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RESUMO

A pimenta do reino (Piper nigrum) é uma planta de alto interesse biotecnoldgico, alvo
de pesquisas tanto para a exploracdo do metabolismo quanto para o melhoramento
relacionado a problemas fitopatoldgicos, além do entendimento da evolucdo das
angiospermas basais, grupo ancestral ao qual ela pertence. O avanco nos métodos de
sequenciamento de nova geracdo proporcionou 0 acesso ao patrimodnio genético de
plantas ndo modelo possibilitando a abertura de novas perspectivas biotecnoldgicas. A
identificacdo de genes ndo homdblogos restritos a certas espécies, denominados genes
taxonomicamente restritos (GTRs), € um alvo biotecnoldgico prioritéario, especialmente
em espécies e grupos divergentes e ancestrais. Este trabalho tem por objetivo
estabelecer um método de identificacdo de GTRs a partir de dados de RNA-seq e de
validar a abordagem num conjunto de dados de pimenta do reino. O método consiste na
filtragem de transcritos em varias etapas, de forma que os transcritos anotados e 0s
falsos positivos s@o retirados, e os dados restantes sem informacdes moleculares séo
classificados como potenciais GTRs. A aplicagdo da abordagem em dados de
transcriptoma de pimenta do reino (35.631 transcritos) resultou em 22.661 transcritos
anotados por similaridade. Os transcritos ndo anotados nessa primeira analise foram
processados na ferramenta TRAPID, obtendo 12.895 transcritos ndo anotados. A
avaliacdo dos transcritos para deteccdo de falsos positivos resultou em 245 transcritos
verdadeiros, que foram analisados quando a presenca de RNA ndo codificante, sendo
encontrados 204 transcritos sem identificacdo. Ao final da aplicacdo do método
restaram 71 transcritos ndo anotados com regides codificantes de proteinas, assinalados
como potenciais GTRs. A caracterizacdo desses potenciais GTRs em pimenta do reino
pode fornecer novas informacgdes sobre 0 mecanismo molecular dessa espécie e talvez
elucidar vias para o estabelecimento de cultivares tolerantes a doencas.

Palavras-chave: Pimenta do reino, planta ndo modelo, transcriptoma, Genes
Taxonomicamente Restritos.



ABSTRACT

Black pepper (Piper nigrum) is a biotechnologically interesting plant, research target for
both metabolism exploration and improvement related to phytopathological problems,
in addition to understanding the evolution of basal angiosperms, ancestral group to
which it belongs. With the technological revolution, the next generation sequencing
offered access to genetic heritage of non model plants enabling the opening of new
biotechnological perspective. The identification of non homologous genes restricted to
certain species, called taxonomically restricted genes (TRGs), is a primary
biotechnological target, especially in species and groups that are divergent and
ancestral. This study aims to establish a method for TRGs identification from RNA-seq
data and to validate the approach a dataset for black pepper. The method consists in
filtering the transcripts in several stages; so that the annotated transcripts and false
positives are removed, and the remaining data without molecular information are
classified as potential TRGs. The application of this approach to a black pepper
transcriptome dataset (35,631 transcripts) resulted in 22,661 transcripts annotated by
similarity. The transcripts that were not annotated in this first analysis were processed in
the TRAPID tool, resulting in 12,895 transcripts not annotated. The evaluation of
transcripts for false positive detection resulted in 245 true transcripts that were analyzed
for the presence of non-coding RNA, resulting in 204 unidentified transcripts. At the
end of the method application 71 non annotated transcripts remained with coding
regions of protein, indicating potential TRGs. The characterization of these potential
TRGs in black pepper can provide new information about the molecular mechanism of
this specie and perhaps elucidate pathways for the establishment of cultivars tolerant to
disease.

Keywords: Black pepper, non model plant, transcriptome, Taxonomically Restricted
Genes (TRGS).
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1. INTRODUCAO

A pimenta do reino (Piper nigrum L.) é uma planta originaria da india, que se
destaca pelo alto teor de compostos bioativos, como a piperina, apreciado tanto na
culinaria, quanto na medicina tradicional (JARAMILLO; MANOS, 2001; LEMOS,
2003). Estima-se que em 2013 foram produzidos mundialmente mais de 400 mil
toneladas de pimenta do reino, dos quais 79,4% foram produzidos na Asia, 16,2% na
Américas e 4,4% na Africa, segundo dados da Food and Agriculture Organization of
the United Nations (FAO, 2015).

No Brasil, a pipericultura possui uma importancia econdmica e social
(LOURINHO et al., 2014). O cultivo é fortemente relacionado a agricultura familiar e
fonte de renda para milhares de familias na Amazénia (LOURINHO et al., 2014). O
melhoramento dos cultivares brasileiros é importante no &mbito de melhorar a producao
nacional e sustentar muitas familias em regides pouco desenvolvidas e isoladas
(MAGEVSKI et al., 2011; LOURINHO et al., 2014).

1.1. GENERO PIPER: ANGIOSPERMAS BASAIS DE INTERESSE
BIOTECNOLOGICO

1.1.1. Interesse econdmico

A pimenta do reino merece destaque, por se tratar de uma especiaria
amplamente comercializada no mercado global (AHMAD et al., 2012). Em nivel de
producdo mundial, é estimado que s6 em 2013 tenham sido produzidos mais de 400 mil
toneladas de pimenta do reino, sendo o Vietnd, Indonésia, india, Brasil e China os
principais paises produtores (FAO, 2015). No Brasil, segundo dados do IBGE (2015), a
producdo em 2012 contabilizou 43 mil toneladas, com o estado do Para dominando a
producéo (75%) seguido do Espirito Santo (15%) e Bahia (9%).

A valorizacdo do cultivo da pimenta do reino varia devido a oscilacdo dos
precos no mercado internacional e limitagcGes na cultura associadas a baixa variabilidade
genética da espécie ocasionando vulnerabilidade a doengas como a fusariose que gera,
por sua vez, grandes perdas na producdo (ALBUQUERQUE, 1964; VANAJA et al,
2007; LEMOS et al., 2011; GORDO et al., 2012).

A fusariose foi descrita pela primeira vez em 1964 e até hoje nenhum cultivar
ou sistema de cultivo foi encontrado para limitar ou impedir a acdo do patdgeno
responsavel pela doenca (ALBUQUERQUE, 1964; LEMOS et al., 2011). Nos ultimos
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anos, com os grandes avancos realizados na genética e genémica vegetal, as abordagens
biotecnoldgicas parecem ser promissoras para 0 melhoramento da pimenta do reino
(LEMOS et al., 2011; GORDO et al., 2012; JOYet al., 2013; HU et al., 2015).

1.1.2. Interesse biotecnoldgico

O interesse de desenvolver estudos biotecnoldgicos da pimenta do reino €
duplo: a) melhorar os cultivar de pimenta do reino para atender as demandas na
agricultura, b) caracterizar vias de biossintese de compostos com alto valor (LEMOS et
al., 2011; GUTIERREZ et al., 2013).

O género Piper possui a piperina como principal composto bioativo, o qual
pode ser utilizado para diversas finalidades, principalmente producdo de farmacos
(AHMAD et al., 2012; GUTIERREZ et al., 2013). Em funcéo disso, a quimica de suas
especies tem sido amplamente investigada e ja resultou no conhecimento de uma grande
diversidade de metabolitos bioativos (PARMAR et al., 1997).

A pimenta do reino é citada para diversas finalidades como, por exemplo,
antioxidantes, antiapoptoticos, antibactericida, antifingico entre outros (PARMAR et
al., 1997; JUSTO; SILVA, 2008; AHMAD et al., 2012; BARBOSA et al., 2013).

Poucos cultivares de pimenta do reino estdo disponiveis e muitos problemas
fitopatologicos e agrondmicos ainda ndo sao resolvidos. Um dele é as grandes perdas de
producdo ocasionadas pelos fungos patogénicos Fusarium solani. f.sp. piperis e
Phytophora capsici (ALBUQUERQUE, 1964; BENCHIMOL et al., 2000). A obtencéo
de linhagens de plantas tolerantes e/ou resistentes aos patdgenos € ainda um grande
desafio (PHILIP et al., 1992; BENCHIMOL et al., 2000; LEMOS, 2003).

1.1.3. A pimenta-do-reino na era da agrigendémica

A dificuldade de desenvolver estratégias mais eficazes de controle ao patdgeno
estd relacionada a escassa informacdo a nivel molecular e genético sobre a espécie.
Sabe-se que a pimenta do reino e uma espécie poliploide, com niimero de cromossomos
2n=52 (JOSE; SHARMA, 1984; NAIR et al., 1993) e com valor estimado do
transcriptoma de raiz 3,6Gb (GORDO et al., 2012).

Nesse contexto, tecnologias de sequenciamento de nova geracdo (NGS) se
tornam ferramentas atrativas para a obtencdo de informacgdes genéticas (EKBLOM,;
GALINDO, 2011; STRICKLER et al., 2012). Em espécies ndo modelo, com genoma
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poliploide e de grande tamanho, a primeira abordagem desenvolvida € a caracterizacdo
dos genes expressos, pelo transcriptoma, numa condi¢do determinada, como por
exemplo, durante a interacdo planta-patogeno (LEMOS, 2003; CORRE; CHALLIS,
2007).

A caracterizacdo do transcriptoma de uma planta ndo modelo, como a pimenta
do reino, pode levar a identificacdo de transcritos de genes homdlogos, ja identificados
e caracterizados funcionalmente em outras plantas, mas também o reconhecimento de
transcritos sem semelhanga com genes ou transcritos descritos previamente. Estes
transcritos correspondam a genes taxonomicamente restritos (GTRs) (DOMAZET-
LOZO; TAUTZ, 2003; HORAN et al., 2008; YANG et al., 2013).

1.2. ANGIOSPERMAS BASAIS E GENES TAXONOMICAMENTES RESTRITOS
(GTRs)

1.2.1. Definicéo de GTRs

Os GTRs compreendem aproximadamente 10 a 20% das regides codificantes
do genoma e ndo apresentam homologia com genes descritos em outros organismos
(KHALTURIN et al., 2009; JOHNSON; TSUTSUI, 2011). Os GTRs podem apresentar
uma funcdo bioldgica especifica e restrita a uma espécie ou linhagem e s&o
considerados intimamente associados a respostas adaptativas (WILSON et al., 2005;
JOHNSON; TSUTSUI, 2011; KHALTURIN et al., 2009; LIN et al., 2010; YANG et
al., 2013).

Dependendo dos autores, 0s GTRs podem ser denominados de genes 6rfaos ou
genes de linhagem especifica (WILSON et al., 2005, 2007; KHALTURIN et al., 2009;
YANG et al., 2013). O termo gene o6rfao foi primeiramente utilizado no inicio de 1990,
quando foi realizado o sequenciamento do cromossomo Il de levedura, para
caracterizar os genes que ndo foram anotados funcionalmente (OLIVER et al., 1992;
KHALTURIN et al., 2009).

Porém o sequenciamento de genomas bacterianos, demostrou que algumas
espécies estreitamente relacionadas possuem genes orfaos, ndo encontrados em outros
grupos taxonémicos. Resultando na origem do termo genes de linhagem especifica ou
de genes taxonomicamente restritos (GTRs) (WILSON et al., 2005; KHALTURIN et
al., 2009; TAUTZ; DOMAZET-LOSO, 2011; YANG et al., 2013).
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A definicdo de GTR é em relagdo a origem desses novos genes, 0s fendmenos
evolutivos que levam ao surgimento de sequéncias génicas e, possivelmente, de novas
fungdes. Os GTRs podem ser relacionados a novos fendtipos celulares, morfoldgicos,
fisioldgicos e comportamentais observados em alguns organismos ou em linhagens
restritas (DOMAZET-LOSO; TAUTZ, 2010; KAESSMANN, 2010).

1.2.2. Origem dos GTRs

A origem gen6mica possivel dos GTRs pode ser baseada em diversos
fendmenos: 1) a duplicacdo de genes — foi o primeiro mecanismo proposto para a
origem do gene e refere-se a duplicacdo de segmentos cromossdémicos, contendo genes
inteiros ou fragmentos de genes (evento comum) ou a duplicagcdo completa do genoma,
que causa um maior impacto genémico (evento raro); 2) embaralnamento de exons —
processo que gera novos arranjos de éxons e pode levar a criacdo de novos genes
quiméricos; 3) fusdo ou fissdo — processos relacionados a recombinacdo génica que
resulta em proteinas com novas modalidades de dominios, sendo as fusGes quatro vezes
mais frequentes que as fissdes; 4) elementos de transposi¢cdo — promovem ou controlam
rearranjos cromossomicos e expressao génica; 5) transferéncia lateral ou horizontal de
genes — consiste na transferéncia de material genético entre organismos diferentes e 6)
origem de genes de novo - refere-se a novos genes que se originam diretamente de
regides de DNA ndo codificante (KAESSMANN, 2010; RAZQUIN, 2013; WU;
ZHANG, 2013).

A origem dos GTRs é complexa e ndo bem descrita. A identificacdo dos GTRs
é mais baseada em métodos de bioinformatica, como a predicdo de sequéncias
codificantes ou a busca de homologia entre sequéncias (DOMAZET-LOSO; TAUTZ,
2010; KAESSMANN, 2010; YANG et al., 2013).

1.2.3. Identificacdo bioinformética dos GTRs nos dados gendmicos
1.2.3.1. Fontes de informacéo biol6gica para detectar os GTRs

O NGS (Next-Generation Sequencing) estad sendo cada vez mais utilizado em
biologia e foi observado um crescimento exponencial dos dados de genomas e
transcriptomas numa grande quantidade de espécies, modelo ou ndo modelo (LISTER et
al., 2009; MOROZOVA et al., 2009; GRABHERR et al., 2011).
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A criacdo de bancos de dados que disponibiliza dados biol6gicos de diversas
espécies e proporciona a anotacao funcional de transcritos, porém ainda sdo necessarios
muitos recursos para caracterizar genes que ainda se encontram desconhecidos, e assim
poder identificar a real informac&o bioldgica que estes genes possuem (BRENT, 2005;
GRABHERR et al., 2011; L1 et al., 2011).

1.2.3.2. Métodos extrinsecos de deteccéao

A predicdo de funcdo por homologia é a base de todos os métodos
bioinformaticos (RUEPP; MEWES, 2006). Esta abordagem € baseada na comparagao
de sequéncias a nivel proteico ou nucleotidico, usando ferramentas bioinformaticas e
matrizes evolutivas, afim de definir quais os graus de similaridade entre sequéncias
(WHISSTOCK; LESK, 2003; RUEPP; MEWES, 2006; HORAN et al., 2008). Se o
nivel de similaridade é suficiente, pode ser definido que as duas sequéncias sdo
homologas e apresentam uma conservagao estrutural e funcional (WHISSTOCK;
LESK, 2003; HORAN et al., 2008).

No caso de deteccdo de GTRs, as sequéncias de interesse sdo as sequéncias que
apresentaram nenhuma similaridade com outra sequéncia conhecida em outro
organismo, obtendo entdo, sequéncias sem homologia (DOMAZET-LOSO; TAUTZ,
2003; WILSON et al., 2007; KHALTURIN et al., 2009; MILDE et al., 2009; YANG et
al., 2013). A identificacdo de GTRs proporciona a obtencdo de genes com funcao
desconhecidas, podendo ser caracterizados como genes restritos & uma espécie, ou a um
grupo de organismos, e possivelmente relacionados a evolucdo destas espécies
(WILSON et al., 2005, 2007; JOHNSON; TSUTSUI, 2011).

A avaliacdo por homologia também é um processo primordial para avaliacao
de genes que ainda ndo possuem suas funcbes descritas (STUDER; ROBINSON-
RECHAVI, 2009; TRACHANA et al.,, 2011). Os genes homologos podem ser
classificados em ortélogos e pardlogos, dependendo se eles surgiram por especiacdo ou
duplicacdo, respectivamente (ALEXEYENKO et al., 2006; STUDER; ROBINSON-
RECHAVI, 2009; TRACHANA et al., 2011).

1.2.3.3. Métodos intrinsecos de deteccéo

Os métodos intrinsecos de deteccdo de GTRs sdo baseados nas informacgdes

contidas na propria sequéncia, sem comparacdo com dados externos, como outras
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sequéncias de outros organismos. Assim a identificagdo de um gene pode ser baseada na
deteccdo de quadros de leitura aberta, ou também chamado de ORFs (Open Read
Frames) (ALIMI et al., 2000; BRENT, 2005).

Outros parametros usados para deteccdo de genes sdo ligados a estrutura da
sequéncia genica, como quantidade de aminoacidos e nucleotideos, percentual de GC,
aléem de identificar se a sequencia que codifica o gene é completa ou incompleta
(MILDE et al., 2009; GRABHERR et al., 2011). A caracterizacdo de um transcrito é
primordial para identificar se 0 mesmo € um transcrito verdadeiro, ou se trata de um
falso positivo, podendo ser um artefato de bioinformatica (WHISSTOCK; LESK, 2003;
MOROZOVA et al., 2009; L1 et al., 2011).

1.2.4. Ferramentas de identificacdo de genes taxonomicamente restritos (GTRS)
1.2.4.1. Baseado em similaridade entre sequencias

Para cada grupo taxondmico em estudo, existe um método de identificacdo de
GTRs, porém o processo de comparacdo entre genomas utiliza-se da ferramenta
BLAST, sendo o método mais comum entre eles, buscando fun¢des de proteinas a partir
da similaridade entre sequencias (ALTSCHUL et al., 1990; DOMAZET-LOSO;
TAUTZ, 2003; WILSON et al., 2007; MILDE et al., 2009; YANG et al., 2013).

1.2.4.2. Baseado em homologia

As ferramentas baseadas na deteccdo de genes homologos envolve,
principalmente, a analise por ortologia que possui duas abordagens diferentes, uma
baseada em arvores filogenéticas e outra em grafos (STUDER; ROBINSON-
RECHAVI, 2009; TRACHANA et al., 2011). A primeira consiste em definir familias
de genes homdlogos e construir uma arvore para cada um dos genes, atribuindo
incongruéncias a eventos de especiacdo, duplicacdo ou perda de gene. Enguanto que a
segunda, baseia-se em semelhanca entre sequéncias, sendo o método baseado em
graficos o mais utilizado, devido maior eficiéncia, capacidade de manipulacdo de um
grande nimero de dados e custo mais acessivel (VAN DER HEIDEN et al., 2007,
TRACHANA et al., 2011; RAZQUIN, 2013).

Existem diversos bancos de dados de andlise ortoldgica. O método baseado em

arvore inclui bancos de dados como TreeFam, Ensembl Compara, PhylomeDB, Panther
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e HOGENOM, enquanto que os bancos OrthoDB, EggNOG, OMA, InParanoid e
OrthoMCL séo baseados em gréaficos (VAN DER HEIJDEN et al., 2007; TRACHANA
et al., 2011; RAZQUIN, 2013).

1.2.4.3. Baseados nos dominios e motivos proteicos

A comparagdo com motivos, dominios conservados em familias de proteinas
também é uma forma de caracterizar transcritos ndo anotados (WILSON et al., 2007). O
uso de bases de dados como PFAM (FINN et al., 2014) e INTERPRO (MITCHELL et
al., 2015), disponibilizam um BLAST online para que seja realizada a identificacdo e a
caracterizacdo de grupos de familias proteicas que ndo foram reconhecidos pelas
avaliagdes por similaridade e homologia (FINN et al., 2014; MITCHELL et al., 2015).

1.2.4.4. Deteccéo de transcritos artefatos de montagem de novo de transcriptoma

No conjunto de dados obtidos por RNA-seq, a presenca de transcritos artefatos
é observado, e podem ter sido gerados devido a viéses de andlises de bioinformatica
(SIMS et al., 2014). A analise do conjunto de transcritos através da avaliacdo da
cobertura para cada read € uma forma de identificar falsos positivos e obter transcritos
com qualidade de cobertura alta, a qual o nivel de cobertura ¢ relativo ao tamanho da
sequencia (WANG et al., 2011; SIMS et al., 2014).

1.2.4.5. Predicdo de ORFs

As tecnologias de RNA-seq geram um vasto numero de reads curtos,
resultando na necessidade de identificar quadros de leitura aberta (ORFs) dos transcritos
montados (TANG et al.,, 2015), o que define a importancia de identificar a
funcionalidade de um transcrito obter um produto proteico, permitindo, assim, a
caracterizacdo de um GTRs (LI, 2012; TANG et al., 2015). Utilizando a ferramenta
GeneMarksS é possivel identificar regides codificantes de proteinas em transcritos de
RNA (BESEMER et al., 2001; TANG et al., 2015).

Diante de todas as consideracGes acerca dos GTRs o presente estudo tem por
finalidade identificar os provaveis GTRs presentes no transcriptoma de P. nigrum, a
partir da comparacdo com o proteoma predito de plantas superiores e das angiospermas

basais, na qual perspectivas futuras podem caracterizar a funcdo destes genes e
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determinar o quéo especifico sera para a linhagem, a fim de promover recursos para 0

fomento do melhoramento genético da espécie.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

o Desenvolver um método de identificacdo de genes taxonomicamente restritos em

dados de RNA-seq em organismo ndo modelo.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Realizar o levantamento de métodos de identificacdo de genes taxonomicamente
restritos;

o Comparar métodos de identificacdo de genes taxonomicamente restritos;

o Comparar o proteoma de transcrito de pimenta do reino com proteoma predito

de monocotileddneas e dicotiledoneas;

o Equiparar o transcriptoma de pimenta do reino com o proteoma predito das
demais espécies pertencentes ao grupo das angiospermas basais;

o Identificar, através de andalise por ortologia, outros eucariotos que possuem

homologia com o transcriptoma de pimenta do reino;

o Caracterizar transcritos quanto a regides que apresentam dominios de proteinas
descritos;

o Identificar e caracterizar os transcritos com regides codificadoras de proteinas;

o Definir os transcritos identificados como provaveis genes taxonomicamente

restritos (GTRS).
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. CONJUNTO DE DADOS DE SEQUENCIAS

No presente estudo foram utilizados dados de transcriptoma de pimenta do
reino (Piper nigrum) e proteomas preditos das espécies Arabidopsis thaliana, Oryza
sativa, Amborella trichopoda, Aristolochia fimbriata, Nuphar adverna, Persea
americana e Zamia furfuracea. Cada conjunto de dados de proteoma encontra-se
disponivel para download em bancos de dados como Ensembl Plants e Ancestral
Angiosperm Genome Project (AAGP), além disso, as espécies utilizadas foram
separadas em 3 grupos, sendo eles dicotiledonea, monocotiledénea e angiospermas
basais (Tabela 1).

Os dados de transcriptoma de pimenta do reino encontram-se disponiveis para
download em Sequence Read Archive (SRA) no banco de dados do National Center for
Biotechnology Information (NCBI), estes dados sé&o resultado dos trabalhos de Gordo et
al. (2012) e Joy et al. (2013), sendo um conjunto de dados de raiz de pimenta do reino
desenvolvido com a plataforma SOLID e o outro de folha de pimenta do reino

desenvolvido com a plataforma Illumina, respectivamente.

Tabela 1 — Dados dos transcritos das espécies utilizadas no estudo.

Espécies Classificacao N° de transcritos Fonte
Arabidopsis thaliana Dicotiledonea 35386 Ensembl Plants
Oryza sativa Monocotiledonea 42132 Ensembl Plants
Piper nigrum Angiosperma basal 35631 SRA NCBI
Amborella trichopoda  Angiosperma basal 27313 Ensembl Plants
Aristolochia fimbriata ~ Angiosperma basal 37643 Ancestral Angiosperm
Genome Project (AAGP)
Nuphar adverna Angiosperma basal 49422 Ancestral Angiosperm
Genome Project (AAGP)
Persea americana Angiosperma basal 61548 Ancestral Angiosperm
Genome Project (AAGP)
Zamia furfuraceae Angiosperma basal 30585 Ancestral Angiosperm

Genome Project (AAGP)

3.2. FERRAMENTAS DE BIOINFORMATICA

As ferramentas utilizadas para o processo de identificacdo e caracterizacao de
GTRs consistem nas ferramentas BLAST, TRAPID, CLC Workbech e GenMarks,
enguanto que os bancos de dados utilizados foram OrthoMCL, PFAM e RFAM.

Com a ferramenta BLAST foram utilizada s as variagbes BLASTx e BLASTN,

afim de realizar a anotagdo por similaridade dos transcritos de pimenta do reino com as
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espécies de andlise descritas no tépico anterior (ALTSCHUL et al., 1990; GISH;
STATES, 1993).

O sistema TRAPID foi associado ao banco de dados OrthoMCL DB, verséo 5,
e teve por finalidade identificar a homologia dos transcritos de pimenta do reino com o
proteoma predito de outros eucariotos (LI et al., 2003; FISCHER et al., 2011; VAN
BEL et al., 2013).

A ferramenta CLC Workbench, versdo 7.0, foi utilizada para mapear reads de
baixa e alta cobertura (WANG et al., 2011). Enquanto que o GenMarkS teve a
finalidade de detectar regides codificantes de proteinas e inferir os potenciais GTRS
(BESEMER et al., 2001).

A partir de um BLAST online foram utilizados os bancos de dados PFAM
(FINN et al., 2014) e RFAM (NAWROCKI et al., 2015), para realizar a identificagdo
de familias de proteinas e RNA ndo codificante (nCRNA), respectivamente.

3.3. APLICACAO DA ABORDAGEM

O processo de identificacdo e caracterizacdo de GTRs (Figura 1) foi elaborado
em 7 etapas. Na etapa 1 (Figura 1A), foi realizado a comparacdo entre proteomas
preditos, alinhando inicialmente o transcriptoma de P. nigrum com o proteoma de A.
thaliana e Oryza sativa, e em seguida o transcriptoma de pimenta do reino com as
demais espécies pertencentes ao grupo das angiospermas basais, utilizando a ferramenta
BLASTX (e-value < 1e™9).

Na etapa 2, (Figura 1B), os dados resultantes do alinhamento que ndo
apresentaram similaridade foram analisados com a ferramenta TRAPID associada ao
banco de dados OrthoMCL. Em seguida, na etapa 3 (Figura 1C), os transcritos de
pimenta do reino sem homologia foram avaliados por familia de proteinas, utilizando o
banco de dados PFAM .

O conjunto de dados resultante sem familia de proteinas identificada foi
avaliado quanto a presenca de transcritos com falsos positivos, a partir da avaliacdo da
cobertura para cada read, esta é caracterizada como a etapa 4 (Figura 1D). No
procedimento seguinte, etapa 5 (Figura 1E), os transcritos identificados como
verdadeiros, foram analisados quanto a familias de ncRNA, com auxilio do banco de
dados RFAM.
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Os dados sem identificacdo de ncRNA, foram avaliados na etapa 6 (Figura 1F)
para identificar a existéncia de transcritos com similaridade entre os transcritos de
pimenta do reino e espécies com genoma descrito do grupo das angiospermas basais.
Dessa forma, foi realizado um BLASTn (e-value < 1e™°) entre pimenta do reino e as
espécies Amborella trichopoda e Aristolochia fimbriata.

A etapa 7 (Figura 1G), resultou no carregamento dos transcritos ndo anotados
da etapa anterior, a ferramenta GeneMarksS, A partir desta Ultima etapa de avaliagdo dos

transcritos de pimenta do reino foi obtido os potenciais GTRs.
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Figura 1 — Procedimento de identificacdo e caracterizacdo de gene taxonomicamente restrito. (A) Etapa
de comparacdo entre transcriptoma de pimenta do reino e os proteomas preditos das 7 espécies
selecionadas; (B) Etapa de identificacdo de transcritos homdlogos; (C) Etapa de busca por familia de
proteinas; (D) Deteccdo de falsos positivos nos transcritos de pimenta do reino; (E) Etapa de utilizagdo
dos transcritos caracterizados como verdadeiros para busca por similaridade entre pimenta do reino e
genomas descritos de espécies proximas filogeneticamente; (F) Etapa de identificacdo dos transcritos em
ncRNA; (G) Etapa de predigdo de ORFs dos transcritos que ndo foram caracterizados com ncRNA, sendo
identificados 0s GTRs.
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4. RESULTADOS
4.1. METODO DE IDENTIFICACAO DE GTRs

A metodologia de identificagdo de GTRs é caracterizada de subtrativa,
consistindo na filtragem de transcritos de acordo com as etapas descritas na Figura 2.
Cada etapa permite a filtragem de uma parte dos transcritos, uma denominada de
anotada é removida, se for identificada como artefato de sequenciamento, o restante que
passou pelo filtro foi usado na proxima etapa.

Como resultado de todo o processo de andlise dos dados foi possivel obter uma
metodologia satisfatéria, que atende as necessidades questionadas pelo estudo, além de
descrever um método de identificacdo de GTRs apropriado para outros estudos

envolvendo analise de RNA-seq em organismos ndo modelo.
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Figura 2 — Processo metodoldgico de identificacdo de GTRs.
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4.2. APLICACAO DA ABORDAGEM EM CONJUNTO DE RNA-SEQ EM
ORGANISMO NAO MODELO

A primeira etapa de identificacdo e caracterizagdo de GTRs consistiu em
comparagdo do transcriptoma total de pimenta do reino, contendo 35.631 transcritos,
com proteoma das espécies A. thaliana e O. sativa, neste procedimento obteve-se a
anotacdo de 21.008 transcritos, dos quais 19.088 transcritos de pimenta do reino séo
comuns as trés espécies (Figura 3). Uma vez que, 14.623 transcritos sdo Unicos de
pimenta do reino, ou seja, ndo compartilham similaridade com nenhuma das espécies

analisadas.

Figura 3 — Diagrama de Venn descrevendo a correlagdo de similaridade entre as espécies, representando
os transcritos compartilhados e Gnicos entre as espécies.

Piper nigrum

Oryza

: Arabidopsis
sativa

thaliana

Na etapa seguinte foi realizada a comparagdo do conjunto total transcritos de
pimenta do reino com o proteoma das demais angiospermas basais obteve-se o ganho de
1653 transcritos, visto que, este processo resultou em 22582 transcritos anotados
(Figura 4).
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Figura 4 — Variago da quantidade de transcritos de pimenta do reino anotados por similaridade entre o
grupo das espécies A. thaliana e O. sativa e o0 grupo das angiospermas basais.
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A comparagdo entre os transcritos de pimenta do reino e o proteoma de A.
fimbriata obteve-se 502 transcritos exclusivos, ou seja, corresponde a transcritos que s
foram anotados a partir da comparacgéo entre pimenta do reino com uma unica espécie,
neste caso A. fimbriata. Em contrapartida, com o proteoma de Z. furfuracea resultou em
32 transcritos exclusivos (Tabela 2).

Tabela 2 — Quantidade de transcritos de pimenta do reino que compartilham similaridade com apenas

uma espécie e transcritos que compartilham similaridade entre todas as espécies do grupo das
angiospermas basais.

Espécies N° de transcritos
Trancriptoma de Piper nigrum 35631
Transcritos comuns a todas as espécies 16063
Aristolochia fimbriata 502
Persea americana 215
Amborella tricophoda 168
Nuphar adverna 51

Zamia furfuraceae 32

Em resumo, a partir da analise por similaridade entre os transcritos de pimenta
do reino e o proteoma predito das espécies A. thaliana, O. sativa e o grupo das
angiospermas basais resultou em 22661 transcritos anotados, restando 12970 transcritos
que foram utilizados para a etapa seguinte de avaliacao.

A avaliacdo dos transcritos de pimenta do reino por homologia, através da
ferramenta TRAPID, identificou 75 transcritos como ortélogos entre diversos grupos de
eucariotos (Figura 5). Observa-se que 78% dos transcritos foram identificados como
homblogo a espécie A. thaliana, enquanto que a espécie H. sapiens apresentou o

equivalente a 1% dos transcritos.
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Figura 5 — Transcritos de pimenta do reino identificados com homologia em diversos grupos de
eucariotos.
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Utilizando o banco de dados PFAM foram encontrados, dos 112.895 transcritos
de pimenta do reino, 366 transcritos identificados como motivos funcionais, dominios e
familias proteicas distintas. Obteve-se 2 motivos funcionais, 2 familias e 3 dominios de
proteinas como 0s mais encontrados dentre os transcritos identificados (Tabela 3).



28

Tabela 3 — Motivos funcionais, familias e dominios proteicos mais identificados pelo banco de dados

PFAM nos transcritos de pimenta do reino.

ID do

Transcrito

ID PFAM

Descricéo

Classificacao

UNO00831
UN10329
UN26089
UN26763
UN29680
UNO09568
UN10287
UN19343
UN30659
UN31435
UNO06471
UNOQ7827
UN10259
UN11326
UN31650
UN31951
UN32898
UN17651
UN21493
UNZ26759
UNO06368
UN14898
UN18954
UN14713
UN32102
UN32108
UNZ20434
UN25899
UN26752

PF03478.14

PFO7172.7

PF00646.29

PF00069.21

PF00538.15

PF05678.10

PF06203.10

DUF295 Family

Proteina Rica em Glicina

Proteina F-box (CL0271)

Proteina Quinase

Histona

VQ  Motif

CCT Motif

Familia de proteinas

Familia de proteinas

Dominio de proteinas

Dominio de proteinas

Dominio de proteinas

Motivo funcional

Motivo funcional

A deteccdo de transcritos com falsos positivos foi realizada a partir da analise

de cobertura, utilizando a ferramenta CLC Workbench, versdo 7.5. Dessa forma, foram

detectados 245 transcritos classificados com alta cobertura, de forma que os demais

transcritos obtiveram a cobertura por reads igual a zero.

A identificacdo de regides ndo codificantes realizado pelo banco de dados

RFAM, resultou em 41 transcritos de pimenta do reino com ncRNA identificadas,

dentre eles as funcbes de pequeno RNA nucleolar (44%) e grande subunidade

ribossdmica de RNA de eucarioto foram as mais encontradas entre os transcritos

identificados (Figura 6).
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Figura 6 — Fungdo dos ncRNA identificados no transcriptoma de pimenta do reino.
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Ao final do processo de identificagdo de ncRNA restaram 204 transcritos sem
nenhuma caracterizacdo. Para a avaliacdo destes transcritos restantes foi desenvolvido
um BLASTnN contra 0 genoma das espécies A. trichopoda e A. fimbriata, que sdo as
espécies do grupo das angiospermas basais que possuem seu genoma descrito. Dessa
forma, foram identificados 6 transcritos de pimenta do reino como similaridade apenas
com a espécie A. fimbriata.

Para caracterizar um transcrito como provavel GTRs € necessario identificar se
0 mesmo apresenta regido codificante de proteina, dessa maneira foi utilizada a
ferramenta GenMarkS para avaliar os 197 transcritos de pimenta do reino que nao
apresentaram informacGes sobre funcdo proteica, a partir das etapas metodoldgicas
anteriores. Como resultado obteve-se 71 transcritos identificados como GTRs que
possuem regides codificantes de proteinas.

Os 71 transcritos identificados como GTRs sdo caracterizados por terem um
valor médio de 143 aminoacidos entre 0s transcritos, possuindo sequencias entre 28 a
1.247 aminoacidos, o valor médio de nucleotideos foi calculado em 438, contendo
sequencias de 87 a 3744 nucleotideos. Além disso, o percentual de GC nestes transcritos
é de 54,71 %, sendo identificados 40 transcritos 3 full, 1 transcrito 5” full e 0 1

transcrito full lenght.
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O transcrito de pimenta do reino de identificador UN01868 é caracterizado
como full length devido possuir cddon de iniciagdo e de parada para o processo de
transcricdo. Este transcrito possui 507 nucleotideos e 169 aminoécidos, além de
percentual de GC de 59,76%, dessa forma podemos classifica-lo como um GTRs em
potencial para futuros estudos.

Os 71 transcritos de pimenta do reino caracterizados como potenciais GTRsS
serdo disponibilizados em um banco de dado de pimenta do reino (Apéndice 1),

contendo o protocolo executado para a obtencdo destes dados.
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5. DISCUSSAO
5.1. METODO DE DETECCAO DE GTRs

Ate a presente data, ndo se conhece nenhum método descrito de identificacdo
de GTRs relacionada a transcriptoma, a maioria dos trabalhos associados a esta tematica
desenvolve a caracterizacdo destes por comparacdo entre genomas, e € descrito por
diversos grupos taxondmicos, como bactérias (ALIMI et al., 2000; WILSON et al.,
2007), plantas (LIN et al., 2010), cnidarios (MILDE et al., 2009), tele6steos (YANG et
al., 2013), metazoarios (DOMAZET-LOSO; TAUTZ, 2003; JOHNSON; TSUTSUI,
2011; WISSLER et al., 2013) , primatas (TOLL-RIERA et al., 2009), entre outros.

O método subtrativo empregado neste trabalho se mostrou adequado a
identificacdo e caracterizacdo de GTRs em dados de RNA-seq de organismo nao
modelo. A importancia do desenvolvimento deste metodo ¢ associada a identificagdo de
transcritos que sejam potenciais de respostas adaptativas, que possam ser utilizados na
elaboracdo de cultivares, neste caso pimenta do reino, resistentes a doencas ou que
desempenhem o papel funcional que auxilie no aumento produtivo de uma espécie
economicamente importante.

A partir do método de identificacdo de GTRs podem ser desenvolvidos estudos
em outros organismos ndao modelo, com a finalidade de obter transcritos de interesse
e/ou intensificar informacgdes sobre caracteristicas moleculares de uma espécie com

pouca oferta de informacdes a nivel molecular e bioldgico.

5.2. METODO APLICADO A INFORMACAO BIOLOGICA

A identificacdo de GTRs em dados de RNA-seq de pimenta do reino foi obtida
através de métodos extrinsecos, desenvolvendo a caracterizacdo funcional dos
transcritos, e métodos intrinsecos proporcionando informacdes acerca dos potenciais
GTRs identificados.

Dentre os métodos extrinsecos de avaliacdo, a analise por similaridade permitiu
identificar uma maior anotacao de transcritos entre os transcritos de pimenta do reino e
0 proteoma das espécies pertencentes ao grupo das angiospermas basais houve uma
maior anotacdo dos transcritos em comparado com as espécies A. thaliana e O. sativa,
isso evidencia que analise entre espécies taxonomicamente mais proximas é mais eficaz
em relacdo as espécies que sdo caracterizadas como referéncia, mas isso ndo diminui a

importancia da utilizagdo de genomas de referéncia para a analises por comparagéo,
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pois sdo estes que possuem uma maior quantidade de informacGes a nivel molecular e
bioldgico.

Uma observagdo pertinente com relagdo a similaridade entre sequencia de P.
nigrum e A. fimbriata esta relacionada as duas espécies pertencerem a mesma ordem
Piperales, o que proporcionou uma maior quantidade de transcritos Unicos de A.
fimbriata em comparado com as outras espécies do grupo das angiospermas basais
(GORDO et al., 2012; BLISS et al., 2013).

A analise do conjunto de dados de pimenta do reino por homologia, ndo obteve
muitos transcritos anotados comparado com a andlise por similaridade entre sequencias,
isso demonstra uma baixa frequéncia de genes ortélogos no transcriptoma de pimenta
do reino. A relagdo quantitativa entre os dados obtidos por similaridade e homologia
reflete na relacdo entre as sequencias que séo estreitamente relacionadas e entre as
principais linhagens filogenéticas, o que demonstra a importancia da utilizagdo de
conjuntos de referéncia (TAUTZ; DOMAZET-LOSO, 2011; TRACHANA et al.,
2011).

Segundo Trachana et al. (2011), a dificuldade da identificacdo de transcritos
homaologos pode estar relacionada a qualidade do sequenciamento, devido a obtencéo de
reads com baixa cobertura, ou a complexidade da familia de proteinas. Dessa maneira, a
caracterizacdo quando a presenca de transcritos associados a familia de proteinas
auxiliou na deteccéo destes.

A baixa cobertura das sequencias equivale a reads pouco mapeados, que
podem ser interpretados de maneira errdnea, gerando assim falsos positivos (WANG et
al., 2011; SIMS et al., 2014). A possibilidade de recuperacdo destes transcritos € nula,
devido ser gerada por falhas no sequenciamento (LI et al., 2011; SIMS et al., 2014). A
andlise de falsos positivos permitiu identificar muitos transcritos com baixa cobertura, o
que demonstra a importancia da qualidade de sequenciamento na interpretacdo dos
resultados.

A identificacdo de transcritos de pimenta do reino associados a ncRNA
permitiu a identificacdo de genes de interesse, em regifes de transcriptoma que ndo sao
codificantes, mas que estdo associado a modelacdo da expressdo genica e/ou genes
candidatos para elaboracdo de espécies tolerantes a doencas, de maneira a impulsionar
estudos sobre as variacGes genicas. Porém mesmo desempenhando um papel especifico
0os ncRNA ndo caracterizam os GTRs, pois estes genes sdo responsaveis por

desempenhar funcBes de uma espécie taxonomicamente restrita, diferentemente do
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ncRNA que na maioria dos casos séo originados de regifes de splicing (WILSON et al.,
2005; MATTICK; MAKUNIN, 2006; KHALTURIN et al., 2009).

Para caracterizar um transcrito como GTRS € necessario, identificar se este
transcrito possui a capacidade de codificar uma proteina, pois caso contrario ndo pode
ser assim classificado (ARENDSEE et al., 2014). Isso indica a importancia da detecgéo
de ORFs para caracterizar um transcrito como GTRs, permitindo identificar 71
transcritos de pimenta do reino caracterizados como potenciais GTRS, ou seja,
sequencias codificantes que ndo apresentam homologia com outras espécies (WILSON
et al., 2005; ARENDSEE et al., 2014). Esta etapa estd associada ao método intrinseco
de deteccdo de GTRs.

A classificacdo de transcritos em GTRs envolve organizacdo de dados e a
busca exaustiva por fungdes proteicas, porem nao possibilita a identificacdo dos GTRs
quanto a sua funcdo. Uma forma de identificar a funcdo dos GTRs é avaliar os
transcritos quanto a sua idade evolutiva (ARENDSEE et al., 2014).

A filoestratigrafia € uma técnica conhecida por tracar a origem de genes
modernos de volta a seus fundadores especificos (DOMAZET-LOSO et al., 2007;
DOMAZET-LOSO; TAUTZ, 2010; ARENDSEE et al., 2014). De maneira geral, esta
técnica consiste em selecionar grupos taxondmicos da espécie foco por hierarquia, e
para cada gene encontrar o tdxon mais antigo ao qual ele possui homologia, ao
reconhecer a caracteristica mais antiga é possivel reconhecer a fungdo proteica deste
gene (DOMAZET-LOSO et al., 2007; DOMAZET-LOSO; TAUTZ, 2010; ARENDSEE
et al., 2014).

A técnica empregada para identificar a funcdo de um GTRs corrobora com
inimeros estudos que descrevem que estes genes possuem uma relacdo evolutiva,
podendo possuir fungdes relacionadas a respostas adaptativas especificas (WILSON et
al., 2005, 2007; KHALTURIN et al., 2009; MILDE et al., 2009; DUARTE et al., 2013;
YANG et al., 2013; ARENDSEE et al., 2014; TAUTZ; DOMAZET-LOSO, 2011).

A identificacdo do transcrito de pimenta do reino, de identificador UN01868, ¢é
um transcrito capaz de desenvolver uma funcdo especifica da espécie, pois possui
caracteristicas peculiares de genes que codificam proteinas. Apesar de ser um transcritos
de apenas 507 nucleotideos, sua funcdo pode estar associada a processos de regulacdo
genica importante. Silveira et al. (2013), descreve o gene Qua-Quine Amido (QQS) de
A. thaliana, que possui comprimento de sequencia com 24 nucleotideos, € resultado de

uma variacdo epigenética, a qual alteracbes hereditaria no processo de metilacdo do
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DNA afetam a expressao do gene. De maneira que estas alteracGes podem ser herdadas
por vérias geragdes.

O comprimento da sequencia de um transcrito pode influenciar o0 mesmo em
ser caracterizado como codificante ou ndo, porém existe a possibilidade que transcritos
bem curtos participem de processos de regulacdo genica e variacdes epigenéticas, que
estdo intimamente relacionadas a repostas evolutivas e adaptativas de uma espécie
(WILSON et al., 2005; JOHNSON; TSUTSUI, 2011; SILVEIRA et al., 2013; YANG et
al., 2013).

Acredita-se que com a identificacdo funcional dos GRTs sejam obtidos genes
candidatos que possam ser utilizados na engenharia de cultivares valiosos e até mesmo
na criacdo de farmacos e pesticidas (ARENDSEE et al., 2014), além de proporcionar
um avango sobre informacbes moleculares de espécies de interesse econémico e

biotecnologico, como é o caso da pimenta do reino.
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6. CONCLUSAO

A eficacia do método de identificacdo de GTRs, aqui descrito, colabora para a
caracterizacdo destes genes, de forma que pode ser empregado em dados de RNA-seq
em outros organismos ndo modelo. Sendo que o processo de comparacdo entre genomas
é a etapa comum a todas as metodologias descritas na literatura sobre a identificacdo de
GTRs.

Dentre os 35631 transcritos de pimenta do reino foram anotados 22661
transcritos a partir da comparacdo entre os proteomas de A. thaliana, O. sativa e as
demais espécies do grupo das angiospermas basais. Por ortologia obteve-se 75
transcritos anotados, além de 12895 identificados com falsos positivos, 40
caracterizados como ncRNA, 6 identificados por similaridade com transcritos de A.
fimbriata.

Foram identificados 71 transcritos com regides codificadoras de proteinas, 0s
quais sdo caracterizados como potenciais GTRs. Dentre eles, um transcrito apenas
possui a possibilidade de estar associado a uma funcao proteica restrita a espécie.

Genes 0rfaos, genes taxonomicamente restritos (GTRs) e genes de linhagem
especifica sdo terminologias adotadas a um mesmo conceito, de modo que vale ressaltar
a necessidade de uma caracterizacdo universal, a fim de possibilitar a elaboracdo de
estratégias que auxiliem de maneira precisa na identificacdo destes genes.

Estudos futuros podem identificar as fungdes proteicas destes genes,
possibilitando o reconhecimento de genes candidatos que podem ser utilizados na
producdo de cultivares economicamente importantes, e até mesmo na producdo de

farmacos e pesticidas.
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APENDICE
APENDICE 1 — Artigo de banco de dados de pimenta do reino.
BPD: um banco de dados de pimento do reino
RESUMO

O Black Pepper Database (BPD) é uma base de dados cientifica devidamente curada,
que visa 0 acesso de forma eficiente a dados de transcriptoma de raiz e folha de pimenta
do reino (Piper nigrum L.). O banco é baseado em dados de raiz e folha que se
encontram disponiveis para download em Sequence Read Archive (SRA) no banco de
dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI). Os dados foram
gerados, a partir de montagem de novo, utilizando os dois conjuntos, sendo um
utilizando dados da plataforma SOLID e o outro utilizando a combinacgdo de dados das
plataformas SOLID e Illumina. O BPD fornece como ferramenta a Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST), além de informacdes sobre proteinas preditas, dados
de microssatélites, informacdes sobre banco de germoplasma no Brasil, publicacGes
relacionadas a espécie de estudo e download dos dados. O foco do BPD ¢é a integragéo
de dados que busquem fornecer informacgdes sobre a base molecular e funcional dos
transcritos, de maneira a estabelecer estratégias de melhoramento da espécie.

Palavras — chave: Black pepper, transcriptoma, banco de dados, melhoramento

genético.

1. INTRODUCAO

Dentro da familia Piperaceae, 0 género Piper, € 0 mais diverso apresentando
distribuicdo pantropical de suas espécies (JARAMILLO; MANOS, 2001). Estudos
filogenéticos classificam o género como um integrante do grupo das angiospermas
basais (JARAMILLO; MANOS, 2001).

A pimenta do reino (Piper nigrum L.) é uma das espécies mais importante do
género Piper devido se tratar de uma das especiarias mais comercializadas no mundo
(JOY et al., 2007; AHMAD et al., 2012). No nivel de producdo mundial estima-se que
sejam produzidos mais de 400 mil toneladas ao ano, dos quais 79,4% sdo produzidos na
Asia e 16,2% nas Américas, sendo o Vietnd, Indonésia, india, Brasil e China os maiores
produtores (FAO, 2015).

A valorizacdo da pimenta do reino no mercado internacional varia devido a
oscilacdo dos precos, podendo desestimular o cultivo (LEMOS et al., 2011). Entretanto,
0 que ocasiona sérios prejuizos na producdo dos cultivares € a pouca variabilidade

genética entre as espécies, que esta associado ao método de propagacgdo vegetativa que
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muitas vezes é utilizado, o que implica na producdo de cultivares vulneraveis a doencas
(LEMOS, 2003; LEMOS et al., 2011; GORDO et al., 2012).

No Brasil, os patdgenos Fusarium solani f. sp. piperis e Phytophtora capsici €
uma das patologias que mais acomete os cultivares de pimenta do reino, as estratégias
de melhoramento classico ndo se mostraram eficientes para resolver a vulnerabilidade a
estas doencas (CHU et al., 2006; MAJU; SONIYA, 2012).

Na busca por cultivares resistentes, a utilizagdo da biotecnologia vegetal surge
como estratégia, visando a ampliagdo do conhecimento e tendo como papel principal o
ganho da produtividade dos cultivares de pimenta do reino (MAJU; SONIYA, 2012;
GORDO et al., 2012).

O ganho de produtividade dos cultivares de pimenta do reino é importante para
a economia e agronomia, porem o entendimento limitado da via da interacdo entre P.
nigrum e seu patogeno tem restringido a produgédo de cultivar com maiores niveis de
tolerancia (LEMOS et al., 2011; MAJU; SONIYA, 2012). A utilizagéo de tecnologia de
sequenciamento de nova geracdo (NGS) é uma eficiente ferramenta para a obtencédo de
informacGes genéticas de espécies ndo modelo (EKBLOM; GALINDO, 2011).

A pimenta do reino € uma espécie vegetal que ndo possui seu genoma
completamente descrito, denominando-a espécie ndo modelo (GORDO et al., 2012;
JOY et al., 2013). O sequenciamento de especies ndo modelo a partir do transcriptoma €
uma maneira eficiente de obter dados de tecidos especificos (STRICKLER et al., 2012).

A partir da obtencdo do transcriptoma € possivel caracterizar os constituintes
moleculares e funcionais de células e tecidos, proporcionando a catalogacdo de
transcritos, a determinacdo da estrutura de transcricdo de genes e quantificacdo das
mudancas nos niveis de expressao de cada transcri¢do durante o desenvolvimento e sob
diferentes condicdes (WANG et al., 2009; STRICKLER et al., 2012). No caso de
espécies ndo modelo o sequenciamento de novo é mais utilizado, devido ndo possui
dados de referencia adequados para analise (STRICKLER et al., 2012).

Estudos de transcriptoma de pimenta do reino tem se mostrado eficientes para
aumentar a caracterizacdo genética desta espécie (GORDO et al., 2012; JOY et al.,
2013; HU et al., 2015). Para integrar e divulgar dados de transcriptoma de pimenta do
reino foi construido um banco de dados de pimenta do reino com o objetivo de servir
como plataforma de fonte de informacgfes genéticas que poderdo ser exploradas para
descricdo molecular ou acelerar a pesquisa promissora de melhoramento biotecnoldgico,

abordando a caracterizagdo funcional de genes especificos em pimenta do reino.
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O Black pepper Database (BPD) é uma base de dados cientifica devidamente
curada, que visa 0 acesso de forma eficiente a dados de transcriptoma de raiz e folha de
pimenta do reino. Dois conjuntos de dados sequenciados foram gerados, a partir de
montagem de novo, utilizando as plataformas SOLID (GORDO et al., 2012) e Illumina
(JOY et al., 2013), obtidos a partir da espécie P. nigrum.

O foco principal do BPD é a integracdo de dados que busquem fornecer
informagdes sobre a base molecular, de maneira a estabelecer estratégias de
melhoramento genético da espécie.

2. RECURSOS DE DADOS
2.1. SEQUENCIAMENTO DO TRANSCRIPTOMA E MONTAGEM DE NOVO

Os dados de transcriptoma utilizados foram sdo descritos nos estudos de Gordo
et al. (2012), possuindo 3.6Gb (numero de acesso SRX104901) e Joy et al. (2013),
contendo 5Gb (nimero de acesso SRX119532), referente a transcriptoma de raiz e
folha, respectivamente. Os conjuntos foram gerados utilizando dados das plataformas
SOLID e pela abordagem hibrida, utilizando dados das plataformas SOLID e Illumina,
respectivamente.

Para o primeiro conjunto de dados (Dados I) foi utilizado a plataforma SOLID
foi desenvolvido através do método de multiplos k-mers utilizando as ferramentas
Velvet e Oases (GORDO et al., 2012).

Para o segundo conjunto (Dados Il) foi realizado uma combinacdo de dados
entre as plataformas SOLID e Illumina. A integracdo de dados de diferentes plataformas
de NGS otimiza e aumenta a montagem de contigs, que por conseguinte, aumenta a
quantidade de transcritos anotados (SALMELA, 2010; WANG et al., 2012). Neste
processo foi realizada uma abordagem classica de interacdo, proposta por Wang et al.
(2012), onde as montagens sdo feitas separadamente e agrupadas em niveis de contigs e
a nossa abordagem, onde a montagem € feita em nivel de reads com todos os dados ja
agrupados, todos em color-space.

No caso das plataformas SOLID e Illumina o resultado do sequenciamento sao
diferentes, sendo color-space e base-space, respectivamente (SURGET-GROBA;
MONTOYA-BURGOS, 2010; WANG et al., 2012).

A integracdo de dados de diferentes plataformas de NGS otimizar aumentar a

montagem de contigs e por conseguinte ampliar a quantidade de transcritos anotados.
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Para este conjunto de dados foi utilizado as metodologias de abordagem cléssica
(WANG et al., 2012).

A metodologia de abordagem classica e montagem das reads de Illumina e
SOLID sao realizadas separadamente, na qual as etapas de pré e pds processamento das
reads da plataforma SOLID foi utilizado os scripts "denovo_preprocessor_solid.pl" e
"denovo_postprocessor_solid.pl”, respectivamente .

Para o procedimento de montagem foram usadas as ferramentas Velvet, verséo
1.2.10, e Oases, version 0.8.08., utilizando o método de multiplos k-mers (SURGET-
GROBA; MONTOYA-BURGOS, 2010), em seguida, os dados foram combinados na
ferramenta CD-HIT-EST, versdo 4.6. (LI; GODZIK, 2006).

O método de abordagem hibrida utilizando diferentes plataformas de NGS
possui o intuito de melhorar o conjunto do transcriptoma, a fim de amplificar a predigéo
de genes no transcriptoma. Através da combinagdo dos dados de diferentes plataformas
de sequenciamento estima-se que haja a correcdo de vieses de cada plataforma, além do
aumento na cobertura e profundidade do sequenciamento (WANG et al., 2012).
Entretanto o resultado do sequenciamento das plataformas SOLID e Illumina sdo
diferentes, dessa forma, como descrito por Salmella (2010), a interacdo do conjunto de
dados de SOLID com a plataforma Illumina é mais eficiente em color-space, permitindo
um aumento da confiabilidade da analise.

No procedimento de pré processamento a montagem dos transcritos os dados
de Illumina foram convertidos para o formato color-space e posteriormente agrupados
com os dados de SOLID, convertendo ambos para o formato double-encoded, utilizando
0 script caseiro “denovo preprocessor illumina.pl”. Em seguida, as reads de SOLID
foram convertidas em formato double-encoded, neste processo foi aplicado o script
"denovo_preprocessor_solid.pl”, da em presa Life Technologies. Apos as conversdes as
leituras de SOLID e lllumina, ambas em formato color-space, foram combinadas e
submetidas as ferramentas Velvet, e Oases, com método de mdltiplos k-mers, o
resultado deste procedimento foi convertido em base-space a partir do script
“denovo_postprocessor_solid.pl”, posteriormente os dados foram submetidos a
ferramenta CD-HIT-EST.

Apos o processo de montagem, os dois conjuntos de dados, foram combinados
em um unico conjunto com a ferramenta CAP3, versdo 8.6.13, de forma a remover

redundancias e aumentar o tamanho do transcrito, restando um tnico conjunto de dados.
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Como resultado final obteve-se dois conjuntos de dados, o primeiro (Dados I)
de transcriptoma de raiz utilizando dados da ferramenta SOLID, proveniente do trabalho
de Gordo et al. (2012) e o segundo (Dados I1) de transcriptoma de raiz e folha unindo
dados de SOLID e Illumina em um Gnico conjunto, resultante da abordagem hibrida
(Tabela 1).

Tabela 1 — Dados obtidos do sequenciamento utilizando a plataforma SOLID e utilizando as plataformas
SOLID e Illumina.

Dados brutos

Dados | (SOLID) Dados Il (Illumina e

SOLID)
Montagem do transcrito Multiplos k-mers Multiplos k-mers
Total do n° de read 13300000 68372366
Total do n° de contigs 22363 233109
Total do n° de unigenes 10338 60645
Tamanho meédio do contig (bp) 1314 1172
N50 (pb) 168 1653
Proteinas preditas 4472 60107

pb: pares de base.

2.2. PROTEINAS PREDITAS NO TRANSCRIPTOMA DE PIMENTO DO REINO

A identificacdo das proteinas preditas para do conjunto de dados | foi realizada
utilizando a ferramenta FrameD e BLASTP (E-value 1), para busca por homologia
com as plantas encontradas no banco de dados PlantGBD e nr-viridiplantae (NCBI),
obteve-se 4472 proteinas preditas, sendo aproximadamente 52% das proteinas preditas
sdo homdlogas a sequencias proteicas de Arabidopsis thaliana, do banco de dados do
NCBI. As espécies Popullus trichocarpa (54.38%), Aristolochia fimbriata (54.02%) e
Vitis vinifera (53.93%) obtiveram maior percentual de proteinas preditas por homologia
com os dados de P. nigrum em relacdo ao banco de dados de outras espécies (Tabela 2).

Além da predicdo de proteinas foi realizada a anotacdo funcional dos dados |
baseado na ferramenta BLASTX contra o banco de dados de nr-viriplantae, na qual o
programa BLAST2GO foi utilizado para identificar as funcdes putativas dos transcritos,
sendo que por comparacao, 3055 unigenes foram anotados funcionalmente com o banco
de dados do Gene Ontology (GO) e 9664 unigenes anotados com banco de dados de A.
thaliana (GORDO et al., 2012).

O processo de predicdo de proteinas do conjunto de dados Il foi realizado

utilizando a ferramenta EvitentialGene, para remocdo de redundancias usando as
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informacdes dos aminoacidos para estabelecer as melhores sequencias codificantes de
proteinas, além de executar um BLAST para identificar as sequencias homdlogas
(NAKASUGI et al., 2014), o que resultou em 60107 proteinas preditas.

Para identificar a homologia dos transcritos do conjunto de dados Il foi
realizado a comparacao utilizando a ferramenta BLASTX (e-value 1e®) com proteomas
preditos das espécies Arabidopsis thaliana, Oryza sativa, Aristolochia fimbriata,

Popullus trichocarpa e Vitis vinifera (Tabela 2).

Tabela 2 — Percentagem de proteinas preditas por homologia para cada conjuntos de dados.

Protein database % with homology
Data | Data Il
Arabidopsis thaliana 51.57 72.55
Aristolochia fimbriata 54.02 73.70
Popullus trichocarpa 54.38 74.54
Vitis vinifera 53.93 74.55

2.3. DETECCAO DE MICROSSATELITES

A deteccdo de microssatélites foi realizada a partir dos dados | utilizando o
script MISA, para identificar sequencias de repeticdo simples (SSRs). A partir do
namero de contigs (22363) foram identificados 168 repeticdes de di-, tri- e
tetranucleotideo (GORDO et al., 2012).

3. CONSTRUCAO DO BANCO DE DADOS
3.1. DESCRICAO DO SISTEMA

O banco de dados foi construido com o auxilio do Tripal, que consiste em uma
ferramenta que proporciona a criagdo de um banco de dados online, que integra dados
biolégicos com varios sistemas para o desenvolvimento de analises de genomas de
plantas (FICKLIN et al., 2011; SANDERSON et al., 2013). Este sistema também ¢é
utilizado por outros bancos de dados como The Banana Genome Hub (DROC et al.,
2013) e CottonGen (YU et al., 2014).

O Tripal € integrado por dois sistemas o Drupal e o Chado, esses sistemas
foram desenvolvidos para ajudar no processo de instalacdo do website (Figura 1-A). O
sistema Drupal inclui varias extensdes que auxiliam na organizacédo dos dados, de forma
a simplificar a construcéo e gestdo do website. Por sua vez, o sistema Chado auxilia no

armazenamento dos dados biologicos, que coordena a construcdo e a distribuicdo de
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vérias ferramentas que suportam o armazenamento, mineragdo e visualizagdo dos dados
gendmicos, estando associado com o Chado € um produto associado ao projeto Generic
Model Organism Database (GMOD) (FICKLIN et al., 2011; SANDERSON et al.,
2013).

Figura 1 — llustracdo esquematica do sistema de BDP. (A) Organizacéao do sistema do servidor da web.
(B) Interface da web do sistema BPD.

A

f
Conjunto de dados
Transcriptoma de P. nigrum
Drupal Proteinas preditas
Microssatélites
(_Germoplasma

@ .
Sequencias
Organismo
Controle de vocabulario
- Publicactes
Blast
\_Downloads

Black pepper Database (BPD)

Espécie Ferramentas Blast Pesquisa Outros

3.1.1. Blast

A ferramenta BLAST fornecer uma interface grafica de usuario através dos
formularios web (Figura 1-B), munido de um modulo associado ao Chado que viabiliza
o0 alinhamento de sequencias de pimenta do reino com outras espécies. O NCBI nr e o
ExXPASyY Swiss-Prot sdo os bancos de dados de referencia para a realizacdo dos blasts. A
partir desta ferramenta o usuario pode executar pesquisas de similaridade utilizando as
variacbes de BLAST (BLASTn, BLASTp, BLASTX) (ALTSCHUL et al.,, 1990;
FICKLIN et al., 2011; SANDERSON et al., 2013).

Para executar o BLAST devem ser carregadas as sequencias de nucleotideo ou
aminoacido em formato FASTA, em seguida deve-se escolher o banco de dados que
sera utilizado como base para o alinhamento, posteriormente é necessario definir os
parametros do alinhamento. Ao clicar no icone do BLAST escolhido é executado o
processamento e o resultado da pesquisa mostra o alinhamento entre a sequencia

fornecida juntamente com a sequencia do transcriptoma de P. nigrum produzidos, além
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do ordenamento de acordo com o valor esperado (FICKLIN et al., 2011; SANDERSON
et al., 2013).

3.1.2. Germoplasma

A espécie P. nigrum é uma planta de possui diversos cultivares, dentre os
principais sdo Cingapura, Guajarina, Bragantina, APRA, Kuthiravally, Kottanadan e
lacara (LEMOS et al., 2011). A elaboracdo de bancos de germoplasma contribui para
pesquisas de melhoramento genético, de maneira a desenvolver espécimes referencia e
proporcionar o conhecimento molecular acerca da mesma (ALBUQUERQUE et al.,
1997; DE SOUZA et al., 2002).

A EMBRAPA (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria) possui um
banco de germoplasma de pimenta do reino
(http://plataformarg.cenargen.embrapa.br/rede-vegetal/bancos-ativos-

degermoplasma/hortalicas/pimenta-do-reino).

3.1.3. PublicacGes

O banco de dados de pimenta do reino possui informacdes sobre diversas
publicacbes sobre a espécie P. nigrum. Algumas publicacbes foram importadas
automaticamente a partir do banco de dados do PubMed, enquanto que outras foram
adicionadas manualmente devido estarem em outros bancos de dados (SANDERSON et
al., 2013). Além disso, o banco de dados de pimenta do reino integra informacdes sobre
protocolos de cultivo, trabalhos publicados em anais de congressos, capitulos de livros e
teses. O banco de dados possui um total de 400 publica¢@es, com publicacdes a partir do
ano de 1966.

Para realizar a pesquisa por publicacdes no banco de dados deve-se utilizar de
palavras-chave e posteriormente escolher a que campo pode estar relacionado, podendo
ser ao titulo, resumo, autores e/ou nome da revista. Como resultado da pesquisa sera
obtido informacdes sobre as publicagdes, como titulo do trabalho, resumo, citacédo e link
externo para visualizar o artigo completo (FICKLIN et al., 2011; SANDERSON et al.,
2013).
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3.1.4. Downloads

Nesta sessdo serdo disponibilizados os dois conjuntos de dados de
transcriptoma de pimenta do reino, marcadores microssatélites, informagdes sobre as

proteinas preditas e anotacdo funcional dos conjuntos de dados.

4. DISCUSSAO

Devido ao grande nimero de projetos de sequenciamento muitos dados séo
disponibilizados na web sem a devida avaliacdo da qualidade, e como alternativa para
esta problemética o BPD disponibiliza dados de transcriptoma de pimenta do reino que
foram avaliados de maneira exaustiva, possibilitando o acesso rapido a conjuntos de
dados curados.

O BPD além de ser um banco de dados que compde informagdes importantes
sobre a espécie, seus dados sao interligados, possibilitando ao usuario o acesso facil aos
conteddos, que envolvem s&o so6 dados moleculares, mas também informagdes sobre o
cultivo da espécie.

O sistema de dados permite o acesso a dois conjuntos de dados de
transcriptoma de pimenta do reino, além de informacdes sobre predi¢do de proteinas,
anotacdo funcional dos transcritos, marcadores moleculares, do tipo microssatélites, e
banco de germoplasma.

O acesso a informac6es sobre pimenta do reino fornece subsidios para estudos,
principalmente, relacionados ao carater molecular, a fim de aumentar a compreensédo
sobre o conhecimento da espécie (GORDO et al., 2012; JOY et al., 2013; HU et al.,
2015). A homogeneidade genética de cultivares comerciais amplia a vulnerabilidade a
estresses bidticos e abidticos, dessa maneira, grande parte dos esfor¢cos em conhecer a
base gendmica desta espécie estd aliada a estudos de conservacdo e melhoramento
genético (NASCIMENTO et al., 2009; LEMOS et al., 2011).

As técnicas de biotecnologia sdo ferramentas promissoras que abrem
perspectivas de programas de melhoramento de cultivares de pimenta do reino. 1sso
inclui compreensdo da diversidade genética entre os cultivares (PRADEEPKUMAR et
al., 2003; GAIA et al., 2005; SEN et al., 2010), e identificacdo de genes de interesse que
sejam associados a estresses bioticos e abidticos.

A busca por informacdes moleculares que viabilizem a criacdo de explantes

livres de patdgenos, que fornecem subsidios sobre o uso de marcadores moleculares
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possibilitando a analise sobre a diversidade dos cultivares (PRADEEPKUMAR et al.,
2003; SEN et al., 2010), além de proporcionar a identificagdo de genes de interesse que
sejam responsaveis pela expressdo de gendtipos que produzam culturas de pimenta do
reino tolerantes a impactos ambientais (LEMOS, 2003; LEMOS et al., 2011).

O papel do melhoramento genético estd voltado, principalmente, para a
producdo de culturas tolerantes a efeitos bidticos e abidticos, mas também fomenta a
criacdo de bancos de germoplasma que contenham amostras de espécimes referéncia
que concedem a conservacao ao patriménio genético (LEMOS et al., 2011; DE SOUZA
et al., 2002).

5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O BPD disponibiliza dados transcriptdmicos e informacgdes sobre pimenta do
reino, além de ferramentas de analise que viabilizem a pesquisa por similaridade.
Poderdo ser incorporados mais dados a medida que essas informacgdes sejam
maximizadas, otimizando o crescimento molecular e genético bésico e identificacdo de
marcadores microssatélites ou genes de interesse biotecnoldgico.

O sistema do banco de dados também possibilita a interacdo do usuario com o
administrador, na qual o usuario pode auxiliar no melhoramento das informacdes
disponiveis através de um feedback.

Perspectivas futuras, para este banco de dados, estdo relacionadas ao aumento
de informacGes de carater molecular e funcional da espécie, possibilitando a sua
utilizacdo como plataforma para catalogar familias génicas de interesse, estudo
evolucao e estabelecimento de estratégias de melhoramento genético para minimizar os

efeitos associados a estresses bidticos e abidticos em pimenta do reino.
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