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SEQUENCIAMENTO DO GENOMA DE ARROZ VERMELHO (Oryza sativa L.)
E ANALISE DE GENES RELACIONADOS AO CARATER DEGRANE!

Autora: Thais Raquel Hagemann
Orientador: José Fernandes Barbosa Neto

RESUMO

Até o momento nenhuma espécie daninha de importancia agricola tinha sido
sequenciada no Brasil, dessa forma o arroz vermelho oferece uma oportunidade impar
para isso, podendo levar a um melhor entendimento do seu genoma e facilitar o
desenvolvimento de estratégias mais eficientes de controle destas plantas em condi¢des
de campo. Sendo assim, 0 objetivo deste trabalho foi sequenciar o genoma de dois
gendtipos de arroz vermelho coletados no estado do Rio Grande do Sul, e que possuem
degrane elevado (AV60) intermediario (AV53), bem como realizar uma andlise estrutural
dos genes relacionados a este carater. VVarios programas montadores foram comparados e
0 Abbys foi 0 que gerou o maior numero de scaffolds, totalizado um tamanho de genoma
de 391,7 e 390,2 megabases, respectivamente para os gendtipos AV53 e AV60, o que
representa cerca de 90% do genoma referéncia do arroz. A cobertura do sequenciamento
foi de 36.6 X e 32.1 X respectivamente para os mesmos genotipos. A analise estrutural
de seis principais genes relacionados ao degrane relevou que a composi¢do génica é
similar entre os gendtipos analisados, corroborando com resultados de estudos anteriores.
Um grande numero de variantes genémicos foi descoberto (SNPs e INDELs). O
alinhamento dos gendtipos com o genoma de referénciaOryza sativa ssp. indica revelou
relativamente menor nimero de variantes, com frequéncia de um SNP a cada 264 pb. Por
outro lado, o alinhamento contra o genoma referéncia de Oryza sativa ssp. japonica gerou
uma frequéncia média de 1 SNP a cada 154pb, sendo que a mesma tendéncia foi
observada para os INDELs. A menor frequéncia de SNPs e INDELS no primeiro
alinhamento sugere maior similaridade entre as espécies alinhadas, indicando que o arroz
vermelho do sul do Brasil é provavelmente originario da espécieOryza sativa spp indica.

Tese de Doutorado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do
Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (71p.) Agosto, 2015.



GENOME SEEQUENCING OF WEEDY RICE (Oryza sativa L.) AND ANALYSIS
OF GENES RELATED TO SEED SHATTERING!

Author: Thais Raquel Hagemann
Advisor: José Fernandes Barbosa Neto

ABSTRACT

So far no weed species of agricultural importance had been sequenced in Brazil,
thus weedy red rice provided a unique opportunity for it, leading to a better understanding
of genomic and facilitating the development of more effective strategies to control these
plants under field conditions. The objective of this study was sequencing the genome of
two weedy red rice genotypes found in the Rio Grande do Sul state, which present high
(AV60) and intermediate (AV53) degree of shattering,and perform a structural analysis
of the genes related to this trait. Several genome assemblers programs were compared,
and Abbys was the one that generated the highest number of scaffolds, totalizing a
genome size of 391.7 and 390.2 Mb, respectively for AV53 and AV60 genotypes, which
represent about 90% of the rice reference genome. The sequencing coverage was 32.1
and 36.6X respectively for the same genotypes. The structural analysis of 6 key genes
related to seed shattering revealed that its genetic composition is similar among the
genotypes analyzed, confirming results from previous studies. A large number of genomic
variants (SNPs and INDELSs) were discovered. The alignment of AV53, and AV60 with
the Oryza sativa ssp. indica reference genome showed relatively lower number of
variants, with a frequency of 1 SNP every 220 bp, whereas the alignment with the Oryza
sativa spp. japonica yielded an average frequency of 1 SNP every 154pb; the same trend
was observed for INDELS. The lower frequency of SNPs and INDELS in the first
alignment suggests greater similarity between the aligned species, indicating that the
origin of weedy red rice in southern Brazil is most likely from the Oryza sativa spp indica.

!Doctoral thesis in Agronomy, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
Porto Alegre, RS, Brazil. (71 p.) August, 2015.
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1 INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.) cultivado é amplamente consumido e semeado em todos
0s continentes, desempenhando papel estratégico tanto no aspecto econémico, quanto no
social. O Brasil esta entre os dez principais produtores mundiais de arroz, com cerca de
12.4 milhdes de toneladas anuais para um consumo de 11,7 milhdes de toneladas
(CONAB, 2015). No Rio Grande do Sul (RS), este cereal ocupa aproximadamente de
1,12 milhdo de hectares, produzindo ao redor de 8,44 milhdes de toneladas ao ano, com
produtividade media de 7500 kg ha* (CONAB, 2015).

Apesar de essa produtividade ter aumentado nos ultimos anos, ela ainda esta
abaixo da produtividade alcangada pelas lavouras que adotam alto nivel tecnoldgico e do
potencial obtido nas areas experimentais. 1sso ocorre, dentre outro fatores, devido ao
controle insatisfatorio das plantas daninhas. Entre as espécies daninhas que infestam as
lavouras no sul do Brasil, o arroz vermelho (Oryza sativa L.) tem sido considerado como
aquela que mais limita o potencial de produtividade do arroz. Assim sendo, é importante
estudar a biologia desta planta invasora e entender a genética de sua adaptacdo aos
ambientes cultivados com arroz.

A nova geracéo de tecnologias de sequenciamento (NGS) abre a oportunidade de
redesenhar estratégias para a obtencdo de maior eficiéncia na analise genética de
caracteres de importancia agronémica. Esta maior eficiéncia podera refletir diretamente
na selecdo de genotipos com caracteres desejaveis, possibilitando ao melhorista
desenvolver mais facilmente cultivares que atendam as necessidades do mercado. Da
mesma forma, estas técnicas aplicadas a espécies daninhas poderdo permitir o
entendimento mais acurado de sua biologia, facilitando o estabelecimento de novas
estratégias de seu controle a campo.

Até recentemente, 0 sequenciamento de genomas complexos era de dificil
execucdo e de elevado custo. No entanto, ap6s o desenvolvimento da nova geragéo de
tecnologias de sequenciamento (NGS), essa tarefa ficou mais simplificada e com custos

acessiveis, possibilitado a realizacdo de técnicas de resequenciamento e sequenciamento



de novo.

Até o momento nenhuma espécie daninha de importancia agricola no Brasil foi
sequenciada e o arroz vermelho oferece uma oportunidade impar para este trabalho.
Primeiramente, por que ela é uma espécie invasora de uma cultura de grande importancia
econdmica nacional e mundial: o arroz cultivado. Além disso, o arroz cultivado e suas
espécies relacionadas tém sido intensamente estudadas, tanto do ponto de vista
agrondmico, como genético e genémico.

Dessa forma, a unido de novas técnicas de sequenciamento com o estudo de
caracteres adaptativos em arroz vermelho podera se traduzir em um melhor entendimento
da genética destes caracteres, facilitando o desenvolvimento de estratégias mais eficientes
de controle destas plantas em condi¢Ges de campo. Neste sentido, o carater degrane é
emblemaético, uma vez que esta diretamente relacionado com a manutencéo de plantas de
arroz vermelho a campo, sendo um fator adaptativo de grande importancia. Além disso,
futuramente o sequenciamento de variedades de arroz cultivadas no sul do Brasil
possibilitard o estabelecimento de um banco de dados nacional. Este banco de dados
poderda ser pesquisado para genes de interesse dos melhoristas, permitindo o isolamento
e clonagem de genes diretamente a partir da analise in silico.

Sendo assim, 0s objetivos deste trabalho foram sequenciar e montar o genoma de
dois gendtipos de arroz vermelho coletados a campo no estado do Rio Grande do Sul,

bem como analisar a estrutura de alguns genes relacionados ao carater adaptativo degrane.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Aspectos gerais e evolutivos do arroz cultivado

O arroz (Oryza sativa L.) € uma espécie anual pertencente a familia Poaceae e ao
género Oryza, adaptada ao meio aquatico. Esta adaptacdo se deve a formacdo do
aerénquima no colmo e nas raizes da planta, tecido este que possibilita a passagem de
oxigénio do ar para a camada da rizosfera, permitindo o cultivo em ambientes alagados
(anaerdbios) (Taiz e Zeiger, 2009).

Esse cereal é originario do continente asiatico (Molina et al 2011) sendo que tanto
0 arroz cultivado quanto o arroz daninho evoluiram a partir de espécies silvestres do
género Oryza. Das 22 espécies silvestres do género Oryza, 9 sdo tetraploides (BBCC,
CCDD) e o restante ¢é diploide (Khush, 1997). A diversificacdo em diferentes grupos
desse género provavelmente ocorreu na China a cerca de 8.000 anos atras (Molina et al
2011). As espécies silvestres O. rufipogon, O. nivara, O. glumaepatula, O. meridionalis,
O. breviligulata, O. longistaminata e as espécies cultivadas O. sativa e O. glaberrima
pertencem ao pool génico diploide (AA) e podem hibridizar entre si (Jena, 2010). Porém,
ainda ndo esta totalmente elucidado de qual espécie O. sativa evoluiu, sendo gque alguns
autores acreditam que essa espécie evoluiu a partir das espécies silvestres O. nivarae, O.
rufipogon (Smith e Dilday, 2003).

Dentre o arroz cultivado O. sativa desenvolveu-se trés subespécies principais:

indica, japdnica e javanica que sao detalhadas a seguir (Tabela 1).



TABELA 1. Diferengas morfoldgicas entre as subespécies de indica, japonica e javanica.
Porto Alegre, 2015.

Subespécies Indica Japonica Temperado Japonica Tropical
Folhas Claras e longas Escuras e estreitas Claras e eretas
Perfilhamento Elevado Médio Baixo
Estatura Alta Médio Alta
Sensibilidade ao fotoperiodo Variada Ausente a baixa Baixa
Gréos Delgados Curtos e arredondados Longos e grossos
Aristas Ausente Variada Variada
Degrane natural Fécil Dificil Dificil

A domesticagio em diferentes regides climaticas da Asia resultou na evolugéo de
dois tipos de arroz jap6nica (Jena, 2010). O arroz jap6nica tropical que é cultivado no sul
dos Estados Unidos e o0 arroz japdnica temperado é cultivado no Japdo e na Califérnia.
No Brasil, o arroz cultivado na maioria das areas pertence a subespécie indica. J& a espécie
O. glaberrima é largamente cultivada no continente africano, de onde € originaria
(Delouche et al., 2007), e é considerada daninha em outras regiées do mundo (Smith e
Dilday, 2003).

Apesar do arroz vermelho e do arroz cultivado pertencerem a mesma espécie
botanica, diferencas relacionadas ao degrane (Li et al., 2006) e dorméncia fisioldgica
(Finkelstein et al., 2008) tornam o arroz vermelho indesejavel na lavoura pois resulta em
prejuizos na producdo do arroz cultivado. A dorméncia das sementes do arroz vermelho
permite a sua germinacgédo escalonada no tempo resultando na quase que perpetuacéo desta
planta daninha uma vez estabelecida em uma lavoura.

No entanto, o degrane natural dos graos de arroz vermelho tem maior importancia
em relacdo a caracteristicas negativas desta planta daninha no sistema de producdo do
arroz. Este carater tem importancia evolutiva para a perpetuacdo do género Oryza (Lin et
al., 2007) e resulta em facilidade de disseminacdo, permanéncia e perpetuacdo das

sementes de arroz vermelho em lavouras de arroz.

2.2 A cultura do arroz no Brasil

O arroz é um dos cereais mais cultivados no mundo com grande destaque do ponto
de vista econdmico e social, ocupando atualmente o segundo lugar como o cereal mais
cultivado mundialmente. Essa cultura representa um dos alimentos mais importantes para
a nutricdo humana, servindo de base alimentar para mais de trés bilhdes de pessoas

(SOSBALI, 2012). O Brasil esta entre os dez principais paises produtores de arroz, cuja



producdo anual ficou entre 11 e 13 milhdes de toneladas nas ultimas safras, que
corresponde a 82% da producdo do Mercosul (SOSBAI, 2012) e cerca de 65% da
producdo brasileira na média das Gltimas 5 safras (CONAB, 2015).

De acordo com a série histérica da Conab (2015), nos Gtimos 40 anos o
rendimento médio da cultura do arroz passou de 1501 para 5453 kg ha*representendo um
ganho médio de 103 kg ha™* por ano (Figura 1). Isso deve-se a melhoria nas tecnolgias de
manejo da cultura e ganhos genéticos provenientes do constante lancamento de cultivares
mais produtivos. Além de destacar-se como maior produtor nacional, 0 RS também
apresenta historicamente as maiores produtvidades do pais, com cerca de 2,5 toneladas

acima do rendimento médio brasileiro.
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FIGURA 1.  Progresso do rendimento de gréo do arroz cultivado no Brasil e no estado do
Rio Grande do Sul de 1976 a 2015. Fonte: Conab (2015). Porto Alegre, 2015.

Atualmente a area cultivada deste cereal no RS ocupa 1,12 milhGes de hectares,
com produtividade média de 7716 kg ha™ na Gltima safra (CONAB, 2015). E possivel
verificar aumento gradativo da produtividade média ao longo dos anos no RS, contudo,
ela esta aquém da produtividade media obtida em areas experimentais e em lavouras que
adotam alto nivel tecnologico (Gomes e Magalhées, 2004). A elevada producdo de arroz

no Brasil e no mundo deve-se a alta tecnologia empregada pelos agricultores, associada



ao alto potencial genético das cultivares utilizadas, o qual foi alcancado pelo sucesso nos
programas de melhoramento genético de arroz, além do manejo correto da cultura, com a
utilizacdo de sementes certificadas, época de semeadura e controle de pragas, molestias e

plantas invasoras, principalmente o arroz vermelho.

2.3 O arroz vermelho

O arroz vermelho, também denominado arroz silvestre ou daninho, pertence ao
mesmo género e espécie do arroz cultivado (Oryza sativa), porém ha varias diferencas
morfololdgicas e genéticas entre estes (Noldin et al., 1999). Essa invasora originaria da
Asia, é considerada a mais importante planta infestante da lavoura orizicola do RS
(Noldin et al., 2004), em razdo das perdas econdmicas causadas pela diminuigdo da
produtividade do arroz cultivado em funcdo da competicdo entre essas espécies. Além de
reduzir o rendimento de gréos, essa daninha também afeta a qualidade dos gréos colhidos,
elevando os custos de producdo devido a necessidade de controle e aos problemas
operacionais na colheita, secagem e beneficiamento.

No sul do Brasil, os prejuizos relacionados a competicdo com arroz vermelho
podem representar até 20% do rendimento de grdos. Dessa forma, aproximadamente 1,3
milhdes de toneladas de arroz sdo perdidas no RS a cada safra, representando um prejuizo
anual equivalente a aproximadamente 360 milhdes de dolares (IRGA, 2008).
Similarmente, na regido orizicola do sul dos Estados Unidos, o arroz vermelho também
se caracteriza por ser o principal problema em relacdo a competicdo com as cultivares de
arroz (Gealy et al., 2002; Norsworthy et al., 2007). Os prejuizos causados aos produtores
do estado do Arkansas, EUA, em 2006 foram de aproximadamente U$ 300,00 por hectare
(Burgos et al 2008).

O arroz vermelho corresponde a diversos biotipos silvestres da propria espécie
Oryza sativa L e a bidtipos de O. nivara e O. rufipogon (Vaughan et al., 2001). Essa
planta daninha diferencia-se do arroz cultivado por apresentar maior estatura, folhas
decumbentes, elevado vigor e capacidade de afilhamento com emissdo de afilhos
ontogenicamente atrasados, pericarpo de cor avermelhada, palea e lema com variacao na
cor, pilosidade e aderéncia da palea e lema ao pericarpo, presenca ou ndo de arista e
sementes com dorméncia (Diarra et al., 1985; Noldin et al., 1999).

Em relacdo as caracteristicas morfologicas, as plantas de arroz vermelho
geralmente tém colmo com coloragéo levemente avermelhado, o que permite distingui-

las na lavoura (Agostinetto et al., 2001). Além disso, o arroz vermelho apresenta elevada



debulha natural, desta forma, se estabelece com a cultura, compete com esta, mas tem a
colheita de seus gréos impossibilitada devido a debulha precoce de seus graos. O numero
de afilhos, a estatura e a massa seca da parte aérea das plantas de cultivares de arroz séo
afetados negativamente devido a competicdo com arroz vermelho (Fleck et al., 2008),
demonstrando a habilidade competitiva superior desta planta daninha. Bidtipos de arroz
vermelho procedentes de lavouras de arroz irrigado do RS e SC apresentaram alta
variabilidade quanto as caracteristicas de sementes e a intensidade d& duracdo da
dorméncia (Schwanke et al., 2008) podendo alguns bidtipos apresentaram sementes com
periodo de dorméncia de até 150 dias ap0s a colheita.

O arroz vermelho é considerado a planta daninha com maior dificuldade de
controle no cultivo do arroz irrigado, sendo que em areas com altas infestagdes, caso nao
seja feito seu controle, as perdas podem chegar a 90% do rendimento de gréos (Avila et
al., 2000). Isto se deve ao fato de arroz vermelho possuir alta capacidade de competicao,
o0 que influéncia de forma negativa o desenvolvimento do arroz cultivado em diversas
etapas da cultura (Fleck et al 2008). Durante a ultima década a porcentagem de areas
orizicolas infestadas com arroz vermelho aumentou cerca de 30% (IRGA, 2010) e
atualmente 56% de todas as areas das regides de cultivo de arroz do RS possuem altas
infestacOes, com populacédo variando entre 5-30 planta sementes por m2 (IRGA, 2010).

O arroz vermelho é uma planta daninha de sucesso porque possui uma série de
caracteristicas que contribuem na eficiéncia da infestacdo de lavouras e na dificuldade de
controle. Dentre elas destaca-se a adaptacdo a praticas agronémicas, ciclo de
desenvolvimento sincronizado com o da cultura e a emergéncia rapida e vigorosa
(Delouche et al., 2007). Além disso essa planta daninha, pode ser facilmente dispersada
através de contaminacdo das sementes de arroz cultivado, apresenta alto nivel de degrane
0 que inviabiliza a retirada destas da lavoura e apresenta intensa e prolongada dorméncia
das sementes, que mantém a viabilidade das sementes por longos periodos (Delouche et
al., 2007). Desta forma, o estudo destas caracteristicas podem auxiliar no estudo e

desenvolvimento de ferramentas para o controle do arroz vermelho.

2.4 O caractere degrene

O degrane ou debulha natural € um carater evolutivo e adaptativo para a dispersao
e distribuicdo de sementes em varias especies, entre elas especies silvestres do arroz (Li
et al., 2006b; Lin et al., 2007). No entanto, estes caracteres podem causar perdas

consideraveis no rendimento de grdos no arroz domesticado. Através do processo de



domesticacdo tém sido selecionados biotipos com baixos niveis de degrane (Gu et
al.,2005). Sendo que atualmente, o arroz cultivado apresenta grau de debulha considerado
desejavel, podendo variar conforme o cultivar e a forma de colheita.

O caréater degrane contribui para a disperséo e distribuicdo das sementes de arroz
vermelho através de diversas formas. Primeiramente, 0 degrane permite que uma parte
das sementes produzidas seja distribuida sobre a superficie do solo antes e durante a
colheita, evitando que seja colhida com a cultura e removida do sistema de produgéo. Em
segundo lugar, o principal fluxo de queda das sementes, na maioria dos tipos de arroz
vermelho, ocorre alguns dias antes ou no momento da maturacéo fisiol6gica das sementes
(Delouche et al., 2007).

Normalmente a zona de abscisao entre o grdo do arroz e o pedicelo é formada por
uma camada de pequenas células com a parede celular fina. Nas plantas que apresentam
degrane como as plantas silvestres, essa camada de células é continua em toda a zona de
abscisdo. Ja nas plantas que possuem pouca debulha natural essa camada € descontinua e
completamente ausente na regido dos feixes vasculares (Li et al., 2006). A debulha natural
do grdo de arroz é causada pela diferenciacdo da camada de abscisdo que delimita o grao
do pedicelo. O processo de abscisdo é gerado pela producdo de etileno, que inibe a
producdo de auxina. Respondendo a certos sinais, enzimas hidroliticas, como
polygalacturonase e B-endo-glucanase, sdo ativadas nas células da camada de absciséo,
causando a degradacao da lamela média e da parede celular resultando na queda do gréo
(Roberts et al., 2000; Patterson, 2001; Roberts et al., 2002).

Os ecétipos de arroz vermelho tendem a apresentar pouca variabilidade quanto a
intensidade do degrane, uma vez que as sementes de ecOtipos que apresentam baixo
degrane acabam sendo eliminadas da lavoura juntamente com graos da cultura (Delouche
et al., 2007). Do mesmo modo, ec6tipos com elevado degrane fazem com que sua
erradicacdo seja dificultada, pois este carater consiste em um dos principais meios de
disseminacédo das sementes, causando reinfestacdo a partir do banco de sementes.

Estudos gendmicos sobre a debulha natural em cruzamentos de O. sativa spp.
indicacomO. rufipogon (espécie silvestre e perene) tém demonstrado que o carater é
controlado por quatro (Cai e Morishima, 2000) ou cinco (Xiong et al., 1999; Konishi et
al., 2006) QTLs (quantitative trait loci) principais. Por outro lado, analises genéticas de
uma populagéo F> proveniente do cruzamento entre O. indicaeO. nivara (espécie silvestre
e anual) indicou a existéncia de trés QTLs (sh3, sh4 e sh8) responsaveis pela reducéo da

debulha natural (Li et al., 2006a). Neste estudo, foi verificado que o QTL sh4 localizado



no cromossomo 4 foi dominante e explicou 69% da variancia fenotipica. Enquanto que
0s QTLs sh3 e sh8 explicavam 6,0 e 3,1%, respectivamente.

Da mesma forma, estudos que cruzaramO. japonica com trés espécies silvestres
(O. rufipogon, O. glumaepetula e O. meridionalis) verificaram um gene/QTLdominante
e de grande efeito que também esta presente no cromossomo 4 das trés espécies era
responsavel pelo degrane (Sobrizal et al., 1999; Nagai et al., 2002), que provavelmente
também pode ser o QTL sh4. Entretanto, analisando geneticamente uma populacéo F»
oriunda do cruzamento entre O. indica e O. japonica foram identificados 5 QTLs, sendo
que o alelo gSH1 presente no cromossomo 1 explicou 69% da variancia fenotipica
(Konishi et al., 2006).

Analisando o gene sh4, Liet al. (2006) verificaram que uma Unica mutagcdo nédo
sindbnima (substitui¢do do nucleotideo G por T, resultando na substituicdo do aminoacido
asparagina por lisina) em uma regido de 1,7 kb, presente na posicdo 237 do exon 1 do
gene. Aléem disso, Segundo Li et al. (2006) e Thurber (2012) essa alteracdo é responsavel
pelo desenvolvimento incompleto da camada de absciséo e origem da auséncia de debulha
no arroz cultivado. Entretanto, Zhu et al. (2012), avaliaram acessos e cultivares oriundos
de diferentes regides orizicolas, sendo 166 acessos de arroz silvestre, 222 acessos de arroz
daninho e 192 cultivares de arroz e verificaram que 73,5% dos acessos de arroz silvestre
continham o nucleotideo G na posic¢do 237 do éxon 1, enquanto que 26,5% dos acessos
silvestres apresentavam a mutacdo G237 T no gene sh4. Além disso, verificou-se que todos
0s acessos de arroz daninho possuiam o nucleotideo T, uma vez que todos esses acessos
apresentaram degrane.

Ainda com relacédo ao gene sh4, Thurber et al. (2010) verificaram que a presenca
desta Ginica mutacdo ndo é suficiente para conferir reducao nadebulha natural, pois o Gnico
gendtipo que ndo apresentou degrane dentre os acessos analisados, a espécie O.
rufipogon, ndo possuia amutacdo G237T no gene sh4. Também, diferentemente do
esperado, os bidtipos de arroz vermelho avaliados que apresentam naturalmente alta
propensdo ao degrane, apresentaram a mutacdo T no gene sh4 (Thurber et al 2010). Isto
evidencia que a mutacdo T em sh4 foi corrigida primeiramente em um conjunto de
cultivares, e espalhou-se rapidamente para grupos de arroz domesticados através de fluxo
génico e selecdo (Zhang et al., 2009).

Nunes (2012) desenvolveu estudos no RS com duas cultivares de arroz cultivado
(Batatais e Lacassine) e dois gendtipos de arroz vermelho (AV31 e AV60), endo verificou

relacdo direta da expressao do gene sh4 com a ocorréncia do degrane. Da mesma forma,
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Markus (2013) também analisou a possivel existéncia da mutacdo G237 T no gene sh4, nos
mesmos cultivares, no gendtipo de arroz vermelho AV53 e na espécie silvestre O.
glaberrima e os resultados mostraram auséncia da mutacdo Go37T no referido gene. Isso
sugere que a mutacdo G237 T estd de alguma forma associada com o caractere degrane
porém ndo trata-se de um variacdo genémica funcional que ativa a expressdo do gene e
que a presenca de tal mutacdo também depende da populacéo estudada.

J& 0 gene OsCPL1 por sua vez, age como repressor da diferenciacdo da camada
de abscisdo (Ji et al 2010). O locus recessivo localiza-se entre marcadores RM7161 e
RM8262 no cromossomo 7 (Ji et al., 2006). Alguns estudos identificaram que um SNP
(G para T) localizado no éxon 8desse gene muda o0 aminoacido conservado serina para
isoleucina, fazendo com que o fenétipo apresente degrane (Ji et al., 2010). Também foi
observado que quanto maior a expressdo do gene OsCPL1, menor € o nivel de degrane e
que as linhagens transgénicas com o gene OsCPL1 inativado por RNA de interferéncia
apresentaram niveis elevados de degrane (Ji et al., 2010). Contudo, outro estudo que
avaliou a expressdo do mesmo gene em dois ecotipos de arroz vermelho e duas cultivares
revelou resultados contraditorios (Nunes, 2014). Neste estudo também se verificou que
nos ecoétipos que possuem alto degrane, a expressdo do gene foi superior em relacdo as
cultivares que possuem menor nivel de degrane. Dessa forma, a expressdao do gene
OsCPL1 estaria relacionada com a ativacéo do processo de abscisdo, pois a expressao do
gene estaria relacionada com a presenca do degrane e ndo com a repressao do degrane

como o observado nas analises histoquimicas do estudo de Ji et al. (2010).

2.5 Sequenciamento de nova geracao e montagem de genomas

Na década de 1970, duas pesquisas estabeleceram um marco na ciéncia que ditaria
0 rumo a ser seguido nos proximos anos na area da biologia. Tais estudos possibilitaram
0 desenvolvimento de métodos de obtencdo da sequéncia de fragmentos de DNA em
laboratdrio, com duas técnicas diferentes, a enzimética dideoxi de Sanger (Sanger et al
1977) e por degradacdo quimica de Maxam e Gilbert (Maxan e Gilbert, 1977).

Estes primeiros esforgos foram trazendo resultados de forma lenta, uma vez que
0 sequenciamento era manual e menos de duas centenas de bases eram produzidas num
conjunto de quatro canaletas. O surgimento do sequenciador automatico utilizando a
técnica de Sanger na década de 1980 (Connell et al., 1987), permitiu que avangos mais
significativos pudessem ser feitos em grande escala.

A técnica Sanger foi o método de sequenciamento de acidos nucléicos mais
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utilizado nas décadas seguintes (Hutchison, 2007), uma vez que 0 concomitante
desenvolvimento de algoritimos de montagem de genomas a partir de fragmentos
sequenciados ao acaso tornaria 0 método Sanger a principal ferramenta do projeto de
sequenciamento do genoma humano (Lander et al., 2001; Venter et al., 2001) e também
foi utilizada no sequenciamento dos genomas das plantas Arabidopsis (Arabidopsis
Genome Initiative, 2000) e arroz (IRGSP, 2005).

Apesar da capacidade inicial de produzir poucos milhares pares de bases por ano,
a automatizacdo do processo e aumento no nimero de capilares nas Ultimas décadas
permitiu um incremento significativo na agilidade, possibilitando a elucidacdo de
centenas de genomas de diversos organismos. Na ultima década, plataformas de
sequenciamento que utilizam a tecnologia de nova geracdo (“Next-Generation
Sequencing”) foram disponibilizadas no mercado.

Essas técnicas inovadoras sdo baseadas em nanotecnologia e na construcao de
bibliotecas de fragmentos ou pareadas de DNA que ndo dependem da clonagem em
vetores, abrindo grandes horizontes para estudos genéticos (Shendure; Ji, 2008). Os
principais atributos desses sequenciadores sdo 0 custo, expressivamente inferior, e a
rapidez com que os dados sdo gerados. Esses possuem a capacidade de processar milhdes
de sequéncias em uma Unica corrida, enquanto os sequenciadores convencionais de
capilares processam apenas 96 ou 384 sequéncias simultaneamente. Além disso, uma
quantidade pequena de DNA é requerida para a construcdo de bibliotecas (Mardis, 2008;
Shendure; Ji, 2008).

As plataformas de sequenciamento de nova geracdo ou segunda geracdo
comercialmente disponiveis incluem o sistema Roche 454 (Roche Applied Science),
GenomeAnalyser 11x (Illumina, Inc.), HiSeq (lllumina, Inc.) e SOLID (Applied
Biosystems) (Tabela 2).
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TABELA 2.  Tamanho de leituras e rendimento das plataformas de sequenciamento Sanger
e de nova geracdo de sequenciamento (NGS). Porto Alegre, 2015.

Ano de T,a'T”a“hO Rendimento per
lancamento Plataformas ma}x_lmo das run
eituras
1977 Sanger 1000 bp 100 Kb
2005 454 (Life Science/Roche Diagnostics) 500 bp 500 Mb
2005 ABI Solid (Life Technologies) 50 bp 100 Gb
2007 Illumina Genoma Analyzer (Solexa) 150 bp 300 Gb
2010 Helicos (Helicos Biosciences) 55 bp 35Gb
2010 lon Torrent (Life Technologies) 200 bp 1Gb
2010 SMRT (Pacific Biosystms) 2000 bp 100 Mb
2011 PacBio 5000 bp 1Gb
2012 Nanopore MinlON 1000 bp 1Gb

O modelo 454 FLX da Roche foi o primeiro sequenciador de nova geragéo,
introduzido no mercado no ano de 2004. Essa plataforma utiliza o principio do
pirosequenciamento, ou seja, a liberacao de uma molécula de pirofosfato enquanto a DNA
polimerase incorpora os nucleotideos (sequenciamento por sintese de DNA). Essa reacédo
produz a quebra da oxiluciferina pela luciferase, produzindo radiacdo luminosa em um
comprimento de onda especifico (Margulieset al., 2005). A imagem emitida pela
luciferase é entdo gravada enquanto um determinado nucleotideo é adicionado.
Atualmente esta plataforma possui como principal vantagem o tamanho da leitura gerada
(tamanho médio de 400 pb) o que facilita o processo de montagem gendmica, porém
possui como principal limitacdo elevada taxa de erro (0,38%) em regiGes de
homopolimeros (Lomanet al., 2012).

Outro modelo de sequenciador de nova geracdo ¢ a plataforma Illumina. Essa
plataforma foi lancada no final de 2006, com a capacidade de gerar cerca de 100 milhdes
de segmentos de leitura por corrida. Essa tecnologia é baseada no principio quimico do
sequenciamento por sintese, empregando quatro tipos de nucleotideos proprietérios,
dotados da capacidade de terminag&o reversivel e marcados com diferentes fluoréforos e,
também, uma enzima DNA polimerase especialmente habilitada para incorpora-los
(Figura 2) (Illumina, Inc., 2007; Ansorge, 2009). Inicialmente, o procedimento estava
limitado a produzir sequéncias com um comprimento de apenas 36 bases. Contudo, foram

surgindo novos equipamentos como o Genome Analyzer (Illumina GA) da geragéo de
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2011, uma das tecnologias mais recentemente, que emprega tecnologia SBS - Sequencing
By Synthesis, capaz de gerar até 600 Gb com segmentos de 76 pares de base em média.
Equipamentos ainda mais recentes da tecnologia permitem leitura de segmentos de DNA
com 100 bp, em média (www.illumina.com). A principal vantagem desta tecnologia é a
elevada qualidade e cobertura dos dados gerados (Metzker, 2010) aliado ao baixo custo,

fazendo com que essa plataforma torna-se uma das mais usadas atualmente.

1) Fragmentagao do DNA 2) Bridge PCR
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FIGURA 2. llustracdo do método de sequenciamento Illumina. Fonte:Tieppo (2014).

Porto Alegre, 2015.

A plataforma SOLiD (“Sequencing by Oligo Ligation and Detection’) da Applied
Biosystems foi langcada no mercado em outubro de 2007. Essa plataforma utiliza a
incorporacdo de dinucleotideos marcados por meio da DNA ligase, seguida pela excitacdo
do fluoroforo (o sinal emitido é captado por sensores) e a incorporacgéo dos dinucleotideos
seguintes. Essa leitura gera um cddigo de cores que € analisado por ferramentas de
bioinformética e convertida a sequéncia de letras. Cada corrida no sequenciamento da
plataforma SOLID leva aproximadamente 5 dias, e produz de 3 a 4 Gb de sequéncias com
0 comprimento variando de 50 a 75 pb. O sequenciamento baseado na ligacdo de
oligonucleotideos ocorre por meio do anelamento de um primer universal do SOLID,
seguido pela ligagdo de uma sonda marcada que é detectada pela maquina em cada ciclo.

O mecanismo de detec¢édo de dinucleotideo garante uma correcao de erro, melhorando a
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qualidade dos dados (Mardis, 2008; Metzker, 2010).

A plataforma de sequeciamento mais rescente ainda esta em fase de testes mas
promete ser ainda mais eficaz e barata, Nanopore MinlON é o nome dessa plataforma
produzida e comercializada pela Oxford Nanopore. Embora tenha sido lancado
recentemente, esse método de sequenciamento foi inventado e patenteado em 1995
(Kasianowicz et al., 1996, Church et al., 1998). A teoria por tras desse mecanismo € que,
quando um nanoporo é imerso hum fluido condutor e uma corrente eléctrica é aplicada
através dele possibilta identifcar bases nucleotidicas passando através desse poro. Além
disso, 0 sequenciamento é feito diretamente sem a necessidade de amplificacdo previa do
DNA via PCR. Essa plataforma é considerada como a terceira ou quarta geracao de
sequenciamento por alguns autores e tém o potencial para sequenciar de forma rapida e
confiavel todo o genoma humano por menos de $1000, e possivelmente até mesmo para
menos de $100 nos préximos anos (Feng et al., 2015). N&o apenas a geracdo de dados
terd seu custo drasticamente reduzido, mas também o instrumento em si Serd
relativamente barato, e 0 tempo necessario para a cobertura de 6 vezes de um genoma
humano pode ser inferior a um dia (Branton et al., 2008). Contudo essa tecnologia
continua em fase de testes, principalmente devido a elevada taxa de erro nos dados
gerados.

Todas essas plataformas de sequenciamento estdo promovendo grandes projetos
de sequenciamento de plantas, como o IOMAP - International Oryza Map Genome
Initiative, buscando sequenciar todas as espécies do género Oryza, o “1000 Plant
Genomes Project” (www.onekp.com/), o “1001 Arabidopsis Genome Project”
(www.1001genomes.org/) e o “1000 Plant and Animal Genome Project”
(www.1d1.genomics.cn/). lgualmente, o “Genome 10K Project” foi criado para
sequenciar e montar 10.000 genomas de vertebrados, incluindo pelo menos um de cada
género (www.genomel0k.org/).

Com o avanco nas tecnologias de pesquisa gendmica, houve um crescimento nas
informacdes bioldgicas disponiveis em bancos de dados, como o tamanho dos genomas
de varias espécies de importancia e o nimero de genes presentes (Tabela 3).0 GeneBank

e 0 RapDB séo exemplos disto.


http://www.onekp.com/
http://www.1001genomes.org/
http://www.1d1.genomics.cn/
http://www.genome10k.org/
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TABELA 3. Tamanho dos genomas e numero aproximado de genes das principais de
espécies cultivadas. Porto Alegre, 2015.

Espécies Tamanho do genoma (Mb) NUmero de genes
Cucumis sativus L. 367 26682
Prunnus persica 230 27852
Fragaria ananassa 720 34809
Brassica rapa 550 41174
Citrus sinensis 380 25,066
Theobroma cacao 346 28798
Beta vulgaris 758 27421
Carica papaya 372 13311
Vitis vinifera 487 30484
Musa acuminata 523 36542
Castor bean 320 31237
Manihot esculenta 760 30666
Eucalypytus grandis 900 34724
Solanum tuberosum 856 39031
Malus domestica 743 57386
Solanum lycopersicum 950 34727
Sorghum bicolor 730 34496
Oryza rufipogon 406 37071
Oryza sativa 430 41,620
Glycine max 1115 46430
Phaseolus vulgaris 520 31648
Zea mays 2300 39656

Triticum aestivum 17000 124201 (estimado)

Além de possibilitar a visualizacdo de toda a cole¢do de genes de uma espécie,
esse desenvolvimento forneceu ferramentas eficientes de genética reversa e de
transcriptbmica para o estudo de funcdes génicas. Hoje em dia diversas outras espécies
vegetais foram sequenciadas, entre elas o arroz (Oryza sativa, IRGSP, 2005), a uva (Vitis
vinifera, TFIPCGGC, 2007), a soja (Glycine max, Schmutz et al., 2010) e o milho (Zea
mays, Schnable et al., 2010). Ndo ha davida de que a disponibilidade de sequéncias
genbmicas das principais espécies agricolas vai possibilitar um conhecimento muito
maior de sua biologia, impactando significativamente o desenvolvimento de novas
variedades adaptadas a diferentes condi¢Bes de ambientes.

Entretanto, essas novas plataformas de sequenciamento geram leituras pequenas
(de 35 a 800 bases), que sdo menores que as geradas pelas tradicionais sequéncias da
tecnologia Sanger, e com isso, a etapa de montagem dessas leituras em contigs, torna-se
um dos maiores desafios na aplicacdo dessas novas tecnologias de sequenciamento
(Figura 3). Isso se deve ao tamanho da leitura, pois nas plataformas NGS, é sacrificado
em prol de uma vazdo maior, permitindo que elas geram uma grande cobertura de

sequenciamento (de 30 vezes ou mais) a um baixo custo relativo, se comparada com a
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cobertura tipica obtida com as plataformas de eletroforese capilar (da ordem de 10 vezes).
Assim, com relacdo a esta Ultima, conseguem promover um sequenciamento muito mais
rapido, produtivo e bem menos oneroso (Chaisson et al., 2004).

Assim, a bioinformética tem um papel muito importante nessas pesquisas, pois
com o aumento na quantidade de informacéo de sequéncias atraves das modernas técnicas
de sequenciamento em larga escala, se faz necessario o desenvolvimento de ferramentas
computacionais e algoritmos mais eficientes para a analise dessa imensa quantidade de
dados, maximizando-se o potencial de avanco nas areas de biologia, genética e no
melhoramento genético, como por exemplo, da construcdo da sequéncia completa de
todos os cromossomos de um organismo, ou seja, desempenhando um papel fundamental,
auxiliando na transformacdo da informacdo genética em conhecimento bioldgico
aplicavel (Martins, 2013).

[ e ge———]
.
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FIGURA 3. llustragdo das leituras geradas pelos sequenciamentos de nova geragdo. (A)

Leituras simples, chamada de Single-end, a leitura é feita em apenas um lado
(indicado pela seta em azul). (B) Nas leituras pareadas, paired-end, o
sequenciamento é realizado em ambos os lados do fragmento, em sentidos
contrarios indicado pelas setas em azul). (C) Nas leituras mate-pair, sdo
ligados nucleotideos com biotina em ambos os lados dos fragmentos, e em
seguida o fragmento é circularizado e cortado em sequéncias menores gque sao
selecionadas com base na biotina para seguir com a leitura das sequéncias
(Simples pela plataforma 454 e pareada pelas Illumina e SOLID. (Hamilton&
Buell, 2012). Porto Alegre, 2015.

Atualmente, para a montagem de genomas existem varias opgdes de programas
montadores que utilizam diferentes tamanhos de fragmentos, inUmeros formatos de

arquivos, e sao aplicados a genomas de diferentes complexidades. Novos avangos no
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processo de montagem sdo esperados com a integracdo e bancos de dados e com a
exploracdo de mdltiplas estratégias de sequenciamento, sempre como proposito de
enfrentar o desafio de montagem de genomas complexos.

Os programas podem ser classificados em trés categorias que diferem conforme o
algoritmo que € utilizado, todos sdo dinamicos e baseados em grafos: Greedy; Overlap-
Layout-Consensus; e Grafo de Bruijn. Greedy ou Guloso foi o primeiro algoritmo
utilizado em bioinformética para realizar a montagem de genomas com leituras geradas
pelas plataformas de sequenciamento de nova geracao.

A construcdo dos contigs é feita da seguinte forma: primeiramente, esse algoritmo
realiza uma busca por sobreposicdo par a par, entre todas as leituras e entdo, a
sobreposicdo de maior pontuacao encontrada é mantida e utilizada para uma nova busca
por sobreposicdo, essa operacao € repetida até que ndo seja possivel a realizacdo de mais
nenhuma sobreposicdo. O chamado Overlap-Layout-Consensus (OLC) é amplamente
utilizado para dados da tecnologia Sanger, e essa estratégia € realizada através da
construcdo de um grafo de sobreposicoes, onde as leituras sdo consideradas veértices e as
sobreposicdes como arestas, esse algoritmo é baseado em trés etapas, primeiramente é
computada a sobreposicao entre todas as leituras, através do alinhamento par a par, e em
seguida, é feita a ordenacdo e orientacdo das leituras de acordo com as sobreposi¢des
encontradas na fase anterior, e por Gltimo, através do alinhamento multiplo das leituras
(com base nos dados anteriores) a construcao dos contigs € realizada (Farias, 2013).

Os algoritmos baseados em grafos de Bruijn, ndo realizam a comparacao par a par
entre todas as leituras, que sdo decompostas em sequéncias menores, com tamanho pré-
definido (chamadas de K-mers), em seguida, sdo encontradas as sobreposi¢cdes entre as
K-mers, e desta forma, um grafo de Bruijn é formado, onde os vértices sdo compostos por
uma série de sobreposicdes entre os K-mers, e se o sulfixo de um vértice pode ser
conectado (através de sobreposicdo) ao prefixo de outro, entdo uma aresta é formada, e
assim as sequéncias contiguas, e um caminho Euleriano desse grafo € formado (Miller et
al., 2010; Farias, 2013).

Portanto, de forma resumida, a montagem de genomas pode ser definida como a
reconstrucdo da sequéncia de um genoma, a partir das varias leituras obtidas na etapa de
sequenciamento. A maior dificuldade de realizar a montagem das leituras produzidas
pelas plataformas de sequenciamento, em sequéncias contiguas, é devido ao tamanho
dessas leituras e pela presenca de regides repetitivas nos genomas (Schatz et al., 2010).

Grandes quantidades dessas regibes estdo presentes em genomas vegetais,
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chegando a alguns casos até 97% do total do conteitdo de DNA nuclear (Flavellet
al.,1974; Murrayet al., 1981). Em plantas, a maioria dessas regides genémicas € composta
por elementos transponiveis (ETSs), principalmente por retrotransposons LTR (Long
Terminal Repet) (Bennetzen, 2002; Ergman; Quesneville, 2007) que constitui uma grande
porcentagem do total do tamanho do genoma, como em milho (58%, Messinget al., 2004),
mamao (52%, Nagarajan et al., 2008), arroz (35%, IRGSP,2005) ou Arabidopsis thaliana
(14%, Arabidopsis Genome Initiative, 2000).

Ainda com relagdo a montagem de genomas, do ponto de vista relacionado a
analise dos dados, vale também ressaltar que ela pode ser de dois tipos: o primeiro, as
vezes designado como ressequenciamento, utiliza um genoma de referéncia, contra o qual
as leituras sdo alinhadas por similaridade. Normalmente, esse genoma de referéncia é
escolhido levando-se em consideracdo a sua proximidade filogenética em relacdo ao
genoma sequenciado e, em projetos deste tipo, a cobertura de sequenciamento necessaria
é menor (da ordem de 8 a 12 vezes) (Schuster, 2008).

Por causa do processo de alinhamento das leituras, tal abordagem de trabalho é,
frequentemente, designada como mapeamento (Shendure & Ji, 2008; Horner et al., 2009;
Bao et al., 2011) ou alinhamento (Paszkiewicz& Studholme, 2012) simplesmente. O
segundo tipo é conhecido como montagem de novo ou ab initio ou sequenciamento de
genomas desconhecidos. Nele, a montagem é executada usando-se as préprias leituras,
ou seja, ndo ha um genoma de referéncia para auxiliar o processo. Nesse caso, a cobertura
de sequenciamento ideal ¢ maior (da ordem de 25 a 70 vezes) (Schuster, 2008). Ha
situacBes, também, em que ambas as abordagens podem ser utilizadas em um mesmo
projeto (Pop, 2009; Paszkiewicz; Studholme, 2012).

Dessa forma, a unido de novas técnicas de sequenciamento com o estudo de
caracteres adaptativos em arroz vermelho podera se traduzir em um melhor entendimento
da genética destes caracteres, facilitando o desenvolvimento de estratégias mais eficientes
de controle destas plantas em condi¢Ges de campo. Neste sentido, o carater degrane é
emblematico, uma vez que esta diretamente relacionado com a manutencéo de plantas de
arroz vermelho a campo, sendo um fator adaptativo de grande importancia. Além disso,
futuramente, o sequenciamento de variedades de arroz cultivadas no sul do Brasil
possibilitard o estabelecimento de um banco de dados nacional. Este banco de dados
podera ser pesquisado para genes de interesse dos melhoristas, permitindo o isolamento

e clonagem de genes diretamente a partir da analise in silico.



3 MATERIAL E METODOS

Este trabalho sequenciou e montou o genoma de dois genotipos de arroz vermelho
com ocorréncia em lavouras de arroz cultivado do estado do Rio Grande do Sul. Esses
gendtipos foram escolhidos a partir de trabalhos anteriores, que avaliaram o degrane 36
genotipos, sendo 18 cultivares de arroz, 16 ecétipos de arroz vermelho e duas espécies
silvestres, em duas safras (2008/2009 e 2010/2011) (Nunes, 2012). Para melhor
representacdo selecionou-se para o presente trabalho um genotipo com elevado grau de
degrane (AV60) e outro com nivel intermediario (AV53).

A conducdo dos trabalhos se deu no Laboratorio de Biologia Molecular do
Departamento de Plantas de Lavoura da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS) em Porto Alegre/RS e no Laboratoire Génome et Developpement de Plantes-

Université de Perpignan via Domitia (UPVD), situado na cidade de Perpignan, Franca.

3.1 Material vegetal e extragdo de DNA

Os diferentes genotipos analisados foram semeados em casa de vegetacdo no ano
de 2013. O DNA gendmico foi extraido a partir de amostras de folhas jovens de plantas
individuais através do protocolo CTAB (brometo de cetiltrimetilamdnio) modificado
(Doyle & Doyle, 1987).

O material vegetal foi macerado na presenca de nitrogénio liquido (LN2) e
acondicionado em microtubos de 1,5 mL previamente resfriados. Quinhentos pL de
tampdo de extracdo (0,1 M Tris-HCI [pH 8,0], 0,02 M EDTA [pH 8,0], 1,4 M NaCl, 2%
CTAB) foram adicionados a cada tubo, seguido por agitacdo. Apos, os tubos foram
incubados a 65°C por 30 min em banho-maria, com agitagdo dos tubos a cada 10 min.
Em seguida, 500 pL da mistura cloroférmio: alcool isoamilico (24:1) foi adicionada a
cada tubo, misturado por 5 minutos e centrifugado a 10.000 rpm por 5 min em temperatura
ambiente. O sobrenadante foi transferido para um novo microtubo 75 pL de RNAse (100
mg mL-1) foram adicionados e incubados a 37°C durante 60 min. Apds, 0 DNA foi

precipitado com 300 pL de alcool isopropanol gelado, agitado gentilmente e
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acondicionado por 12 h a 4°C.

No dia seguinte as amostras foram submetidas a 10 min em temperatura ambiente
e posteriormente foram centrifugadas por 30 min a 14.000 rpm e, o sobrenadante
descartado. O precipitado foi lavado com etanol 70%, centrifugado por 5 min a 10.000
rpm e novamente lavado com etanol 70% e centrifugado por 5 min a 10.000 rpm. Apds o
descarte do etanol o precipitado foi seco por 20 a 30 min e ressuspendido em 30 pLde TE
0,1X, o DNA foi quantificado utilizando-se o espectofotometro Genesys 2® (Thermo
Spectronic) e gel de agarose 1%, apds o DNA foi diluido em 50 ng uL™ e enviado para o

Laboratorio Montpellier Genomix para 0 sequenciamento.

3.2 Sequenciamento

Para o0 sequenciamento dos gendtipos utilizou-se a tecnologia Illumina por meio
da plataforma Genome Analyzer Ilx, obtendo-se uma biblioteca pair-end para cada
gendtipo.O processo de preparacdo das amostras € padrdo e realizado por meio de kits do
equipamento elaborados pela empresa detentora da tecnologia (lllumina).

Apo6s o recebimento da amostra de DNA, foram preparadas bibliotecas de
tamanhos especificos (o sistema de kits da Illumina para preparacdo de bibliotecas de
DNA pode gerar fragmentos paired-end (< 1 kb) com reads de até 2 x 100 pb), as quais
foram submetidas a fragmentacdo mecanica ligando-se adaptadores aos terminais destes
fragmentos, os quais desempenham o “papel” de discernir as amostras, auxiliando a
analise bioinformatica apos a corrida.

Apbs, as bibliotecas foram depositadas em uma lamina (flowcell) contendo 12
canaletas (lanes) através de um instrumento robdtico chamado cBot (lllumina). Na
flowcell ha uma superficie de oligos que se complementam aos adaptadores das
bibliotecas, onde ocorreu a etapa de amplificacdo dos fragmentos. A flowcell foi entdo
colocada no equipamento, onde ocorreu a incorporacdo de nucleotideos marcados por
fluorescéncia contendo os terminadores dideoxi, nos fragmentos ligados aos primers de
sequenciamento. Ao ocorrer a incorporacdo de um nucleotideo, a fluorescéncia é excitada
com uma série de lasers e captada por cameras. Apés a captura da imagem, o0s
terminadores foram clivados e o proximo ciclo de incorporacao ocorreu (até 100 ciclos

por direcdo do read). Ao final da corrida, prossegue-se com a analise bioinformatica.
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3.3 Montagem e alinhamento dos genomas

Ap0s a obtencdo das bibliotecas com leituras pareadas (pair-end), os dados foram
disponibilizados em formato fastaq, padrdo da tecnologia Illumina.Para verificar a
qualidade das leituras obtidas e remoc¢éo de possiveis adaptadores remanescentes foram
utilizados os programas: FASTX-toolkit, utilizado para identificar possiveis adaptadores
presentes nas leituras; FastQC que foi utilizado para a visualizacdo da qualidade das
bases. Apds essa verificacéo, utilizou-se o script Trim.sliding.Window.pl para a realizar
a limpeza das leituras, através da retirada de bases com baixa qualidade.

Com isso, foi obtido a cobertura total do genoma pelo sequenciamento, que foi

calculada de acordo com a seguinte formula:

Tamanho dos reads X Numero de clusters apés limpeza

Cobertura tebrica =
Tamanho do Genoma

Onde: tamanho dos reads = tamanho das leituras realizadas pelo sequenciador,
namero de clusters apds a limpeza = nimero de clusters encontrados apés a anélise de
qualidade das bases geradas e limpeza pelo programa Trimm e o tamanho do genoma =
tamanho do genoma de referéncia de Oryza sativa, 430 megabases (IRGSP, 2005).

Para o processo de montagem foi utilizado uma série de programas montadores
de genomas (assemblers), com o objetivo de buscar o melhor montador para 0 genoma
do arroz vermelho. Assim, utilizou-se os programas ABYSS (Simpsonet al., 2009); RAY
(Boisvert et al. 2010); SOAPdenovo (Li et al. 2010); Velvet (Zerbino; Birney, 2008); e
SSPACE (Boetzeret al., 2011), que sdo empregados na montagem de genomas
sequenciados por meio da tecnologia Illumina.

Depois de montar o genoma, buscou-se alinhar as leituras obtidas dos gendétipos
de arroz vermelho (AV53 e AV60) com as sequéncias do genoma de referéncia de Oryza
sativa japonica (IRGSP 1.0), utilizando-se o programa Bowtie. Da mesma maneira, 0
programa BLAST (Altschul et al., 1990) foi usado para o alinhamento dos scaffolds dos
dois gendtipos de arroz vermelho com as sequéncias do genoma referéncia de Oryza

sativa indica.

3.4 Analise estrutural de genes relacionados ao degrane
Sequéncias individuais em formato fasta do locus e da cds dos principais genes

relacionados ao degrane, previamente analisados por Nunes (2012), foram obtidas do
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banco de dados publico RAPDB. Em seguida, realizou-se analises blastn e tblastn contra
0s genomas de arroz vermelho sequenciados nesse estudo e também contra 0s genomas
de referéncia O. indica e O. japonica. Apds recuperar as sequéncias similares, com auxilio
do programa Gepard, construiu-se um dotplot para comparar a estrutura dessas
sequéncias.

Em seguida foi realizado um alinhamento das sequéncias nucleotidicas usando o
algoritimo ClustalwW (Higgins et al., 1994) no progrmana MEGA7 (Kumar et al., 2015).
Posteriomente as sequéncias foram traduzidas para proteina e avaliadas em relacéo a sua

distancia evolutiva por meio do método do vizinho mais proximo.

3.5 Detecgdo de SNPs e INDELs

Ap0s o alinhamento das leituras obtidas dos geno6tipos de arroz vermelho (AV53
e AV60) com as sequéncias do genoma de referéncia de Oryza sativa japdnica e O.sativa
indica (IRGSP 1.0 variedade 9311), por meio do programa Bowtie, realizou-se uma busca
pelas variacOes nucleotidicas (SNPs e INDELS) utilizando-se a estratégia Samtools, com
a opcdo mpileup e filtragem bctools. A frequéncia dos variantes gendmicos foi
determinada através da divisdo do nimero total de pares de bases ap6s limpeza pelo

numero de SNPs e INDELs detectados na analise descrita anteriormente.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Montagem e comparacédo dos genomas

Inicialmente foi analisado sequéncias brutas (fastq) e os seus correspondentes
valores de qualidade atribuidos pelo Illumina. O software calcula um indice de qualidade
para cada base nucleotidica refletindo a probabilidade dessa base ter sido sequenciada
errada. Esse célculo leva em conta a ambiguidade do sinal para a respectiva base, bem
como a qualidade da bases vizinhas e a qualidade de toda a leitura. Sendo assim, o escore
de qualidade Q é definida por Q = —10 log,, (P) (Minoche et al., 2011). Por exemplo,
Q=30 corresponde a probabilidade P=0,001 que uma base foi chamada incorretamente.
O maior valor possivel para Q atribuido pela software é de 40 (Figuras 4 e 5),
correspondendo a P = 0,0001. A qualidade das bases foi adequada nos ciclos de 1-90 das
duas leituras, tendo uma ligeira diminuicao no final da leitura para os genotipos AV53 e
AV60 e suas duas respectivas amostras (Figura 4). Entretanto, pode-se afirmar que a
qualidade das amostras foi ideal.

Quanto maior a cobertura do sequenciamento, mais informagdo se obtém para
cada posicéo, facilitando o processo de montagem do genoma e tornando-o mais robusto.
Neste trabalho esperava-se uma cobertura teérica de 25 vezes, mas utilizando-se a
férmula para cobertura do sequenciamento, citada acima, onde: o tamanho dos reads foi
igual a 2*100 para um sequenciamento paired-end e com o0 genoma do arroz com cerca
de 430 megabases, a cobertura final foi de 36,6 vezes para 0 genotipo AV53 e 32,1 vezes
para 0 genotipo AV60, indicando que a cobertura de sequenciamento foi satisfatoria.
Viera et al. (2014), encontraram resultados semelhantes para algumas espécies de
coniferas, onde obteve uma cobertura média do genoma de: 24,63 para A. angustifolia,
135,97 para A. bidwilli,1196,10 para P. lambertii e 64,68 para P. patula, ressaltando
também que esse € um importante fator facilitador no momento da montagem do genoma
devido a elevada cobertura do genoma.

A qualidade das bases sequenciadas tende a diminuir ao final das leituras,
conforme ilustrado na Figura 4 para as amostras 1 e 2 dos genotipos AV53 e AV60. Sendo
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que as areas em verde, amarelo e vermelho nos gréaficos indicam respectivamente, elevada

(>28), intermediéria (20 a 28) e baixa qualidade (<20) das bases sequenciadas.

AV53 - Amostra 1 Escores de qualidade em todas as bases

AV53 - Amostra 2 Escores de qualidade em todas as bases
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FIGURA 4.
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Boxplot mostrando a distribui¢do da qualidade das bases nas leituras para as
amostras provenientes do sequenciamento dos genétipos AV53 e AV60 antes
do refinamento. As areas em verde, amarelo e vermelho nos graficos indicam
respectivamente elevada (> 28), intermediaria (20 a 28)e baixa (<20)
gualidade das leituras. Porto Alegre, 2015.

A limpeza das leituras visa obter um refinamento dos dados, mantendo

unicamente com bases de boa qualidade. Para a obtengéo de bases com alta qualidade, foi

utilizado o script Trim.sliding.Window.pl, que trabalha com a média de qualidade dentro

de “janelas”. Desta forma, foram selecionadas apenas bases com qualidade superior a

Q=15 (Figura 5), dessa forma, as bases que ndo alcangaram esses valores foram

removidas.

Dois valores foram utilizados para a limpeza das leituras, sendo o primeiro no

intervalo de 4-20 (Q20W4), onde as bases com qualidade superior a Q=20 seriam

mantidas, e 0 segundo intervalo de 5-15 (Q15WS5), onde todas as bases com qualidade

acima de Q=15 foram mantidas. Contudo, quanto maior o valor da qualidade escolhido,



25

maior a quantidade de dados eliminados. Por exemplo, usando o intervalo Q20W4 cerca
de 30% dos dados seriam eliminados para 0 AV53 e quase 40% para 0 AV60. Dessa
maneira, optou-se por um refinamento menos critico escolhendo-se um valor

intermediario (Q15WS5), porém com satisfatéria qualidade das bases (Figura 5).

AV53 - Amostra 1 Escores de qualidade em todas as bases apos refinamento AV53 - Amostra 2 Escores de qualidade em todas as bases apos refinamento
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FIGURA 5. Boxplot mostrando a distribuicdo da qualidade das bases nas leituras para as
amostras provenientes do sequenciamento dos genétipos AV53 e AV60 ap6s
o refinamento. As areas em verde, amarelo e vermelho nos graficos indicam

respectivamente elevada (> 28), intermediaria (20 a 28)e baixa (<20)
qualidade das leituras. Porto Alegre, 2015.

Dessa forma, do total das bases sequenciadas, cerca de 16% (AV53) e 17%
(AV60) foram removidas durante o processo de limpeza e refinamento, resultando em
uma cobertura final do sequenciamento de 84,2 e 83% respectivamente para 0s genotipos
AV53 e AV60 (Tabela 4). Qiu et al.(2014) encontraram resultados semelhantes no
resequenciamento de trés genotipos de arroz daninho, onde apés a limpeza dos dados,

cerca de 89% foram mantidos para analises daquele estudo.
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TABELA 4. Qualidade das leituras do sequenciamento dos gendtipos de arroz vermelho
AV53 e AV60 apos limpeza pelo Trimm. Porto Alegre, 2015.

Acessos N leituras Remanescente (%)
Raw 183317826 100
AV53 Q15 W5 154313786 84,2
Q20 W4 123771964 67,5
Raw 162784310 100
AV60 Q15 W5 135043253 83,0
Q20 W4 102147814 62,8

Diferentes programas montadores de genomas, como o Abyss, Soapdenovo,
SSpace-Velvet e Ray foram testados para este trabalho. Dentre estes, o Abyss foi 0 que
produziu maior numero de scaffolds, sendo 1,140,984 para o genédtipo AV53 (Tabela 5),
enguanto que o programa Sspace-Velvet gerou 165,756 scaffolds mas também produziu
0 maior scaffold 118,873. J& o Ray gerou o menor nimero de scaffolds de 102,796. O
programa Ray obteve o maior tamanho médio de scaffolds sendo de 2,816 pb contra 712
pb produzidos pelo programa Soapdenovo e 343 pb pelo programa montador Abyss. O
tamanho médio dos contigs foi elevado para os programas Ray e SSpace-velvet sendo de
2,370 pb e 1,407 respectivamente. Esses dois programas montadores foram os que
produziram menor nimero de contigs, onde o programa Ray produziu 120,157 contigs e
0 programa SSpace-Velvet produziu 224,643 contigs, enquanto que O programa
Soapdenovo gerou 712,008 contigs e o programa Abyss mais de um milhdo de contigs
(1,175,841).

O software Abyss gerou um maior tamanho total dos scaffolds de
aproximadamente 392 Mb, representando cerca de90% do tamanho total do genoma de
referéncia do arroz cultivado (430 Mb). Porém a porcentagem de contigs ndo montados
em scaffolds também foi elevada (57,1%), 0 que pode ser explicado pelo elevado nimero
de contigs encontrados no sequenciamento (1,175,841). J& o programa Ray possui uma
elevada porcentagem de contigs ndo montados em scaffolds (53,9%), mas produziu um

baixo nimero de contigs (120,157).
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Resumo da montagem do genoma do acesso de arroz vermelho AV53, com

detalhes das sequéncias, contigs e scaffolds. Porto Alegre, 2015.

AV53 Abyss Soapdenovo Ray Sspace-Velvet
NUmero de Scaffolds 1,140,984 489,144 102,796 165,756
Tamanho Total de Scaffolds 391,707,156 348,249,259 289,520,149 321,716,683
Maior Scaffold 92,751 99,293 74,394 118,873
Menor Scaffold 55 100 101 101
Tamanho Médio Scaffold 343 712 2,816 1,941
N50 6,955 10,833 9,030 13,424
L50 13,941 8,577 9,588 6,814
% de contigs montados em Scaffold 42,9 81,5 46,1 76,6
% de contigs ndo montados em 57,1 18,5 53,9 23,4
NUmero de Contigs 1,175,841 712,008 120,157 224,643
Maior Contig 60,894 34,381 51,512 53,049
Menor Contig 54 3 101 51
Tamanho Médio de Contigs 331 469 2,370 1,407

TABELA 6.

Resumo da montagem do genoma do acesso de arroz vermelho AV60, com

detalhes das sequéncias, contigs e scaffolds. Porto Alegre, 2015.

AVE0 Abyss Soapdenovo Ray Sspace-Velvet
NUmero de Scaffolds 1,154,517 463,775 110,626 169.829
Tamanho Total de Scaffolds 390,265,005 343,986,957 284,688,908 320,944,801
Maior Scaffold 66,365 124,422 80,554 125,039
Menor Scaffold 55 100 100 101
Tamanho Médio Scaffold 338 742 476 1,890
N50 6,535 10,628 8,195 12,878
L50 14,892 8,731 10,399 7,118
% de contigs montados em Scaffold 42,2 81,8 471 76,8
% de contigs ndo montados em Scaffold 57,8 18,2 52,9 23,2
NUmero de Contigs 1,189,197 678,442 129,613 230,635
Maior Contig 57,411 30,441 49,880 49,791
Menor Contig 54 3 100 51
Tamanho Médio de Contigs 326 487 889 1,368

Para o genotipo AV60 (Tabela 6), o programa Abyss também foi o que gerou

maior nimero de scaffolds(1,154,517). J& o programa Ray gerou o menor numero de

scaffolds de 110,626 e os programas SSpace-Velvet e Soapdenovo geraram valores
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intermediarios aos programas anteriores de 169,829 e 463,775 scaffolds gerados
respectivamente.

Para este genotipo, o software Abyss gerou maior tamanho total dos scaffolds,
cerca de 392 Mb,representando cerca de 90% do tamanho total do genoma de referéncia
do arroz cultivado (430 Mb). Os programas Ray e SSpace-Velvet geraram menos
scaffolds de 284,688,90 e 320,944,801, o que pode ser explicado pelo numero de contigs
gerados (129,613 e 230,635 respectivamente) e pelo tamanho médio dos contigs
montados de 889 pb no programa Ray e 1,368 para o programa Sspace-velvet.

Para o gendtipo AV60, também foi elevada a porcentagem de contigs nao
montados em scaffolds do programa Abyss (57,8%), podendo ser atribuido ao elevado
namero de contigs produzidos, por volta de 1,189,197. O programa Ray obteve uma
elevada porcentagem de contigs ndo montados em scaffolds (52,9%), contudo o nimero
de contigs produzidos foi de 129,613.

O valor de N50 representa 0 comprimento do menor contig que, quando
adicionado a um conjunto de contigs maiores produz pelo menos 50% do genoma. Essa
abordagem em relacdo ao nimero de contigs e tamanho médio de contig, € amplamente
utilizado para comparacdo dos programas de montadores, pois quanto maior o valor N50,
melhoré o conjunto de dados, conferindo alta cobertura do genoma (Farias, 2013). Além
disso, o numero de contigs e a média do tamanho de contigs fornecem uma estimativa do
tamanho das pecas que fazem a montagem. Dessa forma, um nimero pequeno de contigs
e uma média alta do tamanho deste contigs sdo indicadores de uma boa montagem do
genoma.

Nesse sentido, novamente o programa Abyss gerou em média 0s menores contigs
sendo 331pb e 326pb para 0s genotipos AV53 e AV60 (Tabelas 5 e 6), com um valor de
N50 de 6,955 para 0 AV53 e 6,535 para 0 AV60. Sendo que este valor é menor do que 0s
apresentados pelos outros programas montadores, como 0 Soapdenovo e o Sspace-Velvet,
que apresentaram um valor de N50 igual a 10,833 e 13,424 respectivamente para 0 AV53
e de 10,628 e 12,878 respectivamente para o AV60.

Esse fato, juntamente com o maior nimero de scaffolds gerados e o maior
tamanho de scaffolds montados, demonstra a maior eficacia do software Abyss na
montagem e qualidade da montagem de genomas, em relacdo aos outros programas
montadores. Dessa forma, esse programa montador foi o escolhido para ser utilizado na
montagem que foi empregada nas analises realizadas ao longo deste trabalho.

Resultados semelhantes foram encontrados em outros estudos, como Farias
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(2013), que trabalhou com o sequenciamento e montagem do genoma de Oryza
glumaepatula, onde o programa Abyss também apresentou a maior quantidade de bases
montadas em scaffolds, por volta de 94%. Similarmente, Desai et al.(2013) encontraram
até 95% de cobertura do genoma utilizando este programa para montagem do genoma de
C. elegans. Também Qiu et al. (2014) encontraram alta cobertura e qualidade na
montagem do genoma de trés genotipos de arroz daninho, utilizando o mesmo programa

montador.

4.2 Analise estrutural de genes relacionados ao degrane

A estrutura génica de sequéncias nucleotidicas podem ser comparadas por meio
de graficos do tipo dot plot. Nesse tipo de grafico uma sequéncia é colocada no eixo y e
a(s) outra(s) no eixo X, sendo que a interseccdo de cada nucleotidio idéntico entre as
sequencias, € representado por um ponto. Dessa forma, a formacao de uma linha diagonal
continua representa perfeita homologia entre as sequéncias comparadas e a formacao de
linhas descontinuas pode apresentar inser¢fes ou delecoes.

O degrane é um dos mais importantes caracteres selecionados durante a
domesticacdo dos cereais (Fuller et al., 2009; Harlan, 1992). Recentemente, varios genes
relacionados com a domesticacdo comecaram a ser identificados, principalmente no arroz
cultivado, e entre eles os genes relacionados ao degrane. Entre eles, ja foram clonados 2
QTLs de grande efeito, gshl e sh4, que explicam cerca de 70% da variacao fenotipica do
degrane (Liet al., 2006; Konishi et al., 2006).

Além dos genes anteriores, 00sCPL1, 0s01g0849100, OsCel9D e
OsXTH8também possuem efeito significativo na expressdo do caracter degrane. Dessa
forma, a sequéncias desses 6 genes foram buscadas no banco de dados RAPDB para
serem comparadas com as suas sequéncias homologas nos acessos de arroz vermelho
sequenciadas no presente estudo.

O sh4 esté localilizado no cromossomo 4 e possui 2035 pares de base e conta com
dois éxons separados por um intron (Figura 6), estruturalmente nos genotipos de arroz
vermelho estudados (AV53 e AV60) sdo basicamente idénticos a estrutura dos genomas
utilizados como referéncia para esta analise, japonica e indica, exceto por uma leve
descontinuidade nas sequéncias, sendo a do AV60 um pouco maior. Estas
descontinuidades podem ser consideradas delecbes e podem ter sido originarias de
diversos fatores. Em primeiro lugar o sequenciamento utilizou apenas uma biblioteca de

330 kb e além disso, regides de sequéncias repetitivas, como ocorre no final do gene sh4,
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séo dificeis de montar (Markus, 2013). Outro fator a ser considerado é a possivel insercao

de elementos tranponiveis (Panaud et al., 2009).
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FIGURA 6. Dotplot do locus do gene Sh4, regido codificante (cds),

sequénciasprovenientes dos acessos AV53 e AV60 (2,1,3), e
sequénciasoriundas dos genomas de referéncia do O. japonica e O. indica,
respectivamente. Porto Alegre, 2015.

Além disso, analise de distancia evolutiva mostra que as sequéncias protéicas

traduzidas a partir do gene sh4 dos acessos AV53 e AV60 apresentam elevada

similaridade entre si e com a espécie O. indica (Figura 7).
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FIGURA 7.

Distancia evolutiva inferida pelo método de agrupamento de vizinho mais
préximo entre as sequéncias de proteina do gene de degrane sh4 provenientes
dos acessos de arroz vermelho AV53 e AV60, Oryza indica, Oryza japonica,
locus génico e regido codificante (cds). Andlise foi baseada no alinhamento
de 1026 aminoécidos. Porto Alegre, 2015.

Ja 0 gene OsCPL1 por sua vez, age como repressor da diferenciacdo da camada

de absciséo (Ji et al., 2010). Alguns estudos identificaram que um SNP (G/T) localizado

no éxon 8 do gene OsCPL1 muda o aminodcido conservado serina para isoleucina,
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fazendo com que o fenotipo apresente degrane (Ji et al., 2010).

O locus do gene OsCPL1 possui 5709 pb, com 6 éxons e 6 introns. A estrutura do
gene aparece de forma completa em quase todos os gendtipos estudados (Figura 8). Porém
h& uma aparente delecdo de uma parte da sequéncia da regido anterior ao inicio do gene

no gendtipo AV60 que tambem pode ser vizualizada no Apéndice 2.
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FIGURA 8. Dotplot do locus do gene OsCPL1, regido codificante (cds), sequéncias
provenientes dos acessos AV53 e AV60 (2,1,3), e sequéncias oriundas dos
genomas de referéncia do O. japonica e O. indica, respectivamente. Porto
Alegre, 2015..

Além disso, a analise de distancia evolutiva mostrou uma maior identidade entre
as sequéncias do AV53 e O. japonica, enquanto que a sequéncia do OsCPL1 no AV60
foi mais similar ao locus génico. Nunes (2012) verificou que ecétipos de arroz vermelho
que possuem alto degrane, a expressdo desse gene foi superior em relagdo as cultivares
gue possuem menor nivel de degrane. Dessa forma, a expressdo do gene OsCPL1 estaria
relacionada com a ativacdo do processo de abscisdo, pois a expressdo do gene estaria
relacionada com a presenca do degrane e ndo com a repressdo do degrane como 0
observado nas anélises histoquimicas do estudo de Ji et al. (2010).
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FIGURA 9. Distancia evolutiva inferida pelo método de agrupamento de vizinho mais
préximo entre as sequéncias de proteina do gene de degrane OsCPL1
provenientes dos acessos de arroz vermelho AV53 e AV60, Oryza indica,
Oryza japonica, locus génico e regido codificante (cds). Analise foi baseada
no alinhamento de 1246 aminoéacidos. Porto Alegre, 2015.

0Os01g084910 é outro gene relacionado ao degrane que age codificando uma
proteina com um dominio que estimula a troca de nucleosideos difosfatados por
nucleosideos trifosfatados (Berkenet etal., 2005). Este gene estd posicionado a 34kb
upstream ao gene gshl e apresenta expressdo na regido entre o pedicelo e a flor.

Este gene apresenta 4507pb, possui 7 éxons e uma regido intergénica proeminente
(Figura 10). Pode ser observada a possivel presenca de um elemento transponivel para os
gendtipos analisados, embora estruturalmente sdo idénticos. A andlise de distancia
evolutiva (Figurall) novamente mostrou mair similaridade entre as sequéncias do
0s01g0849100 nos acessos AV53 e AV60 com a a referéncia de O. indica, sugerindo que

pode ser a espécie de origem do arroz vermelho.
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FIGURA 10. Dotplot do locus do gene 0Os01g0849100, regido codificante (cds), sequéncias
provenientes dos acessos AV53 e AV60 (2,1,3), e sequéncias oriundas dos
genomas de referéncia do O. japonica e O. indica, respectivamente. Porto
Alegre, 2015.
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FIGURA 11. Distancia evolutiva inferida pelo método de agrupamento vizinho mais
préximo entre as sequéncias de proteina do gene de degrane Os01g0849100
provenientes dos acessos de arroz vermelho AV53 e AV60, Oryza indica,
Oryza japonica, locus génico e regido codificante (cds). Analise foi baseada
no alinhamento de 1637 aminoéacidos. Porto Alegre, 2015.

O gene gshl localiza-se no cromossomo 1 e alguns estudos observaram a presenca
de um SNP que corresponde a substituicdo do nucleotideo G por T na regido regulatéria
5’ deste gene, a 11841 bases upstream (Konishi et al 2006). De acordo com a analise
estrutural deste gene (Figura 12), verifica-se que o referido gene apresenta 4495pb, quatro
éxons e trés introns e esta presente em ambos 0s gendtipos de arroz vermelho estudados
(AV53 e AV60), assim como nas espécies referéncia de arroz (japdnica e indica) de
maneira completa, sem a intersec¢do por elementos transponiveis ou demais variaveis
estruturais. Evolutivamente, o gene gshl presente nos genotipos sequenciados, estdo
relacionados com o gendtipo de referéncia O. japonica(Figura 13). Também, Konishi et
al (2006), avaliando a expressdo deste gene, localizou um SNP que ocasiona a perda da
expressdo do gene gshl somente na regido entre o pedicelo e a flor, que é responsavel
pela origem da auséncia de debulha no arroz cultivado, corroborando com os dados do
estudo de Nunes (2012) onde verificou-se que o gene gshl ndo foi expresso na regido

entre o pedicelo e a flor aos 10 dias ap0s a polinizagé&o.



34

24425

@

Multi FASTA (0s01g0848400 multi)

(o]

CE43400 locus

0s0lg

4495

FIGURA 12. Dotplot do locus do gene gshl, regido codificante (cds), sequéncias
provenientes dos acessos AV53 e AV60 (2,1,3), e sequéncias oriundas dos
genomas de referéncia do O. japonica e O. indica, respectivamente. Porto
Alegre, 2015.
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FIGURA 13. Distancia evolutiva inferida pelo método de agrupamento de vizinho mais
préximoentre as sequéncias de proteina do gene de degraneqshl provenientes
dos acessos de arroz vermelho AV53 e AV60, Oryza indica, Oryza japonica,
locus génico e regido codificante (cds). Analise foi baseada no alinhamento
de 1831 aminoécidos. Porto Alegre, 2015.

O gene OsCel9D codifica uma proteina do tipo endo-1,4-betaglucanase. Este gene
possui 4216 pb, 6 éxons e 7 introns (Figura 14). Além disso, a analise estrutural este gene
indica que pode haver a insercdo de um elemento transponivel para todos os gendtipos
estudados e uma possivel delecdo no gendtipo AV53 e em escala menor, no genétipo
AV60, 0 que ndo aparece nas espécies utilizadas como referéncia, que sdo identicas entre
Si.

Nunes (2012) avaliou a expressao relativa desse gene em dois gendétipos com alto
degrane (AV31 e AV60) e dois gendtipos de baixo degrane (Batatais e Lacassine) e
verificou maior expressdo relativa em gendtipos com baixo nivel de degrane, sugerindo

que ha uma relacéo inversa entre o nivel de expresséo relativa e o nivel de degrane das
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sementes. Isto também indica que a superexpressdo deste gene reduziria o nivel de
degrane em espécies de O. sativa cultivadas. Isso também pode ser observado na analise
de distancia evolutiva (Figura 15), onde o gene OsCel9D presente no genotipo AV60,
que fenotipicamente apresenta elevado degrane, estd mais proximamente relacionado

com a sequéncia de referéncia deO. japonica.
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FIGURA 14. Dotplot do locus do gene OsCel9D, regido codificante (cds), sequéncias
provenientes dos acessos AV53 e AV60 (2,1,3), e sequéncias oriundas dos
genomas de referéncia do O. japonica e O. indica, respectivamente. Porto
Alegre, 2015.
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FIGURA 15. Distancia evolutiva inferida pelo método de agrupamento vizinho mais
préximo entre as sequéncias de proteina do gene de degrane OsCel9D
provenientes dos acessos de arroz vermelho AV53 e AV60, Oryza indica,
Oryza japonica, locus génico e regido codificante (cds). Analise foi baseada
no alinhamento de 1783 aminoacidos. Porto Alegre, 2015.

O gene OsXTH8 é expresso em elevados niveis em células que estdo ativamente
em processo de alongamento e diferenciacéo e, plantas contendo contru¢fes com o gene
silenciado apresentam crescimento limitado (Jan et al 2004).

Estruturalmente este gene possui 1224 pb e 2 éxons e 3 introns. A estrutura génica
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parece ser idéntica para os gendtipos estudados (Figural6).Porem o genotipo AV60,
parece ocorrer uma pequena delecdo, que pode ser explicada pela acdo de um elemento
transponivel. Assim como em estudo realizado por Nunes (2012), encontrou uma variagao
nucleotidica do gene OsXTH8 demonstrou apenas mutag¢des no intron 1 do gene. No
entanto estas mutacdes ndo parecem ter uma relacdo com o nivel de degrane, pois elas
estdo presentes tanto em gendtipos com degrane, quanto naqueles sem degrane (Nunes,
2012).

Pelo estudo da disténcia evolutiva (Figura 17), o gene OsXTHS8 presente nos
gendtipos sequenciados (AV53 e AV60), esta relacionado com o genotipo de referéncia

O. indica.
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FIGURA 16. Dotplot do locus do gene OsXTHS, regido codificante (cds), sequéncias
provenientes dos acessos AV53 e AV60 (2,1,3), e sequéncias oriundas dos
genomas de referéncia do O. japonica e O. indica, respectivamente. Porto
Alegre, 2015.
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FIGURA 17. Distancia evolutiva inferida pelo método de agrupamento vizinho mais
proximo entre as sequéncias de proteina do gene de degrane OsxTHS8
provenientes dos acessos de arroz vermelho AV53 e AV60, Oryza indica,
Oryza japonica, locus génico e regido codificante (cds). Analise foi baseada
no alinhamento de 845 aminoacidos. Porto Alegre, 2015.
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Em estudo similar, Wang et al. (2014) investigaram um conjunto de genes
relacionados ao degrane em O. sativaque tambem foram artificialmente selecionados
durante a domesticagdo do arroz africano. Ainda nesse estudo, verificou-se que foi
selecionado inconscientemente para mutagfes que previnem ou reduziem o degrane
localizadas nos genes ortélogos OsShl, Sh4 e gShl. Os gendtipos de arroz vermelhos
sequenciados no presente estudo ndo foram domesticados e dessa forma espera-se que 0S
mesmos ndo apresentem tais mutacdes, entretanto seriam necessérias analises adicionais
para comprovar tal hipdtese.

Nenhuma diferenca estrutural de grande relevancia foi encontrada por esta analise.
Contudo, estes dados, contribuem para o melhor conhecimento dos genes relacionados ao
degrane dos gendtipos de arroz vermelho do Sul do Brasil. De maneira geral, 0s genomas
utilizados como referencia sdo em estrutura idéntica entre si, jA 0s genotipos de arroz
vermelho diferem entre si e dos genomas de referéncia para 0s genes, com exce¢do do
gene qgshl. Estas diferencas podem estar relacionadas a elementos transponiveis,
mutacdes, insercbes ou delecbes e também pode ser pelo fato de, nesta andlise,
utilizarmos as sequencias oriundas do sequenciamento e montagem dos genomas

utilizando apenas uma biblioteca pair-end, o que gerou alguns scaffolds menores.

4.3 Deteccdo de SNPs e INDELSs

Variantes gendmicos do tipo SNP (Single Nucleotide Polymorphism) séo
polimorfismos de DNA mais abundantes no genoma e pode ser definido como um sitio
do DNA onde se observa a substituicdo de uma Unica base entre individuos de uma mesma
populacdo (Risch & Merikangas, 1996) Enquanto que INDELSs referem-se ao nimero de
insercOes e delecdes de bases nucleotidicas no genoma.

Teoricamente é possivel ocorrer quatro alelos diferentes para cada nucleotideo em
um sitio SNP, uma vez que o DNA é composto por quatro bases nitrogenadas (A, C, T,
G). Entretanto, observa-se que a presenca em maior frequéncia de apenas duas possiveis
variagdes, fato que pode ser explicado pela ocorréncia desigual de substituicbes de base
do tipo transic¢do (TS) (A < G, T « C) e transversdo (TV) A~ C, AT, G- C, G
<> T). Sendo assim, a razdo TS/TV refere-se a0 nimero de SNPs originados por transi¢ao
dividida pelo nimero de SNPs causados por transversdes (Figura 20 e 21). Apesar do
numero possivel de transversdes ser em media duas vezes maior do que o de transigdes,

0 que se observa na préatica é que a ocorréncia de transigdes é cerca de duas vezes maior
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do que de transversdes (Vignal, 2002), fato que pode ser explicado pela alta taxa de
deaminacao espontanea da 5-metil-citosina em timina em dinuclotideos CpG (Coulondre,
1978), tendéncia essa também comprovada no presente estudo, onde os valores de TS/TV
variam de 2.30 a 2.56 (Tabela 7) e corroborando com os resultados relatados por DePristo
et al. (2011).

TABELA 7. Estatisticas da deteccdo de SNPS e INDELS entre os genomas de arroz
vermelho (AV53 e AV60) alinhados com os genomas reférencia O. japonica
e O. indica. Porto Alegre, 2015.

. Singletons (AC=1) Multialélicos
Genomas alinhados SNPs TS/TV  INDELs -
SNPs  TS/TV  INDELs sites  SNPs
AV53 x O.japonica 2,518,726 2.56 419685 7.8% 2.30 11.4% 6275 552
AV60 x O.japonica 2,567,308 2.56 421990 3.80% 2.24 6.9 5375 386
AV53 x O.indica 1,268,507 2.36 259443 14.9% 2.36 14.30% 2846 216
AV60 x O.indica 1,774,756 2.45 338591 5.10% 2.23 6.5 3627 227

No alinhamento dos genomas do AV53 com o O. japonica, foram encontrados
2,518,726 SNPs e 419,685 INDELs, enquanto que para o AV60 foram encontrados
2,567,308 SNPs e 421,990 INDELs, respectivamente (Tabela 7). Por outro lado, o
numero de variantes gendmicos foi relativamente menos frequente quando alinhados
contra o genoma do O. indica, indicando que ha maiores semelhancas entre os genomas
dessas espécies e sugerindo que o arroz vermelho orginou-se a partir dessa espécie (Figura
18).

Esses valores sao relativamente maiores do que aqueles reportados por Feltus et
al (2004) que depois de filtrar sequencias com multiplas copias e baixa qualidade
encontraram 384341 SNPs e 24557 INDELS de base Unica no alihamento das subespecies
O. indica e O.japonica, resultando numa taxa de polimorfismo de 1,70 SNPs/kb e 0.11
INDEL/Kkb. Alem disso, a maior parte desses polimorfismos foram transi¢des (61,8%)
seguido de transversdes 32,8% (TS/TV=~2.), e INDELs representando 6,0%. A menor
taxa de polimorfismo entre essas subespecies pode em funcdo de ambas terem sido
domesticadas, enquanto que no presente estudo foram alinhados os genomas de acessos
selvagens (arroz vermelho) com os genomas referencia do arroz cultivado (O. indica e O.

japonica), resultado em maior numero de variantes genomicos.
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FIGURA 18. Diagrama de Venn com o nimero de SNPs compartilhados entre 0os genomas
dos acessos AV53, AV60, Oryza indica e Oryza japonica. Porto Alegre,
2015.

A frequéncia de SNPs e INDELSs foi determinada a partir da divisdo do numero
de pares de bases dos scaffolds gerados pelo programa Abbys (Tabelas 5 e 6) pelo nimero
respectivo de variantes encontrados em cada alinhamento (Tabela 7). Verificou-se em
média a ocorréncia de um SNP a cada 154 bp no alinhamento dos gendétipos de arroz
vermelho contra 0 genoma do O. japonica, enquanto que quando alinhado contra o O.
indica a occoréncia foi em media de um SNP a cada 264 bp (Figura 19). Esses resultados
estdo de acordo com outros estudos similares; por exemplo, em arabidopsisobserva-se
em média 1 SNP a cada 3300 (Drenkard et al., 2000); em soja, 1 SNP a cada 200 pb
(Graef & Diers, 2004); em milho sdo ainda mais frequentes, podendo chegar a 1 SNP a
cada 70 pb (Bhattramakki, 2000), e em arroz, observa-se em méedia 1 SNP a cada 232 pb
entre variedades escolhidas ao acaso (Nasu, 2002). Além disso, estima-se que 0 niUmero
de insercdes e delecdes curtas (17° pb) em gramineas representam mais de 90% do total
de INDELS detectadas e que as espécies mais estreitamente relacionados tendem a ter
uma maior proporgdo de INDELS curtos (Xuet al., 2012).

Cabe ainda ressaltar que o nimero de SNPs observados em uma espécie depende,

naturalmente, das relacfes de vinculo genético entre as amostras de acessos utilizadas na
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analise. Se as amostras apresentam grande diversidade genética, a tendéncia € se observar
maior nimero de SNPs a cada kpb analisado, como foi verificado no presente estudo entre
0s acessos de arroz vermelho e o0 genoma do O. japonica. Isso contribui para confirmacgéo

de que o arroz vermelho econtrado no sul do Brasil é proveniente da especie O. indica.
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FIGURA 19. Ocorréncia de SNPS e INDELs encontrados nos alinhamentos do AV53 e
AV60 contra os genomas de referéncia O. japonica e O. indica. Porto Alegre,
2015.
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Relacédo Ts/Tv estratificada (QUAL)
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FIGURA 21. Distribuicio  dos valores da relagdo  TS/TV  (substituicdo
transi¢do/transverséao), ordenadas pela qualidade do sequenciamento ao longo
do genoma. Porto Alegre, 2015.

A disponibilidade de grandes quantidades de dados seqiiéncia de DNA, de forma
cada vez mais barata e rapida vem causando enorme impacto na nossa compreensdo da
biologia das plantas. Com isso, analises de bioinformatica tornam-se o maior o desafio
atual, em funcdo da necessidade de computadores cada vez mais potentes para analisar
grande volume de dados. Além disso, também é requerido que usuarios bem treinados
capazes de manusear diversos programas montadores de forma eficiente do ponto de vista
computacional e financeiro (Hadfield & Eldridge, 2014). Por fim, o uso de varias
ferramentas simultaneamente pode ser confuso, por isso na maioria dos casos usuarios

limitam-se a poucos metodos de analisar os dados.



5 CONCLUSOES

A cobertura do sequenciamento foi de 32.1 a 36.6 vezes e a montagem pelo
programa Abyss gerou um tamanho do genoma de 391,7 e 390,2 Mb, respectivamente
para 0s genotipos AV53 e AV60.

Visando obter uma montagem mais precisa dos genomas recomenda-se que em
estudos futuros sejam construidas multiplas bibliotecas paired-end e mate-paired.

A analise estrutural de seis genes relacionados ao degrane relevou que a
composicao génica é similar entre os geno6tipos analisados, corroborando com resultados
de estudos anteriores.

A menor frequéncia de SNPs e INDELSs no alinhamento dos gendtipos de arroz
vermelho com o genoma de Oryza sativa spp indica, evidencia maior similaridade entre

0s genomasalinhados, sugerindo que o arroz vermelho é originario dessa subespécie.
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7 APENDICES

APENDICE 1.  Alinhamento de proteinas resultantes da traducio do gene de degraneSh4provenientes
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génico e regido codificante (cds). Indels sdo representados por “-” e dados faltando
“?” e regides conservadas por “*”.Porto Alegre, 2015.
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APENDICE 2. Alinhamento de proteinas
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resultantes da traducdo do gene de degrane

OsCPL1provenientes dos acessos de arroz vermelho AV53 e AV60, Oryza indica,
Oryza japonica, locus génico e regido codificante (cds). Indels sdo representados por
“-” ¢ dados faltando “?” e regides conservadas por “*”. Porto Alegre, 2015.
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APENDICE 6. Alinhamento de proteinas resultantes da traducio do gene de degrane OsxTHS8
provenientes dos acessos de arroz vermelho AV53 e AV60, Oryza indica, Oryza
japonica, locus génico e regido codificante (cds). Indels sdo representados por “-” e
dados faltando “?” e regides conservadas por “*”. Porto Alegre, 2015.
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