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RESUMO

As plantas pertencentes ao género Erythrina sdo fontes de alcaloides tetraciclicos do tipo
benzilisoquinolinicos, podem ser encontradas no nordeste brasileiro, no bioma da Caatinga e utilizadas
na medicina popular principalmente como depressor do sistema nervoso central (sedativo, calmante).
Um dos fatores limitantes que muitos produtos naturais apresentam como medicamentos é seu baixo
rendimento e dificil obtencdo em quantidades suficientes para abastecer a inddstria farmacéutica.
Dessa forma, de acordo com estudos de fronteira na area & importante compreender aspectos da
biossintese de alcaloides por meio de ferramentas moleculares. Este trabalho tem como objetivo
contribuir com o estudo na area de biossintese no que se refere aos alcaloides presentes nas folhas e
sementes da espécie Erythrina velutina Willd através das tecnologias “6micas” (transcriptoma e perfil
metabdlico) de forma a compreender a dindmica de producédo dessas moléculas com potencial bioativo.
Portanto, para a investigacdo do transcriptoma realizamos o sequenciamento de novo pela primeira
vez em uma espécie do género e em uma planta nativa do bioma Caatinga com essa abordagem. A
analise do perfil metabolico direcionado foram realizados com uma estratégia de Cromatografia
Liquida acoplada a Espectrometria de Massas [LC-MS/MS] aliado a ferramenta do Molecular
Networking para os metabdlitos secundarios. Como resultado, foram identificados 17 transcritos
candidatos a compor a via biossintética dos alcaloides isoquinolinicos em sementes e folhas desta
espécie. Além disso, 25 alcaloides foram anotados pertencendo as duas classes de alcaloides ja
reportadas para o género: dienoide e alcenoide, sendo 8 alcaloides comum a folhas e sementes, 8
encontrados exclusivamente em semente e 9 exclusivos em folhas. Esses dados contribuem com o
conhecimento cientifico no delineamento de estratégias de intervencdo biotecnoldgica para estudos
futuros, a fim de melhorar a producdo dessas moléculas bioativas na planta, além da valorizacao de
uma planta da Caatinga do RN como fonte de alcaloides com potencial interesse farmacéutico.

Palavras-Chave: Transcriptoma de Erythrina velutina; Anélise multi-omicas; Biossintese de
alcaloides benzilisoquinolina; Bioma Caatinga; Perfil metabdlico direcionado.



ABSTRACT

Plants belonging to the genus Erythrina are sources of tetracyclic alkaloids of the
benzylisoquinoline type, can be found in northeastern Brazil, in the Caatinga biome and used
in folk medicine mainly as a central nervous system depressant (sedative, sedative). One of the
limiting factors that many natural products present as medicines is their low yield and difficult
to obtain in sufficient quantities to supply the pharmaceutical industry. Thus, according to
border studies in the area, it is important to understand aspects of alkaloids biosynthesis through
molecular tools. This work aims to contribute to the study in the area of biosynthesis with regard
to the alkaloids present in the leaves and seeds of the species Erythrina velutina Willd through
“omics” technologies (transcriptome and metabolic profile) in order to understand the dynamics
of production of these molecules with bioactive potential. Therefore, for the investigation of
the transcriptome we performed the sequencing again for the first time on a species of the genus
and on a plant native to the Caatinga biome with this approch. The analysis of the targeted
metabolic profile were performed with a Liquid Chromatography strategy coupled to Mass
Spectrometry [LC-MS/MS] combined with the Molecular Networking tool for secondary
metabolites. As a result, 17 transcripts were identified to form the biosynthetic pathway of
isoquinoline alkaloids in seeds and leaves of this species. In addition, 25 alkaloids were noted
belonging to the two classes of alkaloids already reported for the genus: dienoid and alkenoid,
with 8 alkaloids common to leaves and seeds, 8 found exclusively in seeds and 9 exclusively in
leaves. These data contribute to scientific knowledge in the design of biotechnological
intervention strategies for future studies, in order to improve the production of these bioactive
molecules in the plant, in addition to the enhancement of a plant in the Caatinga of RN as a
source of alkaloids with potential pharmaceutical interest.

Keywords: Erythrina velutina; Multi-omics analysis; Transcriptome; Targeted metabolite
profile; Biosynthesis of Benzylisoquinoline Alkaloids; Caatinga Biome.
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1 INTRODUCAO

No Brasil, as pesquisas para descoberta de prototipos de farmacos e/ou fitofarmacos,
além de propiciar o0 avanc¢o da pesquisa basica multidisciplinar, podem contribuir também para
o desenvolvimento tecnoldgico nacional, levando em conta que a diversidade micromolecular
dos inumeros biomas brasileiros € ainda muito pouco explorada como uma fonte de substancias
de interesse farmacoldgico (BARREIRO; BOLZANI, 2009; BRAZ FILHO, 2010). Esse
contexto se aplica ao potencial da biodiversidade presente no Nordeste do Brasil, 0 qual pode
ser considerado um celeiro de novas moléculas bioativas. A Caatinga é 0 Unico bioma
exclusivamente brasileiro, ocupa 11% do territorio nacional e abriga fauna e flora Unicas; ja
foram identificadas cerca de 1500 espécies vegetais, embora se estima que possa chegar a 3000
espécies (PRADO, 2003). O estudo e a conservacao da biodiversidade da Caatinga constituem
um dos maiores desafios do conhecimento cientifico brasileiro visto que é, proporcionalmente,
a regido menos estudada, além de ser a menos protegida.

As plantas sdo fonte de uma variedade de substancia, dentre estas os metabolitos
secundarios (ou, metabdlitos especializados) ocupam um papel de grande destaque, sobretudo
quando consideramos aos alcaloides. Os alcaloides bioativos de fonte vegetal tém sua
importancia tradicionalmente conhecida no contexto das Ciéncias Farmacéuticas. Com o
advento das estratégias “Omicas” de estudo destaca-se a importancia de conhecer como a planta
produz um alcaloide bioativo através dos genes e proteinas envolvidos em sua biossintese e isso
abre a nova perspectiva de modular e otimizar a producdo em larga escala dessa molécula de
interesse. Novas informacGes sobre genes e suas funcdes, em parte, sdo responsaveis por uma
revolucdo tecnologica dirigida para as ciéncias da vida. Diversas abordagens sdo utilizadas na
pesquisa em quimica de produtos naturais, em decorréncia de sua extensao e longa histéria de
desenvolvimento, que caracterizam esta ciéncia de ampla interdisciplinaridade (BORGES;
BERLINCK; SCOTTI; VIEIRA, 2017).

Autores sugerem que os alcaloides do género Erythrina atuam no sistema nervoso
central (SNC) por alteracdo da neurotransmissdo do glutamato (FAGGION et al., 2011) ou
alteracdo colinérgica (DECKER et al., 1995; SETTI-PERDIGAO et al., 2013). Eles apresentam
efeitos anticonvulsivantes e ansioliticos (SANTOS ROSA et al.,, 2012) e em especial os
alcaloides isoquinolinicos em diferentes familias demostraram atividade como inibidores da
acetilcolinesterase (AchE) (LOPEZ et al., 2002; PAGLIOSA et al., 2010).

As técnicas para o estudo da biossintese de alcaloides estdo evoluindo drasticamente

nos ultimos anos, a investigacdo das etapas ainda ndo caracterizadas podem fornecer
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informagdes importantes que permitam uma maior producéo desses metabolitos de maneira
induzida por diferentes ferramentas biotecnoldgicas, como por exemplo, por de plantas ou
organismos modelos modificados geneticamente, abrindo perspectivas para uma variedade de
estudos, desde a caracterizacdo destas moléculas, como suas potenciais atividades bioldgicas.
Nesse contexto, este trabalho contempla como foco central a anélise de dados oriundos
do transcriptoma, proteoma e perfil metabdlico direcionado no que se refere em especial, a
biossintese de alcaloides benzilisoquinolinicos de folhas e sementes de Erythrina velutina
coletadas em habitat natural da Caatinga com o intuito de contribuir para a caracterizacdo da

producdo desses peculiares alcaloides em um importante bioma exclusivamente brasileiro.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Da familia a espécie Erythrina velutina Willd

A familia Fabaceae ou Leguminoseae € considerada a terceira maior familia de
angiospermas, constituida por 751 géneros, contendo aproximadamente 19.500 espécies com
distribuicdo global e alto nivel ecologico (LPWG et al., 2013), além de estar incluida entre as
principais familias vegetais fixadoras de nitrogénio (WINK, 2013). Ainda a respeito desta
familia, ela é dividida em trés grandes subfamilias tradicionalmente descritas, s&o elas:
Caesalpinioideae, Mimosoideae e Papilionoideae (OLIVEIRA; IWAZAKI; OLIVEIRA, 2014),
esta Ultima considerada a maior com 478 géneros e 13.800 espécies, incluindo as espécies de
importancia econémica (LPWG et al., 2017), como Erythrina velutina.

O género Erythrina compreende cerca de 110 espécies de arvores e arbustos, sendo
considerada uma potente fonte de constituintes quimicos com propriedades medicinais
(HUSSAIN et al., 2016). O nome tem uma origem grega da palavra “eritros”, que significa cor
vermelha, referindo-se a cor das flores (GLEDHILL, 2008). O género tem sido extensivamente
estudado desde 1990 (RAMBO et al., 2019). Estudos realizados em diferentes partes vegetais
demonstraram que os alcaloides de Erythrina spp. tém potencial para atuar no sistema nervoso
central, com propriedades sedativa, anticonvulsivante, neuroprotetora e ansiolitica (DANTAS
et al., 2004; RAUPP et al., 2008; RODRIGUES et al., 2017; VASCONCELOS et al., 2007).

De maneira geral, o género apresenta em sua composi¢cdo quimica uma ampla
diversidade de metabolitos secundarios. Estudos na area da fitoquimica demonstram varios
metabolitos bioativos em Erythrina spp, tais como flavonas, flavonoides, saponinas, taninos e
triterpenoides (CARVALHO et al.,, 2009; DEVI; MANOHARAN, 2011), entretanto, 0s
alcaloides tetraciclicos sdo os principais marcadores quimicos deste género (PARSONS;
PALFRAMAN, 2010). Os alcaloides eritrinicos tetraciclicos sdo formados por uma
espiroamina tetraciclica, subdividem-se em trés categorias: os dienoides, onde apresentam um
sistema diénico nos aneis A e B, os alcenoides, que possuem uma dupla liga¢do geralmente no
anel A e o terceiro grupo representado por uma lactona do anel D (AMER; SHAMMA,;
FREYER, 1991), conforme é apresentado na Tabela 1.
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Tabela 1 - Estrutura basica e subgrupos dos alcaloides presentes em Erythrina spp
Estrutura quimica dos alcaloides eritrinicos

Classe dienoide Classe alcenoide Classe lactona

Os alcaloides eritrinicos sdo caracteristicos do género Erythrina e apresentam em suas estruturas diferentes
substituintes e ligacGes em posi¢des especificas, o que os torna diversificado estruturalmente. R a R6:
diferentes substituintes na estrutura dos alcaloides eritrinicos; A-B-C-D: Letras referentes aos anéis presente
na estrutura basica dos alcaloides. Fonte: elaborado pelo autor (2020).

No que se refere a Erythrina velutina, esta € uma espécie localizada na regido costeira
de todos os estados do norte e nordeste do Brasil (DANTAS et al., 2004), encontrada na
Caatinga que é a principal fitofisionomia que ocorre na regido semiarida brasileira, considerada
a maior floresta tropical seca da América do Sul ocupando mais de 70% da regido nordeste e a
(RODRIGUES et al., 2018; CARVALHO, 2008).

Conhecida popularmente como bucaré, mulungu e mulungu-da-flor-vermelha, as
arvores podem chegar préximas a 15 m de altura na idade adulta (Figura 1), o tronco € reto a
levemente tortuoso, as folhas séo trifoliadas, os foliolos sdo orbiculares e de cor verde mais
clara e sementes sdo bicolores, denominadas miméticas, de coloracdo vermelho-escura e
vermelho-alaranjada (CARVALHO, 2008).
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Figura 1 - Visdo e detalhes morfoldgicos da espécie Erythrina velutina

A — Planta adulta; B- detalhes da Caatinga e um dos locais préxios da coleta; C - folhas; D — caule com
detalhes espinhosos; E — partes constituintes da semente: casca, embrido e cotilédone; F — Tronco. Fonte:
elaborado pelo autor (2020).

Com o intuito de estudar os efeitos do extrato de Erythrina velutina, alguns estudos
demonstram a presenca de alcaloides com atividade antioxidante, anticolinesterdsica e
antinociceptivas nas folhas (MARCHIORO et al., 2005; SANTOS ROSA et al., 2012), além de
reversao de sintomas semelhantes a esquizofrenia (XIMENES et al., 2018), neuroprotecéo
RODRIGUES et al., 2017) e atividade ansiolitica na casca de caule (RAUPP et al., 2008) . Da
mesma forma, ha estudos que abordam a importancia do processo de descoberta de farmacos a
partir de produtos naturais, pela identificacdo e isolamento de compostos bioativos do género
Erythrina (FLAUSINO et al., 2007; OZAWA et al., 2009; SANTOS ROSA et al., 2012).

Com certo destaque, as principais espécies do género Erythrina tém atraido interesses
no pais, sobretudo pelas caracteristicas farmacoldgicas e quimicas que elas apresentam. A
Erythrina velutina, foco deste trabalho, é a Unica espécie do género localizada no bioma da
Caatinga, o que faz intensificar ainda mais a importancia desde bioma como fonte de moléculas
bioativas. No momento, a Farmacopeia Brasileira esta desenvolvendo parametros para balizar
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o controle da qualidade de E. velutina em produtos farmacéuticos e medicamentos visando a
producdo de uma monografia oficial da espécie.

2.2 Biossintese de alcaloides benzilisoquinolinicos

Constituindo uma classe estruturalmente importante, os alcaloides sdo moléculas que
possuem o atomo de nitrogénio heterociclico e sdo derivados de aminoacidos (RAJBIR KAUR,;
SAROJ ARORA, 2015). Em consonancia, os alcaloides presentes na espécie Erythrina velutina
sdo do tipo benzilisoquinolinicos (BIAs), uma familia constituida de aproximadamente 2500
alcaloides que além de seu papel proeminente na medicina tradicional, ttm uma ampla
variedade de aplicacdes farmacologicas com potencial valor farmacéutico (NARCROSS et al.,
2016), atuando como analgesicos (AMIRKIA; HEINRICH, 2014) , antitumorais (KANG et al.,
2015), antimicrobianos (PENG et al., 2015), entre outros.

De forma geral, sabe-se que eles derivam dos amino&cidos fenilalanina e tirosina, que
de reacdes quimicas e enzimaticas levam a formacdo inicial de um esqueleto basico
caracteristico do género e posteriormente em alcaloides mais especificos. Por outro lado, essas
reacOes ainda ndo sdo suficientemente elucidadas, dados a respeito da biossintese da espécie
Erythrina velutina ainda n&o foram descritos.

A rota de biossintese em questdo dos aminoacidos aromaticos: fenilalanina e tirosina,
inicia-se com a formacdo do acido chiquimico a partir de uma reacdo de condensacao entre
eritrose-4-fosfato, proveniente da via das pentoses, e fosfoenolpiruvato (PEP), oriundo da
glicolise, com liberacdo de ambos os grupos fosfatos seguido da remogéo da agua e da reducéo
do grupamento carbonila (figura 2) (HELDT; PIECHULLA, 2011; RANDHIR; LIN; SHETTY,
2004). O acido chiquimico (chigquimato) é a molécula base para formacdo dos aminoacidos
percussores dos alcaloides eritrinicos.

Apos a formacgdo do chiquimato, uma reacdo quimica inicial de fosforilagdo ATP-
dependente, seguida de uma reacdo enzimatica pela 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase
(EPSP sintase), que incorpora o fosfoenolpituvato (PEP) na cadeia lateral do acido-3-
fosfochiquimico, forma um novo intermediario [5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato (EPSP)],
que sera transformado em &cido corismico através de uma reacdo de eliminagdo. O corismato
passa por uma reacdo de rearranjo de Claisen promovido pela corismato mutase favorecendo a
formacdo de &cido prefénico e em seguida dois caminhos podem ser seguidos, um que leva a
formagéo dos aminoacidos fenilalanina e tirosina e outro que leva a formacao do triptofano
(DEWICK, 2002).
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Figura 2 - Via do chiquimato
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O chiquimato é um importante composto intermediario em vias bioquimicas de plantas e 1az parte de umas das
principais rotas metabdlicas de produgdo de metabolismo secundéario, em especial alcaloides. Fonte: elaborado
pelo autor (2020).

A rota biossintética dos alcaloides eritrinicos tem uma compreensdo bastante limitada,
estudos sdo escassos e foram publicados ha muito tempo. A primeira investigacao biossintética
dos alcaloides eritrinicos proposta (BARTON et al, 1968) evidenciou a (S)-
norprotosinomenina como precursor dos alcaloides eritrinicos a partir de analise experimental

utilizando principalmente técnicas de marcacgdo isotopica de possiveis precursores. Estudos


https://pt.wikipedia.org/wiki/Via_metab%C3%B3lica
https://pt.wikipedia.org/wiki/Planta
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posteriores sob a mesma condicdo experimental, mostraram que a (S)-reticulina e (S)-
norcoclaurina foram metabolizados em alcaloides eritrinicos (MAIER et al.,, 1999),
demonstrando a mobilizacao de diferentes precursores para diferentes esqueletos quimicos dos
alcaloides eritrinicos, 0 que trouxe um novo entendimento da biossintese desses intrigantes
alcaloides, pois ficou comprovado que (S)-norprotosinomenina, até 0 momento assumido como
precursor de todos os alcaloides eritrinicos, ndo havia sido incorporado nas estruturas finais.

Além da espécie em estudo, Papaver somniferum, Coptis japonica, Thalictrum flavum,
Carthamus tinctorius e Eschscholzia californica também sdo produtoras de BIAs (HAGEL et
al., 2015; SOHRABI; ISMAILI; NAZARIAN-FIROUZABADI, 2018; ZHANG et al., 2019) e
podem fornecer informacg6es relevantes com estudos ja estabelecidos na literatura, o que nos
leva a ressaltar a importancia da contribui¢do da quimiotaxonomia e intensificar a investigacao
desses peculiares alcaloides por ferramentas moleculares.

Se por um lado a pequena quantidade de informacdes se torna um grande desafio, por
outro, a iniciativa de estudos como este, podera possibilitar uma ferramenta fundamental para
o0 entendimento metabdlico em se tratando de producéo de alcaloides e viabilizar modificacdo

genética em plantas, abrindo novas perspectivas no ambito das ciéncias farmacéuticas no Brasil.
2.3 Anélises “dmicas”

A prospeccdo de moléculas a partir da biodiversidade é uma forma viavel e eficiente, na
qual, as “Omicas” sdo uma importante ferramenta para o processo. Mesmo com a revolucao que
proporcionou o advento da genémica, somente seu emprego ndo garante a compreensao do
sistema bioldgico. A era atual, denominada pos-genémica é capaz de informar e integrar os
transcritos, proteinas e metabolitos de um organismo, estas ferramentas integram o que é
denominado de “OGmicas”, que mesmo sendo um fator que corrobora para compreensao de um
organismo em nivel sistémico, ainda ¢ uma tarefa ardua, pois existem especializaces e
interacOes celulares complexas na propria célula, em tecidos ou mesmo na intera¢cdo com o
meio ambiente (SOUZA; RHODEN; PAMPHILE, 2014).

2.3.1 Analise do transcriptoma

Constata-se que nos ultimos 100 anos houve uma grande evolugdo acerca do
conhecimento da informacdo genética e molecular e quais suas caracteristicas. Ao verificar
esses fatos historicos compreende-se melhor a importancia de tecnologias indispensaveis para

pesquisa bioldgica, para solucionar problemas que até entdo ndo eram possiveis.
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Nesta escala historica, uma das primeiras contribuicfes pode ser atrelada a Mendel em
1850 com a descoberta que as caracteristicas genéticas sao transmitidas por hereditariedade ao
longo das gerac@es, fortalecendo e corroborando com a teoria evolutiva de Darwin, que se
mantém firmemente até os dias atuais (SCHWARZBACH et al., 2014). O grupo do pesquisador
Oswald Avery (AVERY; MACLEOD; MC CARTY, 1994) demonstrou que a transferéncia de
informagdes entre organismos (bactérias) é viavel e que ocorre pelo material genético, o DNA
(figura 3).

Figura 3 - Linha do tempo da evolugdo da informacéo genética
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Fonte: elaborado pelo autor (2020).

Em 1953 a estratégia empregada por Watson e Crick apresentada como um modelo
compativel com os resultados experimentais que haviam sido obtidos até aquele momento foi
construir um modelo molecular de estudos de difracdo de raios X possibilitou chegar a
conclusdo que a molécula de DNA ¢ formada por duas longas cadeias paralelas, constituidas
por nucleotideos dispostos em sequéncia (HUTCHISON, 2007; SILVA, 2007).

Estas descobertas deram inicio a um periodo investigagdo para uma melhor
compreensdo a respeito material genético, porém, tecnologias que proporcionassem o
sequenciamento de genes pareciam distantes e quase impossiveis. Ndo obstante, em 1977,
Sanger desenvolveu seu método para determinar as sequencias de fragmentos relativamente
pequenos de DNA humano. A partir desse periodo, esforcos foram realizados e diferentes
métodos de sequenciamento comegaram a ser desenvolvidos (SALZBERG; POP, 2008).

Ainda nesse contexto, um dos primeiros métodos desenvolvidos na década de 90 foi o

método de sequenciamento de DNA em fase solida para detec¢cdo néo radioativa de mudancas
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de base sem a necessidade de eletroforese (NYREN; PETTERSSON; UHLEN, 1993), que se
baseava em uma reacdo mediada pela DNA polimerase por um ensaio de deteccdo
quimioluminescente de pirofosfato inorganico.

No ano 2000 foi iniciado o desenvolvimento de uma nova forma de sequenciamento e
0 primeiro vegetal a ter sequéncia gendmica completa - Arabidopsis thaliana (Iniciativa do
Genoma de Arabidopsis). Mais tarde em 2005, foi introduzida uma nova era de analises de
transcriptoma de alto rendimento — o “sequenciamento de proxima geracdo (NGS)”
(ANSORGE, 2009). Avancgos recentes no sequenciamento de alto rendimento (RNA-Seq)
forneceram um meio para rapida caracterizacéo e quantificagdo de transcriptomas, envolvendo
0 sequenciamento direto de DNAs complementares (cDNAS) , seguido pelo mapeamento das
leituras de sequenciamento para 0 genoma ou conjuntos de genes de referéncia para analise da
expressao génica e deteccdo de polimorfismos (KUMAR et al., 2012).

O transcriptoma consiste no conjunto completo de transcritos (RNAs mensageiros,
RNAs ribossomicos, RNAs transportadores e 0os micro RNAs) de um dado organismo, parte,
tecido ou linhagem celular. (COSTA et al., 2010).

Vérias tecnologias foram desenvolvidas para quantificar o transcriptoma, incluindo
abordagens baseadas em sequéncia (WANG; GERSTEIN; SNYDER, 2009), que define
diretamente a sequéncia de cDNA e foram utilizadas neste estudo pela plataforma Illumina
NextSeq 550, tecnologia de 22 geracao.

A primeira etapa envolvida na tecnologia citada na plataforma Illumina é a preparagédo
das bibliotecas contendo fragmentos de cDNA de tamanho compativel a serem sequenciadas
que serdo ligados a adaptadores em ambas as extremidades. Apos a fixagdo, o adaptador da
extremidade livre liga-se ao primer complementar adjacente na placa de vidro (flowcell)
povoada por adaptadores complementares dos fragmentos (FIETTO; MACIEL, 2015). A alta
densidade de primers ligados a flowcell facilita esta ligacdo que tem a funcdo de iniciar a
extensdo da fita pela RNA polimerase, ao encontrar um OH livre na extremidade do primer
livre (MARDIS, 2008).

Ainda a respeito, sdo fornecidos nucleotideos ndo marcados que proporcionardo a
extensdo de uma fita de cODNA complementar a fita molde fixado na placa. A extremidade desta
fita recém sintetizada se anela ao primer na extremidade da fita molde formando uma estrutura
em ponte que da& nome ao processo de amplificacdo. Posteriormente, ocorre desnaturacdo
reiniciando o processo.

Na segunda etapa, apds varios ciclos de sequenciamento, sdo adicionados ao longo de

toda a extensdo da placa uma solugdo contendo os quatro tipos de nucleotideos terminadores
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marcados com fluorescéncia. Quando necessario estes nucleotideos contendo os fluor6foros séo
adicionados as respectivas cadeias em cada um dos clusters. Posteriormente, ocorre a excitagdo
do fluoroforo por feixes de raios laser fazendo com que os nucleotideos emitam uma
fluorescéncia dos clusters (FIETTO; MACIEL, 2015; KIRCHER; STENZEL; KELSO, 2009).

Ao final uma imagem contendo a cor da fluorescéncia é capturada para cada posi¢do
dos clusters na placa de vidro. Este processo se repete até que todas as bases de um fragmento
sejam determinadas. Como consequéncia do sequenciamento, sdo gerados milhdes de
fragmentos menores (reads) que se alinham baseando-se em regides de sobreposicdo entre eles
para produzir sequéncias Unicas e maiores denominadas contigs.

Diversos trabalhos com transcriptoma de espécies da familia Fabaceae s&o citados na
literatura, como é o caso da espécie Pisum sativum L., conhecida como ervilha de jardim. Cinco
bibliotecas de cDNA obtidas a partir de nddulos ou raizes noduladas foram usadas neste estudo
para sequenciamento de proxima geracdo (ZHERNAKOV et al., 2017). Esta espécie é
considerada uma das leguminosas mais importantes do ponto de vista agricola no mundo e uma
planta modelo versatil para estudar as bases genéticas de interacGes benéficas planta-
microrganismo (SHTARK et al., 2010).

Do mesmo modo, foi aplicado o RNA-Seq para investigar em sete tecidos em sete
estagios no desenvolvimento de sementes em Glycine max (soja), comparando as leituras de
transcricdo com a mais recente sequéncia do genoma da mesma espécie, investigando a relagdo
entre a estrutura e expressao génica para tecidos (SEVERIN et al., 2010).

Mais recentemente, a espécie Vicia fabalL., o feijao fava, também teve seu
transcriptoma sequenciado (KHAN et al., 2019). Neste trabalho foram utilizadas as folhas das
plantas controle e submetidas a estresse hidrico no estado vegetativo e as folhas das plantas
controle e com estresse hidrico na fase de florescimento. Apds montagem e anotacdo dos
transcritos, foi observado como processos mais significativos: os processos metabdlicos,
celulares, a resposta ao estimulo, sinalizacdo e desintoxicacdo, além de diferentes transcritos
expressos nos estagios vegetativo e em floracao.

Além de espécies da familia Fabaceae, autores relatam também a investigacdo de
transcritos por métodos de sequenciamento em espécies produtoras de alcaloides
benzilisoquinolinicos. Entre elas: Eschscholzia californica, Glaucium flavum, Papaver
bracteatum, Sanguinaria canadenses, Thalictrum flavum, Berberis canadensis e Cocculus
trilobus (FARROW; HAGEL; FACCHINI, 2012). Com destaque a espécie Papaver

somniferum que possui o0 genoma sequenciado (CELIK et al., 2014).
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Desde tempos imemoriais, 0 6pio e os seus derivados, além de exercerem ponderavel
influéncia sobre o comportamento dos seres humanos, tém sido empregados como sedativo e
como analgesico. A partir do seculo XIX, com o isolamento dos alcaloides do 6pio e as
facilidades para o emprego, houve aumento do interesse pelo uso (DUARTE, 2005). Um dos
fatores mais significativo nessa escala histéria foi a descoberta da morfina, o primeiro alcaloide
extraido e somando 10% dos alcaloides presente na espécie do opio.

O isolamento da morfina foi a porta de entrada para estabelecer estruturas quimicas de
outros derivados naturais ampliando o conhecimento para diferentes espécies, e hoje, €
considerada como uma planta modelo em estudos tanto taxonémicos e quimiotaxondmicos,
sendo relatados na literatura varios transcritos e proteinas identificados e caracterizados na rota
de biossintese de alcaloides benzilisoquinolinicos, entre eles, as acetiltransferase,
oxidoredutases e metiltransferases que estdo entre os mais evidenciados (GROTHE; LENZ;
KUTCHAN, 2001; LISCOMBE; FACCHINI, 2007), fornecendo valiosas informacao acerca

da formacéo do esqueleto quimico benzilisoquinolinicos.
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2.3.2 Analise metaboldmica

O aprimoramento de tecnologias de sequenciamento e da protedmica permitiu que
abordagens de metabolémica chegassem como forma complementar ao conhecimento, pois
mesmo que investigado o conjunto de transcritos e proteinas de um organismo ndo é garantia
de funcionalidade, entdo, desta forma os metabdlitos surgem como norteadores da
funcionalidade génica. Metabdlitos sdo os produtos finais dos processos regulatérios celulares
como resposta final dos sistemas biologicos as mudancas genéticas ou ambientais e estdo
associados aos termos transcriptoma e proteoma (FIEHN, 2002).

A tecnologia voltada para uma visao geral compreensiva dos metabdlitos presentes em
um organismo é denominada metabolémica, que estd prevista para desempenhar um papel
significativo, se ndo indispensavel, em preencher o intervalo fenotipo-gen6tipo (HALL, 2006).
O uso do termo perfil metabdlico como uma nova ferramenta comparativa da fungdo do gene
foi introduzido principalmente nos anos 2000 (FIEHN et al., 2000). Enquanto o metaboloma
estd associado ao conjunto de todos os metabdlitos pertencentes a um organismo, o perfil
metabolito por outro lado, envolve uma analise rapida, muitas vezes ndo quantitativa, com o
objetivo de identificar um perfil metabdlico especifico que caracterize uma determinada
amostra (VILLAS BOAS et al., 2005).

A analise do metaboloma pode ser dividida em duas categorias: targeted e untargeted
ou nontargeted (FRENCH; HARVEY; MCCULLAGH, 2018; LEIl; HUHMAN; SUMNER,
2011). Enquanto que na primeira abordagem a andlise é direcionada para moléculas alvos, que
ja sdo previamente conhecidas, a untargeted faz um perfil total dos metabdlitos presentes no
sistema (DE VOS et al., 2007; DUDLEY et al., 2010; LIN et al., 2011).

Apbs a extracdo, a identificacdo de metabdlitos se da geralmente por metodologias
refinadas, pois detectar essas moléculas em organismos complexos se torna um desafio,
sobretudo em organismos vegetais. O uso da espectrometria de massas (MS) e espectroscopia
de ressonancia magnética nuclear (RMN) sdo as metodologias mais utilizadas e vem sido
recentemente empregada em analises metabolémicas (LIU et al., 2019; YOBI et al., 2012,
2013).

A espectroscopia de RMN fornece informacdes detalhadas sobre a estrutura molecular,
para compostos puros e em misturas complexas, mas também pode ser usada para sondar a
dindmica molecular e a mobilidade dos metabdlitos por meio da interpretacdo dos tempos de
spin-relaxamento de RMN e pela determinacdo dos coeficientes de difusdo molecular
(LINDON; NICHOLSON, 2008). Por mais que 0 RMN seja geralmente aceito como padrao-
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ouro na elucidagdo da estrutura, a técnica possui uma sensibilidade relativamente menor. Desta
forma, a espectrometria de massas fornece informac@es quimicas altamente especificas que
estdo diretamente relacionadas a estrutura quimica, tais como massa precisa, padrdes de
distribuicdo de isotopos para determinacdo de férmulas e ions de fragmentos caracteristicos
para elucidacdo estrutural via correspondéncia espectral para dados compostos auténticos (LEI,
HUHMAN; SUMNER, 2011).

Estudos relatam a metabolémica baseada em duas estratégias MS: analise direta por MS
e analise por MS acoplado a técnicas de separacdo. As analises diretas ndo necessitam de
separagdo cromatografica e podem ser realizadas por infusdo direta por ESI, MALDI, e por
técnicas de pressdo atmosférica como DESI (Desorption Electrospray lonization), ESSI
(Electro-Sonic Spray lonization), EASI (Easy Ambient Sonic-Spray lonization), e mais
recentemente por Imaging MS, enquanto que as analises que necessitam de pré-separacao
podem ser realizadas por GC-MS (Gas Chromatography — Mass Spectrometry), LC-MS
(Liquid Chromatography - Mass Spectrometry) e CE-MS (Capillary electrophoresis - Mass
Spectrometry) (ABDELNUR, 2011).

Frente ao breve exposto, apds analise por espectrometria de massas, a mineracao de
dados pode ser realizada por meio de banco de dados para comparacao espectral. O Global
Natural Social Molecular Networking (GNPS) é uma plataforma de espectrometria de massas
que visa ser uma base de conhecimento de acesso aberto e compartilhamento de dados de
espectrometria de massa.

Este banco de dados utiliza como ferramenta de analise a pesquisa de rede molecular,
com exibi¢Bes visuais do espaco quimico presente em experimentos de espectrometria de
massa. Esta abordagem agrupa conjuntos de espectros de moléculas relacionadas (conhecidas
como familias moleculares) mesmo quando os proprios espectros nao sdo identificados (nédo

correspondem a nenhum composto conhecido) (https://gnps.ucsd.edu/), e foi a plataforma

utilizada neste estudo.

Desde a década de 90 os estudos fitoquimicos acerca de alcaloides presentes em espécies
do género Erythrina aumentam consideravelmente. Em uma recente revisdo da literatura
(RAMBO et al., 2019) demonstra os dados atuais sobre composi¢do quimica do género de 1990
a 2017 presente em 30 espécies vegetais. Esse estudo relata a identificacdo de 91 alcaloides
durante o periodo citado, apresentando propriedades ansioliticas e anticonvulsivantes ja
estabelecidas associadas a esses alcaloides.

Recentemente, foram isolados os alcaloides majoritarios da semente de Erythrina
velutina, a erisodina (C1sH2:NO3) e eritralina (C1sH19NO3) (ALMEIDA et al., 2020). Alcaloides


https://ccms-ucsd.github.io/GNPSDocumentation/gnpsanalysisoverview/
https://gnps.ucsd.edu/
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como 8-oxoeritralina, 10,11-dioxoeritralina, eritralina, erisotrina, eritratina, 11f-
hydroxierisodina e os intermediarios reticulina e norreticulina foram identificados em flores e
sementes das espécie de Erythrina corallodendron, Erythrina stricta e Erythrina abyssinica
(ZHAO et al., 2018;WU et al., 2018; MOHAMMED et al., 2012).

Em 1991, alcaloides glicosilados do tipo dienoide também foram isolados no género por
Amer e colaboradores, sdo eles: 11b-metoxiglucoerisodina, e glucoerisodina em Erythrina
lysistemon, o isolado 11-B-metoxiglucoerisovina dos frutos de Erythrina vespetilio em 2012 e

eritralina-11p-O-glucopiranosideo das sementes de Erythrina crista-galli (TAN et al., 2017).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Contribuir para o entendimento da biossintese de alcaloides presente em folhas e
sementes da espécie Erythrina velutina utilizando as tecnologias “dmicas” - transcriptoma e

perfil metabolico.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 Detectar e identificar o perfil de alcaloides eritrinicos presente em folhas e
sementes de Erythrina velutina oriundas da Caatinga do RN;

3.2.2 Analisar os dados referentes ao metabolismo de nitrogénio no que se refere a
alcaloides eritrinicos oriundos do transcriptoma total de folhas e sementes de E. velutina;

3.2.3 Integrar os dados de genes expressos a via biossintética de alcaloides eritrinicos;

3.2.4 Sugerir uma possivel rota biossintética para alcaloides em folhas e sementes de E.
velutina coletada na Caatinga do RN a partir da analise integrativa;

3.2.5 Desenvolver conhecimento para a area de pesquisa em produtos naturais com
enfoque multidisciplinar permeando por aspectos quimicos e bioldgicos, contribuindo com o
entendimento da dindmica de producdo dessas moléculas com potencial bioativo e subsidiar

futuros estudos biotecnoldgicos.
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4. METODOLOGIA

4.1 Material vegetal

Folhas e sementes de plantas de Erythrina velutina Willd foram coletadas em
populacdes naturais em quatro diferentes localizac6es, duas na cidade de Acari (localizagédo A:
S 06,47207°/W 036,64236° e localizacdo B: S 06,47205°/W 036,64236° com altitude de 270
metros acima do nivel do mar) e duas em Jardim do Seridd (localizacdo C: S 06,56349°/W
036,71972° e localizacdo D: S 06.46235°/ W 036.64183° com altitude de 218 metros acima do
nivel do mar) no Rio Grande do Norte (figura 4), em marco de 2018, durante o periodo diurno
e seco. Para cada populacdo (com uma distancia entre 2 a 8 km entre si), cinco plantas adultas
com tamanho médio de 5-10 metros foram selecionadas. A coleta se deu pela selecao de folhas
verde-escuras, totalmente expandidas, sem sinais de herbivoria, localizadas nas extremidades
dos ramos na parte superior da arvore e mais expostas a radiagdo solar, enquanto que apenas
sementes com cor vermelha intensa presas a vagens maduras ainda na planta matriz foram

coletadas.

Figura 4 - Mapa de localizagdo com pontos de coleta

ACARI
[ JARDIM DO SERIDO

O Serid6 do Rio Grande do Norte constitui uma importante regido natural nordestina,
possui caracteristicas Unicas se comparadas a outras regifes do RN pois €
influenciada por fatores edafocliméticos particulares, além da diversidade natural que
a regido apresenta. Fonte: elaborado pelo autor (2020).

Em campo, os tecidos vegetais foram lavados rapidamente com &gua destilada,

imediatamente congelados em nitrogénio liquido e armazenados a -80 °C até o uso. A espécie
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foi identificada pelo botanico MSc. Alan Aradjo Roque e um exemplar de cada ponto de coleta
foi depositado no Herbario da Universidade Federal do Rio Grande do Norte, sob o nimero de
referéncia (UFRN16079). A autorizacdo para a coleta do material vegetal foi concedida pelo
SISBIO (327493) e a permissao para acesso ao patriménio genético brasileiro foi fornecida pelo
SISGEN (A8E4663).

As amostras foram organizadas em pools de 1 a 8, onde o0s pools de 1 a 4 correspondiam
a amostras de sementes (p1 e p3 — duas localizac6es de Acari; p2 e p4 — duas localizacdes de
Jardim do Seridd, cada amostra sendo composta por material de 5 individuos diferentes) e pools
de 5 a 8 correspondiam a amostras de folhas (p6 e p8 — duas localiza¢des de Jardim do Serido;
p5 e p7 —duas localizagdes de Acari, cada amostra sendo composta por material de 5 individuos
diferentes).

Para entender melhor a Erythrina velutina em seu ambiente nativo na Caatinga brasileira
e fatores que podem contribuir na producdo de metabdlitos secundarios, em especial 0s
alcaloides, abordagens adicionais foram reunidas por meio de analises ambientais e analise

quimica dos solos dos locais de coleta desse estudo.
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4.2 Dados edafoclimaticos e analise do solo

Os dados climaticos foram obtidos a partir de uma colabora¢do com a Dra. Renata
Libonati, do Instituto de Geociéncias da Universidade Federal do Rio de Janeiro (IJEO-UFRJ).
O desenvolvimento de mapas de estimativas de precipitacdo total, area de queima, fogo ativo,
radiacdo solar liquida da superficie, temperatura e umidade relativa foram realizados utilizando
dados de satélites meteoroldgicos para avaliacao e caracterizacdo climatica da Caatinga do Rio
Grande do Norte em um periodo de 1 ano de antecedéncia da coleta, de marco de 2017 a
fevereiro de 2018.

Parametros e detalhes na anélise podem ser encontrados a seguir: Precipitagéo total
(tp): Era-Interim 0.25°x0.25° - mensal - https://apps.ecmwf.int/codes/grib/param-db?id=228;
Area de queima: AQM-MODIS V6 0.01°%0.01° - mensal - http://prodwww-
gueimadas.dgi.inpe.br/aglkm/ and - MCDG64A1 C6 0.01°0.01° - mensal -
https://search.earthdata.nasa.gov/; Fogo ativo: VIIRS 375m: pontual e 0.01°x0.01° - diario -

https://firms.modaps.eosdis.nasa.gov/download/; Caracteristicas da vegetacdo: MYD13A3

(Aqua) C6 0.01°x0.01°, layer ‘1 km monthly NDVI’, reamostragem por ‘Nearest Neighbor’

— mensal - https://search.earthdata.nasa.gov/; Cobertura e uso da terra: - MCD12Q1 C6

0.01°x0.01° - anual - https://search.earthdata.nasa.gov/; Radiagdo solar (MJ m-2): radiacao

solar  liquida, ~clear sky (ssrc) Era-Interim  0.25°x0.25° -  mensal -

https://apps.ecmwf.int/codes/grib/param-db?id=210; Temperatura (K): Temperatura cutanea

(skt) Era-Interim 0.25°x0.25° - mensal - https://apps.ecmwf.int/codes/grib/param-db?id=235;

Umidade relativa (%): - Combinacdo de Dew 2m Temperatura (d2m) + 2m Temperatura (t2m)
+ Pressao da superficie (sp) Era-Interim 0.25°x0.25° - mensal.

A caracterizacdo quimica do solo para determinacdo das concentracGes de metais
pesados, micronutrientes e fertilidade foram realizadas no Laboratério de Analise de Agua da
EMPARN, seguindo a metodologia proposta por EMBRAPA (1997).


https://apps.ecmwf.int/codes/grib/param-db?id=228
http://prodwww-queimadas.dgi.inpe.br/aq1km/
http://prodwww-queimadas.dgi.inpe.br/aq1km/
https://search.earthdata.nasa.gov/
https://firms.modaps.eosdis.nasa.gov/download/
https://search.earthdata.nasa.gov/
https://search.earthdata.nasa.gov/
https://apps.ecmwf.int/codes/grib/param-db?id=210
https://apps.ecmwf.int/codes/grib/param-db?id=235;R
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4.3 Analise do perfil metabdlico direcionado para alcaloides eritrinicos

4.3.1 Extracdo de metabdlitos

Quanto a abordagem do perfil metabdlico, as sementes e folhas congeladas de Erythrina
velutina foram trituradas com almofariz e pistilo em nitrogénio liquido, seguida de liofilizacéo.
Ao pb da planta foram adicionadas as misturas de solventes na propor¢éo de 10 mg da planta a
100 uL de etanol:agua [70:30 (v/v)] (ANHESINE, 2018), misturados com vortex por 10
segundos, seguido de 30 minutos de banho de ultrassom (40 kHz, 200W) e filtragcdo em papel
filtro qualitativo de 12,5 cm de comprimento e 80g/m? de gramatura.

O procedimento de extracdo foi repetido trés vezes para cada amostra. Essas mesmas
amostras foram usadas na analise em etapas adicionais de secagem (sistema SpeedVac) e
solubilizacdo apropriada a ferramenta analitica LC-MS, que constituiu de uma mistura de etanol
e 4gua Milli-Q suficiente para atingir a concentracdo de 10 mg/mL, 3,0 pL de cada uma foram
injetados no sistema LC-MS.

A analise e processamento dos dados foram realizados no Nucleo de Bioensaios,
Biossintese e Ecofisiologia (NuBBE-UNESP) em colaboracdo com o Professor Alberto José

Cavalheiro. O procedimento de extracdo foi repetido trés vezes para cada amostra.

4.3.2 Andlise por LC/MS e DAD

A separacdo e deteccdo de compostos polares médios foram realizadas em um
controlador Shimadzu Classe-LC 10, CBM 20A e um espectrémetro de massa micrOTOF-QII
(Bruker Daltonics) usando o electropulverizagdo (ESI) para ionizacdo e tempo de voo (TOF)
como analisador. Utilizou-se uma coluna XB C18 Kinetex (100 x 2,1 mm, 2,6 um, 100 A), a
40 °C, vazdo de 0,400 mL/min e um detector UV-DAD operando entre 190 e 400 nm.

O método cromatogréafico foi baseado nos estudos de VVos (2007) e Lisec (2006). A fase
movel foi composta por H20 (A) e acetonitrila (B), ambos com &cido férmico a 0,1% (v/v),
utilizando o seguinte gradiente: 5 - 35% B (23 min); 35,0 - 100% B (17 min), mantendo 100%
B por 8 minutos, seguiu a reducdo de 100 - 5% B (2 min) e manteve a condicdo inicial (5% B)

por 10 minutos, totalizando 60 minutos de analise.

Solugdes de teste de mistura (mistura de padrfes - aminoacidos, flavonoides, etc.) e
controles de qualidade (QC - mistura de amostras - 40 uL cada) foram injetados para garantir a
reprodutibilidade do método, instrumento e condi¢Bes cromatograficas. As experiéncias de
HRMS foram realizadas em um espectrometro de massa micrOTOF-QII (Bruker Daltonics) no
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modo de ionizagéo positiva. Os parametros de aquisi¢do foram: tensdo capilar e cone, 4500 V
e 500 V, respectivamente, temperatura capilar a 200 °C, N2 como gés de secagem a 4,5 bar e
vazdo de 9,0 L/min. Os espectros foram adquiridos entre 100 - 1500 Da e para analise de massa
de alta resolucdo ou instrumentos e as experiéncias foram calibradas usando uma solucdo Na-
TFA padrédo interna (4 mg/mL) no final de cada analise. As experiéncias MS/MS foram
realizadas no modo Auto-MS / MS (modo positivo), selecionando até 5 ions precursores dentro
de um ciclo de 3,0 s. Para a fragmentacdo dos ions precursores, foi utilizado um gradiente de
energia de 20 a 50 eV. Inicialmente, as amostras em branco foram analisadas para identificar
interferéncias e contaminantes do instrumento e da coluna cromatogréfica. Estes foram entéo
excluidos do ciclo de selecdo e fragmentacdo do Auto-MS/MS por uma funcdo que permite

suas exclusoes.
4.3.3 Anélise da rede molecular MS/MS (Molecular Networking)

Para realizar a analise da Rede Molecular, todos os dados do MS/MS foram inicialmente
convertidos para o formato mzXML usando o software MSConvert e processados usando o
pacote MzMine (script java) para deteccdo e calibracdo de massa, deconvolucdo de pico,
agrupamento de massa (padrdo isotopico) e alinhamento espectral (PLUSKAL et al., 2010).
Depois que todos os dados foram processados usando o software MzMine (KATAJAMAA E
ORESIC, 2005), os espectros foram exportados em formato de texto (.mgf) e carregados na
plataforma de Rede Molecular Social dos Produtos Naturais Globais (GNPS) para inicializar o
calculo da similaridade entre espectros (pontuacdo de similaridade de cosseno). Em teoria, 0s
espectros sdo convertidos em vetores que sdo pareados e comparados por um calculo de produto
escalar. A pontuacdo de similaridade de cosseno atribuida a cada par de vetores variade 0 a 1,
em que O representa completamente diferente e 1 representa espectros idénticos. Os dados
foram filtrados removendo todos os picos de MS2 dentro de + 17 u do valor do precursor m/z.
Os espectros de MS2 foram filtrados escolhendo apenas os seis picos superiores na janela de
50 u em todo o espectro. Os dados foram agrupados em cluster com MSCluster com uma
tolerancia de massa pai de 1,0 Da e uma tolerancia de ions de fragmento MS2 de 0,5 Da para
criar espectros de consenso. A rede foi criada filtrando as arestas para ter uma pontuacdo de

cosseno acima de 0,65 e mais de 6 picos correspondentes.

Os espectros na rede foram pesquisados nas bibliotecas espectrais do GNPS (GNPS:
https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/libraries.jsp), usando a mesma configuracdo dos dados de
entrada. A visualizacdo da rede foi realizada no Cytoscape 2.8.3 e 3.4.3. Para evitar a

interpretacdo incorreta de contaminantes por HPLC, as inje¢cdes em branco (fase movel) foram
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carregadas como um grupo de amostra distinto no fluxo de trabalho do GNPS e excluidas das
redes.

Além disso, os nos da rede molecular coloridos com base na estrutura da planta (folha
e/ou semente) na espécie de Erythrina e na espessura da borda atribuida aos escores de
similaridade do cosseno (espessura de 0,95 a 1). Linhas mais grossas indicam maior
semelhanca. Sub-redes foram geradas no Cytoscape a partir de partes isoladas da rede maior, a
fim de melhorar a andlise da dinamica metabolica, fornecer mais elucidacdo de moléculas e

melhor visibilidade da espessura da borda e conectividade dos nos.
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4.4 Anédlise do transcriptoma
4.4.1 Andlise de RNA-Seq
4.4.1.1 Extracdo do RNA total e preparacao da biblioteca de cDNA

O RNA total de sementes e folhas foi isolado usando o kit de purificagdo de RNA
Trizol™ Plus (Life Technologies) de acordo com o protocolo do fabricante. Para obter amostras
de alta qualidade, foram tratadas com o kit DNAse Free RNAse (Qiagen) e posteriormente
purificadas com o kit RNeasy Mini (Qiagen). A quantidade do RNA foi avaliada usando o
espectrofotobmetro NanoDrop ND-1000 e a qualidade foi avaliada em Bioanalyzer 2100
(Agilent). Todas as amostras de RNA que tinham um valor de nimero de integridade do RNA
(RIN) acima de 6,0 foram escolhidas para quantificacdo no fluorémetro Qubit (Thermo Fischer
Scientific) e preparacdo de bibliotecas de cDNA. Para a preparacdo de bibliotecas de cDNA
cada pool foi composto por trés amostras de RNA igualmente reunidos com um total de 0,5ug
de RNA. As bibliotecas foram preparados com o Kit mRNA TruSeq Stranded de acordo com o
protocolo Illumina e quantificadas usando o kit Kapa Library Quantification para a plataforma
de Genoma da Illumina (Kapa Biosystems) na maquina Applied Biosystems ViiA7 (Life
Technologies) de acordo com as instrugdes do fabricante, estas etapas foram realizadas no
Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais (CNPEM — Campinas/SP), em
colaboracdo com o pesquisador Leandro Vieira da Silva. A mesma quantidade de cada
biblioteca de RNAseq foi reunida para equalizar a concentracdo do indice e, em seguida,
submetida a Facility GENIAL no Centro de Facilidades de Apoio a Pesquisa (CEFAP - USP)
para 0 sequenciamento de acordo com os protocolos padrdo da plataforma NextSeq500

(IMlumina).
4.4.1.2 Anélise e anotacdo do RNAseq

O RNA total foi sequenciado de acordo com os protocolos padrdao da plataforma
NextSeq500 (Illumina), gerando leituras de 150 pb. A metodologia do transcriptoma bem como
das demais abordagens “6micas” estdo resumidas na Figura 5. As amostras foram organizadas
por pools de amostras (de 1 a 8), onde de 1 a 4 correspondiam ao RNA das sementes e de 5a 8
correspondiam ao RNA das folhas, onde os nimeros sinalizam diferentes pontos de coleta de

pelo menos 3 amostras.
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Figura 5 - Estratégia experimental e integracdo das analises 6micas
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A prospeccdo de substancias a partir da biodiversidade é uma fonte de bastante eficiéncia e as ferramentas que
podem auxiliar nesse processo se torna cada vez mais importante onde a tendéncia € utilizar dados émicos para
prospeccao de compostos bioativos de origem natural. Integralizar esses dados contribui para melhor compreenséo
do sistema bioldgico, direcionando para um maior entendimento de producéo de metahodlitos pela planta. Fonte:
elaborado pelo autor (2020).
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A qualidade das sequéncias foi avaliada pelo software FastQC
(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/), que permite verificar alguns
parametros de qualidade nos dados brutos da sequéncia de sequenciamento de alto rendimento.
A remocéo do RNAr foi realizada usando o software SortMeRNA (v2.1) para todas as leituras
que combinam as cadeias Forward (R1) e Reverse (R2). Essa etapa foi necessaria para melhorar
a qualidade das leituras. O RNAr de outros eucariotos, procariotos e arqueias foi identificado e
removido. As leituras das bibliotecas foram cortadas por Trimmomatic (BOLGER; LOHSE;
USADEL, 2014) para remover adaptadores e leituras de baixa qualidade, o corte da janela foi
2:20. O intervalo final de leituras estava entre 21 e 151 pares de bases e a pontuacao phred
acima de 20.

E importante ressaltar que Erythrina velutina é uma espécie brasileira nativa na qual o
genoma ndo esta disponivel, portanto, nossos dados de RNA-seq devem ser reunidos “de novo”,
0 que significa que as sequéncias foram montadas pela sobreposicéo de leituras para formar
contigs, em seguida comparando-se com outras espécies de plantas. Diante isso, 0s arquivos
FASTQ aparados descritos acima foram usados em uma montagem de novo no software Trinity
(WATERHOUSE et al., 2017), utilizou-se uma faixa de tamanho de 21 a 31 kmer, sendo que
os melhores resultados para mapeamento de genes de ortélogos de plantas no software BUSCO
(WATERHOUSE et al., 2017; SIMAO et al., 2015) foram obtidos com 21kmer.

Para validar as montagens geradas no Trinity, usamos o software BUSCO v3
(Benchmarking Universal Single-Copy Orthologs), funcionando como uma ferramenta que
fornece medidas quantitativas para a avaliagdo da montagem do genoma, conjunto de genes e
integridade do transcriptoma, com base em expectativas evolutivas e informadas sobre o
contetdo de genes de ortlogos de copia Unica quase universais selecionados no OrthoDB v9 e
cruzando com o banco de dados Unigene.

Em seguida, nas proximas etapas foi utilizado o software Bowtie2 (LANGMEAD;
SALZBERG, 2012) usado também como uma ferramenta para alinhar as leituras de
sequenciamento com as sequéncias montadas finais para validar o transcriptoma. O Bowtie
pode executar 0os modos de alinhamento gaped, local e emparelhado, no entanto, para nosso
proposito, o alinhamento foi feito entre nossas leituras limpas usadas para a montagem e a
montagem final para cada leitura lida ou combinada.

Os transcritos montados foram submetidas ao banco de dados do InterProScan (v5.30-

69.0) (http://www.ebi.ac.uk/interpro/) que combinam assinaturas de varios bancos de dados


http://www.ebi.ac.uk/interpro/
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(PROSITE, Pfam, PRINTS, ProDom, SMART, TIGRFAMs, PIRSF, SUPERFAMILY, GENE3D
e PANTHER) para uma primeira anotacdo. Nessa etapa foi usado como parametro de
identificacdo de no minimo 50 % de cobertura e 70 % de identidade do dominio funcional frente
a plataforma dos bancos de dados citados.

Logo apés a anotacdo e identificagdo considerando o dominio, foram selecionados
manualmente os transcritos com dominios proteicos das proteinas alvo candidatas a
participarem do estudo de biossintese de acordo com informag6es em banco de dados publico
e informacdes da literatura. Essas sequéncias foram submetidas a uma segunda anotacdo
BLASTx contra o banco  UniProtKB/SWISS-PROT  (https://www.uniprot.org/)
(CONSORTIUM, 2018), com 469.154 sequéncias. Como parametros foram utilizados no

minimo 50 % de cobertura e 10°° de e-value, além de uma anélise manual do alinhamento,
onde foi verificado tamanho e cobertura da sequéncia para que fosse possivel fazer uma analise
mais detalhada sobre presenca de sitio de substrato/ativo, permitindo uma melhor selecéo dos
possiveis candidatos a rota da biossintese dos alcaloides de Erythrina, bem como possiveis
polimorfismos. Todas as transcricdes foram quantificadas como numero de transcri¢cGes por
milhdo (TPM) pelo software Salmon (PATRO et al., 2017).


https://www.uniprot.org/
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5 RESULTADO E DISCUSSAO

A escolha da espécie Erythrina velutina para analise do transcriptoma, proteoma e perfil
metabolico deu-se principalmente pelo interesse em ter um estudo a nivel molecular de uma
planta nativa e medicinal do Brasil, sobretudo oriunda do bioma Caatinga. Isso contribui com
0 entendimento em uma nova perspectiva de como as plantas se comportam neste cenario
edafoclimatico peculiar. Além disso, Erythrina velutina dispde de outras contribuicdes por ser
uma especie produtora de flavonoides e alcaloides, ambos metabolitos especializados com
varias atividades bioldgicas (ALMEIDA et al., 2020; RAMBO et al., 2019; FAHMY et al.,
2019). Através dos resultados deste trabalho, genes e proteinas candidatos, potencialmente
envolvidos na biossintese de alcaloides benzilisoquinolinicos sdo indicados, bem como a
expressao génica e proteica associados com a acumulacéo de alcaloides em diferentes partes

vegetais serdo apresentados.
5.1 Dados edafoclimaticos e analise de solos coletados

As plantas em seu ambiente natural sdo um desafio para a investigacdo 6mica, visto que
estdo constantemente sendo influenciadas por fatores bioticos e abidticos em condi¢fes ndo
controladas (habitat natural), resultando em especializacdes e interacdes complexas. Visando
contribuir para a contextualizacdo dos dados experimentais gerados neste trabalho, foi realizada
uma caracterizagdo dos parametros climaticos do estado do Rio Grande do Norte,
principalmente focados nos pontos de coleta e analise parcial do solo. A Figura 6 mostra mapas
trimestrais de marco de 2017 a fevereiro de 2018 referentes a temperatura, fogo ativo,
precipitacdo total e radiacao solar nos 12 meses antecedentes em que as plantas foram coletadas
em seus habitats naturais.

O fogo ativo foi detectado principalmente no semestre anterior, principalmente nos
meses de setembro, outubro e novembro de 2017, de forma mais expressiva na regido leste e
oeste do estado e pouco detectado no semestre que foi realizada a coleta do material vegetal. A
menor umidade relativa e um NDVI (indice de Vegetacdo por Diferencas Normalizadas)
préximo a 0,30 foram detectados. O parametro NDVI € importante porque reflete a planta
saudavel mediante a analise da energia absorvida e refletida em uma regido espectral que mostra
as condicOes das estruturas celulares. Portanto, no semestre anterior a colheita, o pequeno NDVI
é coerente com as caracteristicas da Caatinga e pode indicar uma senescéncia inicial das
principais arvores. Na época da coleta, a espécie Erythrina velutina apresentava

simultaneamente frutos e folhas, no entanto, 15 dias apds o dia da colheita, nenhum fruto foi
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encontrado e a senescéncia das folhas comecou. Esta planta em comparagdo com outras arvores
da Caatinga, mostra um maior porte e um atraso na perda de folhas na estacdo seca. As
temperaturas mais altas foram detectadas em setembro, outubro e novembro de 2017
principalmente na regido oeste e central do estado, e a maior radiacdo em dezembro de 2017,
janeiro e fevereiro de 2018, e essa alta incidéncia de radiacdo solar ocorreu em todo o estado.
Finalmente, o nivel de precipitagdo acumulada no trimestre anterior & colheita foi proximo de
1,1 mm.

Ambas as regides (Jardim do Serid6 e Acari) fazem parte da microrregido de Serido,
localizada no estado do Rio Grande do Norte. Esse subespago é caracterizado pelo clima
semiarido do bioma Caatinga, com secas prolongadas, um relevo com formagGes antigas, solos
facilmente erodiveis e um sistema hidrolégico com baixo potencial (BEZERRA JUNIOR e
SILVA (2007). Dessa maneira, as caracteristicas edafoclimaticas apresentadas no contexto
deste trabalho, o qual aborda amostras oriundas de ambiente natural, compdem um caréater

descritivo do estudo.

Figura 6 - Mapa do Rio Grande do Norte (Brasil) e caracteristicas climaticas monitoradas
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O Monitoramento climatico do estado do Rio Grande do Norte no bioma da Caatinga durante o periodo de
1 ano (dividido por trimestre). Os pontos ABCD representam o campo de colheita das quatro populagdes de

Erythrina velutina utilizadas neste estudo. MAM — marco, abril e maio; JJA — junho, julho e agosto; SSN
— setembro outubro e novembro; DJF — dezembro, janeiro e fevereiro. Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Além das caracteristicas climaticas, € importante conhecer as propriedades do solo para cada
ponto de coleta, a fim de compreender e contextualizar a interacéo planta-solo-clima. Anélises

quimicas foram desenvolvidas (tabela 2) para caracterizacéo do solo.

Tabela 2 - Solo coletado de aproximadamente 0 a 20 cm de camada superficial em areas da vegetagdo da

Caatinga, na estacdo seca

Parametros Ponto A PontoB PontoC Ponto D
pH em &gua (1:2,5)* 6,0 52 7,9 5,7
Célcio (cmolc./dm3) 1,85 1,80 18,38 1,65
Magnesio (cmolc/dm-?) 1,23 2,0 3,50 1,60
Aluminio (cmolc/dm) 0,0 0,69 0,0 0,0
Hidrogenio e aluminio** (cmolc/dm) 3,68 4,08 0,0*** 2,29
Fdésforo (mg/dm) 136 13 37 68
Potéassio (mg/dm®) 83 117 366 183
Sédio (mg/dm) 27 75 77 49
Ferro (mg/dm) 24,44 117,25 2,0 39,90
Zinco (mg/dm) 1,44 1,83 0,99 2,20
Cobre (mg/dm) 0,28 0,21 0,19 0,28
Manganés (mg/dm) 9,85 14,75 8,23 11,91
Niquel (mg/dm) 0,15 0,35 0,60 0,52
Chumbo (mg/dm3) 0,25 0,20 0,95 0,25
Cadmio (mg/dm-®) 0,0 0,0 0,10 0,05
Cromo (mg/L) 0,0 0,0 0,25 0,0

*Proporcdo de solo e agua destilada (a cada 1g de solo, adiciona-se 2,5mL de agua destilada para
determinacdo do pH) **O hidrogénio extraivel corresponde a diferenca entre a acidez potencial e o aluminio
trocavel do solo. ***QO hidrogénio extraivel é calculado apenas em amostras com pH em &gua abaixo de

7,0. Fonte: elaborado pelo autor.

As amostras de solo foram coletadas em quatro pontos préximos aos individuos de
Erythrina velutina utilizados para coleta do material vegetal. Cada ponto de coleta possui
caracteristicas peculiares, duas em Jardim do Seridd (pontos A e D) e os outros dois pontos em
Acari (pontos B e C). A analise do solo foi realizada no Laboratorio de Analises do Solo da
Companhia de Pesquisa Agropecuaria do Rio Grande do Norte S/A (EMPARN).

Os micronutrientes estdo envolvidos em varios processos metabdlicos disseminados
entre o metabolismo primario e especializado, defesa celular, transducédo de sinal, percepcao
hormonal e regulagdo génica (VATANSEVER, OZYIGIT, FILIZ, 2017). Muitos elementos
metalicos sdo importantes para sistemas redox, como ativadores de enzimas, incluindo as
envolvidas na sintese de lignina e na reagdo de radicais superoxido, bem como na sintese de
proteinas e do fito-horménio &cido indol-3-acético (IAA) (BROADLEY et al, 2012).
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Sabe-se que a Caatinga apresenta sedimentos pedregosos e superficiais com
afloramentos muito extensos de rochas macicas, processos erosivos, com predominio de
intemperismo fisico ao longo da formacédo geoldgica por milhdes de anos na regido Nordeste
do Brasil (PRADO, 2003).

Uma anélise completa para avaliagdo da fertilidade do solo deve incluir as seguintes
determinac6es: pH, fosforo, potéssio, célcio, magnésio, enxofre, zinco, manganés, cobre, ferro,
boro, aluminio, hidrogénio mais aluminio, teor de matéria organica e granulometria. As plantas
sdo capazes de absorver nutrientes em formas idnicas dissolvida na fase aquosa que compde o
solo, assim, para que a planta absorva o nutriente pela raiz, precisa primeiramente transportar
ele até superficie radicular, onde a disponibilidade do nutriente e o fator transporte depende dos
aspectos do solo que afetam a mobilidade de ions (FURTINI NETO et al., 2001).

O pH é um indice que fornece o grau de acidez ou alcalinidade do solo, trata-se de um
indice que no caso dos solos é utilizado como indicativo das condicGes gerais de fertilidade
(VILLAR, 2007). De acordo Alvarez, Guimardes e Ribeiro (1999) ha duas classificacdes no
que se refere ao pH, a primeira € a classificagdo quimica, em que os pontos A, B e D tem uma
acidez média, enquanto que o ponto C (um dos pontos de Acari) possui uma alcalinidade
elevada e a classificagdo agronémica, em que os pontos A e D tem um bom parametro de pH,
diferente dos pontos B e C que tem pH baixo e alto respectivamente. Vale acrescentar que, por
mais que o pH do solo na faixa de 6 e 7 contribuam para uma maior disponibilidade de
nutrientes na planta, esse parametro varia muito entre os solos (FURTINI NETO et al., 2001).

Furtini Neto (2001) descreveu os parametros considerados como referéncia para analise
do solo onde foram comparados com alguns parametros dos nossos resultados. Em Jardim do
Seridd, o ponto A tem a concentracdo de magnésio, manganés, ferro e potéassio considerada
Otima, enquanto que o célcio e 0 zinco com uma concentracdo mediana, € 0 cobre em
concentracdo muito baixa. Ja o ponto D tem um solo com magnésio e potassio em
concentragdes dentro dos pardmetros considerados bons, o calcio em concentragcbes medianas,
0 zinco esta presente em altas concentracdes e 0 cobre esta presente em concentragdes muito
baixas neste solo. Em Acari, no que se refere ao ponto B, o solo possui magnésio, zinco e
pot&ssio em uma concentragdo 6tima, considerada “muito boa”, o calcio mediano, 0 manganés
e o ferro esta no solo em concentra¢fes muito altas, o cobre em concentra¢Ges muito baixas e
o aluminio presente exclusivamente neste ponto. O ponto C tem concentracdo de magnésio,
calcio e potéassio considerada “muito boa”, manganés tem uma concentracdo mediana, zinco e

ferro baixas concentragdes, cobre muito baixo e cadmio é exclusivo do ponto.
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Considerando que ndo foi possivel estabelecer uma correlacdo entre caracteristicas do
solo e os demais resultados de transcritos, proteinas e metabolitos, verifica-se apenas um carater

descritivo desses dados.

5.2 Anélise do perfil metabdlico

Os alcaloides de Erythrina apresentam uma diversidade estrutural principalmente em
relagdo a sua porgdo central, permitindo a classificacdo entre as classes de lactona, dienoide e
alcenoide. A diversidade molecular €é atribuida aos padrées de substituicdo de maneira especial
em relagdo a posicdo dos substituintes classicos: OH, CH3, CH3O e residuos de glicosil. Essas
diferencas estruturais discretas ndo refletem em diferencas significativas no perfil de
fragmentacdo, o que significa que o espectro de massa entre isdmeros de posicdo ou com
diferenga na posicdo de um residuo CH3O, por exemplo, pode gerar o mesmo perfil de
fragmentacdo e, consequentemente, a elucidagdo estrutural inequivoca é prejudicada. Além
disso, a molécula ionizada, protonada ou na forma de aduto estava ausente em alguns alcaloides
e dificultou a identificacdo, bem como um ndmero escasso de fragmentos gerado em alguns
metabolitos. Mesmo com essas limitagGes, a analise dos dados de MS/MS permitiu sugerir
alguns candidatos a identidade molecular dos alcaloides de Erythrina velutina.

Mediante a estratégia analitica de HR-LC-MS/MS (high resolution), os resultados foram
obtidos utilizando o banco de dados espectral GNPS (Rede Natural Molecular Social Global) e
uma biblioteca complementar construida manualmente com dados espectrais (MS/MS) de
quase todos os metabdlitos descritos anteriormente para o género Erythrina, sendo ambos
utilizados para comparacdo espectral, a fim de sugerir uma identidade quimica para o0s
alcaloides analisados.

Os resultados revelaram a presenca de alcaloides eritrinicos das duas classes relatadas
na literatura (dienoide e alcenoide, mas ndo lactona), tanto em folhas como em sementes por
redes moleculares (Figura 7C) compreendendo 42 alcaloides: 25 (59 %) foram anotados e 17
(41 %) foram ndo anotados. No total dos 25 alcaloides anotados alguns deles possuem mais de
uma possibilidade estrutural, porque identificamos os substituintes, mas ndo o padrdo de
substituicdo (detalhes na figura 8 e 9 e Tabela S1 e S2 do anexo ).

As redes moleculares (molecular networking) constituem novas abordagens na qual os
dados da espectrometria de massas sdo agrupados baseados no padrdo de fragmentagéo,
formando familias de moléculas e contribuindo na identificacdo do perfil quimico. De acordo

com nossos resultados e pela semelhanca estrutural, foi gerado dois clusters, um representando
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os alcaloides principalmente da classe dienoide e outro cluster com alcaloides principalmente
da classe alcenoide, selecionados e inserido em cada rede de acordo com o padrdo de
fragmentacdo (Tabela S8).

Entre os alcaloides anotados propostos, 8 estdo em ambos as partes vegetais da planta,
8 sdo exclusivos de sementes e 9 exclusivos de folhas. A descri¢do estrutural e a indicagdo em
qual parte da planta (de acordo com m/z o tempo de retencdo — RT) o alcaloide pode ser
visualizado na rede molecular e material suplementar. Entre os alcaloides ndo anotados, 4 séo
exclusivos de folhas, 6 exclusivos de sementes e 7 estdo presente em ambas as estruturas
vegetais (figura 7A).
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Figura 7 — Distribuicdo dos alcaloides e rede Molecular MS/MS obtido a partir de extratos bruto de Erythrina velutina
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Conforme apresentado, foram identificadas 10 estruturas anotadas (1-10 — Tabela S1)
com esqueleto quimico dos alcaloides principalmente da classe dienoide no cluster 1 e 15
moléculas anotadas (11-25 — Tabela S1) com estrutura principalmente da classe alcenoide no
cluster 2.

Algumas caracteristicas gerais dos alcaldides anotados podem ser destacadas em relacdo
a estrutura e distribuicdo de o6rgdos. Alcaldides exclusivos da semente apresentaram
substituintes hidroxila em C3, C11 e, em menor grau, em C2, enquanto C3 também poderia
apresentar uma O-metilagédo (ver numeracéo na Figura 7C). Diversas moléculas apresentaram-
se glicosiladas (ver material suplementar do anexo I), no total foram identificadas sete sugestdes
de alcaloides ligados a carboidratos, foram eles: (11), (12), (15), (19), (20), (21), e (22), e apenas
os alcaloides do cluster 2 tém suas formas glicosiladas, curiosamente, esse fato ocorre de forma
muito mais abundante em semente que em folhas, e, até onde sabemos, a estrutura proposta é
inédita. Os residuos de glicosil frequentemente estavam ligados em C15 e C16; caso contrario,
essas posicdes poderiam estar envolvidas em uma ponte metilenodioxi (R-O-CH2-O-R).

Alcal6ides encontrados e anotados apenas nas folhas compartilham a caracteristica de
O-metilacdo em C3, e a forma oxidada (C = O) é predominante em C11 e, em menor extensao,
em C2. Nos alcal6ides compartilhados por ambos os 0rgaos, as principais caracteristicas
incluiam a predominancia de OH em C2, um padrdo de O-metilacdo em C3, enquanto C15 e

C16 estavam principalmente envolvidos em um anel metilenodioxi.
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Figura 8 - Caracteristicas quimicas estruturais dos alcaloides do cluster 1 identificados em amostras de folhas e sementes com anélise de LC-MS/MS
(modo de ionizacéo positiva para amostras de sementes e folhas de Erythrina velutina)

/ Cluster 1 \

Subclasse dienoide

Fonte: elaborado pelo autor (2020).
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Figura 9 - Caracteristicas quimicas estruturais dos alcaloides do cluster 2 identificados em amostras de folhas e sementes com analise de LC-MS/MS (modo de ionizagéo

positiva para amostras de sementes e folhas de Erythrina velutina)

/ Cluster 2
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Fonte: elaborado pelo autor (2020).
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A produgdo de metabdlitos secundéarios é resultado de complexas interages entre
biossintese, transporte, armazenamento e degradacdo. Alcaloides sdo frequentemente
acumulados em partes especificos de plantas medicinais. Embora se saiba que alguns alcaloides
sdo transportados das partes de origem para esses partes especificas, pouco se sabe sobre como
os alcaloides séo transportados por meio das membranas e, por fim, se acumulam em organelas
como o vacuolo do parte coletor (N. SHITAN; K. YAZAKI, 2007).

Entender o fluxo metabdlico é um conhecimento extremamente importante no que diz
respeito para incrementar estratégias para aumento de producao de alcaloides. Até 0 momento
ndo ha informagdes acerca de caminhos ou padrdo de translocacgéo de alcaloides eritrinicos em
estruturas vegetais, entretanto, estudos relatam que alcaloides pode ser acumulados em
vacuolos, como os alcaloides inddlicos terpendides em Catharanthus roseus (CARQUEIJEIRO
et al., 2013) utilizando um sistema antiportal de prétons especifico; alcaloides
da espécie Nicotiana (MORITA et al 2009), com acumulacdo induzida por jasmonato 1 (Nt-
JAT1), atuando como transportador secundario, e, em destaque alcaloides benzilisoquinolinicos
em Coptis japonica (OTANI et al., 2005) translocando alcaloides como a beberina mediante o
transportador CjMDR1 da raiz para o rizoma, sendo armazenados em vacuolos.

Dessa maneira, acreditamos que apos biossintese tanto em folhas como em sementes,
os alcaloides eritrinicos identificados s&o translocados entre as estruturas vegetais e podem ter
como alvo final da acumulagéo em estruturas vacuolares, sobretudo os alcaloides identificados
como glicosilados, visto que os vacuolos também estdo relacionados principalmente com
reservas de moléculas polares. Ainda com relacdo aos alcaloides ligados a porcdo glicosil,
acreditamos que no momento pode se estabelecer duas hip6teses diante os resultados obtidos
até aqui: ha uma maior disponibilidade de proteinas que realizem rea¢des de glicosilagdo nas
sementes do que em folhas, dado que 100% dos metabdlitos glicosilados identificados e
anotados estavam presente nessa estrutura (1); ou ha disponibilidade enzimética de forma
similar de proteinas que incorporam o grupamento glicosil entre folhas e sementes, entretanto,
em momentos adversos em que a planta precise como forma de protecdo ativar mecanismos de
defesa (que pode dar-se por vérios estimulos diferentes) e que precisa da translocacdo dos
alcaloides de sementes para folha neste momento pode perder o grupamento glicosil por reagoes
quimicas enzimaticas ainda ndo estabelecidas (2).

Nenhuma proteina transportadora ou que realize reac6es de glicosilacao foram relatadas
até 0 momento para a espécie Erythrina velutina. Portanto, o préximo passo consiste em
investiga-las para desvendar como se da o mecanismo de transporte dos alcaloides eritrinicos

entre folhas e sementes, bem como um estudo mais detalhado acerca da localizagéo intracelular
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dos metabolitos, identificando marcadores que possam contribuir para o aumento do fluxo de
alcaloides.

A analise do cromatograma pela técnica HR-LC-MS/MS revela um perfil de
homogeneidade entre as amostras de extratos de sementes (pooll-pool4 - figura 9A) e entre as
amostras dos extratos de folha (pool5-pool8 — figura 9B), sugerindo o mesmo perfil qualitativo
de alcaloides entre as 4 amostras de cada estrutura vegetal e em cada triplicata (figura 9C).

Por exemplo, no cromatograma em todos os pools de sementes (1-4) as substancias
majoritarias foram os picos correspondente aos tempo de retencdo de 1 a 10 min, destes,
identificamos alcaloides da classe dienoide/alcenoide entre 1.38 a 8.25 min, enquanto que 0s
alcaloides da classe lactona em sementes anotados estiveram entre os tempo de retencdo que
variava de 5.8 a 13,66 min. No que se refere a folhas, a analise do cromatograma revelou em
todos os pools (5-8) que as substancias majoritarias foram representadas nos picos
correspondente aos tempo de retencdo de 5 a 10 min, destes, identificamos alcaloides da classe
dienoide/alcenoide entre 2.44 a 8.25 min, enquanto que os alcaloides da classe lactona em
folhas anotados estiveram entre os tempo de retencdo que variava de 3.92 a 13,66 min.

Desse modo, os dados da espectrometria de massa obtido neste estudo indicam a
deteccdo de 42 alcaloides, os quais em sua maioria foram identificados e anotados. Observou-
se também o perfil homogéneo entre as triplicatas das 4 amostras folhas e entre as triplicatas
das 4 amostras sementes, 0s quais continham substancias majoritarias e minoritarias. As etapas
seguintes desse estudo baseiam-se em identificar os alcaloides que foram ndo anotados, bem

como determinar estruturas quimicas mais precisa com o auxilio de técnicas complementares.



Figura 10 - Cromatograma dos extratos brutos de folhas e sementes de Erythrina velutina
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Em A representa o cromatograma dos quatros pools de sementes; em B representa o cromatograma dos 4
pools de folhas; em C — cromatograma do pooll ao pool8, onde A/B/C representa a triplicada de cada ponto
de coleta (pool); eixo X representa o tempo de retencdo em minutos durante a analise e 0 eixo Y corresponde
a intensidade relativa de cada amostra (em 7A e 7B) e identificacdo da amostra (em 7C).

Entre um grande nimero de metabdlitos secundéarios das plantas, os alcaloides s&o um

dos grupos mais importantes devido as suas atividades bioldgicas marcantes e divergentes e

alguns sdo aplicados para uso clinico. Cerca de 20 % das espécies vegetais acumulam
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alcaloides, no entanto, ocorrem em muitas classes de organismos vivos como compostos
naturais diversos, abundantes em namero e forma (FACCHINI, 2001).

Curiosamente, os alcaloides isolados das folhas de Cocculus laurifolius: cocculinina,
isococculinina e coccudinona sdo referidos como alcaloides eritrinicos incomuns da ordem
Ranunculales e da familia Menispermaceae. Esses alcaloides exibem certa
estereoespecificidade para o precursor (S)-norprotosinomenina (BHAKUNI; JAIN, 1980;
BHAKUNI; SINGH, 1978), demonstrando que Barton et al (1968) ndo estava totalmente
equivocado no que se refere aos percussores dos alcaloides, que embora taxonomicamente
distantes, eles compartilham varias caracteristicas estruturais com os alcaldides Erythrina da
familia Fabaceae, dessa forma, existem vérias lacunas a serem preenchidas e, neste estudo,
tentamos contribuir para o conhecimento sobre a espiroamina tetraciclica BIA.

Aqui propomos a via de biossintese de alcaloides encontrados no género Erythrina,
tendo como um dos precursores a noramurina e ndo (S)-norprotosinomenina. Assim, propomos
uma segunda rota biossintética para a formacdo de alcaloides coculinicos, o que nos leva a
intensificar a importancia da contribuicdo da quimiotaxonomia e a intensificar a investigacédo
desses alcaloides peculiares por ferramentas moleculares.

Os resultados obtidos com E. velutina indicam que folhas e sementes séo produtores de
alcaloides, no entanto, 0s mecanismos que regulam o armazenamento deles ainda s&o

desconhecidos.
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5.3 Andlise do transcriptoma
5.3.1 Montagem de novo do transcriptoma

Apo6s o sequenciamento das bibliotecas de cDNA, os arquivos FastQC foram gerados
para realizacdo da andlise no Cluster Computacional do Ndcleo de processamento de alto
desempenho (NPAD) da UFRN. Inicialmente, foi realizada a remo¢do do RNAr usando o
software SortMeRNA (v2.1) para todas as leituras que combinam os fios Forward (R1) e
Reverse (R2). Essa etapa foi necessaria porque a auséncia de RNAr pode melhorar a qualidade
das leituras. Montamos o transcriptoma e obtivemos sequéncias de alta qualidade (pooll -
27.465.395; pool2 - 34.199.767; pool3 - 20.856.947; pool4 - 31.730.471; pool5 - 30.967.679;
pool6 - 28.741.073; pool7 - 26.473.356; pool8 - 42.558.990). Em todos os pools, essas leituras
tém pares de bases com 20 ou mais escores de qualidade e as leituras tém uma pontuacdo média
de Phred acima de 33.0s escores médios de qualidade por sequéncia e a qualidade média por
base podem ser visualizados na tabela 3, onde inclui o numero de leituras brutas antes e depois

de montar as sequéncias das amostras de folhas e sementes de Erythrina velutina.
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Tabela 3 - Viséo geral da analise e montagem do transcriptoma

A B C D A B C D

Localizacéo

Sequencias

Ndmero de reads 38,517,758 45,536,735 34,385,125 50,105,977 42,873,185 43,766,448 38,583,198 57,391,786
Reads de alta qualidade 27,465,395 34,199,767 20,856,947 31,730,471 30,967,679 28,741,073 26,473,356 42,558,990
Tamanho das leituras (pb) 21-151 21-151 21-151 21-151 21-151 21-151 21-151 21-151
Tamanho médio das leituras (pb) 100 101 101 99 101 102 101 101
Contigs

NUmero de contigs 71,747 91,072 68,050 68,804 88,190 93,207 87,819 95,089
Tamanho médio dos contigs (pb)* 1088.18 1102,95 984,88 871,50 1101.2 1096,8 1036,68  1085,99
N50 (pb)** 1606 1700 1535 1370 1683 1697 1596 1648

Cada pool corresponde a um tipo de amostra (sementes ou folhas) de 3 individuos agrupados, localizados em um ponto especifico de coleta. No ponto A (pool 1 - sementes /
pool 5 - Folhas); B (pool 2 - sementes / pool 6- folhas); C (pool 3 - sementes / pool 7 - folhas); D (pool 4 - sementes / pool 8§ - folhas). A e B correspondem aos municipios de
Acari- RN e C e D aos municipios de Jardim do Seridd — RN. Asterisco (*): tamanho médio das sequencias montadas ap6s sobreposi¢ao dos reads; (**): mediana do comprimento
das montagens apds formacdo dos contigs. Fonte: elaborado pelo autor (2020).
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Para fornecer medidas quantitativas sobre a avaliacdo da montagem do
transcriptoma foi utilizado o software BUSCOV3. Os resultados dos diferentes pools que
construimos a partir de nossos dados usando o software Trinity sdo mostrados na Figura
11. A Figura 11A mostra os resultados da avaliacao de bibliotecas individuais em relacao
a comparacédo entre nossos transcritos e a figura 11B mostra o resultado das bibliotecas
combinadas por partes (sementes e folhas), bem como uma representagéo do total de
transcritos analisados (sementes e folhas como um transcriptoma global).

Figura 11 - Resultado da avaliagdo do BUSCOv3
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A: Resultados da avaliagdo BUSCO para bibliotecas individuais de cDNA em relacdo a
comparagao entre nossos transcritos em um banco de dados de genes ortélogo de outras
espécies vegetais. As amostras nomeadas como pool 1 a pool 4 sdo de bibliotecas
individuais de sementes de Erythrina velutina. Amostras nomeadas como pool 5 a pool 8
sdo das bibliotecas individuais de folhas. B: Resultados da avaliagdo BUSCO para
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bibliotecas combinadas - Transcri¢fes de todas as amostras de Erythrina velutina (pool 1
a 8) representadas juntas e transcriges representada de forma combinada de folha (pool5
a pool8 juntas) e sementes (pool5 a pool8 juntas). Eixo X: representa as bibliotecas de
cDNA (individual ou combinada); Eixo Y: representa a porcentagem de sequencias
completas, fragmentadas e perdidas em nossas andlises. Fonte: elaborado pelo autor
(2020).

Como resultado, verificou-se a presenca de 1.440 ort6logos no conjunto de dados
apos montagem dos dados de sequenciamento em folhas e sementes de Erythrina
velutina.

No que se refere a bibliotecas representadas individualmente (figura 11A) de
semente, pelo menos 60 % dos ortdlogos eram sequencias completas, seja de copia Unica
ou duplicada (pooll — 68 %; pool2 — 68 %; pool3 — 60 %; pool4d — 50 %), as sequencias
ortologas fragmentadas representaram 8 %, 8 %, 12 % e 14 % para o pooll, pool2, pool3,
e pool4 respectivamente, enquanto que as sequencias que foram perdidas foram 22 %,
23 %, 28 % e 35 % para 0 pooll, pool2, pool3, e pool4. Ainda a respeito das bibliotecas
representadas individualmente e no que trata de amostras de folhas, pelo menos 83 % dos
ortdlogos eram sequencias completas, seja de copia Unica ou duplicada (pool5 — 85 %j;
pool6 — 86 %; pool7 — 83 %,; pool8 — 85 %), as sequencias ortélogas fragmentadas
representaram 4 %, 4 %, 5 % e 4 % para o pool5, poo6, pool7, e pool8 respectivamente,
enquanto que as sequéncias que foram perdidas foram 10 %, 8 %, 11 % e 10 % para o
pool5, pool6, pool7, e pool8. Os resultados das bibliotecas representadas de forma
combinada (figura 9B) indicam que em folhas (pooll a pool4 agregado) 90 % das
sequéncias eram completas, 5 % fragmentada e 6 % das sequéncias foram perdidas. Ja
em sementes (pool5 a pool8 agregado), 79 % das sequéncias eram completas, 7 %
fragmentada e 13 % das sequéncias foram perdidas. Quando analisamos a representacao
total dos transcritos (sementes e folhas como um transcriptoma global) 88 % das
sequéncias eram completas, 5 % fragmentada e 6 % das sequéncias foram perdidas.

De modo geral, obtivemos sequéncias de altas qualidade tanto em folhas como
em sementes (figura 11B), pois grande parte delas eram sequéncias completas ou de copia
Unica, e poucas sequéncias perdidas. Embora note-se uma perda maior de sequéncias nas
sementes, todas as amostras de sementes e folhas (pooll-pool8) estavam dentro dos
critérios de integridade (qualidade) de RNAm e bibliotecas de cDNA.

O software Bowtie2 também foi utilizado como uma ferramenta para alinhar as
leituras de sequenciamento com sequéncias de referéncia longas para validar as

montagens geradas até 0 momento (tabela S5 no material suplementar do anexo I). Com
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esta etapa, foi possivel avaliar a porcentagem de leituras emparelhadas realizadas para
formar os contigs e, portanto, a montagem final para uma melhor avaliagéo. Os resultados
indicam uma taxa interessante de utilizacdo das leituras limpas e de alta qualidade do

alinhamento e montagem.

5.3.2 Proposta de via de producéo dos alcaloides eritrinicos
5.3.2.1 Plantas produtoras de BIAS consideradas como referéncia para este

estudo

O avanco das ferramentas “Omicas” ajudou a investigar como as plantas se
comportam ou como respondem em determinadas situa¢des quando estimuladas, ajudam
a entender melhor as vias de sinalizacdo e a producdo do metabolismo primario e,
principalmente, o metabolismo especial ou secundario. No entanto, essas analises em
organismos ndo modelo, como a espécie desse trabalho, se tornam um desafio devido a
falta de informac0es prévias em nivel de genes e a nivel molecular das espécies do género
Erythrina, além de fatores que podem afetar a montagem de novo e a dificuldade da
anotacédo funcional (STEIN, 2001; TAQUARY, 2017). Desde o0s primeiros genomas tem
sido dificil analisar dados separadamente dos organismos, e muitas respostas foram
respondidas por meio de anélises comparativas e evolutivas (PROSDOCIMI E
MOREIRA, 2015).

A anélise comparativa baseada na similaridade de genes e proteinas de plantas
produtoras de alcaloides benzilisoquinolinicos (BIAs) bem descrita na literatura e em
bancos de dados é uma abordagem poderosa para identificar genes e associa-los a uma
funcdo especifica (HENINNG et al., 2009), especialmente no que diz respeito a
contribuicdo para a quimiotaxonomia, onde os alcaloides desta classe exercem forte
influéncia, pois além de possuir precursores em comum, compartilham intermediarios
com esqueleto quimico semelhante, o que nos leva a refletir ainda mais sobre a ideia de
genes compartilhados ou conservados entre as espécies de uma maneira estabelecida
principalmente pela cobertura, identidade e e-value.

Possiveis genes e proteinas foram indicados em Erythrina velutina como fortes
candidatos a participacdo na producdo de alcaloides, baseados principalmente em
organismos que consideramos como referéncia neste estudo que também produzem

alcaloides derivados da fenilalanina e tirosina: Papaver somniferum e Eschscholzia
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californica (BEAUDOIN; FACCHINI, 2014, 2014; IKEZAWA, IWASA, SATO 2007),
identificados no banco de dados Swissprot (BLASTX).

5.3.2.2 Provaveis genes e proteinas envolvidos na biossintese de alcaloides

eritrinicos

As ferramentas modernas para o sequenciamento de RNA de 22 geracdo e a
identificacdo de proteinas juntamente com perfil de metabodlitos lidam com grandes
quantidades de dados e integram procedimentos computacionais com dados analiticos.
Tecnologias como o sequenciador Illumina e estratégias de LC-MS/MS ja foram usadas
em plantas ndo-modelo (EOM; NA, 2019; FU et al., 2019; HAGEL et al., 2015) e sdo
importantes porque podem ajudar na descoberta de genes e metabolitos alvos.

Apo6s o sequenciamento, com objetivo de ter maior confiabilidade dos dados, as
oito bibliotecas de cDNA de Erythrina velutina foram submetidas a duas analises: a
primeira contra 0 banco INTERPRO, uma plataforma de acesso a familias e dominios
proteicos que integra informacdes de varios bancos de dados. Esse tipo de anélise ajudou
na identificacdo de regides funcionais por dominio que pode ser usada para melhor
caracterizagdo funcional/estrutural e isso se torna um fator importante na busca de
sequéncias mais especificas, como a via da biossintese dos alcaloides.

Com relacdo a essa primeira analise obteve-se 690.879 transcritos no pooll;
831.703 transcritos no pool2; 625.170 transcritos no pool3; 601.449 transcritos no pool4;
878.714 transcritos no pool5; 879.618 transcritos no pool6; 828.667 transcritos no pool7
e 914.821 transcritos no pool8, além de 1.956.400 transcritos diferentes entre os oito pools
citados que foram anotados com praticamente todos o0s tipos de dominios proteicos.

Ainda a respeito, foi realizada uma etapa adicional para selecdo de dominios
especificos correspondentes aos transcritos candidatos a participarem na via de alcaloides
manualmente. Essa busca se deu por meio de pesquisas em banco de dados e informacoes
da literatura. Ao total, foram selecionados 17 transcritos candidatos a rota de biossintese
presentes em outras espécies que produzem alcaloides isoquinolinicos juntamente com
todos os seus respectivos dominios funcionais. S&o eles, respectivamente: 1: TYROSINE
AMINOTRANSFERASE (TAT) -  AMINOTRANSFERASE, PYRDXLP-
DEP_TRFASE; 2: TYROSINE/DOPA DECARBOXYLASE (TYDC) -
AROMATIC_DEC, PYRDXLP-DEP_TRFASE; 3: S-NORCOCLAURINE
SYNTHASE (NCS) - BET_V_I/MLP, START-LIKE_DOM_ SF; 4: (RS)-
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NORCOCLAURINE 6-O-METHYLTRANSFERASE (60OMT) E 5: (R,9)-
RETICULINE 7-O-METHYLTRANSFERASE (70OMT) - O-METRFASE_COMT,
PLANT_METRFASE_DIMERISATION, = SAM-DEPENDENT_MTASES, WH-
LIKE_DNA-BD_SF, WH_DNA-BD_SF; 6: (S)-N-METHYLCOCLAURINE 3'-
HYDROXYLASE ISOZYME (CYP80B3) - CYT_P450, CYT_P450_E_GRP-I,
CYT_P450_SF; 7 3'-HYDROXY-N-METHYL-(S)-COCLAURINE 4'-0O-
METHYLTRANSFERASE (40MT) - O-METRFASE_COMT,
PLANT_METRFASE_DIMERISATION,  SAM-DEPENDENT_MTASES, WH-
LIKE_DNA-BD_SF, WH_DNA-BD_SF; 8: NORBELLADINE 4'-0O-
METHYLTRANSFERASE (N4OMT) - SAM-DEPENDENT_MTASES; 9: (S)-

COCLAURINE N-METHYLTRANSFERASE (CNMT) - SAM-
DEPENDENT _MTASES; 10: RETICULINE OXIDASE (BBE) — BBE, FAD-
BD_PCMH, FAD-BD_PCMH-LIKE_SF, OXID_FAD_BIND N,

OXY_OXRDTASE_FAD_BS; 11: SALUTARIDINE SYNTHASE (CYP719B1) E 12:
(S)-STYLOPINE SYNTHASE (CYP719A2) CYT_P450, CYT_P450 E_GRP-I,
CYT_P450_SF; 13: SALUTARIDINE REDUCTASE (SALR) - NAD(P)-BD_DOM_SF,
SDR_FAM; 14: SALUTARIDINOL 7-O-ACETYLTRANSFERASE (SALAT) - CAT-
LIKE_DOM_SF, TRANSFERASE; 15: THEBAINE 6-O-DEMETHYLASE (T60DM)
- DIOX_N, IPNS-LIKE, OXOGLU/FE-DEP_DIOXYGENASE; 16: NADPH-
DEPENDENT CODEINONE REDUCTASE (COR) - ALDO/KET_REDUCTASE_CS,
NADP_OXRDTASE_DOM; 17: SANGUINARINE REDUCTASE (SARED) - NAD(P)-
BD_DOM, NAD(P)-BD_DOM_SF.

Posteriormente, foi feita a busca manual dos dominios selecionados frente ao
conjunto de dados do transcriptoma anotado. Foram anotados 13.426 transcritos em
sementes que possuiam dominios cataliticos especificos selecionados (dominios citados
anteriormente) e 18.373 transcritos anotados em folhas. Os provaveis transcritos
correspondentes a metiltransferases (OMT), redutases (SALR) e citocromo Passo (CYP450)
foram os mais abundantes em ambas as partes vegetais, ou seja, foram as classes de
dominios funcionais com maior quantidade de transcritos correspondentes. Mais

informac0es estdo na figura 12.
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Figura 12 - Quantidade de transcrito baseado em dominio e sua respectiva proteina
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Provavel transcrito de acordo com seus domino

Os dominios sdo uma parte da cadeia polipeptidica que pode de enovelar independentemente para formar
uma estrutura compacta e estavel. Apo6s anotacéo de todos os transcritos identificados em nosso conjunto
de dados do transcriptoma total foi realizado a busca de transcritos com dominios selecionados e poderia
ter envolvimento com a rota de biossintese. Circulos vermelhos e asterisco verde indicam ndmero de
provaveis sequéncias baseada em dominio e sua respectiva proteina em sementes e folhas, respectivamente;
Eixo X: quantidade de transcrito identificado de acordo com o dominio funcional selecionado; eixo Y:
provavel transcrito identificado. Fonte: elaborado pelo autor (2020).

Com os transcritos anotados com base em seu dominio especificos, realizamos
uma segunda anélise de identificacdo que consistia em uma analise local via BLASTX
usando como parametros de no minimo 50 % de cobertura e 10° de e-value frente ao
banco de dados SWISS-PROT.

A andlise BLASTx mostrou que a maioria dos transcritos apresentou similaridade
com genes conhecidos no banco de dados e com sequéncias especificas de espécies
consideradas referéncia deste estudo. Isso foi possivel devido a analise adicional mais
detalhada dos dominios funcionais, o que foi importante na identificacdo dos genes que
poderiam potencialmente estar envolvidos na biossintese de BIAs. Como resultado e de
acordo com a analise mais detalhada manualmente da sequéncia, foram selecionados 0s
transcritos: TYDC, CNMT, BBE, SALR, T60ODM e COR com no minimo 50% de
identidade; NCS, CYP719, CYP80B, 40MT, 60MT e 7OMT com pelo menos 30% de
identidade; TAT com 55%; SALAT com 40% e SARED com 65% (tabela 4).
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Tabela 4 - Transcritos e seus respectivos
valores de identidade identificados por

BLASTX
Provavel transcrito Identidade
(minimo)
TAT 55 %
TYDC 50 %
NCS 30%
CYp 30%
OoOMT 30%
CNMT 50 %
BBE 50 %
SALR 50 %
SALAT 40 %
T60DM 50 %
COR 50 %
SARED 65 %

De acordo com a International Union of Biochemistry and Molecular Biology
(lUBMB), a classificagdo por nomenclatura enzimética (cédigo EC - Enzyme
Commission number) é baseada apenas na reacdo catalisada distribuidas em seis classes
e cada uma das classes esta vinculada a uma categoria dividida em subclasses. As seis
classes sdo: oxidorredutases (EC 1); transferases (EC 2); hidrolases (EC 3); liases (EC 4);
isomerases (EC 5) e ligases (EC 6). De acordo com nossos achados, identificamos

transcritos referentes as classes EC1, EC 2 e EC 4 (tabela 5).

Tabela 5 - Transcritos identificados de acordo com o n® EC


https://www.qmul.ac.uk/sbcs/iubmb/enzyme/index.html#class
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Nomenclatura enzimatica (EC) | Provavel transcrito
EC1 - oxidorredutases COR
SALR
CYP80B3
CYP719B1
CYP719A2
T60ODM
BBE
SARED
EC2 - transferases 6-OMT
7-OMT
4-OMT
CNMT
TAT
SALAT
EC4 - liases TYDC
NCS

Fonte: elaborado pelo autor (2020).

As reacOes bioquimicas nas quais elétrons sdo transferidos de uma molécula para
outra sdo catalisadas por uma grande variedade de enzimas denominadas oxidoredutases
ou enzimas redox (DIXON AND WEBB, 1979). Para realizar essas reacOes, as
oxidoredutases costumam utilizar cofatores orgénicos, no entanto, h4 algumas reaces em
que as enzimas ndo requerem quaisquer cofatores adicionais e, além disso, é considerada
uma das classes enzimaticas bastante importante no que se refere ao setor biotecnolégico
(CIRINO; ARNOLD, 2002; ELLIS, 2002; IMHOFF et al., 2003; TORRES PAZMINO
etal., 2010). Para a oxirreducdo oito transcritos candidatos da rota de biossintese que tem
correspondéncia dessa classe enzimatica, foram eles: COR (EC 1.1.1.247) e SALR (EC
1.1.1.248), onde segundo a IUBMB os codigos EC 1.1.1 sdo enzimas de atuagao no grupo
de doadores CH-OH com NAD *ou NADP "como aceitador. A CYP80B3 (EC
1.14.14.102), CYP719B1 (EC 1.14.19.67), CYP719A2 (EC 1.14.19.64) e a T60DM
(1.14.11.3) atuando em doadores emparelhados com incorporacao ou reducdo de oxigénio
molecular. A BBE (EC 1.21.3.3) agindo sobre a reacdo XH + YH = XY com oxigénio
como aceitador e a SARED (EC 1.3.1.107) atuando no grupo de doadores CH-CH com
NAD * ou NADP * como aceitador.
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No que se refere a classe EC 2, as transferases sdo enzimas que catalisam reagdes
de transferéncia de grupos funcionais e séo subdivididas em 10 subcategorias mais amplas
(DAVID E NELSON, 2008). Com relagdo & nomenclatura EC 2 foram encontrados seis
possiveis transcritos com correspondéncia enzimatica a aminotransferase, O-
metiltransferase e N-metiltransferase, sdo elas: 6-OMT (EC 2.1.1.128), 7-OMT - (EC
2.1.1.291), 4-OMT (EC 2.1.1.116) e CNMT (EC 2.1.1.140), transferindo grupos O ou N
de um carbono. A TAT (EC 2.6.1.5), que transfere grupos nitrogenados, e a SALAT (EC
2.3.1.150) sao aciltransferases envolvidas com grupos de transferéncia que nao sejam
grupos amino-acil.

Com relagdo a terceira e Gltima classe identificada estd a nomenclatura EC 4,
classe inserida as enzimas liases. Esse grupo de enzimas catalisa a quebra de ligacéo
quimica ao invés de hidrélise ou oxidacdo para gerar uma nova ligacdo dupla ou uma
nova estrutura ciclica (SHI et al., 2015). Foram identificados a TYDC (EC 4.1.1.25) e a
NCS (EC 4.2.1.78) nesse grupo.

A via de biossintese dos alcaloides da classe benzilisoquinolinicos é iniciada pelos
aminoacidos aromaticos e tem inicio com a descarboxilacdo e transaminacédo da tirosina
pela TIROSINA/DOPA DESCARBOXILASE (TYDC) e tirosina
AMINOTRANSFERASE (TAT), seguido de condensacdo de dois derivados da L-
tirosina:  4-hidroxifenilacetaldeido  (4-HPAA) e dopamina, catalisada pela
NORCOCLAURINA SINTASE (NCS) que produz (S)-norcoclaurina (LEE; FACCHINI,
2010; LISCOMBE et al., 2005) (figura 13).

Figura 13 - Primeiras etapas da biossintese dos alcaloides eritrinicos

Fenilalanina

Tirosina
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Abreviagbes: TYDC, TYROSINE/DOPA DECARBOXYLASE; TAT, TYROSINE
AMINOTRANSFERASE; NCS, NORCOCLAURINE SYNTHASE; 60MT, (S)-
NORCOCLAURINE 6-O-METHYLTRANSFERASE; 70MT, (R,S)-RETICULINE 7-O-
METHYLTRANSFERASE; CYP80B3, (S)-N-METHYLCOCLAURINE 3-
HYDROXYLASE; Os transcritos consideradas possiveis isoformas foram identificadas e
nomeadas como "like". P1-p4: transcritos expressos em sementes e p5-p6: transcritos
expressos em folhas. Transcritos em azul foram encontrados em nosso transcriptoma. Fonte:
elaborado pelo autor (2020).

As sequéncias dos transcritos correspondentes a essas enzimas envolvidas nos
primeiros passos na formacao dos alcaloides benzilisoquinolinicos (TYDC e NCS) foram
mais abundantes nas folhas do que nas sementes. Tomando como exemplo, 0s transcritos
que codificam a NCS (NORCOCLAURINA SINTASE) estdo ausentes nas sementes e
presentes nos quatro pools de amostras de folhas. As leituras de sequéncia dos transcritos
TYDC estdo presentes em um pool de sementes e em todos os pools das folhas. O
transcrito TAT esta presente em 3 pools em folhas e sementes, entretanto ligeiramente
mais expressa em sementes. O nivel de expressdo de todas as transcri¢es candidatas
dessa rota é mostrado na Figura 13.

Apds essa etapa inicial algumas enzimas ja descritas em outras espécies
principalmente as que realizam reagGes de oxidagdo, reducdo e transferéncia do
grupamento metil podem atuar nas proximas etapas de formagdo dos intermediarios da
via em questdo. A primeira reacdo esta envolvida na metilagdo da (S)-norcoclaurina para

formar (S)-coclaurina, em uma etapa conhecida e catalisada pela (R,S)-
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NORCOCLAURINA 6-O-METILTRANSFERASE (6-OMT) ou (R,S)-RETICULINA 7-
O-METILTRANSFERASE (7-OMT).

No que diz respeito a classe de O-metiltransferases e N-metiltransferases, elas sdo
caracteristicas onipresentes e recorrentes na biossintese de muitos metabolitos
especializados, especialmente plantas produtoras de alcaloides benzilisoquinolinicos
(BIAs) (FACCHINI; MORRIS, 2019). O nivel de expressdo dos transcritos
possivelmente associados a 6-OMT foi maior nas sementes. Esses transcritos estdo
presentes em pelo menos trés pools de sementes e ausentes em pelo menos dois nas folhas.
Em contraste, a 7-OMT esta presente em apenas um pool de amostras em folhas e um de
sementes. A 7-OMT é responsavel por catalisar a transferéncia de um grupo metil para
reticulina e formar laudanina, um alcaloide obtido do 6pio e caracterizado funcionalmente
na biossintese da BIAs. O silenciamento do gene 7-OMT causou repressdo no contetido
total de alcaloides no caule, enquanto que a superexpressao resultou em maior acimulo
de morfina (GURKOK et al., 2016).

Para originar o intermediério (S)-metilnorlaudanosolina a possivel candidata ¢é a
(S)-N-METILCOCLAURINA 3'-HIDROXILASE (CYP80B3). Esta monooxigenase do
citocromo Paso esté presente na papoula do opio e contribui para 0 aumento da biossintese
da morfina. Estudos relatam que a superexpressdo do cDNA do CYP80B3 resultou em
um aumento na quantidade de alcaloides totais BIAs (FRICK; KRAMELL; KUTCHAN,
2007; ZULAK et al., 2009). Os transcritos que codificam as enzimas do citocromo Paso
sdo importantes para contribuir para a diversidade estrutural de moléculas, incluindo
alcaloides. A literatura mostra que principalmente os membros das subfamilias
CYP719A9, CYP719Al11, CYP719A2, CYP719A3, CYP719A1 e CYP80B3 estdo
envolvidos na biossintese da porcdo isoquinolina (FRICK; KRAMELL; KUTCHAN,
2007; IKEZAWA; IWASA; SATO, 2009; HORI et al., 2017). Por ser uma classe
abundante que catalisa rea¢gdes muito especificas em isoformas e subtipos, é apresentado
apenas o nivel de expresséo dos transcritos da CYP80B que podem estar potencialmente
envolvidos na rota de biossintese proposta, com base na analise comparativa de
similaridade da sequéncia.

Todos os transcritos que codificam a (S)-N-METHYLCOCLAURINE 3'-
HYDROXYLASE obtiveram alta expressdo em folhas e sementes, indicando que na
porc¢éo intermediaria da rota em questao, possivelmente ha uma maior atividade catalitica
desta CYP.
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A (S)-metilnorlaudanosolina € um dos pontos centrais da cascata quimica dos
alcaloides eritrinicos, que pode ser gerada uma bifurcacdo para (S)-norreticulina (i) e
norprotosinomenina (ii).

No que diz respeito ao intermediario (S)-norreticulina (i), leva a formacao de
alcaloides comuns de Erythrina, ou seja, alcaloides que em seu esqueleto quimico contém
uma espiroamina tetraciclica e provém de espécies do género Erythrina. Apos a formacéo
de (S)-metilnorlaudanosolina, esta serd metilada pela 4'-O-METILTRANSFERASE (4-
OMT) para gerar a (S)-norreticulina (figura 14). A 4-OMT é um transcrito relatado na
literatura e presente principalmente em espécies produtoras de BIAs, como: Coptis
japonica (MORISHIGE et al., 2000), Papaver somniferum (GURKOK et al., 2016),
Eschscholzia californica (PURWANTO et al., 2017) e Narcissus spp. (KILGORE et al.,
2014). O silenciamento dos genes 4-OMT2 causou uma reducdo em todos os alcaloides
medidos nas hastes de Papaver somniferum L. (GURKOK et al., 2016), esse
silenciamento se deu através da inducéo por virus, usando o sistema vetorial baseado em
Tobacco ratle virus (TRV). Assim como a 6-OMT, o nivel de expressao dos transcritos
possivelmente associados a 4-OMT foi ligeiramente maior nas sementes e presente em

pelo menos duas amostras de sementes e uma de folha (figura 14).
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Figura 14 - Etapa intermediaria 1 da biossintese dos alcaloides eritrinicos
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Abreviagbes: 40OMT, 3'-hydroxy-N-methyl-(S)-coclaurine  4'-O-methyltransferase; N4OMT,
Norbelladine 4'-O-methyltransferase; CNMT, (S)-coclaurine N-methyltransferase; BBE, berberine
bridge enzyme; CYP719B1, Salutaridine synthase; CYP712A2, (S)-stylopine synthase. Fonte:
elaborado pelo autor (2020).

Além das O-metiltransferases consideradas compativeis com as de Papaver
somniferum, também foi identificada um transcrito presente no primeiro pool de
sementes, a NAOMT (NORBELLADINA 4'-O-METILTRANSFERASE), um transcrito
presente em algumas espécies da familia Amaryllidaceae catalisando reacdes envolvidas
na biossintese da galantamina, um alcaloide de classe das BIAs usado clinicamente para
tratar a doenca de Alzheimer (L1 et al., 2019).

A escolha da norreticulina como um dos principais intermediarios baseia-se no
estudo de Maier et al (1999) com uma nova proposta de que a via da coclaurina-
norreticulina é operativa na formacéo de alcaloides eritrinicos e € o estudo de biossintese
mais aceito atualmente. Segundo o autor, esses intermedidrios podem originar a
noramurina por meio de reacdes quimicas, permitindo assim a formacéo dos alcaloides.
No entanto, a via ainda ndo foi completamente elucidada, principalmente com relacdo as
reacOes enzimaticas. Dessa forma, neste trabalho foi explorada a rota de maneira
complementar aos estudos de Maier et al (1999) para investigar a produgdo desses
alcaloides pela planta.

A via da reacdo de formacdo da noramurina a partir da (S)-norreticulina é
necessaria principalmente de enzimas que catalisam a formacdo de ligacdes C-C e
enzimas que formam pontes de metilenodioxi. A primeira reagéo pode ser catalisada pela
enzima ponte de berberina (BBE) ou pela SALUTARIDINE SYNTHASE (CYP719b1) e
a segunda reacdo por monooxigenases dependente de Paso (CYP719A2 e CYP719A3). Os

cDNAs da BBE ja foram isolados em alguns estudos e a caracterizago cinética relatada
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(ALCANTARA et al., 2005; DITTRICH; KUTCHAN, 1991; WINKLER et al., 2009). A
CYP719B1 é um transcrito traduzido em uma enzima altamente estereoquimica e
regiosseletiva, apenas a (R)-reticulina e (R)-norreticulina resultaram na formacao de um
produto (salutaridina e norsalutaridina, respectivamente) e sua identificagdo como um
membro da familia CYP719 ocorreu durante uma triagem de citocromos recombinantes
P4so de papoula de Opio expressada funcionalmente em células Spodoptera frugiperda Sf9
(GESELL et al., 2009).

Os citocromos P4so exibem uma notavel diversidade de substratos, séo altamente
especificos, exibindo uma acentuada estereosseletividade (STOUT, 2004). O
sequenciamento de varias CYPs de diversos organismos identificou 350.000 sequéncias
em fontes publicas e privadas e foi observado que grupos de organismos bem estudados,
como vertebrados, sdo cobertos com maior profundidade via pesquisa BLAST, enquanto
gue organismos como plantas terrestres possuem uma profundidade menor, além disso,
essa profundidade dos projetos de sequenciamento determina a cobertura de sequéncia do
Psso (NELSON, 2018).

Ainda com relacdo as enzimas pertencentes ao citocromo Pasg, elas podem
também formar pontes de metilenodioxi, a literatura mostra que algumas foram clonadas
a partir de células cultivadas de Eschscholzia californica, mostrando que tanto a
CYP719A2 como a CYP719A3 tém atividade para catalisar a esse tipo de reacdo, e, além
disso, o tratamento com metil jasmonato resultou na inducdo coordenada desses genes
(IKEZAWA; IWASA; SATO, 2007).

Em geral, os transcritos que codificam enzimas que catalisam reacfes de
oxidagéo/reducdo e aqueles pertencentes ao citocromo Paso, foram as mais abundantes em
nossos dados de transcriptoma, propondo assim que eles poderiam participar da via para
levar a formacédo da noramurina (figura 14).

Antes da reacdo de formacdo de ligacdo C-C através da BEE e/ou CYP719B1, é
necessario um ponto de adicdo de N-metilacdo (N-CH3) para avancar a formacgéo de
alcaloides. Em geral, as metiltransferases do metabolismo das BIAs aceitam uma ampla
variedade de substratos e alcaloides de vérias estruturas, com alguns mostrando mais
flexibilidade do que outros em relagdo a variedade de substratos (OUNAROON et al.,
2003). Como possivel candidato o transcrito encontrado da S-COCLAURINA N-
METILTRANSFERASE (CNMT) exclusivos em folhas, poderia usar a norreticulina
como substrato, pois o préximo passo que é catalisado pelo BBE e/ou CYP719B1 precisa

da porcdo N-metil para a conversdo estereoespecifica. O CNMT ja foi caracterizado na
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biossintese da Papaverina, um importante alcaloide verdadeiro com nucleo isoquinolinico
derivado do aminoécido tirosina (PATHAK et al., 2013).

Os mecanismos de reacdo a partir da noramurina para formacéo do cation dialilico
sdo semelhantes ao mecanismo biossintético proposto por Maier et al (1999) e Barton et
al (1968) (figura 15).

Figura 15 - Etapa intermediaria 2 da biossintese dos alcaloides eritrinicos
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Fonte: Adaptado de Maier et al (1999)

Dessa forma, com o esqueleto béasico eritrinico ja formado (espiroamina
tetraciclica) na etapa seguinte a formacéo do cation dialilico, em nossa via de biossintese
propusemos que a SALUTARIDINA REDUTASE (SALR) (figura 16), membro da
familia redutase de cadeia curta poderia fazer uma reacdo de reducdo usando o NADPH
como coenzima no anel A do esqueleto quimico bésico eritrinico.

Essa enzima esta envolvida principalmente na formacéo dos alcaloides morfina e
codeina (GERARDY; ZENK, 1993; HIGASHI; KUTCHAN; SMITH, 2011). A SALR

esta presente em todos os pools de folhas e sementes de Erythrina velutina.
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Figura 16 - Etapa intermediaria 3 da biossintese dos alcaloides eritrinicos
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Abreviagbes: SALR, SALUTARIDINE REDUCTASE; SALAT, SALUTARIDINOL 7-O-
ACETYLTRANSFERASE; T60ODM, THEBAINE 6-O-DEMETHYLASE. Fonte: elaborado pelo
autor (2020).

O préximo passo proposto da reacdo é catalisado por SALUTARIDINOL 7-O-
ACETILTRANSFERASE (SALAT), que acetila especificamente o epimero 7 do
salutaridinol em salutaridinol-7-O-acetato na formagé&o de alcaloides benzilisoquinolina,
que, dependendo do pH, o grupo acetil introduzido pode ser eliminado espontaneamente,
levando a formacdo de uma ponte de Oxido entre C4 e C5 para produzir a tebaina o
primeiro alcaloide pentaciclico antes da formagdo de morfina (FACCHINI; DE LUCA,
2008). Em nossa proposta, haveria inicialmente uma acetilagdo no anel A, seguida de
desacetilacdo espontanea. O SALAT foi encontrado apenas em dados de sementes em
Erythrina velutina.

Em seguida, o membro da enzima THEBAINA 6-O-DIMETILASE (T60ODM) da
familia das dioxigenase dependente de Fe (11)/2-oxoglutarato (Fe**/20G) envolvida na
formacdo de alcaloides da morfina (HAGEL; FACCHINI, 2010) poderia catalisar a
reacdo no anel A do esqueleto quimico para continuidade no fluxo de producdo dos
alcaloides. Os transcritos T6EODM foram unicos na semente, presentes em dois pools de
amostras.

Os estagios finais da biossintese consistem em uma reacdo de equilibrio entre
dois intermediarios eritrinicos com o ambiente quimico semelhante ao que ocorre entre
os intermediarios da neopinona/codeinona como demonstrado por Larkin et al. (2007) em

P. somniferum, e reacdes de oxidoreducéo para gerar alcaloides mais especificos. Para
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essa Ultima reacgéo citada, os possiveis candidatos incluem a CODEINONA REDUTASE
(COR) e a SANGUINARINA REDUTASE (SARED) (figura 17).

Figura 17 - Etapa final da biossintese dos alcaloides eritrinicos
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Abreviagbes: COR, NADPH-DEPENDENT CODEINONE REDUCTASE; SARED,
SANGUINARINE REDUCTASE. Setas pontilhadas indicam etapas ainda ndo relatadas. Fonte:
elaborado pelo autor (2020).

A COR que ja possui cDNA identificado em papoula e expressao funcional em
Escherichia coli (UNTERLINNER; LENZ; KUTCHAN, 1999) faria uma reagé&o inicial
de reducdo, enquanto que a SANGUINARINA REDUTASE (SARED), uma enzima que
catalisa reacOes de reducao, esta envolvida na desintoxicacédo de fitoalexinas produzidas
por plantas, usaria NAD(P) ou NAD como doador de hidrogénio. Essa proteina ja foi
isolada a partir de culturas de células de Eschscholzia californica (VOGEL et al., 2010).

Esses possiveis candidatos realizariam reacGes de oxidacdo e reducdo que
levariam a estrutura final dos alcaloides comuns de Erythrina, uma vez que a diversidade
estrutural dos alcaloides identificados neste estudo é enorme e, na maioria das vezes, essas
diferengas estruturais se devem principalmente a oxidagdo e redugdo nas estruturas. A
SARED e COR estéo presentes em todos os conjuntos de amostras de folhas e sementes
(figura17). A rota de biossintese proposta completa, bem como as respectivas
expressdes dos transcritos identificado neste trabalho estdo na figura 18 e 19

respectivamente.
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O perfil de expressdo dos 17
candidatos envolvidos na via de
biossintese dos alcaloides de
Erythrina. Os valores de expressao
foram identificados em TPM
(transcrito  por  milhdo). As
contagens de leitura dos transcritos
expressos foram agrupadas com
base na identificagdo  mais
detalhada através do alinhamento.
Os transcritos considerados
possiveis isoformas foram
nomeadas como "like". P1-p4:
transcritos em sementes e p5-p6:
transcritos em folhas. Fonte:
elaborado pelo autor (2020).
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No que diz respeito a norprotosinomenina (segunda abordagem da rota), este
intermediario leva a formacao de alcaloides eritrinicos incomuns, isto é, alcaloides que
em seu esqueleto quimico contém uma espiroamina tetraciclica, mas € originalmente da
espécie Cocculus laurifolius. Estudos sobre a biossintese desses alcaloides sdo
extremamente escassos, 0 que representa um grande desafio para este trabalho, que
mesmo com todas as limitagdes, foi possivel propor um caminho para a formagao desses
intrigantes alcaloides.

O foco principal séo os estudos mais aceitos na literatura sobre a biossintese de
alcaloides da coculina (BHAKUNI; JAIN, 1980; BHAKUNI; SINGH, 1978), cuja
norprotosinomenina foi um intermediario que apresentou forte incorporacéo especifica
para alcaloides coculinicos, enquanto a norreticulina apresentou baixa incorporagéo, o
que indica que seu envolvimento ndo foi significativo na producédo desses alcaloides. O
caminho comeca com uma série de rearranjos quimicos para formar o cation dialilico da
norprotosinomenina. Os proximos passos da rota biossintética sdo semelhantes aos

descritos para os alcaloides comuns de Erythrina (Figura 19).



Figura 19 - Proposta da rota de biossintese para alcaloides da Erythrina
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Os alcaloides eritrinicos sdo do tipo isoquinolina, formando um componente do precursor da fenilalanina.
O caminho comega com ramos iniciados com 4-HPP e tirosina, que por agdo enzimatica formam 4-HPAA
e dopamina, respectivamente, produzindo intermediario (s)-norcoclaurina e (s)-coclaurina. A (S)-
metilnorlaudanosolina é um dos pontos cruciais na cascata quimica dos alcaloides eritrinicos, pois parte
dela pode gerar uma bifurcacdo para (S)-norreticulina e norprotosinomenina. Caminhos em verde levam a
formacdo de alcaloides comuns da Erythrina; Caminhos cor de rosa levam a formacéo de alcaloides
incomuns; Setas pontilhadas indicam reacdes ainda ndo estabelecidas totalmente; Asterisco em amarelo
indicam o0s provaveis transcritos que tiveram correspondéncia proteica. Abreviagbes: TYDC,
TYROSINE/DOPA DECARBOXYLASE; TAT, TYROSINE AMINOTRANSFERASE; NCS,
NORCOCLAURINE SYNTHASE; 60MT, (S)-NORCOCLAURINE 6-O-METHYLTRANSFERASE;
7OMT, (R,S)-RETICULINE 7-O-METHYLTRANSFERASE; CYP80BS3, (S)-N-
METHYLCOCLAURINE 3-HYDROXYLASE; 40MT, 3'-HYDROXY-N-METHYL-(S)-
COCLAURINE 4'-O-METHYLTRANSFERASE; N4OMT, NORBELLADINE 4'-0O-
METHYLTRANSFERASE; CNMT, (S)-COCLAURINE N-METHYLTRANSFERASE; BBE,
BERBERINE BRIDGE ENZYME; CYP719B1, SALUTARIDINE SYNTHASE; CYP712A2, (S)-
STYLOPINE SYNTHASE; SALR, SALUTARIDINE REDUCTASE; SALAT, SALUTARIDINOL 7-0O-
ACETYLTRANSFERASE; T60ODM, THEBAINE 6-O-DEMETHYLASE; COR, NADPH-DEPENDENT
CODEINONE REDUCTASE; SARED, SANGUINARINE REDUCTASE. Transcritos em azul foram
encontrados em nosso transcriptoma; Setas pontilhadas indicam etapas ainda ndo relatadas. Fonte:
elaborado pelo autor (2020).

De forma geral, os transcritos que participam da porgéo inicial da via foram mais
abundantes nas folhas, enquanto os transcritos envolvidos nos estagios intermediario e
final foram semelhantes nas duas partes vegetais, sendo ligeiramente maiores nas folhas,
principalmente nos transcritos que realizam oxidagdo e reducdo. Curiosamente, esses
resultados demonstram caracteristicas importantes quando combinados com o conjunto
de dados do metaboloma, pois os resultados indicam que tanto as folhas como as sementes
sdo produtores de alcaloides, com a folha produzindo mais alcaloides exclusivos do que

as sementes.

Entre o cenario de biodiversidade de produtos naturais com atividade
farmacoldgica, os alcaloides ocupam lugar de destaque. Os alcaloides bioativos de origem
vegetal tém sua importancia tradicionalmente conhecida no contexto das Ciéncias
Farmacéuticas e, concomitantemente, espécies do género Erythrina também tém seu uso
popular tradicionalmente relatado por um longo tempo. No entanto, até 0 momento, ndo
hd estudo moleculares para nenhuma espécie do género. Este trabalho, através da
tecnologia de sequenciamento de proxima geragéo, é o primeiro e mais abrangente estudo
sobre o conjunto de genes de Erythrina velutina até o momento.

Em geral, através deste estudo foi discutida a relacdo entre a expressdo dos
transcritos, bem como o acumulo alcaloides em folhas e sementes. Essa diferenca de
acumulo associada a expressdo de transcritos e proteinas permite inferir que o
armazenamento e o transporte também sdo fundamentais para aumentar a producdo de

metabolitos em folhas e sementes, 0 que estimula a continuidade desse conhecimento,
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explorando e identificando os transcritos envolvidos na biossintese, bem como proteinas
transportadores, proteinas que realizam reacdes de glicosilagdo e confirmando-as
funcionalmente.

Nos ultimos anos, esforcos tém sido feitos em pesquisas relacionadas a biossintese
e aplicacdo biotecnologica de alcaloides benzilisoquinolinicos, no entanto, resultados que
podem confirmar esse tema ainda s&o escassos. Acredita-se que os resultados discutidos
aqui contribuirdo como uma ferramenta de informacdo para a continuidade da
investigacdo da biossintese e para uma identidade molecular e biotecnolédgica para
aplicacdo futura, a fim de otimizar o aumento da producdo de alcaloides de Erythrina.
Compreender vias biossintéticas € crucial para a producdo de metabolitos. Uma
representacdo geral de todos os resultados desse trabalho pode ser encontrada na figura
20.
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Figura 20 - Resumo dos resultados obtidos
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Na imagem, os periodos correspondentes aos fatores edafoclimaticos mencionados sdo os mais expressivos durante o tempo de analise. No que se refere a analise do solo,
setas vermelhas e verdes indicam nutrientes em concentracdo baixas e altas respectivamente; Estrelas indicam nutrientes exclusivos no ponto. No que se refere a analises
“dmicas”, retangulos laranja e verde indicam metabolitos, transcritos e proteinas exclusivos de sementes e folhas, enquanto que retangulo e palavras em azul indicam
metabolitos, transcritos e proteinas comum a folhas e sementes. Alcaloides glicosilados foram identificados apenas na classe dienoide/alcenoide. Fonte: elaborado pelo
autor (2020).
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6 CONCLUSAO

De acordo com o presente estudo foi possivel a realizagdo do transcriptoma,
proteoma e perfil metabolito direcionado para a biossintese de alcaloides, o qual
identificou os possiveis transcritos e proteinas envolvidos na producao desses importantes
metabolitos.

No que se refere ao estudo do transcriptoma, os transcritos candidatos em nossa
proposta que participam da porcdo inicial foram mais abundantes em folhas do que em
sementes, com exce¢do de TAT que foi mais abundante em sementes. Os transcritos que
participam da porcdo intermediéria estdo em ambas em as partes, porém e mais expressos
em semente, exceto CNMT e BBE que se apresentaram como transcritos exclusivos de
folhas e semente, respectivamente. Os transcritos participantes da porcdo final da rota
foram muito abundantes em ambas as partes, com exce¢do da T6ODM que estava presente
exclusivamente em semente.

Para uma melhor investigacdo de funcionalidade e de forma complementar ao
conjunto de transcritos identificados, foi anotado 25 alcaloides eritrinicos, das classes
dienoide e alcenoide, presentes tanto em folhas como em sementes, dos quais 8 séo
exclusivos de sementes e 9 exclusivos de folhas.

Em resumo, os resultados desse estudo contribuiram para compreender como a
espécie Erythrina velutina se comporta no que se refere a producéo de alcaloides frente
as condicBes naturais no bioma da Caatinga. Acredita-se que essa espécie neste
importante cenario com varios fatores bidticos e abidticos impostos pode produzir
moléculas sem precedentes, além de este estudo servir como base para futuros estudos de
melhoramento molecular para maior obtencdo desses metabdlitos de interesse com a
integracdo das analises “Omicas”, de forma abranger areas da engenharia metabolica e
biologia sintética desenhando circuitos biol6gicos por meio do redirecionamento e
construcdo da rota metabdlicas, em especial de alcaloides.
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Tabela S1. Alcaloides de Erythrina velutina anotados pela estratégia HR-LC-MS/MS

N°  Structure and chemical name (Cluster 1) and mass spectra (MS and MS/MS)

1 RT - 3.8 min
m/z 312.0715 [M+H]"
A)
o) 0
HO | \)'L
F N—™
11-methoxy-5-0x0-2H,4H,5H,10H,11H-
— indolo[7a,1-a]isoquinoline-7-carboxylic acid
\o/\/
] 280T049Z
0.5 | { Y | | | | | |
Fragments
Pool g 312.0738 | 280.0508 | 262.0411 | 204.0464
p7(a) ° ° ° °
p7(b) ° ° ° °
p7(c) . . . -




RT - 4.4 min

m/z 300.1101 [M+H]*

A)

)

| X
/
HO
B)
HO
HO
o)
| A
~. Z
o

7,8-dihydroxy-11-methoxy-
2H,4H,5H,10H,11H-indolo[ 7a,1-a]isoquinolin-
5-one

(11-Oxoerysopine)

7,8-dihydroxy-11-methoxy-
4H,5H,10H,11H,12H-indolo[7a,1-
alisoquinolin-12-one

(2,3-Demethoxyerythratidinone)

8,11-dimethoxy-1H,2H,4H,5H,10H,11H,12H-
indolo[7a,1-a]isoquinolin-12-one

(Coccudinone)
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Intens. +MS, 4.4min #509
1+

3.0 300.1101

259

204

159 14

104 268 90865]

+M52(300.1101), 20.0-50.0eV, 4.4min #510
1+
6000 -] 268.0857

4000 -

2000

200 400 600 800 1000 1200 1400 mz

Fragments
Pool 300.1099 268.0893

p7(a) J .
p7(b) . .
p7(c) o o

6 (c) o o
p8(b) o o




3 RT - 5.1 min
m/z 284.0787 [M+H]*
A)
/0
/O 11-hydroxy-7-methoxy-2H,4H,5H,10H,11H-
N indolo[7a,1-a]isoquinolin-2-one
HO
B)
0
N_/ 11-hydroxy-8-methoxy-2H,4H,5H,10H,11H-
\o indolo[7a,1-a]isoquinolin-2-one
HO
" 268‘]0848 27510411 I L 316‘11009 = +MS2(284.0787), 20.0-50.0eV, 5.1min #616
e , , , , , ,
FTagments | 5640796 | 266.0715
Pool ' '
p3(b) . .
p3(c) . .
p2(a) . .
p2(b) . .
p2(c) ° °
p4(a) ° °
p4(b) ° °
p4(c) . .
pl(a) ° °
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RT - 5.5 min
m/z 358.1098 [M+H]"

4 18-hydroxy-11,19-dimethoxy-5,7-dioxa-
13-azapentacyclo[11.7.0.0%,'¢.0%,'°.0% 8]icosa-
2,4(8),9,15,17-pentaen-14-one

o 5,7,8,10-tetramethoxy-
/ 2H,4H,5H,10H,11H-indolo[7a,1-a]isoquinolin-
2-one

o 7,8,11,12-tetramethoxy-2H,4H,5H,10H,11H-
indolo[7a,1-a]isoquinolin-5-one

94



Intens.
x104

1+
2+ 330.1147
326.0901 PY

?

+MS, 5.5min #648

1+
358.1098

1+
326.0890

+MS2(358.1098), 20.0-50.0eV, 5.5min #651

1+
358.1145

|

320

330

340 350 360 370 380 mz

Pool

Fragments

358.1139 | 326.0874 | 267.0807

p7(a)

P6(c)
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RT - 3.8 min
m/z 312.0738 [M+H]"

19-methoxy-5,7-dioxa-13-
azapentacyclo[11.7.0.0','¢.0%,'°.0 ®]icosa-
2(10),3,8,14,16-pentaen-18-one

(3-Oxo-Erythraline)

19-methoxy-5,7-dioxa-13-
azapentacyclo[11.7.0.0','¢.0%,'°.0% ®]icosa-
2,4(8),9,15,17-pentaen-11-one

(11-Oxo-Erythraline)

19-methoxy-5,7-dioxa-13-
azapentacyclo[11.7.0.0','¢.0%,'°.0 ®]icosa-
2,4(8),9,15,17-pentaen-14-one

(8-Oxo-Erythraline)




Pool Fragments | 15 0755 | 280.0507 | 262.0424
p7(a) ° ° °
p7(b) o o o
p7(c) ° ° °
p6(b) o o o




6 RT - 6.3 min
m/z 296.0805 [M+H]"

v 7,11-dimethoxy-2H,10H,11H-indolo[7a,1-
aJisoquinolin-2-one

8,11-dimethoxy-2H,10H,11H-indolo[7a,1-
aJisoquinolin-2-one

+MS, 6.3min #736

1+
330.0855
44 1 1+
. s6a1260 576.0980
27 296.0805
L2
E| +M52(296.0805), 20.0-50.0eV, 6.3min #737
2500 4 1+
264.0581
2000 4
1500 3
1000 3
500 .
200 400 600 800 1000 1200 1400 mz

pool 296.0769 264.0813

p7(a) o o
p7(b) o o
p7(c) o o
p2(b) . .
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RT - 6.7 min
m/z 314.0894 [M+H]*

A)

HO 7-hydroxy-8,11-dimethoxy-
A 2H,4H,5H,10H,11H-indolo[7a,1-a]isoquinolin-
5-one

(11-Oxoerysodine)

19-methoxy-5,7-dioxa-13-
azapentacyclo[11.7.0.0','¢.02,'°.0% #]icosa-
2,4(8),9,16-tetraen-18-one

(Erythratinone)

19-methoxy-5,7-dioxa-13-
azapentacyclo[11.7.0.0','¢.02,'°.0% ®]icosa-
2,4(8),9,16-tetraen-14-one

(8-Oxoerysodine)




1+ +MS, 6.6min #780
314.0894
1+
611.0833
|
+MIS2(314.0894), 20.0-50.0eV, 6.7min #781
1+
282.0659
1+ ¢
128.0122 ‘ ‘
P
200 400 600 800 1000 1200 1400 mz

ragments

314.0874 | 282.0638 | 264.0592 | 165.0381 | 128.0122

Pool

p7(a) . . . - -

p7(b) ° ° ° ° °

p7(c) ° ° ° ° °
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8 RT - 8.2 min
m/z 298.0966 [M+H]"
jo]
V4 8,11-dimethoxy-2H,4H,5H,10H,11H-
indolo[7a,1-a]isoquinolin-2-one
(Coccolinine)
B)
/O
/O 7,11-dimethoxy-2H,4H,5H,10H,11H-
indolo[7a,1-a]isoquinolin-2-one
(Isococcolinine)
\o
iz: ZEE:J?S:lefoas 555.91";15517
xj:: l l , l ? +MS2(298.0966), 20.0-50.0eV, 8.2min #968
Fragments | 98,0041 | 266.0721
Pool
p7(a) . .
p7(b) o o
p7(c) ) °
p8(b) ° °
p8(c) o o
p5(b) o o
p5(c) o o
p3(a) ) °
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9 RT - 9.9 min
m/z 342.0816 [M+H]"
A)
o)
o) 0
/ \
7,8,11-trimethoxy-2H,4H,5H,10H,11H-
indolo[7a,1-a]isoquinoline-4,5-dione
\o [ Jisoq
(10,11-Dioxoerysotrine)
B)
o)

o)

/ \
7,8,11-trimethoxy-4H,5H,10H,11H,12H-
indolo[7a,1-a]isoquinoline-5,12-dione

~, [7a,1-alisog

7777777777 sl

Pool | 545 0765 | 3100593 | 264.0683

Fragments

p7(a)
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10

RT - 13.7 min

m/z 384.1203 [M+H]*

A)

C)

7z

/O

19-methoxy-14-0x0-5,7-dioxa-13-
azapentacyclo[11.7.0.0','¢.02,'°.0% #]icosa-
2,4(8),9,11,15,17-hexaen-11-y!| acetate

11-ethoxy-18,19-dimethoxy-5,7-dioxa-13-
azapentacyclo[11.7.0.0','¢.0%,'°.0 #]icosa-
2,4(8),9,11,15,17-hexaen-14-one

18-hydroxy-19-methoxy-14-0x0-5,7-dioxa-13-
azapentacyclo[11.7.0.0','¢.0%,'°.0 #]icosa-
2,4(8),9,11,15,17-hexaen-11-y!| acetate



Intens.

x1043
1.00 4

0.75 4
0.50 3
0.254

3000 o
2000 4

1000 o

+MS, 13.7min #1620

1+
384.1203
L 3
1+
463.0567
L
1+ +MS2(384.1203), 20.0-50.0eV, 13.7min #1621
352.0934
1+
264.0547 ¢
YTV W , , , , ,
200 400 600 800 1000 1200 1400 mz

Pool

Fragments

384.1285

352.1007

278.0747

264.0569

p7(a) ° . ° °
p2(a) ° ° ° °
p4(a) ° ° ° °
pl(a) ° ° ° °
pl(b) ° ° ° °
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N°  Structure and chemical name (Cluster 2) and mass spectra (MS and MS/MS)

11

RT - 1.3 min
m/z 466.1401 [M+H]"

OH OH

B)

P
HO
o ~F
HO
0]
OH
HO
OH

2-({5,8-dihydroxy-11-methoxy-
1H,2H,4H,5H,10H,11H,13aH-indolo[7a,1-
aJisoquinolin-7-yl}oxy)-6-
(hydroxymethyl)oxane-3,4,5-triol

2-({5,8-dihydroxy-7-methoxy-
1H,2H,4H,5H,10H,11H,13aH-indolo[7a,1-
alisoquinolin-11-yl}oxy)-6-
(hydroxymethyl)oxane-3,4,5-triol

2-({5,7-dihydroxy-11-methoxy-
1H,2H,4H,5H,10H,11H,13aH-indolo[7a,1-
alisoquinolin-8-yl}oxy)-6-
(hydroxymethyl)oxane-3,4,5-triol
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D)
OH
HO
\
g F N 2-({5,7-dihydroxy-8-methoxy-
1H,2H,4H,5H,10H,11H,13aH-indolo[7a,1-
alisoquinolin-11-yl}oxy)-6-
- = (hydroxymethyl)oxane-3,4,5-triol
@]
HO
O
OH
HO
OH
0:2: 286110*9‘42 \ ' ' ' ' '
200! Fragments | - 466 1381 304.104 286.0921
p3(b) . . .
p3(c) . . .
p2(a) . . .
p2(b) . . .
p2(c) . . .
p4(a) ° ° °
p4(b) . . .
p4(c) . . .
pl(a) . . .
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12

m/z 480.1520 [M+H]*

RT - 2.2 min

A)

OH

HO HO
O
N

HO Q

2-({7-hydroxy-5,11-dimethoxy-
1H,2H,4H,5H,10H,11H,13aH-indolo[72,1-

aJisoquinolin-8-yl}oxy)-6-
(hydroxymethyl)oxane-3,4,5-triol

OH
\O
In;elnosé 462114451 +MS, 2.2min #256
1.5+ 1
1.04
0.5 14 2+
286‘0949 ‘4180.'1520 +MS2(480.1520), 20.0-50.0eV, 2.2 #257
30003 480.1520
2000 -
1000+ 300?1*120
M , , , ,
200 400 600 800 1000 1400 mz
Fragments
200l g 480.1492 | 318.1136 | 300.1065
p3(a) . . .
p3(b) . . .
p3(©) . . .
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13 RT - 2.4 min
m/z 318.1153 [M+H]*

A)

\o
/
s

= N— 7,11-dimethoxy-
HO 1H,2H,4H,5H,10H,11H,13aH-indolo[7a,1-
aJisoquinoline-5,8-diol
N o F
B)
OH
HO )\
X .
| 8,11-dimethoxy-
N 1H,2H,4H,5H,10H,11H,13aH-indolo[7a,1-
\o = aJisoquinoline-5,7-diol
\O/\/
xlOZAA e 318;;153 ASO?IQZI;O:ISOO +MS2(318.1153), 20.0-50.0eV, 2.4min #286
Fragments
pool 318.1161 300.1108
p7(a) o o
p8(c) . .
P3(a) . -
p3(b) o -




14 RT - 3.4 min
m/z 348.0348 [M+H]"
A)
OH
/O AN
7,8,11-trimethoxy-
N 1H,2H,4H,5H,10H,11H,12H-indolo[7a,1-
\o F a]isoquinoline-5,12-diol
(11-Hydroxyerythratidine or 11-
Hydroxyepierythratidine)
\o/
OH
B)
o/
0
e AN )ﬁ
N 5,7,8-trimethoxy-
\o Z 1H,2H,4H,5H,10H,11H,12H-indolo[7a,1-
aJisoquinoline-11,12-diol
o
OH
C)
OH
o) 7,8,12-trimethoxy-
-~ A 1H,2H,4H,5H,10H,11H,12H-indolo[7a,1-
aJisoquinoline-5,11-diol
\O / N—
o

/
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Intens.
x105

I+ +MS, 3.4min #403
380.0547

2]
1+
19 1+ 1+ 348.0348
268.0820 300.1073 * 14
® 1 |, 402.0331
. TM52(348.0348), 20.0-50.0eV, 3 4min #405
+
20003 348.0938
15004
10004
5004
T T T T T T T T T T
240 260 280 300 320 340 360 380 400 mz

200! Fragments | 345 0890 330.0759
p8(b) . .
p8(c) o -
p5(b) . .
p5(c) o -
p3(b) o -
p2(b) . .
p4(a) . -
pa(t) . :
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15 RT - 3.3 min
m/z 478.1358 [M+H]*
A)
OH
OH
HO
o 2-({5-hydroxy-8,11-dimethoxy-
o oOH 4H,5H,10H,11H,13aH-indolo[7a,1-
o aJisoquinolin-7-yl}oxy)-6-
O (hydroxymethyl)oxane-3,4,5-triol
N
~q |
\O I
B)
HO

OH

HO 0
o]
N
HO Q
\o

2-({5-hydroxy-7,11-dimethoxy-
4H,5H,10H,11H,13aH-indolo[7a,1-
aJisoquinolin-8-yl}oxy)-6-
(hydroxymethyl)oxane-3,4,5-triol

aaaaaaa

1 i
ssssssssssssss

000l Fragments | 4781324 | 316.0959 | 268.0777
p3(a) o o o
p3(b) . _ :
p3(c) o o R
p2(a) o o i
p2(b) o o .
p2(c) o o o
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16 RT - 3.2 min
m/z 332.0980 [M+H]"
A)
o]
/ \
| 7,8,11-trimethoxy-
N——  1H,2H,4H,5H,10H,11H,12H-indolo[72,1-
\o 7 aJisoquinolin-12-ol
| (Erythratidine)
\o/
OH
B)
o]
| 7,11,12-trimethoxy-
P N—— 1H,2H,4H,5H,10H,11H,12H-indolo[ 73,1-
HO aJisoquinolin-8-ol
\0/
0
™~
C)
HO
\/\
| 8,11,12-trimethoxy-
N——  1H,2H,4H,5H,10H,11H,12H-indolo[78,1-
\o = alisoquinolin-7-ol
0
™~
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aaaaaaa

1
sssssss

600

000l Fragments | 235 0985 | 314.0956 | 282.0757
p7(a) ° ° °
p7(b) o o o
p6(b) ° - .
p6(c) ° - .
p8(b) o o -
p8(c) ° ° °
p1(c) ° - .
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17 RT - 4.1 min
m/z 332.0982 [M+H]"
A)
OH
0] /}\
| N 19-methoxy-5,7-dioxa-13-
\ azapentacyclo[11.7.0.0','¢.02,'°.0% #]icosa-
0 F 2,4(8),9,16-tetraene-11,18-diol
(11-Hydroxyerythratine or 11-
| Hydroxyepierythratine )
N /Y
o)
OH
B)

OH

5,7-dihydroxy-8,11-dimethoxy-
1H,2H,4H,5H,10H,11H,12H-indolo[ 7a,1-
alisoquinolin-12-one

(11-Hydroxyerysotinone)

5,8-dihydroxy-7,11-dimethoxy-
1H,2H,4H,5H,10H,11H,12H-indolo[ 7a,1-
aJisoquinolin-12-one

(11-Hydroxyerysosalvinone)
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ens. = W, 4 T #481
X104 1470094
3 1+
3120733
2
i
2w00ee |y,
1 3320986
" .
1 as20ss w
) Ll ] el sergess S5
+ +MS2(332.0986), 20.0-50.0eV, 4.1min #483
. 332,009
2500 0
2000
1500
100
500 1+ 1+
1190176 1650409 2600070
o R Lk
200 %0 ED %0 1600 1200 150 mz

Fragments | 332.0971 | 314.0914 | 282.0621
pool

p7(a) ° ° °
p7(b) . . .
p7(c) ° ° °




18 RT - 5.7 min
m/z 316.1044 [M+H]*
A)
OH
PN
N 19-methoxy-5,7-dioxa-13-
| N azapentacyclo[11.7.0.0','¢.02,'°.0% #]icosa-
o) Z 2,4(8),9,15-tetraen-11-ol
\o /\/
B)
0] AN /\
< | 19-methoxy-5,7-dioxa-13-
o P N— azapentacyclo[11.7.0.0','¢.02,'°.0% #]icosa-
2,4(8),9,15-tetraen-18-ol
(Erythratine or Epierythratine)
\o /Y
OH
C)
OH
0 PY
~ X .
7,11-dimethoxy-4H,5H,10H,11H,13aH-
- N indolo[73,1-a]isoquinoline-5,8-diol
HO | (11-Hydroxyerysovin (alpha or beta))
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D)

OH

P
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19-methoxy-5,7-dioxa-13-
azapentacyclo[11.7.0.0','¢.0%,'°.0 ®]icosa-
2,4(8),9,17-tetraen-11-ol

Intens.
x1044

1+ 2+
) 17710332 195.0380
N "

T+
316.1044 +MS, 5.7min #670

1+
2+
344.1185 3581113

3+ 3+
299.0713 330.1084
1

0
3000 4
2500
2000
1500
1000 4

1+
5003 178.0563

od o iy

252.0377

L J L Ll I i L
I+ +MS2(316.1044), 20.0-50.0eV, 5.7min #671
316.1029

1+
299.0768 *

1+
267.0563
- R ol

180 200 220

240

260 280 300 320 340

360 miz

Fragments
pool

316.1048

299.0792 | 267.0565 | 178.0547 | 163.0290

p7(a) ° ° ° - °
p7(b) ° ° ° ° -
p7(c) ° ° ° ° °
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19 RT - 5.1 min
m/z 566.1426 [M+H]*

A)

R1=0CH,
R2 = Hexoside derivative

B)

R1=0CH,
R2 = Hexoside derivative

C)
0/
Ry
|\\
Z N
Rz
R1=0CH;
R2 = Hexoside derivative
HO
D)
O/
R;
I\\
s N )
Rz
R1=0CH;

R2 = Hexoside derivative
HO
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ns 2]
105,
1
sssssss
20
s
10
1
05 316,100+ +
32,1288 566.1419
1t 1 v
TNS2566.1415) 20,0.50.06V, 5 2min 7625
1
sssssss
3
2000
1000 1
uuuuuuu
w o |y sasm
7777777 |
400 500 00 1000 1200 1400 m

Fragments
pool 566.1417 | 522.1626 | 318.1154 | 300.1049

p3(b) o o o
p3(c) o o
p2(b) o
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20 RT - 5.6 min
m/z 494.1265 [M+H]"*

A)
CH

OH
HO

OH OH

2-({5,12-dihydroxy-8,11-dimethoxy-
2H,4H,5H,10H,11H-indolo[7a,1-
aJisoquinolin-7-yl}oxy)-6-
(hydroxymethyl)oxane-3,4,5-triol

B)
OH

OH
HO

2-({11,12-dihydroxy-5,8-dimethoxy-

O ® 2H,4H,5H,10H,11H-indolo[7a,1-
alisoquinolin-7-yl}oxy)-6-

(hydroxymethyl)oxane-3,4,5-triol

C)

o o 2-({5,12-dihydroxy-7,11-dimethoxy-
| 2H,4H,5H,10H,11H-indolo[7a,1-
aJisoquinolin-8-yl}oxy)-6-

(hydroxymethyl)oxane-3,4,5-triol

HO 0

HO 0

OH




nnnnnn
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aaaaaaa

zzzzzzz

000l FIagments | - 4o4 1261 | 476.1184 | 314.0807
p3(a) ° - °
p3(b) ° - °
p3(c) o o o
p2(a) . ] ]
p2(b) . o ]
p2(c) . ] R
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21 RT - 5.4 min
m/z 580.1255 [M+H]*

OH OH

2-{[4,5-dihydroxy-2-({19-methoxy-5,7-
dioxa-13-
azapentacyclo[11.7.0.0','¢.02,'°.0% #]icosa-
2,4(8),9,17-tetraen-11-yl}oxy)oxan-3-
yl]Joxy}oxane-3,4,5-triol

vens,
xxxxx

AAAAA
00000
ooooo

11111

1 1
149.0242 477.0817 5361466

Fragments
pool 580.1201 | 536.1500 | 314.0841 | 149.0211
p3(b) . . . .
p3(c) ) . . o
p2(b) . . . o
p2(c) . - ° -
p4(c) ] ° ° °




22 RT - 6.2 min
m/z 492.1120 [M+H]*

A)

OH
o]
o CH 2-(hydroxymethyl)-6-({7,8,11-trimethoxy-
o OH 2H,4H,5H,10H,11H-indolo[7a,1-

aJisoquinolin-5-yl}oxy)oxane-3,4,5-triol

OH
0]
0 OH 2-({18-hydroxy-19-methoxy-5,7-dioxa-13-
azapentacyclo[11.7.0.0','¢.02,'°.0% #]icosa-

2,4(8),9,15,17-pentaen-11-yl}oxy)-6-
(hydroxymethyl)oxane-3,4,5-triol

B)

wwwwwww

400 600 800 1000 1200 1400

200! Fragments | 4951118 | 280.0457 | 264.0554
p3(a) ° ° °
p2(a) . . :
p2(b) . : .
p4(a) ° ° -
pl(a) . : .
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23 RT - 6.2 min
m/z 330.0852 [M+H]*

~ S | 7,8,12-trimethoxy-10H,11H,12H,13H,13aH-
indolo[7a,1-a]isoquinolin-11-ol

Intens. = MS, 6.2min #727
330.0848 +MS,6-2min

0253 i 3+ 1 2+ 1+
- 137.0258 159.9362 177.0322 307.1168 359.0775

0.00 s | o il it Ll L Ll L1l "
: +MS2{350,0448), 20.0-50.0eV, 6.2min #729

10003 165.0407

1+ 1+ 1+
263.0499 282.0565 295.0610 312.0736

|

T T T T T T T
200 225 250 275 300 325 350 mz

T T T
125 150 175

Fragments
pool 330.0843 | 312.0744 | 282.0565 | 165.0401

p6(c) ° ° ° °

p5(b) ° ° ° °




24

RT - 7.0 min

m/z 330.0829 [M+H]*

7,8,11-trimethoxy-1H,2H,4H,5H,12H-
indolo[7a,1-a]isoquinolin-12-ol

000l Fragments | 330 0843 | 262.0431 | 165.0401
p7(a) ° ° °
p7(b) o o o
p7(c) ° ° °
p6(a) ° - -
p6(b) . ] R
p6(c) ° - o
p8(b) ° - o
p8(c) o ] o
p5(b) ° ° °
p5(c) ° - °
p3(a) ° - °
p3(b) . _ :
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25 RT - 6.8 min
m/z 314.0841 [M+H]"

OH

19-methoxy-5,7-dioxa-13-
| azapentacyclo[11.7.0.0','¢.0%,'°.0 ®]icosa-
2,4(8),9,14,17-pentaen-11-ol

\
_

(Erythrinine)

nnnnnn

vvvvvvv

aaaaaaa

pool Fragments 314.0894 | 282.0676 | 266,0754 | 264.0557 | 128.0103
p7(a) . . - . ;
p7(b) J . - N ;
p7(c) ° ° ° - -
p3(a) . o ° o °
p3(b) ° ° ° ° °
p3(c) ° ° ° ° °
p2(a) . . - . ;

Os numeros (1-25) representam o nimero de alcal6ides anotados e as letras (A, B, C e D) representam as
possibilidades estruturais do mesmo alcaldide. A nomenclatura quimica estd de acordo com a Unido
Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC). A massa/carga (m/z), o tempo de retencéo e o espectrograma
(MS e MS/MS), junto com os principais fragmentos m/z de cada alcal6ide em cada amostra também séo
mostrados na tabela; os pools 1-5 representa a amostra de sementes, enquanto que de 5-8 amostras de folhas.
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Tabela S2. Andlise do perfil metabdlito por pool.

N° RT Abundancia Altura do
alkaloid | (min) m/z Estrutura Pool relativa pico
1 3.8 312.0715 Folha 7 8 2.81E+04
2 4.4 | 300.1101 Folha 6,7,8 7 2.70E+04
3 5.1 | 284.0787 Semente 1,2,3,4 2 6.23E+03
4 5.5 | 358.1098 Folha 6,7 4 1.60E+04
5 3.8 312.0738 Folha 6,7 9 3.33E+04
6 6.3 | 296.0805 | Folha/semente 2,7 1 4.39E+03
7 6.7 | 314.0894 Folha 7 92 3.41E+05
8 8.2 | 298.0966 | Folha/semente 35,78 48 1.75E+05
9 9.9 | 342.0816 Folha 7 12 4.26E+04
10 13.7 | 384.1203 | Folha/semente 1,247 2 8.55E+03
11 1.3 | 466.1401 Semente 1,2,3,4 2 7.83E+03
12 2.2 480.1520 Semente 3 6 2.36E+04
13 2.4 | 318.1156 | Folha/semente 3,78 2 6.73E+03
14 3.4 | 348.0348 | Folha/semente | 2,3,4,5,8 9 3.40E+04
15 3.3 | 478.1358 Semente 2,3 8 2.94E+04
16 3.2 | 332.0980 | Folha/semente 1,6,7,8 4 1.65E+04
17 4.1 | 332.0982 Folha 7 2 8.84E+03
18 5.7 316.1044 Folha 7 2 7.84E+03
19 5.1 | 566.1426 Semente 2,3 2 5.63E+03
20 5.6 494.1265 Semente 2,3 2 5.54E+03
21 54 580.1255 Semente 2,34 1 4.94E+03
22 6.2 492.1120 Semente 12,34 1 3.69E+03
23 6.2 330.0781 Folha 5,6, 8 2.87E+04
24 7.0 | 330.0829 | Folha/semente | 3,5,6,7,8 8 2.87E+04
25 6.8 | 314.0841 | Folha/semente 2,37 7 2.68E+04
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Tabela S3. Avaliagdo das bibliotecas do transcriptoma de Erythrina velutina.

130

Sample | Reads Regido | N°leituras | N° rRNA | Porcentagem | N°reads | Porcentagem | N°final de | Porcentagem | Nucleotideo
vegetal brutas de rRNA sem rRNA | de reads sem reads final de final apos
reads rRNA limpas* reads limpas limpeza
Pool1 Forward Semente 38,517,758 2,409,427 6,26% 36,108,331 93,74% 27,465,395 71,31% 2,817,968,953
Reverse Semente 38,517,758 2,409,427 6,26% 36,108,331 93,74% 27,465,395 71,31% 2,674,741,368
Pool2  Forward Semente 45,536,755 1,844,263 4,05% 43,692,492 95,95% 34,199,767 75,10% 3,516,006,145
Reverse Semente 45,536,755 1,844,263 4,05% 43,692,492 95,95% 34,199,767 75,10% 3,360,532,309
Pool 3 Forward Semente 34,385,125 6,787,625 19,74% 27,597,500 80,26% 20,856,497 60,66% 2,143,877,575
Reverse Semente 34,385,125 6,787,625 19,74% 27,597,500 80,26% 20,856,497 60,66% 2,056,701,006
Pool4 Forward Semente 50,105,977 6,158,800 12,29% 43,947,177 87,71% 31,730,471 63,33% 3,211,592,730
Reverse Semente 50,105,977 6,158,800 12,29% 43,947,177 87,71% 31,730,471 63,33% 3,051,795,444
Pool5 Forward Folhas 42,873,185 2,620,503 6,11% 40,252,682 93,89% 30,967,679 72,23% 3,231,814,195
Reverse  Folhas 42,873,185 2,620,503 6,11% 40,252,682 93,89% 30,967,679 72,23% 3,050,230,791
Pool 6 Forward Folhas 43,766,448 5,643,469 12,89% 38,122,979 87,11% 28,741,073 65,67% 3,009,166,305
Reverse  Folhas 43,766,448 5,643,469 12,89% 38,122,979 87,11% 28,741,073 65,67% 2,840,876,602
Pool 7 Forward Folhas 38,583,198 3,685,525 9,55% 34,897,673 90,45% 26,473,356 68,61% 2,741,329,009
Reverse  Folhas 38,583,198 3,685,525 9,55% 34,897,673 90,45% 26,473,356 68,61% 2,598,644,713
Pool8 Forward Folhas 57,391,786 2,941,368 5,13% 54,450,418 94,87% 42,558,990 74,16% 4,394,728,267
Reverse  Folhas 57,391,786 2,941,368 5,13% 54,450,418 94,87% 42,558,990 74,16% 4,161,097,793
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Tabela S4. Visdo geral da analise e montagem do transcriptoma. Cada piscina corresponde a um tipo de estrutura (sementes ou folhas) localizada em uma area de colheita
especifica. Na area A (pool 1 - sementes / pool 5 - Folhas); B (Pool 2 - sementes / Pool 6- folhas); C (Pool 3 - sementes / Pool 7 - folhas); D (pools 4 - sementes / pool 8 -
folhas). A e B correspondem aos municipios de Acari - RN e C e D aos municipios de Jardim do Serid6é - RN. * Leituras de alta qualidade: sdo leituras processadas apos a
remocdo de RNAr de pares de bases com 20 ou mais indices de qualidade, ¢ os valores médios de Phred acima de 33.

Localizacéo A B C D A B C D

Pool 1 Pool 2 Pool 3 Pool 4 Pool 5 Pool 6 Pool 7 Pool 8

Sequences

NUmero reads 38,517,758 45,536,735 34,385,125 50,105,977 42,873,185 43,766,448 38,583,198 57,391,786

Reads de alta qualidade* 27,465,395 34,199,767 20,856,947 31,730,471 30,967,679 28,741,073 26,473,356 42,558,990

Alcance de leitura (pb) 21-151 21-151 21-151 21-151 21-151 21-151 21-151 21-151

Comprimento médio (pb) 100 101 101 99 101 102 101 101

Contigs

Numero de contigs 71,747 91,072 68,050 68,804 88,190 93,207 87,819 95,089

Comprimento médio (pb) 1088.18 1102,95 984,88 871,50 1101.2 1096,8 1036,68 1085,99

N50 1606 1700 1535 1370 1683 1697 1596 1648
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Tabela S5. Resultados da analise Bowtie2 de transcriptoma de sementes e folhas de Erythrina velutina.

Amostras usadas para Regio vegetal Taxa de alinhamento
montagem geral
Pool 1 Semente 97.90%
Pool 2 Semente 98.05%
Pool 3 Semente 97.86%
Pool 4 Semente 96.84%
Pool 5 Folhas 97.99%
Pool 6 Folhas 97.84%
Pool 7 Folhas 97.88%
Pool 8 Folhas 97.80%
Pool 1234 combinado Sementes 97.75%
Pool 5678 combinado Folhas 98.32%
Pool 1-8 combinado Ambas as estruturas 98.77%
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Figura S6. Analise semiquantitativa dos alcaldides da Eritrina identificados. Eixo Y: indica a proporcédo de abundancia relativa entre entidades quimicas; Eixo X: alcaldides
identificados e anotados (1-25). As barras verdes e laranja representam alcaldides Unicos nas folhas e sementes, respectivamente, enquanto as barras azuis representam
alcal6ides presentes nas folhas e sementes.

100

90 Alkaloid exclusive of leaves

80 Alkaloid exclusive of seeds

70

Common alkaloid of leaves and

60 seeds

50

Relative abundance

40

30

20

10

= Il

2 4 5

6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

Identified alkaloids
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Tabela S7. Massa (m / z), estrutura da planta, férmula molecular, nivel de anotagdo em nosso estudo e
referéncia bibliografica para os 25 alcal6ides anotados

N° Plant Molecular m/z Annotation | Reference
Alkaloids | structure formula [M+H]
Alkaloid 1 Folhas C18H17NOg4 312.0715 L2 or L3 u/n
(A) C17H17NO4 (A) [9]
Alkaloid 2 Folhas (B) C17H17NO4 | 300.1101 L2orL3 ©) [12]
(C) C1gH21NO3
Alkaloid 3 | Sementes CirHNO3 284.0787 L2 or L3 u/n
. (A) C19H19NOs
Alkaloid 4 Folhas (B,C) CaoH2sNOs 358.1098 L2 or L3 u/n
©) 2]
Alkaloid5 | Folhas (A.B.C) 3120738 | L2orL3 | [on1l03]
C18H17NO4 () [9]
Alkaloid 6 | Folhase Ci1sH17NO3 206.0805 | L2orL3 u/n
sementes
Alkaloid 7 Folhas C18H19NOg4 314.0894 L2 or L3 (AC) [9]
) Folhas e
Alkaloid 8 sementes C18H19NO3 298.0966 L2 or L3 (A) [9], [10]
Alkaloid 9 Folhas C19H19NOs 342.0816 L2 orL3 (A) [4117]
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s | s | 69500 s | s |
Alklalloid Sementes éiﬁst%)g 466.1401 L2 orL3 u/n
A”‘laz")id Sementes | (A) CoeHssNOs | 4801520 | L2orL3 u/n
Alkalotd | FoInas€ | (x B) CigksNOs | 318.1153 | L2orL3 u/n
Alkaloid | - Folhas e Cgﬁiﬁ& 348.0348 | L2orL3 (A) [9]
A”ﬂ"id Sementes | (AB) CosHaiNOs | 4781358 | L2orL3 u/n
s | s | 89, | s | waons | e
Alkaold | Folhas PN | 3320082 | L2013 | (B
Alklaa;md Folhas ((;A’B’C’D) 316.1044 | L2orlL3 (B[)sg,l[]l’s[f]’
18H21NOg4 (C) [9]
Alkaloid g0 entes i 566.1426 | L2 orL3 u/n

19
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A | sementes | YNES) | a0a1265 | L20rLa uin
AII<2a1Ioid Sementes C2sH37NO12 580.1255 L2 orL3 u/n
A|k2a2Ioid Sementes ((Q)) gjﬁ:j{? gl z 4921120 | L2orL3 u/n
Alkalold 1 Folhas CoHzNOs | 330.0781 | L2orL3 u/n
Alkaotd | Folnase | N0, | 330.0829 | L20rL3 u/n
Alkgloid | FOINBSe 1 CotieNOs | 3140841 | L20rL3 | [a0110s)

As letras (A, B, C e D) representam as possibilidades estruturais do mesmo alcal6ide de acordo com a tabela

S1
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Tabela S8. 25 alcaloides identificados e anotados e suas perdas caracteristicas presentes no

Alcaloides anotados
Cluster 1 Perdas caracteristicas
1 32u 50u 108u -
2 32u 47u - -
3 18u - - -
4 32u 91u - -
5 32u 50u - -
6 32u - - -
7 32u 50u 149u 186u
8 32u - - -
9 32u 78u - -
10 32u 106u 120u -
Cluster 2 Perdas caracteristicas
11 162u 180u - -
12 162u 180u - -
13 18u - - -
14 18u - - -
15 162u 210u - -
16 18u 50u - -
17 18u 50u - -
18 18u 49u 138u 153u
19 44u 248u 266u -
20 18u 180u - -
21 44u 266u 431u -
22 212u 228u - -
23 18u 48u 165u -
24 68u 165u - -
25 32u 48u 50u 186u

cluster1e 2



