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RESUMO

Araucaria angustifolia e Podocarpus lambertii sdo coniferas brasileiras
criticamente ameacadas de extin¢do. Varias lacunas em diversas areas de
pesquisa como a fisiologia do desenvolvimento e biologia reprodutiva sdo
obstaculos para o conhecimento, uso sustentavel e proposi¢ao de medidas
de conservagdo destes recursos genéticos. Entretanto, poucos estudos
gendmicos e transcriptomicos foram realizados nestas espécies. Este
trabalho teve como principal objetivo o sequenciamento e a
caracterizagdo de transcriptomas de amostras de 4. angustifolia (folhas,
poélen e hastes) e P. lambertii (folhas). Um total de 341.278.253 (45.6 Gb)
de leituras brutas foram obtidas da plataforma de sequenciamento de
segunda geracdo lon Proton, sendo utilizadas para a montagem
referenciada e de novo dos transcriptomas, gerando 60.043 sequéncias
contiguas. Em A. angustifolia, foram anotados, via gene onthology (GO)
4.354 unigenes distintos a partir do transcriptoma de folhas, 3.643
unigenes do transcriptoma de hastes e 9.354 unigenes do transcriptoma
de polen. Em P. lambertii foram identificados 4.649 unigenes no
transcriptoma de folhas. A identificagdo e caracterizacdo in silico e
desenho de iniciadores de 56 marcadores moleculares microssatélites
(SSR) e 259 marcadores de polimorfismo de base tnica (SNP) para as
duas espécies foi realizada a partir dos dados disponiveis. Os motivos
SSRs mais abundantes foram mononucleotideos (39,7 %), seguidos por
tetranucleotideos (22,22 %) e trinucleotideos (20,63 %). A relagdo entre
o numero de transversdes e transi¢des (Ti/Tv) foi de 2,15 para A.
angustifolia e de 1,05 para P. lambertii. Os resultados obtidos para os
marcadores SNPs apontam diferentes padrdes na substituicdo de
nucleotideos entre as espécies, no entanto, os padrdes dos marcadores
SSRs foram muito semelhates entre Araucaria e Podocarpus. Este
trabalho descreve os primeiros transcriptomas gerados de amostras
coletadas a campo para ambas espécies e os resultados gerados fornecem
subsidios que auxiliardo no entendimento sobre fungdes especificas de
estruturas, evolugdo e servirdo de base para futuros estudos funcionais e
populacionais.

Palavras-chave: Bioinformatica; Detec¢do de variagdo; Expressdo
génica de tecido especifico; Melhoramento genético; Marcadores
genéticos; Montagem de novo; Pinheiro-Brasileiro; Pinho-bravo; RNA;
RNA-Seq; Transcrigao.



ABSTRACT

Araucaria angustifolia and Podocarpus lambertii are critically endangered
brazilian conifers. Several gaps in many research areas like
developmental phisiology and reproductive biology are obstacles to its
knowledge, breeding, sustainable use of these genetic resources and
proposition of conservation measures. However, few genomic and
transcriptomic studies have been contucted on these species. The main
objective of this work was the sequencing and characterization of
transcriptomes from A. angustifolia (leaf, pollen and stem) and P.
lambertii (leaf). A total of 341.278.253 (45.6 Gb) of raw reads were
obtained from the Ion Proton second generation DNA sequencing
platform and being used for reference based and de novo transcriptome
assembly, generating 60.043 contigs. In A. angustifolia were annotated
with the use of gene onthology (GO) 4.354 distinct unigenes from leaves
transcriptome, 3.643 unigenes from stem and 9.354 unigenes from the
pollen transcriptome. In P. lambertii were identified 4.649 unigenes from
leaves transcriptome. In addition, sequence data allowed the in silico
identification, characterization and primer design of 56 simple sequence
repeats (SSR) and 259 single nucleotide polymorphisms (SNP) molecular
markers for both species were performed from the available data. The
most abundant SSR repeat motif was mononucleotide (39,7 %), followed
by tetranucleotide (22,22 %) and trinucleotide (20,63 %). The ratio
between transitions and transversions was 2,15 for A. angustifolia and
1,05 for P. lambertii. SNP results show distinct patterns for nucleotide
substitutions between species, however, SSRs patterns were very similar
between Araucaria and Podocarpus. This work therefore describes the
first transcriptomes from field samples for both species and the results
provide valuable resources for plant breeding, will further contribute on
the understanding about tissue specific functions, conifers evolution and
will be the base for future functional and populational studies.

Keywords: Bioinformatics; Brave pine; Brazilian pine; De novo
assembly; Genetic markers; Plant breeding; RNA; RNA-Seq; Tissue-
specific gene expression; Transcription; Variant detection.
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1 INTRODUCAO

Este trabalho faz parte dos multiplos esfor¢os que estdo sendo

realizados, no ambito do Programa de PG em Recursos Genéticos
Vegetais, visando a caracterizacdo, conservacdo e¢ melhoramento das
coniferas brasileiras Araucaria angustifolia (Araucariaceae) e
Podocarpus lambertii (Podocarpaceae). As atividades deste projeto
atentaram para o saneamento de lacunas substanciais, ao se realizar os
primeiros estudos do transcriptoma de diversas estruturas, a partir de
espécimes que vivem em um dos habitats naturais das duas espécies.
Tratam-se de novos estudos que sdo adicionais aos estudos que ja foram
feitos ou que estdo em andamento, notadamente nas dreas de genética,
ecologia e fisiologia.
Tanto A. angustifolia quanto P. lambertii possuem grande relevancia
ecoldgica e socioecondmica. Embora ja demonstraram sua importancia
social, econdmica ¢ ambiental para o sul do pais, seu uso predatdrio as
levou para diversas listas nacionais e internacionais de espécies
ameacadas e proximas da ameaca de extingdo (CONSEMA, 2014; MMA,
2014; THOMAS, 2013).

Diversos genomas vegetais ja foram sequenciados e
caracterizados para espécies de angiospermas (GOLD DATABASE,
2015). Entretanto, a escassez de informacdes para coniferas reduz o
entendimento em evolugdo de plantas e restringem os impactos potenciais
na pesquisa gendmica deste grupo taxonOmico. Muitas lacunas em
diversas areas de pesquisa destas espécies, como a fisiologia do
desenvolvimento e a biologia reprodutiva, sdo entraves para o avango do
entendimento, utilizagdo destes recursos genéticos para novas finalidades
e proposicao de medidas de conservacao.

Em coniferas, o tamanho dos genomas passa de 30 gigabases,
fazendo com que o processo de sequenciamento completo seja dificil e
demorado em funcdo do grande tamanho e complexidade de suas
sequéncias ndo codificantes. O sequenciamento de todas as sequéncias
transcritas, demoninado de transcriptoma, ¢ rapido e informativo,
revelando quais genes estdo atuando nas amostras estudadas.
Transcriptoma € o conjunto de transcritos (moléculas de RNA) expressos
em certas células ou tecidos em determinado momento e condigdo
(ambiental ou controlada). Estes conjuntos representam por¢des
transcritas do genoma da espécie em estudo, sendo muito dindmicos e
dependentes de fatores ambientais como temperatura, umidade relativa

23



do ar, regime hidrico do solo, luminosidade, interacdo com micro-
organismos, entre outros fatores. Os transcritos conectam o genoma da
espécie com fungdes bioldgicas e fendtipos, sendo que sua caracterizagio
total ¢ atualmente uma das melhores alternativas para a obtencao de dados
gendmicos em espécies com grandes genomas, como as coniferas em
geral.

O primeiro trabalho caracterizando transcriptomas, via RNA-
Seq, em A. angustifolia foi realizado por Elbl et al. (2015a). Foram
sequenciadas distintas culturas celulares e embrides somaticos e
zigdticos, fornecendo mais informagdes acerca dos mecanismos
subjacentes a embriogénese da espécie. No entanto, estes dados ndo
representam os reais perfis de expressdo génica da espécie em seus
distintos habitats naturais. Neste contexto, o presente trabalho teve como
principal proposta o sequenciamento, com uso de uma plataforma de
sequenciamento de DNA de segunda geracdo, e a caracterizagdo dos
transcriptomas de amostras foliares, de hastes e de pdlen de Araucaria
angustifolia e amostras foliares de Podocarpus lambertii, coletadas de
plantas de ocorréncia natural em Lages/SC. Desta forma, os transcritos
identificados neste trabalho refletem a interacdo dos genomas das
espécies com seu ambiente natural, fornecendo subsidios valiosos para o
melhoramento genético, uso e conservagao.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Coniferas

As coniferas, o grupo mais importante das gimnospermas,
representam cerca de 650 espécies divididas em sete familias:
Araucariaceae, Cephalotaxaceae, Cupressaceae, Pinaceae,
Podocarpaceae, Sciadopityaceae e Taxaceae. As espécies desse grupo sdo
0s maiores € mais antigos organismos terrestres presentes no planeta
(AHUJA; NEALE, 2005; DOYLE, 1998; HENRY, 2005). Até 0 momento
foram reconhecidas as sete familias existentes e mais 12 familias extintas,
que seriam Thucydieaceae, Emporiaceae, Utrechtiaceae,
Ferrugliocladaceae, Majoniaceae, Ulmanniaceae, Voltziaceae,
Cheirolepidiaceae, Palissyaceae, Pararaucariaceae, Geinitziaceae e
Doliostrobaceae. A filogenia das familias existentes da ordem Coniferales
(QUINN et al. 2002; Figura 1), baseada nas sequéncias dos genes
organelares matK e rbcL, coloca lado a lado as familias Araucariaceae e
Podocarpaceae, estas possuindo representantes no Brasil, como a A.
angustifolia e P. lambertii, entre outras espécies.

Figura 1. Arvore filogenética de espécies representantes da Ordem Coniferales,
baseada nas sequéncias dos genes organelares matK e rbcL
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As coniferas apresentam imensa importancia ecologica, pois
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dominam muitas paisagens terrestres ¢ sdo as plantas vasculares com o
maior potencial de fixag@o de carbono atmosférico. Além disso elas tém
uma forte interacdo com a fauna, em particular por meio de suas sementes,
que sdo alimentos para uma fauna variada. Atualmente, elas estdo
presentes em um grande niimero de ecossistemas nos dois hemisférios
devido a aquisi¢do de um eficiente sistema fisiologico de adaptacdo
durante o processo de evolucdo. (DOYLE, 1998; FARJON, 2008;
FARJON, 2010; HENRY, 2005; MAGALLON; SANDERSON, 2005).

Durante o Holoceno Superior, a expansdo florestal sobre as
pastagens (paisagens com domindncia de gramineas) ocorreu sob certas
condigdes ambientais, tais como o clima umido e baixo nivel de
perturbacdo, mas os mecanismos relevantes que envolveram este
processo ecologico espacial ainda ndo sio bem compreendidos
(ARCHER et al. 1988; BEHLING et al. 2004; BEHLING et al. 2005;
PILLAR, 2003). Essa expansdo das coniferas sobre outros ambientes
demonstra uma grande capacidade adaptativa para tolerar condicdes
ambientais diferentes daquelas comumente encontradas nas florestas,
como a alta variagdo de temperatura, niveis de umidade no solo, altas
taxas de transpiracdo e alta competicdo com as gramineas (SANKARAN
et al. 2004).

No Hemisfério Sul, as floras da América do Sul, Antartida e
Australia continham, assim como hoje em dia, descendentes da flora de
angiospermas de Gondwana meridional, com proteas, murtas,
Nothofagus e coniferas do Sul, tais como a Araucaria, Podocarpus e
Dacrydium. Essas florestas cobriam, pelo menos, a regido periférica da
Antartida. As florestas de coniferas sul-americanas sdo caracterizadas por
coniferas de afinidade neotropical e subantartida (COX; MOORE, 2009).
Atualmente, elas incluem numerosas espécies de Podocarpaceae (géneros
Podocarpus e Retrophyllum), presentes desde a regido tropical, passando
pelos subtropicos até latitudes temperadas; duas espécies da familia
Araucariaceae, uma no sudeste subtropical da América do Sul (4draucaria
angustifolia) e outra em latitudes temperadas da regido dos Andes
(Araucaria araucana), além de trés espécies (Austrocedrus chilensis,
Fitzroya  cupressoides, Pilgerodendron  uviferum) da familia
Cupressaceae que ocorrem na regido dos Andes em médias e altas
latitudes (FARJON, 2008; FARJON, 2010; VEBLEN et al. 2005).

No Brasil s@o encontradas nove espécies da familia
Podocarpaceae: oito do género Podocarpus (P. lambertii Klotzch ex Endl.,
P sellowii Klotzch ex Endl., P. brasiliensis Laubenfels, P. barretoi
Laubenfels & Silba, P. roraimae Pilger, P. acuminatus Laubenfels, P.
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aracensis Laubenfels & Silba e P. celatus Laubenfels) e uma do género
Retrophyllum (Retrophyllum piresii) (LEDRU et al. 2007; SOUZA, 2013;
STEHMANN et al. 2009). P. lambertii e P. sellowii sdo as espécies com
maior distribuicdo do género no Brasil e sdo encontradas na Floresta
Atlantica e conhecidas popularmente como pinheiros-bravos (JUDD et al.
2009). P. lambertii acompanha a araucaria na floresta ombrofila mista,
mas sua distribuicdo geografica se estende também para a regido
pampeana até o Uruguai, com populagdes isoladas na parte central do
estado da Bahia. Por sua vez P. sellowii se distribui ao longo da floresta
atlantica desde o Rio Grande do Sul até as pequenas serras e brejos de
altitude no Nordeste, especialmente junto as florestas ombrofilas densa e
estacional semidecidual, além das florestas de galerias serranas no
dominio do cerrado (OLIVEIRA; ROTTA, 1982; SILVA; MARCONI,
1990; STANNARD, 1995).

Retrophyllum piresii (Silba) C.N.Page (Pinheiro-da-Amazonia) ¢
outra espécie da familia Podocarpaceae, endémica do Brasil e considerada
extremamente rara. A espécie ¢ encontrada apenas no estado de Rondoénia
no municipio de Guajard-Mirin, integrante do Parque Estadual do
Guaruja-Mirin e do Parque Estadual da Serra dos Pacaas Novos. No
entanto os dados sobre esta espécie ainda sdo deficientes, principalmente
em funcdo de sua dificil localizacdo (GARDNER, 2013). Em fungao disso
a espécie pode estar altamente ameacada de extingdo devido ao avanco
das fronteiras agricolas na regido norte do pais. E admitido que R. piresii
possa ocorrer também no Peru e Bolivia, mas ainda ndo existe tal
comprovacdo (GARDNER, 2013). Atualmente a espécie ¢ cultivada e
propagada no horto do Museu Paraense Emilio-Goeldi, em Belém, Para
(PAGE, 1989; SILBA, 1983). O plastoma completo da espécie foi
recentemente sequenciado e anotado funcionalmente, representando um
importante recurso gendmico para o entendimento de relagdes
filogenéticas das coniferas nativas do Brasil (VIEIRA et al. 2016).

2.2. Araucaria angustifolia (Bert.) O. Kuntze

O género Araucaria de Jussieu possui 19 espécies ¢ € o mais
diversificado da familia Araucariaceae (HENKEL; HOCHSTETTER,
1865), com distribuicdo restrita ao hemisfério sul (Chile, Argentina, sul
do Brasil, Nova Caledonia, Ilha Norfolk, Australia, Nova Guiné ¢ Nova
Zelandia) (GOLTE, 1993; SETOGUCHI et al. 1998). Sua presenga e
distribui¢do atual ¢ considerada como reliquia da evolu¢do (FARJON,
2008; FARJON, 2010; SETOGUCHI et al. 1998), uma vez que seus
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fosseis estdo entre os mais antigos existentes dos géneros de coniferas,
sendo encontrados desde os periodos Cretaceo, Jurassico e Tridssico
(FARJON, 2008; FARJON, 2010; MILLER, 1988; STOCKEY, 1982), as
quais estdo presentes na terra a aproximadamente 300 milhdes de anos.
Apesar de sua atual importancia em areas naturais e do seu aspecto
evolutivo, poucos estudos tém sido realizados focando aspectos
filogenéticos e evolutivos (ESCAPA et al. 2013; KRANITZ et al. 2014;
SETOGUCHI et al. 1998; STEFANOVIC et al. 1998; STEFENON et al.
2006).

Araucaria angustifolia (Bert.) O. Kuntze, ou Pinheiro do Parana,
ou Pinheiro Brasileiro, ¢ uma conifera dioica e perenifolia, que ocorre
exclusivamente no Brasil, Argentina e Paraguai, na regido da Floresta
Ombréfila Mista (FOM). Esta formagao florestal também recebe o nome
de Floresta com Araucéria, devido a abundancia e ao grande porte da
espécie, que imprime a fisionomia caracteristica da floresta. Esta espécie
¢ endémica das regides sul (Estados de Santa Catarina, Parana e Rio
Grande do Sul) e sudeste do Brasil (Estados de Sao Paulo, Minas Gerais
e Rio de Janeiro), com extensdes em pequenas manchas ao noroeste da
Argentina e Paraguai, em areas proximas as fronteiras brasileiras, onde
encontra condi¢des ideais para o desenvolvimento em altitudes entre 500
m e 1800 m (GUERRA et al. 2008; JUDD et al. 2009; KLEIN, 1960;
MATTOS, 2011; REITZ; KLEIN, 1966; VELOSO et al. 1991; VELOSO;
GOES FILHO, 1982) (Figura 4).

A. angustifolia ¢ polinizada principalmente pelo vento e no sul
do Brasil a deiscéncia dos graos de polen ocorre de agosto a novembro,
sendo que o pico de polinizagdo ocorre no més de setembro. O estrobilo
masculino (cone, mingote) ¢ visivel de agosto a janeiro e o estrobilo
feminino (pinha) ¢ visivel durante o ano todo (Figura 3). O
desenvolvimento do gametéfito masculino é controlado por dois
programas de desenvolvimento sucessivos, sendo o primeiro logo apos a
meiose (transcriptoma inicial) e o segundo logo apos a primeira divisdo
mitdtica (transcriptoma tardio). Os mRNAs do transcriptoma inicial sao
efémeros, logo desaparecendo antes da completa maturagdo dos grios de
polen. Os transcritos tardios sdo estaveis, resistindo a desidratagéo
durante a maturagdo e posterior reidratacdo no momento da polinizagdo.
Estes transcritos sdo os responsaveis pela sintese proteica durante a
germinacao do tubo polinico, sendo que a transcri¢do ap6s a maturacao
dos graos ¢ quase inexistente (RAFINSKA et al. 2010; TWELL et al.
2006; ZIENKIEWICZ et al. 2006).

O transcriptoma tardio dos graos de polen pode ser dividido em
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quatro grupos, considerando apenas os mRNAs: (1) transcritos
responsaveis pela estrutura da parede celular; (2) transcritos responsaveis
pela regulacdo da transcrigdo e tradugdo (Incluindo tRNAs e rRNAs); (3)
transcritos responsaveis pela regulagdo do transporte via membranas; (4)
transcritos responsaveis pela regulagdo do ciclo celular (RAFINSKA et
al. 2010).

Os graos de polen de A. angustifolia possuem aproximadamente
50 um de didmetro, sendo similar em tamanho ao Pinus taeda e maiores
em relagdo a outras coniferas como Pinus banksiana (35 pm). A forma é
esférica e ndo existem estruturas para auxiliar o voo. Estes fatores
contribuem para uma baixa velocidade terminal dos graos de pdlen, de
aproximadamente 3 cm.s-1 (WILLIAMS, 2009). A superficie possui
aspecto granulado em funcao da deposi¢do irregular de exina (Figura 2,
STEFENON; CAPRESTANO, 2009).

Figura 2. 1: Grao de polen de 4. angustifolia visualizado em estereomicroscopio
ampliado 100 x. Escala: 25 um. 2: Grao de pdlen visualizado por meio de SEM
com ampliagdo de 400 x. Escala: 25 um. 3: Detalhe da superficie do grao de pdlen
(exina) visualizado por meio de SEM com ampliacao de 8.000 x. Escala: 2 um

Fonte: Adaptado de Stefenon e Caprestano, 2009

As pinhas amadurecem de fevereiro a dezembro, de acordo com
a variedade botanica (Figura 3) (MATTOS, 2011; REITZ; KLEIN, 1966).
A monoicia ¢ rara e tem sido creditada a infec¢des patogénicas, injurias
em arvores adultas e a estresses fisiologicos (REITZ; KLEIN, 1966).
Contudo, Stefenon e Caprestano (2009) descreveram uma planta mondica
sem evidéncias de patdégenos ou injurias. Em sua regido de ocorréncia
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natural, A. angustifolia tem grande relevancia ecoldgica, econdmica e
social. Trata-se de uma espécie secundaria longeva dominante de
crescimento inicial lento, mas de temperamento pioneiro. Este
temperamento pioneiro é de grande importancia, visto que a A.
angustifolia tem um papel ecologico como espécie bergario no avango de
espécies florestais sobre os campos adjacentes, pois cria um ambiente
ideal para outras espécies tolerantes a sombra, como bromélias, orquideas
e outras espécies epifitas, que encontram ambiente adequado para o
desenvolvimento (DUARTE et al. 2006; DUARTE; DILLENBURG,
2000; FRANCO; DILLENBURG, 2007).

Figura 3. A: Area de estudo, Coxilha Rica, Lages - SC. B: Ginostrobilo maduro
de A. angustifolia. C: Cones masculinos (androstrobilo) de 4. angustifolia

o D
Florestas Tropicais, 2012; B: Rubens Onofre

Fonte: A: Nucleo de Pesquisas em
Nodari, 2010; C: CiFlorestas, 2015

Ainda em relag@o ao aspecto ecologico, suas sementes (pinhdes)
servem de alimento para a fauna silvestre (principalmente aves e
roedores, os quais sdo os principais dispersores das suas sementes), para
a qual é considerada espécie chave, pois fornece alimento rico em
carboidratos durante o inicio das estagdes mais frias, enquanto as outras
espécies da floresta ndo estdo produzindo frutos. Muitos roedores
enterram as sementes para a utilizagdo deste recurso no inverno, fato este
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reportado por Schiissler (2014). Do ponto de vista econdomico e social,
suas sementes servem de alimento humano com grande valor nutricional,
possuindo 54% de amido e 5,1% de proteinas (ROSADO et al. 1994),
sendo que a coleta e a venda destas sementes se constituem em relevante
atividade econdmica para um consideravel numero de familias que vivem
nas regides de ocorréncia (SCHUSSLER, 2014). Esta espécie também
possui madeira de alta qualidade o que determinou sua importincia
econdmica histdrica, sendo empregada especialmente para construgao
civil, de moveis, como também, para a produgdo de celulose (GUERRA
et al. 2008; FARJON, 2008; FARJON, 2010; MATTOS, 2011; REITZ et
al. 1978). Devido a drastica redu¢do em sua area de ocorréncia natural
(Figura 4), o pinheiro-brasileiro atualmente consta em diversas listas
nacionais e internacionais de espécies ameagadas de extingdo. Na lista do
Ministério do Meio Ambiente, a espécie se encontra em perigo de
extingdo (MMA, 2014). O Conselho Estadual do Meio Ambiente de Santa
Catarina classifica a espécie como criticamente em perigo de extingdo
(CONSEMA, 2014), ja na lista da IUCN, a araucaria ¢é classificada como
criticamente ameacada de extingdo (THOMAS, 2013).

Figura 4. Areas de ocorréncia natural “histérica” e atual de A. angustifolia (Bert.)
0. Kuntze (em verde escuro), dentro do dominio da Mata Atlantica (area verde
clara)

Araucéria (Araucaria angustifolia) Araucéria (Araucaria angustifolia)
Area de Ocorréncia Natural Area de Ocorréncia Atual
Progmto kventana dos Recursos Flarestan da Mata Atibntca Fropeto mventhno Got Recurios Florestan de Mata Atibrtcs

. Fonte“: Guer;a et al. 2002

Ainda restam apenas alguns remanescentes isolados de A.
angustifolia (Figura 4), os quais representam menos de 2% da area total
de sua ocorréncia historica que abrangia uma area correspondente a 40%,
31%, 25%, 3% e 1% do territorio dos estados do Parana, Santa Catarina,
Rio Grande do Sul, Sdao Paulo e Minas Gerais, respectivamente
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(GUERRA et al. 2000; GUERRA et al. 2002; GUERRA et al. 2008;
REITZ et al. 1978; VELOSO et al. 1991). Este tipo de exploragdo, sem
critérios de selecdo ou manejo, vem causando erosdo genética nesta
espécie em fungdo da extrema fragmentacdo e isolamento de fragmentos
florestais (AULER et al. 2002, CRISTOFOLINI, 2013). Em fung&o disso,
diversos trabalhos foram realizados visando caracterizar a fenologia, ciclo
reprodutivo, variabilidade genética, estrutura e distancia genética em
populagdes de A. angustifolia utilizando ferramentas moleculares em
nivel de DNA nuclear e plastidial, RNA e proteina (AULER et al. 2002;
BITTENCOURT; SEBBENN, 2007; CRISTOFOLINI, 2013; ELBL et al.
2015a; KLABUNDE, 2012; MANTOVANI et al. 2004; PATREZE,
TSAI 2010; ROGGE-RENNER et al. 2013; SANT 'ANNA et al. 2013;
SEDREZ DOS REIS et al. 2012; SEDREZ DOS REIS et al. 2014;
SCHLOLG et al. 2012; STEFENON et al. 2007; STEFENON et al. 2008;
SCHUSSLER, 2014; ZECHINI, 2012). No entanto, o baixo numero de
informacdes gendmicas, como sequéncias de genes, transcritos e
isoformas, para A. angustifolia restringe os impactos potenciais na
pesquisa gendmica, melhoramento genético e conservacao desta espécie.

2.3 Podocarpus lambertii Klotzsch ex Eichler

A familia Podocarpaceac (ENDLICHER, 1847), (divisdo
Pinophyta, ordem Pinales), contém 18 géneros e aproximadamente 173
espécies, as quais sdo representadas por arvores e arbustos, utilizados para
fins madeireiros e ornamentais, e distribuidos principalmente no
Hemisfério Sul e sudeste asiatico (VEBLEN et al. 2005).

O género Podocarpus ¢ um dos mais diversos entre todas as
coniferas e ocorre em todas as por¢des de terra originadas a partir da
Gondwana, exceto na Antartida. Engloba mais de 100 espécies, muitas
das quais apresentam grande interesse florestal e apresenta ampla
distribui¢do geografica mundial, sendo registrada sua presenca na Nova
Caleddnia, Sudeste da Asia, China, Japdo, Malasia, Australia, Nova
Zelandia, Bornéu, Nova Guiné, Ilhas do Pacifico, Ilhas Fiji, Antilhas,
Américas Central e do Sul (KELCH, 1997; KELCH, 1998). Este género
foi utilizado recentemente, por intermédio da palinologia, para
reconstrugdes climaticas da regido amazoénica (LEDRU et al. 2007), pois
alguns géneros da familia Podocarpaceae tem um registro fossil que data
por volta do Cretaceo (KRASSILOV, 1974) e podem gerar informagdes
importantes sobre o efeito das mudangas climaticas ocorridas durante a
evolugdo destas espécies e sua distribui¢do atual (LEDRU et al. 2007).
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P. lambertii, ou Pinho Bravo, ou Pinheiro Bravo, ¢ uma espécie
didica, apresentando o desenvolvimento das estruturas reprodutivas
masculinas de abril a junho e o estrobilo feminino de setembro a maio
(Figura 5). Os principais vetores de polinizagdo sdo insetos da ordem
hymenoptera, principalmente as abelhas. Na regido sul do pais, as
sementes amadurecem de dezembro a fevereiro, sendo que a principal
dispersdo ¢ ornitocorica (CARVALHO et al. 2003).

Figura 5. A: Individuo adulto de Podocarpus lambertii B: Regenerantes de P,
lambertii identificados com etiqueta metalica. C: Ramo de planta masculina
contendo cones (estrobilos). D: Ramo de planta feminina contendo sementes
imaturas e pedinculo carnoso (epimacio)

e A s

Fonte: A: Martin Molz 2008; B-C-D: Alison Bernardi 2015

P. lambertii ocorre tanto em areas sombreadas quanto expostas
ao sol. A defini¢@o quanto ao grupo sucessional ao qual pertence € dificil,
pois as informagdes na literatura sdo bastante controversas, constando
como uma espécie secundaria (CHIAMOLERA et al. 2010) ou pioneira
(FONTOURA et al. 2006; INOUE et al. 1984). As matas de P. lambertii
ocorrem na regido de origem da A. angustifolia e da Floresta Ombrofila
Mista (FOM), no Sul do Brasil, intimamente ligadas a essas matas, nos
vales e depressdes planas do planalto (LONGHI et al. 2010). A espécie
também ¢ encontrada nos estados do Sudeste, com exce¢do do Espirito
Santo, e na regido central estado da Bahia, na Floresta Estacional
Decidual Montana (STANNARD, 1995) (Figura 6).
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Figura 6. Areas de ocorréncia atual de P. lambertii Klotzsch ex Eichler (em
vermelho)
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Embora esta espécie seja indicada para o reflorestamento,
recuperagdo de areas degradadas e composicdo de areas de preservagao
permanente, P. lambertii ainda € pouco estudada e se encontra atualmente
préxima da ameaga de extingdo (CONSEMA, 2014; FARJON, 2013).
Segundo Maixner e Ferreira (1976), esta espécie oferece excelente
matéria-prima para aglomerados, papel/celulose (por possuir fibras
longas), construgdo civil leve, moveis e fins decorativos. Antigamente a
madeira era muito utilizada em obras internas, canoas, carpintaria,
marcenaria, mastros de embarcagdes e torno. Maineri e Pires (1973)
ressaltaram que as caracteristicas da madeira e suas aplicagdes se
assemelham as da araucaria. Ela é também utilizada como ornamental,
sendo cultivada em parques, jardins e arborizagdo de rodovias. E uma
espécie importante para ser utilizada em reflorestamentos mistos.

A estrutura carnosa anexada as sementes de Podocarpus,
denominada de arilo (arillus) ou epimacio, ¢ comestivel, doce e de
coloragdo e consisténcia muito agradavel (Figura 5, Imagem D). O nome
da familia e do género faz referéncia a estas estruturas caracteristicas.
Estas, semelhantes a frutos, sdo uma importante fonte de alimento para a
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fauna, sendo um recurso que culmina na dispersdo das sementes,
principalmente por passaros. Isto pode permitir que os regenerantes da
espécie (Figura 7) se desenvolvam longe de plantas aparentadas,
promovendo altos indices de diversidade genética. Além disso, a
coloracdo roxa da estrutura é um indicador de maturidade fisiologica das
sementes (RAGAGNIN; COSTA; HOPPE, 1994).

Figura 7. Regenerantes de A. angustifolia (esquerda) e P. lambertii (direita), na
area de estudo. Coxilha Rica, Lages — SC'

PR gl TR

Fonte: Alison Bernardi, 2015

Embora estas espécies da familia Podocarpaceae demonstrem um
grande potencial ornamental, na industria madeireira, bioquimica e
farmacéutica, pouco do que se sabe se relaciona com o género
Podocarpus, o qual sofreu com o desmatamento, onde o corte seletivo
eliminou os melhores ou maiores exemplares, sem qualquer tipo posterior
de estratégia visando conservac¢do e renovagdo da espécie na floresta.
Pouco sdo os estudos relacionados a estrutura reprodutiva, maturidade,
crescimento, variabilidade genética, ecofisiologia e tratos silviculturais
(CHIAMOLERA et al. 2010; BERNARDI, 2014; MARIN-RAGAGNIN
et al. 1994; ZIMMER et al. 2010).
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2.4 Sequenciamento de Acidos Nucleicos

A quimica dideoxi, ou método de Sanger (SANGER et al. 1977),
permaneceu durante quase trés décadas como padrio ouro de
sequenciamento de acidos nucleicos. Este periodo, denominado de
primeira geracao de sequenciamento foi responsavel por uma revolugio
em todas as areas da genética. Mas em contrapartida possuiu grandes
limitagdes em termos de alto valor por base sequenciada, elevado tempo
de projetos e numero limitado de sequéncias analisadas (DAVIES, 2010).
A partir de 2001, apds a conclusdo do Projeto Genoma Humano (PGH)
(LANDER et al. 2001) e do sequenciamento do genoma humano pelo
grupo do Dr. John Craig Venter (VENTER et al. 2001), foi lancada uma
corrida para o desenvolvimento de quimicas de sequenciamento e
instrumentos que em pouco tempo fossem capazes de sequenciar qualquer
genoma a um custo reduzido. Esta necessidade surgiu do ap6s o PGH
levar 10 anos e custar aproximadamente U$3 bilhdes para ser concluido,
com a utilizagdo de plataformas de sequenciamento de primeira geragao,
como a ABI 3730, MegaBACE 1000 e 5000. Esta corrida foi denominada
de “genoma de mil dolares” (The $ 1,000 genome), sendo responsavel por
diversos avangos na genomica (DAVIES, 2010).

A técnica de sequenciamento total de RNA, conhecida como
RNA-Seq, foi concebida no inicio da segunda geragdo de sequenciamento
de DNA. A partir de 2006, esta segunda geragdo foi chamada de Next
Generation Sequencing (NGS), em funcdo do desenvolvimento de
sequenciadores de DNA com maior capacidade operacional e custo
reduzido por base sequenciada em comparagdo aos sequenciadores de
DNA de primeira geracdo, baseados na quimica dideoxi (DAVIES, 2010;
SANGER et al. 1977).

As primeiras plataformas de segunda geragdo, como a 454,
SOLiD, Polonator e Illumina foram todas baseadas em quimicas distintas,
mas iguais no principio de sequenciamento por detecgdo de luz, onde cada
base nitrogenada incorporada na leitura emite um comprimento de onda
distinto (METZKER, 2010). Ja as trés ultimas plataformas de segunda
geracdo, como a lon Torrent Personal Genome Machine (PGM), a Ton
Pronton ¢ a IonS5 ndo foram baseadas na deteccdo de luz, mas sim na
variagdo de pH. Em toda formagao de ligacdo fosfodiéster, a enzima DNA
polimerase libera como subproduto um ion H+. O sistema realiza inje¢des
sucessivas dos quatro deoxinucleotideos (dATP, dCTP, dGTP e dTTP),
limpando o sistema apos cada base injetada. A construgdo da leitura ¢é
realizada pela quantidade de variagdo de pH detectada em cada injegao,
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gerando at¢é 80 GB de sequéncias por chip de sequenciamento
(ROTHBERG et al. 2011).

Independente do sequenciador e da quimica de segunda geragdo
utilizada, as corridas de sequenciamento geram GB de dados com
tamanhos e qualidades variadas. A bioinformatica é a disciplina
responsavel por transformar estes dados oriundos de luz ou de variagéo
de pH em informagdes bioldgicas que nos permitam compreender uma
infinidade de vias metabolicas e processos celulares em tdo pouco tempo
(METZKER, 2010; NEKRUTENKO; TAYLOR, 2012).

Atualmente, a comunidade cientifica internacional admite o
inicio da terceira geracdo de sequenciamento de DNA, com a quimica
SMRT (Single Molecule Real Time) pertencente a plataforma PACBIO
RSII (Pacific Biosciences). Esta quimica permite o sequenciamento, por
exemplo, do genoma humano com andlise em tempo real a partir de uma
unica copia de cada cromossomo, com leituras apresentando mais de 20
kb, contra os quase 0,5 kb das plataformas de segunda geragéo. Esta nova
tecnologia revolucionarda ainda mais as andlises gendmicas,
transcriptdmicas, epitranscriptomicas e epigendmicas, mas atualmente o
alto custo por base sequenciada ainda ¢ um entrave a popularizacio da
técnica (PACIFIC BIOSCIENCES, 2015). Uma segunda plataforma de
terceira geragdo estd atualmente em desenvolvimento pela empresa
Oxford Nanopore. Ela promete o sequenciamento de DNA e RNA em
pequenos dispositivos do tamanho de pendrives (MinlONtm). O
sequenciamento acontece em nanoporos e sem a necessidade de preparo
de bibliotecas, amplificacdo e marcagdo de bases com fluor6foros. As
leituras obtidas possuirdo tamanho semelhante aos da quimica SMRT,
encurtando o tempo de obtencdo dos genomas e transcriptomas devido a
simplificacdo das etapas de alinhamento e montagem (OXFORD
NANOPORE, 2015). A tendéncia para os proximos anos ¢ a da utilizagdo
conjunta de plataformas de terceira e segunda geragdo de
sequenciamento, objetivando a obtenc¢do de leituras extremamente longas
(> 20 kb) e fechamento de gaps, respectivamente.

2.5 Analise transcriptomica (RNA-Seq)

Transcriptoma ¢ o conjunto de transcritos (moléculas de RNA)
expressos em certas células, tecidos ou estruturas, em determinado
momento e condigdo (ambiental ou controlada). Estes conjuntos
representam porgdes transcritas do genoma da espécie em estudo. Os
transcriptomas sdo extremamente dindmicos e dependentes de fatores
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ambientais como temperatura, umidade relativa do ar, regime hidrico do
solo, luminosidade, interagdo com micro-organismos, entre outros fatores
(MARTIN; WANG, 2011; WANG et al. 2009b). Os transcritos conectam
o genoma da espécie com fungdes bioldgicas e fenodtipos. A caracterizagdo
total de determinado conjunto de transcritos é atualmente uma das
melhores alternativas para a obteng@o de dados gendmicos em espécies
com grandes genomas, como as coniferas em geral (MACKAY e DEAN,
2011).

Considerando um conjunto hipotético de transcritos de
determinada célula vegetal, a grande maioria das moléculas de RNA serdo
do tipo ribossomal (mais de 80% de rRNA), seguidos de moléculas de
RNA transportador (cerca de 15%) e por fim as moléculas de RNA
mensageiro e outros pequenos RNAs (aproximadamente 5%) (LODISH
et al. 2000). Quando o interesse € caracterizar a expressao génica total em
nivel de mRNA e microRNAs, as sequéncias dos RNAs ribossomais e
transportadores se tornam redundantes e dificultam a detecgdo de
transcritos com baixa expressdo. Em fung¢fo disso se aplicam técnicas de
enriquecimento de mRNA (ex. via cauda poli-A) ou de deplecao de rRNA
visando a drastica redu¢do ou eliminagdo das moléculas ribossomais
(O'NEIL et al. 2013).

A detecgdo simultanea dos milhares de transcritos que compde
determinado transcriptoma exige o emprego de técnicas de
sequenciamento de DNA de nova geracdo (NGS). A técnica de RNA-Seq
(Sequenciamento de RNA) ¢ utilizada em diversas plataformas de
sequenciamento de RNA de segunda gera¢do, como Illumina HiSeq, Ion
Torrent PGM, Ion Proton e 454 FLX. A técnica é caracterizada pela
construgdo de bibliotecas a partir da fragmentacdo do mRNA e posterior
sintese de cDNA. Este cDNA ¢ amplificado, purificado e sequenciado da
mesma maneira que o DNA genomico. Como resultado, sdo obtidos
milhdes de leituras curtas, com tamanho variando em fun¢do da quimica
de sequenciamento e estratégia de sequenciamento utilizada (WANG et
al. 2009b). Os primeiros trabalhos publicados que utilizaram a técnica de
RNA-Seq para o estudo de transcriptomas surgiram em 2008. Mortazavi
et al. (2008) sequenciaram os transcritos de tecidos de camundongos
como cérebro, figado e miisculo estriado esquelético. Nagalakshmi et al.
(2008) sequenciaram os transcritos de Saccharomyces cerervisiae,
revelando os primeiros padrdes completos de expressdo génica da
espécie. A primeira grande revisdo publicada sobre a técnica de RNA-Seq
em andlise transcriptomica surgiu no ano de 2009 (WANG et al. 2009b).
Na revisdo, a ferramenta ¢é classificada como revolucionaria, pois
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forneceu novos subsidios para estudos de expressdo génica em larga
escala.

Apbs isso, sdo efetuadas analises de bioinformatica visando a
retirada das sequéncias adaptadoras, barcodes, leituras de baixa qualidade
e de sequéncias contaminantes. As leituras restantes sdo entfo alinhadas,
montadas e mapeadas contra uma referéncia (método referenciado -
reference based), que de preferéncia deve ser o proprio genoma da espécie
em estudo ou outro genoma de uma espécie do mesmo género. Caso a
espécie em estudo ndo possua genoma sequenciado, como A. angustifolia
e P lambertti, pode ser aplicado o método de novo, que realiza o
alinhamento e montagem apenas levando em consideracdo as proprias
leituras sequenciadas. Neste caso, quanto menor o tamanho da leitura
sequenciado, mais dificil serd a montagem do transcriptoma em questao.
Porém, os algoritmos de montagem de novo estdo sendo cada vez mais
aperfeicoados e as quimicas de sequenciamento estdo sendo atualizadas
para um aumento no tamanho de leitura sequenciada. Assim, a falta de
informacdes genéticas para determinada espécie incipientemente
estudada (non-model organisms) ndo ¢ mais considerado um entrave para
a realizacdo de experimentos (SURGET-GROBA; MONTOYA-
BURGOS, 2010).

A partir do sequenciamento completo dos transcritos de
determinada amostra, ¢ possivel o agrupamento destes mRNAs em
diferentes categorias, tais como processos bioldgicos, componentes
celulares e fungdes moleculares. Desta forma € possivel caracterizar quais
processos e vias metabolicas estdo em atuacdo em determinadas células
ou tecidos (ASHBURNER et al. 2000).

Anteriormente a técnica de RNA-Seq, estudos de expressdo
génica total em larga escala requeriam elevado volume de trabalho para a
obtencdo de poucas centenas de Expressed Sequence Tags (EST). Entre
as diversas etapas envolvidas, estavam presentes a construgdo de vetores,
transformacao, clonagem bacteriana e sequenciamento Sanger (primeira
geragcdo de sequenciamento). As desvantagens estavam no altissimo
volume de trabalho e custo para a obtengdo de poucas centenas de EST,
sendo que existia o risco da ndo obtencdo dos transcritos de real interesse
(MACKAY; DEAN, 2011). Em meados dos anos 2000, com o aumento
exponencial do niumero de sequéncias de DNA, RNA e proteinas e
depdsitos em bases de dados, foi criada a técnica de Microarranjo (MA -
Microarray). Esta técnica consiste em um arranjo pré-definido de
milhares de sequéncias de oligonucleotideos quimicamente ligadas a um
chip. Basicamente, 0 RNA isolado de determinada amostra ¢ colocado em
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contato com os oligos do chip e assim que duas sequéncias
complementares se ligam, ocorre emissdo de luz que é captada por um
scanner especifico. Desta forma, se tornou possivel monitorar o nivel de
expressdo génica de milhares de genes e de suas variantes de splicing,
com mais precisdo e menor tempo do que em relacdo a obtengdo de EST
(HOHEISEL, 2006). Entretanto, o numero de estudos transcriptomicos
publicados, com a utilizagdo da técnica de microarranjo, a partir de 2008
diminuiu significativamente muito em fungdo da robustez e alto
rendimento (Throughput) da técnica de RNA-Seq (SHENDURE, 2008).

Em coniferas, uma das primeiras analises transcriptomicas
utilizando microarray foi realizada em Picea sitchensis (RALPH et al.
2006), com o objetivo de mensurar a dindmica da expressdo génica
durante a herbivoria causada pelas principais pragas. Com o aumento do
numero de dados de sequéncias de DNA, RNA e de microarray para
coniferas, foram criadas diversas bases de dados visando o
armazenamento ¢ a disseminacdo destas informagdes entre diversos
grupos de pesquisa. As bases de dados de sequéncias transcritas, para
grupos de espécies, sdo extremamente valiosas por concentrarem
informagdes em nivel de RNA, especialmente para espécies com escassez
de informacdes, como as coniferas.

Uma das mais importantes bases de dados para coniferas ¢ a
EuroPineDB. Esta base de dados possui aproximadamente 1 milhdo de
leituras RNA-Seq de xilema, floema, aciculas, embrides, raizes, hastes e
culturas embriogénicas. Na EuroPineDB foram caracterizados mais de
55.000 Unigenes, em sua maioria pertencendo a Pinus pinaster
(FERNANDEZ-POZO et  al 2011). A SustainPineDB
(http://www.scbi.uma.es/sustainpine/) € outra base de dados de
sequéncias transcritas de Pinus pinaster. Esta base de dados ¢ composta
por 11 institui¢des de 4 paises europeus que trabalham exclusivamente
com as diversas "Omicas" do Pinheiro-maritimo. Estdo disponiveis
sequéncias de mais de 200.000 unigenes caracterizados por meio de
RNA-Seq. (CANALES et al. 2014). A base de dados PiceaGenExpress
contém 23.543 sequéncias de genes expressos de Picea abies Karst. L. e
Picea sitchensis. Um diferencial desta base de dados € a construgao de
um Microarray, baseado nas sequéncias de Picea sp., para ser utilizado
em outras coniferas (RAHERISON et al. 2012). Existem também outras
bases de dados com menor volume de dados brutos e anotados, como a
Treenomix database, Arborea database, TreeGenes database, Accelerating
Pine genomics database e ForestTreeDB (PAVY et al. 2007).

Mackay e Dean (2011) e MacKay et al. (2012) propdem uma

40



série de iniciativas para caracterizar os gigas genomas das coniferas.
Entre estas iniciativas, a analise transcriptomica (via RNA-Seq) tem sido
fundamental para o aumento da compreensdo de diversos processos
biolégicos e mecanismos evolutivos em coniferas. Uma informagio
essencial que antecede qualquer analise transcriptdmica € o conhecimento
prévio do tamanho do genoma da espécie em estudo. O tamanho do
genoma dd uma estimativa de tamanho dos transcriptomas. Assim, as
bibliotecas de cDNA s@o preparadas para apresentarem alta cobertura de
sequenciamento, aumentando a chance de identificacdo de transcritos
raros ou de transcritos diferencialmente expressos. Durante a evolugéo
das coniferas, tem se observado o aumento significativo dos genomas das
espécies, desde as espécies basais até as mais recentes (AHUJA; NEALE,
2005; MORGANTE; DE PAOLI, 2011). Essa expansdao se deve
basicamente  aos  elementos  transponiveis  (transposons €
retrotransposons) e a sequéncias de natureza repetitiva, como as regides
satélites, mini-satélites e microssatélites. Estas sequéncias ndo possuem
natureza auto-duplicativa, como a dos elementos transponiveis. O
aumento no numero de copias das sequéncias repetitivas se deve a erros
cometidos pelas DNA polimerases (adi¢do equivoca de motivos
repetitivos - Slippage) durante a replicagdo do DNA (AHUJA; NEALE,
2005; CHOUDHARY, TRIVEDI, 2010; NYSTEDT et al. 2013).
Atualmente, o nlimero de genomas completamente sequenciados
de coniferas é baixo devido ao seu grande tamanho, em torno de 15-30
gigabases (AHUJA et al. 2001; MORGANTE; DE PAOLI, 2011;
MURRAY et al. 2010). O genoma de coniferas até agora estudado esta
repleto de sequéncias ndo codificadoras altamente repetitivas
(exemplificando, os genomas de Pinus sp. sdo aproximadamente 160
vezes maior do que o genoma de Arabidopsis thaliana e sete vezes maior
que o genoma humano), sendo maior do que qualquer outro genoma
sequenciado até o momento (AHUJA etal. 2001; AHUJA; NEALE, 2005;
FRIESEN et al. 2001; RALPH et al. 2008). Somente os genomas de trés
coniferas estdo completamente sequenciados. O genoma completo do
Espruce-europeu (Picea abies) foi sequenciado e caracterizado por
Nystedt et al. (2013). O genoma possui 19,6 Gb de tamanho (In),
cariotipo 2n=24 cromossomos e 28.354 genes. O numero de genes ¢
proximo ao de Arabidopsis thaliana (27.407 genes), que possui genoma
100 vezes menor do que P. abies. O genoma completo do Pinheiro-do-
Canada (Picea glauca) foi sequenciado e caracterizado por Birol et al.
(2013), apresentando 20,8 Gb de tamanho. O genoma de Pinus taeda
(ZIMIN et al. 2014) apresenta caracteristicas similares ao genoma de
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Picea glauca, como n=12 e tamanho de 20,15 Gb.

Outras espécies de coniferas estdo com o sequenciamento do
genoma nuclear em fase final, entretanto, ainda é baixa a cobertura de
sequenciamento das seguintes espécies: Pinus taeda, Abies sibirica,
Juniperus communis, Taxus baccata e Gnetum gnemon (GOLD
DATABASE, 2015).

Na familia Araucariaceae foi determinado o tamanho dos
genomas (valor 2C) de todas as 19 espécies, com a utilizagdo da técnica
de citometria de fluxo Zonneveld et al. (2012a). Todas as araucariaceas
apresentam o0 mesmo nuamero cromossomico, 2n=26. Araucaria
araucana, nossa vizinha sul-americana com distribuicdo no Chile e
Argentina, apresenta o0 maior genoma da familia, com valor 2C de 45,5
pg de DNA. Um picograma representa cerca de 109 pares de base. A.
angustifolia, apresenta o segundo maior genoma, com valor 2C de 44,7
pg de DNA. Os autores identificaram uma forte correlagdo entre o
tamanho dos genomas e a distribuicdo espacial das espécies desta familia.
Todas as 13 espécies com distribuicdo restrita a Nova Caledonia possuem
valor médio de 2C = 31,9 pg de DNA e espécies como Agathis dammara
e Wollemia nobilis apresentam valor 2C de 26,9 e 28,4 pg de DNA,
respectivamente. Estes distintos tamanhos de genomas por regido
fornecem hipdteses sobre a adaptagdo destas espécies em seus respectivos
ambientes.

Ja os genomas das espécies da familia Podocarpaceae sdo
menores em relacdo as espécies da familia Araucariaceae. Zonneveld
(2012b) avaliou cinco espécies do género Podocarpus, sendo que o valor
2C variou entre 15,9 ¢ 19,4 pg.

Chen et al. (2012) caracterizaram o transcriptoma e avaliaram os
niveis de expressdo génica diferencial, via RNA-Seq, de aciculas de Picea
abies Karst. L. coletadas em condigdes de ampla luminosidade e total
escuro. Além disso, quase 15 mil marcadores SNPs foram identificados
nos dados de RNA-Seq. Em Pinus monticola, a analise transcriptdmica
das aciculas, via RNA-Seq, revelou uma série de intera¢gdes moleculares
entre P. monticola e seu principal patogeno, um fungo causador de uma
severa ferrugem. Foram identificados os principais genes do patossistema
e possiveis mecanismos de resisténcia (LIU et al. 2013). Carvalho et al.
(2013) caracterizaram transcriptomas de xilema e floema de diversas
coniferas e identificaram genes responsaveis pelo crescimento secundario
e formagdo da madeira. Foram sequenciados e caracterizados diversos
genes da familia génica CesA, responsavel pela enzima celulose sintase.
O transcriptoma do pinheiro maritimo (Pinus pinaster) foi caracterizado
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por Canales et al. (2014) com a utilizacdo das plataformas de segunda
geragdo Illumina e 454. Diversas amostras de plantas adultas foram
sequenciadas, incluindo cones e estrobilos masculinos e femininos,
xilema, floema, gemas, folhas, raizes e embrides somaticos. A partir da
montagem de novo foram identificados 26.020 unigenes possuindo
ortdlogos, 9.799 unigenes sem ortdlogos, 9.642 FL-cDNA e 176 ncRNAs.
Também foram identificados marcadores SSRs e SNPs.

Outros transcriptomas de Pinus pinaster foram sequenciados e
caracterizados por Cafias et al. (2014). Foi utilizada a técnica de
microdissec¢do e captura a laser para a separagdo e coleta de pequenos
tecidos de plantulas recém germinadas. Estes tecidos foram sequenciados
com a plataforma de sequenciamento 454 e os resultados forneceram
informagdes importantes relacionadas a germinagdo e ao
desenvolvimento inicial dos tecidos.

O primeiro trabalho caracterizando transcriptomas, via RNA-
Seq, em A. angustifolia foi realizado por Elbl et al. (2015a). Foram
sequenciadas distintas culturas celulares e embrides somadticos e
zigoticos, fornecendo mais informagdes acerca do controle da
embriogénese da espécie. Foram preditos 112.772 unigenes a partir do
sequenciamento de 24 bibliotecas de cDNA.

O presente estudo ¢ o primeiro trabalho que visa caracterizar
transcriptomas, via RNA-Seq e sem genoma nuclear de referéncia, de A.
angustifolia e P. lambertii a partir de amostras obtidas diretamente de um
fragmento de floresta ciliar, dentro de campos naturais (Estepe
Ombréfila), sendo esta uma das areas de ocorréncia natural destas
espécies.

2.6 Mineracio e desenvolvimento de marcadores moleculares SSRs
e SNPs

Apb6s a montagem dos transcritos, ¢ possivel identificar a
presenga de diversos tipos de padrdes de sequéncia nos unigenes. Entre
estes padrdes, ¢ possivel e simples a identificacio de marcadores
moleculares SNP (Single Nucleotide Polymorphism) e SSR (Simple
Sequence Repeats). Estes marcadores vém sendo extensivamente
utilizados hd mais de 20 anos em genética populacional, evolutiva,
forense e melhoramento genético (BLANCA et al. 2011). E importante
salientar que a identificagdo de marcadores moleculares neste estudo ndo
¢ uma simples consequéncia da grande quantidade de dados obtidos, mas
¢ realizada em fungdo destas marcas serem transcritas ¢ basecadas em
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genes. Portanto, ¢ elevada a probabilidade de se encontrarem marcas
associadas a genes de interesse (GAO et al. 2012).

Os marcadores SNPs, também conhecidos como SNV (Single
Nucleotide Variation), sdo extremamente abundantes nos genomas
eucariotos, sendo a marca molecular mais abundante em qualquer
genoma. A marca ¢ caracterizada pela mudanga de uma tnica base em
uma sequéncia de DNA. As mutacdes podem ser de dois tipos, as
transi¢cdes e as transversdes de bases. As transi¢des acontecem quando
ocorre a mudanga de bases nitrogenadas do mesmo tipo (base purica <=>
base ptrica ou base pirimidica <=> base pirimidica). Ja as transversoes
sdo compostas pela mudanca de tipos diferentes de bases nitrogenadas
(base purica <=> base pirimidica) (JEHAN; LAKHANPAUL, 2006).

A heranca co-dominante é uma importante caracteristica
responsavel pela alta empregabilidade deste tipo de marcador molecular.
Porém, a maioria das marcas sdo bi-alélicas, variando apenas em uma
transversdo ou transi¢do de bases nitrogenadas. A taxa de mutacdo em
sitios neutros varia de 1 x 10-1 a 5 x 10-9 por nucleotideo por ano, em
eucariotos. A probabilidade de dois eventos mutacionais independentes
acontecerem no mesmo sitio € muito inferior em relacdo as taxas de
mutacdo citadas anteriormente. A caracteristica bi-alélica facilita a
genotipagem, que dependendo do caso pode ser efetuada com apenas com
uma simples amplificacdo por PCR seguida de restri¢do enzimatica e
eletroforese em gel de agarose (VIGNAL et al. 2002).

Alguns autores consideram que a presenca de insercdes ou
delegdes de apenas uma base nitrogenada também pode ser classificada
como um SNP. Porém a base genética geradora deste tipo de
polimorfismo ¢ totalmente diferente das transigdes e transversdes de
bases (JEHAN; LAKHANPAUL, 2006). Em sequéncias transcritas, os
SNP podem ocorrer nas regides ndo traduzidas denominadas de UTR
(UnTranslated Region). As UTRs ocorrem nas duas extremidades dos
transcritos, a extremidade 5 e extremidade 3’. Os SNPs também podem
ocorrer dentro da fase de leitura (ORF - Open Reading Frame), sendo que
funcionalmente estas muta¢des podem ou nfo traduzir para o mesmo
aminoacido, dependendo da redundancia do cddigo genético. A
frequéncia dos SNPs ¢ maior nas regides nao traduzidas, pois estas
apresentam menor conservacio (VIGNAL et al. 2002).

Os marcadores SSR sdo também popularmente conhecidos como
marcadores microssatélites, em referéncia aos experimentos classicos
envolvendo a separacdo do DNA repetitivo (DNA satélite) em gradientes
de centrifugacdo. Variable number of tandem repeats (VNTR) e Short
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tandem repeats (STR) sdo outras nomenclaturas utilizadas para o mesmo
tipo de marcador e as que mais se aproximam da base genética destas
sequéncias. Nos SSR, sequéncias curtas (motivos possuindo geralmente
de 1 a 10 bases) se repetem diversas vezes em tandem, sendo flanqueadas
por regides conservadas (LI et al. 2002).

O polimorfismo genético neste marcador (diferentes formas
alélicas para o mesmo loco) € baseado nos diferentes numeros de
repeticdes de determinado motivo. O principal mecanismo gerador deste
polimorfismo € o processo de Slippage, caracterizado por erros da enzima
DNA polimerase durante a replicagio do DNA (CHOUDHARY;
TRIVEDI, 2010; WANG et al. 2009a). Os SSR possuem alto
polimorfismo e contetido informativo (PIC - Polymorphism Information
Content) (WANG et al. 2009a). Em 4. angustifolia ja foram reportados a
presenca de 14 alelos diferentes, para o0 mesmo marcador, em apenas 16
individuos amostrados (SCHMIDT et al. 2007). As marcas SSR, assim
com as SNP, também possuem heranga co-domintante. As utiliza¢des sdo
diversas, como mapeamento genético, identificacdo de QTLs, selecdo
assistida por marcadores (MAS), DNA fingerprinting, teste de
paternidade, analise de diversidade genética, fluxo génico, filogeografia,
entre outros (WANG et al. 2009a).

Os marcadores microssatélites possuem ampla distribuicdo nos
genomas de eucariotos. Eles estdo presentes tanto em sequéncias
codificantes como em regides ndo codificantes, tais como infrons e
espacadores inter-génicos. Porém, o polimorfismo encontrado nos SSR
das regides codificantes € menor do que em relagdo ao polimorfismo de
marcas nao codificantes, em fun¢do da baixa conservagdo e pressdo de
selecdo sofrida pelas regides ndo-codificantes. SSRs encontrados em
sequéncias codificantes sdo denominados de SSR génicos, ou EST-SSR
por serem derivados de sequéncias expressas. Os motivos presentes em
sequéncias ndo codificantes sdo denominados de SSR gendmicos
(WANG et al. 2009a). SSRs génicos s@o facilmente transferidos para
outras espécies do mesmo género em funcdo da alta conservacdo destas
sequéncias transcritas (VARSHNEY et al. 2005).

A maioria dos marcadores SSR e outras sequéncias de natureza
repetitiva vem sendo consideradas marcas neutras dentro dos genomas.
No entanto, a neutralidade de uma marca sé pode ser confirmada com a
presenca de um mapa fisico, de ligagdo ou da propria sequéncia completa.
Estas sequéncias somadas a outros elementos genéticos como introns,
transposons ¢ pseudogenes foram denominadas de DNA lixo (Junk
DNA), por se acreditar que ndo possuiam nenhuma fun¢do (PALAZZO;
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GREGORY, 2014). Entretanto, diversas fun¢des vém sendo atribuidas as
sequéncias de natureza repetitiva, como a organizagdo da cromatina em
termos de manutencdo da estrutura do DNA, centromeros, telomeros e
cromossomos. Outras fungdes estdo relacionadas a regulacdo génica e
também a regulagao de processos do proprio DNA, como replicag@o, ciclo
celular e recombinagéo (LI et al. 2002).

Os SSRs também estdo presentes no genoma plastidial (cpSSR)
e mitocondrial (mtSSR), sendo de grande importancia em estudos
evolutivos, filogeograficos e de fluxo génico com base na dispersdo de
poélen e sementes, em fungdo da heranga uni-parental, auséncia de
recombinagdo (permuta - crossing-over) e baixa taxa de mutagdo destas
organelas (PROVAN et al. 2001). A caracterizagdo e validagdo de marcas
SSR ¢é de extrema importancia para espécies nativas pouco estudadas.
Ainda ndo existem marcadores microssatélites gendmicos especificos
para P. lambertii. A espécie conta apenas com 156 cpSSRs identificados
por Vieira et al. (2014), mas que ainda precisam ser validados em
populagdes naturais da espécie.

Por sua vez, A. angustifolia possui apenas 35 marcadores SSRs
especificos caracterizados e validados (SALGUEIRO et al. 2005;
SCHMIDT et al. 2007). Outros 10 marcadores foram identificados, suas
sequéncias foram depositadas na base de nucleotideos do NCBI, mas as
marcas ndo chegaram a ser validadas em populagdes da espécie e
publicadas como Primer Note (PATREZE et al. 2008, dados ndo
publicados). Apesar deste bom numero de marcas disponiveis, os estudos
de diversidade genética da espécie utilizam apenas um painel contendo os
mesmos 8-10 marcadores, em fun¢do do baixo polimorfismo revelado
pelas marcas restantes (BITTENCOURT; SEBBENN, 2007; PATREZE;
TSAI, 2010; CRISTOFOLINI 2013; SANT'ANNA et al. 2013). O
genoma plastidial da espécie ja foi sequenciado e anotado pelo mesmo
grupo responsavel pelo sequenciamento do genoma plastidial de P
lambertii, assim, novos cpSSR estardo disponiveis para 4. angustifolia
(VIEIRA, L. DO N., 2016), dados ndo publicados.
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3 QUESTOES ORIENTADORAS

O sequenciamento dos transcriptomas de amostras obtidas em uma das
areas de ocorréncia natural das espécies auxiliard na identificagdo do
maior numero possivel de genes e isoformas para as duas espécies?

As trés amostras sequenciadas para A. angustifolia serdo suficientes para
a detecgdo da totalidade de genes e isoformas, baseando-se nos genomas
de coniferas j& sequenciadas?

Apesar da curta distancia evolutiva entre os géneros Podocarpus e
Araucaria (Figura 1), os transcriptomas de folhas das duas espécies
apresentardo grandes diferengas entre si?

Novos genes e isoformas, ainda ndo caracterizados para espécies de
coniferas, serdo identificados nos transcriptomas de Araucaria
angustifolia e Podocarpus lambertii?

Sera possivel a identificacdo e caracterizagdo de marcas moleculares

SSRs e SNPs consistentes e polimoérficas a partir de dados de sequéncias
transcritas?
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivos gerais

Caracterizar os transcriptomas de amostras de Araucaria
angustifolia e Podocarpus lambertii, visando a compreensdo dos perfis
de expressdo génica e identificagdo de marcadores moleculares SSRs e
SNPs.

4.2 Objetivos especificos

4.2.1 Caracterizar os genes transcritos, tamanho de
transcriptomas e transcritos por amostras de 4. angustifolia e P. lambertii,

4.2.2 Caracterizar genes ainda ndo identificados em coniferas e
inexistentes em angiospermas;

4.2.3 Identificar e caracterizar in silico marcadores moleculares
SSRs e SNPs a partir dos dados de RNA-Seq em 4. angustifolia e P.
lambertii;

4.2.4 Avaliar os transcriptomas obtidos em relagdo aos
transcriptomas referéncia de angiospermas e ao disponibilizado para A.
angustifolia (ELBL, 2014) e para outras coniferas tais como Picea abies
e Pinus pinaster.
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5 MATERIAL E METODOS

O esquema abaixo resume todas as etapas realizadas para a
obtencdo de transcriptomas vegetais e mineracdo de marcadores
moleculares com a utilizagdo da plataforma de sequenciamento lon
ProtonTM Semiconductor Sequencer (Thermo Fisher Scientific) (Figura
8). Tanto nas variadas aplicagdes de Next Generation Sequencing, como
em RNA-Seq, diversas metodologias, kits e equipamentos podem ser
empregados para o sequenciamento completo dos transcritos de
determinada amostra. A descricdo a seguir é detalhada visando a
reproducibilidade futura.

Figura 8. Representacdo esquematica do fluxo de protocolos para a obtengao dos
transcriptomas, anotag@o funcional e mineragdo de marcadores moleculares em
A. angustifolia e P. lambertii
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CLC Genomics Workbench 8.0
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Sequenciamento
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CLC Genomics Workbench 8.0
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Transcriptomas referéncia
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Fonte: Autor
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5.1 Area de estudo e coleta das amostras

De acordo com o mapa fitogeografico de Klein (1978), a area de
estudo ¢ classificada como: Campos com capdes, florestas ciliares e
bosques de pinheiros com predominancia de ervas (Gramineas,
Ciperaceas, Leguminosas ¢ Compostas). A regido apresenta temperatura
média anual inferior a 18 °C, ocorréncia de geadas, altitude por volta dos
1.000 m e precipitagdo média anual de 1.600 mm. O clima é o Ctb de
K&ppen, mesotérmico subtropical imido sem estagdo seca e apresentando
verdes frescos (BERNARDI, 2015).

As amostras foliares e de hastes foram coletadas em um
fragmento de floresta ciliar de uma propriedade particular na localidade
Coxilha Rica, Lages/Santa Catarina, durante os dias 09 a 11 de junho de
2014, com exce¢do dos estrobilos masculinos que foram coletados
posteriormente, (Figura 9, Tabela 1). As coletas foram realizadas sob
prévia autoriza¢do do proprietario, Dr. José Antonio Ribas Ribeiro. A
propriedade foi adquirida em 1954, sendo o ultimo corte de araucarias
realizado no ano de 1971. A area ¢ caracterizada pela paisagem de campo
com criacdo de gado, presenca de capdes e mata ciliar nas margens do rio
Pelotinhas, pertencente a bacia hidrografica do rio Uruguai. A presenga
do gado ¢ constante nas 4reas de mata, interferindo principalmente na
regeneracdo e desenvolvimento das espécies.

Figura 9. Imagem de satélite da area de coleta. Mata ciliar nas margens do rio
Pelotinhas. Propriedade do Dr. José Antdnio Ribas Ribeiro, localidade da Coxilha
Rica / Lages / SC

Fonte: Gooe Earth 201 ‘
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As coletas, das duas plantas masculinas de 4. angustifolia e da
planta masculina de P. lambertii, foram realizadas em triplicatas por se
tratarem de amostras ambientais, mesmo assim podem ocorrer variagdes
significativas nos niveis de transcri¢do entre as replicatas biologicas da
mesma amostra (McINTYRE et al. 2011). O horario de coleta das
amostras, nos trés dias de coletas foi entre 10 h e 11 h. Esse critério foi
utilizado em fung@o de qualquer perfil transcricional ser altamente
dindmico e dependente de fatores ambientais como temperatura, umidade
relativa do ar, regime hidrico do solo, luminosidade, interagdo com micro-
organismos, entre outros fatores.

Tabela 1. Coordenadas geograficas das coletas de amostras para RNA-Seq

Amostra Latitude / Longitude
Folhas - Podocarpus lambertii 3 28°02°49°"S/50°17°47" O
Folhas e hastes - Araucaria 28°02°50""S/50°17°50” O

angustifolia 3
Pélen - Araucaria angustifolia 3 28°02°52"S/50°17°477 0

Fonte: Autor

Foram utilizadas luvas nitrilicas descartaveis, pingas e tesouras
(lavadas em agua DEPC 0,1%, queimadas em estufa a 220 °C por 4 h e
autoclavadas) e tubos do tipo falcon livres de DNAses e RNAses. As
amostras coletadas foram acondicionadas nos tubos, sendo adicionado
trés volumes de reagente de estabilizagdo de RNA, RNAlater® (Thermo
Fisher Scientific). Apés fechados, os tubos foram vedados com a
utilizagdo da pelicula de parafina Parafilm® (Pechiney, Chicago, I, EUA)
e mantidos a 4 °C até o isolamento de RNA. O armazenamento das
amostras a 4 °C foi possivel pois o reagente de estabilizagdo inativa as
RNAses intra e extra-celulares, permitindo o armazenamento de tecidos,
com baixissima degradacdo de RNA, em temperatura de refrigeragdo por
até 30 dias.

A coleta dos estrobilos masculinos maduros foi realizada entre os
dias 10 e 12 de novembro de 2014 na mesma localidade descrita
anteriormente, mas de uma planta masculina diferente da coleta de folhas
e hastes. Foi coletado um estrébilo por dia, de aproximadamente 15 cm,
entre 10h e 11h AM. As estruturas reprodutivas foram mantidas em sacos
plasticos (Tipo ziplock) e armazenadas a 4 °C do momento da coleta até
a chegada ao laboratério. Os grdos de poélen foram retirados dos
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estrobilos, acondicionados em tubos tipo “falcon” de 15 ml e
armazenados a -80 °C até o isolamento de RNA. O pélen maduro é
retirado com facilidade dos estrobilos apds leves batidas. Nesta etapa, foi
tomado o cuidado para evitar que impurezas provenientes dos estrobilos
fossem adicionadas aos grios retirados (Figura 10, D). A estrutura dos
graos de pblen proporciona estabilidade ao RNA total, em funcdo disso
as amostras foram transportadas a 4 °C (TWELL et al. 2006). As distintas
datas de coletas se deram em fung@o da maturacdo do polen ocorrer
apenas em novembro, sendo que a data de coleta das amostras foliares e
de hastes foi o periodo de deiscéncia das sementes (pinhdes) de A.
angustifolia.

5.2 Amostras

As amostras selecionadas de A. angustifolia para a rodada de
RNA-Seq foram folhas (aciculas), hastes e pdlen, enquanto que de P,
lambertii foram analisadas amostras de folhas. Foram selecionadas folhas
medido aproximadamente 2 cm para 4. angustifolia ¢ 5 cm para P,
lambertii, e sem a presenga visivel de sintomas de patdogenos. As folhas
de A. angustifolia (Figura 10, C) sdo aciculares, coriaceas, glabras e
possuem de 3 cm a 6 cm de comprimento. As aciculas possuem baixa area
superficial especifica e espessa cuticula, dificultando a perda de agua. A
vascularizacdo ¢ formada por feixes de xilema na face superior (adaxial)
e floema na face inferior (abaxial) das aciculas, além da presenca de
canais resiniferos (LORENZI, 2008).

A amostra foliar de Podocarpus foi incluida visando a
comparacdo dos perfis de transcri¢do de duas coniferas nativas e com
maior distribui¢do no Brasil. As folhas de P. lambertii (Figura 10, A) séo
caducas, alternas, lineares a estreito-elipticas, coriaceas, de margens
revolutas, base atenuada e possuindo de 2 cm a 6 cm de comprimento
(LORENZI, 2008).

O genoma de cpDNA expressa aproximadamente 50 genes
relacionados a fotossintese. Em func¢do disso os plastomas completos de
Araucaria e Podocarpus foram utilizados como referéncia de alinhamento
e montagem (GREEN, 2011) (Item 5.10). Os outros transcritos
relacionados a fotossintese sdo expressos pelo genoma nuclear, que
recebeu diversas transferéncias de material genético plastidial durante a
evolugdo das plantas superiores (MARTIN et al. 1998).

A amostra de hastes de 4. angustifolia (Figura 10, B), tinha
comprimento médio de 15 cm e sem a presenca das aciculas. As hastes
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possuem tecidos condutores como xilema e floema, sdo fotossintetizantes
e possuem tecidos de revestimento como cortex e periderme. E uma
estrutura flexivel e fina, dependendo do tamanho e idade.

A ultima amostra da rodada de sequenciamento foi composta por
graos de polen de A. angustifolia, isolados de estrobilos maduros (Figura
10, D). Esta amostra foi incluida pois espera-se encontrar importantes
informacgdes relacionadas ao metabolismo basal (housekeeping genes)
dos graos de poélen e a sinalizagao celular envolvida antes da germinagéo
do tubo polinico.

Figura 10. Folhas de P. lambertii (A); Haste de A. angustifolia (B); Aciculas de
A. angustifolia (C); Estrobilo masculino de A. angustifolia (esquerda), polen
(centro) e tubo de coleta (15 ml) (direita) (D)

Fonte: Autor

Ao total, foram obtidas 12 bibliotecas de cDNA (4 amostras x 3
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replicatas biologicas cada). Cada biblioteca de cDNA foi sequenciada 12
vezes (Item 5.8). Apos todas as corridas de sequenciamento, as leituras
foram agrupadas em um tnico arquivo por biblioteca.

5.3 Isolamento de RNA total

Diversas varia¢des dos protocolos de isolamento de RNA total
descritos a seguir foram testadas em func@o das distintas caracteristicas
das amostras coletadas, como contetido de lignina, agua, proteinas,
compostos fenolicos, entre outros.

Todas as vidrarias utilizadas no preparo das solugdes de
isolamento, cadinhos, pistilos e espatulas foram lavadas com agua,
detergente neutro, agua destilada, 4gua DEPC 0,1%, incubadas em estufa
a 220 °C e posteriormente autoclavadas. Todas as superficies de trabalho
(capela de exaustdo de gases, bancadas, pipetas rotor de centrifuga,
agitador e vortex) foram limpas com peréxido de hidrogénio 3% e com a
solucdao de descontaminacdo de RNAses RNAseZAP® (Thermo Fisher
Scientific) 20 min antes do uso.

Todo o trabalho de isolamento de RNA foi realizado em sala
exclusiva para analise de RNA (com presenca de ante-sala), localizada no
Laboratorio de Fisiologia do Desenvolvimento e Genética Vegetal
(LFDGV). A limpeza do chéo e remogao de residuos, com instrumentos
exclusivos da sala de RNA, foi realizada sempre antes e depois de cada
atividade. O aparelho de ar condicionado permaneceu desligado durante
todas as etapas descritas a seguir, visando minimizar os riscos de
contamina¢do advindos do ambiente (aerossois). Durante todas as
atividades foram utilizados jalecos (lavados a cada uso) e toucas, luvas e
mascaras descartaveis.

5.3.1 CTAB e Cloreto de litio

O RNA total das hastes de Araucaria e folhas de Araucaria e
Podocarpus foi isolado, baseando-se no protocolo proposto por Lorenz,
Yu e Dean (2010), com modificagdes. No inicio de cada isolamento, as
amostras foram lavadas em dgua DEPC (Apéndice A) visando retirar o
excesso do reagente de estabilizacdo RNAlater®. Imediatamente apds
isso, 4 g de amostra foram macerados em nitrogénio liquido até a
formagdo de um po fino. Com o auxilio de espatula, o material macerado
foi transferido para tubos tipo falcon contendo 20 ml de tampdo de
isolamento (Apéndice B) pré-aquecido a 65 °C. Logo apos, os tubos
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foram incubados em banho-maria a 65 °C por 15 min, com leve agitacao
a cada 3 min. A extracéo organica foi realizada com a adi¢do de 1 volume
de cloroformio. Os tubos foram agitados a 90 RPM por 10 min e
centrifugados em seguida a 7.800 xg por 10 min.

A fase aquosa (sobrenadante) foi transferida para novo tubo de
50 ml e em seguida adicionado %2 volume de cloroférmio. Os tubos foram
agitados a 90 RPM por 5 min e centrifugados em seguida a 7.800 xg por
10 min. A fase aquosa foi novamente transferida para um novo tudo e
novamente foi adicionado % volume de cloroférmio. Os tubos foram
brevemente agitados em vortex e centrifugados em seguida a 7.800 xg por
15 min. Por fim, a fase aquosa foi transferida para novo tubo de 50 ml.
Para a precipitacdo do RNA, foi adicionado 1 volume de cloreto de litio
4 M. O RNA total precipitou durante 12 h a 4 °C, sendo coletado por
centrifugacdo a 7.800 xg por 50 min a 4 °C. Neste protocolo, o cloreto de
litio possui por fung¢do precipitar o RNA total sem precipitar o DNA total,
que ¢é considerado um contaminante. Contudo, por seguranga, o DNA
total é digerido ao final do isolamento de RNA.

O sobrenadante foi descartado e o pellet de RNA foi
ressuspendido em 800 pl de tampdo SSTE a 60 °C (Apéndice B). A
solugdo foi transferida para microtubo de 2 ml e foram adicionados 800
pl de cloroférmio. Os tubos foram brevemente agitados em vortex e
centrifugados a 13.000 xg por 5 min. A fase aquosa foi transferida para
um microtubo de 1,5 ml onde foram adicionados 1 ml de etanol absoluto
e 50 pl de acetato de sodio 3 M. Os microtubos foram mantidos em freezer
-80 °C durante 30 min para a precipitacdo do RNA total. Apds isso, os
tubos foram centrifugados a 13.000 xg por 5 min. O pellet de RNA foi
brevemente lavado com etanol 75%, seco em temperatura ambiente e em
seguida ressuspendido em 20 pl de dgua livre de DNAse e RNAse
(Ambion). O DNA total contaminante foi digerido com a utilizacdo da
enzima TurboTM DNAse (Ambion). A reagdo de digestdo foi realizada
em um volume de 50 pl, contendo 1 pl de enzima (2 U), 5 pl de tampao
enzimatico 10 X, 40 ul da amostra de RNA total e 4gua ultra-pura (q.s.p.).
As reagoes foram mantidas a 37 °C durante duas horas e em seguida
foram adicionados 5 pl de tampao de inativacdo. Os tubos foram agitados
brevemente em vortex e mantidos em temperatura ambiente por 10 min,
com agitacdo leve a cada 2 min. Em seguida, as reagdes inativadas foram
centrifugadas a 11.000 xg por 10 min. O sobrenadante contendo o RNA
total isolado foi transferido para outro microtubo e mantido a -80 °C até
o momento das analises posteriores.
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5.3.2 Kit Nucleospin RNA Plant®

O RNA total das amostras de grdos de pélen foi isolado com a
utilizacdo do kit Nucleospin Plant RNA (Macherey-Nagel, Diiren,
Alemanha). Cerca de 100 mg de po6len foram rapidamente submersos em
nitrogénio liquido visando a formacédo de cristais de gelo e ruptura das
estruturas celulares dos graos de polen. Apds a total evaporagdo do
nitrogénio liquido o material foi transferido para um microtubo contendo
B-mercaptoetanol (1%) e tamp@o de lise celular. As demais etapas foram
baseadas nas recomendacdes do fabricante, com modificagdes, e estdo
descritas no Anexo A.

5.4 Quantificacio e verificacio da qualidade do RNA

A partir desta etapa, todos os procedimentos laboratoriais foram
realizados no laboratorio de sequenciamento de acidos nucleicos do
Nucleo de Fixacao de Nitrogénio (NFN), localizado no departamento de
Bioquimica, do Centro Politécnico da Universidade Federal do Parana.
As amostras foram transportadas em solug¢do, de Florianopolis até
Curitiba, congeladas em gelo seco (-78,5 °C).

A qualidade do RNA isolado ¢ de extrema importancia para o
sucesso das bibliotecas de cDNA que serdo sequenciadas em qualquer
plataforma de sequenciamento de DNA de segunda geragdo. Em fungio
disso, todas as amostras foram submetidas a diversas analises, visando a
garantia de um bom RNA total inicial, assim minimizando possiveis
problemas futuros relacionados ao preparo das bibliotecas de cDNA,
sequenciamento e analise de dados.

Inicialmente, amostras de RNA isoladas foram submetidas a
eletroforese em gel desnaturante de agarose 1,0% (Apéndice C), visando
detectar a qualidade das bandas de rRNA 18S e 25S. Estes rRNA sdo os
mais intensamente expressos em amostras vegetais, logo a qualidade das
das bandas reflete a qualidade geral da amostra. O gel também pode
revelar a presenca ndo adventicia de DNA nuclear, extra-nuclear
(mitocondrial e plastidial), contaminagdo por polissacarideos e
degradacdo de mRNA.

A presenca de contaminantes, principalmente proteinas e
compostos fenolicos, nas amostras de RNA total, foi verificada com a
utilizacdo do espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo Fischer
Scientific, Waltham, EUA). Foi aplicado 1 pl de RNA total por amostra e
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a leitura foi realizada com base no parametro RNA-40. Foram
consideradas amostras de RNA total sem a presenca de contaminantes
amostras com os valores das relagoes 260/280 e 260/230 entre 1,8 e 2,2,
respectivamente.

O RNA total foi quantificado com a utilizagdo do fluorimetro
QubitTM 1.0 (Thermo Fisher Scientific), com o emprego do kit QubitTM
RNA assay (Thermo Fisher Scientific). Foi formado um mix contendo 1
ul do Componente A (fluordforo) e 199 pl do Componente B (tampio),
por amostra. Para a quantificacdo no aparelho, foram pipetados 199 ul do
mix e adicionado 1 pl da amostra a ser quantificada. Os tubos foram
brevemente agitados em vortex, incubados em temperatura ambiente por
dois minutos e em seguida foi realizada a calibracdo do equipamento
(quantificag¢@o dos padrdes) e quantificagdo das amostras.

A integridade das amostras foi medida com a utilizagdo do
equipamento 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Wilmington,
EUA), com o uso do kit Agilent RNA 6000 Pico (Agilent Technologies)
e Agilent RNA 6000 Pico Ladder (Agilent Technologies). A classe de
ensaio utilizada foi a RNA total de eucariotos. Cada amostra recebeu um
valor entre 0 e 10, onde 10 representa a amostra 100% integra. Este valor
¢ denominado de RIN (RNA Integrity Number) e foi proposto por
Schroeder et al. (2006). Foram consideradas integras as amostras com
RIN acima de 6,5. Outro indicador de integridade analisado foi a relagdo
28S/18S. Esta relagdo é baseada no tamanho em kb das moléculas de
rRNA, que ¢ aproximadamente de 5 kb e 2 kb. A divisdo teorica entre as
quantidades desses rRNAs ¢ de 2,7:1, mas a relacdo 2:1 sempre foi
considerada como padrdo ouro de integridade de mRNA. Embora essa
relacdo tenha sido criada para a andlise de mRNA de mamiferos
(possuidor de rRNA 28S), o equipamento Agilent 2100 Bioanalyzer
estima a quantidade do rRNA 258 quando a analise é realizada para RNA
total de eucariotos.

5.5 Precipitacido de RNA total

As amostras apresentando baixas relagdes de espectrofotometria
(relagdes 260/280 e 260/230 abaixo de 1,8) foram precipitadas visando a
remocao de contaminantes. A precipitacdo do RNA total foi realizada com
a adigdo de etanol absoluto (3X o volume de RNA total), 5 pl de acetato
de so6dio (3 M) e 1 pl de glicogénio (20 ug/ul). As solugdes foram
brevemente agitadas em vortex e deixadas a -20 °C durante 12 h para a
precipitacdo dos acidos nucleicos.
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Apbs esse periodo, as amostras foram centrifugadas a 11.000 xg
por 30 min visando a concentragdo do RNA total em um tnico pellet. Em
seguida, o sobrenadante foi descartado e foram adicionados 200 pl de
etanol 70% por 1 min. As amostras foram novamente centrifugadas a
11.000 xg por 5 min, seguido pela remogdo do sobrenadante. Os tubos
foram secos em bomba de vacuo por 30 min para a remocao do etanol
residual. A ressuspengdo foi realizada em 20 pl de agua ultra-pura (livre
de RNAse e DNAse). As amostras precipitadas foram novamente
analisadas em espectrofotometro (NanoDrop 2000) para a detecgdo de
contaminantes. O protocolo de precipitacdo do RNA total é novamente
efetuado caso as relagdes de absorbancia se mantenham insatisfatorias.
Porém, o RIN das amostras pode diminuir a medida em que aumenta a
manipulagdo do RNA total.

5.6 Depleciao de RNA

A deplecdo do rRNA foi realizada com a utilizacdo do kit
Ribominus Plant Kit for RNA-Seq (Invitrogen, Carlsbad, EUA), com
utilizacdo do rack magnético MagnaRackTM (Thermo Fisher Scientific).
Neste procedimento, foram efetuadas duas rodadas de deplecdo de rRNA
(Anexo B).

A integridade e quantidade do mRNA enriquecido foram
avaliadas com a utiliza¢do do equipamento 2100 Bioanalyzer (Agilent
Technologies, Wilmington, EUA), com o uso do kit Agilent RNA 6000
Pico (Agilent Technologies) e Agilent RNA 6000 Pico Ladder (Agilent
Technologies). A classe de ensaio utilizada foi a RNA total de eucariotos.

5.7 Construcao das bibliotecas de cDNA

As 12 bibliotecas de cDNA foram construidas com a utilizagao
do kit Ion Total RNA-Seq v.2 (Thermo Fisher Scientific). Este kit permite
a construgdo de bibliotecas de cDNA, e posterior, sequenciamento de todo
o RNA presente nas amostras (Total RNA-Seq - Sequenciamento dos
RNA: s totais, incluindo RNAs indesejaveis, como os ribossomais) (Anexo
C). Por isso, a deplegdo realizada na etapa anterior € de vital importancia,
pois a cobertura de sequenciamento dos mRNA pouco expressos aumenta
significativamente a medida em que a deplegdo ribossomal é bem-
sucedida (O'Neil et al. 2013). Contudo, ainda existe o risco do
sequenciamento de TRNAs residuais. No presente trabalho foram
efetuadas duas rodadas de deplegdo dentro do mesmo Kkit.
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5.7.1 Fragmentacao do RNA

O mRNA foi fragmentado com a utilizacdo da enzima RNAse I11.
Para cada replicata biologica, foi formado um mix contendo 1 pl da
enzima RNAse III, 1 ul de tampao de reacdo 10X e 8 ul de mRNA. O
tubo foi levemente agitado em vortex e em seguida centrifugado (spin). A
reagdo de digestdo foi realizada em termociclador (Veriti Thermal Cycler,
Thermo Fisher Scientific) a 37 °C durante 10 min. Em seguida, os tubos
foram colocados em gelo e foram adicionados 20 pl de 4gua nuclease free
a cada replicata.

5.7.2 Purificacdo do RNA fragmentado

O tubo contendo as beads magnéticas foi agitado manualmente
visando a ressuspeng¢do das beads. Em seguida, foram pipetados 5 pl de
beads e 90 pl da solugdo concentrada de ligacdo (binding solution) em 12
pogos da placa de processamento. A solucdo foi misturada com o auxilio
de uma pipeta P100 ajustada para 50 pl. Apds isso, 30 ul de mRNA
fragmentado foram transferidos para a placa de processamento (uma
replicata por pogo da placa).

Foram adicionados 150 pl de etanol absoluto a cada um dos 12
pogos da placa de processamento. A solucdo foi misturada com o auxilio
de uma pipeta P200 ajustada para 150 pl e ficou em temperatura ambiente
por 5 min visando a ligagdo magnética com as beads. Apds isso, a placa
de processamento foi transferida para o rack magnético, onde permaneceu
por 6 min para separagdo das beads. O sobrenadante foi aspirado e
descartado com o auxilio de uma pipeta P100 ajustada para 50 pl. Em
seguida, foram adicionados 150 pl da solucdo concentrada de lavagem
(Wash solution). As amostras foram incubadas em temperatura ambiente
por 30 s e apos isso o sobrenadante foi novamente aspirado e descartado.
A placa de processamento permaneceu em temperatura ambiente por mais
5 min para a evaporagdo do etanol residual.

Para a eluigdo do RNA fragmentado, foram adicionados 12 pl de
agua nuclease free pré-aquecida a 37 °C. As beads foram misturadas com
a agua com auxilio de pipeta P10 pl. A placa de processamento
permaneceu em temperatura ambiente por 1 min e depois mais 1 min no
rack magnético. O sobrenadante contendo o RNA fragmentado e
purificado foi recolhido e acondicionado em um novo microtubo.
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5.7.3 Avaliacio da qualidade e distribui¢do de tamanho do
RNA fragmentado

O RNA fragmentado foi quantificado com a utilizagdo do
fluorimetro Qubit™ 1.0 (Thermo Fisher Scientific), com o emprego do
kit QubitTM RNA assay (Thermo Fisher Scientific) como descrito
anteriormente. A distribuicdo de tamanho foi realizada com a utilizagao
do equipamento 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Wilmington,
EUA), com o uso do kit Agilent RNA 6000 Pico (Agilent Technologies)
e Agilent RNA 6000 Pico Ladder (Agilent Technologies). A classe de
ensaio utilizada foi a RNA total de eucariotos. O processo de
fragmentagdo produz fragmentos de 35 pb até milhares de pb,
dependendo da amostra. A faixa ideal tamanho dos fragmentos de mRNA
¢ de 100 pb a 200 pb.

5.7.4 Hibridizacgao e ligacio do RNA

O mix de hibridizagao foi preparado, em gelo, da seguinte forma:
13 (n° de replicatas + margem de seguranca de 8,33%) x 2 ul de lon
Adaptor Mix v2 + 3 ul de Hibridization Solution, totalizando 5 ul. Em
seguida, os 5 pl do mix de hibridizagdo foram pipetados em um novo
microtubo contendo 3 ul da amostra de RNA fragmentado. A nova
solucdo foi brevemente misturada com o auxilio de pipeta P10 e
brevemente centrifugada (spin). Os tubos foram colocados em
termociclador (Veriti Thermal Cycler) onde foi realizada a hibridizagao
do RNA fragmentado com os adaptadores, com as seguintes condigdes de
tempo e temperatura: 65 °C por 10 min, seguido de 30 °C por 5 min.

Ap6s a hibridizacdo, os reagentes de ligagdo foram adicionados
aos tubos ja contendo 8 pl da reacdo de hibridiza¢do. Foram adicionados
10 pl do tampdo de ligagdo 2X e 2 pl da enzima de ligagdo, totalizando
20 pl da nova reagdo. A nova reacdo foi brevemente misturada com o
auxilio de pipeta P10 e brevemente centrifugada (spin). As reagoes de
ligagdo foram realizadas em termociclador (Veriti Thermal Cycler) a
30 °C durante 30 min.

5.7.5 Transcricao reversa (RT)

O mix para areagdo de transcrigdo reversa foi preparado, em gelo,
da seguinte forma: 13 (n° de replicatas + margem de seguranca de 8,33%)
x 2 pl de 4gua nuclease free + 4 pl de tampao 10X RT + 2 pl de ANTP mix
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(2,5 mM) + 8 pul de primer RT v2, totalizando 16 ul de mastermix.

Em seguida, 20 pl da reagéo de ligagdo foram adicionados aos 16
pl de mastermix. Os tubos foram agitados em vortex e brevemente
centrifugados (spin). Os tubos foram incubados a 70 °C por 10 min e em
seguida resfriados em gelo. Foram adicionados 4 pl do mix da enzima
10X SuperScript®IIl. Os tubos foram brevemente agitados e foram
incubados em termociclador (Veriti Thermal Cycler) a 42 °C durante 30
min.

5.7.6 Purificacdo do cDNA

O cDNA foi purificado visando a remo¢do de mRNA residual,
dNTP e primers. O tubo contendo as beads magnéticas foi agitado
manualmente visando a ressuspencdo das beads. Em seguida, foram
pipetados 5 pl de beads e 120 pl da solugdo concentrada de ligagéo
(binding solution) em 12 pogos da placa de processamento. A solugdo foi
misturada com o auxilio de uma pipeta P100 ajustada para 50 pl. Em
seguida, 60 ul de agua nuclease free foram adicionados e misturados aos
40 pl da reagdo RT. Estes 100 ul foram entdo transferidos para a placa de
processamento.

Foram adicionados 125 pl de etanol absoluto a cada um dos 12
pogos da placa de processamento. A solucdo foi misturada com o auxilio
de uma pipeta P200 ajustada para 150 pl e ficou em temperatura ambiente
por 5 min visando a ligagdo magnética com as beads. Apds isso, a placa
de processamento foi transferida para o rack magnético, onde permaneceu
por 6 min para separacdo das beads. O sobrenadante foi aspirado e
descartado com o auxilio de uma pipeta P100 ajustada para 50 pl. Em
seguida, foram adicionados 150 pl da solucdo concentrada de lavagem
(Wash solution). As amostras foram incubadas em temperatura ambiente
por 30 segundos e apds isso o sobrenadante foi novamente aspirado e
descartado. A placa de processamento permaneceu em temperatura
ambiente por mais 5 min para a evaporacao do etanol residual.

Para a eluicdo do cDNA, foram adicionados 12 pl de agua
nuclease free pré-aquecida a 37 °C. As beads foram misturadas com a
agua com auxilio de pipeta P10. A placa de processamento permaneceu
em temperatura ambiente por 1 min e depois mais 1 min no rack
magnético. O sobrenadante contendo o cDNA purificado foi recolhido e
acondicionado em um novo microtubo.
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5.7.7 Amplificaciio e purificacio do cDNA

As amostras purificadas foram amplificadas em PCR, sem a
adi¢do de barcodes, com a utilizagdo do seguinte mix: 13 (n° de replicatas
+ margem de seguranca de 8,33%) x 45 pl do pré mix Platinum PCR Super
Mix High Fidelity + 1 pl do primer lon 5" PCR v2 + 1 pl do primer lon
3" PCR v2. Em um novo microtubo de PCR, foram adicionados os 47 pl
do mix de amplificagdo e 6 pl do cDNA amplificado no passo anterior. A
solucdo foi suavemente agitada e centrifugada (spin).

Em termociclador (Veriti Thermal Cycler), o c¢cDNA foi
amplificado com a utilizacdo da seguinte ciclagem: desnaturacao inicial a
94 °C por 2 min, 2 ciclos contendo: 94 °C por 30 s, 50 °C por 30 s e 68 °C
por 30 s. Em seguida foram realizados 16 ciclos contendo: 94 °C por 30
s, 62 °C por 30 s e 68 °C por 30 s. A reacdo foi finalizada com extensao
final a 68 °C por 5 min. O cDNA amplificado foi purificado visando a
remoc¢do de dANTPs e primers residuais. O tubo contendo as beads
magnéticas foi agitado manualmente visando a ressuspencdo das beads.
Em seguida, foram pipetados 5 pl de beads e 180 pl da solucdo
concentrada de ligacdo (binding solution) em 12 pogos da placa de
processamento. Com o auxilio de uma pipeta P10 a solugdo foi misturada.

Em seguida, os 53 pl da reacdo de amplificacdo de cDNA foram
transferidos para a placa de processamento. Foram adicionados 130 pl de
etanol absoluto a cada um dos 12 pogos da placa de processamento. A
solucdo foi misturada com o auxilio de uma pipeta P200 ajustada para 150
pl e ficou em temperatura ambiente por 5 min visando a ligagdo
magnética com as beads. Apos isso, a placa de processamento foi
transferida para o rack magnético, onde permaneceu por 6 min para
separacao das beads. O sobrenadante foi aspirado e descartado com o
auxilio de uma pipeta P100.

Em seguida, foram adicionados 150 ul da solug¢do concentrada de
lavagem (Wash solution). As amostras foram incubadas em temperatura
ambiente por 30 segundos e apods isso o sobrenadante foi novamente
aspirado e descartado. A placa de processamento permaneceu em
temperatura ambiente por mais 5 min para a evaporagdo do etanol
residual. Para a eluicdo do cDNA amplificado, foram adicionados 15 pl
de agua nuclease free pré-aquecida a 37 °C. As beads foram misturadas
com a agua com auxilio de pipeta P10. A placa de processamento
permaneceu em temperatura ambiente por 1 min e depois mais 1 min no
rack magnético. O sobrenadante contendo o cDNA amplificado
purificado foi recolhido e acondicionado em um novo microtubo.

62



5.7.8 Avaliacido da quantidade e distribuicdo de tamanho do
c¢DNA amplificado

O cDNA das bibliotecas foi quantificado com a utilizagdo do
equipamento 2100 Bioanalyzer, com o uso do kit High Sensitivity DNA
(Agilent Technologies) e High Sensitivity DNA Ladder (Agilent
Technologies). A classe de ensaio utilizada foi a High Sensitivity DNA.
Foi quantificada a porcentagem de DNA de tamanho menor que 160 pb
com a utiliza¢do da faixa de tamanho (size range) de 50 pb a 160 pb. A
concentracdo molar (nM) foi calculada com a utilizacdo da faixa de
tamanho (size range) de 50 pb a 1.000 pb. A cada uma das 12 bibliotecas
foi adicionado um barcode especifico, o que possibilitou a corrida das 12
bibliotecas em um unico chip semicontudor. Com base na concentragdo
molar obtida, as bibliotecas de cDNA foram diluidas na concentragdo de
11 pM em tampao TE, fornecido pelo kit, para a reagdo de
sequenciamento.

5.8 Sequenciamento de cDNA por chips semi-condutores

As 12 bibliotecas de cDNA foram sequenciadas doze vezes cada
(Ion Chip PI v.2, Thermo Fisher Scientific), na plataforma de
sequenciamento de segunda geragdo lon ProtonTM Semiconductor
Sequencer (Thermo Fisher Scientific). Assim, cada replicata biologica
constituiu uma biblioteca de transcritos que foi sequenciada 12 vezes
cada. Para cada biblioteca, as leituras oriundas das 12 corridas foram
agrupadas em um Unico arquivo com formato .fastq.

As bibliotecas foram sequenciadas com a utilizag@o dos chips de
sequenciamento PI v.2 (Thermo Fisher Scientific). Cada chip de
sequenciamento pode sequenciar até 80 milhdes de leituras brutas por
corrida. Mas esse numero depende da qualidade do RNA e das bibliotecas
de cDNA, da eficiéncia no carregamento das amostras no chip, entre
outras variaveis.

As corridas de sequenciamento foram preparadas e realizadas
pela Dra. Michelle Zibetti Tadra Sfeir, responsavel pelo equipamento do
Departamento de Bioquimica do Centro Politécnico da UFPR. O tempo
médio de duragdo de cada uma das 12 corridas foi de aproximadamente 2
h. Os dados das corridas foram transferidos pelo servidor do sequenciador
Torrent SuiteTM (Thermo Fisher Scientific) para o servidor do Nucleo de
Fixacdo de Nitrogénio (NFN) da UFPR (www.genopar.org).
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5.9 Trimming e montagem de novo

Inicialmente foi realizado o descarte das leituras oriundas de
beads policlonais e barcodes. Estas beads contém mais de um template
(fragmento de cDNA). O sequenciamento nas plataformas Ion Torrent
PGM™ ¢ Jon Proton™ ja prevéem certa porcentagem de conteudo
policlonal de até 40% do total de leituras obtidas. A remogdo destas
leituras foi realizada com a utilizagdo do software Torrent Suite (Thermo
Fisher Scientific).

A remogao das leituras (7rimming) com baixa qualidade (Limite:
0.01), leituras com presenga de mais de 2 bases ambiguas e leituras
menores que 50 pb foi realizada com a utilizagdo do software CLC
Genomics Workbench versdo 8.0. (http://www.clcbio.com).

A montagen de novo dos transcriptomas também foi realizada
com a utilizagdo do software CLC Genomics Workbench versao 8.0. Este
software ndo € baseado em linha de comando (UNIX) e foi desenvolvido,
entre outras aplicagdes, para a montagem de transcriptomas sem
referéncia (método de novo) e com a utilizagdo de leituras curtas néo
pareadas “Unpaired sequences”.

Os parametros para a montagem de novo foram os seguintes:
Tamanho minimo de sequéncias contiguas de 120 pb; Word size de 20
nucleotideos e Bubble size de 50 nucleotideos. As op¢des de mapeamento
das leituras foram as seguintes: Custo de pareamento incorreto
(Mismatch): 2; Custo de indel: 3; Fragdo de comprimento: 0.5; Fragdo de
similaridade: 0.8. Apds a montagem de novo, as sequéncias contiguas
com cobertura acima de 5 foram extraidas e utilizados para a anotagdo
funcional com a utiliza¢do do sofiware Bast2Go (Item 4.11).

5.10 Mapeamento e andlise referenciada (Reference based)

As analises referenciadas foram realizadas com a utilizagdo do
software CLC Genomics Workbench, versdo 8.0. O genoma
cloroplastidial de P. lambertii, GenBank: KJ010812, foi usado como
referéncia para a montagem e anotagcdo dos transcritos plastidiais da
espécie na amostra de folha. O genoma referéncia de cpDNA apresenta
133.734 pb com 37,1% de contetido GC. Sdo encontrados 118 genes,
entre eles 31 genes codificando para tRNA, 58 genes codificando para
proteinas e 20 sequéncias codificando para sub-unidades ribossomais
(Vieira et al. 2014).
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A sequéncia completa do genoma cloroplastidial de A.
angustifolia, embora ndo anotada funcionalmente, foi gentilmente cedida
por Vieira, L. do N.. Este genoma de 145.558 pb foi utilizado para a
montagem referenciada das amostras de Araucaria (dados ainda ndo
publicados).

Na montagem e analise dos transcritos mitocondriais das duas
espécies, o genoma mitocondrial de Cycas taitungensis, GenBank:
AP009381, foi tomado como referéncia (Chaw et al. 2008). O genoma
mitocondrial de C. taitungensis ¢ um dos poucos genomas de mtDNA
sequenciados para gimnospermas, possuindo o tamanho total de 414.903
pb, 39 genes codificando para proteinas, 22 genes codificando tRNA e 3
genes de RNA. Somadas, as sequéncias codificantes representam 10,1%
do genoma mitocondrial. Além disso, o genoma apresenta 15,1% de
sequéncias repetitivas e 25 introns.

Alternativamente, todos os transcriptomas também foram
analisados de maneira referenciada contra o genoma completo de
Arabidopsis thaliana. As leituras “trimadas” no item 5.09 foram
utilizadas para a montagem referenciada. Estes, foram mapeados tanto
nas regides génicas quanto nas regides inter-génicas. Os parametros de
mapeamento foram: custo de mismatch: 2; custo de indel: 3; fracdo de
tamanho:0,8; fragdo de similaridade: 0,8. Além disso, as leituras foram
mapeadas em ambas orientagcdes do genoma de referéncia. Os valores de
expressdo de cada transcrito foram calculados com base no parametro
RPKM (Reads Per Kilobase per Million Mapped Reads) (MORTAZAVI
et al. 2008).

5.11 Analise funcional e caracterizaciao dos transcriptomas

A anotacdo funcional proveniente da montagem de novo foi
realizada com a utilizagdo do software Blast2GO v. 3.0.9. (BioBam
Bioinformatics, http://www.biobam.com, CONESA et al. 2005, GOTZ et
al. 2008). Inicialmente, foi realizado um Blast local, independente dos
servidores do NCBI, com a utilizagdo do algoritmo BLASTX (e-Value
cut-off: 1.0 e-5 e devolucdo dos 20 melhores blast hits) das sequéncias
contiguas montadas contra uma base de dados de sequéncias de proteinas
ndo redundantes, com sequéncias oriundas de bases como GenPept,
Swissprot, PIR, PDF, PDB e NCBI RefSeq, totalizando 22.690 MB de
tamanho. Apos a realizagdo do BLASTX, as sequéncias contiguas foram
mapeadas e anotadas funcionalmente de acordo com os termos do Gene
Ontology (GOSlims), nas categorias de fungdes moleculares, processos
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bioldgicos e componentes celulares (ASHBURNER et al. 2000). Figuras
contendo as distribui¢cdes das anotagdes dos termos GO (level 2) foram
construidos com a utilizagdo da ferramenta Web Gene Onthology
Annotation Plot (WEGO) (YE et al. 2006).

A analise e anotacdo funcional dos transcriptomas analisados de
maneira referenciada foi toda efetuada com o software CLC Genomics
Workbench, versdo 8.0. Cada uma das quatro amostras formou um grupo,
composto pelas suas respectivas replicatas bioldgicas. Os resultados do
mapeamento, para cada referéncia, foram comparados grupo a grupo,
sendo que o valor de expressdo utilizado foi o RPKM. Inicialmente, os
dados foram transformados na escala de log 10 e normalizados com base
na totalidade dos valores.

5.12 Identificacdo de SNPs e SSRs putativos

A identificagdo dos SNPs putativos foi realizada com a utilizagéo
do software CLC Genomics Workbench, versdo 8.0. A deteccdo das
variantes foi realizada com a utilizacdo das leituras mapeados contra o
genoma completo de Arabidopsis thaliana. Foram utilizados critérios
rigorosos para a identificagdo das marcas a fim de reduzir o risco de
assumir falsos positivos, como frequéncia minima de alelo (MAF) de
50%, cobertura minima de 100 X.

Os SSRs putativos foram identificados, a partir de sequéncias ndo
redundantes, com tamanho minimo de 600 pb e cobertura minima de 50
X, com a utilizagdo do software SSR Locator (MAIA et al. 2008). O
tamanho de 600 pb foi estabelecido como minimo para o desenho de
iniciadores direto e reverso, apds a identificacdo do motivo SSR. O valor
de cobertura de 50 X tem por fun¢do garantir a fidelidade das sequéncias
visando minimizar eventuais erros no desenho dos iniciadores. O nimero
minimo de repeti¢des (rep.) por motivo SSR foi estabelecido da seguinte
forma: mono-: 12 rep.; 2-mer: 6 rep.; 3-mer: 4 rep.; 4-mer a 10-mer: 3
rep.. Dentro de cada sequéncia contigua, o espagamento minimo entre
SSRs foi de 100 pb.

Apos identificados, os iniciadores direto (forward) e reverso
(reverse) foram desenhados com a utilizagdo do software Primer3
(ROZEN; SKALETSKY, 2000). Os parametros para o desenho dos SSR
foram: temperatura de anelamento (hibridizagdo) a 60 °C; tamanho de
oligonucleotideos entre 18-mer e 22-mer; conteudo GC entre 40% e 50%
(ideal: 50%), presenca de apenas uma base C ou G nas ultimas 3 bases da
extremidade 3° de ambos os iniciadores e tamanho de produtos
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amplificados (amplicons) entre 100 pb e 550 pb, sem a presencga de
estruturas secundarias como loops, hairpins, dimers e cross-dimers. O
intervalo de 450 pb foi escolhido visando a futura criacdo de amplos
paineis multiplex de genotipagem em sequenciador automatico de DNA,
baseado somente em SSRs expressos (génicos). Cada painel podera
conter de 8 a 12 marcadores SSR marcados na extremidade 5 do iniciador
forward com os seguintes fluoréforos: 6-FAM (azul); NED (amarelo);
VIC (verde); PET (vermelho).

67



6 RESULTADOS

6.1 Qualidade e quantidade de RNA total

A qualidade e a quantidade das amostras de RNA sdo fatores
essenciais para o sucesso da construcdo das bibliotecas de cDNA e
posterior sequenciamento dos transcriptomas. Amostras degradadas ou
com a presen¢a de contaminantes podem inibir o funcionamento das
enzimas envolvidas no preparo das bibliotecas e no sequenciamento,
acarretando em um numero elevado de leituras curtas, baixo numero total
de leituras obtidas e bases com baixos valores de qualidade. Os
indicadores de qualidade e quantidade de RNA total das amostras foram
considerados satisfatorios para a analise de RNA-Seq. O protocolo de
precipitacdo de RNA total (Item 5.5) foi utilizado apenas nas replicatas
#1 e #3 de pdlen de A. angustifolia por apresentarem relagdo 260/230
inferior a 1,8 (Tabela 2). Posteriormente ao uso deste protocolo, as
amostras apresentaram valor acima de 1,8 para a relagdo 260/230.

Tabela 2. Indicadores de integridade, pureza e quantidade das amostras de RNA
total pré-deplecdo de rRNA

Amostra Caédigo RIN* 28S/18S*  260/280 260/230  ng/ul

sk sk total***

Folhas - P lambertii #1 1 7,40 2,5 2,05 2,16 1.720,0
Folhas - P lambertii #2 2 8,50 1,8 2,16 2,29 952,0

Folhas - P lambertii #3 3 N/A**** 2,4 2,14 2,29 2.000,0
Folhas - Araucaria #1 4 N/A*F** 2,7 2,00 1,87 147,0
Folhas - Araucaria #2 5 8,50 23 2,05 2,05 478,0

Folhas - Araucaria #3 6 N/A**** 2,1 1,98 2,11 2.000,0
Hastes - Araucaria #1 7 8,20 2,8 2,04 2,14 224,0
Hastes - Araucaria #2 8 6,80 1,8 1,97 1,85 602,0
Hastes - Araucaria #3 9 7,30 2,1 2,02 2,21 326,0
Pélen - Araucaria #1 10 9,20 1.9 2,08 1,62 38,8
Polen - Araucaria #2 11 9,10 1,9 2,15 2,10 42,6

Poélen - Araucaria #3 12 9,40 2,0 2,12 1,72 60,6

Dados oriundos do *Agilent Bioanalyzer 2100, **NanoDrop 2000 e ***Qubit 1.
****RIN nao fornecido pelo instrumento. A principal causa para o ndo
fornecimento do valor de RIN ¢ a detecgdo de um pico na regido rapida (fast
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region), entre os picos de RNA 58S e 18S. Contudo, as amostras foram aceitas por
apresentarem eletroferogramas com padrdes de RIN entre 7,0 € 9,0 (Figura 11).
Fonte: Autor

Uma complilagdo dos eletroferogramas gerados pelo
equipamento Agilent 2100 Bioanalyzer para cada amostra estudada ¢
apresentada na Figura 11. Os principais indicadores de qualidade de RNA
total fornecidos nesta andalise sdo os valores de integridade de RNA (RIN)
e arelagdo 28S/18S, calculada a partir da intensidade dos principais picos
dos rRNAs.

Figura 11. Eletroferogramas das amostras pré-deplegao ribossomal utilizando o
kit RNA 6000 Nano. Picos ndo marcados na base correspondem a rRNA
adicionais. Amostras 1 a 3: RNA total isolado de folhas de P. lambertti; Amostras
4 a 6: RNA total isolado de folhas de A. angustifolia; Amostras 7 a 9: RNA total
isolado de hastes de 4. angustifolia; Amostras 10 a 12: RNA total isolado de pdlen
de A. angustifolia

Fonte: Autor
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6.2 Depleciao de RNA

Os valores da quantificacdo do mRNA ap6s a deplegdo dos RNAs
ribossomais sdo apresentados na Tabela 3. A leitura da biblioteca nimero
10 ndo foi realizada pois o chip do equipamento Agilent 2100 Bioanalyzer
realiza apenas 11 leituras por chip de corrida, sendo os demais espacos
destinados aos padrdes e demais controles. A biblioteca de cDNA da
replicata faltante foi iniciada com base na média das outras duas replicatas
de polen.

Tabela 3. Quantificagdo de mRNA pos-deplegdo ribossomal

Biblioteca Amostra pg/ul
#1 Folhas 192.723
P. lambertii
#2 Folhas 63.841
P. lambertii
#3 Folhas 13.467
P. lambertii
#4 Folhas 101.522
A. angustifolia
#S Folhas 54.460
A. angustifolia
#6 Folhas 51.096
A. angustifolia
#7 Hastes 93.220
A. angustifolia
#8 Hastes 69.718
A. angustifolia
#9 Hastes 4.070
A. angustifolia
#10 Poélen *
A. angustifolia
#11 Poélen 3.542
A. angustifolia
#12 Pélen 882

A. angustifolia
Dados oriundos do Agilent Bioanalyzer 2100
*Leitura ndo realizada, biblioteca iniciada com base nos valores das outras
replicatas
Fonte: Autor

Os eletroferogramas desta analise (Figura 12), também sdo
utilizados para verificar a presenca de rRNA residual caso sejam
identificados picos nas posi¢oes dos rRNAs 18S e 28S, com a eventual
necessidade de uma segunda ou terceira rodada de deplegao ribossomal.
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Figura 12. Eletroferogramas das amostras pos-deplecdo ribossomal utilizando o
kit RNA 6000 Nano. Amostras 1 a 3: RNA total isolado de folhas de P. lambertti,
Amostras 4 a 6: RNA total isolado de folhas de 4. angustifolia; Amostras 7 a 9:
RNA total isolado de hastes de 4. angustifolia; Amostras 11 e 12: RNA total
isolado de polen de 4. angustifolia
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Nestes eletroferogramas, as amostras de mRNA possuem RIN
baixo em fungdo da baixissima presenca de rRNA (auséncia de picos),
pois o indicador de qualidade ¢ calculado com base nos rRNA 18S e 25S.
Estes valores ndo representam a integridade do mRNA, que ¢ analisada
em fungdo do formato dos picos apds o marcador (ladder). Todas as
amostras de mRNA foram consideradas com integridade satisfatéria e
prosseguiram para a construcdo das bibliotecas de cDNA (Figura 12).

6.3 Sequenciamento, frimming e montagem dos transcriptomas

Ap6s a realizacdo de 12 corridas de sequenciamento, as leituras
foram agrupadas em um unico arquivo por biblioteca, totalizando 12
arquivos multifasta. Foram obtidos um total de 341.278.253 milhdes
(45,6 Gb) de leituras brutas com comprimento médio de leitura de 56,71
pb. A porcentagem média de leituras utilizaveis foi de 40,85% apos a
retirada dos barcodes, leituras de baixa qualidade, sequéncias
adaptadoras, policlonais e contaminantes (Tabela 4), reduzindo a
quantidade de dados biologicos para 18 Gb. Apos o trimming, o tamanho
médio das leituras aumentou significativamente para 81,71 pb.

Os maiores transcriptomas sequenciados foram os de folhas e
hastes de araucaria com mais de 106 milhdes e 98 milhdes de leituras
brutas, respectivamente. Apdés o controle de qualidade, estes
transcriptomas continuaram a ser os maiores com mais de 43 e 38 milhdes
de leituras processadas, respectivamente. Entretanto, o transcriptoma de
pélen de araucaria foi o transcriptoma que mais apresentou sequéncias
contiguas com cobertura acima de 5X, com mais de 20 mil contigs na
soma das replicatas bioldgicas. O menor transcriptoma sequenciado foi o
de folhas de P. lambertii com aproximadamente 56 milhdes de leituras
brutas, 26 milhdes de leituras processadas e mais de 12 mil sequéncias
contiguas com cobertura acima de 5X (Tabela 4).

Somente as leituras com qualidade (Phred score) acima de 20
foram utilizados para a montagem de novo. Desta montagem, somente as
sequéncias contiguas com cobertura acima de 5X foram anotadas
funcionalmente de acordo com os termos (GO), com a utilizagdo do
software Blast2Go (Tabela 4).
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Tabela 4. Resumo das leituras, bases e sequéncias contiguas obtidas por meio de RNA-Seq das amostras analisadas

Biblioteca* Total de Total de bases Leituras com alta Tamanho médio Tamanho médio Contigs
leituras brutas qualidade das leituras pré- das leituras pés-  (Cobertura >5)
brutas =QV20) trimming trimming
FPL-1 11.088.379 677.744.884 5.147.921 (46,42%) 77,06 97,4 1.835
FPL-2 23.306.824  1.444.916.047  12.055.425 (51,72%) 60,23 83,05 5.307
FPL-3 21.499.990  1.258.458.076 9.514.592 (44,25%) 58,21 83,98 5.076
FAA-1 28.329.792  1.635.654.279  12.290.435 (43,38%) 57,22 82,82 4.413
FAA-2 43.521.307  2.102.054.049  13.634.866 (31,33%) 48,18 75 5.085
FAA-3 35.101.552  2.132.243.356  17.078.643 (48,65%) 59,55 82,78 5.342
HAA-1 31.229.808  1.670.474.899  12.359.417 (39,57%) 52,07 77,5 3.011
HAA-2 30.996.988  1.528.696.508  10.587.475 (34,15%) 48,53 72,55 2.991
HAA-3 36.203.778  2.154.692.603  15.512.055 (42,84%) 57,92 86,53 6.846
PAA-1 34.181.932  1.907.323.472  14.863.610 (43,48%) 54,74 78,98 8.946
PAA-2 10.672.054 640.610.186 4.856.725 (45,51%) 57,56 84,2 2.309
PAA-3 35.145.849  1.743.189.630  11.508.336 (32,74%) 49,28 75,77 8.882
Total 341278253 18.896.057.989 139.409.500 (40,85%) | e00az |

*FPL — folhas P. lambertii; FAA — folhas A. angustifolia; HAA — hastes A. angustifolia; PAA — pdlen A. angustifolia.

Fonte:Autor
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O contetido GC das amostras analisadas ficou abaixo dos 50%,
com excecdo de uma replicata bioldgica de hastes de 4. angustifolia com
valor de 50,8%. O valor médio das replicatas de folhas de P. lambertii foi
de 46,1%, seguido de 45,4% para pdlen de A. angustifolia, 46,96% e
48,66% para aciculas e hastes de 4. angustifolia, respectivamente (Tabela
5).

Tabela 5. Propor¢do de nucleotideos (%) e conteido GC% apds o controle de
qualidade das bibliotecas sequenciadas

Biblioteca* A T C G C+G%
FPL-1 28,0 26,4 19,7 25,9 45,6
FPL-2 27,9 26,0 20,3 25,8 46,1
FPL-3 27,0 26,4 21,0 25,6 46,6
FAA-1 26,8 25,9 21,2 26,1 47,3
FAA-2 28,5 258 19,6 26,1 45,7
FAA-3 27,0 251 21,1 26,8 479
HAA-1 24,7 245 231 21,7 50,8
HAA-2 26,7 24,8 21,7 26,8 48,5
HAA-3 27,5 25,8 20,9 25,8 46,7
PAA-1 29,0 26,6 19,2 25,2 444
PAA-2 27,6 25,6 20,4 26,4 46,8
PAA-3 28,4 26,6 19,5 25,5 45,0

*FPL — folhas P. lambertii; FAA — folhas A. angustifolia; HAA — hastes A.
angustifolia; PAA — polen A. angustifolia.
Fonte: Autor

6.4 Analise funcional e caracterizacao dos transcriptomas

A distribuicdo dos valores das replicatas bioldgicas de cada
amostra (Box plot, Figura 13), revelam algumas discrepancias na
distribui¢do dos dados de RNA-Seq. Cada “caixa” ¢ formada pelo
primeiro quartil, pelo terceiro quartil e pela mediana. As hastes superiores
e inferiores se estendem até seus respectivos limites. Caso existam valores
fora dos limites estes dados sdo considerados como outliers ¢
representados por asteriscos. Nas corridas analisadas ndo foram
identificados outliers, no entanto as corridas apresentaram grandes
variagdes no que se refere a distribui¢do dos limites superiores e
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inferiores. Possiveis variagdes entre as replicatas bioldgicas ja eram
esperadas por se tratarem de amostras de RNA e coletadas a campo
(ambientais). Assim, a manipulagdo do RNA nas etapas de isolamento,
deplecdo de rRNA, purifica¢do e construgdo das bibliotecas de cDNA
podem vir a degradar o mRNA. Outra fonte de variagdo pode estar nos
distintos niveis de expressdo génica das proprias replicatas no momento
da coleta das amostras.

Figura 13. Box plot. Mapeamento contra o genoma completo de Arabidopsis
thaliana. As cores representam amostras distintas; vermelho - folhas de P
lambertti; verde - folhas de A. angustifolia; azul - hastes de A. angustifolia;
amarelo - polen de 4. angustifolia
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Fonte: Autor

Outro recurso relacionado a visualizagdo de um grande volume
de dados transcriptomicos ¢ ao controle de qualidade das amostras
sequenciadas sdo os Heat maps (Figura 14). Estas figuras sdo ferramentas
utilizadas para a visualizagdo de diferencas quantitativas nos niveis de
expressao génica das amostras. Além disso, um dendrograma ¢ gerado a
partir destes graficos bi-dimensionais, evidenciando a similaridade entre
as amostras. Cada coluna no Heat map representa uma replicata biologica
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de uma amostra sequenciada, sendo que cada linha representa a expressao
de determinado gene. A cor vermelha indica altos niveis de expressao
génica, a cor azul indica o contrario. Esta analise foi realizada a partir do
mapeamento das leituras contra o genoma completo de Arabidopsis
thaliana. Apesar das grandes diferencas gendmicas entre as espécies deste
trabalho e A. thaliana, a andlise dos Heat maps oferece informagdes
relevantes no que se refere a similaridade e ao controle de qualidade das

amostras sequenciadas.

Figura 14. Heat map mostrando o padrdo de expressdo das amostras e suas
replicatas biologicas quando do mapeamento referenciado contra Arabidopsis

thaliana
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FPL: folhas P. lambertii; FAA: folhas A. angustifolia; HAA: hastes A.
angustifolia; PAA: polen A. angustifolia.
Fonte: Autor

Com base nas medianas presentes no Box plot (Figura 13) e no
padrao de expressdo dos Heat maps (Figuras 14), foi retirada da analise
transcriptdmica a replicata biologica mais discrepante de cada amostra
sequenciada, como por exemplo a replicata n°l de hastes de 4.
angustifolia (Figura 14, primeira coluna). Deste modo, a andlise dos
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transcriptomas de cada amostra foi realizada com duas replicatas
biologicas cada.

A andlise dos componentes principais (PCA) das replicadas
selecionadas para cada amostra é apresentada na Figura 15. As replicatas
de folhas de 4. angustifolia (pontos verdes) mostram certa proximidade
entre si. O mesmo ocorre com as amostras de folhas de P. lambertii
(pontos vermelhos), onde ocorre a maior proximidade entre replicatas das
amostras sequenciados. Ja as amostras de hastes (pontos azuis) e polen
(pontos amarelos) ndo apresentam agrupamento entre si. As replicatas de
hastes mostram certa proximidade das replicatas de folhas de A.
angustifolia, onde a menor distancia entre dois pontos de toda a PCA ¢
entre uma replicada de hastes e uma replicada de folhas. Os dois pontos
das amostras de hastes apresentam a maior distancia entre si em relacao
as quatro amostras analisadas.

Em andlise transcriptdmica via RNA-Seq, como em outros
ensaios, as variagdes entre as replicatas podem ser de origem técnica
como também de origem biologica. Partes das varia¢des encontradas
entre as amostras e replicatas nos graficos de caixa (Figura 13), Heat map
(Figura 14) e na P.C.A (Figura 15) podem ser atribuidas aos variados
niveis de expressdo génica entre as amostras coletadas nos distintos dias.
Além disso, 0 armazenamento das amostras e o processamento de RNA
desde o momento do isolamento até a construgado das bibliotecas de cDNA
podem ter causado as discrepancias entre as replicatas.
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Figura 15. Analise dos componentes principais (PCA) quando da utiliza¢do do
genoma de Arabidopsis thaliana como referéncia. A cor em vermelho representa
as replicatas das amostras de folhas de P. lambertti; verde representa folhas de A.
angustifolia; azul representa hastes de 4. angustifolia; amarelo representa polen
de A. angustifolia
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Fonte: Autor

Para uma melhor visualizacao das diferencas entre as amostras,
o padrido de expressdo dos transcritos foi comparado par-a-par com a
utilizagdo dos graficos vulcdo (Volcano plots) (Figura 16). As figuras
mostram a relagdo entre os p-values e a magnitude da diferenca dos
valores de expressdo génica das amostras. Os pontos azuis no grafico
representam os transcritos identificados em ambas amostras da
comparacdo. No eixo y sdo plotados os valores dos p-values em —log10.
No eixo x sdo plotados os valores de “fold change” dos transcritos.
Quanto maior a diferenga na expressdo de um gene, mais extremo sera o
ponto no eixo x. E quanto mais significativo, menor o p-value, sendo
maior o valor em -logl0. Os pontos de interesse, possuidores de
diferengas significativas na expressdo irdo aparecer na parte elevada dos
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graficos.

Figura 16. Volcano plot das amostras comparadas par-a-par e mapeadas contra o
genoma completo de Arabidopsis thaliana. FAA: Folhas de A. angustifolia;
HAA: Hastes de A. angustifolia; PAA: Polen de A. angustifolia; FPL: Folhas de

P, lambertii
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A andlise das figuras mostra que a grande maioria dos genes
analisados ndo possui diferencgas significativas nos niveis de expressao,
pois estio abaixo do valor 2 na escala de -log10, o que representa um p-
value de 0,01. A comparagdo mais homogénea entre amostras foi a
realizada entre folhas e hastes de A. angustifolia. O maior nimero de
diferencgas significativas nos niveis de expressdo estdo nas comparacdes
da amostra foliar de P. lambertii com as amostras de foliares, de hastes e
de polen de A. angustifolia (Figura 16).

Apos a realizagdo destas etapas relacionadas ao controle de
qualidade dos resultados de sequenciamento, similaridade e agrupamento
entre as amostras, foi realizado o BLASTX das sequéncias contiguas
provenientes da montagem de novo.

As duas espécies que mais contribuiram com 7op-hits na analise
de BLASTX foram Picea sitchensis, com mais de 5700 Top-hits e
Amborella trichopoda com mais de 1500 Top-hits (Figura 17). Os Top-
hits sdo os melhores alinhamentos obtidos na analise de BLASTX,
possuindo o menor e-value (maior confianga) entre todos os hits obtidos.
O género Picea ¢ um dos géneros de coniferas mais bem caracterizados
nas areas genomicas, transcriptomicas e protedmicas, possuindo elevado
volume de dados bioldgicos nas mais importantes bases de dados
(RALPH et al. 2006; RALPH et al. 2008; CHEN et al. 2012;
RAHERISON et al. 2012; BIROL et al. 2013).

Amborella  trichopoda € uma espécie de angiosperma
considerada basal, sendo o mais recente ancestral comum de todas as
angiospermas existentes. Além disso, a espécie possui distribuicdo restrita
as ilhas da Nova Caledonia, local possuidor de espécies do género
Podocarpus (KELCH, 1997; KELCH, 1998) e local de endemismo de 13
espécies do género Araucaria (SETOGUCHI et al. 1998). O genoma de
A. trichopoda ja foi completamente sequenciado (AMBORELLA
GENOME PROJECT, 2013) e revela caracteristicas semelhantes aos
genomas de gimnospermas. Além disso, Rice et al. (2013) reportaram a
transferéncia horizontal de genomas mitocondriais completos de outras
espécies de angiospermas para dentro do genoma de A. trichopoda. A
espécie possui cinco genomas mitocondriais distintos e independentes,
fruto das diversas transferéncias de genes ao longo da evolugdo da
espécie. A elevada similaridade das sequéncias de A. angustifolia e P.
lambertti com sequéncias de A. trichopoda sugere que as coniferas
nativas da Nova Caledonia também transferiram DNA para esta
angiosperma basal. No entanto, esta hipotese devera ser testada com a
realizacdo de andlises filogenéticas especificas.
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Pinus taeda foi a outra conifera a contribuir com Top-hits, além
de P. lambertii no transcriptoma de folhas da propria espécie. As demais
espécies utilizadas neste procedimento sdo angiospermas. A ultima linha
de cada figura representa o somatdrio de Top-hits em espécies com menos
de 50 hits (Figura 17).

Figura 17. Distribui¢do dos top-hits por espécie na analise de BLASTX para os
transcriptomas de folhas, hastes e polen de A. angustifolia e folhas de P. lambertii
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O ntimero de transcritos anotados com sucesso com a utiliza¢do
do software Blast2Go a partir dos resultados do BLASTX foi variavel
entre as corridas de sequenciamento. Em A4. angustifolia, foram anotados
4.354 unigenes distintos a partir do transcriptoma de folhas, 3.643
unigenes do transcriptoma de hastes e 9.354 unigenes do transcriptoma
de polen. Em P. lambertii foram identificados 4.649 unigenes no
transcriptoma de folhas.

Os resultados das categorizagdes funcionais dos transcriptomas
de A. angustifolia estao explicitados nas Figuras 18, 19, 20 ¢ 21. Como
foi sequenciado apenas uma amostra de P. lambertii, este transcriptoma
foi denominado de transcriptoma referéncia da espécie (Figura 21). A
comparacao dos termos anotados entre os transcriptomas de folhas de A.
angustifolia e P. lambertii é apresentada na Figura 23.

Os diferentes genes anotados foram classificados nos respectivos
termos (#GO) e separados em trés distintas categorias. Estas categorias e
sub-categorias reinem os genes ligados a processos biologicos (BP),
genes responsaveis pelas fun¢des moleculares (MF) e genes responsaveis
aos componentes celulares (CC) (ASHBURNER et al. 2000).

Em todos os transcriptomas de 4. angustifolia, o maior nimero
de sub-categorias foi alocado na categoria de processos biologicos,
seguido das categorias de componentes celulares e fungdes moleculares.
No transcriptoma de graos de polen foram identificadas 307 sub-
categorias, sendo 40 sub-categorias de componentes celulares, 196 sub-
categorias de processos biologicos e 71 sub-categorias de funcdes
moleculares. Foram identificadas as mesmas 71 sub-categorias de termos
GO nos transcriptomas de folhas e hastes de A. angustifolia e folhas de P.
lambertii, sendo 17 sub-categorias de componentes celulares, 42 sub-
categorias de processos biologicos e 12 sub-categorias de funcdes
moleculares. No entanto, o nimero de genes anotados funcionalmente
foi maior no transcriptoma de folhas de 4. angustifolia.

Na categoria funcional de Processos Biologicos (BP), os termos
mais frequentes em todos os transcriptomas analisados foram de
transcritos relacionados com processos de biossintese, processos
celulares e processos que envolvem nucleobases (Figuras 18, 19 e 20). Os
genes que atuam nos processos de biossintese sdo genes que mediam
reacOes para a formagdo de substincias, consumindo energia para a
transformacgao de substancias simples em complexas, como por exemplo,
o processo fotossintético. Os processos celulares englobam todos os
processos que ocorrem no interior das células, visando o crescimento e
manuten¢do das mesmas. Os processos que envolvem nucleobases sdo
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todos os processos metabolicos onde nucleotideos, nucleosideos e acidos
nucleios atuam, como por exemplo, a transcrigdo e a tradugao.

Na categoria de fungdes moleculares, os termos mais frequentes
foram os relacionados a atividade catalitica e a ligacdo ou acoplamento
em geral (binding). A atividade catalitica remete a atividade enzimatica
realizada por proteinas (enzimas) e também por RNA (ribozimas). Estas
enzimas identificadas em cada transcriptoma foram distribuidas em seis
principais classes: Oxidoredutares; Transferases; Hidrolases; Liases;
Isomerases e Ligases. (Apéndice D).

Em relagdo aos componentes celulares das amostras
sequenciadas, foram identificados mais transcritos relacionados ao
plastideos nos transcriptomas de folhas de 4. angustifolia e P. lambertii
do que nos transcriptomas de hastes e polen de A. angustifolia. Nestes
dois ultimos transcriptomas, os transcritos relacionados a formagao das
membranas celulares, com excecdo da membrana plasmatica, foram
predominantes. A predomindncia de transcritos relacionados aos
plastideos nos transcriptomas de folhas ocorre em func¢do das folhas
serem fotossinteticamente ativas. Ja a presenca destes mesmos transcritos
nos graos de pdlen se ddo em fungdo dos plastideos de reserva energética,
como os leucoplastos.

Ainda em relagdo ao pélen de 4. angustifolia, foram encontrados
transcritos responsaveis pela formagdo da matriz proteica extracelular
(Componentes Celulares, Figura 20). Estes transcritos ndo foram
identificados nos demais transcriptomas e sao responsaveis pela formacao
da exina que recobre e protege os graos de pdlen. Além disso, pode-se
constatar a presenga de transcritos mitocondriais na categoria de
componentes celulares, apesar de em A. angustifolia os graos de pdlen
ndo transmitirem mitocondrias, apenas os cloroplastos (Figura 20). Estes
transcritos mitocondriais fazem parte do transcriptoma tardio dos graos
de pdlen, necessarios durante o inicio da germinagao dos tubos polinicos.
Outros termos exclusivos no transcriptoma de graos de podlen sio:
simplasto, atividade antioxidante, reserva nutricional, biogénese de
componentes celulares, sistema imune, locomogdo, processos ritmicos e
formagdo anatdmica estrutural. Estes termos exclusivos representam
menos de 1 % dos genes anotados no transcriptoma de graos de pdlen. Os
transcriptomas de folhas e hastes de A. angustifolia apresentaram
comportamento muito similar, sendo que no transriptoma de folhas o
nimero de unigenes anotados foi maior, com excec¢do dos seguintes
termos: regulagdo enzimatica, transdugdo molecular, transporte e
crescimento.
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Figura 18. Distribui¢des das anotagdes funcionais com utilizagdo dos termos GO
no transcriptoma de folhas de A. angustifolia. As barras do histograma
representam o numero de unigenes identificados nas mais frequentes categorias
funcionais de processos biologicos (BP), fun¢des moleculares (MF) e

componentes celulares (CC)
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Figura 19. Distribui¢des das anotagdes funcionais com utilizagdo dos termos GO
no transcriptoma de hastes de A. angustifolia. As barras do histograma
representam o numero de unigenes identificados nas mais frequentes categorias
funcionais de processos biologicos (BP), fun¢des moleculares (MF) e

componentes celulares (CC)
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Figura 20. Distribui¢des das anotagdes funcionais com utilizagdo dos termos GO
no transcriptoma de pdlen de A. angustifolia. As barras do histograma
representam o numero de unigenes identificados nas mais frequentes categorias
funcionais de processos biologicos (BP), fun¢des moleculares (MF) e

componentes celulares (CC)
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Figura 21. Distribui¢des das anotagdes funcionais com utilizagdo dos termos GO
no transcriptoma de folhas de P. lambertii. As barras do histograma representam
o nimero de unigenes identificados nas mais frequentes categorias funcionais de
processos biologicos (BP), fungdes moleculares (MF) e componentes celulares
(CO)
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Figura 22. Distribuigdo dos termos GO (level 2) mais abundantes nos

transcriptomas de folhas (azul), hastes (vermelho) e podlen (verde) de A.

angustifolia
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Figura 23. Distribui¢do dos termos GO (level 2) mais abundantes nos
transcriptomas de folhas de A. angustifolia (vermelho) e P. lambertii (azul)
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6.5 Identificacio de SNPs e SSRs putativos

Ao total, foram identificados 224 e 35 SNPs putativos para A.
angustifolia e P. lambertii, respectivamente, com base em 82.114
sequéncias contiguas (Apéndices E e F). Este resultado corresponde a 1
SNP putativo a cada 56,78 kb. Inser¢des ou delegdes de apenas 1 pb ndo
foram considerados como marcas SNPs. Para a identificacdo de
marcadores putativos em A. angustifolia foram utilizados conjuntamente
os dados de sequenciamento das trés amostras analisadas, representando
o genoma de dois individuos distintos. Isto significa que para A.
angustifolia, a busca por SNPs putativos foi realizada a partir de quatro
genomas haploides, contra dois de P. lambertii. Embora o volume de
dados utilizados para A. angustifolia tenha sido trés vezes maior do que
em P. lambertti, o nimero de marcas putativas foi seis vezes maior. Nos
transcritos analisados, a frequéncia de SNPs por kb em A. angustifolia foi
praticamente o dobro do que em P. lambertii (Tabela 6).

Tabela 6. Resumo dos SNPs putativos identificados em A. angustifolia e P.
lambertti

A. angustifolia P. lambertii
Numero de contigs analisados 47.825 12.218
Total de bases analisadas 11.183.469 3.521.710
Numero de sequéncias contendo mais de 37 05
um SNP
Numero total de SNPs 224 35
Frequéncia de SNPs 1 a cada 49,93 kb, 1 a cada 100,62 kb,
ou, 0,02 SNP/kb ou, 0,01 SNP/kb

Fonte: Autor

Em 37 sequéncias de A. angustifolia foram encontrados mais de
um SNP putativo, para P. lambertii este fato ocorreu apenas 5 vezes,
sendo que grande parte dos transcritos analisados possui menos de um
kilobase de tamanho. Assim, a frequéncia ou densidade de SNP/kb seja
apenas um valor teorico, servindo como referéncia do numero de
mutagdes em relacdo ao total de bases analisadas. De maneira andloga,
poderia ter sido utilizada a porcentagem de bases mutantes em relagdo ao
total de bases analisadas, sem prejuizo algum na informagao acessada.

Para A. angustifolia, a quantidade de mutacdes encontradas nos
SNPs putativos do tipo transi¢des foi em maior nimero do que do tipo
transversoes. Para P. lambertii, foi identificada somente uma transi¢do a
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mais que transversao. A relagdo Ti/Tv foi 2,15 para A. angustifolia e 1,05
para P. lambertii, sendo caracterizada pela divisdo do numero de
transi¢des (Ti) pelo nimero de transversdes (Tv) de bases nitrogenadas
(Tabela 7).

Tabela 7. Distribuicdo dos SNPs putativos em A. angustifolia e P. lambertii por
tipo de mutagio

SNP A. angustifolia P. lambertii

Transi¢oes (Ti)

A <-> G (purina <-> purina) 72 (32,14%) 07 (20,00%)
C <->T (pirimidina <-> pirimidina) 81 (36,16%) 11 (31,42%)
Total de transicdes 153 (68,30%) 18 (51,42%)

Transversoes (Tv)

A<>T 16 (07,14%) 05 (14,29%)
G<>T 24 (10,72%) 02 (5,72%)
C<>G 10 (04,46%) 07 (20,00%)
A<>C 21 (09,38%) 03 (08,57%)
Total de transversoes 71 (31,70%) 17 (48,58%)

Total geral 224 35

Relac¢ao Ti/Tv 2,15 1,05

Transigdes (base purica vs. base purica, base pirimidica vs. base pirimidica)
Transversoes (base purica vs. Base pirimidica)
Fonte: Autor

As porcentagens dos tipos de transi¢des e transversdes nao
apresentaram semelhangas entre A. angustifolia e P. lambertii. Uma
provavel razdo para este fato pode ser o baixo numero de sequéncias
contiguas utilizadas para a busca de SNPs putativos para P. lambertti em
comparacgdo com A. angustifolia.

Além dos SNPs, foram identificados 113 indels para P. lambertii
e 431 indels para A. angustifolia, variando de 1 pb a 10 pb e totalizando
544 indels para as duas espécies. A relagdo entre o numero de
substituicdes (SNP) e entre o niimero de indels (S/1) foi de 0,31 para P.
lambertii e de 0,52 para 4. angustifolia.

Em relagdo aos marcadores SSR, somando os dados das duas
espécies, foram identificados 100 SSR putativos em 661 sequéncias
contiguas, correspondendo a 1 SSR putativo a cada 5,82 kb. Embora o
nimero de sequéncias putativas identificadas nas analises de RNA-Seq
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tenha sido maior para A. angustifolia do que para P. lambertii, a
frequéncia de marcas por sequéncia de DNA foi muito préxima entre as
espécies. J& o numero de sequéncias contendo motivos SSR foi
praticamente o mesmo (Tabela 8).

Tabela 8. Resumo dos SSRs putativos identificados em A. angustifolia e P,
lambertti

A. angustifolia P. lambertii
N° de contigs nao reduntantes analisados 488 173
Total de bases analisadas 413.332 169.638
Numero de sequéncias contendo SSRs 62 (12,70%) 22 (12,71%)
Numero de sequéncias contendo mais de um SSR 8 4
Numero total de SSRs 72 28
Pares de iniciadores desenhados 35 21
Frequéncia de SSRs 1 a cada 5,74 kb, 1 a cada 6,05 kb,

ou, 0,17 SSR/kb ou, 0,16 SSR/kb
Fonte: Autor

Os maiores valores para numero de SSRs ocorrem em A.
angustifolia, pois os valores apresentados para P lambertii, sdo
provenientes apenas do sequenciamento de uma amostra (folhas) contra
trés amostras de 4. angustifolia (folhas, hastes e polen) (Tabela 4). Dos
100 motivos SSR identificados, em 44 nao foi possivel o desenho de um
dos iniciadores. Isto se deu em fungdo dos motivos repetitivos estarem
muito proximos das extremidades 5 e 3° das sequéncias contiguas,
impossibilitando o desenho de um dos dois iniciadorores. Os resultados
do desenho dos iniciadores, como a sequéncia dos iniciadores direto (F)
e reverso (R), temperatura de anelamento dos oligos (Tm °C), tamanho
esperado de amplicons variando entre 113 pb e 565 pb, tipo de motivo
SSR ¢ inicio de fim destes motivos dentro das sequéncias contiguas
analisadas estdo inseridos nos Apéndices G ¢ H. Em apenas trés casos
foram identificadas diferencas de mais de 1 °C entre as temperaturas de
hibridizagdo dos iniciadores do mesmo par. Os resultados do BLASTX
destas sequéncias contiguas contendo motivos SSRs estdo nos apéndices
I e J. Além da identificacdo da proteina expressa pelo gene possuidor do
motivo SSR, ¢ apresentado o local de expressdo desta proteina, seja ele
nuclear, plastidial ou mitocondrial. Adicionalmente, os valores de E-value
destes alinhamentos e a espécie do Top hit também sdo apresentados.

Apenas trés SSR compostos foram identificados, sendo eles
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(GCTTTC)4-(GAG)4, (T)12-(AAT)4 e (CAA)S-(GAG)4-(CAG)4. Os
marcadores restantes foram considerados SSR perfeitos. Apesar da busca
por SSRs putativos ter sido realizada para a identificacdo de motivos de
até 10-mer, somente foram localizados motivos de até 7-mer. O
predominio dos motivos microssatélites para as duas espécies, de acordo
com o tamanho de motivos repetitivos foram para as categorias mono-
(39,7 %), 4-mer (22,22 %) e 3-mer (20,63%) (Tabela 9). O tamanho total
das regides SSRs, considerando a soma das repetigdes, variou de 12 pb
até 24 pb. Os tamanhos dominantes nos motivos monucleotideos foram
de 12 pb e 13 pb. O tamanho de 12 pb também foi predominante nos
motivos trinucleotideos e tetranucleotideos (Apéndices G e H).

Tabela 9. Distribui¢do dos motivos dos SSRs putativos identificados em A.
angustifolia e P. lambertii de acordo com o nimero de repetigdes

Espécie Mono- 2-mer  3-mer 4-mer 5-mer 6-mer 7-mer
A. angustifolia 14 2 9 8 2 3 1
P. lambertii 11 2 4 6 0 1 0

Fonte: Autor

Em relacdo aos motivos mononucleotideos encontrou-se, igual
numero de motivos A/T e C/G para A. angustifolia. Em P. lambertii,
72,8% dos motivos SSR mononucleotideos foram A/T e 27,2% foram
C/G. Neste tipo de motivo, adeninas e timinas, assim como citosinas e
guaninas, sdo tratados da mesma maneira, pois dependendo da orientagdo
em que o fragmento ¢ sequenciado pode-se detectar um ou outro
nucleotideo complementar. Nos motivos dinucleotideos os motivos
AT/TA foram os mais predomintantes (Apéndices G ¢ H).

Como a identificacdo dos SSRs putativos foi realizada a partir de
sequéncias transcritas, estes motivos podem codificar para um ou dois
diferentes aminoacidos se repetindo em tandem dentro de um
determinado peptideo. Nos motivos mononucleotideos, as sequéncias
homopolimeras transcritas codificam para os aminoacidos fenil alanina
(A), lisina (T), prolina (G) e glicina (C). Nos motivos trinucleotideos e
nos hexanucleotideos a fase de leitura dos aminoacidos geralmente nao é
deslocada, apenas quando uma das bases do motivo estd fora de
determinado codon. Nos demais motivos, a adi¢do ou subtragdo de uma
repeti¢do deslocara a fase de leitura dos aminoacidos a cada diferente
alelo.
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7 DISCUSSAO

7.1 Isolamento, qualidade e quantidade de RNA total

A integridade do RNA total (RIN) estd relacionada a diversos
fatores, tais como a composicao do tecido analisado, nivel de maturidade
fisiologica, tempo e temperatura de manipulagdo e armazenamento e
presenca de RNAses intra e extra-celulares.

As melhores integridades de RNA total foram obtidas nos
isolamentos de RNA de pélen de 4. angustifolia. Este resultado ja era
esperado, pois o grao de polen e seu RNA total sdo muito resistentes a
desidratacdo e a temperaturas ambientais. O mRNA deve estar integro
para logo iniciar a sintese proteica que visa a germinag¢do do tubo polinico,
portanto ¢ baixa a presenca de RNAses endogenas nestas estruturas
reprodutivas (TWELL et al. 2006).

O isolamento de RNA total dos graos de polen foi realizado com
a utilizacdo do kit baseado em coluna de silica. O tempo de manipulacao
durante o isolamento é menor em comparacdo aos outros protocolos
utilizados. Outro fator € a ndo maceragdo do polen. As amostras foram
apenas congeladas em nitrogénio liquido visando o rompimento das
membranas dos grdos de pdlen. A maceragdo mecanica pode romper
cadeias longas de mRNA, diminuindo o RIN da amostra.

A desvantagem esta no fato deste método ter apresentado o
menor rendimento de isolamento (ng/ul) em comparagdo aos outros
métodos. Se for considerada a dindmica da expressdo génica do grao de
pélen maduro, se encontram poucos transcritos responsaveis pelo
metabolismo basal e poucos transcritos responsaveis pela sinaliza¢do da
germinacdo do tubo polinico. Portanto, a quantidade de mRNA obtido
apos a deplecdo ribossomal é representativa em relagdo ao genoma
paterno e ao baixo nivel de expressdo génica dos graos de podlen
(transcriptoma tardio).

O rendimento de isolamento do método baseado em CTAB e
LiCl foi superior principalmente pela maior quantidade inicial de material
vegetal. Foram utilizados 4 g de amostra neste método, contra 100 mg dos
isolamentos em coluna de membrana de silica, sendo essa massa de 100
mg a quantidade maxima de amostra suportada pela coluna.
Proporcionalmente, os isolamentos baseados em coluna fornecem um
rendimento semelhante aos protocolos abertos, como o baseado em
CTAB e LiCl que isolam RNA total com a utilizacdo de 40 vezes mais
material vegetal. Por outro lado, ndo foi possivel obter 4 g de pélen por
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estrolibo de A. angustifolia para a utilizacdo do protocolo baseado em
CTAB e LiCl.

A quantificacio de mRNA enriquecido, por meio do
equipamento 2100 Agilent Bioanalyzer, foi considerada satisfatéria, com
excecdo das replicatas de pdlen que ja continham baixa quantidade
isolada de RNA total. No entanto, todas as bibliotecas de cDNA puderam
ser construidas e a baixa quantidade de mRNA para as amostras de polen
ndo representou problema para o sequenciamento das amostras. Além
disso, nas amostras de pélen de A. angustifolia foram obtidos os maiores
numeros de sequéncias contiguas provenientes da montagem de novo.

Apesar das deplegdes ribossomais terem sido consideradas
satisfatorias levando em considera¢do os resultados apresentados pelo
Bioanalyzer, muitos transcritos anotados funcionalmente pertencem as
classes de rRNAs nucleares. Uma nova deplecdo poderia ter sido
realizada para a quase total elimina¢do dos rRNA. Porém, mais mRNA
poderia ter sido perdido e degradado durante este processo.

7.2 Sequenciamento das bibliotecas de cDNA

Os quatro transcriptomas deste trabalho s@o os primeiros
transcriptomas de coniferas sequenciados com a utilizacao da plataforma
de sequenciamento de nova geracdo lon Proton. Os genomas destas
espécies nao-modelo sdo extremamente grandes e complexos,
necessitando assim elevado volume de sequenciamento para uma
caracteriza¢do minima dos transcritos.

O volume de dados bioldgicos utilizados (mais de 341 milhdes
de leituras brutas e 139 milhdes de leituras processadas com tamanho
médio 81,71 pb) foi considerado satisfatorio em comparagdo a outros
estudos transcriptOmicos ja realizados em A. angustifolia e outras
coniferas. O numero médio de leituras de alta qualidade sequenciadas por
biblioteca de cDNA foi de 11.617.458. O transcriptoma de culturas
embriogénicas de A. angustifolia (ELBL et al. 2014) foi montado com a
utilizacdo de mais de 326 milhdes de leituras brutas e 188 milhdes de
leituras processadas, com comprimento médio de 200 pb. O transcriptoma
de aciculas de Picea abies, outra conifera proxima a Araucaria e
Podocarpus, foi montado e analisado com a utilizagdo de mais de 136
milhdes de leituras brutas, sendo 30 milhdes de leituras pareadas e 18
milhdes de leituras ndo pareadas processadas (CHEN et al. 2012). Niu et
al. (2013) analisaram o transcriptoma de Pinus tabuliformes com a
utilizacdo de apenas 822.891 leituras de alta qualidade com comprimento
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médio de 382 pb, sendo esse um numero muito baixo visto que os
genomas das coniferas sdo extremamente grandes, podendo passar dos 35
Gb tamanho, portanto, mais de 200 X maior que o genoma de Arabidopsis
thaliana (MACKAY et al. 2012).

O conteudo GC (porporcdo de citosina e guanina) das amostras
sequenciadas no presente trabalho foi considerado alto em relagdo a
outros transcriptomas vegetais ja sequenciados. Garg et al. (2011)
caracterizaram os transcriptomas de grdo-de-bico, soja e arabidopsis,
obtendo valores médios de conteudo CG de 40,3%, 40,9% e 42,5%,
respectivamente. Em Catharanthus roseus, outra angiosperma, o valor
encontrado foi de 40,65% (VERMA et al. 2014). Tal valor ndo foi
informado nos transcriptomas de embrides somaticos de A. angustifolia
(ELBL et al. 2014). Em outras coniferas como Pinus tabuliformes, o
contetido CG médio do transcriptoma foi de 43,2% (NIU et al. 2013) e
Pinus dabeshanensis o valor foi de 44,58% (XIANG et al. 2015). O
contetido CG dos transcritos em coniferas ¢ mais elevado do que nas
espécies de angiospermas. Este valor fornece informacgdes relacionadas
ao genoma das espécies, como estrutura (niimero e tamanho de introns),
evolugdo, regulacdo génica, estabilidade e conservagdo das sequéncias em
funcdo das trés ligacdes de hidrogénio entre bases de diferentes cadeias
de DNA (VINOGRADOY, 2003).

7.3 Analise funcional e caracterizacio dos transcriptomas

Foram observadas grandes diferengas entre as replicatas
bioldgicas. A grande quantidade de varia¢do pode ser decorrente do fato
de que as coletas das replicatas aconteceram em dias distintos. As
condi¢des ambientais podem ter alterado os padrdes de expressdo génica,
resultando nas diferengas observadas nos graficos de caixa, heat map,
P.C.A e grafico vulcdo. Portanto, essas diferencas ndo sdo surpresas e
geneticamente, esperadas.

As replicatas de folhas de 4. angustifolia ficaram proximas entre
si na PCA, sugerindo alto nivel de homogeneidade entre as amostras. O
mesmo fato ocorreu com as replicatas de folhas de P lambertii.
Entretanto, o ndo agrupamento entre as amostas de hastes revelado pela
analise dos componentes principais, pode ser em funcdo da translocagdo
via floema de diferentes mRNAs expressos em outras partes da planta
translocados para as hastes. J4 a distancia entre as replicatas de polen pode
ser em funcdo da amostragem de grande quantidade de graos de polen,
em estddios de desenvolvimento distintos e com transcriptomas
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incompletos ou parcialmente degradados.

Um dos principais objetivos do sequenciamento dos
transcriptomas do presente estudo € a obtengdo dos perfis de transcrigdo
das amostras em um dos ambientes de ocorréncia natural das espécies,
visando a utilizagdo destes dados para a caracterizagdo genética, uso e
conservagao. Além disso, um catalogo completo de genes expressos em
A. angustifolia e P. lambertii & necessario para melhorar a compreensio
das fungdes biologicas e relagdes evolutivas destas espécies com outras
coniferas e angiospermas. Em A. angustifolia, foram anotados 4.354
unigenes distintos a partir do transcriptoma de folhas, 3.643 unigenes do
transcriptoma de hastes e 9.354 unigenes do transcriptoma de pélen. Em
P. lambertii foram identificados 4.649 unigenes no transcriptoma de
folhas. A maioria destes unigenes anotados representam fungdes basais
comuns presentes em angiospermas e gimnospermas em geral, sendo
muitos destes genes expressos constitutivamente.

Do total de unigenes que foram para a etapa de anotagdo
funcional, somente 29,25% dos transcritos foram anotados
funcionalmente no transcriptoma de folhas de 4. angustifolia, 33,45%
para polen de A. angustifolia, 25,28% para hastes de A. angustifolia e
28,43% para folhas de P. lambertti. Este valor ¢ abaixo do esperado,
podendo ter ocorrido em funcdo de muitas sequéncias contiguas formadas
na montagem de novo possuirem baixo tamanho (< 200 pb). Além disso,
ha outras sequéncias contiguas que podem ser especificas de A.
angustifolia ou P. lambertii, assim ndo se obtendo correspondéncia
(homologos) apds o BLASTX e anotag@o funcional. Os valores obtidos
no presente trabalho sdo mais baixos comparativamente aos valores
anotados funcionalmente nos transcriptomas de Pinus dabeshanensis
(79,91%), Pinus halepensis (72%), Picea glauca (70%), Taxus mairei
(64,4%) e Pinus pinaster (62,2%) (XIANG et al. 2015, PINOSIO et al.
2014; PAVY et al. 2005, HAO et al. 2011, CANALES et al. 2014).

A distribui¢do das anotagdes nas diferentes categorias funcionais
mostrou uma grande diversidade de transcritos anotados, apesar da baixa
porcentagem de anotagdo de sequéncias contiguas, evidenciando a alta
representatividade dos transcriptomas sequenciados. Apesar das
diferencas detectadas em relagdo as replicatas biologicas dentro de cada
amostra, os perfis gerais de anota¢do funcional das amostras foliares
foram semelhantes a transcriptomas foliares sequenciados em outras
coniferas como em Pinus tabuliformes (NIU et al. 2013) e Pinus
dabeshanensis (XIANG et al. 2015). Ja em relac@o ao transcriptoma de
embrides somaticos de A. angustifolia (ELBL et al. 2014), as unicas
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semelhangas estdo na predominancia de transcritos que efetuam processos
metabolicos e celulares, transcritos relacionados a atividade catalitica e
acoplamento e transcritos relacionados a compomentes da célula em si.
As demais categorias ndo apresentam semelhangas com os perfis obtidos
no presente trabalho.

7.4 1dentificacio de SNPs e SSRs putativos

O namero de marcadores SNPs putativos encontrados ¢
altamente satisfatorio, visto que este é o primeiro trabalho que visa
identificar este tipo de marcador em 4. angustifolia e P. lambertii. Porém,
a frequéncia encontrada de marcas SNP para P. lambertii (0,01 SNP/kb)
e A. angustifolia (0,02 SNP/kb) é extremamente baixa em comparacao
com outras espécies de angiospermas e coniferas. Estudos prévios em
coniferas revelam que a frequéncia de SNP por kb varia de 3 SNP/Kb em
Pinus radiata até 26 SNP/Kb em Pseudotsuga menziesii. Em
angiospermas, esta frequéncia pode chegar até 60 SNP/Kb em Populus
tremula (SEBASTIANI et al. 2007). A baixa frequéncia de SNPs no
genoma das plantas e principalmente nas regides expressas pode indicar
uma elevada conservacdo destes genomas e também estabilidade
ambiental no sentido da baixa eficiéncia frequéncia de fatores causadores
de estresse, tais como salinidade, seca, patdgenos, entre outros. As
amostras analisadas foram coletadas de um ambiente natural das espécies
aparentemente conservado, com exce¢do da presenca do gado. De outro
lado, pode-se levantar a hipotese de que o genoma das duas espécies aqui
avaliadas resistem a possiveis modificacdes potencialmente causadas
pelos fatores de estresse. Portanto, a baixa frequéncia de mutagdes pode
ser reflexo desta estabilidade ambiental e a relagdo SNP/kb pode atuar
como um indicador para tal situagao.

A relagdo entre o niimero de transi¢des e transversdes obtidas
(Ti/Tv) foi de 1,05 para P. lambertii e de 2,15 para A. angustifolia. O
nimero de transi¢des € geralmente maior que o de transversdes, pois a
substituicdo de bases nitrogenadas de mesma estrutura molecular ¢ um
evento mutacional muito mais provavel de ocorrer do que uma
substituicdo de uma base purica por uma pirimidica e vice-versa. Além
disso, as transi¢des sdo mutacdes que na grande maioria as vezes nao
alteram a fase de leitura dos aminodcidos na sintese proteica. Plantas de
Arabidopsis thaliana cultivadas em condigdes controladas apresentaram
Ti/Tv de aproximadamente 2,5. Ja plantas da mesma espécie cultivadas
sob condicdes de estresse ambiental apresentaram Ti/Tv de 1,6. Neste
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caso, o numero de transversdes de bases aumenta significativamente a
ponto de reduzir o valor da relagdo (JIANG et al. 2014). Em P. lambertii
esta relacdo quase equalitaria entre as transi¢des e transversdes pode ser
reflexo nlimero de bases analisadas até o momento, que é trés vezes menor
do que o nimero analisado para 4. angustifolia.

As sequéncias SSR estio distribuidas em todas as regides do
genoma dos eucariotos, incluindo as regides codificantes e nao
codificantes, como introns, espagadores inter-génicos e regides nao
traduzidas (UTRs). Devido a abundancia destas marcas, co-dominancia,
padrao mendeliano de segregacdo, facilidade operacional e altissima
reproducibilidade, este marcador molecular ¢ amplamente utilizado em
analise de diversidade genética, parentesco, fingerprinting € mapas
genéticos de ligacdo (VARSHENEY et al. 2005). No entando, ¢
necessaria a caracterizacdo molecular das sequéncias flanqueadoras
destes motivos repetitivos antes da sua real utilizagdo. O BLASTX das
sequéncias contiguas apresentando motivos SSR revelou a origem dos
transcritos possuidores de marcadores putativos, contudo a localizagéo
dos motivos SSR dentro destes transcritos ainda nao foi realizada, sendo
de grande importincia para o entendimento da funcionalidade dos
motivos dentro das regides codantes. Estes motivos podem estar situados
nas regides codantes dos genes, podendo ser empregados para a detecgdo
de variantes funcionais.

Em plantas, o nimero de transcritos que apresentam sequéncias
SSR estimado 10 anos atras, estava esta entre 1% a 5% (VARSHNEY et
al. 2005). Neste estudo, 12,70% das sequéncias contiguas de A.
angustifolia e 12,71% das sequéncias contiguas de P lambertii
apresentaram sequéncias microssatélites. Em Araucaria foi encontrado
0,17 SSR/kb, ja em P. lambertii a frequéncia foi de 0,16 SSR/kb,
evidenciando um padrdo muito semelhante deste tipo de marcador nas
duas espécies. O valor de 0,15 SSR/kb foi encontrado para Pinus
halepensis por Pinosio et al. 2014. Estas frequéncias sdo baixas
comparadas aos valores encontrados por Ueno et al. (2012), que
identificaram de 0,6 a 1,1 motivos SSR/kb em outras sete coniferas. Ja
em Pinus dabeshanensis a densidade de marcas SSR em sequéncias
transcritas foi de 0,04 SSR/kb (XIANG et al. 2015), portanto, mais baixas
que as duas espécies estudadas no presente trabalho. Com o avango na
obten¢do de dados, os pardmetros generalizados para plantas podem ser
alterados, como foi a estimativa de percentagem de transcritos que
apresentam sequéncias SSR. Uma possivel explicacdo para as distintas
frequéncias entre as coniferas analisadas pode estar nos diferentes
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critérios utilizados pelos autores para a busca dos motivos SSRs nos
dados transcriptomicos.

Comparando as frequéncias encontradas dos marcadores,
observa-se que as marcas SSRs sdo muito mais frequentes que as marcas
SNPs. O nimero de marcadores encontrados para A. angustifolia é
superior em relagdo ao encontrado para P. lambertii em fungdo do maior
numero de amostras sequenciadas e consequentemente maior numero de
transcritos obtidos. Dos SSRs putativos identificados para 4. angustifolia,
19 sdo de origem nuclear, 11 provenientes do genoma plastidial e 3
transcritos no genoma mitocondrial. Somente em 2 sequéncias ndo foi
possivel a identificagdo via BLASTX. Em P. lambertii ndo foi possivel a
identifica¢do da origem de apenas um transcrito. Dos restantes, 8 SSRs
sdo de origem nuclear, 3 de origem mitocondrial e 9 de origem plastidial.
Os 9 SSRs plastidiais caracterizados neste trabalho para P. lambertii ja
foram previamente identificados no sequenciamento do genoma plastidial
da espécie (VIEIRA et al. 2014), sendo o presente trabalho o primeiro a
identificar a transcri¢do destas marcas SSRs.

O numero de marcas SSR identificadas nos transcritos poderia
ter sido maior, no entanto a busca pelos motivos repetitivos foi efetuada
com a utilizagdo de sequéncias com tamanho minimo de 600 pb. Esta
metodologia foi empregada pois sequéncias maiores possuem maior
probabilidade de terem iniciadores desenhados em relacdo a sequéncias
curtas. Nos transcriptomas do presente estudo, realizando a restrigdo de
tamanho, foi possivel o desenho de iniciadores em 56% dos SSRs. Xiang
et al. (2015) identificaram 1.966 SSRs no transcriptoma de P
dabeshanensis, no entanto a procura dos motivos SSRs foi realizada em
todos os transcritos sequenciados, ndo havendo restri¢do de tamanho. Do
total de 1.966 SSRs somente em 431 (21,93%) os autores conseguiram
realizar o desenho dos iniciadores. No transcriptoma da angiosperma
Raphanus sativus foram 1.4641 motivos SSR, mas o desenho de
iniciadores somente foi possivel em 2.511 (17,5%) dos casos (WANG et
al. 2012). Resultado semelhante ocorreu no transcriptoma de Hevea
brasiliensis, onde de 17.297 motivos foram desenhados apenas 1.709
(9,88%) primers SSR (MANTELLO et al. 2014).

Marcadores SSR sdo de extrema importancia para analises de
variabilidade genética, como analises de fluxo génico, parentesco e
filogeografia. Ainda ndo foram desenvolvidos marcadores SSR
especificos para P. lambertii. A espécie conta apenas com 7 marcadores
SSRs transferidos de Podocarpus sellowii (DANTAS et al. 2015). Para A.
angustifolia existem somente 35 marcadores SSR caracterizados para a
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espécie (SALGUEIRO et al. 2005; SCHMIDT et al. 2007), sendo que
diversos trabalhos ainda utilizam marcadores desenvolvidos para outras
espécies do género Araucaria em fungdo do baixo polimorfismo dos
marcadores espécie-especificos (BITTENCOURT e SEBBENN, 2007;
CRISTOFOLINI 2013, SANT"ANNA et al. 2013).

O predominio de marcas SSR mononucleotidicas e
tetranucleotidicas nos transcriptomas deste estudo ndo vai ao encontro aos
padrdes encontrados para outras espécies de coniferas. Nos
transcriptomas de P. pinaster, P. tabuliformes ¢ P. dabeshanensis, a
grande maioria de marcadores identificados foram dos tipos
trinucleotideos seguidos pelos motivos dinucleitideos (FERNANDEZ-
POZO et al. 2011; NIU et al. 2013; CANALES et al. 2014; XIANG et al.
2015).

Microssatélites  provenientes de sequéncias transcritas
geralmente apresentam menor polimorfismo em relagdo a marcadores
localizados em regides ndo codificantes. Uma explicagdo para este fato é
a menor pressao de selecdo sofrida pelas regides ndo codificantes e a alta
conservagao das regides codificantes (CHABANE et al. 2005). Contudo,
a caracterizacdo genética destes marcadores moleculares em populacdes
de A. angustifolia e P. lamberti fornecerdo informagdes que permitirdo a
escolha dos SSRs mais polimdrficos e que apresentem padrao mendeliano
de segregacdo (HEDRICK, 2000). O uso de marcadores de sequéncias
transcritas, pode apresentar utilidade em estudos evolutivos ou de
adaptacdo, bem como de identificacdo de genotipos ou populagdes para
certas finalidades (ex: concentracdo de certas substancias de importancia
econdmica). Além disso, a elevada conservacao das sequéncias transcritas
pode permitir a transferibilidade destas marcas para outras espécies dos
géneros Araucaria e Podocarpus, permitindo a realizacdo de estudos
comparativos entre espécies do mesmo género. Além de P. lambertii,
existem outras oito Podocarpaceas nativas do Brasil que compartilham
algumas areas de ocorréncia natural, com excegdo de R. piresii que possui
distribui¢ao restrita no estado de Rondonia. Ja Araucaria araucana, outra
espécie da familia Araucariaceae na América do Sul, ndo compartilha
areas de ocorréncia com A. angustifolia. Dentre as espécies de
Podocarpaceas que co-habitam as mesmas regides e as Araucariaceas que
ndo o fazem, os marcadores transferidos, caso apresentem variagdo
funcional, poderiam ser utilizados para a realizacdo de comparacdes
destas variag¢des funcionais em ambientes distintos ou ndo.

A utilizagdo dos dados de RNA-Seq para o descobrimento de
marcadores moleculares como SSRs e SNPs se mostrou altamente viavel,

100



evidenciando a versatilidade da técnica como em outros estudos
realizados em coniferas (PARCHMAN et al. 2010, XIANG et al. 2015,
PINOSIO et al. 2014). O numero de marcas moleculares SNPs
identificadas é semelhante ao de experimentos que visam exclusivamente
a identificagdo de marcadores a partir de NGS de DNA gendmico
(ZALAPA et al. 2012). O nmimero de potenciais SNPs seria maior caso
tivessem sido sequenciados e comparados mais individuos das duas
espécies. No entanto, o nlimero marcas SSRs identificadas foi semelhante
a trabalhos tradicionais com bibliotecas genomicas de DNA e
sequenciamento Sanger (KLABUNDE et al. 2014, SANTOS et al. 2008,
SCHMIDT et al. 2007). Comparativamente ao sequenciamento, a
preparacdo destas bibliotecas demanda tempo e intensivo trabalho de
bancada. Além do mais, o custo envolvido na preparagdo destas
bibliotecas se assemelha ao custo de uma corrida de sequenciamento em
uma plataforma de NGS. Embora ja identificados no presente trabalho, os
novos marcadores SSRs e os primeiros SNPs ainda precisam ser
validados em 80 individuos pertencentes a quatro populagdes naturais
destas espécies para poderem ser utilizados em estudos de diversidade
genética. As regides contendo as marcas SSRs sdo amplificadas via PCR
e genotipadas em funcdo das diferengas de tamanho dos fragmentos. Ja
as marcas SNPs sdo amplificadas via PCR e sequenciadas bi-
direcionalmente com utilizagdo da quimica Sanger.

A relagdo entre o numero de substitui¢des (SNP) e entre o nimero
de inser¢des ou delegoes (S/I) foi de 0,31 para P. lambertii e de 0,52 para
A. angustifolia. Entre os diferentes tipos as sequéncias transcritas, o valor
de S/I identificado para a maioria das espécies analisadas foi pelo menos
maior que 1,0 (CHEN et al. 2009). Quanto menor esta relagdo, maior o
numero de inser¢des ou delecdes identificadas. Eventos mutacionais que
podem causar drasticas consequéncias na fase de leitura durante o
processo de transcri¢do, tem menor chance de ser acumulados nas
geracdes seguintes. Ja alguns dos SNPs em sequéncias transcritas
possuem a vantagem de ndo alterar a fase de leitura dos codons
(frameshift mutations), somente nos casos em que a mutagdo codifique
para o mesmo aminodcido, de acordo com a redundancia do codigo
genético.
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8 CONCLUSOES

Este é o primeiro estudo de transcriptomica em larga escala
realizado no Laboratério de Fisiologia do Desenvolvimento e Genética
Vegetal, sendo as conclusdes sdo muito significativas. Inicialmente, a
realizacdo deste trabalho permitiu a internalizagdo de muitos
procedimentos moleculares e de bioinformatica, isto significa que estudos
futuros que necessitem tais ferramentas demandardo menos esforgo.

A metodologia utilizada permitiu que a montagem dos
transcriptomas de A. angustifolia ¢ P. lambertii com a utilizagdo de
leituras curtas (81,71 pb) e método de alinhamento de novo foi possivel
mesmo sem a presenca dos genomas de referéncia das proprias espécies.
Neste sentido, mesmo sem o genoma disponivel, foi possivel conhecer
parte do mesmo que estava expresso nas amostras coletadas. Por se tratar
de um estudo realizado com amostras coletadas em ambiente de
ocorréncia natural das espécies foram constatadas divergéncias entre as
replicatas bioldgicas, que devem refletir diversos efeitos, como efeitos
epigenéticos, em razdo da origem ambiental e a cobertura dos
sequenciamentos em func¢do do elevado tamanho e complexidade dos
genomas.

Certamente a descoberta de milhares de unigenes sequenciados
representam uma relevante colecdo de recursos gendmicos de A.
angustifolia e P. lambertii, que servirdo como base para a realizagdo de
diversos ensaios moleculares. Adicionalmente, este estudo proporcionou
ainda identificar novos marcadores moleculares, como os EST-SSR
putativos, ndo reduntantes e com iniciadores desenhados, bem como os
primeiros SNPs para Araucaria angustifolia € Podocarpus lambertii.
Novamente, além do avanco no conhecimento da expressdo génica, estes
novos marcadores sdo extremamente importantes e, de certa forma,
esperados para a realizagdo de futuros estudos populacionais associados
a evolucdo, diversidade genética neutra, quase neutra e mesmo funcional,
para fins de uso (ex: melhoramento genético) e conservagao das espécies.

Dentre as descobertas, € relevante destacar a baixa frequéncia de
marcas SNP comparativamente a outras espécies. Embora, o presente
estudo nao atinja por completo a espécie, o fato pode ser um forte indicio
de elevada conservagdo dos genomas e principalmente dos genes destas
duas espécies. Mais do que isso, poderia desencader a realizagdo de outros
estudos relacionados aos efeitos diferenciais de fatores adversos.

Por fim, os resultados obtidos também contribuiram para o
avanco cientifico relacionado a composi¢do do genoma codificante e
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parametros a ele relacionados. Com os dados obtidos, certos intervalos de
variagdo de indices (ex: percentagem de transcritos que apresentam
sequéncias SSR) deverdo ser revistos em futuros artigos de revisao.

9 PERSPECTIVAS

Os dados gerados neste estudo permitem a realizacdo de novas
analises, tais como a caracterizagdo inicial de mecanismos epigenéticos
como os miRNA, caracterizagdo dos fatores de transcrigdo e analises
filogenéticas de sequéncias de genes geradas nos transcriptomas em
comparacdo com transcriptomas de outras coniferas e angiospermas.

Uma etapa importante e ainda ndo efetuada do fluxo de
atividades das analises transcriptomicas sdo as valida¢dos dos quatro
transcriptomas gerados neste trabalho via PCR quantitativa em tempo real
(qPCR). Serdo utilizados os genes de referéncia AaEIF4B-L, AaPP2A e
outros quatro genes expressos constitutivamente e ja avaliados para este
fim por EIbl et al. (2015b), a partir dos dados dos primeiros
transcriptomas da espécie (ELBL et al. 2015a).

Assim como foi realizado para os marcadores SSRs putativos,
sera realizada a anotagdo funcional das primeiras marcas SNPs geradas
para A. angustifolia e P. lambertii. Esta etapa permitira realizar a escolha
de marcas que possam ser utilizadas em estudos funcionais, de
diversidade genética e fluxo génico.

Os dados brutos de RNA-Seq deste trabalho serdo depositados na
base de dados do NCBI, via Sequence Read Archive (SRA) para utilizagado
futura por outros estudantes e pesquisadores. O cadastro do projeto deste
estudo ja foi realizado e atende pelo nome de “BioProject ID:
PRINA308171” para as amostras de A. angustifolia e “PRINA311154”
para a amostra de P. lambertii. As sequéncias contendo os motivos SSRs
e SNPs putativos também serdo submetidas nas bases de dados de
nucleotideos e SNPs, respectivamente.

Adicionalmente aos transcriptomas deste estudo, novos perfis de
expressdo génica podem ser gerados, visando aumentar o nimero de
genes sequenciados e compreender as peculiaridades de outros tecidos
reprodutivos e vegetativos de 4. angustifolia e P. lambertii, tais como
tecidos embrionarios (imaturos, maduros e em processo germinativo) e
caulinares (floema, felogénio e feloderme).
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APENDICE A - Demais solucdes utilizadas na rotina laboratorial
envolvendo analise de RNA.

Agua DEPC 0,1% (1 L):
Agua ultrapura — 999 ml
DEPC — 1 ml
Manter sob agitacdo (90 RPM) durante 12 h, autoclavar

Etanol 70% (200 ml):
Agua DEPC 0,1% - 50 ml
Etanol absoluto — 140 ml

Etanol 75% (20Q ml):
Agua DEPC 0,1% - 50 ml
Etanol absoluto — 150 ml

Peroxido de hidrrogénio 3% (1L):
Agua DEPC 0,1% - 900 ml
Perdxido de hidrogénio 30% - 100 ml

APENDICE B — Composi¢io dos tampées e solugdes para o
isolamento de RNA.
Tampao de isolamento (400 ml): Preparar solucdo a 60 °C sob
agitaciao

CTAB -8 g (2%)

PVP -8 g (2%)

Tris-HCI pH 8,0 — 40 ml Tris-HC] 1M (100 mM)

EDTA - 2,922 g (25 mM)

NaCl - 46,755 g (2 M)

Espermidina — 0,2 g (0,5 g/L)

Agua DEPC 0,1% q.s.p.: 400 ml
Autoclavar solugdo, adiocionar 2% de 2-Mercaptoetanol somente antes
do isolamento.
Solucao de cloreto de litio 4 M (100 ml):

LiCl- 16,9576 g (4 M)

Agua DEPC 0,1% q.s.p. 100 ml

Autoclavar solu¢do

Tampao SSTE (100 ml):

NaCl - 5,844 g (1 M)

SDS - 0,5 g (0,5%)
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Tris-HCI pH 8,0 — 1 pL Tris-HCI 1M, pH 8,0 (10 uM)
EDTA — 29,2 mg (1 mM)
Agua DEPC 0,1% q.s.p. 100 ml - Autoclavar solugio
HCI5 N (100 ml):
Agua DEPC — 25 ml
HCI 37% - 41,059 ml
Agua DEPC 0,1% q.s.p. 100 ml
Tris-HC1 1 M, pH 8,0 (250 ml):
Tris —30,25 g
Agua DEPC 0,1% — 200 ml
Ajustar o pH para 8,0 com HCI 5N
Agua DEPC 0,1% g.s.p. 250 ml
Acetato de sodio 3 M, pH 5,2 (100 ml):
Acetato de sddio — 24,6 g
Agua DEPC 0,1% — 60 ml
Ajustar o pH para 5,2 com HCI 5N
Agua DEPC 0,1% q.s.p. 100 ml

APENCIDE C - Composicio dos tampdes e solu¢es para
eletroforese nativa e desnaturante de RNA.

Tampiao MOPS 10X (1 L):
MOPS - 83,6 g (0,4 M), pH 7,0
Acetato de sodio — 8,2 g (0,1 M)
EDTA —2,92 g (0,01 M), pH 8,0
Agua DEPC 0,1% q.s.p. 1 L

Gel de agarose 1,0% (100 ml, eletroforese desnaturante):
Agarose—1g
Agua DEPC 0,1% - 72 ml
Dissolver a agarose e resfriar a 60 °C
Formaldeido 37% - 18 ml (manipular dentro de capela de
exaustao)
MOPS 10X — 10 ml

Gel de agarose 1,0% (100 ml, eletroforese nativa):
Agarose—1g
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Tampao TBE 1X — 99 ml
Dissolver a agarose e resfriar a 60 °C

Tampiao TBE 10X (1 L) pH 8,3:
Tris — 10,78 g (89 mM)
Acido bérico — 5,50 g (89 mM)
EDTA — 584,48 mg (2 mM)
Agua DEPC 0,1% q.s.p. 1 L

Brometo de Etideo (10 mg/ml):
Brometo de etideo— 1 g
Agua DEPC 0,1% — 100 ml
Agitar durante 12 h, acondicionar a 4 °C
Concentragdo no gel: 5 pg/ml
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APENDICE D — Distribuicao das classes enzimaticas identificadas
nos transcriptomas sequenciados.

Enzyme Code Distribution of Araucaria angustifolia - Folhas
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APENDICE E — Contigs, posigio, base referéncia e base polimérfica
dos SNPs putativos identificados em P. lambertii.

FPL_bio_rep_1_contig_71 76 A T
FPL_bio_rep_1_contig_132 448 A G
FPL_bio_rep_1_contig_132 459 T A
FPL_bio_rep_1_contig_241 255 A G
FPL_bio_rep_1_contig_2303 24 G A
FPL_bio_rep_1_contig_3561 49 A C
FPL_bio_rep_2_contig_9 204 T A
FPL_bio_rep_2_contig_23 79 G C
FPL_bio_rep_2_contig_91 36 A G
FPL_bio_rep_2_contig_91 58 T C
FPL_bio_rep_2_contig_190 194 T C
FPL_bio_rep_2_contig_489 85 T C
FPL_bio_rep_2_contig_784 57 A C
FPL_bio_rep_2_contig_930 33 C A
FPL_bio_rep_2_contig_1434 85 G C
FPL_bio_rep_2_contig_2427 a4 G T
FPL_bio_rep_2_contig_3389 118 C T
FPL_bio_rep_2_contig_5885 42 C G
FPL_bio_rep_3_contig_19 70 C G
FPL_bio_rep_3_contig_19 87 A G
FPL_bio_rep_3_contig_25 188 C T
FPL_bio_rep_3_contig_45 24 A T
FPL_bio_rep_3_contig_72 236 T C
FPL_bio_rep_3_contig_74 115 G A
FPL_bio_rep_3_contig_78 119 G C
FPL_bio_rep_3_contig_100 20 A T
FPL_bio_rep_3_contig_100 37 C T
FPL_bio_rep_3_contig_100 53 C G
FPL_bio_rep_3_contig_100 78 C T
FPL_bio_rep_3_contig_226 208 G A
FPL_bio_rep_3_contig_456 132 C T
FPL_bio_rep_3_contig_507 179 C G
FPL_bio_rep_3_contig_547 360 T G
FPL_bio_rep_3_contig_841 47 T C
FPL_bio_rep_3_contig_841 84 C T

Fonte: Autor
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APENDICE F - Contigs, posicao, base referéncia e base polimorfica
dos SNPs putativos identificados em A. angustifolia.

FAA_bio_rep_1_contig_56 73 T G | FAA_bio_rep_3_contig_64 599 AT
FAA_bio_rep_1_contig_65 179 G A | FAA_bio_rep_3_contig_69 9 T C
FAA_bio_rep_1_contig_65 199 C T | FAA_bio_rep_3_contig_72 111 A G
FAA_bio_rep_1_contig_70 107 C G | FAA_bio_rep_3_contig_96 79 T C
FAA_bio_rep_1_contig_129 371 A G | FAA_bio_rep_3_contig_103 87 T C
FAA_bio_rep_1_contig_131 332 A G | FAA_bio_rep_3_contig_113 80 T C
FAA_bio_rep_1_contig_221 181 G A | FAA_bio_rep_3_contig_145 6 A G
FAA_bio_rep_1_contig_309 110 G A | FAA_bio_rep_3_contig_174 169 T C
FAA_bio_rep_1_contig_476 78 T G |FAA_bio_rep_3_contig_174 173 T C
FAA_bio_rep_1_contig_655 33 A G | FAA_bio_rep_3_contig_256 102 C T
FAA_bio_rep_1_contig_655 193 T C | FAA_bio_rep_3_contig_272 244 C T
FAA_bio_rep_1_contig_655 202 T C | FAA_bio_rep_3_contig_293 166 A C
FAA_bio_rep_1_contig_862 48 C T | FAA_bio_rep_3_contig_336 323 T G
FAA_bio_rep_1_contig_862 70 C T | FAA_bio_rep_3_contig_336 327 C T
FAA_bio_rep_1_contig_862 72 C A | FAA_bio_rep_3_contig_401 111 C A
FAA_bio_rep_1_contig_862 85 G A | FAA_bio_rep_3_contig_429 85 C A
FAA_bio_rep_1_contig_4398 160 G A | FAA_bio_rep_3_contig_553 157 G A
FAA_bio_rep_1_contig_6890 31 C T | FAA_bio_rep_3_contig_563 201 A G
FAA_bio_rep_2_contig_23 1511 A G | FAA_bio_rep_3_contig_579 28 C T
FAA_bio_rep_2_contig_29 49 C T | FAA_bio_rep_3_contig_699 9 C T
FAA_bio_rep_2_contig_29 52 T A |FAA_bio_rep_3_contig_738 17 G A
FAA_bio_rep_2_contig_29 57 T G |FAA_bio_rep_3_contig_1013 18 C T
FAA_bio_rep_2_contig_29 64 G C | FAA_bio_rep_3_contig_1141 97 T C
FAA_bio_rep_2_contig_29 66 T G |FAA_bio_rep_3_contig_1141 101 C T
FAA_bio_rep_2_contig_29 68 C T |FAA_bio_rep_3_contig_1141 106 C T
FAA_bio_rep_2_contig_32 213 C T | FAA_bio_rep_3_contig_2348 41 G T
FAA_bio_rep_2_contig_32 218 A G | FAA_bio_rep_3_contig_3167 146 G C
FAA_bio_rep_2_contig_32 220 A C | FAA_bio_rep_3_contig_4228 64 AT
FAA_bio_rep_2_contig_32 236 T G | FAA_bio_rep_3_contig_4228 67 AT
FAA_bio_rep_2_contig_32 242 T C | FAA_bio_rep_3_contig_4728 40 A G
FAA_bio_rep_2_contig_32 246 T C |FAA_bio_rep_3_contig_7973 145 T G
FAA_bio_rep_2_contig_46 170 G A | HAA_bio_rep_1_contig_6 3074 C T
FAA_bio_rep_2_contig_77 583 G T | HAA_bio_rep_1_contig_6 3081 C T
FAA_bio_rep_2_contig_77 586 T C | HAA_bio_rep_1_contig_6 310 C T
FAA_bio_rep_2_contig_80 440 A G | HAA_bio_rep_1_contig_6 3107 A C
FAA_bio_rep_2_contig_130 26 A G | HAA_bio_rep_1_contig_40 5 G A
FAA_bio_rep_2_contig_168 76 A T | HAA_bio_rep_1_contig_48 363 G A
FAA_bio_rep_2_contig_168 98 T G | HAA_bio_rep_1_contig_48 371 A C
FAA_bio_rep_2_contig_168 107 A C | HAA_bio_rep_1_contig_48 386 C T
FAA_bio_rep_2_contig_168 111 A G | HAA_bio_rep_1_contig_78 148 T C
FAA_bio_rep_2_contig_660 114 A G | HAA_bio_rep_1_contig_78 150 T G
FAA_bio_rep_2_contig_1322 112 C T | HAA_bio_rep_1_contig_78 155 ¢ T
FAA_bio_rep_2_contig_1545 143 A G | HAA_bio_rep_1_contig_78 166 T C
FAA_bio_rep_2_contig_1545 151 A T | HAA_bio_rep_1_contig_300 224 T C
FAA_bio_rep_3_contig_55 88 G C | HAA_bio_rep_1_contig_300 243 C T
Fonte: Autor

131



APENDICE F - CONTINUACAO

HAA_bio_rep_1_contig_529 38
HAA_bio_rep_1_contig_760 49
HAA_bio_rep_1_contig_760 119
HAA_bio_rep_1_contig_760 122
HAA_bio_rep_1_contig_786 46
HAA_bio_rep_1_contig_789 20
HAA_bio_rep_1_contig_806 157
HAA_bio_rep_1_contig_1234 156
HAA_bio_rep_1_contig_1234 158
HAA_bio_rep_1_contig_1234 160
HAA_bio_rep_1_contig_1337 20
HAA_bio_rep_1_contig_1579 80
HAA_bio_rep_1_contig_1579 87
HAA_bio_rep_1_contig_2323 50
HAA_bio_rep_2_contig_3 232
HAA_bio_rep_2_contig_3 265
HAA_bio_rep_2_contig_112 156
HAA_bio_rep_2_contig_192 148
HAA_bio_rep_2_contig_198 146
HAA_bio_rep_2_contig_343 39
HAA_bio_rep_2_contig_859 86
HAA_bio_rep_2_contig_1049 61
HAA_bio_rep_2_contig_1296 67
HAA_bio_rep_2_contig_2558 34
HAA_bio_rep_3_contig_18 68
HAA_bio_rep_3_contig_19 237
HAA_bio_rep_3_contig_31 1467
HAA_bio_rep_3_contig_55 155
HAA_bio_rep_3_contig_55 174
HAA_bio_rep_3_contig_102 580
HAA_bio_rep_3_contig_115 494
HAA_bio_rep_3_contig_132 306
HAA_bio_rep_3_contig_132 308
HAA_bio_rep_3_contig_135 256
HAA_bio_rep_3_contig_160 122
HAA_bio_rep_3_contig_187 126
HAA_bio_rep_3_contig_301 16
HAA_bio_rep_3_contig_301 21
HAA_bio_rep_3_contig_306 155
HAA_bio_rep_3_contig_473 136
HAA_bio_rep_3_contig_481 74
HAA_bio_rep_3_contig_505 88
HAA_bio_rep_3_contig_505 105
HAA_bio_rep_3_contig_812 22
HAA_bio_rep_3_contig_1147 106

OO0OO0OOOO>PO>POOPOHOOO0-HDPO>POO—ETO0OOOOPOOOO>DOHOOP>PDPDI>POOPO>-HO
o004 o0060>»0—"A—"A—A>p—Ap>p—H060>0>>>>-0p—-A—"A—40>p-H0000-4>20>006-

HAA_bio_rep_3_contig_1203
HAA_bio_rep_3_contig_1203
HAA_bio_rep_3_contig_1396
HAA_bio_rep_3_contig_1396
HAA_bio_rep_3_contig_1750
HAA_bio_rep_3_contig_2119
HAA_bio_rep_3_contig_2381
HAA_bio_rep_3_contig_2519
HAA_bio_rep_3_contig_2849
HAA_bio_rep_3_contig_3646
HAA_bio_rep_3_contig_3977
HAA_bio_rep_3_contig_3977
HAA_bio_rep_3_contig_3996
HAA_bio_rep_3_contig_4215
HAA_bio_rep_3_contig_7317
PAA_bio_rep_1_contig_75
PAA_bio_rep_1_contig_75
PAA_bio_rep_1_contig_174
PAA_bio_rep_1_contig_288
PAA_bio_rep_1_contig_289
PAA_bio_rep_1_contig_291
PAA_bio_rep_1_contig_750
PAA_bio_rep_1_contig_3110
PAA_bio_rep_1_contig_3110
PAA_bio_rep_1_contig_4865
PAA_bio_rep_1_contig_13473
PAA_bio_rep_1_contig_13473
PAA_bio_rep_1_contig_13473
PAA_bio_rep_1_contig_13473
PAA_bio_rep_2_contig_6
PAA_bio_rep_2_contig_27
PAA_bio_rep_2_contig_89
PAA_bio_rep_2_contig_100
PAA_bio_rep_2_contig_220
PAA_bio_rep_2_contig_327
PAA_bio_rep_2_contig_419
PAA_bio_rep_2_contig_419
PAA_bio_rep_2_contig_1679
PAA_bio_rep_2_contig_1679
PAA_bio_rep_2_contig_1679
PAA_bio_rep_2_contig_4455
PAA_bio_rep_2_contig_4455
PAA_bio_rep_2_contig_4455
PAA_bio_rep_2_contig_4455
PAA_bio_rep_2_contig_4455

107
110
108
114
437
294
233

66

18

36
113
115
107
184
121
232
249

20

69
147
154
131

63

76
161

89

96
105
109
745
155

57
136
277
196
202
215
113
120
132

46

83

99
109
111

- o-C-600>»—-0>—-A>-EA>-H0-"4->-0-4-H0-H 04 0>0-H40--0>0>-A>0>D>D>

O>OP>EA-O0-000000>>2000000>0>2>>>0-—->0-4>20000000000

Fonte:
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APENDICE F — CONTINUACAO
PAA_bio_rep_2_contig_4455 116
PAA_bio_rep_2_contig_4455 125
PAA_bio_rep_2_contig_4456 32
PAA_bio_rep_3_contig_12 49
PAA_bio_rep_3_contig_12 51
PAA_bio_rep_3_contig_21 174
PAA_bio_rep_3_contig_26 1052

PAA_bio_rep_3_contig_47 18
PAA_bio_rep_3_contig_52 250
PAA_bio_rep_3_contig_57 77
PAA_bio_rep_3_contig_57 79

PAA_bio_rep_3_contig_104 290
PAA_bio_rep_3_contig_112 769
PAA_bio_rep_3_contig_112 771
PAA_bio_rep_3_contig_112 794
PAA_bio_rep_3_contig_112 797
PAA_bio_rep_3_contig_123 27
PAA_bio_rep_3_contig_123 53
PAA_bio_rep_3_contig_136 51
PAA_bio_rep_3_contig_503 53
PAA_bio_rep_3_contig_537 126
PAA_bio_rep_3_contig_636 155
PAA_bio_rep_3_contig_1032 78
PAA_bio_rep_3_contig_1297 104
PAA_bio_rep_3_contig_1668 77
PAA_bio_rep_3_contig_2545 56
PAA_bio_rep_3_contig_3017 351
PAA_bio_rep_3_contig_3017 356
PAA_bio_rep_3_contig_3523 279
PAA_bio_rep_3_contig_3523 281
PAA_bio_rep_3_contig_3523 286
PAA_bio_rep_3_contig_3523 290
PAA_bio_rep_3_contig_3523 300
PAA_bio_rep_3_contig_3523 310
PAA_bio_rep_3_contig_4205 162
PAA_bio_rep_3_contig_4355 185
PAA_bio_rep_3_contig_4355 187
PAA_bio_rep_3_contig_4355 192
PAA_bio_rep_3_contig_4355 196
PAA_bio_rep_3_contig_4355 205
PAA_bio_rep_3_contig_5654 61
PAA_bio_rep_3_contig_6008 110
PAA_bio_rep_3_contig_7114 90
PAA_bio_rep_3_contig_7787 109
Fonte: Autor

- > 00060-H0-00000000>00>0-0600>>—-A->00060-S2>20>00
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APENDICE G — Listagem de primers EST-SSR obtidos para A. angustifolia, sequéncias, temperaturas de

hibridizacio, tamanho de amplicon, motivo SSR e inicio e fim dos motivos nas sequéncias dos contigs.

Contig Sequéncia iniciador direto (F) TM °C (F) Sequéncia iniciador reverso (R) TM°C(R) Tamanho Motivo SSR Inicio Fim

FAA_bio_rep_1_contig_3 AGAAGAGGTGGAGAAAATAC 50,082 AGTAAAGCTTCATAGGGTCT 50,03 563 (AGGT)3 1700 1711
FAA_bio_rep_1_contig_6 CTATCTTAAGAGTGAGAGCG 49,593 AAAGAAATAAGGTTCGTCTT 50,16 489 (GAGAG)3 643 657
FAA_bio_rep_1_contig_26 TTGTGTCTATTGGCTATTCT 49,982 CAAACAAAAGTACTAGGGAA 49,82 267 (T)13 951 963
FAA_bio_rep_1_contig_76 CTCTATTTTCAAGCTCACTG 50,3 CCAACTACCTAATACTACGC 49,48 243 (GCTTTC)4-(GAG)4 1060 1113
FAA_bio_rep_1_contig_141 GTTCAAAGACTCGATGATT 49,789 GCAGAAAAAGTTTGAGAATA 49,98 144 (G)17 152 168
FAA_bio_rep_1_contig_168 TTACATTTGCTCTTCTTTTC 49,977 AGATTCGATCGTAGTTTACA 49,98 327 (TCTT)3 1439 1450
FAA_bio_rep_1_contig_294 AAGAACGAAAGTTAGAGGAT 49,986 CAGTCTCAGCCTCTCTATG 50,6 162 (T)12 582 593
FAA_bio_rep_1_contig_382 GAATGTTTTAGAGTTAGCCA 49,84 AAAGAAAGGAAGCTCTAATC 49,9 260 (GTT)4 361 372
FAA_bio_rep_1_contig_616 CATATCGTATCGACTTTTTC 50,033 GCAGTCTCGCCTCTCTA 52,06 341 (T)14 571 584
FAA_bio_rep_2_contig_83 CGTGGATTCTGACTTAGAG 50,571 TACTTTACCCATATTCCAAA 50,06 298 (T)22 125 146
FAA_bio_rep_2_contig_102 GAATAATCAACCCTGTATCA 49,94 ATGTTGCAGTACCAAGTAAC 50,17 202 (ACAA)3 531 542
FAA_bio_rep_2_contig_554 AATCTGATAATGGTGACAAC 49,65 AACAATCTTAAATTCTGCTG 49,84 507 (TCT)5 517 531
FAA_bio_rep_2_contig_738 GAAAGACTAATCTGGTCTCC 50,375 CATTTCTCATGGATTCTTC 50,19 361 (GTTC)3 56 67
HAA_bio_rep_1_contig_342 GTTGGTTCGTTGTTAGTAGT 49,36 GTGCCTTGGCAGTCT 50,16 428 (G)17 576 592
HAA_bio_rep_1_contig_449 AATATAAACATGATCCATCG 50,041 GTTCATATTCACCATCTCAG 50,19 267 (GATA)3 358 369
HAA_bio_rep_2_contig_255 TTAGACTAGAGGTGCTCTGA 50,117 GTGCCTTGGCAGTCTA 50,65 514 (G)14 528 541
HAA_bio_rep_3_contig_31  TCTCTTTTAAAACAAAGGG 49,816 AAGTCTGTCTGCTTACTGAA 50,02 470 (GAGAG)3 418 432
HAA_bio_rep_3_contig_62 CACGTAGGAATGTTTTAGAG 50,147 TTTTAAGTCGTCTACAAAGG 50 281 (GTT)4 472 483
HAA_bio_rep_3_contig_288 AAGGACTGTGAGGTAGG 47,25 GATATATGGTCGGTCTGTAA 49,99 332 (TC)6 23 34
HAA_bio_rep_3_contig_432 GTTTCCATTGTTAGGTAATC 48,839 TACTTTACCCATATTCCAAA 50,06 486 (TA)8 43 58
PAA_bio_rep_1_contig_25 TGCGTTATACATACAGAACA 50,116 CTGTAATCTTTAACACCAGC 50,12 250 (ATCA)3 335 346
PAA_bio_rep_1_contig_84  TAACAGAACTAGCAGGTGTT 50,065 CAGTCTCAGCCTCTCTATG 50,6 470 (A)13 989 1001
PAA_bio_rep_1_contig_139 CTTTAATGACTTGAGAGGTG 49,912 TTAGATCTCACCTGAATCAC 49,83 565 (T)12-(AAT)4 347 443
PAA_bio_rep_1_contig_363  CCAACGAGAATACTTTTATG 50,193 TATCCCCTGTGTGCC 50,81 326 (C)16 650 665
PAA_bio_rep_1_contig_1809 GTCTGAGTTTCTGTAATGGA 49,977 CAGTCTCAGCCTCTCTATG 50,6 453 (C)13 448 460
PAA_bio_rep_2_contig_149 CTACTTCTTCATATTCACCG 50,016 GAAGCTACAGGTAGGAGAC 48,69 282 (G)12 1050 1061
PAA_bio_rep_3_contig_148 ATGTTTGACTCTCTCAAGTG 49,92 TTTGGATCAGTGCTATAGTT 49,98 432 (GCTT)3 605 616
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APENDICE G — CONTINUACAO

PAA_bio_rep_3_contig_364
PAA_bio_rep_3_contig_366
PAA_bio_rep_3_contig_392
PAA_bio_rep_3_contig_524
PAA_bio_rep_3_contig_968
PAA_bio_rep_3_contig_1174
PAA_bio_rep_3_contig_1211
PAA_bio_rep_3_contig_1785

GAGTCAATAGGAGGGTTACT
GACTATACTATTGTGGAGCG
GAAAACGAATTTCTAGCC
GGAAGTGGCGTAAGAG
AATACATTGGAATTGAGTTG
AACGTTTTGATTTCTAGTGA
TGCAAGTTAGAATAGAGAGC
AACAGCAGTATGAAAACAGT

49,942 TGATCTATTCTTTATGGTCG

50,032 TACAGAGAGGGTTTGATTTA
49,94 TATTTTTGCACCTTTTAATC

49,192 CTTGTAAGGAAATGAATCAG

50,073 TATCCCCTGTGTGCC

50,065 ATCCAGACTTTTCTTTTTCT

50,032 GTGCCTTGGCAGTCT

49,836 TGTTTCTTTCAGTGAAGACT

50,35
49,97
50,07
49,97
50,81
49,94
50,16
49,77

256
136
443
172
458
436
113
286

(GGGAGAG)3
(AATG)3

(cGeeTe)3

(AGC)5

(A)14

(GAAAAG)3

(6)20
(CAA)5-(GAG)4-CAG)4

1024
192
77
26
1091
275
686

1044
203
94
40
1104
292
705
434

Fonte: Autor
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APENDICE H - Listagem de primers EST-SSR obtidos para P. lambertii, sequéncias, temperaturas de

hibridizacio, tamanho de amplicon, motivo SSR e inicio e fim dos motivos nas sequéncias dos contigs.

Contig Sequéncia iniciador direto (F) TM °C (F) Sequéncia iniciador reverso (R) TM°C(R) Tamanho Motivo SSR Inicio Fim
FPL_bio_rep_1_contig_8 CGAGTACTACGGGAATAATA 49,8 CTGTGTTTTTGGTAAACAGT 50,3 251 (AGGT)3 1577 1588
FPL_bio_rep_1_contig_14 TAATAGCTCACTGGTCTAGC 49,9 ATTCTCGTTACTCATGTCAG 50 240 (GCTT)5-(GTGA)4 1677 1721
FPL_bio_rep_1_contig_28 TGGAACAAGTTGATAGAATC 50 ATGAGCACATTGAACTATCT 49,6 544 (T)13-(AAT)4 1739 1836
FPL_bio_rep_1_contig_165 CTATGTCTTTGACACTAGGC 49,9 GCCCCTAGGTATTCTCT 48,7 167 (AGGT)3 501 512
FPL_bio_rep_1_contig_166 ACGTTATCCGTAAGATACAA 50 TCTTACTTCAGAACGCTTAC 50 558 (AT)6 897 908
FPL_bio_rep_1_contig_183 GTAAACTTTCTTTCATGCAC 50 AGTTACTTCGTTCCCTATTT 50 429 (T)12 269 280
FPL_bio_rep_1_contig_216 TCATTTTTATTTGATCTCGT 50 AGTTCTGCTTACCAAAATG 50,4 475 (A)13 1079 1091
FPL_bio_rep_1_contig_296 GTCTAGTAGCTGGTTTCCTC 50,7 CGATGACCAATATATGAACT 50 224 (AATG)3 57 68
FPL_bio_rep_1_contig_360 ATTAGAACCGGATTATTCA 49,7 CGTTCTTCTGGTTTTACTTA 50 173 (AT)7 59 72
FPL_bio_rep_1_contig_388 AAATCATGCTCATTCTCAT 50,2 AAATTAACTGACGATGACAC 50 453 (GGC)4 109 120
FPL_bio_rep_1_contig_954 CTGAAAAGGGTAGTGTTAAA 49,8 AGATAGTGCTTCGATTATCA 50 371 (GAA)4 247 258
FPL_bio_rep_2_contig_81 AAAGTATAGCGTTGAACAAG 50 GATTCAATCATAGAAAAACG 50 539 (A)12 2270 2281
FPL_bio_rep_2_contig_95 TGGAACAAGTTGATAGAATC 50 TCAATTCCTTTAAGTTTCAG 49,8 444 (T)12 815 826
FPL_bio_rep_2_contig_152 CATTTCTCAGAAGCTATGAC 49,9 CTGCCCATAGAGACAAA 49,8 258 (G)14 1732 1745
FPL_bio_rep_2_contig_152 GTTATTTTGACTGATCTGGA 50 GACCTGCCCATAGAGAC 50,7 368 ()18 1746 1763
FPL_bio_rep_2_contig_162 AATGGTGGTCAAATAAAAA 50,5 GCAGTCTCAGCCTCTCTA 51,1 142 (G)22 506 527
FPL_bio_rep_2_contig_177 TATTCTGGATGTTGAATACC 49,9 GCAGTCTCAGCCTCTCTAT 52 430 (A)12 2364 2375
FPL_bio_rep_2_contig_243 ATATCCTTATCTATGAGGGG 50 ATTAGAACCGGATTATTCA 50,7 211 (A)12 845 856
FPL_bio_rep_3_contig_47 ATCATTACTCGACAGTGAAG 50 CCGGGTCATAGATAGAGA 50,6 116 (C)13 1463 1475
FPL_bio_rep_3_contig_48 AGAAGAGGTGGAGAAAATAC 50,1 AGTAAAGCTTCATAGGGTCT 50 564 (AGGT)3 436 447
FPL_bio_rep_3_contig_56 CTCTATTTTCAAGCTCACTG 50,3 TTTGTTCCTATCTTTCCATA 50 267 (GCTTTC)4(GAG)4 276 329
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APENDICE I - Resultados do BLASTX dos contigs de P. lambertii
contendo motivos SSRs, E-value, n° de acesso, espécie referente,
proteina e origem dos transcritos.

SSR E-value = Acesso n® Espécie Proteina Origem
FPL_bio_rep_l_contig_§ 3.23E-36 | ABR26094.1 Oryza sativa Retrotransposon protein Nuclear
FPL_bio_rep 1_contig_l4 | 2.65E-29 | YP_173374 Nicotiniana tabacum NitaMp027 Mt
FPL bio_rep 1 contig 18 | 6.36E-66 = CDY19671 Brassica napus BnaC09g29270D Nuclear
FPL_bio_rep 1_contig_1635 | 2.7E-8 KIB11774 Gossypium raimondii B436_001G176600 Nuclear
FPL_bio_rep 1 contig 166 | 0 YP 009020363 | Podocarpus lambertii * | Ribosomal protein L2 Cp
FPL_btio_rep 1_contig 183 | 2.10E-7 ACGIT1E0 Zea mays Hypotetical protein Nuclear
FPL_bio_rep 1_contig_216 | 0 YP_009020357 | Podocarpus lambertii * | Photosystem I subunit IX Cp
FPL _bio_rep_1_contig_296 | 0 YP_009020385 | Podecarpus lambertii * | NADHpL nz OxiS. 1| Cp
FPL_bio_rep_1_contig_360 | 0 YP_009020399 | Podocarpus lambertii * | Maturase K Cp
FPL bio_rep_1_contig_388 | 187E-49 | P34338 Picea sitchensis Plastocyanin Cp
FPL_bio_rep 1_contig 934 | 0.16E-8 ADQ42102 Ehamus virginicus Photosystem II protein D1 Cp
FPL_bio_rep 2 contig 81 [0 YP_ 009020379 | Podocarpus lambertii * | Photosystem II CP47 Cp
FPL_bio_rep 2 contig 95 | 1.8E-38 YP_001132206 | Pinus koraiensis QFRF137 Nuclear
FPL_bio_rep 2 contig 152 | 0 AJP33420 Araucaria heterophyla ATPase subunit 1 Mt
FPL_bio_rep 2 contig_162 | 121E-7 XP_003399574 | Medicage trumculata Hypotetical protein MTR Nuclear
FPL_bio_rep 2_contig_177 | 0 YP_009020336 | Podocarpus lambertii * | P700 apoprotein A2 Cp

FPL _bio_rep 2_contig_243 | 4G9E-45 | BAHI1228 Wehwitschia mirabilis ATP syntase CFO C chamn Cp
FPL_bio_rep 3_contig 47 | 2.22E-40 | EPST4331 Genlisea aureq Hypotetical protein M369 Nuclear
FPL_bio_rep 3 contig 48 | 3.30E-60 | KMS65245 Beia vulgaris Hypotetical protein BVRB Nuclear
FPL_bio_rep 3_contig_36 | 4.08E-31 | AJP33410 Araucaria heterophyla ATPase subunit 1 Mt

#*Top BLASTX hits no plastoma da prépria espécie (VIEIRA et al. 2014).

Fonte: Autor.
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APENDICE J — Resultados do BLASTX dos contigs de A.
angustifolia contendo motivos SSRs, E-value, n° de acesso, espécie
referente, proteina e origem dos transcritos.

SSR E-value | Acesson® Espécie Proteina Origem
FAA bio_rep_I_conmtig_3 2.3TE-61 KFH32400 Glycine max Hypotetical protem Nuclear
FAA bio_rep_l_conmtig_6 1.57E-44 CDY43503 Brassica napus BnaCnngl2642640D Nuclear
FAA bio_rep_l_comtig_26 2.37EA41 XP_003604154 = Medicage trunculata | Ycf68 protein Nuclear
FAA bio_rep_l_comtig_76 T.83E-T6 EPST73632 Genlisea aurea Hypotetical protein M369 | Nuclear
FAA bio_rep_I_contig_141 3 39E-16 XP_006423776 | Citrus clementina Hypotetical protein CICLE | Nuclear
FAA bio_rep 1_contiz_168 0 AAVB4T13 Araucaria bicgwilli Photosystem Cp 47 protein | Cp

FAA bio_rep_1_contig_294 1.08E-18 KGN38106.1 Cucumis sativus Hypotetical protein Csa Nuclear
FAA bio_rep_1_contig 382 | 236E-45 ACN39871 Picea sitchensis the§ Cp

FAA bio rep 1 contig 616 | 1.30E-108 | ABY$3920 Chamasdapine calpoulara | COLL Mt

FAX bio rep 2 contig 83 153E-153 | YP 009121330 | raucaria hersropipila Ciytochrome b6 Cp

FAA bio rep 2 comtig 102 0.02 XP 002986693 | Selaginela mosllanderfii Hypotetical protein Nuclear
FAA bio rep 1 comtig 354 4.29E-61 AFF59223 Picea wilsonii Chloroplast photosystem I | Cp

FAA bio_rep 2 comtig 738 | 3.44E-46 BAEQ1287 Cryptomeria japomica Glycine rich RNA binding protein | Nuclear
HAA bio_rep_1_contig_ 449 | 1.17E3 XP_003616777 | Medicage truncuwlate | Hypotetical protemn Nuclear
HAA bio_rep_3_contig_31 3.81E-37 ACGTE390 Ficia faba Hypotetical protein Mt

HAA bio_rep_3_contig_62 8.30E-60 CAA3R34E Larbx laricing the Cp

HAA bio_rep_ 3 _contig 288 | 5.80E-28 KDP26411 Jatropha curcas Hypotetical protein Nuclear
HAA bio_rep_3_contig_ 432 | 3.13E-33 YP_008082430 | Taiwania fluosiana Photosystem I protein H | Cp

PAA bio_rep_I_contig_23 0 YP_007473535 | Podocarpos totara rbcl Cp

Fonte: Autor.

SSR. E-value Acesso n® Espécie Proteina Origem
PAA bio_rep_1_contiz_84 1] ABE21449 Picea sitchensis Glutamine synthetase Nuclear
PAA bio_rep 1_comtiz 139 | 1.02E-21 YP_009139802 | Carregia gigantea RF68 protein Cp
PAA bio_rep_J_contig_363 | 1.77E-48 YP_000020363 | Podocarpus lambertii | Ribosomal protein L2 Cp
PAA bio_rep 2_comtiz 1809 | 2.90E-37 ABE22233 Ficea sitchensis Thioredexin C33ST protein | Nuclear
PAA bio rep 3 _conmtig 149 | 0 AACE3427 Araucaria angustifolia * | rbel Cp
PAA bio_rep 3_comtiz 148 | 1.85E-38 ADQ37209 FPrnus sylvestris Arginine decarboxilase Nuclear
PAA bio_rep 3 _contig 364 | 1.23E-104 | AJP33504 Gretum gnemon COITI Cp
PAA bio_rep 3_comtiz_366 | 8.03E-26 AJP33443 Araucaria heterophyila Ribosomal protein L3 Mt
PAA bio_rep 3_contig 392 | 0.30E-82 XP_002333312 | Ricinus communis 605 Ribosomal protein 16 | Nuclear
PAA bio_rep 3_contig_3 1.99E-65 ABE22509 Ficea sitchensis Hypotetical protein Nuclear
PAA bio rep 3_contig_ 968 | 147E-144 | XP_010268013 | Nelwmbo nucifera Calrethiculum protem Nuclear
PAA bio_rep 3_comtig 1174 | 3.12E-T7 ACN41018 Ficea sitchensis Calnexin homolog Nuclear
PAA bio_rep 3_centig 1211 | 2.70E-17 CANT1464 Vitis vinifera Hypotetical protein Nuclear
PAA bio_rep 3_comtiz 1783 | 1.20E-20 XP_001771148 | Physcomitrella patens Predicted protein Nuclear

#*Top BLASTX hif no gene rbel previamente sequenciado em 4. angustifolia por Setoguchi et al. 1998,

Fonte: Autor.
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ANEXO A — Protocolo de isolamento de RNA total de pé6len
utilizando o kit comercial Nucleo Spin Plant®, com modificacdes.
1. Homogeneizacio das amostras

Cerca de 100 mg de polen foram rapidamente submersas em nitrogénio
liquido visando a formagdo de cristais de gelo e ruptura das estruturas celulares
dos graos de pdlen.
2. Lise celular

Ap6s a total evaporagdo do nitrogénio liquido o material foi transferido
para um microtubo (2,0 ml) contendo 3,5 pl de B-mercaptoetanol e 350 pl de
tampao de lise celular (RAP, cloridato de guanidina). A solugdo foi brevemente
agitada em vortex.
3. Filtragem do lisado

A amostra lisada foi transferida para uma coluna contendo membrana
de silica (anel violeta) e centrifugada a 11.000 xg por 1 min. A solugdo filtrada
foi transferida para um novo microtubo de 1,5 ml.
4. Ajuste das condicdes de ligacio do RNA

Foram adicionados 350 ul de etanol 70%, em seguida a solugdo foi
homogeneizada por meio de 5 pipetagens (up and down).
5. Ligacdo do RNA

A solugdo foi transferida para outra coluna contendo membrana de silica
(anel azul) e centrifugada a 11.000 xg por 1 min.
6. Dessalinizacio da membrana de silica

Foram adicionados 350 pl do tampao de dessalinizagdo de membrana
(MDB) visando maior eficiéncia na digestdo do DNA contaminante. Em seguida
as colunas foram centrifugadas a 11.000 xg por 1 min.
7. Digestao do DNA

Na membrana de silica, foram pipetados 10 pl de rDNAse reconstituida
e 90 pul de tampao de digestdo. O tempo de digestdo do DNA foi de 15 min, em
temperatura ambiente.
8. Lavagem e secagem da membrana de silica

Foram realizadas 3 lavagens nas membranas de silica. A primeira (200
pul RAW2, 11.000 xg por 30 s) visou a inativagdo da rDNAse. As duas lavagens
posteriores, com utilizagdo do tampao RA3, tiveram como objetivo a remogao
principalmente de proteinas e compostos fenolicos. Lavagem n°2 (600 ul RAW2,
11.000 xg por 30 s) e n°3 (250 ul RAW2, 11.000 xg por 2 min).
9. Eluicio do RNA total

O RNA total foi eluido em 30 pl de agua DEPC (fornecida pelo kit). Os
tubos foram centrifugados a 11.000 xg por 2 min e a solugdo filtrada foi
transferida para microtubo (0,5 ml) e congelada a -80 °C.
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ANEXO B - Protocolo de deplecao de rRNA em amostras de
plantas. Ribominus Plant Kit for RNA-Seq (Invitrogen, Carlsbad,
EUA), com modificacdes.

1. Hibridizacao do rRNA

O RNA total de cada replicata (concentrado a 10 pl) foi
transferido para um microtubo contento 100 pl de tampéo e 10 ul de
sondas de hibridizagdo. As amostras foram brevemente agitadas e
incubadas em banho seco a 75 °C durante 5 min para a desnaturacdo do
RNA total. Apds esse periodo, a temperatura foi gradativamente
diminuida, durante 30 min, até 37 °C.
2. Preparo das beads

As beads magnéticas foram ressuspendidas no proprio frasco, por
agitagdo em vortex. Para cada replicata, foram pipetados 750 pl de beads
em microtubo de 1,5 ml. Os tubos foram colocados em rack magnético
durante 1 min. Apds esse periodo, o sobrenadante foi aspirado e
descartado. Para cada tubo, foram adicionados 750 ul de 4gua DEPC. Os
tubos foram agitados em vortex e novamente colocados em rack
magnético. Ap6s 1 min, o sobrenadante foi aspirado e descartado. Esta
etapa de lavagem com agua DEPC foi novamente repetida. As beads
foram ressuspendidas em 750 pl de tampdo de hibridizagdo. Deste
volume, foram transferidos 250 pl para um novo tubo (round de deplegio
#1) que foi mantido a 37 °C para uso posterior. Os tubos com os 500 pl
restantes foram colocados no rack magnético, aspirados, ressuspendidos
em 200 pl de tampdo de hibridizagcdo e mantidos a 37 °C para uso
posterior (round de deplecio #2).
3. Remocio do rRNA

Apods a etapa de hibridizagdo, os tubos foram brevemente
centrifugados (spin) e o volume (120 pl) foi transferido para o tubo
contendo 250 pul de beads magnéticas (round de deplegdo #1). Os volumes
foram gentilmente agitados e os tubos foram incubados a 37 °C durante
15 min (com breve agitag@o a cada 2 min, finalizado por spin rapido). Os
tubos foram colocados no rack magnético por 2 min. O sobrenadante
contendo o mRNA foi transferido para um novo microtubo (1,5 ml). A
este microtubo foram adicionados 200 pl de beads magnéticas (round de
deplecdo #2). Os tubos foram brevemente agitados e incubados a 37 °C
durante 15 min (com breve agitacdo a cada 2 min, finalizado por spin
rapido). Os tubos foram colocados no rack magnético por 2 min. O
sobrenadante contendo o mRNA (~320 pl) foi transferido para um novo
microtubo (1,5 ml).
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ANEXO B - Continuacio.

4. Concentra¢cao do mRNA

Foram adicionados aos mRNA 1 pl de glicogénio (20 pg/ul), 3 ul
de acetato de sodio 3 M e 750 pl de etanol absoluto. Os tubos foram
brevemente agitados e mantidos por 12 h a -20 °C para a precipitagdo do
mRNA. Apds esta etapa, os tubos foram centrifugados a 11.000 xg
durante 30 min para a formacdo do pellet de mRNA. O sobrenadante foi
cuidadosamente descartado, sendo adicionados 500 pl de etanol 70%
gelado (4 °C).

Os tubos foram centrifugados a 11.000 xg durante 5 min. Apos
isso, o sobrenadante foi aspirado e descartado. A lavagem com etanol 70%
gelado foi novamente repetida. Os pellets de RNA foram secados em
bomba de vacuo por 5 min para a remog¢ao do etanol residual.

O mRNA foi ressuspendido em 10 pl de agua DEPC e mantidos
a -80 °C até o inicio da construcdo das bibliotecas.
5. Andlise de pureza, integridade e concentracio do mRNA

A eficiéncia da deplecdo de rRNA, degradacdo e concentragao do
mRNA foram verificadas com a utilizagdo do equipamento 2100
Bioanalyzer (Agilent Technologies), com o uso do kit Agilent RNA 6000
Pico (Agilent Technologies). A classe de ensaio utilizada foi a RNA total
de eucariotos.
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ANEXO C - Tipos de RNAs ribossomais e coeficientes de
sedimentacio encontrados em plantas.

RNA ribossomal Coeficiente de Sedimentacio

Ribossomos citoplasmaticos
Sub-unidade maior 258, 88, 5S

Sub-unidade menor 18S

Ribossomos cloroplastidiais
Sub-unidade maior 23S, 58S, 4.58

Sub-unidade menor 16S

Ribossomos mitocondriais
Sub-unidade maior 268, 58

Sub-unidade menor 188, 58S

Fonte: Babu e Grassman, 2011. Assessing integrity of plant RNA with the Agilent
2100 Bioanalyzer.
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