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RESUMO

QUINTINO, Larissa Fernanda. Busca e compreensio de mecanismos biologicos através de
analises in silico do transcriptoma de Apis mellifera. 2021. 74 f. Trabalho de Conclusao de
Curso (Bacharelado em Zootecnia) — Universidade Tecnoldgica Federal do Parana, Dois
Vizinhos, 2021.

As abelhas sdo excelentes agentes polinizadores e produtoras de mel, geleia real, apitoxina e
propolis. Nos ultimos anos, a sua atividade vem sendo afetada devido ao uso exacerbado de
agrotoxicos em areas de plantio comercial. Com base nisso, as andlises do efeito genético e
ambiental, bem como a interacdo entre esses dois fatores, poderdao contribuir com o
entendimento sob as alteragdes fenotipicas causadas pelo uso de agrotoxico. Embora o efeito
ambiental seja um fator limitante a ser mensurado, estudos de transcriptoma poderdo auxiliar
nos programas de melhoramento. No entanto, apesar desses insetos serem considerados
organismo-modelo para diversos campos da ciéncia, muito pouco se sabe sobre 0s mecanismos
moleculares que regem a biologia desses insetos. A nivel molecular, os IncRNAs estdo
ganhando destaque devido ao seu envolvimento na expressdo epigenética até mesmo
transcricionais e traducionais. Devido a grande importancia dessas moléculas, o presente
trabalho tem como objetivo caracterizar e avaliar potenciais IncRNAs envolvidos no sistema
bioldgico da abelha. Foi selecionado o conjunto de dados de abelhas expostas a cipermetrina
(cipermetrina 0,3 ng/abelha e cipermetrina 3 ng/abelha), a fim de fazer as analises de
transcriptoma por meio de métodos computacionais. Para isso, foi realizada a andlise de
controle de qualidade das amostras (FastQC e Trim Galore!), mapeamento das sequéncias
(Hisat2) contra o genoma de referéncia Amel HAV3.1, por seguinte a quantificacdo (Htseq-
count) a partir da anotag@o do conjunto de RNAs de Apis mellifera. Para a expressao diferencial
dos RNAs entre as amostras, foi utilizado o software EdgeR. Posteriormente foi feito a
normalizacdo das sequéncias e andlise de rede de co-expressdo para identificar a interagdo dos
transcritos (mMRNA e IncRNA) utilizando o Cytoscape e respectivamente foi analisada as
funcdes das moléculas de IncRNA a partir da ferramenta ClueGO. Os transcritos
correlacionados foram submetidos a andlise preditiva de localizagcdo subcelular pelo iLoc-
LncRNA. Dessa forma, foi observado ao todo 21 IncRNAs diferencialmente expressos em
cipermetrina (3 ng), enquanto 2 IncRNAs foram diferencialmente expressos em cipermetrina
de menor dosagem (0,3 ng). Parte desses IncRNAs diferencialmente expresso em cipermetrina
3 ng estdo correlacionados com mRNAs, em vias como formagado dorsoventral axial e processo
catabolico de mRNAs. Além disso, conforme a analise da localiza¢ao subcelular dos IncRNAs,
observou-se que grande parte dessas moléculas estdo situados no nucleo e citoplasma. Os
resultados demonstram possivel envolvimento dessas moléculas a nivel transcricional. Diante
disso, apesar de haver indicios da atuagdo dessas moléculas, ainda sdo necessarios mais estudos
para compreender a biologia das abelhas, principalmente no que tange ao efeito de agrotoxicos.

Palavras-chave: Agrotoxico; Regula¢do Génica; Genomica Funcional; Epigenética; IncRNA.



ABSTRACT

QUINTINO, Larissa Fernanda. Search and understanding of biological mechanisms
through in silico analysis of the Apis mellifera transcriptome. 2021. 74 f. Trabalho de
Conclusdao de Curso (Bacharelado em Zootecnia) — Universidade Tecnoldégica Federal do
Parana. Dois Vizinhos, 2021.

Honey bees are excellent pollinating agents and producers of honey, royal jelly, apitoxins and
propolis. In recent years, its activity has been affected due to the exacerbated use of pesticides
in commercial plantation areas. Based on this, the analysis of genetic and environmental effects,
as well as an interaction between these two factors, contribute to the understanding of how
phenotypic changes caused by the use of pesticides. Although the environmental effect is a
limiting factor to be measured, transcriptome studies can help in breeding programs. However,
despite these insects being considered model organisms for several fields of science, very little
is known about the molecular mechanisms that govern the biology of these insects. At the
molecular level, IncRNAs are gaining prominence due to their involvement in epigenetic
expression, even transcriptional and translational. Due to the great importance of these
molecules, this work aims to characterize and evaluate potential IncRNAs involved in the
biological system of the bee. The data set of bees exposed to cypermethrin (cypermethrin 0.3
ng/bee and cypermethrin 3 ng/bee) was selected to carry out the transcriptome analyzes using
computational methods. For this, the quality control analysis of the samples (FastQC and Trim
Galore!), mapping of the sequences (Hisat2) against the reference genome Amel HAv3.1 was
carried out, then the quantification (Htseq-count) was performed from the annotation of the
Apis mellifera RNA set. For the differential expression of RNAs between samples, the EdgeR
software was used. Afterwards, normalization of the sequences and analysis of the co-
expression network were carried out to identify the interaction of transcripts (mRNA and
IncRNA) using Cytoscape and, respectively, the functions of IncRNA molecules were analyzed
using the ClueGO tool. The correlated transcripts were submitted to predictive analysis of
subcellular localization by iLoc-LncRNA. Thus, a total of 21 IncRNAs differentially expressed
in cypermethrin (3 ng) were observed, while 2 IncRNAs were differentially expressed in lower
dose cypermethrin (0.3 ng). Part of these IncRNAs differentially expressed in cypermethrin 3
ng are correlated with mRNAs, in pathways such as dorsoventral axial formation and mRNA
catabolic process. Furthermore, according to the analysis of the subcellular localization of
IncRNAs, it was observed that most of these molecules are in the nucleus and cytoplasm. The
results demonstrate a possible involvement of these molecules at the transcriptional level.
Therefore, although there is evidence of the action of these molecules, further studies are needed
to understand the biology of honey bees, especially regarding the effect of pesticides.

Keywords: Pesticide; Genetic Regulation; Functional Genomics; Epigenetics; IncRNA.
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1 INTRODUCAO

A polinizagdo realizada pelas abelhas, ¢ de grande importancia para a propagagao da
biodiversidade de diferentes espécies vegetais (JUDD et al., 2009). Cerca de 94% de plantas
angiospermas distribuidas pelo planeta necessitam da polinizagdo realizada por animais
(SLUIJS; VAAGE, 2016). Na agricultura, esse nimero corresponde a 75% das culturas
cultivadas (KLEIN et al., 2006). As abelhas nao contribuem apenas com a polinizagdo, mas
também com a producdo de o mel, geleia real, propolis e apitoxina que sdo usados para a saude
e alimentacdo humana (CAMARGO, 2002). Mesmo com a relevancia das abelhas no ambito
ecoldgico e produtivo, nas Ultimas décadas as abelhas entraram em declinio devido a diferentes
fatores, dentre estes o uso de agrotoxico no campo (COX-FOSTER et al., 2007; POTTS et al.,
2010; GOULSON et al., 2015; LEE et al., 2015; CALATAYUD-VERNICH et al., 2018).

Um dos principais fatores para a sobrevivéncia da colonia é a nutri¢ido
(BRODSCHNEIDER; CRAILSHEIM, 2010; SCHMEHL et al., 2014). A nutri¢do ndo esta
apenas ligada a satide, mas a diferenciacdo e desenvolvimento das castas. Isso ocorre ainda no
periodo inicial de vida quando alimentadas com geleia real (HAYDAK, 1970; KAMAKURA,
2011). A contribui¢do da alimentagdo, nutri¢ao e outros fatores externos e internos permite com
que a colmeia viva em sintonia, onde cada casta tem uma funcao definida (HAYDAK, 1970;
ROBINSON, 1992; TOTH; ROBINSON, 2005; AMENT et al., 2008). Entre os fatores que
cooperam na harmonia entre esses individuos, ¢ a habilidade de comunicar-se com outras
abelhas (VON FRISCH; LINDAUER, 1956), tal como memorizar (MENZEL, 2001) e aprender
(GIURFA et al., 2001). Por conta dessa organizagdo, as abelhas sdo consideradas organismos-
modelo para estudos comportamentais, funcionais e evolutivos (WANG et al., 2018).

Mesmo sendo um excelente organismo modelo, muitas informacgdes de mecanismos
moleculares ainda sdo pouco elucidadas (BLOCH; GROZINGER, 2011). A partir disso,
pesquisadores tém buscado conhecimento sobre a interacdo e a contribui¢ao de moléculas como
RNAs nao codificantes (ncRNAs) (GUO et al., 2013; WANG et al., 2017).

Apesar dos ncRNAs terem sido negligenciados, atualmente ja se sabe que essas
moléculas atuam em muitos mecanismos que regem os processos biologicos (KNOWLING;
MORRIS, 2011; BOLAND, 2017). Em insetos eussociais como as abelhas, essas moléculas
estdo associadas a diferenciagao das castas (ASHBY et al., 2016), memoria (CRISTINO et al.,
2014) e mudangas comportamentais (BEHURA; WHITFIELD, 2010). Ainda dentro da classe
de ncRNAs, um grupo que esta ganhando destaque sao os IncRNAs (RNIAs ndo codificantes

longos) (FU, 2014).
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Os IncRNAs possuem semelhangas estruturais com os mRNAs (RNAs mensageiros)
(ULITSKY; BARTEL, 2013) ¢ a sua alta dindmica molecular, permite atuar em todos os niveis
de expressao génica (epigenético, transcricional e traducional) (ZHANG et al., 2019). Por meio
disso, os IncRNAs conseguem desempenhar diferentes fungdes moleculares (LV et al., 2019)
como em resposta a patdgenos (OUYANG et al., 2014), cancer (SCHMITT; CHANG, 2016) e
silenciamento génico (SANTORO et al.,, 2013). Embora os IncRNAs tenham grande
importancia nos processos biologicos, pouco se sabe ainda a funcdo dessas moléculas em
abelhas. Até o momento existem 1.858 IncRNAs de 4. mellifera anotados depositados no banco
de dados Ensembl (WALLBERG et al., 2019), mas apenas seis foram caracterizados
funcionalmente e validados (WU et al., 2016).

Em virtude da falta de informagdes das fungdes dos IncRNAs, muitas questoes podem
ser levantadas: Essas moléculas influenciam na fisiologia das abelhas? Atuam na regulacdo de
alguma via metabolica? Os IncRNAs sdo expressos quando as abelhas sdo expostas ao
agrotoxico? Em que mecanismos moleculares atuam?

Com base nesses questionamentos, o presente trabalho visa a integracdo da
bioinformatica para avaliar as possiveis vias de atuacdo de IncRNAs em caracteristicas
intrinsecas a fisiologia e a preservacao da saude de Apis mellifera L. 1758 (Hymenoptera:

Apidae).
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Prever a funcdo e a relagdo de RNAs longos ndo codificantes (IncRNAs) no
transcriptoma de Apis mellifera carnica exposta a cipermetrina em duas concentragdes (0,3 ng

e 3 ng).

2.2 Objetivos Especificos

e Identificar IncRNAs diferencialmente expressos no transcriptoma de A. mellifera
exposta a cipermetrina.
Compreender a contribui¢do de IncRNAs de 4. mellifera.
Analisar a funcdo dos IncRNAs e possiveis vias de atuagdo relacionados a genes
codificantes.
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 A Importincia das Abelhas e o Impacto do Uso de Agrotéxicos

Mais da metade das plantacdes do Brasil dependem da polinizagdo realizada pelas
abelhas (GIANNINI et al., 2015), além disso, contribuem para a economia brasileira como o
mel, propolis, geleia real e a cera (CAMARGO, 2002). Em 2020 a exportagdo de mel
movimentou mais de US$77 milhdes (ABEMEL, 2020). No entanto, nos Gltimos anos houve o
aumento da mortalidade desses insetos no Brasil ¢ em outras regides do mundo (A
STEINHAUER et al., 2014; PORRINI et al., 2016; CERQUEIRA; FIGUEIREDO, 2017). A
exposicdo aos agrotoxicos tem sido relacionada como uma das principais causas da morte das
abelhas (A STEINHAUER et al., 2014; PORRINI et al., 2016; CERQUEIRA; FIGUEIREDO,
2017).

Grande parte da producdo agricola é frequentemente exposta a agrotoxicos para
controle de pragas (GALLO et al., 2002). Essas substancias agem de forma com que
impossibilite o organismo de executar algum mecanismo bioldgico essencial (BAIRD; CANN,
2011). Por consequéncia, evita a sua proliferacdo e os danos que estes podem causar as
plantacdes (BAIRD; CANN, 2011). Ha uma infinidade de agrotdxicos que se diferenciam
quanto a composi¢do, modo de acdo e ao organismo alvo (BAIRD; CANN, 2011). Essas
substancias podem ser classificadas como inseticidas (controle de insetos), acaricidas (controle
de acaros), herbicidas (controle de plantas), bactericida (controle de bactérias), fungicida
(controle de fungos), tal como outros tipos para controle de aves, algas, cupins e lesmas
(GALLO et al., 2002; BAIRD; CANN, 2011).

O Brasil esta na lista dos paises que mais utilizam agrotdxicos na lavoura, somente
entre o ano de 2000 e 2014 houve um aumento significativo de 135% no consumo (CARNEIRO
et al., 2015; BOMBARDI, 2017). No ano subsequente, em 2015, foram mobilizados mais de
800 milhdes de litros distribuidos em 71 milhdes de hectares destinados ao cultivo (PIGNATI
et al., 2017). Embora tenham beneficios para a agricultura, esses produtos podem permanecer
por anos no ambiente e englobam compostos ativos com toxicidade de leve a alta que
comprometem a saude dos seres humanos (PIGNATI et al., 2017), recursos naturais (MELO et
al., 2010), tal como outros organismos importantes para o ecossistema (CONNOLLY, 2013).

Os herbicidas, inseticidas, fungicidas, acaricidas, assim como a mistura entre essas
substancias tém potencial de toxicidade e podem comprometer a satide e a biologia da abelha
(JOHNSON et al., 2013; DEGRANDI-HOFFMAN; CHEN; SIMONDS, 2013; SANDROCK
etal.,2013; MATTOS; SOARES; TARPY, 2017; FARINA et al.,2019). Esses produtos podem
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ser transportados a colmeia de diferentes fontes e vias. Dentro das formas, a contaminag@o pode
ser através da inalagdo ou por meio da ingestao de agua e alimentos contaminados (KRUPKE
et al., 2012; SANCHEZ-BAYO; GOKA, 2014; SGOLASTRA et al., 2018). Também podem
se contaminar pelo tegumento quando em contato com superficies (plantas, cera, solo ou poeira)
a qual ha a presenga de residuos de agrotoxico (SGOLASTRA et al., 2018). Desse modo, a
forma como ¢ feita a aplicacdo de agrotoxico, também pode influenciar na exposicdo das
abelhas ao ambiente (EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY, 2012; SANCHEZ-BAYO;
GOKA, 2014). Outras consideragcdes a serem feitas sao as particularidades dos componentes, a
quantidade, o tempo de exposi¢do do organismo ao produto e a assimilagdo metabolica, pois
determinard o efeito do produto sobre o organismo (EUROPEAN FOOD SAFETY
AUTHORITY, 2012; SANCHEZ-BAYO; GOKA, 2014).

Atualmente, tém sido realizados diversos estudos para avaliar os efeitos deletérios dos
agrotoxicos sobre a biologia das abelhas. A memoéria (WILLIAMSON; WRIGHT, 2013) e o
sistema motor (WILLIAMSON et al., 2013), bem como a sobrevivéncia (DOUBLET et al.,
2014), estdo entre as caracteristicas que sdo afetadas pelo uso indiscriminado dessas
substancias. Os agrotoxicos também podem interferir na microbiota e acometer a satide imune
das abelhas, muitas dessas substancias podem enfraquecer a atividade imunoldgica facilitando
a ataque de patdogenos como o acaro Varroa e o fungo Nosema (VIDAU et al., 2011;
TESOVNIK et al., 2017; ROUZE et al., 2019; CHMIEL et al., 2020). Outras implicagdes
podem surgir como a redugdo na quantidade e qualidade do alimento larval produzido pelas
abelhas nutrizes devido a ma formagdo das glandulas hipofaringeanas e mandibulares
(ZALUSKI; JUSTULIN; ORSI, 2017; WU et al., 2017), comprometendo o desenvolvimento
larval (Figura 1) (CHMIEL et al., 2020).
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Figura 1 - Efeito dos Agrotoxicos sobre a Reproduciio (Rainha e Zangao) e a Producio de Geleia Real
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Fonte: CHMIEL et al. (2020).

Outras analises realizadas apontam que rainhas expostas a agrotoxicos, tém redugdo
da resisténcia a doengas (BRANDT et al., 2017) e, principalmente, problemas na reproducao.
Provocadas pelas anormalidades decorrentes da exposi¢ao a essas substancias, tais como a
menor quantidade de esperma armazenado na espermateca, tamanho do ovério (WILLIAMS et
al.,2015) e aredugdo do peso corporal (GAJGER; SAKA¢; GREGORC, 2017). Fisher e Rangel
(2018) identificaram que zangdes quando expostos a mistura entre o fungicida Clorotalonil e o
inseticida Clorpirifos, tiveram reducdo de 16% da viabilidade dos espermatozoides quando
comparado ao grupo controle (Figura 1).

A nivel molecular, o efeito do agrotoxico sob esses insetos tem potencial para
desestabilizar os processos biologicos como a expressio de genes relacionados ao
desenvolvimento (DERECKA et al., 2013). Mesmo com a exposi¢ao a esses agentes, as abelhas
tém mecanismos que permitem tolerar tais substancias (GONG; DIAO, 2016). Um exemplo
disso, sdo as enzimas do citocromo P450 que atuam na via de desintoxicacao das abelhas
(FEYEREISEN, 2005; GONG; DIAO, 2016).

Além disso, outras moléculas podem influenciar positivamente na desintoxicagdo e
resisténcia a agrotoxicos. Estudos realizados com Plutella xylostella (traga-das-cruciferas ou
mariposa), identificou que IncRNAs (RNAs longos ndo codificantes) podem estar atuando na
resisténcia a inseticidas (ETEBARI; FURLONG; ASGARI, 2015; ZHU et al., 2017; LIU et al.,
2017). As andlises do potencial dessas moléculas, abre novas oportunidades para
desenvolvimento de estratégias para mitigar a acdo dos agrotdxicos em insetos (ETEBARI;

FURLONG; ASGARI, 2015; ZHU et al., 2017; LIU et al., 2017), principalmente os mais
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utilizados no Brasil que acometem a saude das abelhas. No entanto, ¢ importante ter o
conhecimento da biologia da abelha e a interacdo dessas moléculas para avaliar a eficiéncia de

tais estratégias e como poderdo atuar no organismo.

3.2 Apicultura no Brasil e seus Desdobramentos

O mercado apicola brasileiro ¢ potencialmente vasto, devido a dimensao territorial e
diversificacao, bem como a robustez presente na flora, de forma a fornecer nichos para o
crescimento do setor, sendo uma alternativa para pequenos € médios produtores (SOUZA et al.,
2007; ARRUDA, 2013; HANEL, 2016). Posto que o produto apicola mais explorado ¢ o mel,
algumas atividades adicionais como a producao de geleia real t¢ém demonstrado crescimento no
mercado brasileiro (TEIXEIRA, 2007; SOUZA et al., 2007; ARRUDA, 2013; HANEL, 2016;
NIE et al., 2017). A producdo de geleia real no Brasil ainda ¢ considerada baixa, no entanto
vale ressaltar que os dados inerentes a producao de geleia real na apicultura brasileira ainda sao
vagos, necessitando de mais estudos (SOUZA et al., 2007; OLIVEIRA JUNIOR; CALVAO,
2019).

A caréncia de novas tecnologias e praticas de manejo disponiveis no Brasil reflete em
uma baixa produg¢ao dos produtos apicolas (SANTOS et al., 2018). Métodos mais eficientes de
manejo em consorcio com o melhoramento genético abrem uma perspectiva fundamental para
uma maior exploracdo da produgdo de produtos apicolas, principalmente de mel no pais
(SANTOS et al., 2018). Isso so6 sera possivel, a partir da compreensao dos aspectos bioldgicos
da rainha e da colmeia, intrinsecos ao desenvolvimento, nutricio e comportamento
(CAMARGO et al., 2015).

Os pesquisadores tém avaliado no melhoramento genético caracteristicas como
producdo de geleia real (FAQUINELLO et al., 2011), comportamento higiénico (COSTA-
MAIA et al., 2011; WIELEWSKI et al., 2012), bem como a produg¢do de mel e prépolis
(GARCIA et al., 2013).

Comparado a outros animais, a informacao da interferéncia de multiplos fatores, como
ambientais, que intervém sob as caracteristicas fenotipicas em abelha ¢ limitado (Figura 2)
(RINDERER; COLLINS; BROWN, 1983; SIMPSON; CASAS, 2010; HALAK, 2012). Dentro
desses fatores, a organizagdo das abelhas também dificulta a mensurar parametros importantes
nos programas de melhoramento (BIENEFELD; EHRHARDT; REINHARDT, 2006;
MARTINEZ; SOARES, 2012). Como consequéncia, a falta de tais conhecimentos interferem

no desenvolvimento de novas tecnologias para a apicultura (ALMEIDA, 2008).
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Figura 2 - As Interacdes Entre as Abelhas, Fatores Abiéticos e Bidticos, em Conjunto com a Genética de
cada Individuo Interfere na Expressao do Fenétipo
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Fonte: SIMPSON; CASAS (2010).

Com a chegada das 6micas (gendmica, transcriptdmica, protedmica e metabolomica)
a expectativa ¢ de que os pesquisadores possam avangar com a tecnologia e a compreensao dos
mecanismos por tras dos aspectos biologicos das abelhas para auxiliar na selegdo de caracteres
de interesse produtivo (SIMPSON; CASAS, 2010; COBEY; SHEPPARD; TARPY, 2012;
LIPPOLIS et al., 2019; GROZINGER; ZAYED, 2020). Uma vez que a informacao do RNA
permite avaliar as regulagdes e expressoes génicas quando ha exposi¢do a estimulos internos e
externos que intervém na biologia das abelhas (EVANS; WHEELER, 1999; WU et al., 2017,
BADAOQUI et al., 2017; MA; RANGEL; GROZINGER, 2019) ¢ imprescindivel o uso de

ferramentas de transcriptoma.

3.3 O Universo de ncRNAs (RNAs Nao Codificantes)

Os RNAs (acido ribonucleico) sao moléculas formadas a partir da transcri¢ao da
informagdo contida no DNA (4cido desoxirribonucleico), que se caracterizam estruturalmente
por uma fita simples de ribonucleotideos em sua estrutura molecular (ALBERTS et al., 2017,
MENCK; VAN SLUYS, 2017). Essas moléculas sdo constituidas por um amplo grupo, que
incluem RNAs que codificam proteinas (mMRNA — RNA mensageiro), presentes em uma
pequena parcela do transcriptoma total de um organismo (cerca de 3 a 5%), e RNAs nao
codificantes (ncRNA) que sdo caracterizados como estruturais ou reguladores (ALBERTS et
al.,2017; MENCK; VAN SLUYS, 2017). Na classe de ncRNAs estruturais inclui-se os tRNA
(RNA transportador) e rRNA (RNA — RNA ribossdmico), este tiltimo pode corresponder a 80%

total do transcriptoma, sendo ambos responsaveis pelo maquinério de sintese e traducdo de
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proteinas (ALBERTS et al., 2017, MENCK; VAN SLUYS, 2017). Além dos ncRNAs
estruturais, existe uma pequena parcela que € pouco estudada de ncRNAs reguladores, descritos
na literatura como moléculas que nao codificam proteinas, mas participam de regulacdes
importantes no organismo, denotados de RNAs nao codificantes reguladores (ALBERTS et al.,
2017; MENCK; VAN SLUYS, 2017).

Ainda ndo existe um consenso a respeito da classificagdo dos ncRNAs, a priori sdo
moléculas que se distinguem de acordo com o seu comprimento, que sdo classificados como
RNAs longos constituidos por mais de 200 nucleotideos ¢ RNAs curtos, com menos de 200
nucleotideos (PONJAVIC; PONTING, 2007). A classificagdo e organizagdo dos grupos de
ncRNAs sdo apresentados conforme Figura 3 (MENCK; VAN SLUYS, 2017).

Figura 3 - Divisdo dos RNAs nio Codificantes de Acordo com o seu Tamanho e Funcionalidade
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Fonte: Adaptado de MENCK; VAN SLUYS, 2017; DERRIEN et al. (2012).

Ja sdo descritos em literatura ncRNAs com papéis importantes, seja como reguladores
de proteinas nos processos de proliferacao e apoptose celular (BRENNECKE et al., 2003) ou
na pluripoténcia de células em insetos (PAULI; RINN; SCHIER, 2011). Em abelhas, pequenos
RNAs reguladores presentes na geleia real, foram descritos como componentes fundamentais
na diferenciacdao do desenvolvimento (GUO et al., 2013). O comprimento do corpo € o peso ao
emergir da rainha, estdo entre as caracteristicas relacionadas aos mecanismos regulatorios por
ncRNAs (GUO et al., 2013), embora ndo se saiba atualmente como, ¢ de fundamental
importancia compreender a natureza e o aspecto mecanistico de regulacdo por ncRNAs. Neste
aspecto, estudos levantam esforcos para identificar os mais variados tipos de ncRNAs em

Drosophila sp. e A. mellifera, como piIRNA (RNA de Interacdo com Piwi) (CHAMBEYRON
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et al., 2008; WANG et al., 2017) e IncRNA (RNA Longo Nao Codificante) (WANG et al.,
2018; VALANNE et al., 2019).

3.3.1 LncRNA (RNAs Longos Nao Codificantes) e seu Proeminente Papel na Biologia

Assim como os mRNA, os IncRNA, sdo transcritos pela polimerase II e durante a
transcri¢do sdo poliadenilados e recebem CAP (capeamento) ao final da extremidade 5’ do
RNA (GUTTMAN et al., 2009; ULITSKY; BARTEL, 2013). Contudo, algumas diferengas
notaveis como, baixa expressdao e localizacdo nuclear sdo caracteristicas dessas moléculas
(KAPRANOV et al., 2007, DERRIEN et al., 2012; ILOTT; PONTING, 2013; FANG;
FULLWOOQD, 2016). Os IncRNAs sdo um conjunto de RNAs longos sem capacidade de
produzir proteinas, caracterizados por constituir mais de 200 nucleotideos em sua estrutura
molecular (PEREIRA, 2017). Esta visdo permite distinguir essa categoria de outras RNAs,
auxiliando na identificacdo dessas moléculas em ferramentas computacionais e analise
laboratorial (PEREIRA, 2017).

Os IncRNAs, de acordo com o projeto ENCODE (Encyclopedia of DNA Elements)
proposto em 2012, se caracterizam em cinco bidtipos distintos, conforme a localizagao no
genoma (DERRIEN et al., 2012). Conforme Derrien et al. (2012) essas classes sdo divididas
em: lincRNA (RNA longo nao codificante intergénico), transcritos de sentido sobreposto,
transcritos intrénicos, transcritos sem quadro de leitura aberto (ORF) e RNAs antisentido.
Outros IncRNAs foram identificados ao longo do tempo os quais estdo representados na Figura
4 (RICHARD; EICHHORN, 2018). Os lincRNAs representam o maior nimero e de maior
relevancia entre o amplo grupo de IncRNAs (HADJICHARALAMBOUS; LINDSAY, 2019).
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Figura 4 - Tipos de LncRNAs Descritos na Literatura
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Pesquisas tém apontado a capacidade desse grupo de moléculas em atuar em diversas
funcdes bioldgicas de insetos, que abrange a regulacdo do cromossomo X (ILIK ef al., 2013),
desenvolvimento (WANG et al., 2018) e espermatogénese (WEN et al., 2016). A compreensao
do campo de atuacdo dos RNAs longos ¢ de suma importancia para elucidar os mecanismos
moleculares em abelhas a diferentes estimulos.

Os IncRNAs tém capacidade de se dobrar em estruturas secundérias e terciarias
(BHAN; SOLEIMANI; MANDAL, 2017), bem como regular regides vizinhas (cis) ou regides
distantes do sitio de transcricdo (trans), como representado na Figura 5. Essas caracteristicas
possibilitam os IncRNAs interagir com as moléculas de DNA, proteinas e outros RNAs
presentes no nucleo ou no citoplasma das células (BHAN; SOLEIMANI; MANDAL, 2017;
KOPP; MENDELL, 2018).
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Figura 5 — IncRNA Disposto em Cis (A) e Trans (B)
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Fonte: KOPP; MENDELL (2018).

Os IncRNAs estao envolvidos em diferentes papéis na maquinaria celular (CHENG et
al., 2019) (Figura 6). Esses RNAs podem recrutar fatores de transcricao ou ligar-se 8 RNAs e
proteinas para ativar ou reprimir a expressao de sequéncias especificas do DNA (KOZIOL,;
RINN, 2010; WANG et al., 2011; BERGHOFF ef al., 2013). Também podem interferir na
formacgao dos spliceossomos, regular o splicing alternativo de pré-mRNAs (TRIPATHI et al.,
2010; TSUUI et al., 2011) ou agir diretamente na tradugdo proteica (CARRIERI et al., 2012).
Nos insetos eussociais, como A. mellifera, os IncRNAs foram identificados atuando no
metabolismo de RNA (KIYA et al., 2012), interagindo com outros pequenos RNAs, bem como
o metabolismo de DNA agindo como transdutor de sinais de genes (CHEN ef al., 2019).
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Figura 6 — Interacoes e Mecanismos de LncRNAs
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Atualmente, sdo poucos os IncRNAs caracterizados em abelhas. Os RNAs Ks-/
(SAWATA et al., 2002), nb-1 (TADANO et al., 2009), Kakusei (KIYA et al., 2012) e Incov2
(HUMANN; TIBERIO; HARTFELDER, 2013) estdo no grupo dos IncRNAs validados
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experimentalmente. Além desses, o /ncovl expresso durante o desenvolvimento ovariano das
abelhas operarias durante a alimentagdo larval (HUMANN; TIBERIO; HARTFELDER, 2013)
e 0 AncR-1 que também esté relacionado ao desenvolvimento dos 6rgdos sexuais de machos e
fémeas, além da glandula hipofarigeana (SAWATA et al., 2004).

Além das caracteristicas morfologicas, os IncRNAs também participam de respostas
bioldgicas desencadeadas por microrganismos. O estudo realizado por Chen et al. (2019)
identificou 257 IncRNAs diferencialmente expressos responsaveis na regulacao imunologica
de abelhas infectadas pelo fungo Nosema ceranae (Nosematidae). Conforme o autor, alguns
desses RNAs podem competir ou interagir com outros miRNAs para desencadear respostas a
infeccdo desse fungo (CHEN et al., 2019). Também foi relatado a presenca de 11 IncRNAs
intergénicos regulados durante a infec¢ao causada pelo virus Sacbrood (SBV) (JAYAKODI et
al., 2015). No entanto, os mecanismos de IncRNAs intrinsecos as respostas imunoldgicas sao
ainda desconhecidos (SATYAVATHI; GHOSH; SUBRAMANIAN, 2017).

Apesar de alguns estudos fornecerem informagdes do modo de agdo e fungdes dos
IncRNAs, pouco se sabe da presenca e mecanismos dessas moléculas em A. mellifera
(HUMANN; TIBERIO; HARTFELDER, 2013; CHEN et al., 2019). Além do mais, com 0 uso
de métodos computacionais e a possibilidade de acesso a bancos de dados publicos (cada vez
mais crescente) tem se tornado menos custoso, mais rapido e objetivo os estudos de aspectos
moleculares diversos em organismos biologicos. Todavia, o avanco de abordagens de
bioinformatica pode auxiliar as novas descobertas acerca de IncRNAs em abelhas (LEGEAI

DERRIEN, 2015) e sua relagdo ecologica.

3.4 Bioinformatica para Leigos: A Interpretacao Além de Scripts

O campo da bioinformatica engloba a interacdo de diversas areas (matematica, fisica,
estatica, computagdo e biologia) para formular ferramentas computacionais que possam
processar e analisar dados moleculares para responder questdes biologicas (BAYAT, 2002;
CAN, 2013), mas ndo somente criar ferramentas, a bioinformatica ¢ uma importante interface
para interpretar dados biologicos.

O marco inicial da bioinformatica foi na década de 1960, com o estudo liderado por
Margaret Dayhoff para a criacdo do primeiro banco de dados de sequéncias proteicas (XIONG,
2006). No entanto, somente nos anos 90 com o Projeto do Genoma Humano, que a
bioinformatica foi consagrada como uma disciplina importante (CHEN, 2015; U.S.
DEPARTMENT OF HEALTH AND HUMAN SERVICES; U.S. DEPARTMENT OF
ENERGY, 1990).
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Por meio da tecnologia de sequenciamento de DNA e mais tarde de bancos de cDNA
derivados de RNAs, a quantidade de informagdes bioldgicas aumentou significativamente
(WANG; GERSTEIN; SNYDER, 2009; LOWE et al., 2017). O excesso de dados, trouxe
consigo a necessidade do apoio de ferramentas de bioinformaética para que esses dados possam
ser curados, montados, armazenados, recuperados e processados (WANG; GERSTEIN;
SNYDER, 2009; LOWE et al., 2017). E valido ressaltar a importancia de Richard Stallman e
seu manifesto que motivou a criagdo do sistema GNU dando origem tempo depois ao conhecido
LINUX (sistema operacional de codigo aberto), tornando agora a criacao de ferramentas e o
uso de linguagem computacional mais democratica (GAUTHIER et al., 2018).

A era bioinformatica, portanto paralela a gendmica, tem sido classificada por
importantes avancos tecnoldgicos, mas nao so6 isso. O nimero de sequéncias depositadas em
bancos publicos tem sido exponencialmente ascendente, conforme a Figura 7 de Gauthier et
al. (2018). Somente no ano de 2017, foram registradas pouco mais de 500.000.000 de
sequéncias (GAUTHIER et al., 2018). E inegavel a busca por profissionais capacitados a
criacdo de ferramentas, para a analise e principalmente, a interpretacao de tais informagdes.
Contudo, neste topico serdo apresentados os importantes desfechos da bioinformatica no Brasil,
além da sua contribui¢do em ciéncias agrarias e abordagens mais comuns nesse campo de

estudo.

Figura 7 — Numero de Sequéncias Depositadas nos Bancos de Dados WGS e NCBI Genbank
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Fonte: GAUTHIER et al. (2018).
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Da mesma forma que houve o aumento no niimero de sequéncias depositadas, os
bancos de dados evoluiram (VAMATHEVAN; APWEILER; BIRNEY, 2019). A importancia
dos bancos de dados nao inclui apenas o repositorio das sequéncias de proteinas e acidos
nucleicos, mas também as informacdes como a base de nucleotideos ou aminoécidos, presencga
de introns, localizacdo gendmica, dominios da proteina e fun¢des (SRINIVASA; SIDDESH;
MANISEKHAR, 2020).

Hé4 uma infinidade de banco de dados, apenas em 2014 existiam 1552 de dados
bioldgico armazenados conforme a especificidade e/ou organismo (FERNANDEZ-SUAREZ;
RIGDEN; GALPERIN, 2013; ZOU et al., 2015). Parte desses bancos de dados sao
especializados em acidos nucleicos - GenBank (BENSON et al, 2012), transcritos -
RNAcentral (CONSORTIUM, 2018) e Expression Atlas (PAPATHEODOROU et al., 2019),
proteinas - UniProt (CONSORTIUM, 2018) e Worldwide Protein Data Bank organization
(WWPDB CONSORTIUM, 2018), enzimas - Enzyme Portal (PUNDIR et al., 2017) e
metabolitos - Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) (KANEHISA et al., 2020).
Ainda existem bancos de dados que armazenam informagdes de metagenomica - MG-RAST
(MEYER et al., 2008) e MGnify (MITCHELL ef al., 2019) e transposons - Repbase (BAO;
KOJIMA; KOHANY, 2015), bem como outros tipos de informagdes, descritos na Tabela 1.
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Tabela 1- Banco de Dados Disponiveis na Web

Banco de Dados URL

European Nucleotide Archive (ENA) https://www.ebi.ac.uk/ena

International Nucleot.ide Sequence Database http://www.insde.ore/
Collaboration (INSDC) - - :
DNA Databank of Japan (DDBJ) https://www.ddbj.nig.ac.jp/
GenBank https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank
Worldwide Prote(;lzl \]:;g E],B)ank organization http://www.wwpdb.ore/
RCSB Protein Data Bank (RCSB PDB) http://www.rcsb.org/
Protein Data Bank in Europe (PDBe) http://www.pdbe.org/
Electron Microscopy Data Bank (EMDB) http://www.ebi.ac.uk/pdbe/emdb
European Genome-Phenome Archive (EGA) https://ega-archive.org
Database of Genotypes and Phenotypes (dbGaP) https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gap

The Human Induced Pluripotent Stem Cells

Initiative (HipSci) http://www.hipsci.org/

International Cancer Genome Consortium (ICGC) https://icgc.org/
MGnify https://www.ebi.ac.uk/metagenomics
MG-RAST https://www.mg-rast.org/
MetabolomeXchange http://www.metabolomexchange.org/
MetaboLights https://www.ebi.ac.uk/metabolights
Ensembl database and genome browser https://www.ensembl.org/
Expression Atlas https://www.ebi.ac.uk/gxa
UniProt Consortium https://www.uniprot.org/
Enzyme Portal https://www.ebi.ac.uk/enzymeportal
Reactome https://reactome.org/
IntAct Molecular Interaction Database (IntAct) https://www.ebi.ac.uk/intact
FlyBase https://flybase.org/
Plasmodium Genomic Resource (PlasmoDB) http://plasmodb.org/plasmo
RNAcentral https://rnacentral.org/
Europe PMC https://europepmc.org/
EBI Search https://www.ebi.ac.uk/ebisearch
Open Targets Platform https://www.targetvalidation.org/
Patient Derived Xenograft (PDX) Finder http://www.pdxfinder.org/
Ontology LookUp Service https://www.ebi.ac.uk/ols

ELIXIR, the European Life-science Infrastructure
for Biological Information
Biobanking and BioMolecular resources Research
Infrastructure (BBMRI-ERIC)

Genome Reference Consortium (GRC) https://www.ncbi.nlm.nih.gov/grc
Ensembl Variant Effect Predictor (Ensembl VEP)  https://www.ensembl.org/info/docs/tools/vep/index.html
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
(KEGG)
Repbase https://www.girinst.org/repbase/
Fonte: adaptado VAMATHEVAN; APWEILER; BIRNEY (2019).

https://www.elixir-europe.org/

http://www.bbmri-eric.eu/

https://www.genome.jp/kegg/

Com base na necessidade atual de recursos que permitam a manipulagao dos dados em
bioinformatica, existem iniciativas que disponibilizam pipelines que integram ferramentas
computacionais e scripts para facilitar a execu¢do das andlises e visualizagdo dos resultados
(LEIPZIG, 2016). Essas iniciativas sao fundamentais, principalmente para a identificacao

funcional de moléculas recém descobertas, como o caso de ncRNAs que exige recursos


https://www.ebi.ac.uk/ena
http://www.insdc.org/
https://www.ddbj.nig.ac.jp/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank
http://www.wwpdb.org/
http://www.rcsb.org/
http://www.pdbe.org/
http://www.ebi.ac.uk/pdbe/emdb
https://ega-archive.org/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gap
http://www.hipsci.org/
https://icgc.org/
https://www.ebi.ac.uk/metagenomics
https://www.mg-rast.org/
http://www.metabolomexchange.org/
https://www.ebi.ac.uk/metabolights
https://www.ensembl.org/
https://www.ebi.ac.uk/gxa
https://www.uniprot.org/
https://www.ebi.ac.uk/enzymeportal
https://reactome.org/
https://www.ebi.ac.uk/intact
https://flybase.org/
http://plasmodb.org/plasmo
https://rnacentral.org/
https://europepmc.org/
https://www.ebi.ac.uk/ebisearch
https://www.targetvalidation.org/
http://www.pdxfinder.org/
https://www.ebi.ac.uk/ols
https://www.elixir-europe.org/
http://www.bbmri-eric.eu/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/grc
https://www.ensembl.org/info/docs/tools/vep/index.html
https://www.genome.jp/kegg/
https://www.girinst.org/repbase/
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computacionais mais complexo dada a sua natureza estrutural e biologica (BACKOFEN et al.,
2017).

Dentro do grupo de ferramentas disponiveis, o Galaxy, desenvolvido em 2005, ¢ uma
plataforma publica integrada a web, comumente utilizada (LEIPZIG, 2016; AFGAN et al.,
2018). O Galaxy estd disponivel em trés servidores principais (Galaxy Australia, Europa e
Main) que incluem pipelines para genOmica, transcriptoma, protedmica, metabolomica,
metagendmica ¢ metatranscriptoma (GOECKS et al., 2010; BLANKENBERG et al., 2014;
AFGAN et al., 2018; BATUT et al., 2018; JALILI et al., 2020). Além do Galaxy, ha outras
plataformas com diferentes interfaces e ferramentas como Taverna (WOLSTENCROFT et al.,
2013), Snakemake (KOSTER; RAHMANN, 2012) e Ruffus (GOODSTADT, 2010). Essas ¢
outras plataformas estao descritas na Tabela 2 conforme seu uso, acessibilidade, facilidade e

interface (LEIPZIG, 2016).

Tabela 2 - Plataformas que Fornecem Pipelines para o Uso em Bioinformatica

Facilidade no

Ferramenta Interface deacilidade no | Facilidade nouso ~ Performance
Snakemake rirery Srivdird| Hiew
Nextflow WY | Wy Wiww
BigDataScript rirery vy Hiew
Ruffus CL:j:ni ‘kﬁ& if( ‘ﬁ \ﬁi}(ﬁ Wﬁ?f? ‘f}
bpipe gk e aite L & & B Nig e

Pegasus 8 & pka ko il Ik o ie it

Quene Triey pka kol Pivgaiaias
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Tabela 2 - Plataformas que Fornecem Pipelines para o Uso em Bioinformatica

Facilidade no

Ferramenta Interface Facilidade no uso Performance
desenvolvimento
wmo | [ et | derdr [rdededed
Comando A A
Luigi iaikarid WY | I
Galaxy Cédigo Aberto, ﬁfk i\{ iﬁ \!J:( ‘i\\?‘i\f\i\ i ﬁ ﬁ7ﬁ
Servidor e
Taverna Workbench jﬁ i\j ﬁ \!J:( i\\?\i\f\;\ ‘i jﬁk ﬁi\j ﬁ
DNAnexus Co;]nercial ¢ \ﬁﬁi ﬁ\ﬁﬁﬁ if\\? \:/:(‘T/A\?\i?’i? 1
uvem
Arvados _ ﬁﬁﬁﬁ ‘ﬁ ﬁi}(ﬁ ﬁ(ﬁ\ik\i}f i
Codigo Aberto
Agave ¢ Nuvem APl ﬁ i? ﬁ (\ﬁ ﬁi}(ﬁ \);/:( f\?\i\f\i\\? i

Fonte: adaptado LEIPZIG (2016).

O fluxo de trabalho para andlise dessas sequéncias requer determinadas ferramentas

computacionais conforme o objetivo do trabalho (Figura 8) (VAN VERK et al., 2013; LOWE

et al., 2017). Ferramentas que incluem banco de dados (armazenamento de sequéncia),

alinhamento, controle de qualidade sdo comumente utilizadas para pesquisas de analise de

expressao diferencial e anotacdo funcional de RNAs oriundos de procariotos e eucariotos

(BACKOFEN et al., 2017; LOWE et al., 2017; SHAKYA et al., 2019).
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Figura 8 — Fluxo de Analise de Transcriptoma com Base em Algumas Ferramentas
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Fonte: adaptado VAN VERK et al., 2013; POBRE; ARRAIANO (2018).

A partir do conjunto de analises computacionais, a bioinformdtica pode auxiliar na
investigagdo de genes e regulagdes relacionados ao cancer na medicina (YANG et al., 2019;
TIAN et al., 2020) e biomarcadores ligados a transtornos psiquicos (ZHAO et al., 2016) e a
atividade fisica (BYE et al., 2013). Nao apenas isso, como esteve presente na busca por novas
drogas no campo farmacéutico (COX et al., 2006) e nas ciéncias agrarias em estudos de planta-
patégeno (ZHANG et al., 2014), nutricdo animal (ABERNATHY et al., 2017), producao de
carne ¢ leite (WICKRAMASINGHE et al., 2012; GHOSH et al., 2016; FONSECA et al., 2017,
ZHOU et al., 2019).

Em abelhas, a bioinformatica contribuiu em estudos de transcriptoma e
metatranscriptoma, para compreender a regulacdo de RNAs na producao de geleia real (NIE et
al., 2020), aspecto comportamentais (MA; RANGEL; GROZINGER, 2019), microbioma
intestinal (LEE et al., 2014) e resposta a infec¢do de patégenos (CHEN et al., 2019).
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3.4.1 RNA-Seq: A Revolugdo da Tecnologia de RNA

A definicao de transcriptoma engloba o conjunto de transcritos (mRNAs e RNAs nao
codificantes) disponiveis na célula sob estimulos ambientais especificos em um determinado
momento do estagio celular (WANG; GERSTEIN; SNYDER, 2009; MARCO-PUCHE et al.,
2019). Em estudos de transcriptoma a tecnologia do sequenciamento de RNA (RNA-seq),
baseado no sequenciamento de ultima geragdo (NGS), ¢ a mais difundida (LI; LI, 2018). Esta
técnica de sequenciamento permite com que o cientista possa trabalhar com diferentes analises
em bioinformatica como andlise de expressdo diferencial, identificar genes individualmente
(KOCH et al., 2018) a enriquecimento funcional (SUBRAMANIAN et al., 2005).

As anélises de RNA-seq, frente as outras abordagens de sequenciamento permitiu com
que os pesquisadores pudessem estudar organismos nao-modelo (VERA ef al., 2008),
identificacdo de SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) (CLOONAN et al., 2008), padrao de
metilagdo do DNA (COKUS et al., 2008), identificagdo mais precisa dos transcritos e
isoformas, bem como modificagdes pés-transcricionais (MARGUERAT; BAHLER, 2009).
Além de possibilitar a utilizacdo da montagem de novo de transcritos e genes sem a necessidade
do genoma de referéncia em um curto periodo de tempo comparado a outras tecnologias de
sequenciamento (COKUS et al., 2008; ROBERTS et al., 2011).

Com a grande quantidade de leituras geradas, pode ocorrer distor¢des dos reais
resultados, sendo, portanto, necessario delinear o experimento baseado no niimero de réplica
biologica e a profundidade das leituras para validar a expressao significativa dos resultados
(CONESA et al., 2016; STARK; GRZELAK; HADFIELD, 2019). Para analise de expressao
diferencial, apenas trés réplicas sdo o suficiente para identificar o viés das amostras
(SCHURCH et al., 2016; LAMARRE et al., 2018). Enquanto para a profundidade (nimero de
leituras por amostra) as amostras devem ter no minimo de 1 a 30 milhdes de leituras (THE
ENCODE CONSORTIUM, 2011; LEI et al., 2015; STARK; GRZELAK; HADFIELD, 2019).

Embora o tipo de adaptador seja escolhido conforme o custo, existem particularidades
que os incluem na lista de requisitos para avaliar durante o experimento (STARK; GRZELAK;
HADFIELD, 2019). Isso ¢, as leituras pareadas por ter a informagdo das duas sequéncias sao
mais faceis para realizar a montagem das leituras (RISCA; GREENLEAF, 2015), e se torna o
adaptador mais adequado para analise de isoformas (KATZ et al., 2010). Em contrapartida, as
vantagens das leituras de extremidade unica incluem o aumento da profundidade das leituras e

o nimero de réplicas bioldgicas (STARK; GRZELAK; HADFIELD, 2019).
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Ao delinear o experimento conforme o objetivo, os passos seguintes para a andlise de
RNA-seq sdo a preparagdo e o sequenciamento das moléculas de RNA no ambiente laboratorial
(STARK; GRZELAK; HADFIELD, 2019). Os protocolos de sequenciamento incluem as
etapas: I) extragao de RNA total ou parcial do organismo de interesse; II) enriquecimento de
mRNA com cauda poli A ou retirada de RNA ribossémico; III) Construciao da biblioteca de
cDNA e ligagdo dos adaptadores (single-end ou paired-end); IV) Sequenciamento da biblioteca
de cDNA em sequenciadores de alto rendimento (Illumina, Pacfic Biosciences ou Nanopore)
(WANG et al, 2009; KUKURBA; MONTGOMERY, 2015; STARK; GRZELAK;
HADFIELD, 2019). Conforme a metodologia utilizada para o sequenciamento, sdo geradas
leituras curtas ou longas de extremidade pareada ou unica (Figura 9) (WANG et al., 2009;

KUKURBA; MONTGOMERY, 2015; STARK; GRZELAK; HADFIELD, 2019).



Figura 9 - Fluxo de Analise de RNA-seq com Base em Trés Tecnologias de Sequenciamento
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Fonte: STARK; GRZELAK; HADFIELD (2019).
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Ap6s o sequenciamento do RNA, o conjunto de dados ¢ processado em um fluxo de
analises computacionais (STARK; GRZELAK; HADFIELD, 2019). A etapa inicial, requer
alinhamento ou montagem das leituras contra um genoma ou transcriptoma de referéncia para
construir o transcriptoma (STARK; GRZELAK; HADFIELD, 2019). Seguido desse passo, ¢
feita a quantificagdo das sequéncias, filtragem e normaliza¢do para retirar leituras de baixa
qualidade (STARK; GRZELAK; HADFIELD, 2019). Por fim, é realizada a andlise de
expressao diferencial dos transcritos para avaliar alteragdes na expressao dos transcritos entre
as amostras de interesse (STARK; GRZELAK; HADFIELD, 2019).

Com base na metodologia de RNA-seq foram desenvolvidos diversos protocolos nos
ultimos anos. Muitos desses protocolos foram adaptados para o sequenciamento de leituras
curtas fornecido pela plataforma Illumina (Illumina Inc., San Diego, Califérnia) (KODAMA;
SHUMWAY; LEINONEN, 2011; STARK; GRZELAK; HADFIELD, 2019). Apenas em 2011,
as leituras curtas representaram aproximadamente 84% de sequéncias depositadas no banco de
dados SRA (Short Read Archive) (KODAMA; SHUMWAY; LEINONEN, 2011; STARK;
GRZELAK; HADFIELD, 2019).

Pelo aumento da demanda das abordagens de RNA-seq nas anélises de RNA, houve a
exigéncia da inclusdo e aprimoramento dos recursos computacionais existentes para lidar com
o grande conjunto de dados gerados (KOCH et al., 2018; LI; L1, 2018). Estima-se que em um
intervalo de dez anos, aproximadamente 2000 mil ferramentas foram criadas para facilitar no
processamento de cada etapa de andlise (LI; LI, 2018). Por tras dessas ferramentas hd uma
variedade de algoritmos e andlises estatisticas para aumentar a confiabilidade dos dados
(COSTA-SILVA; DOMINGUES; LOPES, 2017; LI, 2019). Atualmente, existem algumas
ferramentas computacionais que sdo comumente utilizadas nas analises de RNA-seq (Tabela

3).
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Tabela 3 - Softwares Utilizados para as Etapas de Andilises de RNA-seq

Ferramenta Nf&?;;i‘;izzu Quantificacao Normalizacao leeEe)‘I;)cI}:sl;I;ente
TopHat Genoma de
STAR referéncia e
HISAT anotagao Sem aplicacdo
SOAPdenovo-
Trans Montagem de novo
StringTie
Kallisto Montagem sem
Salmon nag Estimativas de
- alinhamento -
Cufflinks transcrigao Sem aplicagdo Sem aplicacdo
RSEM
MMSeq
HTSeq Ler contagens de
regides ndo
FeatureCounts sobrepos’tag de
caracteristicas
anotadas
Tximport
EdgeR

Limma + Voom

DESeq2

Ballgown

CuftDiff

Sem aplicacdo

Estimativas de
transcri¢ao
convertido em
contagens de
leitura

Média aparada de
valores M

Distribuicao
binomial negativa e
modelagem linear
generalizada

Varios

Transformagdo de

média-variancia e

modelagem linear
generalizada

Sem aplicagdo

Entrada de
StringTie, RSEM
ou quantificagdo

(sem alinhamento)
e modelagem linear
generalizada

Expressao
diferencial a partir
da analise estimada
do Cufflinks

Fonte: STARK; GRZELAK; HADFIELD (2019).

As tecnologias atuais sdo apenas uma ponta do iceberg para a descoberta de novos

mecanismos moleculares e desenvolvimento de novas metodologias de andlise em

bioinformatica (VAMATHEVAN; APWEILER; BIRNEY, 2019). Atualmente a ciéncia busca

desenvolver novas tecnologias com melhor rendimento € com menores custos, no entanto, leva-

se anos para que essa tecnologia se torne padrao (VAMATHEVAN; APWEILER; BIRNEY,

2019). Além disso, essas técnicas acabam sendo substituidas por outras, como o caso do

microarray que caiu em desuso com a chegada do RNA-seq (VAMATHEVAN; APWEILER;
BIRNEY, 2019), no qual est4 detalhado na Figura 10.
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Figura 10 — Tecnologias de Sequenciamento Utilizadas em Bioinformatica
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Fonte: VAMATHEVAN; APWEILER; BIRNEY (2019).

Devido ao grande acimulo de dados de transcriptoma de abelhas, a bioinformatica sera
uma grande aliada em pesquisas futuras. Portanto, este estudo visa investigar a presenca de
IncRNAs em abelhas submetidas a exposi¢do de inseticida (cipermetrina), a fim de entender as

funcdes bioldgicas dessas moléculas em abelhas.
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4 METODOLOGIA

O processo de delineamento do presente trabalho, foi embasado em métodos
computacionais, a fim de verificar a presenca, tipo, origem, caracterizacao e expressao de RNAs
Longos Nao Codificantes (IncRNAs) do transcriptoma de 4. mellifera carnica exposta a duas
dosagens ao inseticida cipermetrina.

Para as analises, os dados de transcriptoma de A. mellifera foram coletados no NCBI,
nos quais passaram por avaliagdo quanto a sua qualidade (FastQC) e retirados seus adaptadores
(Trim Galore!). Posteriormente foi realizado mapeamento (Hisat2) contra genoma de
referéncia. A partir disso os transcritos foram quantificados com base no feature e ID de genes
e IncRNAs (Htseq-count) conforme o arquivo GFF de A. mellifera, seguido da analise de
expressao diferencial (EdgeR). Com isso, esses dados obtidos foram utilizados para a anélise
funcional dos transcritos e rede de co-expressdo (ClueGO e Cytoscape). Os IncRNAs
correlacionados a outros RNAs foram avaliados enquanto a localizagdo subcelular. O

detalhamento do pipeline de analises esta disposto conforme a Figura 11.



Figura 11 - Pipeline para Analises de LncRNAs em Amostras de Transcriptoma de A. mellifera
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Fonte: Préoprio Autor (2021).

38



39

4.1 Varredura em Bancos de Dados Publicos e Dataset de RNA-Seq

As amostras de cDNA selecionadas foram extraidas do Sequence Read Archive (SRA)
presente no banco de dados publico National Center for Biotechnology Information - NCBI

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). A sele¢do do dataset seguiu com base no transcriptoma obtido

pela metodologia de RNA-seq, o nimero de réplicas (> 3) e a exposi¢ao de abelhas ao
agrotoxico, assim como, a quantidade de reads derivadas do experimento. A partir desses
critérios, foi coletado o transcriptoma de Apis mellifera carnica exposta a cipermetrina em
diferentes dosagens a partir do experimento realizado por Fent, Schmid e Christen (2020).

Em sintese, o experimento conduzido por Fent, Schmid e Christen (2020), foi realizado
por meio da exposicdo de operarias (A. mellifera carnica) a duas dosagens do inseticida
cipermetrina (0,3 ng/abelha e 3 ng/abelha) por 48 horas. Posteriormente, foi extraido o RNA
do cérebro e submetido ao sequenciamento pelo sistema Illumina HiSeq 4000 (FENT;
SCHMID; CHRISTEN, 2020). A informac¢do dos dados de RNA-seq de cipermetrina estdo

descritas na Tabela 4, conforme o cddigo de identificagdo (Bioproject).

Tabela 4 - Conjunto de Amostras de Apis mellifera carnica Exposta a Cipermetrina Conforme o
Bioproject, Tipo de Adaptador Utilizado (Tecnologia), Corridas, Cédigo, Bytes, Bases e Amostras.

Bioproject Tecnologia Run Codigo Amostras Bytes Bases
SRR8297891 Controlel Controle 968.18 Mb 2.87 G
SRR8297882 Controle2 Controle 1.30 Gb 393G
SRR8297883 Controle3 Controle 507.68 Mb 1.51G

SRR8297886 CiperZT1 Cipermetrina 0,3ng/abelha 1.00Gb  3.04 G
SRR8297887 CiperZT2 Cipermetrina 0,3ng/abelha  2.54Gb  7.70 G
SRR8297888 CiperZT3 Cipermetrina 0,3ng/abelha 1.28 Gb  3.88G
SRR8297889 CiperZT4 Cipermetrina 0,3ng/abelha 923.19 Mb 2.75 G
SRR8297880 CiperZT5 Cipermetrina 0,3ng/abelha 1.07Gb  3.17G
SRR8297881  CiperTl Cipermetrina 3ng/abelha 1.12Gb 339G
SRR8297884  CiperT2  Cipermetrina 3ng/abelha 1.22Gb 371G
SRR8297885  CiperT3 Cipermetrina 3ng/abelha 1.22Gb  3.72G
SRR8297890 CiperT4  Cipermetrina 3ng/abelha  980.13 Mb 2.90 G

Total 42.57 G

Fonte: Préoprio Autor (2021).

PRINAS09310  Single-end

Os arquivos de entrada utilizados das andlises subsequentes incluem o genoma de
referéncia de 4. mellifera Amel HAv3.1 em formato de arquivo FASTA, tal como as anotag¢des
do conjunto do transcriptoma Amel HAv3.1.51 em formato GFF. Ambos os arquivos estdo

depositados no Banco de Dados Publico EnsemblMetazoa (https://metazoa.ensembl.org/).



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://metazoa.ensembl.org/
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4.2 Plataforma e Controle de Qualidade

Todas as corridas do conjunto de dados de cipermetrina extraidas do banco de dados

NCBI, foram baixados na plataforma Galaxy Europe (https://usegalaxy.eu/) (AFGAN et al.,

2016) e foram submetidas ao controle de qualidade. A etapa de qualidade foi realizada
utilizando as ferramentas FastQC (ANDREWS, 2010) e Trim Galore! (KRUEGER, 2021)
depositadas na plataforma Galaxy Europe.

Dessa forma, ao realizar a andlise do relatério gerada pelo FastQC, os arquivos em
formato fastq.gz foram submetidos a ferramenta Trim Galore! para a remog¢ao do restante dos
adaptadores presentes, leituras curtas de até 20 pb (par de bases) e de baixa qualidade
(KRUEGER, 2021). A partir da etapa de trimming, novamente, as corridas foram processadas
no FastQC para avaliar se houve a retirada do conjunto de adaptadores e sequéncias de baixa

qualidade.

4.3 Mapeamento de Sequéncias do RNA-Seq no Genoma

A ferramenta Hisat2 (KIM et al., 2015) disponivel no Galaxy Europe foi utilizada para
realizar o mapeamento das leituras, com parametros padrdes de analise. Nessa etapa, foi
utilizado o arquivo FASTA do genoma (Amel HAv3.1), no qual foi alinhado contra as leituras

(formato .gz) de cada conjunto de dado selecionado.

4.4 Contagem de Reads Mapeados em LncRNAs e mRNAs

O arquivo BAM gerado no Hisat2 apds mapeamento e a anotacdo dos transcritos
Amel HAv3.1.51 (formato GFF) foram utilizados para realizar a quantificagdo de IncRNAs e
genes no software Htseq-count (ANDERS; PYL; HUBER, 2014). Em sintese, os parametros
utilizados para captura da contagem de genes codificantes foram com base no gene (feature) e
gene_id (ID atribute). Em contrapartida, para os IncRNAs foi utilizado os parametros Inc RNA
(feature) e transcript _ID (ID attribute). Esses critérios foram utilizados com base no arquivo de
anotacao dos transcritos de A. mellifera (arquivo GFF).

A partir disso, os dados de quantificacdo obtidos no Htseq-count, foram compactados
para gerar a matriz de contagem para genes codificantes e IncRNAs. Para tal foi utilizado a
ferramenta Generate Count Matrix (AFGAN et al., 2015). E valido ressaltar que essa etapa foi

realizada no servidor Galaxy Australia (https://usegalaxy.org.au/).



https://usegalaxy.eu/
https://usegalaxy.org.au/
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4.5 Analise de Expressao Diferencial

A tabela gerada pelo Generate Count Matrix foi utilizada como arquivo de entrada na
analise de expressao diferencial. Para a andlise foi utilizado a ferramenta EdgeR (ROBINSON;
MCCARTHY; SMYTH, 2009) para avaliar o perfil de expressdo de genes codificantes e
IncRNAs diferencialmente expressos entre as amostras com cipermetrina (0,3 € 3 ng) e controle.

O EdgeR permite realizar a analise de expressdo diferencial conforme célculos
estatisticos (ROBINSON; MCCARTHY; SMYTH, 2009; CHEN, 2020), dessa forma foi
utilizado a filtragem de transcritos com contagens maiores que 5%.

Os resultados obtidos sdo gerados a partir da normalizacao da profundidade dos dados
e utiliza uma analise de contraste entre dois conjuntos de amostras distintas, essa etapa ¢é feito
conforme a contagem dos transcritos (ROBINSON; MCCARTHY; SMYTH, 2009), neste caso,
foram as contagens obtidas anteriormente com o Htseq-count.

A tabela gerada pelo EdgeR (tabular) contendo as amostras foram filtradas a partir da
significancia e suporte estatistico por FDR (False Discovery Rate), no qual foi admitido o valor
de FDR < 0,05. Posteriormente, a partir do logFC (log Fold Change) dos IncRNAs ¢ mRNAs

diferencialmente expressos foi realizado para analise no heatmap?.

4.6 Analise de Co-Expressao e Enriquecimento de Vias Funcionais

As analises de enriquecimento funcional e rede de co-expressdo foram realizadas
conforme descrito por Contreras-Lopez et al. (2018). Dessa forma, os dados dos transcritos
diferencialmente expressos gerados pelo edgeR foram normalizados em R v.4.1.1 com o pacote
EBSeq (LENG et al., 2013). Os dados normalizados foram utilizados para calcular a correlacao
com o pacote psych (REVELLE, 2021) com os seguintes parametros: log2FC > 0,9 e p-value
ajustado < 0,01.

Posteriormente, os transcritos foram transferidos a ferramenta ClueGO para andlise
funcional (BINDEA et al., 2009) com enriquecimento de via através dos bancos de dados
KEGG e GO (Gene Ontology) com base no ID. A anélise de co-expressao foi feita no Cytoscape
(SHANNON, 2003) com o auxilio do clusterMaker (MORRIS et al., 2011).

4.7 Predicao de Localizacio Subcelular

As sequéncias dos IncRNAs correlacionados a outros RNAs foram utilizados para
predi¢dao da localizacao subcelular foi realizado por meio da ferramenta iLoc-IncRNA (SU et

al., 2018) disponibilizado no repositorio RNAlocate (CUI et al., 2021).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Controle de qualidade de dados de RNAseq

As leituras analisadas no FastQC, apos a etapa de trimming, obtiveram 6timo score de
qualidade, com Phred acima de 28 (cor verde no eixo y) em todas as corridas geradas pelo
sequenciamento Illumina (Short Read Archive), conforme realizado por Fent, Schmid e
Christen (2020). Dessa forma, foi escolhida a corrida SRR8297881 do grupo de cipermetrina 3
ng, conforme a Figura 12, para demonstra¢ao da qualidade das leituras, visto que as corridas

apresentaram boa qualidade.

Figura 12 — Demonstracio da Qualidade das Leituras de SRR8297881 pelo Grafico Per Base Sequence: O
Eixo X Representa a Posi¢ao dos Reads ¢ o Eixo Y a Pontuagdes de Qualidade. Com as Seguintes Cores no Eixo
Y — Verde (Leituras com Boa qualidade), Laranja (Leituras com Qualidade Razoavel) e Vermelho (Leituras com
Baixa Qualidade)

Quality scores across all bases (Sanger / lllumina 1.9 encoding)
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Fonte: Préoprio Autor (2021).

Além disso, com a retirada dos adaptadores e sequéncias de baixa qualidade, realizado
pela ferramenta Trim Galore!, obteve-se um total de 337.754.005 de leituras. Essas leituras
mapeadas com o genoma de referéncia apresentaram 94.83% de mapeamento na referéncia de
A. mellifera, um numero consideravel quando comparado ao comprimento total do genoma
(225.250.884) (WALLBERG et al., 2019) utilizado como base para este estudo. conforme

descrito na Tabela 5.
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Tabela 5 — Numero de Leituras e % de Alinhamentos das Amostras

Corrida Amostra Reads Total de Reads  Alinhamento (%) l\lflnéa(:)i:a((lie(:):'\'(e;)d)s
SRR8297881  Cipermetrina 3 ng  26.930.238 95.36%
SRR8297884  Cipermetrina3 ng  29.409.790 95.24%
SRR8297885  Cipermetrina 3 ng  29.532.338 95.59%
SRR8297890  Cipermetrina 3 ng  23.004.925 94.75%
SRR8297886  Cipermetrina 0,3 ng  24.097.081 95.01%
SRR8297887 Cipermetrina 0,3 ng 61.139.382 94.88%
. ) 337.754.005 94.83%
SRR8297888  Cipermetrina 0,3 ng 30.767.394 94.22%
SRR8297889  Cipermetrina 0,3 ng 21.854.076 94.84%
SRR8297880  Cipermetrina 0,3 ng  25.150.117 93.23%
SRR8297891 Controle 22.772.319 95.04%
SRR8297882 Controle 31.150.913 94.61%
SRR8297883 Controle 11.945.432 95.14%

Fonte: Préoprio Autor (2021).

5.2 Analise de Expressao Diferencial

Para avaliar o perfil de expressao dos transcritos (mMRNAs e IncRNAs) foi analisada a
expressao diferencial assumindo suporte estatistico de FDR < 0.05, onde identificou-se o perfil
de expressdo de 50 mRNAs e 21 IncRNAs no grupo de cipermetrina na concentracao de 3 ng,
enquanto em cipermetrina a 0,3 ng foram identificados somente 9 mRNAs e 2 IncRNAS. Em
vista disso, foi observado que o grupo de cipermetrina 0,3 ng comparado ao controle ndo
apresentou diferenga estatistica.

Com base nisso, sugere-se que cipermetrina nessa dosagem nao afeta o transcriptoma
de A. mellifera. Observacdes semelhantes foram vistas por Fent, Schmid e Christen (2020), em
abordagem com montagem de novo (mapeamento entre os reads da biblioteca sem o genoma
de referéncia) identificaram apenas 38 genes diferencialmente expressos. E importante ressaltar
que no presente trabalho, optou-se pelo mapeamento dos reads na referéncia de A. mellifera,
que por sua vez apresenta variagdo gendmica comparado ao transcriptoma de Apis analisado
pelos autores (FENT; SCHMID; CHRISTEN, 2020). Isso justifica 0 mapeamento de reads de
aproximadamente 95%, conforme apresentado na Tabela 5.

Dessa forma, levando em consideracdo o nimero de mRNAs (cerca de 9.944) e
IncRNAs (cerca de 1.858) anotados na referéncia de 4. mellifera depositados no banco de dados
ENSEMBL (WALLBERG et al., 2019). Desse modo, observou-se uma pequena parcela de
RNAs foram diferencialmente expressos, mesmo na alta dosagem de cipermetrina (3 ng).

O baixo nimero tanto de mRNAs quanto IncRNAs diferencialmente expressos pode ser

explicado pelo material coletado (tecido cerebral) ou pelo tempo de exposi¢do ao tratamento
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com cipermetrina (48 horas) (FENT; SCHMID; CHRISTEN, 2020). No entanto, observagdes
semelhantes foram documentadas por Vedelek et al. (2018) ao analisar o tecido testicular de
Drosophila melanogaster, os autores identificaram uma resposta tecido especifica para esses
transcritos. Ainda nesse contexto, conforme descrito por Ilott € Ponting (2013), os IncRNAs
sd0 menos expressos, o que pode significar na baixa captura dos transcritos durante o preparo
de bibliotecas ndo especificas desses RNAs. Isso justifica a baixa expressao encontrada dessas
moléculas em relagdo aos RNAs codificantes.

Ao analisar o logFC dos IncRNAs e mRNAs diferencialmente expressos em cada um
dos grupos amostrais através do heatmap, € possivel identificar a separacdo das amostras
controle e tratadas (cipermetrina em diferentes concentragdes). Além disso, nota-se uma ligeira
separacdo dos grupos de amostras com exposi¢do a cipermetrina (0,3 ng e 3 ng).

Diante disso, observa-se que parte dos IncRNAs diferencialmente expressos estdo
regulados positivamente no contraste entre controle e exposi¢do a cipermetrina nas duas
condi¢des (0,3 ng e 3 ng), o mesmo padrao foi observado para mRNAs. Embora a formagao
dos grupos amostrais com os dados de logFC de IncRNAs possa ser visivel a separacdo entre
as amostras tratadas e controle, observa-se que ndo ha homogeneidade no perfil de expressao
entre as réplicas bioldgicas de cipermetrina. Isso aumenta as evidéncias de que o tratamento
pode ndo ser suficiente para induzir e/ou manter o padrao de expressdo desses transcritos. A
analise do heatmap de mRNAs e IncRNAs podem ser visualizadas na Figura 13.a (mRNAs

diferencialmente expressos) e Figura 13.b (IncRNAs diferencialmente expressos).
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Figura 13.a — Heatmap do Perfil de Expressio de mRNAs entre o Grupo Controle, Cipermetrina 0,3 ng
(CiperZT) e Cipermetrina 3 ng (CiperT). Transcritos filtrados a partir do FDR < 5% com Valores de
Expressao por logFC: log Fold Change (1ogFC), sendo a cor azul representa os RNAs regulados negativamente
¢ em vermelho RNAs regulados positivamente.
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Fonte: Préoprio Autor (2021).
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Figura 13.b — Heatmap do Perfil de Expressio de IncRNAs entre o Grupo Controle, Cipermetrina 0,3 ng
(CiperZT) e Cipermetrina 3 ng (CiperT): Transcritos filtrados a partir do FDR < 5% com Valores de Expressdo
por logFC.
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Fonte: Préprio Autor (2021).

5.3 Analise da Rede de Co-Expressao e Enriquecimento de Via

No intuito de identificar possiveis relagdes de IncRNAs com mRNAs, foram utilizados
os dados de amostras de abelhas expostas a cipermetrina 3 ng, sendo estes os que apresentaram
resultados significativos. Isso €é, um numero maior de IncRNA diferencialmente expressos.
Com isso, através da andlise de correlacdo, metodologia proposta por Contreras-Lopez et al.
2018, foi assumido o suporte estatistico de log2FC > 0.9 e p-value ajustado < 0.01, foram
identificados 6 IncRNAs diferencialmente expressos correlacionados aos RNAs codificantes,

conforme descrito na Tabela 6.



psych Conforme os Parimetros de log2FC > 0.9 e p-value ajustado < 0.01.
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Tabela 6 — O nivel de Correlacdo dos IncRNAs e seus Alvos: Dados Gerados a partir do Pacote EBseq e

IncRNA Alvo (mRNA e IncRNA) Correlacao
XR 003304594 0.999965664

XR 001702690 0.99980202

LOC551409 0.999824595

LOC725015 0.999805908

LOC100576700 0.999925131

XR 001704525 LOC725540 0.999938258
LOC411073 0.99986821
LOC409780 0.999804046
LOC409839 0.999856237
LOC100578524 0.999963729
LOC410960 0.999909064
XR 001705541 LOC408725 0.999990536
XR 003304428 LOC102655130 0.999924619
XR 001702690 0.99993155

LOC551409 0.999798073

LOC725015 0.999809448

XR 003304594 LOC100576700 0.999866448
- LOC725540 0.999831897
LOC409780 0.999850522
LOC100578524 0.999873369
LOC410960 0.999793057
XR 003304758 LOC412436 0.999970326
XR 003306194 LOC412388 0.999854736

Fonte: Préoprio Autor (2021).

Foi identificado que o IncRNA XR 001704525 regulado positivamente (logFC = 1.106
e FDR > 0.05) esta correlacionado a 9 mRNAs regulados positivamente, sugerindo uma relagao
de feedback positivo. Isso €, possivelmente esses transcritos estejam interagindo para atuar em
um mesmo processo biologico.

Além disso, o mesmo IncRNA XR 001704525 em conjunto com outro IncRNA
XR 003304594 (logFC =1.134 ¢ FDR > 0.05) se correlacionaram ao IncRNA XR 001702690
regulado positivamente (logFC =1.214 e FDR > 0.05). Estes RN As estao inclusos em um grupo
complexo de interacdo de IncRNA-mRNA (Figura 14). Contudo, ndo foi possivel determinar a

interacdo do IncRNA XR 001702690 com outros RNAs alvos.
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Figura 14 — Rede de Co-Expressao de interacio de mRNAs e IncRNAs do Tratamento de Cipermetrina 3
ng a partir do log2FC > 0.9 e p-value ajustado < 0.01
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Fonte: Préoprio Autor (2021).

Para analisar o processo bioldgico em que os IncRNAs estavam associados, foi realizada
a busca de anotacdes KEGG e GO (Gene Ontology) dos mRNAs da interagcdo. Dessa forma,
foram identificados que os IncRNAs estdo associados, principalmente a genes da via de
metabolismo de mRNA.

Complementar a essa observacdo foram identificados IncRNAs associados a mRNA de
genes que participam de processos de transporte transmembrana (GO:0055085) e decaimento
do processo catabolico do mRNA transcrito nuclearmente mediado por nonsense
(GO:0000184). Esse ultimo esta envolvido na degradacdo de RNAs mensageiros que contém
coddons que provocam a parada prematura da leitura durante a traducdo (KARAMYSHEV;
KARAMYSHEVA, 2018; ATTRILL et al., 2019). Ao degradar estes mRNAs, ocorre o
impedimento da produgdo de proteinas truncadas (ATTRILL et al., 2019). Este mecanismo, de

acordo com Amaral (2016), ¢ altamente conservado entre os eucariotos. Para o0 mesmo autor,


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fgene.2018.00431/full
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sem este mecanismo poderia produzir proteinas que poderiam interferir no mecanismo natural
da célula, embora existam poucas evidéncias da mecanistica do processo (AMARAL, 2016).
Além destas observagdes foram verificados que os RNAs estdo associados a degradagao
de mRNA (KEGG:03018) e no mecanismo de vigilancia de mRNA (KEGG:03015),
possivelmente para manter a integridade das células. Visto que, para Frischmeyer et al. (2002)
e Laffleur e Basu (2019) o mecanismo de vigilancia de mRNAs ¢ um processo importante para
manter a estabilidade e protegdo das células contra erros na traducdo. Além disso, para
Karamyshev et al. (2018) esse processo inicia-se no nucleo da célula. Os mesmos mecanismos
foram identificados por Huang et al. (2021), na atuacdo de mRNAs e IncRNAs em cérebro de
abelhas expostas ao inseticida dinotefurano. Com base neste estudo, a analise de

enriquecimento funcional pode ser analisada na Tabela 7.

Tabela 7 — Analise de Enriquecimento Funcional com KEGG e Gene Ontology do Processo Biologico dos
Transcritos do Grupo de Cipermetrina 3 ng com base nos IDs

ID Term
KEGG:04320 Dorso-ventral axis formation
KEGG:03013 RNA transport
KEGG:03015 mRNA surveillance pathway
KEGG:03018 RNA degradation
G0:0008150 biological process
G0:0055085 transmembrane transport
GO:0006402 mRNA catabolic process
G0:0000184 nuclear-transcribed mRNA catabolic process, nonsense-mediated decay

Fonte: Préoprio Autor (2021).

Para ampliar as informacgdes obtidas at¢ o0 momento, esses mRNAs foram comparados
no banco de dados UNIPROT (CONSORTIUM, 2018) a partir do ID. Com base nos resultados
anteriores, os genes codificantes observados no presente estudo estdo associados ao
metabolismo de RNAs. Diante desse contexto, o mesmo foi observado no gene
LOC100576700, codificante da proteina bHLH (basic helix-loop-helix protein). Proteina a qual
estd envolvida na regulacdo dos precursores das células oligodendriticos em Drosophila

melanogaster (MOORE et al., 2000).

5.4 Localizacio Subcelular dos LncRNAs Diferencialmente Expressos

A fim de compreender os possiveis locais de atuagdo dos IncRNAs, foi realizada anélise

e predicdo da localizacdo subcelular dessas moléculas. Possivelmente grande parte desses



50

IncRNAs s3o direcionados aos compartimentos celulares principalmente no nucleo e

citoplasma, conforme demonstrado na Tabela 8.

Tabela 8 — Localiza¢do Subcelular de IncRNAs Diferencialmente Expressos (FDR < 0.05) Correlacionados
a Genes (1og2FC > 0.9 e p-value ajustado < 0.01)

IncRNA Localiza¢ao Subcelular
XR 001704525 Nucleo
XR 003304594 Citoplasma
XR 001705541 Citoplasma
XR 003304428 Exossomo
XR 003306194 Nucleo
XR 001702690 Citoplasma
XR 003304758 Nicleo

Fonte: Préoprio Autor (2021).

Sugere-se que tais IncRNAs possam estar atuando na transcri¢do desses mRNAs, visto
que, conforme Gao et al. (2020) os RNAs longos que atuam no nticleo podem estar associados
com o processo de metilagdo do DNA, bem como na regulacdo da transcri¢do de genes
codificantes através da interagdo com fatores de transcricao. Essas observagoes condizem com
os dados obtidos nesse trabalho.

Nesse sentido, possivelmente o IncRNA XR 001704525 esteja regulando a expressao
de outros mRNAs e IncRNAs no nucleo da célula através de um feedback positivo. Enquanto,
os IncRNAs encontrados nesse estudo, situados no citoplasma, podem estar atuando na
estabilidade dos mRNAs e/ou proteinas, conforme descrito por Gao et al. (2020). No entanto,
estudos futuros devem ser realizados para compreender os mecanismos de atuagdo desses

transcritos e validag¢ao da localizagdo subcelular desses transcritos.
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6 CONCLUSAO

Observou-se que a cipermetrina 3 ng afeta a expressao de IncRNAs em abelhas expostas
a este inseticida, onde o pipeline de andlise proposto foi suficiente para identifica-los. As
evidéncias levantadas nesse estudo com IncRNAs sugere que os transcritos diferencialmente
expressos em abelhas expostas a cipermetrina a 3 ng, podem estar atuando em vias importantes
no mecanismo de metabolismo basal de mRNAs, tal como o processo catabdlico de mRNA.
Além disso, sugere que os IncRNAs estdo em diferentes compartimentos nas células,
especialmente no nucleo e citoplasma.

Apesar dessas previsoes, sao necessarios novos estudos para compreender a atuagao
dessas moléculas. Sugere-se a busca do mecanismo de agdo por meio de andlises in silico e
laboratoriais para compreender a atuagao dessas moléculas em abelhas exposta a agrotoxicos,
interagdo IncRNA-proteina e mecanismo de regulagado (cis e trans) com mRNAs.

Dessa forma, estudos futuros poderao contribuir acerca do entendimento do processo
biologicos em abelhas expostas a agrotoxicos, a fim de contribuir no avango tecnologico da
apicultura. Bem como, auxiliar no melhoramento genético, visto que, a analise de transcriptoma
poderd agregar com informacdes inerente aos efeitos ambientais € a interacdo deste com os

efeitos genéticos para os processos de selecdo de caracteristicas de interesse zootécnico.
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