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RESUMO

Peixes, salamandras e ras sdao vertebrados que apresentam uma impressionante capacidade de
regenerar estruturas complexas, como nadadeiras e membros inteiros. Analises comparativas
de perfil de expressao génica indicam que em torno de 35 % dos genes superexpressos em
estruturas em regeneracdo de peixes pulmonados estdo também superexpressos em
salamandra, sugerindo a existéncia de um programa genético conservado de regeneragdo.
Entretanto, dados de RNA-seq de estruturas em regeneracdo indicam que além dos genes com
alta conservacdo em diferentes grupos de vertebrados, ha um numero grande de transcritos
sem ortologia aparente e que apresentam expressdo diferencial durante a regeneracdo. Esses
transcritos podem incluir genes codificantes de proteinas linhagem especificos, ou RNAs
longos ndo-codificantes, que geralmente sdo pouco conservados e que representariam também
uma classe de genes linhagem-especificos. Com o objetivo de ampliar a compreensdo dos
mecanismos envolvidos na regeneragdo, investigamos neste trabalho, por andlises in silico,
transcritos sem anotagao, através da analise dos transcriptomas de trés estagios da regeneragao
da nadadeira caudal do peixe pulmonado Protopterus annectens. Desenvolvemos e aplicamos
workflow para a identificacdo de potenciais genes-linhagem especificos codificadores ou ndo
codificadores (IncRNAs) de proteinas. Estabelecemos redes de interacdo por co-expressao
verificando a interacdo de tais genes-linhagem especificos com genes e vias conservadas.
Nosso resultado revelou 8336 transcritos sem aparente ortologia com genes de outras espécies
e que estdo alterados durante a regeneragdo de cauda de Protopterus annectens. Desses, 2372
transcritos apresentam potencial codifcante (ORF > 100 aminoécidos), com 126 deles
apresentando dominios proteicos conhecidos. Entre os dominios proteicos identificados, a
grande maioria corresponde a dominios presentes em proteinas derivadas de retrotransposons.
Andlises com programas especializados na identificagdo de RNAs nao codificantes revelaram
que dos 5964 transcritos sem a presenca de uma ORF maior de 100 aminoacidos, 46
transcritos tém alto potencial de representarem IncRNAs linhagem-especificos. Uma analise
de co-expressao revelou oito moddulos de transcritos de expressao coordenada durante a
regeneragdo e indicou a presenca de varios transcritos linhagem-especificos como hubs desses
modulos de co-expressdo. Os resultados contribuem para uma melhor compreensao dos
detalhes moleculares das diferentes categorias de genes envolvidos no processo de
regeneragao e a potencial interagao de vias conservadas com genes linhagem especificos.

Palavras-Chaves: Regeneracdo, Andlises de Transcriptomas, RNAs nao-codificantes, Genes
linhagem-especificos.



ABSTRACT

Fish, salamanders and frogs are vertebrates with an impressive ability to regenerate complex
structures, such as fins and entire limbs. Comparative analyzes of the gene expression profiles
indicate that around 35% of the genes overexpressed in lungfish regenerating structures are
also overexpressed in salamanders, indicating an evolutionary conserved program of
regeneration. RNA-seq data analysis show that in addition to the conserved genes, there is a
large number of transcripts with no apparent orthology detected as differentially expressed
during regeneration. These transcripts may include genes encoding lineage-specific proteins,
or long non-coding RNAs, which are generally poorly conserved and also represent a class of
lineage-specific genes. In this work, we investigated non-annotated transcripts differentially
expressed during regeneration, through in silico analysis of transcriptomes from three stages
of regenerating caudal fins of the lungfish Protopterus annectens. We applied workflows for
the identification and characterization of potentially lineage-specific genes (both coding and
non-coding). We established co-expression networks and searched for interactions between
the lineage-specific genes and conserved genes or gene pathways. Our results revealed 8336
transcripts with no apparent orthology with genes from other species and which are altered
during Protopterus annectens tail regeneration. Of these, 2372 transcripts presented coding
potential (ORF > 100 aminoacids), with 126 of them having known protein domains. Among
the identified protein domains, the vast majority correspond to domains present in proteins
derived from retrotransposons. Analyzes with programs specialized in the identification of
non-coding RNAs revealed that of the 5964 transcripts lacking an ORF greater than 100
aminoacids, 46 transcripts have a high potential to represent novel IncRNAs. A co-expression
analysis revealed eight modules of coordinated expressed transcripts during regeneration and
indicated the presence of several lineage-specific transcripts as hubs of these co-expression
modules. Our results contribute to a better understanding of the molecular details of the
different categories of genes involved in the regeneration process and the potential interaction
of conserved pathways with lineage-specific genes.

Key words: Regeneration, Transcriptome Analysis, Non-coding RNAs, lineage-specific
genes.
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1. INTRODUCAO

1.1. Regeneracio de estruturas complexas em vertebrados

Até onde se tem conhecimento, as salamandras, girinos e lagartos sdo os Unicos
tetrapodes que demonstram a capacidade de regenerar membros e caudas. No entanto, apenas
as salamandras sdao capazes de reconstituir completamente essas estruturas, incluindo a
medula espinhal, de maneira idéntica aos originais ao longo de toda a vida (VAGLIA, 1997).
A regeneragdo de membros e caudas em salamandras, como Ambystoma mexicanum, tem
sido amplamente estudada e caracterizada (BROCKES, 2014). Embora a regeneragdo de
estruturas complexas, como membros e caudas, também tenha sido observada em alguns
outros vertebrados, os exemplos sdo limitados. Por exemplo, a regeneracdo da cauda em ras e
sapos ocorre antes da metamorfose (SIMON, 2013), e a regeneracdo de nadadeiras foi
observada em peixes pulmonados, que sd3o o grupo irmao dos tetrapodes (CONANT, 1970;
NOGUEIRA et al., 2016). Acreditava-se anteriormente que a capacidade de regeneragdo de
membros em todas as suas estruturas, incluindo musculos, 0ssos e nervos, era uma
caracteristica exclusiva desses poucos grupos.

No entanto, evidéncias paleontoldgicas indicam que a capacidade de regenerar
estruturas complexas, como membros e caudas, j& existia em vertebrados ha
aproximadamente 300 milhdes de anos (FROBISCH, 2014). Além disso, um estudo recente
realizado por DARNET et al. 2019, demonstrou que diversas espécies de peixes atuais sdo
capazes de regenerar completamente suas nadadeiras peitorais apds a amputagdo em uma
porcao comparavel a estrutura 6ssea dos membros dos tetrapodes (DARNET et al., 2019).

A regeneragdo de apéndices pares, como nadadeiras ou membros, apresenta uma
distribuicdo mais ampla entre os vertebrados do que se acreditava inicialmente. Isso sugere
que a capacidade de regenerar apéndices pares seja uma caracteristica ancestral prévia a
separacao do grupo que originou os tetrdpodes, tendo surgido no ancestral dos peixes
(FROBISCH et al., 2015). Ao longo da evolucdo, essa capacidade foi parcial ou totalmente

perdida em certos grupos, como os mamiferos, Figura 1.
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Figura 1 — Distribuiggo filogenética da capacidade de regenerar apéndices pares entre os vertebrados. Na parte
superior, representagdo esquematica do endoesqueleto e esqueleto dérmico de apéndices de vertebrados. Na parte
inferior, uma filogenia de vertebrados calibrada no tempo retrata o estado do conhecimento atual, no momento
em que este estudo foi realizado. Linhagens contendo uma ou mais espécies capazes de regeneracdo de
nadadeiras ou membros apds amputagdo do endoesqueleto sdo indicadas em azul, aquelas incapazes indicadas
em laranja e aquelas onde ndo existe informacdo em preto (adaptada de DARNET et al., 2019).

H4 mais de 150 anos, foram descobertos os peixes pulmonados, pertencentes a um
grupo filogeneticamente mais proéximo dos tetrapodes (JORGENSEN, 2011; AMEMIYA et
al.,, 2013; AMENIYA, 2013; MEYER, 1992). Essa proximidade taxondmica oferece uma
oportunidade para estudar a transi¢do evolutiva da agua para a terra, bem como as mudancas
moleculares associadas a essa transicio (AMARAL; SCHNEIDER, 2018). Esses organismos
podem servir como modelos ideais para investigar a origem da regeneracdo de membros nos
tetrapodes. Atualmente, existem trés espécies de peixes pulmonados: Neoceratodus forsteri,
Protopterus annectens e Lepidosiren paradoxa, encontrados na Australia, Africa e Amazonia,
respectivamente. Assim como as salamandras, os peixes pulmonados t€ém a capacidade de
regenerar a nadadeira caudal, uma extensdo da coluna vertebral e medula espinhal
(BRADBURY; BURNSIDE, 2019).

As pesquisas conduzidas por Nogueira et al. 2016, demonstraram que o peixe
pulmonado Lepidosiren paradoxa é capaz de regenerar suas nadadeiras peitorais, seguindo
etapas morfologicas e vias moleculares semelhantes as observadas na regeneracdo de

membros em salamandras. Esses achados indicam que a compreensao dos mecanismos

celulares e genéticos que governam a regeneragdo nos peixes pulmonados pode fornecer
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informagdes valiosas sobre as bases celulares e genéticas envolvidas no processo
regenerativo.

Recentes estudos realizados pelo mesmo grupo de pesquisa (VERISSIMO et al., 2020)
evidenciaram que a regeneracdo da nadadeira caudal em um outro peixe pulmonado, o
Protopterus annectens, apresenta caracteristicas morfologicas e moleculares semelhantes a
regeneragdo da cauda em salamandras. A reconstrucdo da cauda em Protopterus annectens
segue um processo semelhante ao das salamandras, envolvendo a ativagdo de células
proliferativas e a restauragdo das estruturas originais da cauda, tais como musculos , medula
espinhal, esqueleto e a padronizagdo dorsoventral (WANG, 2016; SANDOVAL, 2014;
ECHEVERRI, 2002).

Um grupo adicional de interesse para investigar a regeneracdo de apéndices em
vertebrados ¢ composto pelos peixes do género Polypterus senegalus, que sdo representantes
atuais de um dos grupos mais antigos entre os actinopterygii. Um exemplo notavel ¢é o
Polypterus senegalus, que demonstra a capacidade de regenerar completamente suas
nadadeiras peitorais, mesmo quando amputadas até o nivel do endoesqueleto, uma estrutura
homologa aos membros dos tetrdpodes. Andlises comparativas revelam que aproximadamente
35% dos genes superexpressos durante a regeneracdo do Polypterus também estdo
superexpressos durante a regeneracdo de membros em salamandras, o que indica uma notavel
conservagao do processo regenerativo (DARNET et al., 2019).

O processo regenerativo de apéndices pares ou da cauda, apds a amputagao, ocorre em
etapas distintas. Inicialmente, ocorre a formacdo de uma estrutura transitdria chamada
blastema, composta por células indiferenciadas em proliferagio (TANAKA, 2003). O
blastema (GILBERT, 2008) ¢ um aglomerado de células mesenquimais localizado entre a
epiderme da ferida e a superficie da amputacdo (AKIMENKO et al., 2003). Em seguida,
ocorrem processos de rediferenciagdo e morfogénese, que resultam na reposi¢cdo das
estruturas perdidas (STOCUM, 1999; YOKOYAMA, 2008; VIEIRA & McCUSKER, 2018),
Figura 2.
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Figura 2 — Comparacdo do blastema ¢ formacdo da estrutura em diferentes processos de regeneragdo. (a)
Estagios da regenera¢do da mandibula em anfibios. Apds a amputacio, um epitélio de ferida se forma sobre o
tecido remanescente da mandibula. Células do blastema se acumulam na margem seccionada da mandibula,
originando-se de diversos tecidos maduros. Essas células proliferam, passam por um processo de repadronizacao
e diferenciagdo, resultando em uma estrutura semelhante a mandibula original, porém com caracteristicas
notaveis. (b) Estagios da regeneragdo de membros. A regeneragdo de membros também envolve a formacédo de
um blastema. Apos a amputacdo, um epitélio de ferida se forma na margem cortada do membro. As células do
blastema, também provenientes de varios tecidos maduros, proliferam, passam por um processo de repadrdo ¢
rediferenciagdo, resultando na formagdo de todas as estruturas do membro ausente. O membro regenerado é
idéntico ao original (adaptada de VIEIRA & McCUSKER, 2018).

As células do blastema apresentam plasticidade, o que lhes permite realizar o Gltimo
estagio da regeneracdo: a formacdo de novos membros, caudas ou outras estruturas
complexas. Além disso, possuem uma memoria posicional e tecidual que lhes permite
reconstruir apenas a por¢ao perdida de forma adequada (SIMON, 2013). Estudos moleculares
recentes t€ém comecgado a revelar a complexa arquitetura genética envolvida na regeneragdo de
apéndices pares e da cauda dos tetrdpodes, o que pode contribuir para a compreensdo dos
aspectos evolutivos da regeneragdo ¢ para a identificagdo de alvos moleculares que possam
aumentar o potencial regenerativo de organismos com capacidade limitada ou ausente de

regeneracao.
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1.2. Perfis Globais de Expressdo Génica e Vias Moleculares Enriquecidas na

Regeneracio de Estruturas Complexas

No que se refere aos mecanismos celulares e genéticos que governam a regeneragao
em peixes pulmonados, estudos utilizando varias abordagens de analise da expressdo génica
tém contribuido para uma melhor compreensao das vias moleculares envolvidas no processo
de regeneracdo (HAAS & WHITED, 2017). Dentre as altera¢des observadas nas células do
blastema até o momento, estdo a ativacdo de oncogenes durante o fechamento da lesdo, o
aumento da expressdo de genes envolvidos no remodelamento da matriz extracelular e no
desenvolvimento, bem como a diminui¢do da expressao de genes relacionados a diferenciagao
muscular.

Nos ultimos anos, uma abordagem amplamente adotada para caracterizar os perfis de
expressdo global durante a regeneragdo tecidual ¢ a técnica de sequenciamento do
transcriptoma, também conhecida como RNA-seq. Essa metodologia possibilita a
identificacdo dos conjuntos de genes expressos, bem como a detec¢do de genes com
expressao diferencial em tecidos e células, mesmo em organismos cujo genoma ainda nado
tenha sido sequenciado (LOW & TAMMI, 2017). Essa abordagem foi aplicada com sucesso
pelo grupo do Laboratério de Evolugdo e Desenvolvimento da UFPA no estudo da
regeneragdo de estruturas complexas em peixes como Lepidosiren paradoxa (NOGUEIRA et
al, 2016), Polypterus senegalus (DARNET et al, 2019) e Protopterus annectens
(VERISSIMO et al, 2020).

Em casos de organismos sem genoma disponivel € possivel realizar a montagem de
novo do transcriptoma a partir dos dados de RNA-seq, permitindo a criacdo de um
transcriptoma de referéncia para o mapeamento e quantificagdo da expressao génica (LOW;
TAMMI, 2017). Essa abordagem possibilita a condugdo de estudos de expressdo génica na
regeneragdo de forma mais viavel, superando as barreiras técnicas associadas a montagem e
anotacao de genomas extensos (BISCOTTI et al., 2016), como ¢ o caso dos peixes
pulmonados.

Recentemente, os genomas de peixes pulmonados, como Neoceratodus forsteri (peixe
pulmonado australiano) (MEYER et al., 2021), Protopterus annectens (WANG et al., 2021) e
Polypterus senegalus (Bl et al., 2021), foram sequenciados. Os genomas do Protopterus

annectens e do Polypterus senegalus estdo disponiveis no National Center for Biotechnology
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Information (NCBI) com os cddigos de BioProject PRINA701604 ¢ PRINA704032,
respectivamente. Segundo informacdes fornecidas pelo NCBI, o genoma do Protopterus
annectens consiste em 17 cromossomos, com 41834 transcritos associados e 37056
sequéncias de proteinas associadas. J4 o genoma do Polypterus senegalus possui 19
cromossomos, com 48165 transcritos associados e 42230 sequéncias de proteinas associadas.

A andlise de expressao génica diferencial realizada por Nogueira et al.2016, permitiu a
montagem de novo do transcriptoma da Lepidosiren paradoxa e do representante
actinopterigeo Polypterus senegalus. Esses estudos revelaram notaveis semelhancas entre o
processo de regeneracdo desses organismos e a regeneracdo do apéndice da salamandra,
conforme descrito em estudos anteriores (KNAPP et al., 2013; MONAGHAN et al., 2009;
STEWART et al., 2013; WU et al., 2013).

Observou-se componentes de outras vias associadas a regeneracdo nos tetrapodes,
incluindo a via Wnt (Wnt5a, Wnt5b, Axin2, Gsk3b, Ctnnbl), Fgf (Fgfrl), Bmp (Bmpl,
Bmp4, Smad2), Shh (Ptch2, Gli2), Notch (Notch2), Tgf-B (Inhbb, Tgfbl) acredita-se que
Tgtbl e sua fibronectina alvo (Fnl) fornegam orientacdo direcional para as células de
blastema (STOCUM, 2011), Egf (Vegfa, Megf6, Megf10), componentes e remodeladores de
matriz extracelular (Clqtnf3, Colllal, Fbn2, Mmpl1, Adamts14), via de acido hialuronico
(Hyal2, Has2), resposta imune e inflamatéria (I111, Mdk, Nfkbiz) e manutencdo de
células-tronco (Sox4, Sall4, Chd2) (SCHNAPP et al., 2005; MONAGHAN et al., 2007; HO;
WHITMAN 2008; WONG et al., 2011; PONOMAREVA et al., 2015; LI; ZHANG; AMAYA
2016; VITULO et al., 2017; MURAWALA et al., 2018; SINGH et al., 2018).

Observou-se que o gene responsavel pela codificagdo da proteina semelhante a
MARCKS (MLP), a qual desempenha uma variedade de funcdes desde o desenvolvimento
embrionario até a resposta inflamatoria, ¢ regulado positivamente nos estagios iniciais da
regeneracdo de membros. Essa proteina foi recentemente proposta como um iniciador da
regeneragdo em salamandras (SUGIRA et al., 2016). Além disso, foi constatado que a
regulacdo positiva do gene MLP também ocorre nos estagios iniciais da regeneracdo da
nadadeira do peixe pulmonado.

As evidéncias sugerem perfis de expressdo génica semelhantes entre os organismos
durante o processo de regeneracdo, o que reforca a hipdtese de que os tetrapodes tenham
herdado um programa de regeneragao de membros durante a transi¢do de nadadeira-membro.
Essas andlises também respaldam a ideia de um programa genético conservado de

regeneragdo de apéndices em vertebrados, bem como a heranga, por parte dos tetrapodes, de
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um programa de regeneragdo de membros dos ancestrais dos peixes sarcopterigios
(AMARAL; SCHNEIDER, 2018).

Anteriormente, devido a auséncia de um genoma de referéncia para o Protopterus
annectens e o Polypterus senegalus, a analise dos dados de RNA-seq era realizada por meio
da anotacdo dos transcritos montados, utilizando o BlastX para compara-los com um banco de
proteinas de organismos com genes bem anotados, como o humano ou o zebrafish. A
identificacdo da maioria dos genes diferencialmente expressos e das vias enriquecidas
baseava-se, portanto, no conjunto de genes com ortologia em outros grupos de organismos.

Um exemplo de via de sinalizacdo altamente conservada na escala evolutiva e que tem
apresentado importante papel durante a regeneragdo ¢ via de mTOR. O alvo mecanistico de
rapamicina (mTOR) ¢ uma serina/treonina quinase pertencente a familia de proteinas quinases
relacionadas a fosfoinositideo quinase (PIKK). Ela atua como subunidade catalitica de dois
complexos proteicos distintos: mTORCI e mTORC2 (mechanistic Target of Rapamycin
Complex 1 e 2, respectivamente) (LAPLANTE, 2012). A a¢@o da rapamicina, uma substancia
isolada em 1975 da bactéria de solo Streptomyces hygroscopicus, inibe apenas o mTORCI e
demonstrou atividade antifungica, imunossupressiva e antitumoral (KIM & GUAN, 2019). A
via de sinalizagdo do mTOR ¢ altamente conservada em eucariotos e desempenha um papel
fundamental na integracdo de diversos sinais, promovendo sintese de proteinas e
nucleotideos, crescimento e proliferacao celular, sobrevivéncia e migragdo (SAXTON &
SABATINI, 2017).

O complexo mTOR desempenha um papel crucial na regulacdo de processos
anabdlicos e catabolicos em resposta a estimulos ambientais. Ele atua como um integrador de
vias ativadas por fatores de crescimento e deteccdo de nutrientes, coordenando varias fungdes
celulares e ligando a disponibilidade de nutrientes ao controle metabolico (SHIMOBAYASHI,
2014). A presenca do mTOR em diferentes compartimentos celulares confere-lhe a
capacidade de detectar estresse, sinalizar o crescimento e regular a autofagia.
Especificamente, o complexo mTORCI1 controla o equilibrio entre o anabolismo e o
catabolismo em resposta a diversos estimulos ambientais (SENGUPTA et al., 2010),
fosforilando efetores envolvidos na sintese proteica, como a proteina ribossdmica S6 quinase
beta-1 (S6K1 ou RPS6KBI1), especificamente no residuo de aminoédcido Thr389. Essa quinase
fosforila a proteina ribossomica S6, promovendo a traducdo de mRNAs envolvidos na

biogénese do ribossomo. Portanto, a detec¢do com anticorpos anti-fosfo-S6-quinase
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(pThr/pSer) pode ser utilizada como uma técnica indireta para detectar a atividade do
complexo mTORCI nos processos celulares.

A sinalizacao de mTOR desempenha um papel essencial no crescimento, proliferagao
e sobrevivéncia celular em diversos tecidos do organismo, incluindo o musculo esquelético e
cardiaco. No musculo esquelético, o mTOR exerce controle sobre a sinalizagdo anabdlica e
catabolica, afetando a hipertrofia muscular e a perda de massa muscular (YOON, 2017). Além
disso, a sinalizacdo de mTOR também desempenha um papel critico na regulacdo da
adipogénese, metabolismo lipidico, termogénese e sintese/secrecdo de adipocinas (CINTI,
2012).

Além de desempenhar um papel conservado na ativagdo da proliferagdo celular e
controle do crescimento em eucariotos, estudos recentes t€ém revelado que a via mTOR
também regula processos cruciais na determina¢do do destino celular, como auto-renovagao,
diferenciagdo e desdiferenciagdo celular em metazoarios (HE et al., 2019; MIAO et al., 2020).
Portanto, essa via tem sido implicada na regeneracdo em diversos contextos, desde tecidos
especificos em mamiferos até estruturas mais complexas, como apéndices, € até mesmo em
organismos inteiros (LUND-RICARD et al., 2020). Em modelos de peixe, como o zebrafish,
estudos tém investigado os efeitos da inibicdo da via mTOR na regenera¢do de nadadeiras
amputadas, especificamente no nivel dos raios das mesmas (HIROSE et al.,, 2014;
TAKAYAMA et al., 2018).

Em Polypterus senegalus, observou-se recentemente que a via mTOR ¢ ativada a
partir de 18 horas apds a amputagdo da nadadeira em nivel endocondral, com um aumento
significativo da ativacdo nos dias 3 e 5 apds a amputacdo (Figura 3, dados ainda nao
publicados). Além disso, verificou-se que com o uso de rapamicina, um inibidor de mTOR, a

regeneragao da nadadeira foi drasticamente inibida (Figura 4, dados ainda ndo publicados).
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Figura 3 — Via mTOR ¢ ativada durante regeneracdo da nadadeira de Polypterus senegalus. Cortes histologicos
congelados de nadadeiras em regeneragdo, pelos periodos de tempo indicados apds a amputacdo, foram
incubados com anticorpo primario anti-pS6 (Cell Signaling, #2215, que reconhece a forma fosforilada da
proteina ribossomal S6) e posteriormente com anticorpo secundario Alexa-488 (Thermo-Fisher), visualizado em
verde. Nucleos foram marcados com DAPI; hpa (horas pds-amputacdo); dpa (dias pos-amputagdo); barra de
escala = 200 mm. (Laboratério de Evolugdo e Desenvolvimento - UFPA).
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Figura 4 — Via mTOR ¢ necessaria para a regeneragdo de nadadeira em Polypterus senegalus. Imagens
representativas de nadadeiras de animais cujas nadadeiras foram amputadas e que foram mantidos apds a
amputagdo por 35 dias em solu¢do com 0,1 % de DMSO (controle) ou 2,5 mM de rapamicina (inibidor de
mTORC1). Registros fotograficos do processo de regeneracdao foram feitos nos tempos indicados; dpa (dias
pos-amputagdo). No final do periodo de analise (35dpa), as nadadeiras regeneradas foram novamente amputadas
e submetidas a diafaniza¢do (imagens a direita) para observagdo da estrutura esquelética. O experimento foi
realizado com triplicatas biologicas em cada grupo e que apresentaram resultado semelhante aos mostrados aqui
(Laboratério de Evolucdo e Desenvolvimento - UFPA).

Embora a via mTOR seja altamente conservada em eucariotos, sabe-se que a
capacidade regenerativa varia consideravelmente entre os organismos. Um fator que pode
contribuir para atuacgdo diferencial da via mTOR em organismos altamente regenerativos em
compara¢do com organismos com menor capacidade regenerativa ¢ a interagdo dessa via com
o produto de genes linhagem especificos. Em mamiferos, foi observado que um peptideo
curto, codificado por um RNA anotado como um longo nao codificante (IncRNA), tem a
capacidade de modular negativamente a via mTOR, reduzindo sua atividade durante a

regeneragdo muscular (MATSUMOTO et al., 2017). Desse modo, identificar potenciais genes
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linhagem especificos alterados durante a regeneracao pode contribuir para a caracterizacao de
circuitos moleculares que modulam a atuacdo de vias de sinalizacdo conservadas durante a

regenracao.

1.3. Genes linhagem-especificos e RNAs nao codificantes na regeneracio

Os dados obtidos por meio da técnica de RNA-seq revelam que, além dos genes com
ortologia conservada ao longo da evolucdo, ha um conjunto significativo de transcritos que
ndo apresentam similaridade aparente, mas apresentam variacdo de expressdo durante o
processo de regeneracdo. Esses transcritos podem incluir genes codificadores de proteinas
especificos de determinada linhagem, que estdo restritos a um tdxon particular, ou podem
corresponder a RNAs longos ndo codificantes (IncRNA). Estes Ultimos, em geral, possuem
baixa conservacdo e podem representar uma subclasse de genes linhagem especificos. Por
exemplo, estudos demonstraram que cerca de 70% dos lincRNAs (RNA ndo codificantes
intergénicos longos), amplamente encontrados no genoma de mamiferos, ndo possuem
homologos em espécies separadas por mais de 50 milhdes de anos (HEZRONI et al., 2015).

Estudos anteriores destacaram a contribuicdo de genes linhagem especificos no
processo de regeneragdo de membros em salamandras a exemplo do Notophthalmus
viridescens, Figura 5, onde houve a identificagdo de novos genes linhagem especificos
(LOOSO et al., 2013; KUMAR et al., 2015). Em Drosophila, foi demonstrado que a dele¢ao
desses genes linhagem especificos pode ser letal, evidenciando sua importancia essencial para
esses organismos (CHEN et al., 2010). Além disso, uma pesquisa recente identificou uma
nova familia de proteinas exclusiva das planarias, que desempenha um papel no controle da
proliferagao e morte celular por meio da interagdo com a via mTOR, a qual ¢ amplamente

conservada em eucariotos (PASCUAL-CARRERAS et al., 2020).
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Figura 5 - Expressdao de genes linhagem especificos recém-identificados em um género de salamandra,
Notophthalmus viridescens. Analise RT-PCR em tempo real identificou novos candidatos a genes relacionados
a familias proteicas em tecidos do coragdo, cérebro, bago, olho total, figado, cauda, membro e pulméo de
adultos (adaptada de LOOSO et al., 2016)

Portanto, ¢ plausivel que genes linhagem especificos exer¢gam modula¢des em vias de
sinalizacdo conservadas, resultando em variacdes de regulacdo caracteristicas em um
determinado organismo. No contexto da regeneracdo de apéndices, a hipotese sugere que
esses genes linhagem especificos interajam com um programa genético conservado,
promovendo modulagdes distintas nesse programa e contribuindo para as diferentes
capacidades regenerativas observadas entre os vertebrados. Apesar dos estudos mencionados
anteriormente, o papel dos genes linhagem especificos codificadores de proteinas na
regeneragdo, em geral, tem sido pouco explorado. Quanto aos genes linhagem especificos
correspondentes aos RNA longos ndo codificantes (IncRNAs), a escassez de estudos ainda ¢
notavel.

Conforme mencionado anteriormente, ¢ relevante ressaltar que os IncRNAs sdo uma
classe de RNAs nao codificantes que desempenham diversos papéis em processos biologicos,
representando uma variedade de subclasses funcionais com mecanismos e fungdes biologicas
distintas (CHEN, 2016). No passado, os RNAs ndo codificantes eram considerados regides do

DNA com pouca ou nenhuma relevancia funcional. No entanto, pesquisas recentes revelaram
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que eles possuem um papel crucial na regulagdo do genoma. Os IncRNAs em particular,
representando  aproximadamente 80% do transcriptoma ndo codificante humano,
desempenham um papel significativo nesse contexto (HUI JIA et al., 2010; MATTICK &
MAKUNIN et al., 2006).

Os RNAs ndo codificantes desempenham um papel na regulacdo de diversas vias
biologicas, Figura 6. Sua atuacdo ocorre por meio da interagdo com outras biomoléculas
durante diferentes etapas como a transcri¢ao, a pos-transcri¢ao, a tradugao e a pds-traducao,
influenciando a atividade dos genes (GUTTMAN et al., 2011; KHALIL et al., 2009; OROM
etal., 2010, STRUHL, 2007; van BAKEL et al., 2010; KAZIMIERCZYK et al., 2020).
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Figura 6 — Esquema resumido de alguns mecanismos de interagdo dos RNAs longos néo codificantes (IncRNA)
humanos com biomoléculas celulares (adaptada de KAZIMIERCZYK et al., 2020).

Além disso, alguns IncRNAs possuem open reading frames (ORFs, sigla em inglés)
curtas e desempenham um papel duplo na regulacdo génica. Eles podem sintetizar
micropeptideos que estabelecem interacdes intermoleculares e também interagem com
estruturas moleculares por meio de seus nucleotideos (KUNG et al., 2013). Além disso,
muitos IncRNAs possuem funcgdes conservadas entre diferentes espécies (CLARK et al.,
2012; MARQUES & PONTING, 2009; ULITSKY et al., 2011). Devido a sua natureza

instavel e alta taxa de renovacdo no nucleo celular, os IncRNAs podem responder rapidamente
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a estimulos externos (MERCER et al., 2009). Os IncRNAs exibem uma alta especificidade em
relacdo a células e tecidos especificos. Eles desempenham um papel importante nas
regulagdes epigenéticas especificas e podem ocorrer sem alteragcdes na “maquinaria”
transcricional (IWAKIRI et al., 2017).

Os IncRNAs sdo definidos principalmente pelo seu comprimento, sendo considerados
transcritos com mais de 200 pares de base (200 bp) e com baixo ou nenhum potencial de
codificagdo. Esses transcritos podem apresentar estruturas como Cap 5', cauda poli-A e serem
compostos por multiplos exons. Os IncRNAs podem ser classificados como de carater
antisenso, intergénicos, intercalados ou sobrepostos com genes codificadores de proteinas
(MATTICK, 2009). Essa classificacdo esta baseada nos locais de biogénese dos IncRNAs.
Além disso, existem outras classificagdes que levam em consideragdo sua fungdo,
conservagdo, papel na regulagdo ou influéncia na estrutura da cromatina (MARCHESE et al.,
2017; LAURENT et al., 2015).

LncRNAs sdo menos abundantes do que os mRNAs dentro da célula, embora sejam
mais numerosos. Sua existéncia ¢ breve e seus niveis de expressao variam entre diferentes
tipos e subtipos de células. Eles exibem maior especificidade tecidual, bem como
especificidade em relacdo ao estado de desenvolvimento e subtipo celular (YUNUSOV et al.,
2016). O numero total de IncRNAs no genoma humano ainda nao ¢ precisamente conhecido,
pois novos transcritos sao constantemente identificados e as bases de dados sdo atualizadas
regularmente. Esses nimeros podem variar consideravelmente entre bancos de dados, devido
as diferentes definicdes do que constitui um IncRNA. Por exemplo, o GENCODE v34
(HARROW et al., 2012) lista 17960 IncRNAs, enquanto o LncBook (MA et al., 2019) relata
mais de 270000 transcritos. O projeto FANTOM-CAT identificou 27919 IncRNAs, dos quais
19175 foram associados a alguma funcionalidade (HON et al., 2017). Apesar disso, apenas
algumas centenas de loci de IncRNAs foram caracterizados funcionalmente até o momento. E
provavel que muitos outros IncRNAs sejam descobertos, ¢ a maioria dos novos IncRNAs
identificados por meio de varios métodos ainda precisa ser funcionalmente anotados.

LncRNAs desempenham papéis importantes no envelhecimento, doengas neuroldgicas
e uma variedade de tipos de cancer (FERNANDES et al., 2019; CHEN et al., 2016; CHEN et
al., 2018), tornando-os candidatos ideais para o estudo de vias moleculares envolvidas nessas
condigdes. No entanto, em comparacdo com a predicdo computacional sistemdtica de

sequéncias, fungdes e vias de biogénese de pequenos RNAs nao codificantes, como os
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microRNAs ou miRNAs, os IncRNAs ainda precisam ser compreendidos de maneira mais
eficaz.

Isso ocorre devido a variagdo no comprimento das sequéncias, origem gendmica €
fungdes dos IncRNAs. Existem desafios conhecidos nos projetos de anotacdo de IncRNAs,
incluindo: i) catalogacdo incompleta das caracteristicas dos IncRNAs, ii) a diversidade de
métodos experimentais utilizados para gerar informagdes sobre os transcritos, iii) baixa
expressao dos IncRNAs, iv) especificidade celular e v) dinamica da fun¢ao dos IncRNAs em
resposta a sinalizagdes epigenéticas. Os avangos recentes no processamento de Big Data e na
aprendizagem de maquina estdo auxiliando na superac¢do desses desafios, embora ainda de
forma limitada. No entanto, estratégias mais eficientes sdo essenciais para a predicdo e
caracterizagao funcional dos IncRNAs.

No que se refere ao seu papel funcional, os IncRNAs desempenham diversas fungoes e
estdo principalmente envolvidos na regulagdo de genes codificadores de proteinas, em um
mecanismo conhecido como regulagdo cis. No entanto, em alguns casos, eles também podem
regular genes em trans, que estdo localizados mais distantes no mesmo cromossomo ou em
cromossomos diferentes. Além disso, os IncRNAs podem ser encontrados em diferentes
regides celulares, como nucleo, nucléolo, citoplasma e at¢é mesmo nas mitocondrias, o que
geralmente se relaciona com seus modos de agao especificos.

Os IncRNAs ndo atuam de forma isolada, mas interagem com outros genes € proteinas
por meio de complexas vias de interagdo (WANG & CHANG, 2011; ZHANG et al., 2019).
Esses IncRNAs possuem varias fungdes bem estabelecidas, tais como: remodelagdo da
cromatina (BERNSTEIN & ALLIS, 2005; GUPTA et al., 2010; LEE, 2009), formagao de
complexos por meio da interagdo com proteinas (JEON & LEE, 2011; LEE, 2011),
fornecimento de suporte estrutural para interagdes moleculares (CAM et al., 2009), repressao
da atividade genética através da interagdo com complexos de fatores de transcri¢do
(PARASKEVOPOULOU & HATZIGEORGIOU, 2016; HU et al., 2017), co-regulagdo de
genes codificadores de proteinas (FAN et al., 2019), inibicdo da RNA polimerase II
(ESPINOZA et al., 2004), processamento de mRNAs (GONZALEZ et al., 2015),
estabilizacdo de processos pds-transcricionais (HE et al., 2019; MUNSCHAUER et al., 2018),
afetacdo do processo de traducdo (HU et al., 2014), empacotamento em vesiculas
extracelulares (CHEN et al., 2019; QUESENBERRY et al., 2015), atuando como precursores
de miRNAs (CAI & CULLEN, 2007; GAI et al., 2018) e at¢ mesmo codificacdo de
micropeptideos (ANDERSON et al., 2015; MATSUMOTO et al., 2017).
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Os IncRNAs tém sido associados a uma ampla variedade de doengas. Devido as suas
multiplas fun¢des e mecanismos de agdo, esses transcritos estdo envolvidos em diversos
processos e vias intracelulares do organismo humano, o que sugere sua participagdo ativa no
desenvolvimento de varias doengas. Aproximadamente 80% dos IncRNAs validados
experimentalmente listados no banco de dados LncBook (MA et al., 2019) estdo associados a
mais de 400 doengas. Além disso, 0 LncRNADisease 2.0 (BAO et al., 2019) contém mais de
200 000 associagdes previstas entre IncRNAs e doencgas.

Dentre as condic¢des patoldgicas relacionadas aos IncRNAs, destacam-se o cancer de
prostata, cancer de colon, cancer de pulmao, doenca de Alzheimer, doengas cardiovasculares,
leucemia, diabetes, AIDS e doengas neurodegenerativas, nas quais mutagdes ou desregulagao
dos IncRNAs desempenham um papel significativo (CHEN et al., 2016). Por exemplo, o gene
maternally expressed 3 (MEG3) transcreve um IncRNA de aproximadamente 1700
nucleotideos que atua como componente antitumoral, demonstrando a capacidade de inibir a
proliferacdo de células cancerigenas (ZHANG et al., 2003). Outro exemplo ¢ o IncRNA
HOTAIR, que apresenta superexpressao em tecidos cancerosos, comparado aos tecidos nao
cancerosos adjacentes, em pacientes com carcinoma hepatocelular (HCC) submetidos a
transplante de figado, tornando-se um biomarcador para prever a recorréncia do tumor
(YANG et al., 2011).

O entendimento dos mecanismos pelos quais os IncRNAs contribuem para a etiologia
das doencas ¢ crucial para o diagndstico, tratamento, prognostico e desenvolvimento de
terapias eficazes. Inicialmente considerados como transcritos semelhantes aos mRNAs, porém
ndo codificadores de proteinas, estudos recentes revelaram caracteristicas distintas dos
IncRNAs em relacio aos mRNAs (QUINN, 2016). A capacidade dos IncRNAs de regular
genes codificadores de proteinas ¢ uma caracteristica especialmente relevante.

Recentes avancos no sequenciamento do transcriptoma tém possibilitado a descoberta
de milhares de IncRNAs em diversas espécies (HEZRONI et al., 2015). Embora alguns
IncRNAs tenham demonstrado desempenhar papéis importantes em diversos processos
biologicos, as funcdes ¢ mecanismos da maioria desses transcritos ainda permanecem em
grande parte desconhecidos. Existem dois desafios significativos que surgem entre o
sequenciamento do transcriptoma e a caracterizagdo funcional dos IncRNAs: a identificacao
de genes genuinamente ndo codificantes a partir da montagem de novo dos transcriptomas e a

sele¢do dos centenas de candidatos a IncRNAs resultantes para andlises experimentais futuras.
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Alguns estudos tém destacado a participacdo dos IncRNAs em processos de
regeneragdo tecidual, como a regeneracao de nervos (YAO, 2019) e a regulacao de fungdes e
mecanismos no desenvolvimento, degeneragdo e regeneracdo da cartilagem, especialmente
em doencas como osteoartrite e degeneracao do disco intervertebral (ZHU et al., 2019). Além
disso, uma pesquisa recente identificou um IncRNA como um regulador especifico do
desenvolvimento de membros em humanos e camundongos (ALLOU et al., 2021). No
entanto, apesar das evidéncias do papel importante dos IncRNAs nos processos bioldgicos,
pouco se sabe sobre o papel dessas moléculas em organismos ndo modelo (SALABI, 2021), e
ha uma escassez de estudos que caracterizem o papel dos IncRNAs no processo de
regeneragdo de apéndices em vertebrados.

Portanto, a utilizagdo de conjuntos de dados contendo transcriptomas de modelos de
regeneragdo proporciona uma oportunidade para identificar genes linhagem especificos, tanto
codificantes quanto ndo codificantes, durante o processo regenerativo de estruturas
complexas. Além disso, é possivel prever suas interagdes com vias de sinalizagdo
conservadas, como a via mTOR, o que pode fornecer insights importantes sobre os genes e
vias de sinalizacdo ativados durante a regeneragdo em estruturas complexas. Essas
informagdes ajudam a elucidar as diferengas na capacidade regenerativa entre os vertebrados
(NOGUEIRA et al., 2016; DARNET et al., 2019; VERISSIMO et al., 2020). A analise desses
dados permite também a comparacdo dos programas genéticos empregados durante a
regeneragdo em diferentes grupos de organismos, fornecendo detalhes moleculares para uma
analise evolutiva do processo de regeneragdo. Isso pode revelar pistas sobre como ampliar a
capacidade regenerativa, que ¢ relativamente baixa em mamiferos.

Quando considerados os genes com ortologia entre os vertebrados, o programa de
expressao génica de regeneragao de estruturas complexas em peixes pulmonados e de alguns
representantes dos actinopterigios ¢ bastante semelhante ao empregado por salamandras. Isso
indica a existéncia de um programa genético conservado de regeneragdo. Entretanto, um
grande numero de transcritos sem ortologia aparente ¢ geralmente detectado nos perfis de
expressao génica de tais estruturas em regeneragdo. Embora pequena parte desses transcritos
possam representar estruturas ndo caracterizadas, muitos correspondem a genes
linhagem-especificos (codificantes e nao codificantes) que também contribuem para o
processo de regeneracao.

Assim, a caracterizagdo in silico desses transcritos sem ortologia contribuird para

identificar potenciais genes linhagem-especificos e suas possiveis interacdes com vias
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moleculares conservadas. Isso fornecera uma estimativa do impacto de genes

linhagem-especificos no programa genético do processo de regeneracdo de estruturas

complexas em vertebrados.

2.

OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Identifica¢do de transcritos correspondentes a genes linhagem-especificos codificantes

e ndo codificantes potencialmente envolvidos na regeneracdo de nadadeiras do peixe

pulmonado Sarcopterygii Protopterus annectens.

2.2. Objetivos Especificos

3.

Aplicagdo de workflow para identificar e selecionar transcritos sem anotacdo em banco

de dados que estejam diferencialmente expressos durante a regeneragdo através da analise
comparativa do transcriptoma em trés estagios da regenera¢do do Protopterus annectens;

Determinacdo de transcritos, diferencialmente expressos, que apresentem ou nao

potencial codificante;

Identificagdo, considerando os que possuem potencial codificante, os transcritos que

estejam associados a familias proteicas especificas;

Utiliza¢ao de ferramenta apropriada para os transcritos sem potencial codificante, a fim
de identificar possiveis candidatos a IncRNAs;

Estabelecimento de redes de interagdo por co-expressdo dos genes diferencialmente

expressos na regeneracdo para identificar possiveis interagdes entre os genes
linhagem-especificos e os demais.

METODOLOGIA
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3.1. Montagem de novo do transcriptoma de cauda em regeneracio do Protopterus

annectens

A montagem do transcriptoma que utilizamos no presente estudo ja foi realizada e
devidamente publicada (VERISSIMO et al, 2020) pelo Laboratorio de Evolugdo e
Desenvolvimento da Universidade Federal do Pard. A primeira etapa consistiu na remog¢ao de
sequéncias adaptadoras e as leituras (reads) de baixa qualidade utilizando o programa
Trimmomatic (BOLGER; LOHSE; USADEL, 2014) a partir dos seguintes parametros:
HEADCROP: 21, ILLUMINACLIP: primer bio.fa: 2:30:10, SLIDINGWINDOW: 4:20,
MINLEN: 50.

Apos esta etapa, a qualidade dos reads foi verificada utilizando o programa fastQC
(www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc). Posteriormente as duplicatas técnicas
de leituras nicas ou emparelhadas foram removidas, utilizando o programa CD-HIT-DUP, e
entdo avaliamos novamente a qualidade dos reads utilizando fastQC. O transcriptoma de
referéncia foi montado de novo através da ferramenta Trinity (GRABHERR et al., 2011),
utilizando os parametros a seguir: min_contig length 200 e min kmer cov 3. Apos a
montagem, foi gerada uma andlise estatistica utilizando a ferramenta assembly-stats e entdo
foi realizada a busca por genes ortélogos usando o programa BUSCO (SIMAO et al., 2015).
Os transcritos redundantes que o programa Trinity gerou foram removidos com auxilio da

ferramenta EvidentialGene (http://arthropods.eugenes.org/EvidentialGene/trassembly.html)

utilizando o pipeline do programa. Entdo novamente foram realizadas andlises com os
programas assembly-stats e BUSCO.

Os dados brutos e montados do transcriptoma foram importados para o programa CLC
Genomics Workbench, onde foi utilizado o plugin Molecular Index para mapear as leituras de
sequéncia (reads) cada condicdo de regeneracdo e cauda intacta contra o transcriptoma
montado. Para cada execucgdo, todos os conjuntos de leituras foram mapeados para o
transcriptoma de referéncia usando o CLC com parametros padrao (Qiagen). Em seguida,
realizou-se a anotacdo dos genes bem como com a andlise de suas respectivas expressoes
diferenciais. Os dados de expressao por transcrito foram somados por agrupamento de genes
homologos de humanos usando um script bash (HHGC). Como descrito anteriormente
(DARNET et al., 2019), os HHGCs foram definidos agrupando transcri¢des com E-value de
10~ quando comparados por BlastX com o banco de dados Humano NCBI RefSeq (11/2016).

28


http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc
http://arthropods.eugenes.org/EvidentialGene/trassembly.html

Para cada HHGC, a expressdo foi calculada em TPM e a comparagdo foi baseada no teste t
considerando quatro condigdes (estrutura complexa intacta e estrutura complexa com 1 dpa,
14 dpa e 21 dpa, onde dpa sdo os dias poés amputacdo) com trés repeticoes bioldgicas
independentes. A matriz de similaridade entre as execugdes foi calculada usando valores de
TPM para cada HHGC, usando a correlagdo de classificacdo de Spearman no software

Morpheus (https://software.broadinstitute.org/morpheus). Os genes foram considerados

diferencialmente expressos, negativamente ou positivamente expressos, com significancia
estatistica quando os valores de Fold Change (FC) sdo maiores que 2 ou menores que — 2 ¢
quando o false discovery rate (FDR) ajustado pelo p-value sdo menores que 0,05 (FDR <
0.05), respectivamente. A Tabela 1 mostra as estatisticas da montagem de novo do
transcriptoma do P. annectens ja devidamente descrita com sua qualidade atestada por

Verissimo et al, 2020.

Number of reads 279,685,470
Number of mapped reads 221,312,168
Number of contigs: 75,447
Number of contigs >=1kb: 21,637
Number of contigs in N50: 10,769
Min contig length: 201
Max contig length: 17,116
Mean contig length: 997.51
Standard deviation of contig length: 1250.86
Median contig length: 442
N50 contig length: 1,987
Number of bases in all contigs: 75,258,961
Number of bases in contigs >=1kb: 53,191,743
%GC 39.95

Tabela 1 — Estatisticas da montagem de novo do transcriptoma do Protopterus annectens (adaptada de Verissimo
et al., 2020).

29


https://software.broadinstitute.org/morpheus

3.2. Workflow para selecio de linhagem-especificos com potencial codificante e com

expressao alterada durante a regeneracio

Fez-se uma andlise sistematica do transcriptoma da nadadeira caudal em regeneracao,
gerados por nosso grupo (VERISSIMO et al, 2020), para catalogar os potenciais genes
linhagens-especificos codificadores de proteinas com expressdo alterada durante a
regeneragao que ndo tenham anotacdo nos bancos de dados apds busca por similaridade
utilizando-se BLAST2GO e BlastX contra o UniProtK B/Swiss-Prot.

Para isso, criou-se um pipeline de andlise que possui os seguintes critérios para a
identificacdo de genes linhagem-especificos a partir das tabelas de expressao diferencial de
RNA-seq do P. annectens:

(1) selecdo dos contigs sem anotacdo nos bancos de dados e com no minimo 50 reads e
apresentando superexpressao (FC maior que 2 no tecido em regeneragao em comparagao com
o controle e com FDR menor que 0,05). Tais dados estatisticos foram obtidos anteriormente
com o auxilio do software CLC Genomics Workbench;

(i) Ap¢s a filtragem dos contigs superepressos na etapa anterior (i), submeteu-se 0os mesmos

para a andlise no Transdecoder v3.5.0 (http:/transdecoder.github.io) com a utilizagdo dos

parametros default do software, gerando assim um proteoma utilizado na etapa seguinte com
aqueles que possuirem uma fase aberta de leitura (ORFs, sigla em inglés) maior que 100
aminoacidos (ORF > 100 aa).

(ii1) Para a identificacdo de dominios proteicos, utilizou-se o proteoma deduzido gerado pela
etapa (ii), compostos por contigs com ORF preditas > 100 aa e consequentemente sequéncias
proteicas deduzidas que sequencialmente foram submetidos para a identificagdo dos dominios

proteicos no HMMER v3.2.1 (http://hmmer.org/) com auxilio do banco de dados proteicos

Pfam (https:/pfam.xfam.org/) (MISTRY et al.,2020), utilizando os parametros default e

E-value = 1 para uma busca menos rigorosa no sentido de detectar uma maior similaridade
com dominios protéicos e com posterior avaliagdo da significancia dos achados através da

sele¢do daqueles que apresentaram menores valores de E-value para cada hit.
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3.3. Workflow para selecdo de potenciais RNAs longos nio codificantes com expressao

alterada durante a regeneracio

Para a identificagdo de potenciais candidatos a IncRNAs no nosso transcriptoma da
cauda em regeneracdo, empregou-se o pipeline Annocript, descrito por Musacchia et al.,
2015. Esse protocolo tem sido amplamente utilizado em estudos recentes, como o de Ceschin
et al. 2020, para a identificagdo de IncRNAs. O principal modulo do pipeline Annocript € o
CPC2 - Coding Potential Calculator 2 (KANG et al., 2017). O CPC2 utiliza a Suppot Vector
Machine (SVM), que ¢ um algoritmo de aprendizado de maquina capaz de analisar e
reconhecer padrdoes moleculares. Esses padrdes sdo avaliados com base em quatro
caracteristicas principais: comprimento das ORFs, integridade das ORFs e valores de pontos
Isoelétricos (pI) (KANG et al., 2017).

O Annocript v. 2.0.1 ¢ capaz de identificar candidatos potenciais a IncRNAs com base
em critérios especificos. Esses critérios incluem o tamanho do transcrito, que deve ser maior
que 200 nucleotideos, a auséncia de similaridade com proteinas ou dominios proteicos, a
presenca minima ou auséncia de ORFs com menos de 100 aminoacidos, a auséncia de
similaridade com outros ncRNAs presentes no banco de dados Rfam (https://rfam.xfam.org),
e um potencial codificante menor que 5% ou potencial ndo-codificante maior que 95%. No
presente estudo, foi dada énfase a auséncia total de ORFs nos transcritos, considerando a
possibilidade de que IncRNAs possam apresentar micropeptideos em suas estruturas.

Por ultimo, realizou-se uma analise adicional com os 46 candidatos a IncRNAs
linhagem-especificos no RNAfold web server (GRUBER et al., 2008) para predi¢ao de suas
estruturas secundarias. Tal RNAfold ¢ um websuit onde a andlise deu-se através do
fornecimento das sequéncias de interesse com a utilizagdo dos parametros default. Tais
parametros consideram as interagdes dos nucleotideos das sequéncias fornecidas e, através da
termodinamica estatistica das interagdes intermoleculares de tais nucleotideos, gera uma
populagdo de estruturas através da distribui¢do de Poisson—Boltzmann considerando os
aspectos termodinamicos de interagdao intermolecular, assim obetendo a estrutura secundaria
centroide (CS, centroid structure) a qual ¢ a representante ou ¢ uma tendéncia de toda a
populacdo gerada, bem como a o fornecimento da estrutura de menos energia livre de Gibbs

(MFE, minimum free energy).

3.4. Mapeamento dos transcritos no Genoma do Protopterus annectens
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Como o genoma do Protopterus annectens tornou-se disponivel durante a execucao
deste projeto, incluimos uma etapa de mapeamento dos transcritos de cauda em regeneracao
em nossa analise, como forma de garantir que os transcritos selecionados por nossos pipelines
ndo representam contaminantes ou artefatos de sequenciamento. As metodologias de
mapeamento de contigs sdo geralmente utilizadas em analises de expressao génica com dados
de RNA-Seq. O mapeamento ¢ um processo essencial para a quantificagdo dos mesmos bem
como para a predicao de onde os contigs sdo originarios em um genoma.

Bowtie 2 v. 2.5.1 (http://bowtie-bio.sourceforge.net/index.shtml) ¢ um alinhador de
sequéncias rapido e apresenta melhor alinhamento utilizando contigs acima de 50pb
(LANGMEAD & SALZBERG, 2012). Ainda, o mapeador Bowtie2 utiliza a abordagem sem
juncdo de exons (unspliced read aligner), utilizando a aplicacdo da transformada de
Burrows-Wheeler para indexar o genoma de referéncia. Os parametros utilizados durante a
simulagdo do Bowtie 2 foram: (i)- Indexagdo do genoma através da execu¢ao do comando
bowtie2-build; (i1)- Execucdo do mapeamento coma o termo -p 8, relacionado aos 8
processadores utilizados; (iii)- Utilizacdo do preset --very-sensitive-local (-D 20-R 3 -N 0 -L
20 -1 S, 1, 0.50) para a execugdo do alinhamento local dos contigs com a possibilidade de
omitir as bases das pontas dos mesmos ("soft clipped") para maximizar a pontuagdo do
alinhamento, tal caracteristica deste preset torna a simulagdo mais lenta tendo como
contrapartida tendo uma maior sensibilidade e precisao do processo.

A etapa de quantificagdo ¢ baseada na contagem dos contigs (CONESA et al., 2016).
A contagem dos alinhamentos foi feita com auxilio da ferramenta SAMTools
(http://samtools.sourceforge.net/), por meio de comandos basicos do Linux e utilizando o
pacote Bioperl (STAJICH et al., 2002). O SAMTools, auxilia na manipulagao de arquivos de
saida de alinhamentos, formato SAM e BAM, os quais possuem um formato de texto onde os
campos sdo separados por tab (“\t”). Juntamente com comandos como grep, cut, wc € outros
foi possivel quantificar os contigs sem utilizacao custosa da memoria. Todas as analises foram
executadas em um computador com processador Intel Core 17, 32GB de memoéria RAM e 8

nucleos, utilizando Ubuntu 21.10.

3.5. Geracao de redes de interacio por co-expressao
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Utilizou-se todos os dados de expressdo dos transcriptomas gerados de cauda e
nadadeiras em regeneragéio do Protopterus annectens (VERISSIMO et al, 2020) para analisar
padrdes de co-expressdo. Conexdes funcionais entre genes, de uma mesma via ou via que
interagem, geralmente sdo refletidas em perfis de co-expressao.

Para identificar genes com padrdes de co-expressdo e gerar as redes de interagdo
utilizou-se a ferramenta CEMiTool v. 3.17 (RUSSO et al., 2018). Os arquivos e parametros
fornecidos para o pacote CEMiTool v. 3.17 sdo a matriz de expressdo normalizada dos genes
com o metadata de seus respectivos niveis de expressdo para cada uma das condi¢des
amostrais, arquivo de anotagdo das condigdes amostrais onde hd uma coluna denominada
"SampleNames" que € a coluna que possui 0 nome das amostras € outra coluna denominada
"Class" que ¢ a coluna onde hé a possibilidade de agrupar as amostras de desejo em grupos
maiores e especificos, a exemplo deste estudo onde ha triplicatas de cada condi¢cdo amostral
como “controle 17, “controle 2” e “controle 3” agrupando-os assim em uma classe de
Controle; cor method = c("pearson") com a utilizacdo da correlagdo de Pearson para os
calculos realizados, um filter pval < 0.05 (default sugerido pelos autores) para a filtragem dos
genes que foram utilizados na andlise e ora pval < 0.05 para um valor-P para analise de
super-representacao. Além disso o pacote seleciona um valor adequado para o parametro do
pacote WGCNA (Weighted Wene Co-expression Network Analysis) a fim de que a andlise
tenha uma aderéncia ao modelo scale-free de Barabasi-Albert.

Ainda, na analise médulos foram gerados com o destacamento dos principais genes
que possuem maior conectividade durante a co-expressao, denominados hubs. O CEMiTool v.
3.17 gerou graficos e tabelas como resultado da andlise de co-expressao, tais como: Perfis de
co-expressdo de cada modulo, R? versus B e o mean conectivity versus B. Onde tal parAmetro
B € um valor definido pelo CEMiTool v. 3.17, considerando os dados fornecidos, e que reflete,
juntamente com outros parametros estatisticos mencionados anteriormente, a adesdo dos
mesmos ao modelo scale-free de Barabasi-Albert.

Na Figura 7 pode-se observar um fluxograma, mostrando de forma ilustrativa, com os
passos envolvidos na sele¢do do conjunto de potenciais transcritos correspondentes a genes
codificantes de proteinas e, ainda, candidatos a IncRNAs linhagem-especificos alterados na

regeneragdo da cauda do Protopterus annectens.
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Figura 7 — Fluxograma da metodologia utilizada para sele¢do de transcritos correspondentes a genes
codificadores linhagem especificos e genes de RNAs nao-codificantes a partir de dados de RNA-seq da cauda
em regeneragdo do P. annectens.
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4. RESULTADOS

4.1. Analise de expressdo génica diferencial na cauda em regeneracao de Protopterus

annectens

Com base nos dados de transcriptoma produzidos em um estudo anterior
(VERISSIMO et al, 2021), foram identificados transcritos diferencialmente expressos nos
estagios pds-amputacdo da regeneragdo da cauda do Protopterus annectens (1 dpa, 14 dpa e
21 dpa) em comparagdo com a cauda intacta (controle). Essa analise pode ser visualizada por
meio da constru¢do de Volcano Plots, conforme mostrado na Figura 8.

Dos 75.447 contigs totais, ap6s filtragem com base nos parametros utilizados nas
etapas iniciais de nosso pipeline (FDR < 0.05 e FC > 2 e sem anota¢@o apds Blastx contra
bancos de proteinas), foram identificados 8.336 transcritos superexpressos nos estagios de
regeneracdo € que nao apresentaram ortologia aparente com genes presentes em bancos de

dados de humanos ou de outros organismos.
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Figura 8 — Volcano Plots ilustrando a expressdo diferencial dos 75.447 contigs derivados dos dados de
RNA-seq durante os estagios pos-amputagdo de cauda do Protopterus annectens. (a) 1 dpa, (b) 14 dpa e (c)
21 dpa. Os pontos em verde, vermelho e cinza correspondem aos contigs com regula¢do negativa (Down
Regulated), regulacdo positiva (Up Regulated) ¢ auséncia de significancia estatistica (Not significant),
respectivamente.
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4.2. Genes linhagem especificos com potencial codificante diferencialmente expressos

durante a regeneracao

Posteriormente, procedeu-se a andlise dos 8336 contigs sem anotacdo e apresentadno
superexpressao em um ou mais estagios de regeneragdo da cauda do P. annectens por meio da
utilizacao do TransDecoder v. 5.3.0, com o objetivo de avaliar o potencial codificante de cada
um deles. Nesse contexto, foi constatado que um total de 2372 transcritos superexpressos
apresentaram evidéncias de potencial codificante, com fase de leitura aberta ou open reading
frame (ORFs, sigla em inglés) com extensdo superior a 100 aminoacidos (aa). Por outro lado,
foram identificados 5964 transcritos que nao revelaram indicios de potencial codificante,
apresentando ORFs inferiores a 100 aa ou auséncia das mesmas.

Em seguida, os 2372 transcritos diferencialmente expressos que demonstraram
potencial codificante, com ORFs superiores a 100 aminoacidos (aa), foram submetidos a uma
analise no banco de dados Pfam (HMMER v. 3.2.1), com o objetivo de identificar dominios
proteicos. Entre esses transcritos, 126 apresentaram "hits" significativos para dominios
proteicos, com um valor médio de E-value de 6.6x10° durante a busca no banco de dados. A
Figura 9 mostra Volcano Plots com o perfil de expressao de todos os transcritos sem anotagao
nas comparacdes da cauda intacta com cada um dos estagios de regeneracdo analisados.
Nesses graficos, estdo em destaque parte dos 126 genes linhagem-especificos codificadores de
proteinas com as maiores variagdes de expressdao (Fold Change > 5) ao longo das etapas do
processo de regeneragio. E possivel portanto observar que vérios genes desse grupo

apresentaram grande alteracdo de expressdo durante a regeneracao.
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Figura 9 — Volcano Plots ilustrando a expressdo diferencial de alguns genes linhagem-especificos codificadores
de proteina sem anotagdo derivados dos dados de RNA-seq e superexpressos durante os estagios poés-amputagido
do Protopterus annectens. (a) 1 dpa, (b) 14 dpa e (c) 21 dpa. Os tais genes linhagem-especificos estdo denotados
em vermelho escuro no presente grafico. Os demais pontos em verde claro, vermelho claro e cinza claro
correspondem aos contigs com regulagdo negativa (Down Regulated), regulacdo positiva (Up Regulated) e
auséncia de significancia estatistica (Not significant), respectivamente.
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Com relacdo aos tipos de dominios protéicos identicados nos 126 transcritos, 104
deles foram associados a dominios proteicos de Endonuclease-reverse transcriptase, Reverse
transcriptase, GIY-YIG catalytic domain e zinc-binding reverse transcriptase. Além disso,
foram encontrados 7 transcritos associados ao dominio Lamina-associated polypeptide 2
alpha, 7 transcritos ao dominio Phage integrase, N-terminal SAM-like domain 1 e 4, e 6
transcritos ao dominio Myb/SANT-like DNA-binding domain. Por fim, 2 transcritos foram
associados ao dominio Retroviral aspartyl protease. A distribuicao dos dominios encontrados

pode ser observada na Figura 10.

Endonuclease-Reverse Transcriptase

Reverse transcriptase - RVT_1

GIY-YIG catalytic domain

Lamina-associated polypeptide 2 alpha - LAP2alpha
Phage integrase, N-terminal SAM-like domain 1 & 4
Myb/SANT-like DNA-binding domain

Retroviral Aspartyl Protease

zine-binding Reverse Transcriptase

0 10 20 30 40 50 60
No. of polypeptides

Figura 10 — Distribuicdo de dominios proteicos conhecidos no grupo de 126 transcritos sem ortologia aparente,
mas com potencial codificante.
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4.3. Potenciais IncRNAs diferencialmente expressos durante a regenerac¢io de cauda

Foram identificados como possiveis candidatos a IncRNAs um total de 46 transcritos,
dentre os 5964 sem potencial codificante apontados pela analise do TransDecoder e que foram
submetidos a analise no Annocript v. 2.0.1 . Esses 46 transcritos apresentaram valores de
potencial codificante significativamente inferiores ao cutoff de 5% estabelecido como default
do Annocript v. 2.0.1, Figura 11, ou mesmo como auséncia de ORF. E importante ressaltar
que os 5964 transcritos analisados nesta etapa tem um tamanho maximo de 6993
nucleotideos, minimo de 201 nucleotideos ¢ uma média de 587 nucleotideos e os 46
transcritos candidatos tém um tamanho maximo de 479 nucleotideos, minimo de 201
nucleotideos e uma média de 273 nucleotideos, respectivamente.

A média de probabilidade codificante, dos 46 transcritos, foi de 0,596% o que ¢ o
mesmo afirmar que corresponde a uma média de probabilidade ndo codificante de 99,40%.
Esses valores estdo consideravelmente abaixo do cutoff estabelecido pelo Annocript, que ¢é
inferior a 5% para o potencial codificante e/ou superior a 95% para o potencial ndo

codificante, Figura 12.
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Figura 11 — Distribui¢ao de probabilidade do potencial codificante dos 5964 contigs analisados pelo Annocript
v. 2.0.1, com destaque para o valor de cutoff (linha amarela) para adesdo aos critérios de candidatura a IncRNA,
estabelecido em menos de 5% de probabilidade de potencial codificante.
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Figura 12 — Distribui¢ao de probabilidade dos 46 transcritos identificados como possiveis candidatos a IncRNAs
apos a analise pelo Annocript v. 2.0.1.

Adicionalmente, a Figura 13 mostra Volcano Plots dos transcritos sem anotagdo
colocando em destaque agora alguns destes 46 candidatos a IncRNAs com as maiores
variacoes de variacdes de expressao (Fold Change > 5) ao longo do processo de regeneragao.

Por ultimo, como os IncRNAs tendem a apresentar estruturas secundarias complexas,
os 46 transcritos apontados como potenciais IncRNAs foram analisados pelo programa
RNAfold web server para predicdo de suas estruturas secundarias. Dos 46 submetidos para a
analise 4 transcritos, TRINITY DN104611 c0 g2 il, TRINITY DN123033 cl6 gl il,
TRINITY DN128349 c6 g5 il,TRINITY DNI128368 c9 g5 il, apresentaram alta
similaridade entre as predigdes para as estruturas secundarias de menor energia (MFE) e a
estrutura secundaria centroide (CS) oriunda da populagdo de estruturas termodinamicamente
geradas através da distribuicdo de Poisson—Boltzmann. A Figura 12, abaixo, mostra uma
representacao dessas estruturas com as respectivas energias livres de Gibbs associadas a MFE
e CS, com o seguintes valores de variacdo de energia livre (AG), respectivamente:

— 74.50 kcal/mol e — 74.50 kcal/mol; — 75.10 kcal/mol e — 68.30 kcal/mol; — 76.70 kcal/mol ¢
— 76.70 kcal/mol; — 55.30 kcal/mol e — 55.30 kcal/mol.
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Figura 13 — Volcano Plots ilustrando a expressdo diferencial de alguns genes linhagem-especificos

correspondentes aos candidatos a IncRNAs derivados dos dados de RNA-seq e que estdo superexpressos durante
os estagios pos-amputacdo do Protopterus annectens. (a) 1 dpa, (b) 14 dpa e (c) 21 dpa. Tais candidatos a
IncRNAs estdo denotados em vermelho escuro no presente grafico. Os demais pontos em verde claro, vermelho
claro e cinza claro correspondem aos contigs com regulacdo negativa (Down Regulated), regulacdo positiva (Up
Regulated) e auséncia de significancia estatistica (Not significant), respectivamente.

42



ol .- cmmmm .-

© B
S’ —
B g " g
¥ :
2 )
3 3
] H
" = -
: g
2 3
7 %
g H
£ E
5 s
22 ) 57 -
D P
g g
- g g
T |
cmmm .- — o - —-
= =2
S’ S
&g
z
L 5
: =
5
3 2
5 =
¥ i 52 i
- 2 7
z 3 23
i g )
& E 2 E. Eﬁ
g g
H E
Figura 14 - Predigdo da estruturas secundaria pelo programa RNAfold

(http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAWebSuite/RNAfold.cgi) dos  quatro  candidatos a  IncRNA
diferencialmente  expresso durante a regeneracdo de <cauda em Protopterus annectens. (a)

TRINITY DN104611 c0 g2 i1 - MFE/CS: — 7450 kcal/mol e — 7450 kcal/mol. (b)
TRINITY DN123033 cl6 gl il - MFE/CS: — 75.10 kcal/mol e — 6830 kcal/mol. ( ¢ )
TRINITY DN128349 c6 g5 i1 - MFE/CS: - 76.70 kcalmol e — 76.70 kcal/mol. (d)

TRINITY DN128368 ¢9 g5 il - MFE/CS: — 55.30 kcal/mol e — 55.30 kcal/mol.
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4.4. Redes de interacdo de co-expressao entre os genes diferencialmente expressos na

cauda em regeneraciao

Foram analisados no CEMiTool v. 3.17 um total de 75447 transcritos provenientes das
tabelas de expressdo diferencial do Protopterus annectens. Apds a filtragem de acordo com os
parametros do CEMiTool v. 3.17, 6380 transcritos foram selecionados com base em sua maior
probabilidade de estabelecer interagdes durante a co-expressao, utilizando um valor de p igual
a 0,05.

A andlise de co-expressdo desses 6380 transcritos resultou na geracdo de graficos
estatisticos onde avaliou-se a adesdo dos dados de co-expressdo ao modelo de escala livre de
Barabasi (BARABASI; OLTVAI, 2004). A Figura 15 mostra a relagdo entre R? (correlagio
linear) versus P (pardmetro ) para o grafico de independéncia de escala, enquanto a Figura 16
apresenta a conectividade média em relacdo a B (Mean connectivity versus ).

O CEMiTool v. 3.17 selecionou um valor de 3 igual a 10 como apropriado para a
analise dos dados de RNA-seq fornecidos. Esse valor foi escolhido de forma a maximizar a
conectividade média entre os transcritos analisados, mantendo uma relacdo com o valor de

correlagdo linear (R?) dos dados, que foi de 0,63.
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Figura 15 — Grafico estatistico de independéncia de escala (R? versus P).
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Figura 16 — Grafico estatistico da conectividade média (Mean connectivity versus [3).

A andlise de co-expressao do Protopterus annectens resultou na identificacdo de 8
modulos de perfis de co-expressao, nos quais cada modulo é composto por um conjunto de
transcritos/genes com perfil de expressdo similar, conforme ilustrado na Figura 17. A
distribuicdo dos transcritos/genes em cada modulo ¢ apresentada em termos percentuais e
numéricos, conforme segue:

M1: 80.5% — 5136; M2: 4.22% — 269; M3: 3.84% — 245; M4: 2.91% — 186; M5: 2.43% —
155; M6: 2.26% — 144; M7: 1.77% — 113; M8: 1.54% — 98.

Como mencionado, 80.5% dos 6380 considerados estatisticamente relevantes, pelo
CEMiTool v. 3.17, para a analise de co-expressdo estavam no modulo M1 evidenciando,
assim, uma importdncia acentuada durante esse processo regenerativo. Na Figura 17,
podemos observar que o modulo M1 corresponde a transcritos/genes superexpresos durante
os trés estagios de regeneragdo. Ainda, os genes hubs, aqueles poucos genes os estabeleceram
mais conexoes com os demais, para 0 médulo 1 (M1) foram transcritos linhagem-especificos:
TRINITY _DN127308 ¢5 g2 il, TRINITY DNI126408 c3 g9 il, TRINITY DN123033 c17
_gl1 il, TRINITY _DN129867 c113 g2 il, TRINITY DN122010 c4 g5 i2.
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Figura 17 — Perfis de Co-expressdo para os 8 modulos (M1 a M8) gerados sob as condigdes amostrais em

triplicatas. O eixo y (ordenada) dos graficos representa valores médios relativos de express

30 génica e 0 eixo

x (abscissas) assinalam as triplicatas para cada uma das condi¢cdes experimentais. As coloragdes cinza,
vermelho, verde e azul nos graficos correspondem representativamente as regides para as triplicatas das

amostras de Controle, 1dpa, 14 dpa e 21 dpa, respectivamente).
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5. DISCUSSAO

5.1. Genes linhagem especificos com potencial codificante apresentam expressiao alterada

durante a regeneracio de cauda

A partir da anélise de expressao diferencial dos dados obtidos por RNA-seq, foi
identificado um numero de contigs diferencialmente expressos positivamente com
significancia estatistica (FC > 2 e FDR < 0,05) durante o processo de regeneragdo nos trés
estagios pos-amputacdo (1 dpa, 14 dpa e 21 dpa), em comparagdo com a cauda ndo lesionada
(controle), conforme mostrado na Figura 8. O numero de contigs sem anotacao com expressao
positiva durante os trés estagios de regeneracao (1 dpa, 14 dpa e 21 dpa) foi de 5606, 5828 e
4716, respectivamente.

Nossas analises determinaram que 2372 transcritos sem ortologia aparente € com
potencial codificante sdo superexpressos durante a regeneragdo de cauda e portanto,
representam potencias genes linhagem especificos com papel durante a regenerac@o. A analise
do Pfam revelou um enriquecimento de dominios especificos nos transcritos/polipeptidios
associados aos estagios pos-amputacdo do Profopterus annectens. Observou-se o0
enriquecimento dos dominios Endonuclease-reverse transcriptase, Reverse transcriptase
(RNA-dependent DNA polymerase - RVT 1), GIY-YIG catalytic domain e zinc-binding
reverse transcriptase (zf-RVT), totalizando 104 associacdes, Figura 9. Esses dominios
desempenham um papel essencial no processo de clivagem do DNA, bem como em processos
transcricionais € de expansdao do genoma, em conjunto com componentes genéticos como
transposons e retrotransposons. E relevante destacar que um grande nimero de transcritos
relacionados a elementos transponiveis conservados foi detectado como superexpressos na
nadadeira caudal em regeneracdo do Protopterus annectens, conforme relatado anteriormente
pelo nosso grupo (VERISSIMO et al.,, 2020). E interessante notar, que um consideravel
numero de genes associados a elementos transponiveis linhagem-especificos também possam
atuar na regenerac¢ao de cauda em Protopterus annectens.

Um estudo recente de Wang et al. (2021), que aborda a montagem do genoma do P,
annectens, identificou a presenga de uma quantidade significativa de elementos transponiveis
ativos, como elementos nucleares intercalados longos, repetigdes terminais longas e

transposons de DNA. Nossos resultados revelaram um nimero substancial de dominios
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RVT 1 que -codificam Transcriptase reversa (RNA-dependent DNA polymerase),
corroborando o trabalho de Wang et al. (2021), no qual esse dominio ¢ transportado por
retrotransposons amplamente distribuidos pelo genoma do P. annectens. E interessante notar
que esses retrotransposons apresentam uma correlagdo linear com o comprimento dos introns
dos genes do peixe pulmonado. Nossos dados sugerem que, além dos elementos transponiveis
conservados, o genoma do P. annectens contém transposons ativos especificos desse taxon, os
quais podem desempenhar um papel na regeneragao da cauda. Vale salientar que os elementos
transponiveis tém sido propostos como importantes fatores na geragdo de diversidade
gendmica e inovagdes linhagem-especificas em vertebrados (WARREN et al., 2015).

Em relagdo ao dominio Lamina-associated polypeptide 2 alpha - LAP2alpha, foram
identificados 7 transcritos/polipeptidios associados a tal dominio durante a busca. Esse
dominio esta associado as proteinas Lamina A e Lamina C, que sdo os principais produtos de
splicing do gene LMNA e sdo encontradas no nucleoplasma. Essas proteinas estdo envolvidas
na estruturacdo da cromatina, incluindo a LAP2 alfa (VIDAK et al., 2018) e o fator de
barreira para auto-integracao (BAF) (LOI et al., 2016). A lamina A ¢ transcrita e traduzida a
partir de uma proteina precursora conhecida como prelamina A, que sofre processamento
pos-traducional com clivagem pela metalopeptidase de =zinco STE24 (ZMPSTE24),
resultando na formagdo de um peptideo curto e da lamina A madura (CAMOZZI et al., 2014).
As laminas tém sido descritas como estruturas que desempenham um papel na sinalizacao
celular em modelos de diferenciagdo muscular e laminopatias musculares (MARALDI et al.,
2011).

Estudos tém mostrado a relacdo entre mTOR e lamina A, destacando a regulagao do
complexo mTORCI, hiperativacio do mTORC2 em tecido adiposo laminopatico,
hiperativagdo do mTOR dependente de lamina A mutada em mioblastos, ¢ a redugdo dos
niveis de prelamina A por meio do tratamento com Rapamicina, entre outros (CHIARINI et
al., 2019). Portanto, ha fortes evidéncias de que os mecanismos de resposta para a
manuten¢do adequada da lamina A (BERTACCHINI et al., 2013) possam envolver a ativagao
do mTOR tanto em condigdes normais quanto patologicas ou de estresse. Esses resultados
fornecem evidéncias adicionais do papel do complexo mTORCI1 no processo de regeneracao
de membros no presente estudo.

O dominio Phage integrase, N-terminal SAM-like domain 1 & 4 foi detectado em 7
transcritos/polipeptidios em nossa analise. Esse dominio estd relacionado a enzimas que

medeiam a recombinacdo unidirecional especifica entre duas sequéncias de DNA. O dominio
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Myb/SANT, por sua vez, apresentou 6 transcritos/polipeptideos associados ao final da busca
no Pfam. Essas proteinas estabelecem interagdes com o DNA e outras proteinas, auxiliando
em processos transcricionais, como o splicing do mRNA. Por fim, o dominio Retroviral
aspartyl protease (RVP) foi identificado em 2 transcritos/polipeptidios associados e esta
relacionado as enzimas responsaveis pela clivagem de peptideos. O Apéndice B traz
informagdes dos resultados de expressdo diferencial bem como dos dominios proteicos
identificados no Pfam para os 126 transcritos linhagem-especificos com a respectiva

significancia estatistica em termos de E-value.

5.2. Identificacdo de potenciais transcritos candidatos a IncRNAs com expressao alterada

durante a regeneracao de cauda

No genoma de P. annectens (https:/www.ncbi.nlm.nih.gov/data-hub/taxonomy/7888/)
(WANG et al., 2021), foi identificado que 7,7% (2350) do seu genoma consiste em ncRNAs,

tanto anotados quanto ndo anotados. No6s identificamos 5964 transcritos/contigs sem anotacao
e que ndo apresentaram potencial codificante, apds a analise do TransDecoder. Apos analise
com o pacote Annocript, identificamos apenas 46 com alto potencial de representarem
IncRNA. O principal mdédulo de andlise utilizado, o CPC2 do Annocript, ¢ amplamente
reconhecido e recomendado para analise em organismos nao-modelo. Sua alta especificidade
de 98,65% e sensibilidade de 57,09% foram atestadas em estudos anteriores com peixes,
como a identificagdo de novos IncRNAs em zebrafish (MISHRA et al., 2021; LI et al., 2020;
SALABI et al., 2021). Assim, o método de anélise do Annocript ¢ bem restringente e por
apresentar alta especificidade e menor sensibilidade, ¢ possivel que o nimero de IncRNAs
dentro do grupo que selecionamos seja maior.

E valido observar algumas caracteristicas avaliadas pelo CPC2 durante a analise do
Annocript que em conjunto sdo decisivas para a sugestdo de um candidato a IncRNA, sdo
elas: O comprimento da ORF ¢ uma medida importante para distinguir transcritos com
potencial codificante. A integridade da ORF que ¢ crucial para diferenciar entre RNAs
codificantes e ndo codificantes, verificando se as ORFs estdo completas ou incompletas com
base nos start e stop codons bem como com a auséncia da propia ORF nas sequéncias
fornecidas. Além disso, outro fator importante sdo os valores de ponto isoelétrico (pI). Os
valores de pl foram obtidos traduzindo a ORF mais longa em sequéncias de aminoacidos e

calculando suas propriedades fisico-quimicas (BJELLQVIST et al., 1994). Assim, fez-se a
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presuncdo de que peptideos identificados artificialmente em transcritos ndo codificantes
devem ter propriedades fisico-quimicas diferentes quando comparados com os peptideos reais
oriundos de transcritos codificantes.

Finalmente, um total de 46 transcritos atenderam aos critérios estabelecidos pelo
Annocript para serem considerados candidatos a IncRNAs. Esses transcritos apresentaram um
tamanho maximo de 479, minimo de 201 e uma média de 273 nucleotideos, respectivamente.
Além disso, os mesmos nao apresentaram ORFs em sua estrutura, indicando a auséncia de
potencial codificante, e possuem um valor de pl igual a 0. Essas duas ultimas caracteristicas
confirmam, como mencionado anteriormente, a inexisténcia de micropeptideos codificados
nesses transcritos, pois um valor de pl igual a 0 indica a auséncia de assinaturas isoelétricas
caracteristicas de estruturas moleculares dos aminoacidos. Vale ressaltar que, de acordo com a
metodologia adotada neste estudo, foram selecionados apenas os candidatos a IncRNAs que
ndo apresentavam a possibilidade de traduzir micropeptideos em sua estrutura de acordo com
os critérios de ORFs e pl mencionados. Assim, esses 46 transcritos sao considerados como os
possiveis candidatos a IncRNAs.

Em dois estudos recentes Xing et al., 2021 bem como Pan et al., 2022 abordam o
importante papel desempenhado por micropeptideos codificados por pequenas ORFs em
IncRNAs na patogénese em muitas doengas bem como o seu papel em vias regulatérias que
influenciam na fun¢do muscular, estabilidade de RNAs, expressdo génica etc (XING et al.,
2021; PAN et al., 2022).

Interessante destacar, ainda, o papel dos IncRNAs em contextos fisiopatologicos como
as disordens neurais atuando em atividades regulatorias em diversos cenarios como
diferenciagdo celular, crescimento celular e a diversas respostas ao estresse, dentre outros.
Dentre esses cenarios podemos destacar o processo de regeneracao neural mediado por um
IncRNA Silcl juntamente com um fator de transcricdo SOX11 que sdo altamente expressos
apos dano neural em camundongos (PERRY et al., 2018; HEZRONI et al., 2019).

Sequencialmente, os resultados da andlise utilizando a ferramenta RNAfold
permitiram uma avaliacao adicional dos 46 candidatos a IncRNA, a fim de determinar quais
tém potencial viabilidade termodinamica para a formacdo de estrutura secundaria. Essa
predicdo ¢ baseada em informagdes sobre a termodindmica estatistica, distribuicdo de
Boltzmann e energia de perturbacdo das moléculas de nucleotideos em uma determinada
sequéncia. Portanto, os IncRNAs com menores variagdes de energia livre de Gibbs (AG) e

maior concordancia estrutural entre os modelos de estrutura secundaria MEF e estrutura
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secundaria centréide (CS) indica uma maior probabilidade de que a predicdo estrutural dos
IncRNASs seja viavel. A estrutura secundaria centrdéide como o propio nome diz ¢ um estrutura
que representa a tendéncia central ou média das estruturas que foram geradas pelo RNAfold,
considerando as diversas pertubacdes energéticas bem como os aspectos termodindmicos das
mesmas. Ainda, ressaltando que as estruturas MEF s3o correspondentes a aquelas estruturas
de menor energia livre de GIbbs (AG). Finalmente, verificou-se os 4 genes
linhagem-especificos oriundos dos 46 candidatos a IncRNAs que possuem possiveis
estruturas secundérias definidas teoricamente uma vez que tanto MFE quanto CS
convergiram, como mostrado na Figura 12. Os Apéndices A e C trazem informagdes no que
tange as possiveis estruturas secundarias para os 46 candidatos a IncRNA quanto informagdes
relativas a expressao diferencial dos mesmos e as probabilidades de codificagdo de proteinas

obtidas pelo Annocript.

5.3. Mddulos de co-expressao ativos durante a regeneracio de cauda

O procedimento foi realizado utilizando o software CEMiTool para analisar os perfis
de co-expressao dos transcritos em relagdo as diferentes condi¢des experimentais as quais o P,
annectens foi submetido: controle, 1 dpa, 14 dpa e 21 dpa. Utilizando os respectivos valores
de expressao génica para cada uma das triplicatas das condigdes. O CEMiTool aplicou um
algoritmo de filtragem para selecionar os genes a serem analisados, levando em considerac¢ao
os valores de expressdo e um valor de p igual a 0,05 (filter_pval = 0,05). Isso permitiu utilizar
apenas os genes com maior significancia estatistica na analise de co-expressao.

O modelo de escala livre ou scale-free de Barabasi (BARABASI; OLTVAL 2004) é
um algoritmo que gera redes sem escala de forma aleatoria. Esse modelo sugere que existem
poucos genes com muitas conexdes € muitos genes com poucas conexdes. Portanto, ¢é
importante considerar o parametro [ para avaliar a co-expressdo de acordo com o modelo de
Barabasi. No caso desta analise, o valor selecionado para B foi 10.

Ao estabelecer essa relacdo com o valor de correlagdo linear R?, foi encontrado um
valor de aproximadamente 0,63, que difere do valor padrao de 0,8. No entanto, essa diferenca
ndo indica resultados incorretos. O CEMiTool procurou valores de B menores, no caso 10,
para que a co-expressdo se ajustasse ao modelo scale-free, conforme ilustrado na Figura 13.
Assim, os modulos foram capazes de evidenciar os genes com o maior estabelecimento de

conexdes, conforme visto na Figura 14.
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Os perfis de expressdo permitiram avaliar a co-expressdo dos genes agrupados em
cada modulo ao longo das condigdes de controle, 1 dpa, 14 dpa e 21 dpa. Na Figura 15, o
Modulo 1 (M1) ¢ destacado, mostrando um recrutamento aumentado de genes que estdao
co-expressos em todas os estdgios temporais apds a amputagdo em comparagdo com a
condicdo de controle. Isso sugere que, em situagdes de estresse, como a amputacdo, os genes
pertencentes a esse modulo tendem a ser recrutados e estabelecendo conexdes, evidenciando
sua relevancia bioldgica no processo de regeneragao.

Cinco hub genes gene do modulo M1, mddulo este que teve 80.5% dos transcritos
apresentando co-expressdo positiva, sdo genes sem anotacdo que apresentaram expressao
diferencial de acordo com andlises anteriores. Esses genes hubs estdo associados a varios
processos bioldgicos, como organizagdo do citoesqueleto, migragdo celular, diferenciagao
celular, regulacdo positiva em resposta ao estresse oxidativo, proliferagdo muscular de
musculos esqueléticos, regulacdo da sinalizagdio TOR (mTORC1 e mTORC2),
desenvolvimento de estruturas anatomicas, regulagdo da proliferacio de fibroblastos,
proliferagdo celular, organizagcdo das fibras musculares através da actomiosina e processos de
fosforilagdo, entre outros. Isso foi possivel ser verificado ao realizar uma busca em bancos de
dados com as sequéncias dos mesmos. Os genes hubs sdo elementos que estabelecem mais
conexdes com outros genes no respectivo modulo. Esses genes desempenham um papel
essencial nos sistemas biologicos (BARABASI; OLTVAL 2004).

Além disso, foram identificados 45 transcritos linhagem-especificos relacionados aos
dominios proteicos mencionados anteriormente que apresentaram co-expressao aumentada
neste mesmo mddulo M1 e, portanto, apresentando conexdes com os genes hubs, sendo eles:
20 transcritos Endonuclease-reverse transcriptase, 10 transcritos Reverse transcriptase
(RNA-dependent DNA polymerase - RVT 1), 6 transcritos Lamina-associated polypeptide 2
alpha - LAP2alpha, 5 transcritos Phage integrase e 4 transcritos Myb/SANT. Adicionalmente,
31 transcritos candidatos a IncRNA também mostraram co-expressdo aumentada e conexdes
com os hubs no Mddulo 1 (M1). Portanto, pode-se estabelecer uma relacao entre esses genes
linhagem-especificos, codificantes e nao codificantes, € os processos bioldgicos representados
pelos hubs, com co-expressdo constante durante os 3 estagios temporais da regeneragdo (1
dpa, 14 dpa e 21 dpa) apresentando um papel fundamental para o processo regenerativo do P.
annectens. Os Apéndices B e C trazem informacdes dos 126 genes linhagem especificos
codificadores de proteinas bem como os 46 candidatos a IncRNA no que tange aos mddulos

que cada um exibiu co-expressao ou nao.
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6. CONCLUSOES

O trabalho realizado inclui a construcdo de uma pipeline para andlise in silico de
dados de RNA-seq que permitiu identificar potenciais genes linhagem especificos
(codifcantes e ndo codificantes) com expressdo alterada na cauda em regenera¢do do peixe
pulmonado Protopterus annectens.

Foram detectados 8336 transcritos sem aparente ortologia com genes de outras
espécies e que estdo alterados durante a regeneracdo de cauda de P. annectens. Desses, 2372
transcritos apresentam potencial codifcante (ORF > 100 aa), com 126 deles apresentando
dominios proteicos conhecidos. Entre os dominios proteicos identificados, a grande maioria
corresponde a dominios presentes em proteinas derivadas de retrotransposons. Isso indica a
participagdo de elementos transponiveis linhagem especificos no processo de regeneracao.

Uma analise bem restringente para identificacdo de RNAs ndo codificantes revelou
que dos 5964 transcritos sem a presenga de uma ORF maior de 100 aa, 46 transcritos tém alto
potencial de representarem IncRNAs linhagem-especificos com expressdo alterada na cauda
em regeneragao e 4 transcritos possuem estruturas secundarias tedricas viaveis.

Foram identificados oito mddulos de transcritos com expressdao coordenada durante a
regeneragdo. No principal modulo, o M1, que representa genes superexpressos durante os trés
estagios analisados de regenerag@o ha cinco hub genes representados por transcritos linhagem
especificos, indicando tais genes podem estar envolvidos em multiplas interagdes moleculares
durante a regeneragao.

Os resultados apresentados e devido a representatividade de aproximadamente 80.5%
dos genes por parte do modulo 1 (M1), onde no mesmo ha 45 genes linhagem-especificos
codificantes e 31 genes linhagem-especificos ndo codificantes, e a co-expressdo positiva em
todos os estdgios da regeneragdo, ¢ imperativo enfatizar a necessidade de investigacdes
posteriores mais aprofundadas em relagdo aos componentes genéticos deste modulo
especifico. A co-expressdo positiva pode indicar que esses genes estdo trabalhando em
conjunto para desencadear respostas especificas de regeneracdo, talvez ativando vias de
sinalizacdo que levam a proliferacdo e diferenciagdo celular. Esses genes podem estar
desempenhando papéis essenciais em tal processo, possivelmente coordenando diversas
fungdes celulares. Além disso, a interagdo entre os genes linhagem-especificos e os genes ja

anotados no genoma ¢ fundamental para compreender como as vias moleculares conservadas
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sdo reguladas durante a regenera¢do podendo haver conexdes diretas ou indiretas entre esses
genes, e entender essas interacdes pode ajudar a identificar os reguladores-chave e os pontos

de controle nos processos regenerativos de estruturas complexas em vertebrados.
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Apéndices

Apéndice A - Estruturas secundarias provenientes da analise do RNAfold web
suit.



TRINITY_DN104611_c0 g2 il

MFE secondary structure Centroid secondary structure

AG = —74.50 kcal/mol AG = - 74.50 kcal/mol




TRINITY DN108590 cl1_g2 il

1
=

MFE secondary structure Centroid secondary structure
AG = — 50.54 kcal/mol AG = —40.64 kcal/mol




TRINITY DN116435_c0 gl i2

MFE secondary structure Centroid secondary structure
AG =—43.00 kcal/mol AG = —31.40 kcal/mol




TRINITY DN116435_c0 g3 il

-

MFE secondary structure Centroid secondary structure
AG =—46.50 kcal/mol AG =—17.96 kcal/mol




TRINITY_DN118383 ¢0 gl il

1
=

MFE secondary structure Centroid secondary structure
AG = — 18.40 kcal/mol AG = — 14.87 kcal/mol




TRINITY _DN119279 ¢0 g5 il

1
=

MFE secondary structure Centroid secondary structure
AG =—52.10 kcal/mol AG =—26.70 kcal/mol




TRINITY DN119387 ¢3 gl il

-

MFE secondary structure Centroid secondary structure
AG = — 68.90 kcal/mol AG = - 55.90 kcal/mol




TRINITY_DN119952_¢2 g2 il

MFE secondary structure Centroid secondary structure
AG =—52.00 kcal/mol AG =—20.17 kcal/mol




TRINITY_DN121120 c4 g5 i2
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=

MFE secondary structure Centroid secondary structure
AG =—19.40 kcal/mol AG = - 16.90 kcal/mol
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MFE secondary structure Centroid secondary structure

AG = - 56.70 kcal/mol AG = —-45.20 kcal/mol




TRINITY DN121506 ¢5 g2 il

1
=

MFE secondary structure Centroid secondary structure
AG =—94.30 kcal/mol AG =—78.70 kcal/mol




TRINITY_DN121541 ¢0 gl i2

1
=

MFE secondary structure Centroid secondary structure
AG =—79.40 kcal/mol AG =— 60.50 kcal/mol




TRINITY_DN121840 c0 g2 il

1
_

MFE secondary structure Centroid secondary structure
AG =—55.70 kcal/mol AG = — 38.80 kcal/mol




TRINITY DN122360 c4 g2 i2

1
=

MFE secondary structure Centroid secondary structure
AG = - 59.30 kcal/mol AG = —29.78 kcal/mol




TRINITY DN122542 ¢l g2 i2

MFE secondary structure Centroid secondary structure
AG =—-97.20 kcal/mol AG = —48.20 kcal/mol




TRINITY_DN122682_c0 gl il

1
=

MFE secondary structure Centroid secondary structure
AG = — 34.80 kcal/mol AG = - 18.10 kcal/mol




TRINITY DN123033 c16 gl _il

1
=

MFE secondary structure Centroid secondary structure
AG =—75.10 kcal/mol AG = — 68.30 kcal/mol




TRINITY _DN125013 ¢0 g2 il
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MFE secondary structure Centroid secondary structure
AG =-109.70 kcal/mol AG =—77.80 kcal/mol




TRINITY_DN125294 c1 g8 il
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MFE secondary structure Centroid secondary structure
AG =—72.20 kcal/mol AG = — 54.50 kcal/mol




TRINITY_DN125898 ¢0 g2 il
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MFE secondary structure Centroid secondary structure
AG = —33.60 kcal/mol AG =—16.00 kcal/mol
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MFE secondary structure Centroid secondary structure
AGwre = — 52.80 kcal/mol AGcentrom = — 46.60 kcal/mol




TRINITY_DN126278_¢2 gl il
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MFE secondary structure Centroid secondary structure
AG =—-90.90 kcal/mol AG =—75.30 kcal/mol




TRINITY _DN126712_¢2_g2 il

1
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MFE secondary structure Centroid secondary structure
AG = — 63.80 kcal/mol AG = —45.47 kcal/mol
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MFE secondary structure
AG = - 59.60 kcal/mol

TRINITY_DN127136_c1_g3_i4

Centroid secondary structure

AG=-37.00 kcal/mol



TRINITY _DN127306 ¢2 g7 il
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MFE secondary structure Centroid secondary structure
AG =—32.30 kcal/mol AG = - 20.20 kcal/mol




TRINITY DN127425 ¢3 g3 il

1
=

MFE secondary structure Centroid secondary structure
AG =—35.90 kcal/mol AG = - 20.20 kcal/mol




TRINITY DN127425 ¢3 g5 i2
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MFE secondary structure Centroid secondary structure
AG = —46.60 kcal/mol AG = —37.30 kcal/mol
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MFE secondary structure Centroid secondary structure
AG =—50.20 kcal/mol AG = —35.12 kcal/mol




TRINITY_DN127747 ¢5 gl il

MFE secondary structure Centroid secondary structure
AG = —49.40 kcal/mol AG = —46.00 kcal/mol




TRINITY_DN127747 ¢5_g6_il
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MFE secondary structure Centroid secondary structure
AG = — 38.00 kcal/mol AG = — 28.90 kcal/mol




TRINITY _DN127819 ¢0 g2 il

1
=

MFE secondary structure Centroid secondary structure
AG = — 81.90 kcal/mol AG = — 38.20 kcal/mol




TRINITY_DN127819 ¢0 g2 i2

1
=

MFE secondary structure Centroid secondary structure
AG =— 62.20 kcal/mol AG = — 28.42 kcal/mol




TRINITY DN128349 ¢6 g5 il

-

MFE secondary structure Centroid secondary structure
AG =—-76.70 kcal/mol AG =—76.70 kcal/mol
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MFE secondary structure Centroid secondary structure
AG =—55.30 kcal/mol AG =—55.30 kcal/mol




TRINITY_DN128368 ¢9 g5 i3
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MFE secondary structure Centroid secondary structure
AG = — 63.80 kcal/mol AG = —53.60 kcal/mol
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MFE secondary structure Centroid secondary structure
AG =—70.50 kcal/mol AG = — 63.40 kcal/mol




TRINITY _DN128998 ¢2 g6 il
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MFE secondary structure Centroid secondary structure
AG =—50.90 kcal/mol AG = —44.00 kcal/mol




TRINITY _DN21685 ¢0 g1 il
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MFE secondary structure Centroid secondary structure
AG =— 56.60 kcal/mol AG =—46.10 kcal/mol




TRINITY_DN24628 ¢0 gl il
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MFE secondary structure Centroid secondary structure
AG = — 54.00 kcal/mol AG =—41.60 kcal/mol
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MFE secondary structure
AG = — 38.60 kcal/mol

TRINITY DN24674_¢0 g1 il

Centroid secondary structure

AG=-131.30 kcal/mol



TRINITY _DN59921 ¢0 g1 il
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MFE secondary structure Centroid secondary structure
AG =— 55.80 kcal/mol AG = —37.60 kcal/mol




TRINITY _DN64687 ¢0 g1 il

1
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MFE secondary structure Centroid secondary structure
AG =—12.00 kcal/mol AG = — 6.49 kcal/mol




TRINITY_DN68223 ¢0 gl il

1
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MFE secondary structure Centroid secondary structure
AG =—-59.70 kcal/mol AG = —48.30 kcal/mol




TRINITY _DN76107 ¢0 g2 il
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MFE secondary structure Centroid secondary structure
AG =—29.50 kcal/mol AG = - 17.40 kcal/mol




TRINITY_DN90964 c0 g1 i2

¢+++!4+¢

1
_

MFE secondary structure Centroid secondary structure
AG =—47.30 kcal/mol AG =—31.30 kcal/mol




TRINITY DN96821 c0 g2 il
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=

MFE secondary structure Centroid secondary structure
AG =-109.10 kcal/mol AG =— 64.70 kcal/mol




Apéndice B - Tabela dos resultados para os 126 genes
linhagem-especificos nas analises de: Expressao Diferencial,
Pfam e os respectivos E-values associados e 0o CEMiTool
com 0s respectivos modulos associados a cada transcrito.



. . . . . 1 dpa 14 dpa 21 dpa . Pfam
J T — N T CEMiTool Modul
ontigs (lineage-specific coding transcript) Fold Change | Total Gene Reads | Fold Change | Total Gene Reads | Fold Change | Total Gene Reads 1Hool Modute Protein Domain E-value

TRINITY_DN101228 ¢0_gl_il 3,43 60 4,20 68 5,48 135 0 GIY'?(Sn‘;?Laly“C 8,20E-05
TRINITY_DN101265 ¢0_g2_ il 29,62 74 40,53 95 27,67 113 0 GIY'&%‘;?LMY“C 1,10E-05
Reverse transcriptase
TRINITY_DN102357 ¢0 gl il 5,30 45 6,01 47 7,28 83 0 (RNA-dependent DNA 1,40E-07
polymerase)
TRINITY_DN105290 ¢0_g6 il 3,69 169 5,09 211 3,39 215 0 GIY'Z{SHZ?;&W“C 8,00E-06
TRINITY_DN105890 c0_gl_il 16,30 51 15,91 47 11,32 54 0 GIY'?O?H:S‘IYUC 5,30E-05
TRINITY_DN105952_¢0_gl_il 10,17 35 11,71 38 8,17 46 0 GIY'EE%‘;?;MY“C 9,30E-06
TRINITY_DN106345_c0_gl_il 14,18 88 13,02 78 13,88 112 0 GIY'?O?H‘Q?S‘IYUC 3,00E-07
TRINITY_DN108468 ¢0 g1 _il 6,68 86 7,36 89 4,08 86 0 GIY'&%‘;?LMY“C 2,10E-05
Phage integrase, N-
TRINITY_DN111095_¢0 gl il 3,35 4429 3,93 4813 3,98 7077 Ml terminal SAM-like 5,30E-07
domain
TRINITY DN112111_c0_gl il 3,88 183 4,82 209 3,19 221 0 Endonuclease-reverse 3,90E-08
- - - = transcriptase
Reverse transcriptase
TRINITY_DN112564_¢0_g2 i2 9,89 113 6,68 76 7,27 129 0 (RNA-dependent DNA 9,80E-10
polymerase)
TRINITY_DN112860 ¢0 g1 il 8,59 83 7,12 67 7,54 101 0 zinc-binding in reverse 5,20E-08
— _tU_sl_ transcriptase
Reverse transcriptase
TRINITY_DN113318 ¢2 gl i7 13,69 64 12,80 57 11,01 83 0 (RNA-dependent DNA 9,10E-08
polymerase)
TRINITY_DN113521 c0 gl il 59,30 176 49,91 141 4723 215 MI Endonuclease-reverse 2,20E-09
- - == transcriptase
TRINITY_DN113970 ¢0 g1 il 11,81 43 10,59 37 11,08 63 0 Endonuclease-reverse 5.20E-10
— _tU_sl_ transcriptase
TRINITY_DN115225_cl_gl il 10,07 37 6,84 25 4,89 31 0 Endonuclease-reverse 1,50E-08
- - - transcriptase
TRINITY_DN115225 ¢l _gl_i2 16,50 17 35,75 34 19,24 33 0 Endonuclease-reverse 3,60E-08
— S N L transcriptase
TRINITY_DN115761_¢2_g10 i2 9,19 92 10,22 96 9,98 149 0 Endonuclease-reverse 2,40E-09
— _ba_ sV transcriptase
TRINITY_DN115823 ¢0_g2 il 22,57 23 32,48 31 26,79 39 0 Retm;lrrjtlezzg““yl 4,20E-10
TRINITY_DN115910_c4_g3_i2 14,34 114 9,43 74 11,17 137 0 Endonuclease-reverse 8,30E-08
— 5 89 transcriptase
TRINITY_DN115910_c4_g4_il 11,62 70 14,61 82 13,28 119 0 Endonuclease-reverse 1,20E-08
— S i transcriptase
TRINITY_DN115999 c0 gl i2 11,00 271 10,96 258 10,24 384 MI Endonuclease-reverse 2,00E-07
- - - transcriptase




Phage integrase, N-

TRINITY_DN116279 ¢0_g2 il 24,12 98 25,56 98 22,07 135 Ml terminal SAM-like 5,00E-06
domain
TRINITY_DN116879 ¢l _gl_i8 9,19 162 11,70 191 8,53 234 M1 Endonuclease-reverse 2,30E-09
— sl transcriptase
TRINITY_DN116879 ¢l _g2 il 9,62 182 12,67 224 9,17 264 0 Endonuclease-reverse 3,40E-08
- - - transcriptase
TRINITY_DN117256_c0_g2_i2 6,07 71 8,48 90 8,08 129 0 Endonuclease-reverse 1,20E-08
— U _e4_ transcriptase
TRINITY_DN117327_¢0_gl_i2 26,95 115 27,71 112, 1525 96 M1 Endonuclease-reverse 4,60E-07
— _tV_st_ transcriptase
TRINITY_DN117839 ¢0 g2 i2 13,65 95 19,04 124 12,83 138 0 Endonuclease-reverse 2,00E-09
- - = - transcriptase
TRINITY_DN118390 cl1_g4_i2 6,66 355 6,91 349 7,05 519 MI Endonuclease-reverse 1,10E-07
— S transcriptase
TRINITY_DN118755_¢c0_g4_il 10,05 80 9,71 74 11,27 123 0 Endonuclease-reverse 3,70E-08
- - - transcriptase
TRINITY_DN119241 cl12_gl il 6,27 1549 6,47 1519 6,69 2376 M1 Lamina-associated 4,00E-07
- - T== polypeptide 2 alpha
TRINITY_DN119296_¢0 g1 il 8,71 65 13,37 92 13,24 139 0 Endonuclease-reverse 4,10E-09
— _tU_s1_ transcriptase
Phage integrase, N-
TRINITY_DN119604_c0_g6 il 6,07 1003 6,45 1009 6,37 1539 Ml terminal SAM-like 7,00E-07
domain
TRINITY_DN120065_cl1_gl i2 8,13 111 6,70 89 7,28 146 0 Endonuclease-reverse 2,30E-10
- - = = transcriptase
TRINITY_DN120564_c5_g4_il 3,87 940 3,41 813 4,00 1316 MI Endonuclease-reverse 1,00E-09
— _bO_8%_ transcriptase
Reverse transcriptase
TRINITY_DN120790 ¢0 g3 i2 39,45 79 40,46 77 28,28 93 Ml (RNA-dependent DNA 5,80E-08
polymerase)
TRINITY_DN120911 c4_g2 il 7,20 66 6,03 54 7,15 94 0 Endonuclease-reverse 1,80E-08
- - - transcriptase
TRINITY_DN120911_c6_g4_i2 8,51 28 5,43 18 10,12 43 0 Endonuclease-reverse 5,20E-09
— _L0_s%_ transcriptase
TRINITY_DN120911_c6_g4_i5 9,87 47 7,48 35 3,22 29 0 Endonuclease-reverse 6,50E-09
— _L0_8%_ transcriptase
Phage integrase, N-
TRINITY_DN120961 ¢0_g6 il 3,51 167 5,65 236 4,45 281 Ml terminal SAM-like 5,50E-06
domain
TRINITY_DN121120_c4_gl il 6,34 102 6,18 95 5,54 143 0 Endonuclease-reverse 5,70E-09
— S st transcriptase
TRINITY_DN121391 ¢0_g2 il 14,07 118 9,75 80 9,18 114 0 Endonuclease-reverse 2,60E-09
— _tU_s4_ transcriptase
Reverse transcriptase
TRINITY_DN121669 ¢2 g6 il 1,94 566 2,46 644 1,91 756 0 (RNA-dependent DNA 5,10E-08
polymerase)
TRINITY DN121847 c4 gl i2 5,06 135 5,19 132 7,29 271 0 Endonuclease-reverse 2,20E-09
- - = - transcriptase
TRINITY_DN121855 ¢3 g8 il 5,34 804 5,43 779 5,12 1093 Ml Endonuclease-reverse 6,20E-07

transcriptase




Lamina-associated

TRINITY_DN121873 ¢0 g3 i2 10,03 478 8,64 398 9,41 660 Ml ! 5,40E-06
- - == polypeptide 2 alpha
TRINITY DN121983 c0 g3 il 6,81 804 7,78 864 7,55 1263 MI Lamina-associated 4,20E-06
- - 5= polypeptide 2 alpha
TRINITY_DN122079 c0_g2_il 5,61 124 123 40 11,65 35 0 GIY'?O?H‘;?LMY“C 3,40E-06
TRINITY DN122239 ¢3 g3 il 7,13 237 551 180 5.51 268 0 Myb/SANT-like DNA- 1,10E-07
— _Co_85_ binding domain
TRINITY_DN122317 ¢2_g3 i2 15,07 63 13,29 53 14,94 88 0 Endonuclease-reverse 4,50E-08
- - == transcriptase
TRINITY_DN122317_¢2_g4_il 6,03 84 6,60 87 7,71 144 0 Endonuclease-reverse 1,60E-07
— _ba_s7_ transcriptase
TRINITY _DN122365_c4_g8_i2 13,09 263 12,20 235 12,53 366 M1 Endonuclease-reverse 1,40E-10
- - - transcriptase
Reverse transcriptase
TRINITY_DN122412_c1_g3 il 8,03 201 6,51 160 5,23 199 M1 (RNA-dependent DNA 4,20E-07
polymerase)
TRINITY _DN122455_c6_g5_i2 5,95 42 6,45 43 6,08 60 0 Endonuclease-reverse 5,20E-11
— L transcriptase
TRINITY _DN122455_c6_g5_i4 422 48 5,63 57 3,45 55 0 Endonuclease-reverse 1,40E-10
— _L0_8o_ transcriptase
Reverse transcriptase
TRINITY_DN122605_¢3_g3 il 2,55 331 3,01 359 3,18 531 0 (RNA-dependent DNA 5,30E-08
polymerase)
Phage integrase, N-
TRINITY_DN122959 ¢0 g5 i2 2,43 388 2,75 408 2,37 514 0 terminal SAM-like 7,90E-07
domain
Reverse transcriptase
TRINITY_DN123032_¢5_g2 il 7,46 109 6,29 90 5,55 122 0 (RNA-dependent DNA 2,50E-08
polymerase)
TRINITY_DN123138_c4_gl_i5 8,95 272 8,48 248 747 343 MI Endonuclease-reverse 2,40E-07
— sl transcriptase
TRINITY_DN123203_¢5 gl il 3,00 966 4,10 1181 3,75 1647 M1 Lamina-associated 3,90E-06
- - =5 polypeptide 2 alpha
TRINITY_DN123421 ¢0 gl il 16,11 263 15,11 234 15,17 362 M1 Endonuclease-reverse 2,20E-08
— U _st_ transcriptase
Reverse transcriptase
TRINITY_DN123475 ¢4 gl il 3,24 126 2,48 99 2,04 115 0 (RNA-dependent DNA 6,60E-08
polymerase)
Phage integrase, N-
TRINITY_DN123798 ¢5_g2 i2 2,36 205 2,60 210 2,46 265 0 terminal SAM-like 6,50E-05
domain
TRINITY_DN123892_c1_gl_i2 2,30 311 2,17 29 3,76 66 0 GIY'ZE%Z??Y“C 7,80E-06
TRINITY _DN124258_c3_g5_i3 5,13 171 4,36 142 5,22 247 0 Endonuclease-reverse 1,30E-09
— 9 _89_ transcriptase
TRINITY_DN124747 cl_g2_il 3,18 163 3,76 178 3,17 228 0 Endonuclease-reverse 5,00E-08
— 4 transcriptase
TRINITY _DN124833 ¢0 gl i2 15,33 47 25,30 73 23,38 105 0 Endonuclease-reverse 5,20E-10
- - - transcriptase
TRINITY_DN124833 ¢2_gl il 3,87 205 3,61 186 3,10 237 0 Endonuclease-reverse 1,50E-06

transcriptase




Myb/SANT-like DNA-

TRINITY_DN124840 ¢l gl il 5,02 255 6,66 310 7,54 497 M1 > : 1,30E-07
- - 5= binding domain
TRINITY DN124840_c1 gl i4 13,69 7 18,40 90 22.91 166 M Myb/SANT-like DNA- 3.50E-07
- - == binding domain
TRINITY_DN124952_c0 g5_il3 4,34 93 5,61 110 3,98 136 0 Endonuclease-reverse 2,20E-07
- - = transcriptase
TRINITY_DN124952_c0_g5_i5 6,73 50 9,52 65 8,12 84 0 Endonuclease-reverse 1,50E-08
— S transcriptase
TRINITY _DN124952_¢0 _g5_i8 16,61 93 14,25 77 17,83 152 0 Endonuclease-reverse 1,80E-09
— _tV_8°_ transcriptase
TRINITY_DN125031 ¢0_gl_i2 7,72 137 7,22 122 5,03 131 0 GIY'E{SH‘;?E“”Y“C 1,90E-05
TRINITY_DN125387 ¢0 g3 il 6,47 2199 6,80 2191 6,72 3279 MI Lamina-associated 1,20E-06
- - 5T polypeptide 2 alpha
TRINITY_DN125387 ¢0_g4 il 5,11 466 5,27 457 4,70 625 M1 Lamina-associated 5,60E-06
- - 5= polypeptide 2 alpha
TRINITY _DN125387 ¢0_g6_il 2,32 699 2,45 698 2,16 905 0 Lamina-associated 6,30E-06
— _€0_8b_ polypeptide 2 alpha
TRINITY_DN125472_¢0_g3 i2 6,63 82 8,15 94 8,48 150 0 GIY'&%‘;?L“Y“C 9,20E-05
TRINITY _DN125548_¢3_gl _i2 6,99 105 6,43 93 7,30 159 0 Endonuclease-reverse 1,80E-08
- - - transcriptase
TRINITY_DN125639 cl_g5_il 19,08 39 26,16 50 23,12 74 0 Endonuclease-reverse 1,20E-07
— _tl_so_ transcriptase
TRINITY_DN125693_c3_g3_i2 4,81 1498 4,36 1324 5,03 2174 M1 Endonuclease-reverse 8,20E-07
— _O_89_ transcriptase
TRINITY _DN125727 ¢0 g2 il 32,95 33 46,91 44 34,22 52 0 Endonuclease-reverse 1,90E-06
- - = - transcriptase
TRINITY_DN125735_c4_gl_il 27,26 83 22,83 66 26,35 136 0 Endonuclease-reverse 1,30E-10
— sl transcriptase
Phage integrase, N-
TRINITY_DN125883 ¢2_g20 i5 6,37 3275 7,32 3529 7,02 5124 M1 terminal SAM-like 1,00E-07
domain
TRINITY_DN125994 c1_g3 il 14,96 334 10,40 227 12,52 421 MI Endonuclease-reverse 2,50E-11
- - - transcriptase
Reverse transcriptase
TRINITY_DN126164_c5_g6 il 69,03 153 48,31 102 44,78 159 Ml (RNA-dependent DNA 5,70E-09
polymerase)
TRINITY_DN126236_¢2 g2 il 17,25 221 18,98 2300 18,85 338 M1 Myb/SANT-like DNA- 1,30E-06
- - = binding domain
Reverse transcriptase
TRINITY_DN126384 ¢l g2 il 13,56 100 10,85 77 11,10 115 M1 (RNA-dependent DNA 3,40E-12
polymerase)
TRINITY_DN126393_c0_g4 il 16,34 138 14,20 116 14,24 183 MI Endonuclease-reverse 2,10E-09
- - - transcriptase
Reverse transcriptase
TRINITY_DN126549 ¢2_gl12_i2 13,66 281 11,94 236 10,40 340 Ml (RNA-dependent DNA 3,40E-07
polymerase)
TRINITY_DN126787 ¢3_g3_i6 11,56 377 12,80 3920 11,11 547 MI Endonuclease-reverse 5,80E-07
— _9_89_ transcriptase
TRINITY_DN126806_c3_gl_i2 7,37 44 15,82 85 16,86 143 0 Endonuclease-reverse 1,10E-08

transcriptase




TRINITY_DN126806_c3_g3_i3

7,63

170

9,43

196

7,32

246

Ml

Endonuclease-reverse
transcriptase

4,10E-07

TRINITY_DN127354_c2_gl_i2

15,72

65

17,40

68

16,73

102

Endonuclease-reverse
transcriptase

9,40E-11

TRINITY_DN127354_¢2_g10 il

19,67

60

23,44

68

17,09

85

Endonuclease-reverse
transcriptase

2,00E-07

TRINITY_DN127977_¢3_g5 il

10,02

1267

10,81

1294

9,83

1813

Ml

Myb/SANT-like DNA-
binding domain

7,20E-09

TRINITY_DN128058 c4 gl il

20,82

179

24,44

199

24,08

318

M1

Endonuclease-reverse
transcriptase

1,30E-06

TRINITY_DN128224 _¢2_g7 il

3,93

81

3,68

74

4,38

125

Reverse transcriptase
(RNA-dependent DNA
polymerase)

1,40E-07

TRINITY_DN128256 ¢2 gl il

7,08

74

7,55

75

6,46

106

Reverse transcriptase
(RNA-dependent DNA
polymerase)

1,00E-09

TRINITY_DN128338_¢2_g7 il

6,54

202

6,08

180,

6,78

276

M1

Reverse transcriptase
(RNA-dependent DNA
polymerase)

1,10E-09

TRINITY_DN128703_c0_g2 il

6,07

181

6,51

184

4,02

179

Retroviral aspartyl
protease

0,00024

TRINITY_DN128930 c0_ g4 _i2

9,07

30

8,34

26

8,87

40

Endonuclease-reverse
transcriptase

2,40E-09

TRINITY DN128939 ¢0 g2 i3

6,68

288

6,29

263

7,25

421

M1

Reverse transcriptase
(RNA-dependent DNA
polymerase)

3,30E-08

TRINITY_DN128979 ¢3_g2 il

4,34

197

3,00

141

3,90

255

Reverse transcriptase
(RNA-dependent DNA
polymerase)

4,20E-10

TRINITY_DN129087 c4 g3 il

2,82

237

2,70

221

2,73

305

Myb/SANT-like DNA-
binding domain

2,30E-05

TRINITY_DN129346_¢3_g5 il

11,43

125

8,01

86

8,83

161

Reverse transcriptase
(RNA-dependent DNA
polymerase)

6,50E-09

TRINITY_DN129369 ¢0 gl il

7,01

35

10,39

47

6,47

46

Reverse transcriptase
(RNA-dependent DNA
polymerase)

1,20E-09

TRINITY_DN129445 c0 g4 i2

18,38

194

17,27

173

19,20

294

Endonuclease-reverse
transcriptase

1,20E-09

TRINITY_DN129445 c0_g4 i5

25,21

88

23,45

78

19,80

107

Endonuclease-reverse
transcriptase

6,20E-09

TRINITY_DN129448 ¢4 g2 i3

30,43

503

27,45

433

25,31

621

Ml

Reverse transcriptase
(RNA-dependent DNA
polymerase)

2,90E-09

TRINITY_DN129521 ¢7 gl il

19,45

80

26,74

103

21,82

137

Ml

Reverse transcriptase
(RNA-dependent DNA
polymerase)

3,50E-09

TRINITY DN129843 c1_g2 i2

3,81

445

3,84

429

3,99

657

M1

Endonuclease-reverse
transcriptase

5,70E-07

TRINITY_DN130095 c0_g8 i2

9,54

280

6,37

187

8,22

340

Ml

Endonuclease-reverse
transcriptase

5,80E-11




Endonuclease-reverse

TRINITY _DN130179 ¢4 gl i3 21,68 148 18,86 123 14,69 170 M1 ) 4,70E-09
- - 0= transcriptase
TRINITY DN142749 ¢0 gl il 24,61 25 24,09 23 11,41 17 0 GIY'?O%‘;?LMY“C 4,60E-06
TRINITY_DN158655_¢0_gl_il 13,14 41 1081 33 8,76 42 0 GIY'EE%Z?LMY“C 1,10E-05
TRINITY_DN16787 c0 gl il 22,74 46 50,36 95 24,82 73 0 GIY'EL?HZ?LMYUC 3,60E-06
TRINITY DN36440_c0_gl il 4,06 147 237 93 1,61 97 0 GIY'?O?H‘;?LMY“C 4,50E-05
TRINITY_DN45963 c0 gl _il 27,01 271 45,86 43 21,73 31 0 GIY'EE%‘;?:‘IYUC 1,10E-05
TRINITY_DN62813 c0 gl il 23,79 24 1631 16 19,48 29 0 GIY'?O?H‘;?S‘IYUC 1,10E-05
TRINITY_DN79505 c1_g2 il 3,88 67 4,88 77 531 127 0 GIY'EL?H‘;?L“Y“C 8,70E-06
TRINITY_DN81696_c0_g2 il 12,21 26 13,07 26 10,54 31 0 GIY'ZE%Z??Y“C 1,40E-05
Reverse transcriptase
TRINITY_DN85912_c0_g3 il 44,01 87 41,70 79 23,16 71 M1 (RNA-dependent DNA 1,10E-07
polymerase)
TRINITY_DN86140_c0_gl_il 5,77 920 6,01 911 6,03 1378 M1 Endonuclease-reverse 8,50E-08
— _tV_st_ transcriptase
TRINITY_DN96530_c0_gl_il 3,96 o5 2,88 71 2,76 94 0 GIY'EE%‘;?:‘IYUC 3,40E-05
TRINITY_DN99783 ¢0 gl il 10,73 23 20,12 39 19,38 55 0 GIY-YIG catalytic 5,40E-07

domain




Apéndice C - Tabela dos resultados para os 46 candidatos a IncRNAs linhagem-
especificos nas analises de: Expressao Diferencial, o CEMiTool com os respectivos
modulos associados a cada transcrito e o Annocript com as probabilidades de
codificacao. Os candidatos marcados na coloracao verde sao os que, apos analise no
RNAfold web suit apresentaram estrutura secundaria termodinamicamente viavel.



Annocript Coding

Contigs (putative IncRNA) Fold Change | Total Gene Reads | Fold Change | Total Gene Reads | Fold Change | Total Gene Reads CEMiTool Module Probability (%)
TRINITY DN104611 c0_g2 il 22,43 23 27,05 26 13,24 22 0 8,49E-01
TRINITY_DN108590 cl1 g2 il 9,06 51 6,83 38 9,79 94 0 4,68E-05
TRINITY_ _DN116435 c0_gl i2 10,54 550 8,85 447 8,19 657 M1 5,69E-04
TRINITY DN116435 c0_g3 il 5,87 1769 5,24 1536 4,84 2285 M1 7,95E-04
TRINITY DN118383 c0 gl il 9,59 75 4,34 36 6,62 69 M1 4,67E-05
TRINITY _DN119279 c0_gS il 10,95 248 6,77 154 11,17 352 M1 4,73E-05
TRINITY _DN119387 ¢3 gl il 8,29 115 6,91 93 5,19 113 0 2,55E-01
TRINITY DN119952 ¢2 g2 il 2,87 271 2,29 221 2,21 306 0 1,57E+00
TRINITY DN121120 c4 g5 i2 9,55 87 7,15 64 6,38 91 0 1,49E+00
TRINITY_DN121327 ¢2 g8 il 4,24 551 3,99 502 4,16 769 M1 5,31E-01
TRINITY_DN121506_c5 g2 il 3,97 398 5,33 484 4,76 672 Ml 4,89E-01
TRINITY_DN121541_c0_gl_i2 5,40 527 5,55 517 4,94 684 Ml 6,38E-05
TRINITY_DN121840 _c0_g2 il 5,26 604 5,04 556 4,64 773 Ml 3.43E-04
TRINITY_DN122360_c4_g2 i2 5,40 1426 5,15 1307 5,47 2042 Ml 2,91E-04
TRINITY_DN122542 ¢l _g2 i2 3,24 289 3,98 327 4,22 515 Ml 3,24E-01
TRINITY DN122682 ¢0 gl il 4,81 166 4,08 139 3,29 172 0 7,47E-05
TRINITY_DN123033 c16_gl il 3,86 2993 4,57 3283 4,32 4593 Ml 3,59E-01
TRINITY_DN125013 ¢0 g2 il 6,44 124 5,74 107 4,87 134 0 3,12E-01
TRINITY_DN125294 c1_g8 il 4,03 197 591 260 5,46 356 Ml 1,86E-04
TRINITY_DN125898 ¢0 g2 il 4,35 305 4,35 291 4,28 422 Ml 3,30E+00
TRINITY_DN126208 ¢2 g3 i2 9,14 291 7,42 230 8,90 411 Ml 6,38E-01
TRINITY_DN126278 ¢2 gl il 7,26 289 8,51 316 7,17 412 Ml 5,08E-01
TRINITY_DN126712 ¢2 g2 il 4,94 331 4,85 312 4,71 454 Ml 5,43E-04
TRINITY _DN127136_cl1_g3 i4 9,53 73 12,74 91 10,80 117 0 8,44E-04
TRINITY DN127306_c2_g7 il 3,44 1098 3,46 1059 2,77 1270 Ml 4,81E+00
TRINITY DN127425 ¢3 g3 il 15,39 792 15,43 757 12,91 1047 Ml 4,77E-05
TRINITY DN127425 ¢3 g5 i2 10,15 351 8,11 272 8,30 429 Ml 1,19E-03
TRINITY_DN127545 c6 gl il 2,13 142 1,79 122 2,32 203 0 5,75E-01
TRINITY_DN127747 ¢5 gl il 10,04 171 9,75 160 7,92 202 Ml 4,82E-04
TRINITY_DN127747 ¢5 g6 il 10,49 233 9,68 205 7,73 265 Ml 2,34E+00
TRINITY_DN127819 c¢0 g2 il 21,67 265 17,92 210 16,13 297 Ml 1,04E-04
TRINITY DN127819 c0 g2 i2 27,91 266 14,51 136 15,83 229 M1 2,86E-01
TRINITY DN128349 c6 g5 il 7,63 3025 7,92 2982 7,31 4165 Ml 1,43E-04
TRINITY DN128368 ¢9 g5 il 4,25 1013 4,48 1011 3,99 1375 Ml 8,18E-04
TRINITY _DN128368 ¢9 g5 i3 5,65 1341 5,38 1229 5,00 1733 Ml 4,09E-01
TRINITY_DN128556 cl1 g7 il 16,91 805 15,65 711 16,32 1128 M1 6,44E-05
TRINITY_DN128998 ¢2 g6 il 19,97 1713 24,00 1930 20,19 2580 Ml 1,05E-04
TRINITY_DN21685 c0_gl_il 6,87 51 6,91 49 9,91 106 0 2,83E-01
TRINITY_DN24628 c0_gl_il 17,55 36 12,47 25 15,49 49 0 2,21E-04
TRINITY_DN24674_c0_gl_il 22,62 23 4,34 5 1,39 4 0 8,09E-04
TRINITY_DN59921 ¢0 gl il 15,03 66 14,57 61 14,10 93 Ml 2,45E+00
TRINITY_DN64687 ¢0 gl il 63,04 63 45,65 43 40,58 66 Ml 1,01E+00
TRINITY_DN68223 ¢0 gl il 13,12 31 14,02 31 19,37 70 0 3,96E+00
TRINITY_DN76107 _¢c0_g2 il 2,88 24 5,04 36 2,92 34 0 5,05E-05
TRINITY_DN90964_c0_gl_i2 8,03 28 6,51 21 10,45 48 0 4,81E-05
TRINITY_DN96821 ¢0 g2 il 3,81 1200 4,34 1278 4,42 1898 Ml 6,73E-01




