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RESUMO

A infertilidade esta ligada a diferentes fungdes dos gametas masculinos,
sendo uma delas causada pela deficiéncia na motilidade em fungao de anomalias
no flagelos do espermatozodide. Diversos defeitos genéticos culminam na perda da
fertiidade quando se é visto no ponto evolutivo, onde a fungao flagelar do
espermatozoide é extremamente conservada em todos os reinos. O musgo modelo
Physcomitrium patens possui genes homédlogos a genes humanos que se
relacionam com a arquitetura dos microtubulos que possibilitam a motilidade
espermatica. O musgo P. patens vem sendo um importante sistema modelo para
estudar questdes de biologia evolutiva e de desenvolvimento, como também é um
excelente modelo para estudos de reprogramacéao celular além de colaborar com os
estudos de organismos flagelados de diversos dominios da biodiversidade. Apesar
dos genes envolvidos no processo da organogénese das estruturas reprodutivas
dos musgos ainda serem pouco explorados, acredita-se que esses possam estar
envolvidos na construgdo da motilidade do flagelo e demais elementos da
arquitetura dos tecidos e 6rgaos envolvidos na evolugdo. Baseando-se nessa
hipétese o nosso objetivo € identificar os genes responsivos pela diferenciacéo de
estruturas reprodutivas e como esses podem identificar problemas na formagao dos
orgaos reprodutivos dos musgos. Para atingir os objetivos foi realizada uma analise
de expressdao génica diferencial com auxilio de dados obtidos na técnica de
RNA-Seq. As reads utilizados foram obtidos através do banco de dados do NCBI
(National Center for Biotechnology Information), na plataforma Sequence Reads
Archives (SRA) SRR19502729, SRR19502730, SRR19502731, SRR19502732,
SRR19502733, SRR19502734, SRR4454535 e SRR9901085. As reads brutas (raw
reads) foram filtradas por tamanho e qualidade (Phred-Score 28) e entdo analisadas
para a contagem dos transcritos e analise de expressao diferencial de genes
(DEGs) por meio da ferramenta Salmon. Como resultado foram identificados os
genes Pp3c10_9456v3.1, Pp3c17_1640V3.1 e Pp3c17_13470V3.1 como possiveis
genes envolvidos na diferenciacdo sexual entre 6rgaos sexuais do musgo, onde
esses genes sao super-expressos quando ha formagdo de anteridios e
sub-expressos quando ha formagdo dos arquegbnios. Por meio da analise de
funcdo e ontologia génica, foi observado que o gene Pp3c10 9456v3.1 é

responsavel pela determinacdo da simetria, morfogénese da estrutura anatémica,



montagem de componentes celulares e desenvolvimento de 6rgédos em P. patens,
sendo um alvo ideal para testes de nocaute génico para validagao de sua fungéo na
diferenciagao dos érgaos reprodutivos nesta planta.

Palavras-chave: Bioinformatica; Infertilidade Humana; Musgos; Transcriptoma;
Modelo Bioldgico.



ABSTRACT

Infertility is linked to different functions of male gametes, one of which is
caused by impaired motility due to anomalies in sperm flagella. Several genetic
defects culminate in the loss of fertiity when viewed from an evolutionary
perspective, where sperm flagellar function is extremely conserved across all
kingdoms. The model moss Physcomitrium patens has genes copies homologous to
human that are related to the architecture of microtubules that enable sperm motility.
The moss P. patens has been an important model system for studying issues of
evolutionary and developmental biology, as well as being an excellent model for
studies of cellular reprogramming, in addition to collaborating with studies of
flagellated organisms from various domains of biodiversity. Although the genes
involved in the process of organogenesis of the reproductive structures of mosses
are still little explored, it is believed that these may be involved in the construction of
the motility of the flagellum and other elements of the architecture of the tissues and
organs involved in evolution. Based on this hypothesis, our objective is to identify the
genes responsible for the differentiation of reproductive structures and how these
can identify problems in the formation of Organs reproductive organs of mosses. To
achieve the objectives, a differential gene expression analysis was carried out with
the aid of data obtained in the RNA-Seq technique. The reads used were obtained
from the NCBI (National Center for Biotechnology Information) database, on the
Sequence Reads Archives (SRA) platform SRR19502729, SRR19502730,
SRR19502731, SRR19502732, SRR19502733, SRR19502734, SRR4454535 and
SRR9901085. The raw reads were filtered by size and quality (Phred-Score 28) and
then analyzed for transcript counts and differential gene expression analysis (DEGs)
using the Salmon tool. As a result, the genes Pp3c10_9456v3.1, Pp3c17_1640V3.1
and Pp3c17_13470V3.1 were identified as possible genes involved in the sexual
differentiation between sexual organs of moss, where these genes are
over-expressed when there is formation of antheridia and under-expressed when
there is formation of antheridia. archegoniums. Through the analysis of gene function
and ontology, it was observed that the Pp3c10_9456v3.1 gene is responsible for the
determination of symmetry, morphogenesis of the anatomical structure, assembly of

cellular components and development of organs in P. patens, being an ideal target



for tests of gene knockout to validate its role in the differentiation of reproductive
organs in this plant.

Keywords: Bioinformatics; Human Infertility; Mosses; transcriptome; Biological
Model.
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1. INTRODUGAO

As bridfitas compreendem um grupo de plantas terrestres com morfologia
simples e o ciclo de vida dominante do gametéfito, que durante muito tempo levou
alguns pesquisadores a concluir que essas espécies sao primitivas (CRISP; COOK,
2005). Portanto, esse grupo de plantas representaria a condicdo ancestral das
plantas que conquistaram os ambientes terrestres, com provavel origem tragcada até
o Ordoviciano e talvez até o Cambriano (TAYLOR et al., 2017). Para que esta
origem e ancestralidade hipotética seja verdade, as briofitas deveriam ter parado de
evoluir ha cerca de 400 milhdes de anos, quando seu ancestral se separou do
ancestral das plantas vasculares. As milhares de espécies diferentes de bridfitas
existentes indicam que este pode ndo ser o caso (LAENEN et al., 2014). Com
aproximadamente 13.000 espécies as briodfitas, sendo o segundo grupo mais
diverso dentro de Embryophyta (= plantas terrestres), estdo divididas em trés grupos
distintos: musgos, hepaticas e antéceros. De fato, desde o ancestral comum das
plantas terrestres, as linhagens que levaram a diversificacdo de bridfitas
axiomaticamente devem ter evoluido por exatamente tantos anos quanto a linhagem
que levou a Arabidopsis thaliana, ou qualquer outra planta vascular conhecida
atualmente (MCDANIEL, 2021). Em 2012, surgiram as primeiras discussdes sobre a
putativa monofilia para todas as Embryophytas (LIGRONE; DUCKETT; RENZAGLIA,
2012), corroboradas com estudos morfolégicos e moleculares combinados e mais
detalhados que reforgam a hipotese de origem comum de todas as Embryophytas,
sendo estas derivadas de um ancestral comum em uma alga do grupo das
Zygnematophyceae (HARRIS et al., 2022).

De forma geral essas plantas sdo diminutas, criptogémicas, avasculares, com
pouca diferenciagdo em tecidos e que se dispersam principalmente por esporos
(CASTRO et al.,, 2002). Ha hipdteses que sugerem que 0S musgos possam ter
surgido no Ordoviciano (NEWTON, 2007) tendo-se nos musgos uma histéria unica
de evolucédo, com 400 milhdes de anos de adaptacdes evolutivas. Ainda dentro das
bridfitas ha fosseis de esporos de hepaticas que sdao comparaveis com esporos
atuais que datam 475 milhées de anos (WELLMAN; OSTERLOFF; MOHIUDDIN,
2003). Sendo assim este grupo tem sobrevivido durante milhdes de anos com

diferentes variacbes ambientais, como a variagdo de radiagao, fazendo com que


https://www.zotero.org/google-docs/?Bm2KeB
https://www.zotero.org/google-docs/?Bm2KeB
https://www.zotero.org/google-docs/?A8SP9A
https://www.zotero.org/google-docs/?AOtVNT
https://www.zotero.org/google-docs/?zKqxPz
https://www.zotero.org/google-docs/?2YoCSY
https://www.zotero.org/google-docs/?2YoCSY
https://www.zotero.org/google-docs/?VIP3NT
https://www.zotero.org/google-docs/?rstVnp
https://www.zotero.org/google-docs/?AXJcIO
https://www.zotero.org/google-docs/?AXJcIO
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abranjam durante essa quantidade milionaria de anos uma grande gama de
variagbes anatdmicas, morfoldgicas e até citogenéticas.

Com grande gama de variagbes estas plantas acabaram sendo
extremamente distribuidas geograficamente durante sua histéria evolutiva, porém,
acabaram se concentrando mais em regides subtropicais e regides tropicais
(VALENTE; PORTO, 2006). Seu desenvolvimento é caracterizado geralmente por
formacgao de extensos tapetes que cobrem grandes areas, como também é possivel
ver os musgos formando pequenos tufos. Essa variedade de desenvolvimento
também é ampla na area de colonizacao de habitats com diferentes substratos, com
preferéncia por lugares umidos e escuros, ja que € um organismo dependente de
agua para finalizar seu ciclo reprodutivo (LISBOA, 1993). Bridfitas ainda sdo
conhecidas por conseguirem viver em ambientes extremos como a Antarctica
(PERERA-CASTRO et al., 2020). Mas isso nao impede que espécies se
desenvolvam em locais mais secos e aridos, expostos a intempéries climaticas e até
mesmo regides semi-desérticas, podendo ter espécies colonizadoras de areas
urbanas, regides litoraneas e de grande arenosidade (MICHEL, 2001).

Com condigdes de crescimento tdo diversas e distintas, as bridfitas
conseguem se desenvolver em lugares considerados extremos para o
desenvolvimento de outros organismos. Porém, apesar do fato de serem tao
articulados em quesito de desenvolvimento eles nunca foram muito estudados, o
que fez com que essa area seja carente de conteudo, dificultando o
desenvolvimento de pesquisas. Felizmente esse fato estd em mudanca e mais
pesquisas e pesquisadores estdo envolvidos e ha um maior esforco para o
sequenciamento genético das bridfitas mundialmente (BRININGER et al., 2018).

Com os avangos nas areas de estudos evolutivos, as bridfitas ganharam
popularidade na area, e, estdo cada vez mais deixando de serem vistos como
somente um parente pobre das angiospermas no reino das plantas verdes
(Viridiplantae) para ganharem autonomia e relevancia na area de estudos nos
processos bioldgicos e genéticos. Como o clado irmé&o das plantas vasculares
(GITZENDANNER et al.,, 2018; ONE THOUSAND PLANT TRANSCRIPTOMES
INITIATIVE, 2019; PUTTICK et al., 2018) as briofitas passam a ter sua importancia
propulsionada na area de evolugao e desenvolvimento (AYA et al., 2011; HORST et
al., 2016).


https://www.zotero.org/google-docs/?gsn6NG
https://www.zotero.org/google-docs/?6xXNep
https://www.zotero.org/google-docs/?1LVYoo
https://www.zotero.org/google-docs/?aVvpB6
https://www.zotero.org/google-docs/?QDkaHP
https://www.zotero.org/google-docs/?Bf0JBK
https://www.zotero.org/google-docs/?Bf0JBK
https://www.zotero.org/google-docs/?gw3V7v
https://www.zotero.org/google-docs/?gw3V7v
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Ainda que seja de senso comum que as briodfitas ndo possuem uma linhagem
linear, € de fato fundamentado que esses organismos apresentam caracteristicas
comuns entre si. Talvez uma das caracteristicas mais marcantes do grupo seja o
fato de maior parte do seu ciclo vital ser configurado por um gametdéfito que é capaz
de fazer fotossintese e de desenvolver um espordfito para a sua reproducao, este,
que estara sempre preso ao gametofito. E, mesmo que haja hepaticas incapazes
de serem fotossintetizantes e necessitem parasitar outros organismos, a morfologia
basica de todas as bridfitas € sempre compartilhada entre elas (GOFFINET, 2008).

Uma das peculiaridades das bridfitas € de serem capazes de se clonarem a
partir de fragmentos do seu gametofito, o que faz elas serem de facil replicagéo,
otimos produtores de biomassa em condi¢des laboratoriais e baixa necessidade de
manutencao e estrutura celular simples, por isso sdo considerados ideais em
trabalhos de estudos de vias metabdlicas, transformagao e recombinacdo homologa
de genes (LIU et al., 2013). Podendo ainda se reproduzirem assexualmente, sdo
capazes de reproduzirem sexuadamente a partir de um gametéfito masculino ou
feminino, onde se encontram o anteridio e o arquegdnio respectivamente, podendo
ainda ser gametdfitos didicos ou mondicos sendo que nos mondicos ainda se

encontram quatro subdivisdes no estilo de amadurecimento sexual.

g 9
/

N N N N

A) Sindicos  B) Autsicos  C) Paréicos D) Heteréicos

Monoicos


https://www.zotero.org/google-docs/?WR3kHB
https://www.zotero.org/google-docs/?Asgaei
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Figura 1 - Imagem ilustrativa para demonstracdo dos possiveis tipos de
plantas mondicas. A) Musgos que possuem um arquegdnio e um anteridio préximos
entre si. B) Musgos que possuem arquegbnio e anteridio préximos, porém em
ramos distintos. C) Musgo cujo o anteridio se encontra abaixo do apice onde ha
arquegbnio e vice-versa. D) Possuem arquegénio ou o anteridio em ramos iguais ou

distintos, podendo variar.

A agua é fundamental para o desenvolvimento das bridfitas. Ela é
fundamental para a reproducao deste filo, sendo um item chave para a fertilizacao
das bridfitas, ja que elas possuem um esperma flagelado que necessitara nadar até
a parte reprodutiva feminina (oosfera). E essa caracteristica onde as briéfitas em um
momento de sua vida nao sdo completamente sésseis faz delas um grupo de
agregador a perguntas referentes a biologia reprodutiva. Com o ciclo morfolégico do
gametdfito e do espordfito diferindo em diversos aspectos sendo bem diferentes um
do outro fenotipicamente, em certas circunstancias a real diferenciagao genética dos
mesmo somente difere em ploidia.

As bridfitas apresentam grande sensibilidade a variagbes ambientais quando
comparadas a outros organismos do mesmo reino. Essa sensibilidade ocorre devido
a sua estrutura morfo-fisiolégica e por conta disso, elas se sobressaem como
bioindicadores, podendo ser utilizadas em diversas areas de controle de qualidade
como no controle de qualidade d’agua, do solo e do ar. Com sua capacidade de
bioindicagdo também conseguem indicar presenca de alguns metais, alcalinidade de
ambientes e acidez de ambientes, sendo que ha espécies que podem se destacar
por conseguirem absorver determinadas substancias. (JIANG et al., 2018; WANG et
al.,, 2019). Fazendo as bri¢fitas em especial os musgos, além de perfeitos
bioindicadores das condigdes ambientais, organismos excelentes para usos
biotecnoldgicos.

Nesse grupo temos caracteres comuns entre esses individuos e individuos
de outros reinos, como 0 homo sapiens sapiens ja que 0 seu esperma também é
flagelar, por exemplo. Logo, temos esse um carater comum dos eucariotos
(STEWART, MATTOX, 1975; MITCHELL, 2007) que so foi perdido posteriormente
em espécies como as angiospermas que passaram a se reproduzirem a partir da
caricata polinizagao da espécie onde o gameta passou a ser completamente imovel
(RENZAGLIA; GARBARY, 2001). E ainda dentro ambito flagelar do gameta masculino


https://www.zotero.org/google-docs/?IB90UZ
https://www.zotero.org/google-docs/?IB90UZ
https://www.zotero.org/google-docs/?WUVyB4
https://www.zotero.org/google-docs/?vIOQJH
https://www.zotero.org/google-docs/?aH2Ign
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temos uma variagao entre os eucariotos onde se é observado que Chlamydomonas
acabou reabsorvendo parte do flagelo (PARKER et al., 2010) enquanto em humanos
temos um flagelo capaz de se dissociar do corpo principal e até mesmo em
humanos, temos pouca compreensao dos mecanismos evolutivos que caracterizam
essa regulagao (CARVALHO-SANTOS et al., 2011).

Com expressivo interesse em trabalhos sobre inferéncias evolutivas do
desenvolvimento (EVO-DEVO) em plantas e animais, grupos como as bridfitas
antes negligenciadas agora comeg¢am a ganhar espago no cenario dos estudos
evolutivos (PUTTICK et al., 2018). Tendo sido relatado defeitos em homadlogos de
mamiferos e algas em determinado gene que acabam coincidindo na perda de
fertilidade, temos uma demonstracao de fung¢des flagelares que estao relacionadas
a fertilidade masculino em todos os reinos (MEYBERG et al., 2020). Sendo assim,
dentro das bridfitas ha organismos modelos, como é o caso da Physcomitrella
patens que é um modelo de facil acesso para estudos de genes homodlogos em
humanos.

Esse crescente interesse comeca a ser evidenciado ao se teorizar a
proximidade deste grupo ao clado monofilético das plantas vasculares, antigamente
conhecidas erroneamente de plantas superiores. Com a publicagdo do genoma de
P patens em 2008 por Rensing et al. (RENSING et al,
2008)(https://mycocosm.jgi.doe.gov/Phypa1_1/Phypa1_1.home.html) e atualmente
bancos de dados como o NCBI (National Center for Biotechnology Information) e
Phytozome, que hospedam os dados gendmicos e transcriptdmicos de ecotipos de
diversas regides do planeta, andlises exploratérias dos dados moleculares podem
ser desenvolvidas a baixo custo e com representatividade de diversos tipos de
amostras e tecidos das plantas modelo.

A P. patens é estudada desde o inicio do século passado sendo utilizado
como modelo evolucional e em trabalhos de evolugdo e desenvolvimento ao
associa-lo a uma posig¢ao basal na filogenia transicional na conquista das plantas no
ambiente terrestre (PUTTICK et al., 2018; VAN GESSEL et al., 2017). P. patens é
considerado o musgo modelo atualmente. Possui o genoma e transcriptoma
anotados e tem gerado dados para estudos da evolugédo, morfologia e fisiologia de
plantas n&o vascularizadas (LANG et al., 2008; SHAW et al., 2004).

Apesar de todo conhecimento que se tém desse organismo, ainda nao €

claro como os musgos fazem sua diferenciacdo sexual, a parte genética dos


https://www.zotero.org/google-docs/?fF5y0w
https://www.zotero.org/google-docs/?Sp4yWz
https://www.zotero.org/google-docs/?CeojZf
https://www.zotero.org/google-docs/?PVMuIc
https://www.zotero.org/google-docs/?isEQ8j
https://www.zotero.org/google-docs/?isEQ8j
https://www.zotero.org/google-docs/?GMH0cS
https://www.zotero.org/google-docs/?JulDhC
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musgos pode ser comparada aos humanos em relagdo aos cromossomos sexuais X
e Y (TAYLOR et al.,, 1980) ja que também foi descoberta a existéncia dos
cromossomos sexuais em musgos (TAYLOR et al., 1980) e ainda comparado com
os humanos a distribuicdo sexual, ndo € bem compreendida (GOFFINET, 2008). E
nem todas as plantas irdo produzir os seus gametas. A produgdo de gameta pode
variar de individuo para individuo e a quantidade de expressdo também varia de
acordo com a sexualidade da planta (STARK; MCLETCHIE; MISHLER, 2005). Entao
como temos diferenciagdo sexual genética em individuos monoicos, também temos
expressao dos individuos didicos e ambos tem o desenvolvimento variavél entre
espécies e entre o sexo das plantas (BOPP; BHATLA; SCHOFIELD, 1990).

Orgaos sexuais masculino e femininos podem nascer em individuos dioicos
ou mondicos. Sendo que é de certa forma comum ocorrer um pseudo-dioicismo, que
seria onde como 0 nome ja sugere, a planta ndo ¢é didica, porém, aparenta ser pelo
fato de haver mais de uma forma de individuos mondicos (GLIME, JANICE. 2021) o
que pode acarretar confusédo. E para a taxonomia, ha uma dificuldade maior, ja que
eles tém dimorfismo sexual que dificilmente é visivel morfologicamente (STARK;
MCLETCHIE; MISHLER, 2005).

Entretanto, o cromossomo X e Y foram encontrados nas briofitas no século
vinte (ALLEN, 1917, 1919, 1930). Sendo importante frisar que foram encontrados
primeiramente esses cromossomos em Marchantia polymorpha (OKADA et al.,
2000) que é um individuo didico. Entao, cada planta teria o seu préprio cromossomo
sexual.

Para poder criar uma forma de melhor ilustrar a diferenciagdo sexual em
relacao a diploides e haploides na determinagao sexual, houve uma substituicao das
letras X e Y nos haploides. A letra U agora representa o feminino e a letra V
representa o masculino (BACHTROG et al., 2011).

Porém, isso nao significa que todas as bridfitas tem sexo bem definido e
também nao significa que todas as bridfitas de fato terdo esses cromossomos
sexuais presentes. Muito se questionava sobre a “determinagao sexual” dos musgos
como sendo completamente binaria, enquanto uns consideravam questbes
genéticas, outros consideravam questdes fenotipicas para essa determinacgao
(Doyle, 1970). Porém em 1982 comecgaram a unir tanto a morfologia do individuo,
quanto o seu gene para a definicdo sexual, acreditando que no espordfito que seria
decidido o sexo do individuo (RAMSEY, BERRY 1982) como analogia a reproducao


https://www.zotero.org/google-docs/?cjityr
https://www.zotero.org/google-docs/?PjnPmI
https://www.zotero.org/google-docs/?htXXQD
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https://www.zotero.org/google-docs/?TgieX9
https://www.zotero.org/google-docs/?TgieX9
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humana. Contudo, a pouco tempo instaurou-se que a definigdo sexual do individuo
seria de fato determinada na meiose. Entdo, por mais que algumas plantas, mesmo
possuindo o mesmo genes, podem ser didicas, enquanto outras mondicas
(BACHTROG et al., 2011).

No entanto, continua-se com incertezas de como todos esses processos sao
feitos, como cada individuo determina sua sexualidade e como ele a expressa. O
organismo modelo P. patens € um organismo mondico e entdo a sua sexualidade
fica ainda mais dubia, ficando dificil de conseguir controlar sua reproducao e até
mesmo a sexualidade dos organismos. Autores consideram o fato de seres
monoicos reproduzirem como reprodugdo assexual caso ele reproduza consigo
mesmo, a partir de clonagem e/ou com seus clones e até mesmo com seus irmaos
(NEWTON; MISHLER, 1994).

Tendo entdo dificuldade para entender a reprodugcao dos musgos e sua
expressado génica na hora da diferenciagdo e desenvolvimento sexual, pensou-se
que uma analise dos seus transcritos obtidos dos tecidos gametogénicos
especificos para produgdo das células germinativas masculinas (anteridios)
comparada com o0s genes expressos obtidos de tecidos gametoéfitos femininos
(arquegbnios) poderia ajudar a compreender melhor os mecanismos e genes

envolvidos na diferenciagao sexuas destas plantas.


https://www.zotero.org/google-docs/?ClYj4W
https://www.zotero.org/google-docs/?75Dd9e
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2. OBJETIVO

Identificar os genes responsivos pela diferenciagdo de estruturas
reprodutivas.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Criar um banco de dados de genes expressos em anteridios e
arquegonios separadamente

e Anotar os transcritos a partir do estabelecido no genoma de
Physcomitrium patens

e Utilizacao de softwares para garantir qualidade nas reads utilizadas

e Montagem e analise de graficos dos resultados obtidos

e Analise dos transcritos e refinamento dos resultados genéticos

e Alinhamento de homologos

e Realizar a analise filogenética de eventuais genes alvo encontrado nas

analises anteriores

PERGUNTA NORTEADORA

Se ha um gene responsivo pela definigdo sexual da P. patens, se é possivel
controlar a sexualidade da mesma e se trata de uma regido conservada em

estrutura e fungao nos demais eucariotos ou € exclusiva dos musgos?

HIPOTESES

Ja se sabe que genes homodlogos que controlam a fertilidade dos musgos séo
0os mesmos que controlam a fertilidade em diferentes eucariotos, desta forma
imagine-se que ha também outros genes homdlogos que sejam determinantes para
a diferenciacdo sexual em P. patens. Assim, fica possivel um melhor entendimento

sobre a evolugéo sexual de diversos grupos de organismos.
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3. METODOLOGIA

As sequéncias de P. patens utilizadas neste trabalho foram obtidas no banco
de dados de reads de RNA do NCBI, o SRA (www.ncbi.nlm.nih.gov/sra), estas
sequencias estao disponiveis através dos dados obtidos por Meyberg (MEYBERG et
al., 2020) e pelo grupo de pesquisa do Prof Ralf Reki da Universidade de Freiburg,
publicados recentemente (LUTH et al., 2023). Esses dados brutos foram obtidos de
anteridios (gametangios masculinos) e arquegbdnios (gametangio feminino) e
sequenciados separadamente por cada um dos grupos de pesquisa citados acima.
Todos os dados brutos dos sequenciamentos (raw reads) podem ser obtidos pelos
vouchers de acesso SRR19502729, SRR19502730, SRR19502731, SRR19502732,
SRR19502733, SRR19502734, SRR4454535 e SRR9901085, cada conjunto de
reads foi considerada como uma réplica para fins de experimentos de analise de
expressao diferencial.

A fim de manter a ordem dos arquivos e realizar as analises que necessitam
maior  esforco  computacional a plataforma europeia do  GALAXY
(https://usegalaxy.eu/) foi utilizada. A ferramenta FASTQC
bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) serviu para a analise das
qualidades das leituras de sequenciamento baixadas. Com base no grafico de
qualidade usou-se a ferramenta FASTQ quality filter
(FASTX-toolkit,hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/contact.html) para remover as reads
com qualidade inferior a Q<28 e equal<70 em cada conjunto de leituras.

As raw reads foram mapeadas contra o genoma de referéncia para P. patens
(V3.3), disponivel no Phytozome
(https://phytozome-next.jgi.doe.gov/info/Ppatens_v3 3) para fins da anotacdo e
identificacdo inicial de cada read, sabendo-se assim quais 0s genes sao
representados em cada um dos conjuntos de sequencias. A analise de expressao
diferencial foi realizada por meio das ferramentas Salmon (PATRO et al., 2015) que
fornece a quantificagcdo individual de cada gene anotado e mapeado na etapa
anterior. Assim, obtemos uma matriz com a quantidade de vezes que cada gene
aparece em determinado conjunto de reads, chamadas na analise de counts. Para
explorar graficamente esses resultados e realizar a analise de expressao diferencial
foi utilizado o pacote Degust (POWELL, 2015). A lista de genes expressa

diferencialmente foi entdo submetida na plataforma Bioinformatics & Evolutionary


https://www.zotero.org/google-docs/?ha5z21
https://www.zotero.org/google-docs/?ha5z21
https://www.zotero.org/google-docs/?yik08u
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Genomics (https://bicinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/) e este por
agrupamento de transcritos que separa os genes unicos para cada tratamento. Essa
lista de genes unicos representa as expressoes diferenciais em cada tratamento.
Apos a listagem os genes sao comparados com o banco de dados PEATMOSS
(https://peatmoss.plantcode.cup.uni-freiburg.de/), para identificar a regiao expressa
de cada gene conhecido e mapeado em P. patens. Essa analise comparou o0s
transcritos de anteridios (masculino) e arquegébnios (feminino) a fim de identificar
diferengas na expressao génica entre esses 6rgaos do musgo

Dos genes putativos relacionados a organogénese somatica o gene
candidato foi utilizado como query para busca de homdlogos através de alinhamento
local com a ferramenta BLASTn no banco de dados de nucleotideos do NCBI
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). Foram selecionadas sequéncias homodlogas
que representassem os principais grupos de Archaeplastida e Opisthokonta. Através
desse alinhamento os organismos com cobertura superior a 40% e e-value superior
a 1e-05 foram baixados para um banco de dados em um servidor local. Os
homodlogos incluidos nesse banco de dados foram objeto de alinhamento global
utilizando a ferramenta MAFFT (NAKAMURA et al., 2018) no modo automatico,
esses alinhados foram desbastados, para excluir as regides n&o conservadas no
alinhamento, usando a plataforma grafica Aliview (LARSSON, 2014). As sequéncias
desbastadas foram submetidas a ferramenta FASTTREE (PRICE; DEHAL; ARKIN,
2009) e o resultado do calculo de distancia dos nés da arvore foi plotado com a
ferramenta web ITOL (LETUNIC; BORK, 2021). Esse conjunto de analises
filogenéticas permite situar os ramos da arvore e a proximidade deste gene e niveis
de variagdo em diferentes organismos que nao so6 plantas, nos dando o panorama
geral do estado de conservagcdo dos mecanismos engatilhados pelos genes

selecionados na analise de expressao diferencial.


https://www.zotero.org/google-docs/?4nY9KD
https://www.zotero.org/google-docs/?07q9hb
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https://www.zotero.org/google-docs/?P6plqA
https://www.zotero.org/google-docs/?kz8cgO
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise quantitativa de transcritos, utilizando o output do algoritmo Salmon
permitiu identificar trinta e trés mil genes expressos. Utilizando uma amostragem de
mil genes mais expressos, divididos em mais expressos (up-regulated) e menos
expressos (down-regulated) em cada um dos tecidos gametogénicos de P. patens,
foi possivel identificar que grande parte deste e de ocorréncia exclusiva de
determinada condicido. Por exemplo, a maior parte dos transcritos identificados em
nossas analises estdo sub-expressas exclusivamente no arquegbnio (969
transcritos, 25,4% do total de genes expressos). Em anteridios a maior parte dos
genes esta super-expressa exclusivamente nesse tecido (935 transcritos, 24,5% do
total de genes). Apenas 112 transcritos (2,9% do total de genes) estédo
superexpressos em ambos tecidos, enquanto apenas 27 transcritos (0,7%) estao
sub-expressos tanto em anteridios como arquegobnios. Nao foram identificados
transcritos super e sub-expressos ao mesmo tempo em ambos os tecidos
reprodutivos (Figura 3). Quinze transcritos super-expressos no gametangio feminino
foram identificados como sub-expressos nos tecidos masculinos, representando
0,4% do total de transcritos, enquanto trés transcritos estdo super-expressos em
anteridios (0.1% do total de transcritos) e sub-expressos em arquegdbnios, sendo
estes selecionados para as analises posteriores a fim de discutir a provavel relagao
destes com a diferenciagao sexual em P. patens. Os demais dados destas analises

comparativas podem ser observados na Figura 3.
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Antheridia Down Archegonia Up

935
(24.5%)

873
(22.9%)

862
(22.6%)

969
(25.4%)

(0%)

Antheridia Up Archegonia Down

Figura 2 - Grafico de Venn apresentando os agrupamentos de genes mais e
menos expressos nos dois tecidos analisados. Nota-se a ocorréncia de apenas trés
(3) genes diferencialmente expressos em regulacdo positiva em anteridios e

negativa em arquegonios.

Estes trés gene em regulacao positiva (super-expressos) em gametangios
masculinos e de regulagdo negativa (sub-expressos) em gametangios femininos,
foram identificados como os genes Pp3c10 9456v3.1, Pp3c17_1640V3.1 e
Pp3c17_13470V3.1. Estes genes ja foram relacionados como potencialmente
envolvidos na diferenciagado sexual entre 6rgaos sexuais de P. patens, mas somente
por anotagao do genoma e nao por analise dos transcritos (RENSING et al., 2020).
Pela expressao diferencial de todos os transcritos mapeados e anotados, os
mesmos trés genes sao observados em regulagdo positiva em anteridios e
regulacdo negativa em arquegbnios, mesmo que ndo na mesma propor¢ao para
cada réplica estabelecida para o experimento em questdo, mas confirmando a
expressao diferencial destes (Figura 4).

Comparativamente, cada conjunto de dados demonstra equivaléncia nas
observagdes, entretanto os mesmos genes super-expressos nos gametangios

masculinos e femininos observados nas raw-reads oriundas dos experimentos


https://www.zotero.org/google-docs/?Tf9rNy
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executados por Lith et al. (LUTH et al., 2023) ndo foram observados em Count Per
Million (CPM) equivalentes nas raw-reads obtidas para os anteridios estudados por
Meyberg et al. (MEYBERG et al., 2020). Essa observacéo, apesar de contrastante,
nao deprecia as observagdes sobre a expressao diferencial entre gametangios
masculinos e femininos, somente ressalta que a expressao nao é constante e reflete
os estados de maturidade de cada tecido no momento da coleta de dados, ainda
mais se tratando de experimentos in vitro (RENSING et al., 2020). Assim, fica
evidente a importancia do estabelecimento do modelo biolégico para o presente
estudo e de padronizagdes para a reprodutibilidade de experimentos para analise
diferencial de genes (SCHURCH et al., 2016).

Por meio da analise de fungao e ontologia génica (GO analysis), todos os trés
genes destacados possuem suas fungdes conhecidas e devidamente identificadas
no atlas de expressédo do banco de dados PEATMOSS. Foi possivel observar que o
gene Pp3c10_9456v3.1 é responsavel pela determinagdo da simetria, morfogénese
da estrutura anatdmica, montagem de componentes celulares e desenvolvimento de
orgaos em P. patens, sendo um alvo ideal para testes de nocaute génico para
validacdo de sua funcdo na diferenciacdo dos 6rgaos reprodutivos nesta planta.
Além desta fungdo, o mesmo transcrito pode ser relacionado com proteinas do
dominio de repeti¢cdes ricas em leucina (leucine—rich repeat - LRR). Este dominio de
proteinas é amplamente distribuido tanto em plantas como animais e executa
importante fungao na defesa nos tecidos reprodutivos, em especial contra a agao de
patogenos, bem como uma fungdo secundaria em plantas no sentido regulando a
compatibilidade polinica, reconhecendo pdlen ndo compativel como agente agressor
e impedindo a polinizacdo (JONES; JONES, 1997). P. patens, como todas as
briofitas ndo possuem reproducgao assistida por pélen, sendo assim a fungado acima
descrita ainda ndo observada. Entretanto, este gene foi identificado como de maior
expressao nos tanto em tecidos vegetativos de gametdfitos maduros, assim como
nos tecidos reprodutivos, como espordfitos, mas praticamente ndo expressos em
esporos e protonemas (Figura 5), podendo entdo ter alguma fungao secundaria
ainda a ser explorada.

As ontologias GO:0007368 e G0:0048513 estao relacionadas com diversos
elementos da arquitetura e estruturagdo do corpo em animais também (KHODIYAR
et al., 2011; MASJOSTHUSMANN et al.,, 2018). Em humanos, as mesmas

ontologias sao designadas aos genes ZIC3 e TDGF1, que em experimentos de


https://www.zotero.org/google-docs/?u3IIQu
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expressao diferencial aparecem super-expressos em pacientes da sindrome de
Klinefelter (PAPATHEODOROU et al., 2019), relacionando assim que provaveis
efeitos deletérios nas rotas destes genes podem gerar feminilizagado dos individuos
(SKAKKEBZK et al., 2018). Demais ontologias identificadas para Pp3c10_9456v3.1

sado apresentadas na Tabela 1.
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Figura 3 - A-C Expressao diferencial dos genes Pp3c17_1640, Pp3c17_13470 e
Ppc10_9456 nos anteridios e arquegbnios. Pontos Azuis e Laranjas representam as
Counts Per Million em cada um dos conjuntos de dados. D. Heatmap de todos os
genes diferencialmente expressos em cada uma das réplicas. Em vermelho, maior
log-fold-change. Em azul, menos log-fold-change. Anteridio_1, Anteridio_2,
Anteridio_3, Arquegonio_1, Arquegonio_2 e Arquegonio_3 = raw reads oriundas dos
experimentos do Grupo de Pesquisa da UNIFREIBUR. Anteridio Rabea 1 e
Anteridio Rabea 2 = raw reads oriundas dos experimentos executados por

Meyberg (MEYBERG et al., 2020).
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Figura 4 - Expressao do gene Pp3c10_9456V3.1 em tecidos vegetativos e
reprodutivos, baseado na expressao diferencial obtida pela analise de expressao
normalizada no PEATMOSS. FPKM = Fragmentos por kilobase por milhdo de reads
sequenciados, onde em vermelho identificam maior expressdo e amarelo menor

expressao do alvo testado.

Em Pohlia nutans, uma espécie de musgos da Antartica sequenciada
recentemente, homélogos de LRR estdo associados a resposta ao estresse
abidtico, atuando como um sinalizador de eventos de estresse salino (WANG et al.,
2017). Apesar de nao estar relacionado diretamente com reproducéo, € comum que
esses receptores tenham fungdes sobrepostas na promocgao da proliferagao,
longevidade e expansdo celular, bem como na defesa a agentes externos e ao
estresse abiodtico em diversos grupos de angiospermas (DUFAYARD et al., 2017),
reforcando a hipdétese desses processos terem sido herdados de um ancestral
comum a todas as Embryophytes a partir da reconstrucéo da evolucéo deste carater
(DELAUX et al., 2019).
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Gene Term Description Source

single-organism

GO BP
cellular process

Pp3c10_9456V3.1  G0O:0044763

cellular component

GO BP
assembly

Pp3c10_9456V3.1  G0O:0022607

PF12799 -
Leucine Rich

Pp3c10_9456V3.1 32900952 . Phytozome
repeats (2 copies)

(LRR_4) (1 of 7)

organ

Pp3c10_9456V3.1 G0O:0048513
development

GO BP

Pp3c10_9456V3.1  GO:0007368 determination of g
left/right symmetry

anatomical
Pp3c10 9456V3.1 GO:0009653 structure GO BP
morphogenesis

Pp3c10_9456V3.1 GO:0044464 cell part GO CC

dynein assembly
factor 1,
gi|908443311|ref|[X axonemal-like
P_013079788.1| isoform X2
[Biomphalaria
glabrata].

Pp3c10_9456V3.1 NCBI Nr

TABELA 1 - Ontologias génicas (GO) identificadas para Pp3c10_9456v3.1
com base nas anotagdes e expressdo génica diferencial disponivel no Atlas de
Expressao do PEATMOSS.

Quando comparamos Pp3c10 9456V3.1 com homodlogos de outros
organismos, desde representantes de Archaeplastida até de Opisthokonta (Figura
6), fica evidente que a linhagem evolutiva deste gene € monofilética. Entretanto, ha
a sugestao de duas linhagens para esse gene em plantas verdes, sendo identificado
dois conjuntos de cépias para a regiao estudada. O primeiro grupo forma um clado

paralogo contendo somente representantes de Chlorophyta, o segundo formando



30

um clado com ortélogos de Chlorophyta e Embryophyta. Esse evento, apesar de
nao ser exatamente o alvo do nosso estudo, poderia ser explicado por eventos de
duplicagdo dos genomas (Whole Genome Duplication - WGD) ja reportados em

todas as linhagens de plantas verdes (PARKS et al.,, 2018; QIAO; ZHANG,;
PATERSON, 2022).
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Figura 5 - Arvore filogenética de homologos de Pp3c10_9456v3.1. em

representantes de Archaeplastida (ramos em verdes) e Opisthokonta (ramos em
vermelho).
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A auséncia de homologos para espécies de Tracheophytes como as
angiospermas e as gimnospermas pode ser explicado pela auséncia de flagelos na
arquitetura dos gametas masculinos destas espécies de plantas (WILSEN;
HEPLER, 2007). No caso deste grupo de plantas os homdlogos putativos devem
estar relacionados com a resposta ao estresse abidtico, reconhecimento e
compatibilidade polinica e demais mecanismos de defesa, como discutido no topico
anterior (JONES; JONES, 1997).
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5. CONSIDERAGOES FINAIS

Com esse estudo, nds propomos que esses genes putativos podem ser os
responsaveis pela representagcdo genotipica e fenotipica da diferenciagdo sexual
dos musgos com o foco especifico nos genes responsaveis pela arquitetura do
desenvolvimento de 6rgao reprodutivos, como o caso do gene Pp3c10_9456v3.1.

Quando ha defeito em algum gene, seja pela superexpressdao ou
subexpressao do mesmo, temos uma cascata de eventos imprevisiveis para o
organismo (KAWADE et al., 2020; WU et al., 2011). Tendo um gene responsavel
pela formacédo de 6rgaos, temos que o seu defeito pode culminar na ma formagao
do o6rgdo ou na completa auséncia do mesmo (OTERO; HELARIUTTA;
BENITEZ-ALFONSO, 2016).

Apesar de haver dimorfismo sexual nos musgos (HOLA et al., 2014;
SANTOS; PEREIRA ALVARENGA; PORTO, 2018), podemos observar o dimorfismo
sexual ser impulsionado por exposicdo ao cadmio onde um dos sexos acabou tendo
uma ressalva sobre o outro (BOQUETE et al., 2021). E esse dimorfismo sexual nos
musgos os fazem terem um interesse impulsionado para diversas finalidades, pois
ao compreender melhor a parte génica de expressdo de um organismo
conseguimos uma melhor entendimento sobre sua estrutura e sobre respostas para
uma ampla gama de reagdes do individuo (ZIMMERMANN, 2018).

Logo, com maior compreensédo de genes homologos em eucariotos (como
plantas e humanos), ndo somente se entendera melhor o desenvolvimento das
plantas, mas também possibilitara entender questdes relacionadas a infertilidade
humana e seu desenvolvimento sexual.

A possibilidade de um modelo eucarioto flagelado e de facil manipulacdo em
laboratorio faz destes musgos uma importante fonte de informagdo para melhor
entendimento de nossas variagées genéticas como também problemas em relagéo
a reproducado humana.

Tendo como perspectiva futura a possibilidade de testarmos essa hipotese
colocando em pratica todo o conhecimento tedrico para entdo analisarmos os
resultados que serdo obtidos a partir de um knockout do gene no organismo P.
patens. Entdo o trabalho continuara sendo executado em busca de respostas

satisfatoérias para o controle génico de expressao sexual do musgo P. patens.
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