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Resumo

A Familia Quillajaceae pertence a ordem Fabales e é composta por duas espécies:
Quillaja saponaria e Quillaja brasiliensis, ambas nativas da América do Sul. Esse
género é conhecido, do ponto de vista biotecnoldgico, pela producdo de saponinas
triterpénicas com uso na industria farmacéutica como imunoestimulante. A despeito
do potencial biotecnoldgico da espécie, Q. brasiliensis ndo possui dados genémicos
ou transcricionais publicos que permitiriam maiores avancos no desenvolvimento de
ferramentas biotecnoldgicas. Nesse contexto, 0 presente estudo teve por objetivo o
desenvolvimento de recursos genOGmicos e transcricionais para Quillaja brasiliensis.
Foram desenvolvidos recursos gendmicos por meio da plataforma lllumina de
sequenciamento, e recursos transcricionais por meio das plataformas PacBio e
lllumina, com avaliagdo de folhas e culturas celulares. A partir dos dados
genbmicos, foi montado o genoma cloroplastidial de Q. brasiliensis, que apresenta
160528 pares de base. Com ele, foram realizados estudos filogenéticos
comparativos, incluindo-se dados plastidiais de espécies das familias Quillajaceae,
Surianaceae e Polygalaceae. Com base nos recursos transcricionais PacBio, foi
montado um transcriptoma de referéncia para Q. brasiliensis. Com base nessa
referéncia, identificamos por sequenciamento lllumina 588 genes com estabilidade
potencial para uso como normalizadores, dos quais 13 foram selecionados para
testes iniciais por PCR. Trés deles foram selecionados para teste em RT-gPCR:
Heat shock protein Hsp90 (HSP), Cyclophilin-like domain (CYP) e Ubiquitin (UBQ).
Estes genes tiveram sua estabilidade em folhas, caule e raizes. HSP foi o gene que
apresentou os resultados mais consistentes de estabilidade considerando-se os trés
tecidos avaliados. Nas analises individuais em cada tecido, CYP foi o gene
normalizador mais bem ranqueado para folha e raiz e HSP o mais bem ranqueado
em caule. Com isso, 0 presente estudo estabelece recursos moleculares iniciais em
Q. brasiliensis, que podem ser utilizados tanto para o estudo do genoma e analises
filogenéticas bem como para a descoberta de genes candidatos a producdo de
saponinas triterpénicas.

Palavras-chave: Quillaja brasiliensis, saponinas triterpénicas, biotecnologia,

recursos moleculares.



Abstract

The Quillajaceae family belongs to the order Fabales and it is composed by two
species: Quillaja saponaria and Quillaja brasiliensis, both native to South America.
This genus is known, from a biotechnological point of view, by the production of
triterpene saponins used in the pharmaceutical industry as an immunostimulant.
Despite the species biotechnological potential, Q. brasiliensis does not have public
genomic or transcriptional data that would allow further advances in the development
of biotechnological tools. In this context, the present study aimed to develop genomic
and transcriptional resources for Quillaja brasiliensis. Genomic resources were
developed through the Illumina sequencing platform, and transcriptional resources
through the PacBio and lllumina platforms, with evaluation of leaves and cell cultures.
From the genomic data, the chloroplastidal genome of Q. brasiliensis was
assembled, which has 160,528 base pairs. We the carried out comparative
phylogenetic studies, including plastid data from species of the Quillajaceae,
Surianaceae, and Polygalaceae families. Based on PacBio cDNA sequencing, a
reference transcriptome for Q. brasiliensis was assembled. Based on this reference,
we identified by lllumina sequencing 588 genes with potential stability for use as
normalizers, of which 13 were selected for PCR testing. Three of them were selected
for tests in RT-gPCR: Heat shock protein Hsp90 (HSP), Cyclophilin-like domain
(CYP) and Ubiquitin (UBQ). These genes had their stability evaluated in leaves,
stems and roots. HSP was the gene that presented the most consistent stability
results considering the three evaluated tissues. In the individual analyzes in each
tissue, CYP was the highest ranked normalizing gene for leaf and root and HSP was
the highest ranked in stem. Thus, the present study establishes initial molecular
resources in Q. brasiliensis, which can be used both for the study of the genome and
phylogenetic analyzes as well as for the discovery of candidate genes for the
production of triterpene saponins.

Key words: Quillaja brasiliensis, triterpenic saponins, biotechnology, molecular

resources.
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1. Introducéo

A Familia Quillajaceae pertence a ordem Fabales e é composta apenas por
duas espécies: Quillaja brasiliensis (St. Hil.et Tul.) (Atualmente, Q. lancifolia) e
Quillaja saponaria. A espécie Quillaja brasiliensis (Figura 1) é nativa do nordeste da
Argentina, sul do Brasil e Uruguai. Q. saponaria tem sua ocorréncia descrita no Chile

Figura 1: Espécie Quillaja brasiliensis (Elaboracdo Prépria).
central (MARTICORENA & MARCHESI 2008, LUEBERT 2013).

Economicamente, esse género esta relacionado a producdo de saponinas

triterpénicas. Em espécies angiospermas dicotileddneas, estas moléculas sé&o
usualmente compostas de um triterpeno - terpenos de 30 carbonos, derivados de
seis moléculas de isopreno, provenientes do metabolismo citoplasmatico de
terpenoides (LIAO et al., 2016) - hidrofébico, muitas vezes chamado de sapogenina.

Além disso, as saponinas contém de quatro a cinco anéis de agliconas
hidrofébicas. A partir de reacdes enzimaticas mediadas por enzimas do tipo
glicosiltransferases, grupos de agucar sdo adicionados em posi¢cdes especificas dos
anéis, bem como podem também ocorrer oxidacbes mediadas por enzimas P450
monooxigenases (SEKI et al., 2015). Essas agliconas apresentam aspecto apolar e
aclcares, que em contato com solugdo aquosa apresentam um comportamento
préximo ao sabdo (BISWAS & DWIVEDI 2019; MAGEDANS et al., 2019). Dessa

forma, as sapogeninas sao agliconas usualmente “decoradas” com sacarideos que



vao compor a parte hidrofilica da molécula (RIBEIRO et al., 2020; MAGEDANS et al.,
2021).

Do ponto de vista ecoldgico, estes compostos fornecem protecdo devido ao
seu sabor amargo e adstringente, que impede animais herbivoros de consumirem a
planta. As saponinas também servem como substancias de prote¢do devido a sua
toxicidade para animais monogastricos e insetos herbivoros (RIBEIRO et al., 2020).

As saponinas sdo moléculas altamente versateis e apresentam aplicacdes em
diversas atividades industriais. No setor farmacéutico, sdo relevantes por suas
atividades como imunoadjuvantes (promovendo respostas imunes em formulacdes
de vacinas veterinarias e humanas), entre outras propriedades farmacéuticas. Elas
também sdo produtos relevantes na industria alimenticia. Alguns de seus principais
usos sdo como agentes espumantes em bebidas e emulsificantes em alimentos
processados, incluindo encapsulamento e estabilizacdo de compostos bioativos
(MAGEDANS et al., 2021).

As saponinas sdo base de medicamentos expectorante, anti-inflamatorio,
hipocolesterolémico e hemolitico. O extrato patenteado Q-Naturale® foi 0 composto,
oriundo de Q. saponéaria, mais estudado no que diz respeito a sua acado
imunoadjuvante e emulsificante (DE FARIA et al., 2017; ALIMENTARIUS 2018;
FLECK et al., 2019.). Outros compostos de saponinas, como a fracées de extratos
da casca de Quillaja saponaria, exemplo da QS-21, foram testados como
imunoestimulante (MARCIANI, 2018).

As saponinas de Q. brasiliensis, assim como saponinas de Q. saponaria
formaram complexos imunoestimulantes (ISCOMs) (CIBULSKI et al., 2016),
garantindo para as saponinas de Q. brasiliensis uma capacidade de estimulo do
sistema imunoldgico

A acado imunoadjuvante de saponinas de Quillaja ocorre de duas maneiras.
Em células T, o grupo aldeido se une a QS-21 e desencadeia uma cascata
molecular auxilio de quinase ativada por mitégeno (MAP) (ERK2) e em conjunto com
transportadores de K+ e Na+ resultado na secrecéo de citocinas Thl. Ja em células
dendriticas as saponinas agem como facilitadoras da liberacdo da vesicula
endossomal, garantindo uma resposta rapida dessas células e a comunicacdo
imediata com células T medidas por apresentacao cruzada do antigeno (MARCIANI

2018). Estes eventos estao descritos na figura 3.
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Figura 3: Acdo das saponinas em células T e células dendriticas para resposta
imunoldgica. Fonte: MARCIANI 2018.

Nos ultimos anos, diversos estudos caracterizaram bioquimicamente as
saponinas oriundas da representante brasileira Quillaja brasiliensis com potencial
imunoldgico e identificaram caracteristicas bioquimicas semelhantes as saponinas
presentes em Q. saponaria (FLECK et al., 2019).

Em estudos de avaliacdo da capacidade imunoadjuvante de Q. brasiliensis, a
fracdo QB-80 foi utilizada para sintese do neoadjuvante IMXQB-80 usado em
vacinas experimentais inativadas contra o virus Zika. Estudos com ratos submetidos
a esse neoadjuvante indicaram um aumento significativo de imunoglobulinas IgG e
outros subtipos relacionados ao Zika virus (IgG1l, 1gG2b, IgG2c), assim como
anticorpos na comparacado com testes de vacinas sem adjuvante (CIBULSKI et al .,
2021).

A espécie Q. saponaria é a mais explorada comercialmente para

aplicabilidade na industria alimenticia, de cosméticos e farmacéutica (GONZALEZ &
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SORENSEN 2020; MA et al., 2020; DAI et al., 2020). As saponinas s&o extraidas da
casca dessa éarvore, demandando uma grande quantidade de material vegetal.
Assim, as pesquisas recentes investigam formas alternativas de obteng&o deste
composto (REICHERT et al., 2019).

Dessa forma, a obtencdo de saponinas de Q. brasiliensis tem maior potencial
de sustentabilidade que as de Q. saponaria, uma vez que as saponinas estao em
maior concentracdo na folha. Em funcdo desse maior potencial de uso sustentavel, o
processo de inducdo da producdo de saponinas em Quillaja brasiliensis tem sido
estudado. Por exemplo, folhas sob efeito de luz UV-C produzem mais saponinas
bioativas (YENDO et al., 2015). Outro caminho para o aumento da producdo de
saponinas bioativas seria por meio de extracdo destes compostos em culturas
celulares (BISWAS E DWIVEDI, 2019).

Como o conhecimento de agentes e condi¢cdes que estimulam o acumulo de
saponinas € de grande interesse e varios estudos tém sido realizados com esse
objetivo. A elucidacdo das etapas de sua biossintese em nivel gendémico e
transcricional € um passo crucial nesse sentido.

Uma drastica diminuicdo dos custos de sequenciamento nos ultimos anos tem
possibilitado um maior nimero de projetos de sequenciamento de larga escala
(KUMAR et al., 2019). Novos projetos surgiram para a geracao de dados genémicos
- como o The Earth Biogenome Project (EBP) (https://www.earthbiogenome.org/) que
pretende contribuir para as diversas areas do conhecimento como a conservacéao de
espécies ameacadas.

Em funcdo da proliferacdo de dados de sequenciamento, quase 4000
genomas cloroplastidiais estdo depositados no NCBI (DOBROGOJSKI et al., 2020).
Andlises do genoma dos cloroplastos obtidos a partir do sequenciamento de nova
geracao trouxeram maior entendimento sobre relacdes evolutivas dentro de grupos
vegetais além de possibilitar aplicacdes biotecnolégicas como desenvolvimento de
vacinas e biofarmacos (DANIELL et al., 2016).

Os avancos nas técnicas de sequenciamento também possibilitaram um
desenvolvimento acelerado nas analises de RNA. Hoje o RNAseq se transformou
em rotina nos trabalhos de biologia molecular. Com ele conseguimos identificar
aspectos biolégicos do RNA, compreender funcionalmente genes e genomas além

de investigar a regulacao de genes em diversos organismos (STARK et al., 2019).
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No momento, a despeito de seu grande potencial biotecnologico, o
desenvolvimento de recursos moleculares para a descoberta de vias metabdlicas e
compreensao de relacdes filogenéticas em Quillajaceae é relativamente incipiente. O
Unico estudo publico de transcriptoma em Quillajaceae foi o realizado na iniciativa
“1kp transcriptomes” (One Thousand Plant Transcriptomes Initiative, 2019), no qual
foi sequenciado o transcriptoma foliar de Q. saponaria pela técnica de
sequenciamento Illlumina. Com esta mesma técnica, foi obtido o sequenciamento do
genoma de cloroplasto de Q. saponaria (Vizoso et al., 2019). Ja para Q. brasiliensis,

ndo ha no momento dados publicos de sequenciamento.

1.1. Genomados cloroplastos

No aspecto metabdlico, o cloroplasto pode ser considerado a organela mais
importante presente nas plantas superiores. O mecanismo bioquimico e biofisico
realizado por essa organela esta diretamente relacionada a sua funcédo no uso da
radiacdo solar para gerar precursores na geracdo de energia (Helmut Kirchhoff
2019).

A funcado dos cloroplastos ndo se resume ao processo de aproveitamento da
radiacdo solar para a sintese de acgUcares para o metabolismo vegetal, mas também
estao relacionados a sintetizam fitohorménios, acidos graxos, aminoacidos além de
outros metabolitos secundarios, assim atuando diretamente nos aspectos do
desenvolvimento vegetal, respostas ao ambiente e a imunidade vegetal
(LITTLEJOHN et al., 2021).

As caracteristicas funcionais e dos cloroplastos estdo relacionadas ao seu
genoma. Resultado de um processo ancestral de endossimbiose entre organismos
eucariotos e uma cianobactéria. Os cloroplastos possuem genoma préprio e
altamente diversificado.

A organizacdo gendmica dos cloroplastos € bastante variada, podendo
apresentar conformacd@es circulares ou linear de DNA, variando de 15.553 pares de
bases (pb) em Asarum minus a 521.168 pb em Floydiella terrestris (BROUARD et
al., 2010). Proteinas presentes nos cloroplastos nem sempre séo sintetizadas pelo
nucleo das células, podendo variar de 0 a 315 genes codificados pelo DNA
cloroplastidial. No geral, o genoma cloroplastidial (cpDNA) esta organizado em dois

fragmentos idénticos chamados repeticdes invertidas (IR) separadas por uma secéo
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longa de coépia Unica (LSC) e uma secdo curta de coépia Unica (SSC)
(DOBROGOJSKI et al., 2020).

O sequenciamento de cloroplastos trouxe uma maior compreensédo de
diversos aspectos biolégicos, como a o maquinario transcricional celular e ainda
aspectos evolutivos (SANITA LIMA et al., 2016). Mesmo com 0s avangos nas
técnicas de sequenciamento de nova geracdo os cloroplastos tém ficado em
segundo plano na comparagdo com o sequenciamento de mitocéndrias por exemplo
(SMITH 2018).

Devido as suas caracteristicas Unicas como a presenca de genes altamente
conservados e a heranca uniparental, o genoma cloroplastidial é fundamental para a
reconstrucao filogenética de plantas (FANG et al 2017). As filogenias que utilizam os
cloroplastos sustentam a monofilia de grandes grupos, como por exemplo a de
briofitas (ZHONG et al., 2014) Ou ainda de grupos de importancia econémica como
0 grupo das fabales (AYGOREN ULUER et al., 2020). Mas para que as analises
filogenéticas que utilizam dados gendmicos de cloroplasto ocorra, € preciso
conhecer estes genomas por completo nas diferentes linhagens. Um exemplo é a
familia foco deste estudo, Quillajaceae, que possui apenas um genoma
cloroplastidial reportado de Q. saponaria (VIZOSO et al., 2019), mas néo existem até

0 momento trabalhos de sequenciamento com a espécie Quillaja brasiliensis.

1.2. Sequenciamento lllumina

A plataforma Illumina foi de extrema importancia para o desenvolvimento de
estudos relacionados ao sequenciamento de genomas e transcriptomas por trazer
rapidez e diminuir custos da técnica de sequenciamento. Este tipo de
sequenciamento é baseado na hibridizacdo do DNA a oligonucleotideos presentes
em uma plataforma sélida (Iamina de vidro). diferente da técnica de sanger baseada
na amplificacdo por PCR(VAN DIJK et al., 2018).

O DNA é fragmentado e adaptadores sao adicionados em suas extremidades
para que elas sejam hibridizadas na lamina de vidro, em seguida o fragmento se
dobra formando pontes. Rodadas sucessivas de sintese de fitas complementares
sao realizadas nas “pontes” formadas. A adigdo de nucleotideos marcados faz com
gue a fluorescéncia seja detectada e assim as sequéncias séo elucidadas (KUMAR
et al., 2019). Os dados de saida do sequenciamento illumina variam de 1,2GB a

360GB dependendo do numero de leituras realizadas para uma dada amostra. Na
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plataforma lllumina, as leituras apresentam tamanho entre 150 e 300 bp (SLATKO et
al 2018).

O método de sequenciamento utilizado pela plataforma lllumina tem como
maior limitacdo o tamanho de sequéncia gerado, que vem sendo superado por
novas técnicas como a plataforma PacBio e Oxford Nanopore. No sequenciamento
illumina, assim como sequenciamento de DNA € possivel realizar o sequenciamento
do RNA a partir da sintese de um DNA complementar cDNA. O conjunto total de
RNA expresso pelas células um organismo € chamado de transcriptoma. Em
resumo, a técnica é baseada na fragmentacao do RNA gerando leituras curtas assim
essas leituras sdo montadas a partir de ferramentas de Bioinformética (STARK et al.,
2019).

O desenvolvimento dessa tecnologia trouxe uma expansdao aos estudos
funcionais de aspectos bioldgicos como a regulacéo e descoberta de genes (STARK
et al., 2019). O desenvolvimento dos estudos relacionados ao sequenciamento de
RNA trouxe, especificamente para as plantas, possibilidades aos estudos evolutivos
e de melhoramento (LE NGUYEN et al., 2019).

Com estes dados, podem ser descobertos genes relacionados a sintese de
compostos de interesse em plantas, como genes relacionados a producdo de
terpenoides em curcuma (ANNANDURAI et al., 2013) e pitanga (GUZMAN et al.,

2014), bem como a coloracéo de frutos em araca (VETO et al., 2020).

1.3. Sequenciamento Iso-seq

Como uma forma de melhorar o rendimento dos métodos de sequenciamento,
um novo meétodo surgiu com a possibilidade de leitura de uma molécula inteira de
RNA sem a obrigatoriedade da fragmentacdo das sequéncias polipeptidicas para a
leitura. Isso possibilitou a identificacdo de isoformas resultantes dos splicing
alternativo além de reduzir os erros de montagem (STARK et al., 2019). Este método
foi lancado em 2011 pela empresa Pacific Biosciences (PacBio). Nele, a
polimerizacdo € realizada em moléculas circulares, diferente dos reads
fragmentados e fixados em plataforma sélida no Illumina. As moléculas circulares
ficam dispostas em pocos com uma Unica polimerase que realiza a amplificacao e
consecutiva leitura por fluoréforos (KUMAR et al., 2019).

Para os trabalhos de RNA-seq, a tecnologia long-read possibilita a

identificac&o clara de RNAs e suas isoformas, possibilitando um maior entendimento
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do perfil transcricional da planta uma vez que os erros relacionados a montagem das
sequéncias sdo menos frequentes (DIJK et al., 2018). Além disso, a tecnologia long-
read pode contribuir em estudos voltados a descoberta de genes relacionados a
sintese de metabdlitos especializados, como em espécies utilizadas na medicina
chinesa (CUI et al., 2021).

A B
NGS TGS

DNA DNA

PacBio SMRT sequencing

Adaptor Polymerase

ANV~

Library ONT sequencing

Motor protein

1 kb to > 4 Mb insert

[ N N 3 J | ;N ]
Short reads e . ———
N - O e e B

Long reads

Assembly Assembly

Figura 2: Métodos de leitura curta, equenciamento de alto rendimento(A) e leitura
longa TGS (Long reads)(B). Destague para menos sobreposicdes de reads durante
a montagem utilizando long reads em comparacao com short reads. Fonte: CHEN et
al., (2021)

Assim, trabalhos que utilizam de métodos de RNA-seq combinados, Illlumina
e long-read, podem contribuir para a identificacdo de aspectos metabodlicos e
funcionais de compostos como os terpenos. Ou ainda possibilitar a construcéo de
transcriptomas completos de forma rapida e econdémica de espécies, sem um
genoma de referéncia. Isso foi realizado na espécie de algoddo selvagem
Gossypium australe (FENG et al., 2019) e na espécie da medicina tradicional

chinesa Zanthoxylum armatum (LIU et al., 2021).

1.4. Genes Normalizadores

Para a validacdo da expresséao diferencial ou identificacdo de genes chaves
para vias metabdlicas de interesse, € preciso a identificacdo de genes considerados
normalizadores, ou seja, genes que independente da condicdo experimental
apresentam o0 mesmo padrdo transcricional. Os experimentos de RT-gPCR
dependem primariamente de uma extracdo de RNA, no entanto existe variacdo no

conteudo total de RNA presentes em uma amostra ap0s a extragdo, assim o gene de



16

referéncia serviria como um calibrador e sua expresséo serd constante durante os
ciclos de amplificacdo (ZHOU et al., 2017; KOZERA et al., 2013).

Para que o gene normalizador apresente essa caracteristica durante as
reacdes de RT-qPCR é preciso que ele seja previamente selecionado em estudos
gue caracterizam seu perfil transcricional e os dados obtidos sejam executados para
identificar a estabilidade desse gene.

A estabilidade de um normalizador depende de algumas caracteristicas, sdo
elas; o gene deve ser expresso em diferentes tecidos; o gene precisa ser identificado
em diferentes fases de crescimento do organismo de estudo e ser expresso em
diferentes condi¢cbes de tratamento (HELLEMANS et al., 2014). Assim para estudos
comparativos, no qual mais de um tratamento é avaliado por RT-PCR quantitativo
em tempo real (RT-qgPCR), bem como em experimentos que avaliam a expressao de
genes em condi¢des diversas, o nivel de mRNA do gene de referéncia é utilizado
como calibrador para as condi¢des da analise transcricional (JOSEPH et al., 2018).

Para tanto, é preciso identificar qual gene apresenta -caracteristicas
especificas de um normalizador. Para espécies vegetais que ndo apresentam genes
normalizadores conhecidos, é necessaria uma avaliacdo da estabilidade de genes
gue possam ser utilizados como normalizadores, idealmente comparando
tratamentos (JOSEPH et al.,, 2018). A identificacdo dos genes mais estaveis, no
geral, ocorre por meio da comparacdo dos valores médios de CT exibidos ou
variagcbes desses dados. A plataforma RefFinder € um exemplo amplamente
empregado em diversos trabalhos com normalizadores (AIMAS et al., 2018; LI et al.,
2021: SARWAR et al., 2020; SHUKLA et al., 2019). Esta plataforma utiliza quatro
algoritmos que individualmente indicam a partir dos valores de referéncia qual o
gene mais estavel para normalizadores, sédo elas BestKeeper, NormFinder, Genorm
e 0 método comparativo delta-CT (VANDESOMPELE et al., 2002; ANDERSON et al.
2004; PFAFFL et al.,2004; SILVER et al., 2006).

2. Objetivo

O presente estudo tem como objetivo geral obter recursos genémicos e de
transcriptoma da espécie Quillaja brasiliensis. Especificamente foram realizados:

- A montagem de novo e a anotacdo do genoma de cloroplasto da espécie;

- Uma andlise comparativa do genoma de cloroplastos de espécies da familia

Quillajaceae;
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- Sequenciamento do transcriptoma de folhas e culturas celulares de Q.
brasiliensis;
- Identificacdo de genes normalizadores para folhas, caules e raizes de Q.

brasiliensis.

Para apresentar o alcance desses objetivos, os contetdos desta dissertacao
foram divididos em duas partes. No primeiro é apresentado 0 sequenciamento e
analise do genoma plastidial de Q. brasiliensis. Na segunda parte apresentamos o

desenvolvimento de um transcriptoma de referéncia para a espécie.



55

Consideracg®es finais

O desenvolvimento das técnicas de RT-gPCR e sequenciamento gendmico
trouxeram muitos avancos para o entendimento da dindmica metabdlica dos
organismos vegetais. Tais dinamicas servem como mapa para o aperfeicoamento de
técnicas relacionadas a biologia molecular e biotecnologia. Além de servir como
base nos estudos descritivos sobre evolugéo e fisiologia de plantas.

O presente trabalho buscou acrescentar a esses estudos subsidios
gendmicos e transcricionais da espécie Quillaja brasiliensis. Para isso executamos o
sequenciamento, montagem e anotacdo do genoma plastidial desta espécie. Como
resultado, pudemos realizar uma analise filogenética com outras espécies de
Fabales bem como diferenciar caracteres evolutivos referente aos cloroplastos deste
grupo.

Com os dados transcricionais sequenciamos e montamos O primeiro
transcriptoma de referéncia para a o primeiro estudo sobre selecdo de genes de
referéncia. Estes genes podem servir como guia para estudos posteriores sobre o
trascriptoma desta espécie em diversas condi¢cdes experimentais.

Assim o presente trabalho permitiu contribui ndo sé para biologia da espécie
Quillaja brasiliensis e da familia Quillajaceae, mas para estudos em

Fabales e em organismos produtores de Saponinas.
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