FUNDACAO UNIVERSIDADE FEDERAL DO ABC

JULIANA MELO RODRIGUES

DIVERSIDADE GENETICA DERIVADA DE ELEMENTOS DE TRANSPOSICAO E
SEU IMPACTO NO GENOMA FUNCIONAL VEGETAL: EXISTE CORRELACAO
ENTRE O PADRAO DE INSERCAO DESSAS SEQUENCIAS E AS FUNCOES
GENICAS?

Santo André
2023



JULIANA MELO RODRIGUES

DIVERSIDADE GENETICA DERIVADA DE ELEMENTOS DE TRANSPOSICAO E
SEU IMPACTO NO GENOMA FUNCIONAL VEGETAL: EXISTE CORRELACAO
ENTRE O PADRAO DE INSERCAO DESSAS SEQUENCIAS E AS FUNCOES
GENICAS?

Trabalho de Conclusédo de Curso apresentado ao
Centro de Ciéncias Naturais e Humanas da
Universidade Federal do ABC como requisito
parcial a obtencdo do titulo de Bacharel em
Ciéncias Bioldgicas.

Orientador: Prof. Dra. Nathalia De Setta Costa (UFABC)

Santo André
2023



JULIANA MELO RODRIGUES

DIVERSIDADE GENETICA DERIVADA DE ELEMENTOS DE TRANSPOSICAO E
SEU IMPACTO NO GENOMA FUNCIONAL VEGETAL: EXISTE CORRELACAO
ENTRE O PADRAO DE INSERCAO DESSAS SEQUENCIAS E AS FUNCOES
GENICAS?

Trabalho de Conclusédo de Curso apresentado ao
Centro de Ciéncias Naturais e Humanas da
Universidade Federal do ABC como requisito
parcial a obtencdo do titulo de Bacharel em
Ciéncias Bioldgicas.

Santo André, 14/08/2023

BANCA EXAMINADORA

Prof2. Dr® Nathalia De Setta Costa (UFABC)
Universidade Federal do ABC

Profa. Dra. Marcella Pecora Milazzoto
Universidade Federal do ABC

Prof. Dr. Danilo Trabuco do Amaral
Universidade Federal do ABC



Dedico este trabalho aos meus pais e amigos que

sempre me incentivaram.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Universidade Federal do ABC e ao Bacharelado em Ciéncias Bioldgicas
pela oportunidade e aprendizado.

A minha orientadora, Prof2, Dr2. Nathalia de Setta Costa, por todo aprendizado,
dedicacdo e paciéncia. Sendo, além de uma orientadora e professora excepcional,

uma inspiragao para minha vida e carreira.

Ao0s meus amigos que me acompanharam durante minha trajetéria na universidade,
Lara, Felipe, Helena, Maria, Henrique, por todos os momentos de compreensao e
apoio.

Aos meus pais, José e Carmen, e a minha irma, Gabriela, pelo apoio em todos os

momentos e por sempre acreditarem no meu potencial!






RESUMO

Presentes em grande quantidade nos genomas vegetais, 0s elementos de
transposicdo (TEs) variam em termos estruturais e funcionais e podem trazer
mudancas significativas na informacdo genética, resultando na geracdo de novos
fendtipos. Uma das formas pela qual os TEs geram variabilidade genética € pela
alteracdo nos padrOes de expressao génica quando se inserem dentro ou na
vizinhanca de genes, ndo sO afetando qualitativamente e quantitativamente a
producdo de proteinas, mas, também, impactando nas vias metabdlicas associadas.
O objetivo deste trabalho foi avaliar se existe correlacéo entre a distribuicdo dos TEs
e afuncdo dos genes nos quais eles estao inseridos nos genomas vegetais. Para isso,
avaliamos 12 espécies vegetais, explorando, primeiramente, o mobiloma nos trés
contextos génicos. Os resultados mostraram a superfamilia Helitron com o maior
namero de TEs entre as espécies analisadas e para todos 0s contextos génicos,
seguida da superfamilia Mariner. Em contraste, a superfamilia Politon, presente
apenas em Arabidopsis thaliana, obteve os valores mais baixos, o que é interessante
ja que diversos estudos relatam a presenca de Politons em diversos eucariotos, mas
nunca em A. thaliana e em outras plantas até entdo. Oryza sativa e Zea mays sao as
espécies que se destacam em numero de TEs por superfamilia nas regides
gendmicas analisadas. Em seguida foi realizada uma analise da distribuicdo dos TEs
em funcdo das funcBes génicas. Analise funcional mostrou que o grupo das
monocotiledéneas apresentou a maior riqueza de TEs entre as diferentes categorias
funcionais. Em comparacéo, entre as dicotiledéneas, Populus trichorcarpa foi a Unica
espécie com maior destaque em insercfes de TEs, sendo agrupada junto das
monocotileddneas. Avaliando o enriquecimento das categorias funcionais, Solanum
lycopersicum foi a Unica espécie com grande destaque em insercdes de TEs. Ainda,
Z. mays foi a espécie com mais categorias empobrecidas entre todas as espécies
analisadas, o que, em contraste com o tamanho de seu genoma, evidencia que o
processo de expansdo do genoma pelo aumento da quantidade de sequéncias
repetitivas ndo envolveu um aumento da frequéncia de inser¢cdes em regiées génicas.
Finalmente, as categorias relacionadas ao estresse e metabolismo secundario
apresentaram resultados interessantes, ja que 0 enriquecimento nessas rotas pode
estar relacionado a respostas adaptativas a condi¢cdes de estresse bidtico e abidtico.

Palavras-chave: evolugdo gendmica; elementos de transposicdo; rotas metabolicas;
adaptabilidade; funcbes génicas.



ABSTRACT

Transposable elements (TES) are present in significant quantities in plant genomes,
varying in structural and functional terms and bringing meaningful changes in genetic
information and phenotypes. TEs can generate genetic variability by altering gene
expression patterns when they insert within or in the vicinity of genes, qualitatively and
guantitatively affecting protein production, and also impacting the associated metabolic
pathways. This work aimed to evaluate whether there is a correlation between the
distribution of TEs and the function of the genes in which they are inserted in plant
genomes. To this purpose, we evaluated 12 plant species genomes, by exploring the
mobilome in three gene contexts. Helitron superfamily had the highest number of TEs
in all species analyzed for all gene contexts, followed by the Mariner superfamily. In
contrast, the Politon superfamily, present only in Arabidopsis thaliana, showed the
lowest values in all gene contexts, which is interesting since no Politons have been
identified in A. thaliana and other plants so far. Oryza sativa and Zea mays are the
species that stand out in number of TEs per superfamily in the genomic regions
analyzed. Also, O. sativa was the only species that showed a high number of Mariner
superfamily elements. The functional analysis showed that the monocot species had
the highest TE richness among the different categories. In comparison, among dicots,
Populus trichorcarpa was the only species exhibiting a higher incidence of TE
insertions, grouping together with monocots. The enrichment of gene functional
categories analysis Solanum lycopersicum as the species with higher prominence of
TE insertions. Also, Z. mays was the species with more underrepresented categories
among all species analyzed, which, in contrast with its large genome size, evidences
that the process of genome expansion by increasing the mobilome did not involve an
increase in TE frequency of insertions in gene-rich regions. Finally, the functional
categories related to stress and secondary metabolism showed interesting results,
since the overrepresentation in these pathways may be related to adaptive responses
to biotic and abiotic stress conditions.

Keywords: Genomic evolution; Transposable elements; Metabolic pathways;
Adaptability; Gene functions.
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1 INTRODUCAO

Ao observar uma alteracdo do padréo de coloracédo dos grdos de milho apos
cruzamentos, Barbara MacClintock, em 1940, fez uma descoberta revolucionéria que
mudaria a visdo sobre o comportamento e composi¢cdo dos genomas. Diferente do
gue se acreditava na época, o DNA, apesar de portador da heranca genética e,
portanto, responsavel pela informacdo molecular a ser transmitida de forma mais
integral possivel para as proximas geragfes (Jesus et al.,, 2017), ndo seria uma
molécula completamente estavel. Grande parte dessa instabilidade esta relacionada
com a existéncia dos, primeiramente, chamados elementos controladores, 0s quais
possuem habilidade de se mover nos cromossomos e assim alterar a atividade
génica. Atualmente, com as diversas técnicas moleculares avancadas que
possibilitam o sequenciamento de genomas completos, sabe-se que os antigos
elementos controladores, agora denominados elementos de transposicdo (TES),
estdo presentes em praticamente todos o0s seres vivos, podendo compreender uma

grande parte do genoma para algumas espécies (Biémont; Viera, 2006).

1.1 DIVERSIDADE E CLASSIFICACAO DOS ELEMENTOS DE TRANSPOSICAO

A estrutura basica de um TE é dada por repetices terminais, diretas ou
invertidas, e um ou mais genes responsaveis pela codificacdo de proteinas
necessarias a transposicao. Além dessas proteinas, os TEs utilizam o aparato de
transcricdo e traducao da célula durante a sua mobilizacdo. Caso ocorram mutacdes
na sequéncia dos elementos, eles podem utilizar proteinas produzidas por outras
insercdes, se replicando de forma ndo-autbnoma, em contraposicdo a elementos
autbnomos completos e intactos (Chénais et al.; 2012).

Os TEs séao classificados em um sistema analogo ao taxonémico (Wicker et
al., 2007). Nessa classificacdo, o nivel mais amplo € o de classe, baseado no modo
de transposicao, sendo agrupados em Classe | (ou retrotransposons) ou em Classe
Il (ou transposons de DNA) (Figura 1). Os retrotransposons se mobilizam por meio
da producdo de um mMRNA, que participara tanto da traducdo das enzimas

responsaveis pela transposi¢do, como sera o molde na transcrigdo reversa para a
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producdo de um DNA complementar (cDNA). O cDNA sera guiado por uma das
proteinas codificadas pelo elemento, a integrase, e inserido no DNA em uma nova
posicdo do genoma. A insercao original do elemento € mantida e, dessa forma, o
elemento é apenas copiado, sendo, portanto, um ciclo replicativo, fato que lhe
concedeu a alcunha de mecanismo ‘copia e cola’ (Rubin et al., 2001). Por outro lado,
os elementos de DNA excisam-se de suas posi¢cdes originais com o auxilio de uma
proteina codificada pelo préprio elemento, a transposase; o intermediério €, portanto,
a propria sequéncia de DNA. Como ndo h& a produgéo de uma nova copia, esse
mecanismo é denominado conservativo ou ‘recorta e cola’ (Rubin et al., 2001).
Niveis mais especificos de classificacdo dos TEs sao as ordens, superfamilias
e familias. As ordens sédo dadas por diferencas nos mecanismos de insercéo e
consequentemente, na presenca e organizacdo dos genes dos elementos. Nas
superfamilias, a distincdo se encontra no comprimento dos elementos e no tipo do
sitio alvo de duplicacdo (TSD, do Inglés, target site duplication). Finalmente, as
familias sao classificadas de acordo com a similaridade na sequéncia codificante e
nas repeti¢cdes terminais (Wicker et al., 2007). As enzimas codificadas por elementos
de mesma familia apresentam alta taxa de conservacao, enquanto as sequéncias

intergénicas e as repeti¢cdes terminais exibem menor conservacao.



Figura 1 — Distribui¢&o, classificacédo e estrutura dos TEs.
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1.2 PARTICIPACAO DOS TES EM GENOMAS VEGETAIS

Os genomas vegetais sdo compostos em grande parte de TEs. Alguns grupos
de espécies, como as monocotiledéneas da familia Poaceae (gramineas), possuem
representantes com altas propor¢cdes de TEs, chegando até a 80% no caso do
genoma de milho (Schnable et al., 2009). A maior parte dos TEs vegetais costumam
ser da ordem retrotransposons com LTR, mais especificamente da superfamilia
Gypsy, seguida pela superfamilia Copia, transposons de DNA e finalmente de
retrotransposons sem LTR. Estes elementos estéo distribuidos ao longo de todo o
genoma, embora exista uma maior frequéncia de insercbfes nas regidoes
centroméricas e pericentroméricas (Bennetzen et al.,, 2012). Os elementos das
superfamilias Gypsy e Copia vegetais costumam ainda ser classificados em
linhagens, um nivel de classificacdo que € intermediario entre superfamilias e
familias, baseado nas relacdes filogenéticas das sequéncias codificantes. As
linhagens sao amplamente identificadas nos genomas analisados e sdo conhecidas
como: Ale/Retrofit, Angela/Tork, Bianca, Ivana/Oryco, Maximus/Sire e TAR/Tork para
a superfamilia Copia e CRM/CR, DEL/Tekay, Galadriel, Reina e TAT/Athila para a
superfamilia Gypsy (Suguiyama et al., 2019).

1.3 IMPACTO DOS TES NA DIVERSIDADE E FUNCIONAMENTO DOS GENES

Devido a sua natureza moével, os TEs possuem a capacidade de gerar
mutacdes, e, portanto, tém o potencial de influenciar a evolu¢cdo dos genomas. A
mobilizacdo dos TEs é regulada pelo genoma do hospedeiro, com o objetivo de
minimizar mutagdes deletérias. Esse processo € denominado silenciamento de TEs.
Em plantas, o silenciamento dos TEs pode ser dado pelo acumulo de mutac¢des que
levam a perda de funcéo génica e, principalmente, por silenciamento epigenético
(Fedoroff, 2012). Embora os mecanismos de silenciamento dos TEs sejam
complexos e eficientes, existem situagcbes em que eles podem escapar dessa
regulacéo, e quando isso acontece, sua mobilizacdo pode gerar diferentes impactos,
a depender da regido da nova insercao. Enquanto insercdes nos éxons sao, em sua

maioria, deletérias, as inser¢cdes nas regides regulatérias e em introns parecem ter
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um menor impacto negativo, jA& que sdo mais frequentemente fixadas e,
provavelmente por isso, se apresentam em maior frequéncia nos genomas
eucariotos (Kim, 2017). Muitas vezes, as inser¢gdes em introns nao apresentam
efeitos significativos na sequéncia das proteinas, mas podem interferir nos padrées
de transcricdo, resultando em alteracbes no fendétipo. Ja uma insercdo na regiao
promotora, por exemplo, pode afetar diretamente a taxa de transcricao, alterando a
expressado do gene de forma relevante, por meio da interrupgao ou geracéo de novas
sequéncias regulatorias.

As espécies eucariotas evoluiram mecanismos de silenciamento dos TEs
baseados em compactacdo da cromatina dirigida por marcas epigenéticas
(silenciamento transcricional) e degradacdo de mRNAs pela maquinaria de RNA de
interferéncia (silenciamento pés-transcricional), ambos dependentes de pequenos
RNAs regulatérios homologos a TEs (Matzke; Mosher, 2014). Embora o
silenciamento dos TEs possa controlar os efeitos mutagénicos da mobilizacédo, ele
também pode ter impacto na funcionalidade do genoma. Quando um TE se insere
em uma regido génica, promotora ou codificante, seu silenciamento epigenético
pode afetar os padrbes de expressdo do gene hospedeiro, gerando epialelos
derivados de TEs. Por exemplo, se o TE se inserir no promotor do gene e for
silenciado por meio de remodelamento da cromatina, o gene vizinho ao TE também
podera ser silenciado (Feschotte, 2008). Um exemplo da existéncia de epialelos
derivados de TEs foi descrito em tomateiro. O incremento de vitamina E em tomates,
observado em plantas submetidas a condi¢cdes de estresse abidtico, foi associado
com o aumento na transcricdo do gene VTE3, mediado pela reducdo nos niveis de
metilacdo de um TE do tipo SINE inserido na regido promotora desse gene
(Quadrana et al., 2014). Ainda, se o TE se inserir dentro de um gene e passar a fazer
parte de sua informacdo codificante, esse gene poderad ser silenciado pelo
mecanismo poés-transcricional, em que os transcritos sdo degradados em uma via
homologa a de microRNAs (Feschotte, 2008). O mecanismo de silenciamento pés-
transcricional (PTGS) é estudado em diversos organismos como um sistema de
defesa a invaséo por virus e TEs, e capaz de limitar a expansao dessas sequencias
repetidas. Um exemplo disso foi observado em um estudo com o fungo Neurospora

crassa, no qual o mecanismo de PTGS funciona independentemente da metilacéo
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do DNA e esté envolvido da repressao do retrotransposon LINE1- like (Nolan et al.;
2005).

Ao alterar a expressdao de um gene, os TEs podem estar diretamente
relacionados a mudancas mais complexas, podendo afetar ndo somente uma
proteina em particular, mas toda a cadeia de rea¢cdes dependente dela. Quando vias
metabdlicas - essenciais para garantir a homeostasia do organismo - sdo afetadas
de modo relevante, essas podem causar mudancas na funcéo e, consequentemente,
na adaptabilidade do organismo. Portanto, o potencial mutagénico presente nos TE
pode influenciar de forma positiva ou negativa a adaptacao do hospedeiro, podendo
resultar em um valor adaptativo maior ou menor dependendo da intervencédo das
forcas evolutivas — selecao natural e deriva genética (Bourque, 2018). Uma questéo
que ainda nao foi detalhadamente analisada é se existe algum tipo de viés entre a
fixacdo de insercdes de TEs e a funcdo dos genes nos quais eles se inserem. Sera
gue genes que participam de rotas metabdlicas primarias apresentam maiores
restricdes seletivas para a inser¢cdo de TEs do que genes de rotas metabdlicas
secundérias? Este projeto de pesquisa abordara essa tematica em uma tentativa de

produzir informacdes sobre esse topico.



17

2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVOS GERAIS

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar se existe correlagdo entre a
distribuicdo dos TEs e a fungdo dos genes nos quais eles estdo inseridos em

genomas vegetais.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Minerar informacgfes sobre a anotacdo dos genes codificantes de proteinas
e TEs em genomas vegetais disponiveis no repositério Phytozome;

e Categorizar os genes anotados em rotas metabdlicas e grupos funcionais;
e Analisar a posicgéao relativa de inser¢éo dos TEs nos genes codificantes de
proteinas;

e Buscar por correlacdes entre a insercao de TEs e a categorizacao funcional

dos genes.
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3 METODOLOGIA

3.1 MATERIAL

Este trabalho analisou 12 espécies vegetais (Figura 2). Os genomas foram
obtidos no repositério de dados Phytozome (phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html#),
gue permite acessar, visualizar e analisar genomas de plantas ja sequenciados por
diversos grupos de pesquisa ao redor do mundo. Foram baixados todos os genomas
(formato .fasta) a serem analisados (Tabela 1), bem como arquivos dos genes
codificantes de proteinas em aminoacidos e as anotacdes mais recentes dos genes
(formato .gff3). A partir dos dados de anotacdo dos genes obtidos no Phytozome,
construimos arquivos (.gff3) com as coordenadas de trés contextos génicos,
utilizando o programa Excel: (i) regido 5’, correspondente a 2 kb upstream do sitio
de inicio da transcricao; (ii) regido corpo do gene: regido entre os sitios de inicio e
terminacdo da transcricdo, contendo regides transcritas e nado-traduzidas 5’ e 3’,
sequéncias codificantes e introns, e; (iii) regido 3’: correspondente a 2 kb

downstream do sitio de finalizag&o da transcrigcéo.

Tabela 1 — Lista das espécies analisadas, suas respectivas classificagbes taxondmicas, nomes comuns e
versdes dos genomas disponiveis no Phytozome. As classificacdes foram obtidas nas bases de dados World
Flora Online (www.worldfloraonline.org), NCBI Taxonomy Browser (www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy),
AlgaeBase (www.algaebase.org), Integrated Taxonomic Information System (www.itis.gov) e Global
Biodiversity Information Facility (www.gbif.org/pt/).

Diviséo Classe Familia Espécie Nome comum Genoma
Bryophyta Bryopsida Chlamydomonadaceae gi]rI]ar\]r;]r):jdti(i)monas - v5.6
Funariaceae Physcomitrella patens Musgo v3.3
Magnoliophyta  Liliopsida Poaceae Oryza sativa Arroz v7.0
Setaria italica Painco Moha v2.2
Setaria viridis Green foxtail millet v2.1
Zea mays Milho Ensembl18
Magnoliopsida Brassicaceae Arabidopsis thaliana Rockcress TAIR 10
Brassica rapa Nabo FPsc V1.3
Fabaceae Phaseolus vulgaris Feijdo v2.1
Salicaceae Populus trichocarpa Poplar v4.1l
Solanaceae Solanum lycopersicum Tomate ITAG3.2
Marchantiophyta Marchantiopsida Marchantiaceae Marchantia polymorpha  Common liverwort v3.1

Fonte: O autor (2023).
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Figura 2 — Arvore filogenética indicando as relacdes filogenéticas entre as 12 espécies avaliadas no
projeto.
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Fonte: O autor (2023).
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3.2 IDENTIFICACAO DOS TES

O mapeamento dos TEs nos genomas foi realizado com o pipeline EDTA (do
Inglés, The Extensive de novo TE Annotator), em uma colaboracdo com o Dr Nicolas
Bellora, pesquisador do Institute of Nuclear Technologies for Health (INTECNUS,
Argentina). A Figura 3 ilustra o processo do funcionamento do EDTA. Os genomas
sao primeiramente utilizados para anotacao dos retrotransposons com LTR com 0s
programas LTR_FINDER (Xu; Wang, 2007), LTRharvest (Ellinghaus et al.; 2008) e
LTR_retrivier (Ou; Jiang, 2018). O uso de cada um desses programas possui pontos
positivos e negativos, por exemplo, LTR_FINDER possui o melhor balanco de
desempenho, porém é muito mais lento quando comparado aos outros. Ja o
LTR_retriever possui uma alta especificidade, precisdo e uma baixa taxa de falsas
descobertas. Utilizando os trés programas em conjunto € possivel combinar um
melhor desempenho com um menor processamento. AO mesmo tempo em que 0S
anotadores de retrotransposons com LTR sao aplicados, é realizada a anotacao dos
transposons de DNA utilizando os programas Generic Repeat Finder (Shi; Liang,
2019) associado ao TIR-Learner (Weijia et al.; 2019) e o HelitronScanner (Xiong et
al.; 2014).

Figura 3 — Esquema ilustrativo do funcionamento do EDTA.
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Fonte: Retirado de Ou et al., 2019.
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Apés a etapa de anotacdo séo aplicados filtros. O filtro basico é aplicado para
remover sequéncias curtas e repeticbes em tandem. O filtro avancado € aplicado
para remover falsos positivos por meio de uma analise das repeti¢cdes terminais dos
TEs. A biblioteca (raw library) produzida é entdo introduzida a mais um anotador de
repeticdes geral, o RepeatModeler (Hubley; Smit, 2015), o qual possui a mais alta
performance entre os anotadores, sendo capaz de produzir resultados compactos e
gerar uma classificacdo das anotacfes dos TEs. O resultado € uma biblioteca
condensada de TEs que dara origem a uma anotacao mais precisa, confiavel e com
uma menor taxa de erros (Ou et al.; 2019). Ao final da aplicacao do pipeline é gerado
um arquivo tabular do tipo gff3 que contém as seguintes informacdes para cada um
dos TEs anotados: localizacdo cromossdmica, nucleotideos de inicio e fim,
classificacdo, sentido, comprimento, identidade com o query e método de

identificacéo.

3.3 INTERSECCAO DOS DADOS DE ANOTACAO ESTRUTURAL DOS GENES E
DOS TES

Os dados gerados pelo pipeline EDTA foram associados aos dados de
anotacao estrutural dos genes codificantes de proteinas obtidos no Phytozome para
gue possamos quantificar quantos e quais TEs sao inseridos em cada um dos trés
contextos génicos. Para isso nos utilizamos a ferramenta ‘bedtools Intersect
Intervals’ do servidor Galaxy Pasteur (Quinlan et al., 2010) e a aplicamos com éxito
para todas as espécies, utilizando os parametros descritos abaixo (Figura 4). A partir
das interseccdes foi possivel identificar o nimero, o tamanho e a classificacdo dos
TEs para todas as espécies analisadas. Para ilustrar esses resultados foram
produzidos heatmaps, utilizando a ferramenta ‘Heatmap 2’ do servidor Galaxy Main
(https://lusegalaxy.org/), tanto para o numero, como para 0 comprimento de
elementos por superfamilia (Figura 7-8).
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Figura 4 — Parametros utilizados na ferramenta bedtools intersect intervals.

Required overlap

Report only those alignments that * *do not* * overlap with file(s) 8
Yes No

Write the original A entry _once_ M _any_ overlaps found in B,

Yes No

For each entry in A, report the number of overlaps with B,

Yes No

When using BAM input (-abam), write output as BED instead of BAM,
No

For coordinate sorted input file the more efficient sweeping algorithm is enabled

Yes No

Print the header from the A file prior to results

Yes No

Fonte: Quinlan et al., 2010

3.4 CATEGORIZACAO FUNCIONAL DOS GENES

A categorizacao funcional dos genes foi feita pela plataforma MapMan (Usadel
et al., 2009), a qual permite a criacdo de diagramas das vias metabdlicas e processos
biol6gicos no qual os genes estdo envolvidos. O MapMan foi desenvolvido para a
analise de dados de expressdo génica, como os gerados pela metodologia de
microarranjos e RNAse(, no entanto, neste trabalho, utilizamos essa ferramenta para
mostrar a frequéncia de insercao dos TEs nas regides génicas e relacionar as vias
metabdlicas em que eles podem estar atuando na geracao de variabilidade genética.
A primeira etapa de aplicacdo do MapMan é realizada por meio da anotacgéo
funcional dos genes dos genomas por meio do sistema de anotagédo funcional
Mercator 3.6 (Lohse et al., 2014). Para isso, utilizamos o arquivo de predicdo de
proteinas adquirido no Phytozome e os parametros default. O Mercator gera um
arquivo de anotacao funcional dos genes, organizando as proteinas em categorias
funcionais (BINS), que sao parte em uma estrutura hierarquica de contexto biolégico
de acordo com a funcao das proteinas query das bases de dados (Lohse et al., 2014).

De posse da anotacao funcional do Mercator e dos dados de numero de insercdes
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de TEs por gene, construido para cada contexto génico, foi gerada uma analise da
‘riqueza’, referente aos valores da razdo do numero de genes com TEs em cada
BINs e SUB-BINs pela quantidade total de genes na categoria. A partir dos valores
de riqueza foram gerados heatmaps, utilizando a ferramenta ‘Heatmap 2’ do servidor
Galaxy Main (https://usegalaxy.org) com parametros default, indicando as categorias
com maior numero de inser¢cdes de TEs nos genes (em vermelho).

A ferramenta PageMan (Usadel et al., 2005) do programa MapMan permite a
andlise de representacdo de uma série de dados por meio de diferentes métodos
estatisticos e da correcao de teste multiplos, gerando um resultado que permite a
visualizacao de quais categorias funcionais (BINs e SUB-BINs) possuem mais genes
com TEs do que o esperado. Para realizar esta analise é necessaria a utilizagdo do
arquivo de categorizacao funcional do Mercator e o arquivo com o numero de TEs
por gene. A andlise de representacdo usa o Teste Exato de Fisher usado para
determinar se existe ou ndo uma associacdo significativa entre duas variaveis
categoricas, permitindo testar se para determinada classe o nimero de objetos é
dado ao acaso (Usadel et al., 2005). Como mudltiplas hipéteses sdo testadas de uma
s6 vez é essencial a utilizacdo de algum método de correcdo de testes mdltiplos.
Neste trabalho utilizamos a correcdo de Benjamini-Yekutieli, a qual permite controlar
a taxa de falsas descobertas (FDR) sem a necessidade de suposicées sobre como
as varias comparagBes se correlacionam entre si (Benjamini; Yekutilie, 2001).
Quando utilizadas correcdes de controle de taxa de falsas descobertas, o teste gera
um ‘P-valor” ajustado, que € o valor FDR (do Inglés, False Discovery Rate). O
PageMan ainda converte o p-valor em um valor de z-score, representando o nimero
de desvios padrdao em relacédo a média de um ponto de informacgéo. Neste trabalho

usamos como cut-off z-scores <-1,96 e = 1,96, que equivalem a um P-valor de 0,05.


https://usegalaxy.org/
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as analises automatizadas descritas acima foram realizadas para todas
as 12 espécies propostas no trabalho, englobando representantes do grupo das
clordfitas, bridfitas, monocotiledéneas e dicotileddneas (Tabela 1 e Figura 2). Os
resultados serdo apresentados em duas partes, na primeira parte teremos a
exploracdo dos mobilomas, destrinchando o nimero e comprimento dos TEs nos
trés contextos génicos (regido 5, corpo do gene e regido 3’) e, também, realizando
uma analise comparativa entre as superfamilias das espécies avaliadas. Na segunda
parte avaliaremos a relacdo entre distribuicdo dos elementos pelas categorias
funcionais e a funcdo génica, revelando categorias funcionais e regides génicas
diferencialmente representadas com insercdes de TEs quando comparado com o

genoma completo.

4.1 ANALISE DO MOBILOMA

A anotagéo dos TEs com o pipeline EDTA permitiu identificar insergdes nos
trés contextos gendmicos (regido 5’, corpo do gene e regido 3’) das espécies alvo do
estudo. Identificamos Marchantia polymorpha como a espécie com menor
guantidade de TEs para todos os contextos génicos, sendo 7.031 na regiao 5’, 3.914
no corpo do gene e 7.882 na regidao 3’ (Anexo A). M. polymorpha foi a primeira
espécie de hepéatica com o genoma sequenciado, sendo uma linhagem basal de
plantas terrestres ndo vasculares (Bowman et al., 2017). A baixa quantidade de TEs
encontrados pode estar relacionada tanto com a complexidade de seu genoma,
como com o seu tamanho (225,761 Mb), sendo o terceiro menor genoma avaliado
neste estudo (Bowman et al.,, 2017). Além disso, seus elementos repetitivos
equivalem a apenas 22% do genoma autossOmico, com 0s retrotransposons com
LTR representando a maior fragdo com 9.7% (Bowman et al., 2017). Neste trabalho,
avaliando apenas regiées génicas, os TEs representam 7.7%, sendo 2,7% referente
a retrotransposons com LTR (Anexo A).

Por outro lado, a espécie que se destaca com o maior numero de TEs foi O.
sativa (371.381), seguida de Z. mays (300.663). Apesar de ter um genoma quase
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seis vezes menor, O. sativa exibiu uma quantidade substancialmente maior de TEs
em comparacdo a Z. mays (Tabela 2). E comumente aceito que a variagdo no
tamanho do genoma vista entre as espécies eucarioticas estd mais estreitamente
correlacionada com a quantidade de DNA repetitivo (TEs, DNAs satélites e
repeticbes em tandem) do que com o numero de genes codificadores (Kidwell, 2002).
Portanto, o tamanho do genoma de Z. mays - sendo 0 maior entre 0s genomas
avaliados, deve estar diretamente relacionado a quantidade de DNA repetitivo e,
mais especificamente, o alto nUmero de TEs presentes dentro e na vizinhanca das
sequéncias codificadoras de proteinas. Embora O. sativa tenha um namero maior de
TEs em seu genoma em comparacao com Z. mays, € importante destacar que a
correlacao entre a quantidade de TEs e o tamanho do genoma parece nao ser uma
relagdo rigida, especialmente quando consideramos as regides génicas. Essa
excecdo na correlacdo entre o tamanho do genoma e a quantidade de TEs vista para
a espécie pode ser atribuida a casos de amplificacdo seletiva de TEs em regides
especificas do genoma de O.sativa, assim como a mecanismos de regulacdo que
controlam o funcionamento e a propagacéo desses elementos.

Em relacdo ao agrupamento das espécies no heatmap, as monocotiledéneas
S. italia e S. viridis sdo agrupadas juntas em todos os contextos génicos (Figura 5),
0 que € esperado j4 que espécies irmas compartilhando similaridades evolutivas.
Ainda, analisando as demais monocotiledéneas, O. sativa e Z. mays, sdo agrupadas
proximas em quase todos os contextos génicos, porém distante das outras
monocotiledéneas (Figura 5). Isso pode ser explicado pelo destaque em numero de
TEs observado para as duas espécies, sendo as duas com maior niumero de TEs
entre todas as espécies avaliadas. Ainda, Solanum lycopersicum € agrupada mais
préxima com as monocotiledoneas, S. italica e S. viridis, do que com o restante das
dicotiledbneas (Figura 5). Isso porque, S. lycopersicum (180.653) possui um valor de
namero de TEs mais proximo de S. italica (157.103) e S. viridis (169.645), do que
em comparacao com as dicotiledéneas, P. trichorcapa (155.619), B. rapa (130.408),
P. vulgaris (97.043), A. thaliana (23.887), sendo, entre esse grupo, a espécie com
maior nimero de TEs (Anexo A).

Em relacdo as superfamilias, o maior nimero de inser¢cdes de TEs é
encontrado para a superfamilia Helitron em todas as espécies analisadas e para

todos os contextos génicos, totalizando 586.370 insercdes (Figura 5 e Anexo A).
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Analisando a somatoria dos trés contextos génicos para o numero de elementos
Helitron por espécies, temos uma variacao de 85.090 elementos em Z. mays a 2.441
elementos em Chlamydomonas reinhardtii (Anexo A). Cabe ressaltar que Helitron é
uma ordem de elementos, sendo que o pipeline EDTA néo subdivide esses TEs em
superfamilia por falta de informacdes sobre a diversidade dessas sequéncias nas
bases de dados. Portanto, o alto nimero de inser¢cdes desses elementos, observada
nos resultados, pode estar ligada a falta de uma classificacdo mais especifica, o que
acaba levando a serem agrupados como um todo, como feito frequentemente nos

estudos que os descrevem (Thomas; Pritham, 2015).

Figura 5 — Numero de TEs por superfamilia em cada contexto génico, clusterizando os dados

pelas espécies.
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Por outro lado, diversos estudos relataram um numero variavel de Helitrons
no genoma de diferentes espécies de plantas. Em Arabidopsis, esse numero chega
a 2%, enquanto para Z. mays temos um valor de 6.6% e, para outras espécies, uma
variacdo de 0.1-4.3% de elementos Helitron na composi¢cdo do genoma completo
(Hu et al., 2019). Ainda, para A. thaliana ja foi relatada uma maior abundancia desses
elementos nas regides pobres em genes, enquanto para a espécie Z. mays, Helitrons
estdo presentes principalmente nas regides ricas em genes (Hu et al, 2019). Esses
dados podem explicar os resultados obtidos em relagdo as duas espécies, ja que
neste projeto avaliamos apenas as regifes génicas, observando um maior namero
de Helitrons para Z. mays (85.090) do que para A. thaliana (14.718) (Anexo A). A
abundancia de Helitrons traz um resultado interessante para esse estudo, ja que sao
agentes importantes em relacéo a evolugédo dos genomas vegetais, participando dos
rearranjos e duplicacdo de regides gendmicas (Bennetzen et al., 2005). Alguns
estudos relataram a capacidade desses elementos em alterar fenétipos quando ha
insercdo em regides promotoras, levando a mudangas nos padrdes de expressdo
(Hu et al., 2019). Um exemplo disso, foi demonstrado para a espécie Brassica rapa,
em que a insercao de um Helitron de 4.3 Kb em um intron do gene BrTT8 resultou
em uma casca de semente amarelada (Li et al., 2012).

A superfamilia Mariner € a segunda mais abundante em nimero de TEs em
todos os contextos génicos, totalizando 219.394 insercdes (Anexo A). Analisando a
soma do numero de TEs nas 12 espécies temos, 86.364 TEs para a regido 5’, 52.597
para o corpo do gene e 80.433 para a regidao 3’ (Anexo A). Cabe ressaltar que O.
sativa foi a espécie que mostrou 0s maiores valores para niumero de elementos da
superfamilia Mariner, sendo 51.711 na regido 5’, 24.067 no corpo do gene e 45.388
na regiao 3’, o que pode explicar a presenca dessa espécie como grupo externo nos
heatmaps para as regibes 5 e 3’, sendo agrupada distante das outras
monocotiledéneas nesses dois contextos (Figura 5). Os elementos Mariner séo
classificados em DNA transposons (Classe 1) e em O. sativa e outras espécies de
gramineas sdo a superfamilia mais abundante dessa classe no genoma completo
(Roffler; Wicker, 2005).

Em contraste com o alto nimero de TEs de Helitrons e Mariners, a
superfamilia Politon, presente apenas em A. thaliana, obteve os valores mais baixos

nos trés contextos génicos, sendo dois TEs na regido 5’, 16 no corpo do gene e 12
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na regiao 3’ (Anexo A). Os elementos Politon, também chamados de Mavericks, séo
considerados os mais complexos elementos da classe de DNA transposons em
eucariotos, sendo capazes de codificar diferentes proteinas, como a DNA polimerase
B, retroviral-like integrase e adenoviral-like protease (Kapitonov; Jurka, 2006). Neste
estudo, os elementos Politon foram encontrados em pequenos nimeros e apenas
na espécie A. thaliana. Esse resultado é de interesse ja que diversos estudos relatam
a presenca de Politons em diversos eucariotos, como invertebrados, vertebrados nao
mamiferos, fungos e eucariotos unicelulares, mas eles nunca foram descritos em A.
thaliana (Quesneville, 2020) e em outras plantas até entdo (Pritham; Putiwala;
Feschotte, 2007).

Tabela 2 — Composi¢do dos genomas analisados neste estudo.

. Total scaffold % TEs found in this Number of TEs N“"‘bef of T.Es
Species % TEs . found in this
length (Mb) study in the genome
study
A. thaliana 119,667 21% 2 25% 32,000 2 23,887
B. rapa 315,053 43% 32% 387,420 b 130,408
C. reinhardtii 111,100 - 18% - 46,243
M. polymorpha 225,761 - 8% - 18,827
O. sativa 374,471 30%¢ 69% - 371,381
P. vulgaris 537,218 - 9% - 97,043
P. patens 473,226 57%¢ 8% - 42,803
P. trichocarpa 392,162 44%¢e 22% 427,901¢ 155,619
S. italica 405,737 40%f 25% - 157,103
S. viridis 395,731 46%8 29% - 169,645
S. lycopersicum 828,076 66%h 11% 665,122h 180,653
Z. mays 2.135,083 85%! 11% 338,224 300,663

aQuesneville, 2020; PPanget al., 2015; cVendrell-mir et al., 2020; *Vendrell-mir et al., 2020; ¢Zhao et al.,
2022; 'Bennetzen et al., 2012; ohttps://phytozome-next.jgi.doe.gov/; "Su et al., 2021; Dominguez et al.,
2020; ‘Anderson et al, 2019.

Em geral, os genomas completos apresentaram uma maior porcentagem de
namero de TEs do que o encontrado para as regides génicas (Tabela 2). Esse
resultado é esperado, ja que deve existir uma presséo de selecao purificadora maior
nas regides génicas, eliminando com maior eficiéncia novas inser¢des. Todas as
espécies analisadas seguiram esse padrdo, com exce¢do de duas espécies, A.
thaliana e O. sativa. E possivel que a existéncia de caracteristicas especificas ou
eventos de remodelamento do genoma possam ter favorecido a mobilidade e

insercado de TEs nessas areas gendmicas, podendo estar relacionadas a sistemas
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de regulacdo ou modificacdes epigenéticas que tornem as regides génicas mais
acessiveis aos TEs nessas espécies.

Em seguida, analisamos os dados do comprimento dos TEs em cada contexto
génico. Nesse sentido, ndo foi observada uma diferenga importante (Anexo A). Para
a regiao 5’, os maiores e menores valores foram para O. sativa e M. polymorpha,
com 99.956 e 6.140 Kb, respectivamente (Anexo A). Para o corpo do gene, Z. mays
apresentou o maior valor, 87.507 Kb, enquanto Physcomitrella patens apresenta o
menor valor, 4.843 Kb. Ainda, para a regido 3’, temos Z. mays com 106.023 Kb e C.
reinhardtii com 6.440 Kb, sendo o maior e menor comprimento, respectivamente.
Podemos observar que o grupo das briéfitas (M. polymorpha e P. patens) e o grupo
das clordfitas (C. reinhardtii) foram agrupadas proximas em todas os contextos
génicos (Figura 6). Isso porque, tiveram 0s menores valores para comprimento dos
TESs, 0 que era esperado, ja que estas Sao as espécies mais basais, com 0s menores

genomas avaliados, com excecao de P. patens (Tabela 2).



Figura 6 — Comprimento dos TEs por superfamilia em cada contexto génico, clusterizando os
dados por espécies.
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Fonte: O autor (2023).

Os resultados de comprimento também mostraram uma distribuicdo que
favorece as superfamilias Helitron (95.457 Kb), Copia (37.163 Kb) e Gypsy (39.040
Kb) em Z. mays e Helitron (110.818 Kb), Gypsy (48.160 Kb) e Mariner (41.363 Kb)

em O. sativa (Anexo A e Figura 6). Interessantemente, os Helitrons sdo muito mais

representativos que todas as outras superfamilias, em todos os contextos génicos

(Figura 6). Os retrotransposons representam a classe mais frequente de elementos

encontrados para a maioria das espécies quando se analisa 0 genoma completo. Por
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exemplo, em Z. mays, eles compreendem 50% do genoma (Anderson et al., 2019) e
em A. thaliana comp&em a maior parte das sequéncias de TEs, seguida dos Helitrons
e DNA transposons (Quesneville, 2020). Em O. sativa os retrotransposons com LTR
compdem pelo menos 17% do genoma (Ou; Jiang, 2018) e em S. italica essa mesma
ordem constitui entre 25% e 30% do conteudo nuclear total (Suguiyama et al., 2019).
Diferente dos resultados encontrados para o genoma completo, nossos resultados,
avaliando o contexto dos genes, mostraram que a maioria das espécies avaliadas
possui uma maior quantidade de DNA transposons do que retrotransposons, com
excecdo apenas de Phaseolus vulgaris e P. patens (Anexo A). Mesmo nao incluindo
os Helitrons na somatdria do comprimento dos TES, os valores de comprimento de
retrotransposons e elementos de DNA ficam proximos, sem um padrdo claro de
preponderancia (Anexo A).

4.2 ANALISES FUNCIONAIS

Por conta da sua natureza mutagénica, os TEsS existem nos genomas
eucariotos majoritariamente em uma forma silenciada, mas reversivel, dirigida pelo
mecanismo de silenciamento epigenético (Fedoroff et al., 2012). Portanto, é
observada que a atividade dos TEs est4, em grande parte, inativa durante o ciclo de
vida dos organismos, mas pode retornar ao seu estado ativo, em situa¢cdes ndo muito
bem delimitadas, mas que em geral envolvem algum tipo de estresse (Wessler,
1996). Como parte dos TEs estdo inseridos dentro ou proximo de genes,
modificacdes epigenéticas acabam afetando ndo somente a atividade dos TEs, mas
também, dos genes localizados em sua vizinhanca. Dessa forma, assim como o
silenciamento dos TEs pode inibir a atividade dos genes proximos, ou em que 0S
elementos estédo inseridos, quando os TEs voltam a sua forma ativa 0s genes
também podem passar a ser mais expressos. Essa capacidade dos TEs em agir
como controladores da expressdo génica torna interessante o estudo da sua
distribuicdo em relacdo as categorias génicas funcionais.

A ferramenta MapMan possibilitou fazer uma avaliagdo em larga-escala dos
padroes de insercdo de TEs de acordo com as diferentes categorias funcionais

génicas. A primeira etapa desta andlise foi categorizar os genes anotados
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estruturalmente disponiveis no Phytozome utilizando a ferramenta Mercator, e, em
seguida, avaliamos o numero de insercbes de TEs em cada gene categorizado
(Tabela 3). A Figura 7 permite uma ampla visualiza¢ao da distribuicdo funcional dos
TEs em genes funcionalmente categorizados e traz, ainda, uma analise de
distribuicdo em relacdo as espécies. O grupo das monocotiledéneas (Z. mays, O.
sativa, S. viridis e S. italica) apresentou a maior frequéncia de TEs inseridos em
genes funcionalmente categorizados (Figura 7). Em comparagdo, entre as
dicotiledbneas, P. trichorcarpa foi a Unica espécie com maior destaque em insercdes
de TEs, estando junto das monocotiledéneas, com uma distribuicdo semelhante para
todos os BINs/SUB-BINs (Figura 7). Nessa analise mais ampla e qualitativa nao foi
possivel identificar categorias funcionais com uma representacao diferencial de TEs

inseridos nas regides génicas.

Tabela 3. Niumero de genes codificantes e com insercdes de TEs. BIN 26: Miscellaneous e BIN 35:
not assigned.

Number of coding genes Number of coding genes
X Total Number of Coding functionally annotated functionally annotated
Species . . . . . .
Genes with TE insertions with TE insertions
(including BINs 26 and 35) (excluding BINs 26 and 35
A. thaliana 27,416 8,945 5,188
B. rapa 40,492 28,310 17,462
C. reinhardtii 17,741 13,966 4,736
M. polymorpha 19,287 9,220 3,923
0. sativa 42,189 42,108 16,678
P. vulgaris 27,433 5,607 3,267
P. patens 32,926 20,243 7,846
P. trichocarpa 34,699 31,129 18,602
S. italica 34,584 27,591 16,210
S. viridis 38,334 30,314 15,709
S. lycopersicum 35,768 19,605 12,564

Z. mays 39,498 32,463 17,603
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Figura 7 — Heatmap indicando a riqueza de TEs (nUmero de genes com TEs em cada BINs dividido
pela quantidade total de genes na categoria), destacando as categorias com maior nimero de
insercdes. Os valores foram clusterizados por espécies e categoria funcional. Os dados brutos de
anotagdo do Mercator e o nimero de insergdes por locus podem ser acessados nos Anexos B e C.
Nesta analise os BINs 26 (Miscellaneous) e 35 (not assigned) ndo foram incluidos.
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A ferramenta PageMan permitiu filtrar, por meio de andlise estatistica, quais
categorias funcionais sédo diferentemente representadas por genes abrigando
insercdes de TEs. Ja que ndo houve uma diferenca importante na frequéncia e
comprimento dos TEs nos trés contextos génicos (Anexo A), e que, insercdes de TEs
nos trés contextos podem impactar nos padrées de silenciamento génico epigenético
da mesma forma, a andlise funcional foi realizada de forma integrada. Assim, a
Tabela 4 faz um recorte destacando as categorias com valores significativos de z-

score, destacando, em verde, as categorias funcionais em que foi observado
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enriguecimento e, em vermelho, as categorias empobrecidas. As espécies
mostraram diferencas na quantidade e tipo de categorias diferencialmente
representadas. Para as espécies mais basais, a briéfita M. polymorpha é a Unica que
se destaca com categorias diferencialmente representadas, com enriquecimento das
categorias Cell wall.Modification (BIN 10.7), Stress (BIN 20), Stress abiotic (BIN
20.2), Miscellaneous (BIN 26) e Signalling.Receptor kinases (BIN 30.2).

J& para as dicotileddneas, todas as espécies apresentaram ao menos uma
categoria diferencialmente representada, com excecdo de B. rapa. Solanum
lycopersicum se destacou, com 29 categorias enriquecidas e apenas uma
empobrecida (Tabela 4). Um estudo identificou 6.906 polimorfismos de insercdes de
TE (TIPs) em S. lycopersicum, sendo a maioria localizada dentro ou na proximidade
de genes envolvidos a respostas do ambiente (Dominguez et al., 2020). O alto
namero de categorias enriquecidas encontrado na espécie pode estar relacionado
com a presenca dos TIPs em rotas relacionadas a diversas respostas ambientais.
Isso porque, 0s genes que abrigam TIPs estdo super representados em funcgdes
relacionadas a resposta a patbgenos ou outros estresses ambientais (Dominguez et
al., 2020). Apesar das categorias funcionais de Stress (BIN 20), Stress biotic (BIN
20.1) e Stress abiotic (BIN 20.2) ndo apresentarem valores estatisticamente
significativos, outras categorias relacionadas apresentam um enriguecimento, como
€ 0 caso das categorias funcionais de Secondary metabolism (BIN 16) e Secondary
metabolism Isoprenoids (BIN 16.1). Além disso, outras categorias funcionais
enriguecidas podem estar indiretamente envolvidas, como Amino acid metabolism
(BIN 13), Nucleotide metabolism (BIN 23), RNA (BIN 27), RNA Processing (BIN
27.1), RNA Regulation of transcription (BIN 27.2), DNA (BIN 28), DNA Repair (BIN
28.2) e Protein (BIN 29), tendo um papel fundamental na regulacdo e producado de

proteinas associadas as respostas a patdgenos e estresses ambientais.
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Tabela 4 — Z-scores obtidos na andlise de representacdo das inser¢des de TEs em genes de acordo com as categorias funcionais do MapMan para as 12 espécies
estudadas. Vermelho e verde claro indicam categorias funcionais empobrecidas e enriquecidas com inser¢des de TEs, respectivamente (z-score < -1,96 ou = 1,96,
respectivamente). Sdo mostrados apenas com BINs e SUB-BINs que se mostraram diferencialmente representados para ao menos uma espécie. Os BINs 26

(Miscellaneous) e 35 (Not assigned) ndo foram incluidos nesta analise.

BINs/subBINs A. thaliana B. rapa  P. trichocarpa Z. mays O.sativa P.patens M. polymorpha C. reinhardtii
2 Major CHO metabolism - - - 2,2 - - _ _
3 Minor CHO metabolism - - - 5,8 - -6,4 - -
3.3 Minor CHO metabolism.Sugar alcohols - - - - - -6,3 - -
3.99 Minor CHO metabolism.Misc -2,2 - - - - -9,4 - -
4 Glycolysis - - - 5,6 - - - _
4.1 Glycolysis.Cytosolic branch - - - 4,4 - - - -
8 TCA / org transformation . . - 4,3 - - _ _
9 ATP synthesis - - - 3,7 - - - -
10 Cell wall - - - 6,0 - _ _ _
10.6 Cell wall.Degradation - - - 3,5 - - - -
10.7 Cell wall.Modification - - - - - - 3,5 -
11 Lipid metabolism - - - 5,3 - - - -
11.9 Lipid metabolism.Lipid degradation - - - 2,7 - - - -
13 Amino acid metabolism - - - 8,1 - -2,9 - -
13.1 Amino acid metabolism.Synthesis - - - - - -2,9 - -
13.2 Amino acid metabolism.Degradation - - - 3,9 - - - -
16 Secondary metabolism - - - 3,2 3,7 -3,7 - -
16.1 Secondary metabolism.lsoprenoids - - - 2,6 - - - -
16.2 Secondary metabolism.Phenylpropanoids - - - - - -2,0 - -
16.20 Secondary met:.:\bol.ism.Amino acid ) ) ) ) ) 22 . i
derivatives

18 Vitamine metabolism - - - 2,4 - - - R
20 stress 4.1 - - - - - 7,3 -
20.1 Stress.Biotic 7,8 - - - - - - -
20.2 Stress.Abiotic - - - - - - 7,3 -
23 Nucleotide metabolism - - - 5,0 - - R -
23.1 Nucleotide metabolism.Synthesis - - - - - -2,4 - _
26 Miscellaneous - - - 6,9 4,2 - 3,1 -
26.1 Misc.Cytochrome P450 - - - - 3,0 - - -




36

27 RNA - - - 16,3 - -
27.1 RNA.Processing - - - 7,7 - -
27.3 RNA.Regulation of transcription - - - 12,5 - -

28 DNA - - - 5,8 2,0 -
28.2 DNA.Repair - - - 3,9 - -

29 Protein 4,4 - - 16,1 5,6 -
29.2 Protein.Synthesis - - 3,5 - - -
29.4 Protein.Postranslational modification - - - - 2,4 -
29.5 Protein.Degradation 7,8 - - - - -
30.2 Signalling.Receptor kinases - 2,1 - -9,7 - ,6

31 Cell - - - 12,4 2,6 -
31.1 Cell.Organisation - - - 10,4 - -
31.2 Cell.Division - - - 2,6 - -
313 Cell.Cycle - - - 2,3 - -

33 Development - - - 8,7 - -

34 Transport - - - 13,3 - -

Fonte: O autor (2023)
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Entre as monocotiledéneas, Z. mays e S. viridis sdo as Unicas espécies que
apresentaram representacao significativa, sendo Z. mays a espécie com mais
categorias empobrecidas entre todas as espécies analisadas. E comum que TEs
sejam encontrados em regifes pobres em gene (heterocromatina), ja que dessa forma
€ menos provavel que causem mutacdes com efeitos deletérios no hospedeiro
(Dimitri; Junakovic, 1999). Em plantas, como A. thaliana e Z. mays, ja foi relatado que
heterocromatina é rica na presenca de DNA satélite e TEs (Kidwell, 2002), sendo que
em milho os retrotransposons com LTRs sdo encontrados em abundéncia em certas
regides da heterocromatina (Ananiev et al.; 1998). Portanto, a quantidade de
categorias empobrecidas observadas para Z. mays em contraste com o tamanho de
seu genoma (Tabela 2) evidencia que o processo de expansédo do genoma pelo
aumento da quantidade de sequéncias repetitivas nao envolveu um aumento da
frequéncia de insercdes em genes ou na sua vizinhancga, pelo contrario, existe até um
empobrecimento da quantidade de insercbes em diversas categorias funcionais,
especialmente nas categorias “Minor CHO metabolism” (BIN 3), “Minor CHO
metabolism.Sugar alcohols” (BIN 3.3), “Minor CHO metabolism.Misc” (BIN 3.99).

Entre os resultados, vale a pena destacar o enriqguecimento das categorias de
Stress (BIN 20), Stress biotic (BIN 20.1) e Stress abiotic (BIN 20.2) nas espécies A.
thaliana e M. polymorpha. No geral, para estresse, observamos genes que expressam
proteinas em resposta a estimulos do meio, como calor, estimulo ao acido abcisico,
alta intensidade de luz e presenca de peréxido de hidrogénio (Anexo B). Um exemplo
observado é o gene ‘at4g34190 - stress enhanced protein 1 (SEP1)" de A. thaliana, o
qual codifica uma proteina ativada em situacdes de estresse que se localiza na
membrana do tilacéide e cujo mRNA tem sua regulacdo aumentada em resposta a
alta intensidade luminosa (Anexo B). Ja para estresse biético identificamos genes que,
em sua maioria, codificam proteinas relacionadas a defesa contra patégenos (fungos
e bactérias), como PR (pathogenesis-related) e proteinas da superfamilia thaumatina
(Anexo B). O gene ‘at4g26090 - resistant to pseudomonas syringae 2 (RPS2)" codifica
uma proteina de plasma de membrana com repeticdes ricas em leucina e ziper de
leucina que conferem resisténcia a infecgdo por Pseudomonas syringae, por meio da
interacdo com o gene de viruléncia avrRpt2. Ainda, para M. polymorpha foram
identificados nove genes com 22 TEs inseridos relacionados ao estresse abidtico,

envolvidos com stress oxidativo, reparacao UV e fosforilacdo de aminoacidos (Anexo
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C). O gene ‘mapoly0027s0062 - Concanavalin A-like lectin protein “, por exemplo,
codifica uma enzima envolvida na degradacéo inicial dos conjugados de glutationa, a
qual possui papel na biotransformacédo, na eliminacdo de xenobidticos e na defesa
das células contra o estresse oxidativo (Anexo B).

A fixacdo de insercdes de TEs nos genes dessas rotas pode estar ligada ao
fato de terem seu silenciamento modulado por mudancas ambientais, sendo
possivelmente ativados por estresse e, com isso, podendo gerar adaptabilidade a
condi¢cdes adversas (Casacuberta; Gonzalez, 2013). Ja foi relatada a regulacao
diferencial de genes contendo TEs em sua proximidade genbmica, a partir de
diferentes condi¢cbes de estresse. Como as superfamilias Copia e Gypsy, em A.
thaliana, pelo estresse de calor, hAT por infeccdo e, para a espécie S. lycopersicum,
as superfamilias Harbinger e LINE por estresse luminoso (Deneweth et al., 2022).
Ainda em A. thaliana, foi demonstrado que o retrotransposon com LTR da familia
ONSEN é responsivo ao estresse de térmico e, devido a fatores de resposta ao calor
que reconhecem a sequéncia regulatéria no promotor do elemento, ocorre um
aumento da regulacéo transcricional dos genes vizinhos sob esse tipo de estresse
(Cavrak, 2014).

Além disso, representacdo diferencial de rotas relacionadas ao metabolismo
secundario de S. viridis (BIN 16) e S. lycopersicum (BIN 16 - 16.1) também trazem
informacdes interessantes para o estudo. A producéo de metabdlitos secundarios esta
diretamente ligada as condi¢des do meio, agindo como resposta ao estresse biético e
abidtico, tendo um papel essencial na adaptacédo e sobrevivéncia aos mais diversos
ambientes (Ramakrishna; Ravishankar, 2011). Um estudo demonstrou que o
remodelamento da cromatina em A. thaliana leva o retrotransposon LINE EPCOT3 a
funcionar como um intensificador. Dessa forma, esse elemento passa a intermediar a
ligacdo ao fator de transcricio WRKY33, ligado a biossintese dos metabdlitos
camalexina e 4-hydroxyindole-3-carbonylnitrile; media a transcricAdo do gene
CYP82C2, responsivo a patdgenos e, ainda, esta relacionado com defesa
antibacteriana (Barco et al.,, 2019). Portanto, o enriguecimento observado nessas
categorias, para as duas espécies, pode estar relacionado a respostas adaptativas a
condicOes de estresse biotico e abidtico.

Sendo assim, nosso estudo traz resultados interessantes acerca do tema,

permitindo avaliar as insercfes de TEs nos genomas explorados e a distribuicdo de
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categorias enriquecidas/empobrecidas, possibilitando a discussdo em relacdo a
capacidade dos TEs em agir como elementos controladores da expressao génica.
Trazendo, ainda, um destaque para as categorias de estresse e metabolismo
secundério, sendo rotas que podem estar relacionadas a respostas adaptativas e,

consequentemente, a evolugcdo dos organismos.
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5 CONCLUSOES

Este trabalho estudou os padrdes de insercdo de TEs em regides génicas de
12 espécies vegetais, englobando representantes do grupo das clorofitas, briéfitas,
monocotiledéneas e dicotiledéneas, permitindo avaliar a diversidade genética
derivada de TEs e seu possivel impacto no genoma funcional. Para isso foi realizada
a exploracdo do mobiloma entre as espécies avaliadas, destrinchando o nimero e
comprimento dos TEs em trés contextos génicos (regidao 5’, corpo do gene e regiao
3’). A andlise comparativa do mobiloma no contexto génico nos permitiu identificar
vieses de insercdo entre as espécies estudadas e as superfamilias de elementos,
demonstrando que essas sequéncias ndo evoluem da mesma forma em diferentes
genomas.

Ainda, foi avaliada relagcéo entre distribuicdo dos elementos pelas categorias
funcionais, revelando rotas metabdlicas e atividades funcionais com diferentes
padrdes de insercdes de TEs quando comparado com o conjunto génico total. Esses
dados também evidenciaram viés entre espécies. Pensando nos TEsS como agentes
que geram variabilidade genética, nossos resultados reafirmam hipéteses anteriores,
mas também, trazem novas informacdes a respeito do mobiloma e insercdes de TEs
gue contribuem para o entendimento do papel dos TEs na evolucdo das espécies

vegetais.
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ANEXO A — Documento de planilha feito na ferramenta Excel referente ao
namero e comprimento dos TEs agrupados por superfamilia nas 12 espécies
analisadas para os trés contextos génicos.
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ANEXO B — Documento de planilha feito na ferramenta Excel referente a
anotacdo do programa Mercator anotando os locus dos genomas das 12
espécies para um ou mais BINSs.
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ANEXO C — Documento de planilha feito na ferramenta Excel referente ao

namero de elementos de transposicao por locus em cada espécie analisada.



