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Combinacao de abordagens de analises de novo
e guiadas pelo genoma para explorar dados
de RNA-Seq de sementes oleaginosas para
anotacao de vias de acidos graxos

Vinicius Nattan Silva Lemos'
Roberto Coiti Togawa?

Marcos Mota do Carmo Costa®
Elibio Leopoldo Rech*

Priscila Grynberg?®

Resumo - Elaeis guineensis (dendé), Jatropha curcas (pinhdo-manso)
e Ricinus communis (mamona) produzem acidos graxos que podem ser
utilizados como fonte renovavel na matriz energética, apresentando um grande
potencial biotecnoldgico para as industrias da area. O objetivo deste trabalho
foi identificar transcritos relacionados com a sintese de acidos graxos e inferir
a sua presenca em vias metabdlicas. Para isso, 0 RNA total de sementes
destas trés espécies foi extraido e sequenciado. Os transcritomas foram
montados utilizando abordagens de novo e guiados pelo genoma e filtrados
com o programa Evidential Gene para a obtengao de resultados robustos. Uma
base de dados contendo 527 sequéncias de 170 codigos de enzimas unicos
de 12 vias de metabolismo de acidos graxos foi gerada. Um total de 152,
156 e 150 transcritos de E. guineensis, J. curcas e R. communis referentes
as proteinas pertencentes a 12 vias de metabolismo de acidos graxos foram
encontradas respectivamente, sendo 135 em comum. Os resultados ainda
sugerem que ha proteinas com expressao tecido-especificos pois 23, 6 e 11
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proteinas de interesse de E. quineensis, J. curcas e R. communis ndo foram
encontradas nos transcritomas, respectivamente. A estratégia desenvolvida
neste trabalho mostrou ser eficiente para a mineragéo de dados de interesse
em dados de RNA-Seq com baixa cobertura pois o uso de diferentes
programas de montagem potencializou a identificagao das proteinas.

Termos para indexagao: Elaeis guineensis, Jatropha curcas, Ricinus com-
munis, dendé, pinhdo-manso, mamona, RNA-Seq, vias metabdlicas, acidos
graxos, montagem de transcritoma.

Analysis of the de novo and genome-guided approaches in combination
to explore RNA-Seq data from oilseeds for fatty acid pathways annotation

Abstract — Elaeis guineensis (palm), Jatropha curcas (barbados nut)
and Ricinus communis (castor) are fatty acids producers. They present
a major biotechnological potential for biofuel industry because they can
be used as a renewable source in the energy matrix. The aim of this work
was the identification of fatty acids related transcripts and their presence in
metabolic pathways. Total RNA from seeds was extracted and sequenced.
The transcriptomes were assembled using de novo and genome guided
approaches and filtered with the Evidential Gene program to obtain robust
results. A database containing 527 sequences of 170 unique enzyme codes
of 12 fatty acid metabolism pathways was generated. A total of 152, 156 and
150 transcripts of E. guineensis, J. curcas and R. communis of 12 fatty acid
metabolism pathways were found respectively, and 135 were in common.
These results suggest the presence of tissue-specific proteins because 23,
6 and 11 proteins of interest from E. guineensis, J. curcas and R. communis
were not found in the transcriptomes, respectively. The strategy developed
in this work proved to be efficient for low-coverage RNA-Seq data mining
because the use of different assembly programs potentiated the identification
of proteins.

Index terms: Elaeis guineensis, Jatropha curcas, Ricinus communis, palm
oil, jatropha, castor beans, RNA-Seq, metabolic pathways, fatty acids,
transcriptome assembly.
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Introducao

Plantas oleaginosas sédo aquelas cuja caracteristica principal é a
presencga de altas concentracdes de acidos graxos em sua composicao. Elas
exercem um papel de destaque na agricultura mundial em fungcéo do aumento
gradativo da demanda por 6leos vegetais, tanto para o consumo individual
(alimentos, cosméticos, medicamentos) quanto para aplicagdes industriais,
como a produgéo de biocombustiveis (Samarth et al., 2015).

No ano de 2018, a producado anual de culturas oleaginosas, segundo
dados oficiais, estimados ou inferidos da FAO, foi de 1.038 milhdes de
toneladas (FAO, 2020). O Brasil produziu 127,5 milhdes de toneladas, ou seja,
12,3% da produgéo mundial. Destes, 117 milhdes de toneladas correspondem
a produgéo de soja (FAO, 2020). A matéria prima para a produgao do 6leo
vegetal € obtida, principalmente, a partir de monoculturas uma vez que essas
tém alta produgéo e permitem a produgao em larga escala.

A producéo de biodiesel no Brasil vem crescendo a cada ano, com
quase 6 milhdes de m® produzidos em 2019 (Agéncia..., 2019). Os estados
das regides centro-oeste e sul somam mais de 80% da produgao nacional
de acordo com a Associagdo Brasileira das Industrias de Oleos Vegetais —
ABIOVE. Avariedade de plantas utilizadas para a produgao de biocombustiveis
pela industria € relativamente baixa, sendo restrita principalmente a soja
nos Estados Unidos, Argentina e Brasil, a colza na Europa e 6leo de palma
na Indonésia e Malasia (Junginger, Goh e Faaij, 2014). Além destes,
podemos ainda citar girassol e algoddo. No Brasil, a soja & responsavel por
aproximadamente 70% do biodiesel fabricado, seguido pelo uso de gordura
bovina (Agéncia..., 2019).

A mamona (Ricinus communis), da familia Euphorbiaceae é uma
planta perene, produzida principalmente no Brasil, China e india, paises em
desenvolvimento e com vulnerabilidade econémica. Juntos, esses paises
sdo responsaveis por 95% da producdo mundial (FAO, 2020). Cerca de
45% da composigdo da semente € acido graxo (Forero, 2005) sendo que
aproximadamente 93% do 6leo é formado por acido ricinoleico, que possibilita
a producgao de derivados de pureza elevada. O dendé (Elaeis guineensis),
pertencente a familia Arecaceae produz o 6leo de palma, ou 6leo de dendé.
Originaria do continente africano esta planta completa seu ciclo em um ano,
passando pela germinagao e florescimento neste periodo (Sambanthamurthi
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et al., 2009). O dleo de palma é composto principalmente por acido palmitico,
estearico e miristico (saturados) e acido oleico e linoleico (insaturados),
totalizando aproximadamente 95% (revisado por Mba, Dumont e Ngadi,
2015). O pinhdo-manso, outra Euphorbiaceae, € uma pequena arvore semi-
perene originaria do México. E bastante promissora para ser utilizada na
producao de biocombustiveis € na medicina natural por possuir altas taxas
de dleo em suas sementes (cerca de 27-40% da composicédo) (Achten et
al., 2008; Fuentes et al., 2018). Alguns fatores séo limitantes para o cultivo
em larga escala desta planta, como, por exemplo, alto custo para o plantio,
falta de conhecimentos avangados sobre a biologia, incidéncia e manejo de
pragas e doengas relacionadas, e auséncia de programas governamentais
de incentivo (Edrisi et al., 2015).

A disponibilidade de dados gendmicos e transcritdmicos de inumeras
espécies de plantas tem contribuido fortemente para o entendimento de vias
metabdlicas de interesse, assim como o descobrimento de novos produtos
génicos de vias metabdlicas de interesse. Os esfor¢os tém se concentrado em
estudos transcritdmicos, pois sdo mais acessiveis financeiramente e menos
desafiantes bioinformaticamente (Owen et al.,, 2017). Para exemplificar,
ha ao menos 1.000 entradas de dados entre sequenciamentos de DNA e
RNA no SRA (Sequence read archive) do NCBI para cada espécie citada
acima, mas quando se trata de genomas montados, a realidade é outra. O
dendé é o que possui a maior quantidade de dados gendémicos disponiveis
tendo tido o primeiro genoma produzido em 2013 e montado em nivel de
cromossomos com tamanho de 1.5Gb, 41% de conteudo GC, 40.349 scaffolds
e 43.541 proteinas preditas (Singh et al., 2013). Recentemente uma nova
montagem em nivel de scaffolds foi disponibilizada, com 1.2 Gb, 40,46% de
conteudo GC, e 165 scaffolds (Ong et al., 2020). Os demais genomas desta
espécie, publicados em 2016 e 2017 estdo em niveis de scaffolds e contigs
respectivamente, com tamanhos muito menores que o esperado. Ja o pinhao-
manso possui quatro montagens, todas em nivel de scaffolds, com tamanhos
entre 266 e 319Mb, cerca de 35% de conteudo GC e 27.680 proteinas preditas
no ultimo draft, onde foi utilizado a combinagédo de sequéncias produzidos
por equipamentos Illlumina e PacBio (Ha et al., 2019). A mamona possui um
genoma ndo montado com aproximadamente 400 Mb divididos em 25.878
scaffolds e 31.221 transcritos preditos (Chan et al., 2010).
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O sequenciamento em larga escala de moléculas de RNA (RNA-
Seq) é uma técnica valiosa, pois fornece dados de expressao génica global,
permitindo a compreensdo de mecanismos moleculares versateis e a
resposta a diversas questdes bioldgicas. Para organismos ndo-modelo, na
indisponibilidade de um genoma de qualidade, ou seja, com quantidade de
dados insuficientes e muito fragmentado, esta técnica permite a montagem e
quantificagdo do transcritoma (Conesa et al., 2016; Wang, Gerstein e Snyder,
2009).

As sequéncias, que geralmente s&o curtas caso a origem seja dos
equipamentos lllumina, precisam ser ordenados de forma a gerar sequéncias
dos transcritos completas. Na auséncia de um genoma de referéncia, utiliza-
se os montadores de novo, ou seja, que utilizam apenas as sequéncias
obtidas para obter os transcritos e gerar um transcritoma. No entanto, quando
ha genomas disponiveis, as sequéncias sao primeiramente mapeadas para
depois gerar os transcritos. Geralmente esses métodos produzem melhores
transcritomas. Mesmo com a disponibilidade de genomas, trabalhos relatam
os beneficios de combinarem diferentes programas com métodos distintos
(Cabau et al., 2017; Holding et al., 2018; Sahraeian et al., 2017) porque
0s programas possuem eficiéncias variadas que dependem da origem das
amostras, confecgdo das bibliotecas, equipamentos de sequenciamento e
qualidade das sequéncias (Holzer e Marz, 2019).

Com o objetivo de identificar as enzimas componentes das vias
metabdlicas de acidos graxos no dendé, pinhdo-manso e mamona, dados
de RNA-Seq de sementes foram analisados associando montadores de
novo e baseados em genoma para identificar e anotar genes relacionados a
producéo, elongacao e degradacao das cadeias de acidos graxos, vias que
podem ser engenheiradas visando a melhoria de produgéo de acidos graxos
por métodos de engenharia metabdlica e biologia sintética.
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Material e Métodos

Os comandos de cada programa usados e os scripts in-house
desenvolvidos neste trabalho estdo organizados em um tutorial na pagina
do Laboratério de Bioinformatica na plataforma Github no endereco: https://
github.com/Ibi-cenargen/oil_plants/.

Extracdo e sequenciamento

A extragdo e sequenciamento de RNA total de sementes de cada
espécie (J. curcas, E. guineensis e R. communis) foram realizados pela
Macrogen®, segundo o protocolo daempresa. O sequenciamento foirealizado
em equipamento lllumina HiSeq 2500 protocolo paired-end (Metzker, 2010).

Pré-processamento e montagem dos transcritomas

A qualidade das sequéncias foi avaliada pelo programa FASTQC
com os parametros padrao (Andrews, 2014). Os programas cutadapt (versao
1.9) e fast-mcf (versédo 1.04) (Aronesty, 2011; Martin, 2011) foram usados em
conjunto para identificar e retirar o adaptador universal da Illlumina, utilizando
as métricas padrées de cada um dos programas, e as sequéncias com baixa
qualidade foram clivados.

Para a montagem dos transcritomas, seis diferentes programas
foram testados (Tabela 1). O StringTie, o Trinity e o STAR foram usados para
montagens com os genomas de referéncia e os demais montadores geraram
transcritomas de novo. Para cada programa (com exceg¢do do StringTie e
STAR), foram testados diferentes k-mers com o objetivo de avaliar a melhor
estratégia. Os inputs foram os arquivos de saida do cutadapt (apos retirada
dos adaptadores). Para a montagem dos transcritos gerados pelo StringTie
e STAR, foi necessario rodar o programa cufflinks (Ghosh e Chan, 2016)
a partir do arquivo .gtf gerado. Os resultados de cada montador geraram
arquivos contendo as sequéncias dos transcritos gerados (formato fasta).

Tabela 1: Lista de programas usados para a montagem dos transcritos

Protocolo Assembler Tamanho do Algoritmo Referéncia
K-mer
Velveth/Oases 17,29,45 Grafo de Bruijn (Schulz et al., 2012)
de novo SPAdes 17,29,45 Grafo de Bruijn (Bankevich et al., 2012)
- === soAp 00000 31 = GrafodeString = (luoetal,2013)
Guiado pelo StringTie Default Grafo de String (Pertea et al., 2015)
genoma Trinity 25 Grafo de Bruijn (Grabherr et al., 2011)

STAR Default STAR (Dobin et al., 2012)




Boletim de Pesquisa e Desenvolvimento 369 11

O programa Evidential Gene (Gilbert, 2013) foi usado para processar
os transcritomas gerados pelas diferentes abordagens dos montadores
com o objetivo de eliminar erros e artefatos e aumentar a confiabilidade
dos resultados. Ele foi desenvolvido especificamente para ser aplicado em
estratégias como a deste trabalho: o uso de diferentes montadores e com
k-mers variados para ampliar as possibilidades de geragéo de transcritos. O
input foi a jungao dos arquivos ‘fasta’ gerados pelos montadores. O programa
filtra sequéncias com bases nao identificadas (N), sem cédon iniciador, loci
duplicados e artefatos de montagem. Os transcritos sdo considerados de
baixa qualidade quando se encaixam em ao menos um desses parametros
citados acima.

Completude dos transcritomas

O programa BUSCO (versdo 3.0) foi usado para avaliar o quéao
completos os transcritomas gerados estavam (Simédo et al.,, 2015). Este
programa busca por ortdlogos de copia unica de 1.440 genes considerados
essenciais. Quanto maior a porcentagem indicada pelo programa, mais
completo o transcritoma esta. Ele possui bancos de dados especificos para
cada espécie, fornecendo um resultado mais acurado. Utilizamos, neste
trabalho, o banco de dados de plantas (embryophyta.db). O resultado do
BUSCO valida o processo de montagem conferindo maior credibilidade.

Banco de dados local de sequéncias das vias de acidos graxos

Vias metabdlicas relacionadas com sintese, elongagcédo e/
ou degradagdo de acidos graxos em plantas foram selecionadas para
serem estudadas neste trabalho (Tabela 2) devido aos seus potenciais
biotecnoldgicos de acordo com a revisdo de (Erb, Jones e Bar-Even, 2017) e
trabalho de (Zhou et al., 2016). As sequéncias de aminoacidos de todas as
proteinas presentes nas 12 vias metabdlicas de cada uma das trés espécies
deste trabalho foram trazidas do repositério Kegg (Ogata et al., 1999) via
Kegg API (application programming interface).
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Tabela 2: Vias metabdlicas e seus respectivos codigos KEGG

Via metabdlica Caodigo KEGG
Biossintese de acidos graxos 00061
Elongacgao de &cidos graxos 00062
Degradacéo de acidos graxos 00071
Biossintese de esteroides 00100
Metabolismo de glicolipideo 00561
Metabolismo de glicerofosfolipideo 00564
Metabolismo de éteres 00565
Metabolismo de acido araquiddnico 00590
Metabolismo de &cido linoleico 00591
Metabolismo de &cido alfa-linolénico 00592
Metabolismo de esfingolipideos 00600
_Biossintese de 4cidos graxos insaturados 01040

Estudo das vias de metabolismo de acidos graxos de interesse

As sequéncias proteicas de interesse deste estudo foram alinhadas,
utilizando-se o programa tblastn, em cada um dos transcritomas gerados
neste trabalho: sete com montagens de novo, trés com montagens guiadas
pelo genoma e uma com o Evidential Gene. A mesma base de dados também
foi usada para identificar essas proteinas nos genomas de cada espécie. Para
isso, incluimos o parametro qcovs, que é a porcentagem de bases da query
alinhadas no subject. A ideia central dessa metodologia foi testar a seguinte
hipétese: Montagens menos acuradas teriam alinhamentos com porcentagens
de bases alinhadas idénticas e porcentagens de bases da query alinhadas no
transcrito mais baixas que montagens mais acuradas. Para cada proteina
de interesse em cada montagem e nos genomas, os pardmentos pident e
gcovs foram multiplicados, gerando um valor Unico indicativo da qualidade
do transcrito. Os valores obtidos foram usados para gerar graficos dos tipos
scatter e boxplot através do programa estatistico e grafico R (R Core Team,
2019).

Resultados e Discussao

Neste trabalho foram analisados os transcritomas de sementes
maduras de trés espécies de plantas de interesse biotecnolégico: J. curcas, R.
communis e E. guineensis (Figura 1). A disponibilizagdo de dados gendmicos
e transcritbmicos através do uso de tecnologias de sequenciamento de
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nova geragao tem possibilitado a escolha de genes candidatos que podem
ser utilizados em estudos de biologia sintética, engenharia metabdlica e
melhoramento genético, sendo que estas areas do conhecimento podem
ser responsaveis pelos préximos avangos na producao industrial (Lee et al.,
2008; Sablok et al., 2014). Para que este avango ocorra, € imprescindivel
que novos conhecimentos acerca do metabolismo de espécies de interesse
industrial sejam obtidos e que processos sejam melhorados. A estratégia
desenvolvida neste trabalho mostrou-se ser eficiente em gerar transcritomas
de qualidade, fundamentais para a identificacdo das proteinas das vias
metabdlicas de acidos graxos de interesse.

Dados de RNA-Seq

£ & &

E. guineensis J. curcas R. communis
11 milhdes de reads 13,5 milhGes de reads 13,8 milhGes de reads
100 pb, paired-end 100 pb, paired-end 100 pb, paired-end

Pré-processamento

FastQC Cutadapt Fast-mcf
Montadores de novo ou guiados pelo genoma Combinagao de montadores
SOAP STAR ‘
(k-mer 31) (Default)
Spades StringTie ‘ Evidential Gene
(k-mers 17, 29 e 45) {Default) ] =
Velveth/Oases Trinity
(k-mers 17, 29 e 45) (k-mer 35)

Avaliagdo das montagens

BUSCO Métricas

Anotagdo dos transcritomas

Selegdo das vias Download das Criagdo do
metabélicas de sequéncias de banco de dados
4cidos graxos AA (Kegg API) (makeblastdb)

Alinhamento
(tblastn)

Figura 1: Fluxograma da metodologia desenvolvida e aplicada neste trabalho. Dados de
sementes de trés espécies foram pré-processados. Seis montadores foram usados para gerar
transcritomas e os resultados foram polidos pelo Evidental Gene. A qualidade das montagens
foram avaliadas pelo BUSCO e por métricas especificas. Os transcritos foram anotados com foco
em vias metabdlicas de acidos graxos.
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Sequenciamento e pré-processamento das sequéncias

Os sequenciamentos em larga escala das sementes produziram
22,6, 27,5 e 27,9 milhdes de sequéncias para E. guineensis, J. curcas e R.
communis respectivamente. O contetido GC variou entre 43% e 48% (Tabela
3). As sequéncias brutas e pré-processadas apresentaram valores médios
de qualidade (PHRED) de 36, 36 e 37 e 37, 37 e 38 para E. guineensis, J.
curcas e R. communis, respectivamente. Tais valores indicam que as bases
apresentaram alta qualidade de sequenciamento. Ainda assim, o uso de
pré-processadores como o fastg-mcf e cutadapt melhorou a qualidade das
sequéncias e a confiabilidade dos dados, ja que é sabido que ha perda de
qualidade devido ao acumulo de erros no final da corrida quando se utiliza
sequenciadores de nova geracdo. Os dados também mostram que as
coberturas dos sequenciamentos foram adequadas para J. curcas (8,06X) e
R. communis (7,91X). Porém E. guineensis teve uma cobertura bem abaixo
das demais (1,49X), fato que pode influenciar na identificacdo das proteinas
de interesse.

Tabela 3: Dados gerais do RNA-Seq e resultados do pré-processamento

Espécies Tamanho Tamanho da Quantidade de N° de Sequéncias Porcentagem
do Genoma Sequéncia (pb) Sequéncias Retiradas de GC
E. guineensis 1.5Gb 100 22.657.832 288.159 (1,26%) 48%
J. curcas 339Mb 100 27.577.214 250.364 (0,90%) 44%
R. communis 351Mb 100 27.977.546 187.170 (0,66%) 43%

Transcritomas

Seis diferentes programas de montagem foram usados para gerar
os transcritomas de sementes das plantas estudadas neste trabalho. Foram
gerados entre 33.521 e 137.334 transcritos de E. guineensis, entre 32.823 e
135.475 transcritos de J. curcas e entre 29.122 e 132.908 transcritos de R.
communis. Os programas claramente produziram diferentes resultados.

No geral, aqueles que requerem um genoma de referéncia produziram
transcritomas mais enxutos do que os que aplicaram uma abordagem de
novo. O programa Velveth/Oases, com k-mer = 17, montou o maior nimero
de transcritos, com quantidades acima de 130.000 para cada espécie,
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seguido pelo SOAP, que montou 137.334 transcritos para E. guineensis
com k-mer = 31. O montador que apresentou o menor numero de transcritos
foi o STAR com 33.521, 32.823 e 29.122 e E. guineensis, J. curcas e R.
communis respectivamente, independente dos valores de k-mers testados. O
alinhamento com o genoma de referéncia diminuiu o numero de transcritos
gerados erroneamente.

O uso do Evidential Gene, que filtra os possiveis erros da montagem
dos transcritos e elimina a redundéncia, se mostrou eficiente para produzir,
a partir dos resultados de todos os montadores, transcritomas 20 a 34 vezes
menor, com quantidades de transcritos que se aproximaram do numero
esperado a partir das informagbes dos genomas: 33.189, 20.033 e 16.309,
enquanto a quantidade esperada é de 41.887, 23.076 e 28.584 para E.
guineensis, J. curcas e R. communis respectivamente. O ndmero menor
de transcritos obtidos para as trés espécies pode ser explicado pelo fato de
serem dados de sementes, ou seja, de tecido-especifico.

Completude e qualidade dos transcritomas

AplataformaBUSCO gerou métricas de completude dos transcritomas.
Com os resultados foi possivel avaliar as diferentes abordagens das
montagens com base nos indices de completude a partir do banco de dados
especifico para plantas, permitindo a comparagédo entre os softwares, os
diferentes k-mers e a agao do Evidential Gene.

As porcentagens de completude obtidas por cada programa variaram
entre 12,2% e 50,7% para os dados de E. guineensis, entre 17,7% e
73,8% para transcritos completos de J. curcas e entre 20,1% e 71,1% para
os transcritos obtidos de R. communis. Apés o uso do Evidential Gene as
porcentagens atingiram os valores de 61,4% para E. guineensis, 79,2% para
J. curcas e 80,2% para R. communis, mostrando o efeito positivo do uso
deste programa, ainda que os resultados tenham ficado abaixo dos valores
de completude dos respectivos genomas (92,7% para E. guineensis, 96,2%
para J. curcas e 93,7% para R. communis), como pode ser visto na Figura
2. Uma possivel explicacdo é que, como apenas as sementes maduras
foram sequenciadas, os transcritomas ndo representam a totalidade dos
genes presentes em cada espécie. Em acordo com esse resultado, genes
tecido-especifico no transcritoma de cinco tecidos diferentes de R. communis
para a biossintese de lipideos e o enriquecimento das vias de metabolismo,
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degradacgao e biossintese de acidos graxos e metabolismo de glicolipideo
nos transcritos anotados de R. communis indicaram um viés em funcéo do
tecido sequenciado (Brown et al., 2012). Outro trabalho demonstra diferengas
de transcritos e vias metabdlicas de acidos graxos de mesocarpo, embrido ou
endosperma de E. guineensis (Dussert et al., 2013).
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Figura 2: Comparagao entre os montadores e as completudes obtidas. E possivel observar que
os montadores de novo obtiveram grandes quantidades de transcritos, mas baixas completudes
quando comparados com os montadores guiados pelo genoma. O Evidential Gene obteve os
maiores indices de completude e uma quantidade menor de transcritos.

Os montadores de novo geraram transcritos com tamanho médio
de 636 nt enquanto os que usaram genomas de referéncia produziram
transcritos com tamanho médio de 1.492 nt. Quando usou-se o k-mer 17, o
tamanho médio dos transcritos foram de apenas 384 nt. Os valores médios
dos transcritos produzidos pelo Evidential Gene foram 1.135, 1.305 e 1.463
nt em E. guineensis, J. curcas e R. communis respectivamente. Todos esses
valores foram abaixo das médias obtidas pelos montadores guiados pelo
genoma para cada espécie (teste-t ndo pareado - p<0,003), indicando que,
para este parametro, os montadores de novo contribuem negativamente
para o desempenho do evidential gene (Figua 3-A). Os montadores nao
influenciam o tamanho do maior transcrito montado (teste-t ndo pareado —
p>0,05) (Figura 3-B). Os valores de N50 também foram influenciados pelo
tipo de montador, sendo significativamente menor para os montadores de

novo (p<0,05).
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Figura 3: Tamanho (+ desvio-padrdo) dos transcritos gerados pelas diferentes classes de
montadores (de novo = vermelho, guiado pelo genoma = amarelo) e pelo Evidental Gene (verde).
A) Média, B) Maior sequéncia obtida, C) N50. Vermelho * = p<0,05; ** = p<0,01

Montadores baseado em genomas geram transcritos com maior

extensao e fidedignidade

Em seguida usamos as proteinas de interesse, obtidas em cada
via metabdlica selecionada, para alinhar contra os transcritos gerados por
cada montador. A ideia por tras dessa analise foi verificar a capacidade dos
diversos montadores em gerar transcritos completos e com poucos erros,
fatos que refletem nos parametros pident (% de identidade) e qcovs (% de
bases da proteina de interesse que se alinharam no transcrito). Transcritos
bem montados apresentariam altos valores para os dois parametros. Os
resultados mostraram que os montadores de novo com k-mers de 17
produziram transcritos bastante incompletos, com porcentagens de identidade
e cobertura de alinhamento mais baixos (Figura 4). Os montadores de novo
com k-mers de 29 e 45 se comportaram de forma bem similar, com resultados
bem melhores quando comparados com os anteriores e bem préximo do
resultado obtido pelo montador Trinity, baseado em genoma. No entanto, os
montadores baseados em genoma Star e StringTie foram os que produziam
transcritos mais completos e com menos erros de montagem.

Os dados de E. guineensis, cujo sequenciamento obteve uma
cobertura aquém da desejavel, se beneficiou bastante com o uso do Evidential
gene. Para esta espécie, o programa gerou um transcritoma mais enxuto
com transcritos mais completos e com menos erros. Ja para das demais
espeécies, que apresentaram uma cobertura maior, o Evidential gene obteve
um resultado muito semelhante ao StringTie e/ou Star.
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Figura 4: Boxplots dos valores obtidos para a porcentagem de identidade e porcentagem
de sequéncia alinhada entre as proteinas de interesse e os transcritomas obtidos. A) Elaeis
guineensis, B) Ricinus communis e C) Jatropha curcas. Os primeiros sete boxplots, em tons de
laranjas, s&o referentes a montadores de novo. Os boxplots azuis sdo os que usam genoma de
referéncia. Os boxplots em vermelho sao referentes aos dados do EviGene.
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Para compreender melhor como a relacdo entre a porcentagem
de identidade e a porcentagem de sequéncia alinhada entre as proteinas
de interesse e os transcritomas obtidos pode ajudar a definir estratégias
de analise, calculamos os valores de regressao linear entre os valores de
identidade e cobertura para cada método aplicado (Figura 5). E f4cil notar
que as performances dos métodos de montagem de novo foram limitadas
quando comparados com os métodos baseado em genomas para todas as
espécies. Esses algoritmos produziram, com grande frequéncia, transcritos
parciais que se alinham pouco as sequéncias de referéncia. Esse fenbmeno
foi especialmente claro para os métodos Velveth_17 e Spades_17, a relagéo
entre os dois pardmetros foi negativa para as trés espécies (transcritos
parciais com altas porcentagens de identidades e transcritos completos com
baixa qualidade de montagem). Ja os resultados dos montadores baseado em
genomas foi melhor, pois a maioria dos transcritos formados apresentaram
altos valores de porcentagem de identidade e cobertura. Dentre os trés, os
graficos indicam que o StringTie foi o que obteve os melhores resultados,
como ja haviamos mostrado na Figura 4. Em E. guineensis (Figura 5-A), o
Evidential Gene teve a melhor performance, compilando um genoma com
altas coberturas do transcrito ainda que as porcentagens de identidade nao
sejam muito altas.
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Figura 5: Modelos de regressdo linear para cada montador testado, além do EviGene. A = E. guineensis, B
=J. curcas, C = R. communis
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As proteinas pertencentes as vias de metabolismo de acidos
graxos sao amplamente expressas em sementes de oleaginosas

O proximo passo foi confirmar a presenga das enzimas das vias
metabdlicas de acidos graxos selecionadas neste trabalho. Para isso,
criamos um banco de dados local com 437, 315 e 318 proteinas Unicas de
E. guineensis, J. curcas e R. communis obtidas a partir da base de dados
KEGG para as doze vias selecionadas. O numero total de enzimas Unicas
pesquisadas nas doze vias de interesse foi 170 organizadas em 142 ortologias
kegg (K). A maioria das enzimas s&o codificadas por pelo menos dois genes
diferentes.

De forma geral os transcritos referentes as enzimas de interesse
foram encontrados nas montagens realizadas com altos valores de identidade
e cobertura (acima de 70%): 152, 156 e 150 em E. guineensis, J. curcas e
R. communis respectivamente, sendo que 135 sdo em comum. No entanto,
algumas enzimas nao foram encontradas em uma ou mais espécies, outras
apresentaram valores baixos de identidade e/ou cobertura (Tabela 4). Quatro
proteinas ndo foram encontradas em nenhum dos transcritomas: a enzima
2.4.1.337 (1,2-diacilglicerol 3-alfa-glicosiltransferase), do metabolismo de
glicerolipideos, converte a 1,2-Diacil-sn-glicerol em 1,2-Diacil-3-alfa-D-glicosil-
sn-glicerol, foi encontrada no genoma de R. communis; a enzima 3.1.1.5
(Lisofosfolipase Ill), de metabolismo de glicerolipideo, converte a 1-Acil-sn-
glicero-3-fosfocolina glicerofosfocolina e esta presente no transcritoma de
folha de E. guineensis (Vieira, 2019); a enzima 2.7.8.8 (CDP-diacilglicerol-
-serina O-fosfatidiltransferase), também do metabolismo de glicerolipideo,
converte a CDP-diacilglicerol em Fosfatidil-L-serina, e encontra-se anotada
apenas no genoma de E. guineensis; e a classe de enzima 1.14.99.-, que
sédo oxidoredutases, atuando em doadores pareados, com incorporagao ou
redugédo de molécula de oxigénio, dentro do metabolismo de metabolismo de
alfa-linoleico, esta presente no transcritoma de folha de E. guineensis (Vieira,
2019). As enzimas 2.7.7.9 (UTP--glicose-1-fosfato uridililtransferase), do
metabolismo de glicerolipideo, que atua na reagéo da conversao da D-Glicose
1-fosfato que veio da via de glicolise/gliconeogénse em UDP-glicose, e a
enzima 1.1.1.189 (Prostaglandina-E(2) 9-redutase), do metabolismo de
acido aracdénico, que atua na sintese da prostaglandin F2-alpha, foram
encontradas com baixos niveis de conservagao nos transcritomas das trés
espécies o que indica que estas proteinas possivelmente ndo sdo expressas
em sementes de plantas. Sete enzimas foram encontradas apenas em E.
guineensis, duas em J. curcas e uma em R. communis (Tabela 4).
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Tabela 4: Enzimas pouco conservadas ou ausentes em pelo menos uma espécie.

E. J. R.
Codigo da Codigo guineensis curcas communis
enzima Enzima da via Via (%) (%), (%).
1.3.1.9/ Enoil-(Proteina de Transporte de Acila) 00061  Biossintese de 4cidos graxos 27 100 100
1.3.1.10 Redutase (NADH e NADPH) ) i
1304 Trans-2-enoil-CoA redutase (NAPPH) 00061/~ Biossintese de cidos graxos/ - 98 100
1.3.1.38 00062  Elongacéo de acidos graxos
3.1.2.22 Proteina Palmitoil hidrolase 00062 Elongagao de acidos graxos 96 100 53
Elongagao de acidos graxos/
3122 Palmitoil-CoA hidrolase 00062/  Biossintese de acidos graxos 100 100 47
01040  insaturados
1.14.14.80 Acido graxo de cadeia longa omega- 00071 Degradagao de 4cidos graxos 100 63 44
monooxigenase
5.4.99.8 Cicloartenol sintase 00100  Biossintese de esterdides 100 42 58
5519 Cicloeucalenol cicloisomerase 00100  Bijossintese de esterides 48 100
1.14.19.41 Esterol 22-desaturase 00100  Biossintese de esterdides 100
1.14.18.11 Planta 4-alfa-monometilsterol monooxigenase 00100  Biossintese de estersides 86 54 49
2.7.1.31 Glicerato 3-kinase 00561 Metabolismo de glicerolipideo - 100 100
3.1.3.21 Glicerol-1-fosfatase 00561 Metabolismo de glicerolipideo 94 100 73
2.7.7.9 UTP--glicose-1-fosfato uridililtransferase 00561 Metabolismo de glicerolipideo 57 18 66
2.4.1.184 Galactolipideo galactosiltransferase 00561  Metabolismo de glicerolipideo 91 14 46
2.4.1.337 1,2-diacilglicerol 3-alfa-glicosiltransferase 00561 Metabolismo de glicerolipideo
36.1.16 CDP-glicerol difosfatase 00564  Metabolismo de
glicerofosfolipideo
3.1.15 Lisofosfolipase Il 00564  Metabolismo de
glicerofosfolipideo
2.3.1.15 Glicerol-3-fosfato 1-O-aciltransferase 00564 ~ Metabolismo de 100 100 34
glicerofosfolipideo
2.3.1.198 Glicerol-3-fosfato 2-O-aciltransferase 00564  Metabolismo de 100 100 34
glicerofosfolipideo
2.1.1.103 Fosfoetanolamina N-metiltransferase 00564  Metabolismo de 100 91 72
glicerofosfolipideo
3.1.3.27 Fosfatidilglicerofosfatase 00564  Metabolismo de
glicerofosfolipideo
2788 CDP-diacilglicerol--serina O-fosfatidiltransferase 00564 ~ Metabolismo de
glicerofosfolipideo
3.4.19.14 Leucotrieno-C(4) hidrolase 00590  Metabolismo de Acido aracddnico 100 51 61
1.1.1.184 Carbonil redutase (NADPH) 00590  Metabolismo de acido 70 100 100
araquidoénico
1.1.1.189 Prostaglandina-E(2) 9-redutase 00590  Metabolismo de acido 38 50
araquidénico
3.32.10 Epoxido soluvel hidrolase 00590  Metabolismo de acido 98
araquidénico
1.13.11.58 Linoleato 9S-lipoxigenase 00591  Metabolismo de acido 100 94
araquidonico
1.14.99.- Oxidoredutase 00592 Metabolismo de acido linoleico
2.1.1.141 Jasmonato O-metilltransferase 00592  Metabolismo de acido linoleico 91
1.14.19.17 Sphingolipideo 4-desaturase 00600 Metabolismo de esfingolipideo 50" 94 95
2.7.1.138 Ceramida kinase 00600 Metabolismo de esfingolipideo 100 19 90

Células laranjas escuras: NE = Nao encontrado; células laranjas: proteinas pouco conservadas
(< 70% de identidade); células laranja claras: proteinas conservadas (aproximadamente 70%

de identidade); células verdes: proteinas muito conservadas (> 90% de identidade). *Transcrito
encontrado em outros tecidos (Vieira, 2019). +Enzima ndo encontrada no genoma e na base de

dados KEGG
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Tabela 5: Numero de proteinas ausentes por montador

Conservacdo Conservagdo Conservacao Ausentes
. o T
E. guineensis

Star 3 2 3 23 31
StringTie 4 3 1 23 31
Trinity 1 0 2 23 25
Evidential Gene 0 0 3 23 26
J. curcas

Star 4 4 5 6 19
StringTie 5 8 4 6 18
Trinity 2 1 2 6 11
Evidential Gene 2 0 1 6 9
R. communis

Star 10 5 5 11 31
StringTie 5 1 " 26
Trinity 2 1 11 19
Evidential Gene 0 1 1 11 13

O uso de multiplos montadores auxilia a identificagao e
anotacao de proteinas de interesse

O ponto chave deste trabalho, como ja mencionado anteriormente,
foi o uso de seis diferentes montadores, sendo trés baseado em alinhamento
com o genoma e outros trés que geram transcritomas de novo. Todos os
resultados resultantes dos seis montadores foram usados como input para o
programa Evidential Gene gerar um transcritoma robusto, sem redundancia e
completo. Apds analisar via a via, com a identificagao de todas as proteinas de
interesse nos trés transcritomas, nés questionamos se o transcritoma gerado
pelo Evidential Gene foi, de fato, aquele que trouxe os melhores resultados.
Para isso, contabilizamos o numero de proteinas ausentes nos transcritomas
gerados pelos montadores Star, StringTie, Trinity e Evidential Gene. Em
seguida, identificamos os falso-negativos, ou seja, transcritos que ndo foram
montados por um determinado montador, mas presente nos demais (um ou
mais) com alta identidade e cobertura.

Um total de 23, 6 e 11 transcritos ndo foram montados por nenhum
programa em E. guineensis, J. curcas e R. communis respectivamente (Tabela
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5, Ausentes). Se tivéssemos considerado apenas o transcritoma gerado pelo
Evidential Gene, teriamos afirmado, erroneamente, que trés enzimas de E.
guineensis, uma de J. curcas e uma de R. communis nao estavam presentes.
No entanto, elas foram montadas com altos indices de conservagao por outro
(s) montador (es), como pode ser visualizado na Tabela 5, Conservacgao alta.
Por outro lado, essa analise também evidencia que muitos transcritos
com baixa conservacdo foram incluidos nos transcritomas de diversos
montadores. Para exemplificar, os programas Star e StringTie, em R.
communis, nao incluiram em suas montagens 10 e 9 transcritos com baixa
conservagao ou que foram identificados apenas fragmentos dos mesmos.

Os transcritos obtidos variaram bastante em funcdo dos seus
protocolos. Mas néo é sé isso que influencia a performance desses programas.
Cada programa pode se comportar de forma diferente dependendo da
espécie estudada e de como o experimento foi realizado. Ha muitos trabalhos
publicados que comparam montadores de transcritomas com conclusbes
acerca do uso de apenas um programa baseado na acuracia, precisdo ou
outras métricas. Mas um trabalho comparou 10 diferentes programas, entre
protocolos de novo e guiados pelo genoma em nove bibliotecas de RNA-Seq
pertencentes a sete espécies diferentes, incluindo mamiferos, planta, fungo e
bactéria e mostrou que nenhum programa foi o melhor montador para todas
as amostras (Holzer e Marz, 2019).

Muitos outros trabalhos vao além, onde mostram que o uso de apenas
um programa ou um método de reconstrucdo pode ndo ser o melhor para
todos os loci génicos, e recomendam a combinagéo de diferentes programas
e métodos de reconstrugdo para obter resultados mais robustos e precisos
(Cabau et al., 2017; Holding et al., 2018; Sahraeian et al., 2017). Em situagdes
onde ndo ha um genoma de referéncia de qualidade, o uso de alguns
programas de novo pode gerar transcritomas de qualidade, sendo o resultado
claramente dependente da escolha do valor de k-mer (quando for o caso). No
entanto, mesmo que tenha disponivel um bom genoma para ser usado como
referéncia, a jungdo dos resultados obtidos pelos montadores de novo por
programas como o Evidential Gene, podem trazer melhorias substanciais para
o transcritoma de interesse (Huang, Chen e Armbruster, 2016), corroborando
com os nossos resultados. De fato, ao compilar os resultados obtidos neste
trabalho em cada uma das métricas e parametros analisados, os programas
STAR, StringTie, Trinity e Evidential Gene se alternam entre os que tiveram
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o melhor desempenho (Tabela 6). Os montadores baseados em genomas
tiveram otimos desempenhos em relagdo aos pardmetros relacionados
aos transcritos analisados de forma individual, como o tamanho médio
e maior transcrito obtido, o N50 e a quantidade de transcritos completos,
métrica avaliada de acordo com o alinhamento com as proteinas do banco
de dados local. No entanto, quando avaliamos a melhor estratégia para a
obtencao da quantidade real de transcritos (sem redundancia), a completude
e a quantidade de transcritos ndo montados (ausentes), ndo ha duvida do
desempenho excelente do Evidential Gene.

Tabela 6: Indicagdo do melhor programa usado para a montagem dos
transcritomas por paradmetro analisado

Numero de Tamanho N50
transcritos Completude médiodo  Maior Transcritos Menor
(proximidade ~ (BUSCO) transcrito  transcrito completos quantidade
com o (%pident x de transcritos
numero real) %qcovs) ausentes
Evidential Evidential
E. guineensis  Gene Gene STAR STAR StringTie  EvidentialGene  Trinity
Evidential Evidential Evidental
J. curcas Gene Gene StringTie  STAR StringTie  StringTie Gene
Evidential Evidential Evidental
R. communis ~ Gene Gene STAR StringTie ~ StringTie  StringTie Gene

Estratégias como esta foram aplicadas em trabalhos envolvendo
dados de plantas cujos autores concluem, de forma similar, que a combinagao
de dados melhorou de forma substancial os transcritomas obtidos (Petek et
al., 2020; Sadat-Hosseini et al., 2020; Visser et al., 2015). Especificamente
em um trabalho com Nicotiana benthamiana, os autores utilizaram quatro
montadores de novo. O Evidential Gene foi responsavel pela obtengédo de
transcritos que apresentaram melhores resultados de similaridade contra os
bancos de dados e queda no niumero de sequéncias redundantes (Nakasugi
et al., 2014).



Boletim de Pesquisa e Desenvolvimento 369 25

Conclusao

Ao menos 150 proteinas, de 170 previamente identificadas nas vias
metabdlicas de acidos graxos de plantas, foram encontradas nas sequéncias
obtidas a partir de sementes de E. guineensis, J. curcas e R. communis. A
combinagéo dos resultados obtidos pelos trés montadores de novo e pelos
trés montadores guiados pelo genoma através do programa Evidential Gene
mostrou ser eficiente em produzir transcritomas enxutos, sem redundancia
e com os mais altos valores de completude quando comparados com
os montadores individualmente. Os montadores guiados pelo genoma,
juntamente com o Evidential Gene, geraram transcritos mais completos e
com menos erros. A estratégia aplicada neste trabalho mostrou ser eficiente
e com alta aplicabilidade em dados de organismos com ou sem genomas de
referéncia.

Tais informagdes sdo importantes para aumentar a compreensao das
vias metabdlicas de acidos graxos de E. guineensis, J. curcas e R. communis
permitindo novos progressos nos programas de melhoramento genético e
metabdlico, com foco na produgéo de biocombustiveis, quimicos, farmacos e
cosmeéticos de interesse industrial.
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