descrigéo Quantitativo de Anélise (n)
DEGs identificados com perfil de expresséo 3.750
DEGs regulados negativamente 2.108
DEGs regulados positivamente 1.642
Anotacéo Funcional (Blast2GO) 7.835
Blast2GO vs. DEGs 3732
(WANG et al., 2010)
DEGs sem anotagao 4.103
GO (DEGs regulados negativamente) 819
Processo Bioldgico (PB) 212
Funcdo Molecular (FM) 413
Componente Celular (CC) 194
GO (DEGs regulados positivamente) 570
Processo Bioldgico (PB) 164
Funcdo Molecular (FM) 286
Componente Celular (CC) 120
Vias identificadas pelo KEGG 94
Sequéncias identificadas pelo KEGG 550
Enzimas identificadas pelo KEGG 123

Fonte: Autor da Pesquisa, 2018.
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A maioria dos genes identificados em todas as analises estdo regulados negativamente,
sugerindo que grande parte dos transcritos ndo estejam sendo produzidos de forma adequada
para desencadear uma resposta eficaz na planta. Segundo Moreira et al. (2017), apo6s o
sequenciamento do transcriptoma da raiz infectada da pimenta-do-reino, os genes relacionados
a resisténcia da planta encontraram-se hipoexpressos, ou seja, regulados negativamente, o que

corrobora com a alta taxa de genes com perfil de expressao negativo nessa nova analise.

5.3. ANALISE QUANTITATIVA DA DISTRIBUICAO DOS DADOS DE ANOTACAO
COM O BLAST2GO

A primeira parte da analise quantitativa da distribui¢cdo dos dados de anotagdo obtidos
com a ferramenta Blast2GO é demonstrada no grafico de distribuicéo da figura 6.

Os resultados mostram cerca de 3.740 sequéncias com hits combinados
significativamente com sequéncias do banco de dados nr apés a etapa do BLAST. Além disso,
2.535 sequéncias foram anotadas com GO, 61 mapeadas e mais de 10.605 n&o obtiveram
semelhantes apds a etapa do BLAST (Figura 6).

Figura 6 — Distribuicdo de dados apos consulta de sequéncias (hits) em bancos de dados.
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Fonte: Adaptado de Blast2GO, 2018.

O resultado do BlastX contra o banco de dados nr-viridiplantae mostrou que a
distribuicdo de similaridade das seqUencias apresenta em sua maioria 100 pares de bases (pb)

similares a sequéncias do banco de dados, como mostra a figura 7.
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Figura 7 — Distribuicdo de similaridade das sequéncias contra o banco de dados.
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Fonte: Adaptado de Blast2GO, 2018.
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A distribuicdo de espécies entre as sequéncias de maior similaridade com o
transcriptoma da pimenta-do-reino mostrou que Nelumbro nucifera, foi a espécie que
apresentou maior nimero de sequéncias similares, seguida por Macleaya cordata e Phoenix

dactylifera, com mais de 250 hits contra a referéncia, conforme mostra o grafico da figura 8.

Figura 8 — Distribuicdo da abundancia de top-hits por espécie na analise de BlastX para o
transcriptoma da pimenta-do-reino.
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Fonte: Adaptado de Blast2GO, 2018.
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A pimenta-do-reino e a N. nucifera (Flor de Létus) séo mais proximas filogeneticamente
que as outras duas especies com mais de 250 sequéncias compativeis (RAVEN; EICHHORN;

EVERT, 2014). Ambas pertencem a classe Magnoliopsida, mais conhecidas como
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dicotiledbneas, plantas com flor, cujo embrido (semente) contém dois ou mais cotilédones.
Enquanto que a M. cordata e a P. dactylifera sdo pertencentes a classe Liliopsida
(monocotileddneas) (RAVEN; EICHHORN; EVERT, 2014).

O mapeamento de ontologia genética utilizado para recuperar os termos GO associados
aos acertos obtidos pela pesquisa do BLAST foi usado nesse estudo. O resultado é exibido no
grafico da figura 9, que mostra uma distribuicdo do numero de anotacdes (termos-GO)
recuperadas dos diferentes bancos de dados de origem, que podem ser, por exemplo, o UniProt
(Universal Protein), o PDB (Protein Data Bank), o TAIR (The Arabidopsis Information
Resource), etc. Como resultados dessa analise, a maioria das anotaces realizadas so derivadas
do banco de dados GR_PROTEIN, seguido do UniProtKB, totalizando 8.975 anotacGes para 0s
16.941 genes de pimenta-do-reino (Figura 9).

Figura 9 — Distribuicdo do nimero de anotacGes (termos-GO) recuperadas dos diferentes
bancos de dados.
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Fonte: Adaptado de Blast2GO, 2018.

Como uma visdo geral da extensdo e intensidade da anotacdo GO, o grafico de
distribuicdo de anotacdes (Figura 10) mostra mais de 14 mil sequéncias sem atribuicdo de
termos GO, condizendo com o gréafico de distribuicdo de dados realizado no enriquecimento
(Figura 6).
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Figura 10 — Distribuicdo da quantidade de termos candidatos a ontologia de gene atribuidos a
cada sequéncia durante a etapa de mapeamento de GO.
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Fonte: Adaptado de Blast2GO, 2018.

5.4. ONTOLOGIA GENETICA DOS DEGS

Os resultados da anotacdo funcional mostraram que a maioria das sequéncias tiveram
anotagdes para Processo Bioldgico (39,49%), seguido de Componente Celular (36,98%) e
Funcao Molecular (23,53%).

Na categoria Processos Bioldgico, os transcritos foram classificados em sua grande
maioria em processos metabolicos (28%), seguido por processos celulares (28%) e regulacao
biologica (9%) (Figura 11).

Figura 11 — Classificacao dos transcritos no GO quanto a Processos Bioldgico em pimenta-
do-reino.
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Fonte: Adaptado de Blast2GO, 2018.
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As categorias observadas sdo, em sua maioria, compativeis com resultados de anota¢oes
funcionais de outras espécies, com exce¢do da subcategoria regulacdo bioldgica. Isso ocorre,
pois, 0s processos metabdlicos sdo um conjunto amplo de procedimentos responsaveis pela
sintese e degradacdo de moléculas das células e as vias metabolicas dessa sintese ou degradacao
ocorrem constantemente para suprir o funcionamento da célula (SMITH, 2000). Os processos
celulares sdo abundantes uma vez que fazem referéncia as atividades celulares de crescimento,
manutencdo e comunicacdo entre células (JUNG et al., 2014). Ambos sdo processos
importantes para o funcionamento e manutengdo dos organismos Vvivos.

Na categoria Componente Celular a grande maioria das sequéncias estéo relacionadas a
célula (25%) e parte celular (25%), seguido por organelas (18%) (Figura 12).

Figura 12 — Classificacdo dos transcritos no GO quanto a Componentes Celulares
em pimenta-do-reino.
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Fonte: Adaptado de Blast2GO, 2018.

As sequéncias ligadas a célula ou parte celular sdo correspondentes a genes que exercem
sua funcdo no citoplasma e ndo estdo agregados na membrana plasmatica ou em organelas
(CARBON et al., 2009). E esperado que 50% dos genes atuem no citoplasma, pois é nesse local
da célula onde ocorrem a grande maioria dos processos metabdlicos. As sequéncias
correspondentes a organelas estdo associadas aos elementos constitutivos da célula ou aos que
atuam no nacleo, mitocéndria, plastidio, vacutolos, vesiculas, ribossomos e citoesqueleto. Essas
sequéncias estdo entre as mais abundantes pois é nas organelas que ocorrem processos

metabdlicos fundamentais para o funcionamento da célula como a respiracdo, fotossintese,
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estruturacdo celular e sintese de biomoléculas, além de comporem aproximadamente 40% do
volume celular (NELSON; COX, 2014).

Por fim, na categoria Funcdo Molecular, mais da metade das sequéncias estdo
relacionadas a ligacBes (52%), seguido por sequéncias ligadas a atividade catalitica (41%)
(Figura 13).

Figura 13 — Classificacdo dos transcritos no GO quanto a Fung¢do Molecular
em pimenta-do-reino.
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Fonte: Adaptado de Blast2GO, 2018.

O fato das sequéncias estarem amplamente relacionadas a ligacdes € referente a
responsabilidade dessas sequéncias em formar ligacGes ocorrentes entre moléculas como
proteina-proteina, proteina-DNA, cofator-enzima, entre outras, sendo essas ligacOes
fundamentais para o controle e funcionamento das moléculas envolvidas no metabolismo
celular. Sequéncias relacionadas a atividade catalitica estdo em abundéancia, pois grande parte
das reagdes quimicas ocorre com a presenca de enzimas (catalisadores), moléculas capazes de
aumentar a velocidade das reagdes quimicas sem serem consumidas no processo (CARBON et
al., 2009; NELSON; COX, 2014). Além desses motivos para a aparigdo em grandes quantidades
desses termos GO na anotacdo da pimenta-do-reino, plantas que estdo sendo afetadas por um
patégeno acabam induzindo uma extensa reprogramacdo em seu metabolismo, envolvendo
mudancas na atividade génica, ou seja, a sintese e degradagdo de moléculas que vao auxiliar no
retardamento do patdgeno estdo sendo realizadas em grandes quantidades diante da infeccdo,

envolvendo papéis dos genes responsaveis pelas ligacbes de moléculas de defesa e pela
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atividade catalitica para aceleracdo da sintese de moléculas (WALTERS; NEWTON; LYON,
2007; STANGARLIN et al., 2011).

5.5. RECUPERACAO DAS VIAS METABOLICAS

Usando o KEGG, as vias enzimaticas foram mapeadas via Blast2GO-KEGG. A partir
disso, foram identificadas 94 vias metabdlicas que possuem 550 sequéncias do transcriptoma

da pimenta-do-reino, sendo dessas, 123 sequéncias enzimaticas (Tabela 3).

Tabela 3 — Resultado do mapeamento das vias enzimaticas do transcriptoma da pimenta-do-
reino, através do Blast2GO-KEGG.
Mapeamento Quantidade (n)

Vias metabolicas identificadas 94

Sequéncias do transcriptoma identificadas nas

. . 550
vias metabdlicas

Sequéncias enzimaticas identificadas no
transcriptoma da pimenta-do-reino envolvidas 123
nas vias metabdlicas

Fonte: Autor da Pesquisa, 2018.

A classe mais abundante das enzimas identificadas foi a transferase, com um total de 37
sequéncias enzimaticas, seguidas pelas classes Oxidorredutase e Hidrolase, com 34 e 17

sequencias enzimaticas, respectivamente (Figura 14).
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Figura 14 — Distribuicdo da abundancia de classes enzimaticas de acordo com banco de dados
disponivel em KEGG.
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Fonte: Autor da Pesquisa, 2018.

Das 550 sequéncias do transcriptoma identificadas nas vias metabdlicas, 110 estdo
envolvidas em vias de biossintese de antibidticos da pimenta-do-reino. Destas, 37 sdo
sequéncias enzimaticas. De modo geral, as plantas produzem antibioticos como parte de seu
programa normal de crescimento e desenvolvimento em resposta a estresse ou patdgenos.
Entretanto, em resposta ao ataque de patdgenos que passam por esses antibidticos, a planta
induz compostos antimicrobianos conhecidos como fitoalexinas (MATIELLO et al., 2016).

Segundo Cavalcanti et al. (2005), as fitoalexinas agem em fungos na granulagdo
citoplasmatica, desorganizacdo de conteudos celulares, rompimento da membrana plasmatica e
inibicdo de enzimas flngicas, provocando a reducdo ou anulacdo do crescimento micelial.

Logo, o fato da maioria das enzimas identificadas pelo KEGG estarem relacionadas com
a biossintese de antibidticos naturais ou induzidos, pode indicar que o transcriptoma da
pimenta-do-reino contém uma grande quantidade de informacdes de defesa sendo geradas em
resposta a infecgdo do F. solani f. sp. piperis. Apesar disso, das 110 sequéncias observadas, 56
(50,90%) estdo reguladas negativamente apos infeccdo do fungo (Figura 15) dando um

indicativo da possivel susceptibilidade da planta.
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Figura 15 — Nivel de expressao das sequéncias envolvidas em vias de biossintese de
antibioticos da pimenta-do-reino.

Sem expressdo
estimada (17 / 15,45%)

\‘—
Regulados
negativamente (56 / 50,91%)
. ===
_—-

Regulados
positivamente (37 / 33,64%)

Fonte: Autor da Pesquisa, 2018.

Doze enzimas identificadas estdo envolvidas no metabolismo do amido e da sacarose.
A sacarose, como produto final da fotossintese, desempenha papel fundamental no crescimento
de plantas e funciona como regulador direto ou indireto da expressdo génica, sendo de grande
importancia na sobrevivéncia da planta (WINTER; HUBER, 2000).

Na analise foram identificadas 34 sequéncias do transcriptoma ligadas a via do
metabolismo da glutationa (35,35% reguladas negativamente), sendo 7 delas sequéncias
enzimaticas. A glutationa é um dos mais importantes antioxidantes dos vegetais. Em plantas,
esse antioxidante é fundamental no controle do estresse bidtico e abiotico, sendo necessaria
para uma defesa eficiente contra patdgenos (SANTOS et al., 2011; MAURIZI; POINSSOT,
2012).

Estudos com mutantes de Arabidopsis thaliana deficientes em glutationa apresentaram
alta suscetibilidade a uma ampla gama de invasores patogénicos, revelando o papel desse
composto na sinalizacdo de plantas sob estresse biotico (PARISY et al., 2007; MAURIZI;
POINSSOT, 2012).

Além desses resultados, vias comuns para o0 desenvolvimento de plantas foram
sinalizadas, tais como da glicolise, gliconeogénese, metabolismo de aminoécidos fundamentais
como a cisteina e a metionina, metabolismo da purina, entre outras. Algumas vias metabolicas

obtidas com o Blast2GO-KEGG estdo sumarizadas na Tabela 4.
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Tabela 4 — Sumario de algumas vias metabolicas identificadas no transcriptoma de pimenta-
do-reino, através do Blast2GO-KEGG.

Enzimas identificadas

Via metabdlica Identificacdo da via .
envolvidas (n)
Biossintese de Antibidticos map01130 37
Metabolismo de amido e sacarose map00500 12
Glicolise/Gliconeogénese map00010 12
Metabolismo de cisteina e metionina map00270 10
Biossintese de aminoacil-tRNA map00970 10
Metabolismo de purina map00230 8
Metabolismo de piruvato map00620 7
Metabolismo de glutationa map00480 7
Fosforilagédo oxidativa map00190 6
Metabolismo de alanina, aspartato e mMap00250 6

glutamato

Fonte: Adaptado de Blast2GO-KEGG, 2018.

Para uma analise mais profunda dessas vias € fundamental verificar se essas sequéncias
enzimaticas e de genes da pimenta-do-reino estdo sendo regulados adequadamente ou estdo
desativados frente a infeccéo do fungo. Por esse motivo, esses dados gerados pelo KEGG foram
contrastados com o resultado da anotacdo funcional dos DEGs regulados negativamente e

positivamente pelo Blast2GO.

5.6. SELECAO DE DEGS RELATADOS NA DEFESA/RESISTENCIA E ANALISE DE
VIAS METABOLICAS

Como resultado da busca por valores duplicados dos dados da anotacdo e do KEGG,
foram identificados 133 genes em comum nas duas analises, sendo 78 regulados negativamente

e 55 regulados positivamente (Tabela 5).

Tabela 5 — Resultado dos DEGs downregulated e upregulated identificados pelo KEGG.
Descricéo Quantitativo de Andlise (n)
KEGG Enzyme Pathways
DEGs (Downregulated)

KEGG Enzyme Pathways
DEGs (Upregulated)

Total 133
Fonte: Autor da Pesquisa, 2018.

78

55
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Dos DEGs identificados, selecionamos um gene denominado Phosphoenolpyruvate
(PCK), regulado negativamente em pimenta-do-reino, para uma analise mais aprofundada das

vias metabolicas relacionadas e sua anotacéo funcional.

5.5.1. Fosfoenolpiruvato (PCK)

A sequéncia denominada Fosfoenolpiruvato (PCK) representa o gene que codifica a
enzima fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK) (1ZUI et al., 2004). Esse gene apresentou
11 termos GO distribuidos em Funcdo Molecular, Componente Celular e Processo Bioldgico
no Blast2GO. Um termo GO atribuido a esse gene e que parece ser de extrema relevancia, foi
o termo filho Resposta de Defesa ao Fungo, Interacdo Incompativel (GO: 0009817) da
categoria Processo Bioldgico, que, segundo Carbon et al. (2009), significa a resposta da planta
a um fungo no sentido de impedir a propagacao ou ocorréncia de uma doenca. Isso implica na
hip6tese de que, o fato do gene PCK esta sendo regulado negativamente, faz com que a pimenta-
do-reino ndo desenvolva respostas necessarias para impedir que a fusariose se propague em seu
organismo.

A enzima PEPCK (EC 4.1.1.49), codificada pelo gene PCK, esta envolvida diretamente
na via metabdlica da gliconeogénese (Figura 16), na producdo de fosfoenolpiruvato a partir do
oxaloacetato do ciclo do &cido citrico (ciclo de Krebs). A via metabolica da gliconeogénese é
responsavel pela producgdo de glicose a partir de compostos moleculares presente em plantas,
animais, fungos e outros microrganismos, sendo que nas plantas, a glicose € fundamental para
0 seu desenvolvimento e manutencdo, pois fornece energia para a fotossintese (NELSON;
COX, 2014).



Figura 16 — Via metabolica da gliconeogénese em pimenta-do-reino obtida no Blast2GO.
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Retangulos coloridos representam a diversidade enzimatica obtida a partir dos transcritos da

pimenta-do-reino, cada cor representa uma enzima diferente. O quadrado na cor verde

representa a enzima PEPCK na via.
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Outra via metabolica regulada pela PEPCK é a de fixagdo do carbono em organismos
fotossintéticos (Figura 17). Essa via também atua na fotossintese, sendo fundamental para sua
realizacdo. Esse processo ocorre por meio do ciclo de Calvin, conhecido como “fase escura” da
fotossintese, e realiza a coleta de moléculas de CO; simples para formar moléculas maiores e
mais complexas como aminoéacidos, acidos graxos e carboidratos que serdo utilizados pelas
plantas (GUERRA, 2010).

Figura 17 — Via metabolica da fixacao do carbono em organismos fotossintéticos de pimenta-
do-reino obtida no Blast2GO. Retangulos coloridos representam a diversidade enzimatica
obtida a partir dos transcritos da pimenta-do-reino, cada cor representa uma enzima diferente.
O quadrado na cor verde representa a enzima PEPCK na via.
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Fonte: Adaptado de Blast2GO-KEGG, 2018.

Outras duas vias com envolvimento da enzima PEPCK que estéo relacionadas com a
fotossintese da planta, s&o a via do ciclo de Krebs e do metabolismo do piruvato. Ambas as vias
possuem importancia significativa no crescimento da planta, pois acabam sendo bases
energéticas para o organismo, formando moléculas bioldgicas fundamentais para a
sobrevivéncia do vegetal (TAIZ, 2017).
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Muito se sabe sobre a funcdo da PEPCK em vias metabolicas relacionadas a
fotossintese, como a gliconeogénese, porém ndo esta muito claro a funcdo deste na imunidade
da planta em mecanismos de defesa a infec¢bes. Estudos realizados com uma espécie de
pimenta (Capsicum annuum) infectados pela bactéria Xanthomonas campestris pv. vesicatoria
resultaram na verificacdo de baixa atividade de PEPCK em folhas saudaveis e aumento drastico
em folhas infectadas pela bactéria. Ou seja, em termos gerais, a PEPCK contribui positivamente
para a imunidade inata de plantas contra agentes patogénicos (CHOI; KIM; HWANG, 2015).

Outro estudo em relacdo a resposta a patdégenos de plantas inclui aumento na atividade
enzimética da PEPCK nas folhas de repolho chinés infectado pelo virus do mosaico amarelo.
Esse resultado se deu devido as mudancas na fixacdo de CO2 sofridas pela planta ap6s infecgédo
(TAKACS et al., 2014).

As anotac6es do KEGG mostraram ainda a relacdo da enzima PEPCK na via metabolica
de biossintese de antibidticos. Essa via, ja discutida nesse trabalho, é de grande importancia

para a defesa e resisténcia da planta e encontra-se envolvida com a enzima PEPCK (Figura 18).



Figura 18 — Mapa global da via metabolica da biossintese de antibioticos obtida no Blast2GO. Linhas representam enzimas e
reacdes e circulos representam metabdlitos. Cores representam categorias funcionais do KEGG, como processos celulares em
verde. A linha preta representa a enzima PEPCK no mapa global.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O uso da ferramenta Blast2GO permitiu identificar transcritos de interesse
biotecnoldgico em pimenta-do-reino. A distribuicdo das anotacGes nas diferentes categorias
funcionais mostrou grande diversidade de transcritos anotados, evidenciando a alta
representatividade do transcriptoma estudado. Apds o refinamento dos dados, foi possivel
identificar 1.389 DEGs com anotacdo funcional e expressdo estimada, sendo desses, 819
regulados negativamente.

Na era da transcriptbmica, onde comecamos a tentar compreender melhor a
complexidade dos sistemas, torna-se necessaria abordagens em larga escala como a realizada,
visando elucidar os processos celulares que o organismo desenvolve, principalmente em relagao
a uma infeccao por patégeno.

Da analise funcional detalhada foi possivel observar um gene responsavel pela defesa
da planta contra a fungos, o PCK, regulado negativamente. A caracterizacdo desse e de outros
133 DEGs anotados pelo GO e pelo KEGG, geram respostas valiosas para o entendimento do
processo de defesa da pimenta-do-reino a fusariose e aprimorar futuros programas de

melhoramento genético vegetal.
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