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Resumo — O uso do amendoim forrageiro em consoércios com gramineas nas pastagens e
como cobertura verde, consorciado com culturas comerciais, tem crescido nos ultimos anos.
A analise do genoma funcional permite a identificacdo de genes de interesse agrondmico. Assim,
0 objetivo deste trabalho foi realizar a anotagao funcional de genes do transcriptoma de folhas
de Arachis pintoi. Dos 98.432 transcritos analisados, 69% apresentaram correspondéncias com
o0 banco de dados de proteinas do National Center of Biotechnology Information. As classes
funcdo molecular (36%) e processo bioldgico (35,8%) representaram a maioria dos termos de
Gene Ontology atribuidos, enquanto o componente celular (28,2%) apresentou menor numero.
A analise de expressao diferencial identificou 1.550 e 1.357 genes com maior nivel de expressao
nas cultivares Amarillo e Belomonte, respectivamente. A andlise de enriquecimento dos genes
mostrou que 55,63% pertencem a classe componente celular, seguida por fungdo molecular
(26,48%) e processo biolégico (20,89%). Esses resultados sao o primeiro relato de anotagéo
funcional de A. pintoi que ira fornecer uma importante fonte de informacgéo para avancos nos
estudos de expresséo, silenciamento e edigdo génica nos programas de melhoramento de Arachis.
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Introducao

A utilizagdo de leguminosas como cobertura verde consorciada com culturas comerciais € uma
importante estratégia a conservagdo e melhoria da qualidade do solo, pois contribui para a
manutencdo da sua umidade além da fixagao bioldgica do nitrogénio. Dentre as leguminosas, o
amendoim forrageiro (Arachis pintoi Krapov. & WC Greg.) tem recebido destaque por seu uso em
pastagens consorciadas com gramineas, auxiliando no expressivo aumento do ganho de peso
em bovinos e reducao do tempo de abate (Maia, 2018). Apesar disso, a quantidade de cultivares
disponiveis e o custo das sementes tém limitado a sua implantagdo em larga escala.

A tecnologia de sequenciamento de RNA (RNA-seq) tem demonstrado ser uma boa alternativa,
pois permite a busca por marcadores moleculares com menor custo, além da identificacdo de
genes de interesse agrondmico mais facilmente, utilizando analises de expressado génica (Wit et
al., 2015). A anotacdo do genoma tem por objetivo fazer o levantamento e rotulagcao das suas
caracteristicas relevantes, especialmente aquelas relacionadas aos aminoacidos e proteinas com
fungdes especificas, responsaveis por controlar uma determinada caracteristica (Balbinot, 2020).
Nesse cenario, foi criado o Gene Ontology (GO) Consortium, o qual originou um vocabulario
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controlado aplicavel a todos os eucariotos, visando superar a falta de interoperabilidade de bancos
de dados genémicos causada pela divergéncia na nomenclatura de genes e proteinas. Cada gene
ou proteina pode ser descrito por um numero limitado de termos de vocabulario que se enquadra
em uma das trés categorias ou dominios GO (processo biolégico, funcédo molecular ou componente
celular), de acordo com a fungao que o produto do gene identificado pode desempenhar (Ashburner
et al., 2000). A categoria processo bioldgico refere-se a um objetivo biolégico para o qual o gene ou
produto do gene contribui. A fungdo molecular é definida como a atividade bioquimica do produto de
um gene, descrevendo apenas o que € feito sem especificar onde ou quando o evento realmente
ocorre. A categoria componente celular refere-se ao lugar na célula onde o produto de um gene esta
ativo (Ashburner et al., 2000).

Os estudos com transcriptoma no género Arachis estdo concentrados, principalmente, no amendoim
cultivado (Arachis hypogaea L.) e as espécies mais proximas filogeneticamente. Diante disso, o
objetivo deste trabalho foi realizar a anotagao funcional de genes do transcriptoma foliar de A. pintoi.

Material e métodos

As analises foram realizadas com o transcriptoma de folhas de A. pintoi desenvolvido por Oliveira
(2020), o qual utilizou duas cultivares: Amarillo e Belomonte. A anotacdo funcional foi feita por
meio da comparagao do transcriptoma com o banco de dados nao redundante de proteinas (nr) do
National Center of Biotechnology Information (NCBI), utilizando a opgéo BlastX do pacote Blast+,
com as configuragdes padrdo. Os resultados foram importados para o programa Blast2GO? para
mapeamento e recuperacao de GO e anotagdes de codigo de enzima exclusivo (EC) dos unigenes,
aplicando os parametros padrao. Os termos GO recuperados foram classificados em trés categorias:
componentes celulares, fungdes moleculares e processos bioldgicos.

Para as andlises de expressdo diferencial e enriquecimento foram estimadas as contagens de
genes com o programa Salmon (Patro et al., 2017) e avaliada a expressao em nivel de gene,
agrupando transcricdes em genes usando o pacote R tximport (Soneson et al., 2015). Em seguida,
a matriz de contagens foi filirada para manter apenas genes observados em trés ou mais réplicas
bioldégicas e com contagens por milhdo (CPM = 2). Posteriormente, a normalizagdo dos dados foi
realizada com a abordagem Trimmed Mean of M-values (TMM). A matriz resultante foi utilizada para
realizar a analise de expresséao diferencial (ED) contrastando as cultivares Amarillo e Belomonte.
As analises subsequentes foram realizadas aplicando o método Quasi-Likelihood, implementado
no pacote edgeR (Robinson et al., 2010). Os genes diferencialmente expressos foram usados para
realizar a analise de enriquecimento de termos GO com o pacote GOseq (Young et al., 2010).

Resultados e discussao

Entre os 98.432 transcritos analisados, 67.939 (69%) apresentaram homologia com sequéncias
no banco de dados nr do NCBI. Esse banco de dados reine um acervo de informacbes de bases
tais como GenBank/GenPept, SwissProt, RefSeq, PIR, entre outras, as quais possuem grande
quantidade de dados curados (alta qualidade) de sequéncias de proteinas. A anotacao resultou
em 37.219 transcritos com homologia com 146.844 termos GO, relativos as proteinas do banco
de dados analisado. As classes funcédo molecular (46.082 termos, 36%) e processo bioldgico

' Disponivel em: https:/ftp.ncbi.nlm.nih.gov/blast/executables/blast+/LATEST/.

2 Disponivel em: https://www.blast2go.com/.
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(45.800 termos, 35,8%) apresentaram a maioria dos termos GO atribuidos, enquanto em componente
celular ocorreu 0 menor numero (36.131 termos, 28,2%). O maior nimero de termos GO em relagéo
ao numero de transcritos deve-se a variagdo no comprimento dos transcritos analisados (180 a
16.665 pares de bases), o que permitiu identificar similaridade com mais de uma proteina em
um mesmo transcrito. Além disso, como os termos GO sao classificados de forma hierarquica,
alguns deles podem estar relacionados com mais de uma categoria, uma vez que termos em niveis
hierarquicos menores podem pertencer a mais de uma categoria hierarquica maior (Carnielle et al.,
2015). Por outro lado, a auséncia de termos GO em parte dos transcritos analisados nao significa
auséncia de fungao, apenas que nao ha evidéncias do seu papel até o momento (Balbinot, 2020).

As cultivares Amarillo e Belomonte apresentaram 85,74% de expressdo génica semelhante
no transcriptoma foliar. A analise de expressao diferencial encontrou 1.550 genes com maior
nivel de expressdo em ‘Amarillo’ e 1.357 genes com maior nivel de expressao em ‘Belomonte’
(Figura 1). Considerando os aspectos agrondmicos, as principais diferengas entre as cultivares
sdo a quantidade de flores e sementes produzidas, velocidade de expansao e cobertura do solo e
grau de tolerancia a seca. Portanto, futuras andlises dos genes diferencialmente expressos podem
auxiliar na identificagado daqueles responsaveis por regular caracteristicas de interesse agronémico
e avaliar sua atuagao no sistema foliar de A. pintoi.
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Figura 1. Grafico da analise da expresséo diferencial das cultivares
Amarillo e Belomonte de Arachis pintoi.

NS = Genes com expressao diferencial ndo significativa. Alta exp. = Genes com maior
nivel de expressdo em ‘Amarillo’. Baixa exp. = Genes com maior nivel de expressdo em
‘Belomonte’. CPM = Contagem por milh&o.

Como os termos GO podem apresentar redundancias, a analise de enriquecimento é interessante
por permitir a classificagao funcional e a identificagcdo dos genes mais representados nas amostras
analisadas. Assim, a categoria componente celular (1.282 genes, 55,63%) foi a mais abundante,
seguida por fungao molecular (645 genes, 26,48%) e processo biolégico (509 genes, 20,89%)
(Figura 2). Os termos GO componente integral da membrana (520 genes) e membrana plasmatica
(428 genes) foram os maiores grupos na classe componente celular. Na classe fungdo molecular,
atividade de endopeptidase do tipo aspartico (69 genes) e atividade de DNA polimerase dirigida por
RNA (68 genes) foram as maiores, e processo de reducao de oxidacao (170 genes) e transporte
transmembrana (111 genes) foram o primeiro e o segundo maior grupo em processos biologicos.
Esses resultados apresentam um retrato dos processos e vias biolégicas que provavelmente estéo
relacionados as condigdes bioldgicas das amostras no momento da coleta. A partir desses dados,
0 pesquisador podera aplicar critérios de exclusao de termos que possuem uma relagao fraca com
os objetivos do estudo, baseado na pontuacao do p-valor (Carnielle et al., 2015).
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Classes [l Pe [l cc [l Fv

Xenobidtico transmembrana transportando atividade ATPase -
Xenobidtico transmembrana de atividade transportadora -
Atividade UDP-glicosiltransferase -

Transporte de virus em hospedeiro, célula a célula -

Atividade de transporte transmembrana -

Transporte transmembrana -

Atividade transferase, transferindo grupos hexosil -

t=3 capsideo viral icosaédrico -

Transdugdo de sinal -

Atividade de DNA polimerase dirigida por RNA -

Resposta a karrikina -

Atividade de quercetina 7-O-glicosiltransferase -

Membrana plasmatica -

Atividade oxidorredutase, atuando em doadores pareados, com incorporagéo ou redugéo de oxigénio molecular -
Processo de redugéo de oxidagao -

Atividade da monooxigenase -

Membrana -

Ligagéo de ion de ferro -

Componente integral da membrana -

P ma da célula hc -

Ligagéo de heme -

Processo de biossintese de giberelina -

Regi&o extra celular -

Atividade da endonuclease -

Recombinagdo de DNA -

Integrag@o de DNA -

Ligagéo de carboidratos -

Atividade ATPase, acoplada ao movimento transmembranar de substancias -
Atividade da endopeptidase do tipo aspartico -
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Figura 2. Distribuicdo de termos Gene Ontology enriquecidos no transcriptoma foliar de Arachis pintoi.

PB = Processo biolégico. CC = Componente celular. FM = Fungédo molecular.

Futuros estudos sdo necessarios para elucidar o papel dos genes identificados em vias metabdlicas
relacionadas com caracteristicas foliares do amendoim forrageiro, tais como aqueles responsaveis
pelos mecanismos de acao na resisténcia a estresse hidrico. Essas informacdes sao cruciais para
o avango do melhoramento de Arachis.

Conclusoes

As analises de anotacgao funcional do transcriptoma foliar de A. pintoi permitiram a identificacédo e
classificacado de genes.
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