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RESUMO GERAL

MELO, A.T.O. Montagem e caracterizacio do transcritoma de cana-de-acucar
(Saccharum spp.) utilizando dados de sequenciamento de nova geracio. 2015. 102 f.
Tese (Doutorado em Genética e Melhoramento de Plantas) — Escola de Agronomia,
Universidade Federal de Goias, Goiania, 2015.>

A cana-de-agucar ¢ uma das principais espécies cultivadas para o fornecimento mundial de
acucar e energia renovavel. Devido a elevada quantidade de elementos repetitivos e os
varios eventos de poliploidizacdo, o genoma da espécie ainda ndo foi montado e anotado,
diferentemente de outras espécies de interesse agrondomico. Assim, as informagdes do
transcritoma da espécie se tornam ainda mais uteis por dar suporte as iniciativas de analises
genomicas. Um draft assembly do transcritoma de cana-de-agticar foi montado a partir do
sequenciamento [llumina de bibliotecas paired-ends de cinco 6rgaos distintos da planta,
obtidos de uma amostra de trinta clones elite. Os dados de RNA-seq passaram por analises
de controle de qualidade e normalizagdo. O software Trinity foi utilizado para montagem
de novo do transcritoma. Os scaffolds obtidos identificados como ORFs completas foram
anotados conforme os termos do Gene Ontology. O draft assembly obtido para o
transcritoma de cana-de-aglicar foi caracterizado pela identificagdo de marcadores
moleculares do tipo microssatélites ¢ SNPs e pela avaliagdao da contribuigdo dos diferentes
orgdos vegetais para constituicdo final do transcritoma. O transcritoma obtido
compreendeu 178 Mb, distribuidos em 131.831 scaffolds, representando 61.225 genes. O
tamanho médio dos transcritos foi de 1.350 pb, com valor de N50 igual a 1.667 pb. Um
total de 1.250 transcritos, identificados como ORFs completas, ndo apresentaram
similaridade com sequéncias do banco de dados nr do NCBI, sendo considerados novas
regides transcricionalmente ativas (nTARs). A anotagdo realizada através do banco de
dados do KEGG identificou 234 transcritos codificantes para enzimas integrantes do
metabolismo de sacarose e amido, uma importante rota metabolica para compreensdo da
relacdo entre taxa fotossintética e o acumulo de sacarose no colmo. Os cinco Orgios
vegetais utilizados contribuiram igualmente para a constituicdo do draft do transcritoma de
cana-de-agticar. Foram identificadas 12.931 regides gendmicas contendo microssatélites
perfeitos, com predominio de di e tri nucleotideos. Em média, identificou-se um SNP a
cada 18 pares de bases, com mais de quatro milhdes de SNPs identificados. A diversidade
nucleotidica dos trinta clones elites utilizados ¢é elevada. A identificacdo destes marcadores
moleculares, principalmente os marcadores SNPs, fornece a possibilidade de utilizag@o
destes polimorfismos em estudos genéticos e gendmicos de cana-de-agucar, incluindo o
emprego em abordagens como sele¢do gendmica ampla no melhoramento da espécie. O
draft assembly do transcritoma de cana-de-aglicar proposto neste estudo possui qualidade
de dados e de andlise suficiente para ser utilizado na tentativa de abranger um transcritoma
de referéncia para as espécies de Saccharum spp.

Palavras chave: Saccharum spp.; transcritoma; RNA-seq; Trinity

2 Orientador: Prof. Dr. Alexandre Siqueira Guedes Coelho



GENERAL ABSTRACT

MELO, A.T.O. Assembly and characterization of sugarcane (Saccharum spp.)
transcriptome using Next Generation Sequencing data. 2015. 102 f. Tese (Doutorado
em Genética e Melhoramento de Plantas) — Escola de Agronomia, Universidade Federal de
Goias, Goiania, 2015.°

The sugarcane is one of the most important crop species to provide sugar and
renewable energy in the world. Due to the high amount of repetitive elements and the
various polyploidization events suffer during its evolution, the Saccharum spp. genome has
not yet been assembled and annotated, unlike other agronomic important species. So, the
knowledge about sugarcane transcriptome become even more useful for supporting
genomic analyzes studies. A draft assembly of sugarcane transcriptome was obtained from
[llumina sequencing paired-ends libraries of five different plant organs, sampled from
thirty elite clones. Analyzes of quality control and normalization was done in the RNA-seq
data. Trinity package was used for de novo assembly. The scaffolds obtained and identified
as complete ORFs were annotated according to Gene Ontology terms. The draft assembly
was characterized by the identification of microsatellites and SNPs molecular markers and
for assessing the contribution of different plant organs for transcriptome final assembly.
The draft sugarcane transcriptome comprised 178 Mb, over 131,831 scaffolds, representing
61,225 genes. The transcripts average size was 1,350 bp and N50 value was 1,667 bp. A
total of 1,250 transcripts identified as complete ORFs showed no similarity to sequences of
the nr NCBI database, are considered new Transcript Active Regions (nTARs). The
annotation performed using the KEGG database identified 234 transcripts coding for
enzymes members of sucrose and starch metabolism, an important metabolic pathway for
understanding the relationship between photosynthetic rate and sucrose accumulation in
the stalk. The five plant organs used contributed equally for the draft sugarcane
transcriptome. A total of 12,931 genomic regions were identified containing perfect
microsatellites, with a predominance of di and tri nucleotide. On average, one SNP every
18 bp was identified, with more than four million SNPs identified with satisfactory values
of haplotype and quality scores. The nucleotide diversity of thirty elite clones used in this
study was high. The identification of these molecular markers, particularly SNPs markers,
provides the possibility of using these polymorphisms in genomic and genetic studies of
sugarcane, including the possibility of application of genome wide selection like breeding
strategy. The sugarcane transcriptome draft assembly proposed in this study has data and
analysis quality sufficient to be used in attempt to encompass a reference transcriptome for
the species of Saccharum spp.

Key-words: Saccharum spp.; transcriptome; RNA-seq; Trinity;

? Adviser: Prof. Dr. Alexandre Siqueira Guedes Coelho
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1 INTRODUCAO GERAL

A cana-de-agucar (Saccharum spp.) é a espécie cultivada mais importante para
o fornecimento mundial de agucar e energia (Henry, 2010). Ocorre, nos ultimos anos, um
elevado crescimento anual de area cultivada nas regides tropicais e subtropicais em todo o
mundo. A producdo brasileira de cana-de-agucar foi, no ano de 2013, bem maior que a
soma da produgdo dos outros quatro paises maiores produtores (India, China, Tailandia e
Paquistao) (FaoStats, 2013). Atualmente, o Brasil ¢ o pais de maior produ¢do mundial e
lidera o mercado de etanol e agtcar derivados de cana-de-aglicar, em que se estima que
mais da metade do agucar comercializado no mundo seja de produgdo brasileira (MAPA,
2013). A producdo mundial de cana-de-agucar, na safra de 2013/14, foi de 1,8 bilhdes de
toneladas, sendo 658,8 milhdes de toneladas produzidas somente no Brasil, o que
corresponde a aproximadamente 35% da producdo mundial, cultivados em mais de nove

milhoes de hectares em territério brasileiro (FaoStats, 2013).

O genoma das cultivares modernas de cana-de-agucar ¢ grande e complexo,
formado pelo cruzamento interespecifico de dois tdxons proximos e silvestres (Saccharum
officinarum x Saccharum spontaneum). Saccharum spp. ¢ considerada a espécie cultivada
que produz a maior quantidade de produto na colheita, devido ao seu mecanismo
fotossintético C4 que converte, com muita eficiéncia, moléculas de carbono em biomassa
(Henry, 2010). Estima-se que sejam colhidas, anualmente, cerca de dois bilhdes de
toneladas de cana-de-aguicar em todo o mundo, enquanto que os valores médios da colheita
de alguns graos como soja, milho e trigo ficam em torno das 600 milhdes de toneladas
anuais. A cana-de-agucar ¢ a principal espécie cultivada utilizada para o abastecimento
energético (etanol e eletricidade) (Tew & Cobill, 2008), de actcar (Cordeiro et al., 2007) e
para o mercado de fibras (Zandersons et al., 1999; Lavarack et al., 2002).

O uso das ferramentas genético-moleculares no auxilio ao melhoramento de

espécies cultivadas tem crescido no decorrer das duas ultimas décadas. Atualmente,
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estamos inseridos na era gendmica, pois 0 uso destas ferramentas acontece em grande
escala no melhoramento genético das mais diversas espécies cultivadas. Um exemplo claro
¢ a crescente utilizacdo dos marcadores SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) na
construcdo de mapas genéticos e no emprego das técnicas de selecdo assistida por
marcadores moleculares (MAS — Marker Assisted Selection) e selecdo gendmica ampla
(WGS - Whole Genome Selection). Outro exemplo do atual nivel de desenvolvimento
tecnologico nas areas da genética e biologia molecular voltadas para o melhoramento
vegetal ¢ a possibilidade de sequenciamento e/ou ressequenciamento, por completo, do
genoma de uma espécie em tempo reduzido e a precos cada vez mais baixos. Com isso,
perguntas académicas para compreensdo dos padrdes genético-populacionais mudaram de
escala. Nao se trata mais de inferéncias paramétricas com base na caracterizagdo genética
de poucos locos, mas sim de estimativas populacionais dos parametros de interesse com
informagdes de milhares de locos distribuidos no genoma. Tal fato permite um
entendimento mais profundo e detalhado a respeito da estrutura e composicao dos
genomas, da identificacdo de polimorfismos de interesse agronOmico, sobre o
comportamento da expressdo diferencial dos genes transcritos em diferentes condi¢des
ambientais ¢ a respeito das interagcdes das vias metabolicas que controlam mecanismos de

resposta aos estresses biotico e abiotico.

Neste contexto, se desenvolveram nos ultimos dez anos, as plataformas de
sequenciamento de DNA/RNA de nova geracdo. Tratam-se, na grande maioria, do uso de
micro e/ou nano tecnologias com a finalidade de sequenciar em larga escala fragmentos
relativamente pequenos de DNA e obter Gigabases de sequéncia do genoma ou do
transcritoma de uma espécie (Schuster, 2008). O aumento da capacidade em sequenciar o
DNA e produzir um grande volume de informagdo genética desencadeou uma mudanga de
paradigma na area da gendmica, permitindo estudos genéticos com resolucdes no nivel de
pares de bases. Entre estes estudos incluem-se: o ressequenciamento completo de genomas
ou o sequenciamento de novo; a identificagdo de polimorfismos nucleotidicos ao longo do
genoma e/ou transcritoma; o mapeamento das mutagdes; a compreensdo dos padrdes de
metilacdo do DNA e das modificagdes no posicionamento das histonas; o sequenciamento
do transcritoma; o descobrimento e a andlise da expressdo diferencial de genes; a
identificacdo de splicings alternativos e a analise dos perfis de expressdo de small RNAs e

das interagdes DNA — proteinas e proteinas — proteinas (Lyster et al., 2009).
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Transcritoma ¢ o conjunto completo de transcritos de uma célula e sua
quantificagdo em um estagio especifico de condigdes fisiologicas (Wang et al., 2009). A
técnica de sequenciamento de RNA (RNA-seq) ¢ uma abordagem recente que utiliza o
sequenciamento de elevada cobertura dos mRNAs ou cDNAs com o objetivo de
compreender o perfil do transcritoma de uma espécie (Lyster et al., 2009, Haas & Zody,
2010; Nagalakshmi et al., 2010). O tratamento dos dados produzidos pode ser iniciado a
partir da disponibilidade prévia de um genoma e/ou transcritoma de referéncia. Caso ndo
exista esta referéncia, as estratégias de bioinformatica utilizadas no tratamento dos dados
sd0 outras ¢ a analise passa a ser caracterizada como uma montagem de novo, produzindo
assim, um genoma e/ou transcritoma de referéncia. A compreensdo do transcritoma de uma
espécie, por exemplo, tem auxiliado na interpretagdo dos elementos funcionais do genoma
e revelado os constituintes moleculares de células e tecidos. A mudanca de escala para um
nivel de identificacdo de polimorfismos nucleotidicos permitiu uma melhor compreensio
da complexidade dos transcritos dos eucariotos, de modo que as analises de RNA-Seq
estdo revolucionando a maneira como os transcritomas de eucariotos sdo analisados (Wang

et al., 2009; Groba & Burgos, 2010; Garber et al., 2011).

Neste contexto, o presente trabalho tem como objetivo utilizar sequéncias
genOmicas obtidas pelo sequenciamento de nova geracdo de moléculas de mRNA
provenientes de diferentes 6rgdos vegetais amostrados de 30 clones elites, para montar,
através da estratégia de novo, um draft assembly do transcritoma de cana-de-aglcar
(Saccharum spp.). Além disso, objetivou-se a anotacdo funcional deste transcritoma e sua

caracterizacao.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A CULTURA DA CANA-DE-ACUCAR

Trata-se de uma cultura perene e subtropical. A cana-de-agiicar ¢ uma
graminea pertencente a familia Poaceae. A familia das gramineas (Poaceae), pertencente
ao grupo das Monocotiledoneas, ¢ dividida em trés subfamilias. O grupo das Panicoidae,
formado por sorgo (Sorghum bicolor), milho (Zea mays) e cana-de-actcar (Saccharum
spp.), a subfamilia Ehrhartoideae formada pelo arroz (Oryza sativa) e a subfamilia
Pooideae formada pela espécie Brachypodium distachyon. O género Saccharum, do qual a
cana-de-aglicar faz parte, pertence a tribo Andropogoneae e a subtribo Sacchacarinae.
Nesta subtribo inclui as espécies com maior eficiéncia de acimulo de biomassa, através da
assimilagdo eficiente de carbono em elevadas temperaturas, o que ¢ tipico de plantas que

possuem o mecanismo fotossintético C4 (Paterson et al., 2009).

Acredita-se que a cana-de-agucar foi inicialmente cultivada na Nova Guiné por
volta de 6000 anos a.c. No entanto, o desenvolvimento do cultivo aconteceu na India, anos
depois. Existem evidéncias de que a cana-de-aglicar possui seu centro de origem na regido
da Indonésia e Nova Guiné e tem sido cultivada na Asia, desde épocas pré-historicas (Burr
et al., 1956). A cana-de-agucar chegou ao Brasil no século XVI, junto com os portugueses.
As primeiras mudas vieram em 1532, na expedi¢do maritima de Martim Afonso de Souza.
A cana-de-agucar possui uma domesticacdo antiga e complexa, relacionada a existéncia de
varios cruzamentos interespecificos entre cultivares tradicionais e parentes silvestres

(Grivet et al., 2004).

A cana-de-actcar apresenta uma importincia histérica para a economia
brasileira. No Periodo Colonial, durante o sistema de capitanias hereditarias, a Capitania de
Pernambuco no nordeste brasileiro se tornou um centro de crescimento populacional e

econdmico devido a exploracdo da cana-de-agucar. Os elevados pregos que o aglicar era
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cotado na Europa e a pequena oferta do produto fez com que no final do século XV, o
Brasil Colonia fosse o maior produtor de agucar do mundo, representando um dos maiores
momentos de crescimento economico do Brasil Colonia (Schwartz, 2005). Outro momento
de desenvolvimento econdmico brasileiro relacionado com a cultura da cana-de-agucar se
deu em meados da década de 70 com a implementagdo do Programa Nacional do Alcool
(Proalcool). Este Programa objetivava a substitui¢do em larga escala dos combustiveis
veiculares derivados de petroleo por alcool, devido a crise do petroleo em 1973. Assim, a
producdo do alcool oriundo da cana-de-actcar foi altamente financiada em todo o territério
nacional, representando um passo importante no financiamento dos mais diversos estudos
sobre a biologia da espécie, permitindo a criagdo de programas de melhoramento genético

e o desenvolvimento de cultivares nacionais de cana-de-agticar (Giacomazzi, 2012).

As espécies do complexo Saccharum sao plantas que utilizam vias metabolicas
C4, permitindo uma fotossintese mais eficiente, sobretudo em regides de eclevada
temperatura. Em alguns paises, produz-se 40 toneladas de matéria seca por hectare, em
outros, a produtividade pode chegar a 70 toneladas por hectare. No entanto, em condi¢des
experimentais ideais a producdo pode chegar a 100 toneladas por hectare, fazendo da cana-
de-acucar a espécie com maior rendimento de cultivo (matéria seca/biomassa) no mundo

(Henry, 2010).

Abrangendo cerca de 35% da producdo mundial de cana-de-aglicar na safra
2013/2014, o Brasil se destaca como o maior exportador mundial de aglcar e etanol
derivados da cana-de-agucar. O crescimento de produtividade no Brasil tem se mostrado
continuo ao longo dos anos, aumentando de algo em torno de 271 milhdes de toneladas, na
safra de 1992 para os 658 milhdes de toneladas colhidas na safra de 2013/14. Dentre os
estados brasileiros produtores, deve-se destacar o estado de Sdo Paulo como sendo o maior
produtor, com 52% (4,6 milhdes ha) da area plantada, seguido pelos estados de Goias,
Minas Gerais ¢ Mato Grosso do Sul com cerca de 9,5% (852 mil ha), 8,9% (800 mil ha) e
7,4% (668 mil ha) da éarea plantada no Brasil, respectivamente’. O Ministério de
Agricultura Pecudria e Abastecimento (MAPA)® estima que o pais deve alcangar taxa
média de aumento anual da produgdo de agticar de 3,25% até 2018/19, e produzir 47,34

milhdes de toneladas do produto, o que corresponde a um acréscimo de 14,6 milhdes de

* Informacio disponivel em: www.conab.gov.br
5 Informagao disponivel em: www.agricultura.gov.br
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toneladas em relacdo ao periodo 2007/2008. Para as exportagdes de agucar, o volume

previsto para 2019 ¢ de 32,6 milhdes de toneladas.

Apesar de o Brasil ser o maior produtor mundial de cana-de-actcar, a
produtividade de agucar tem se estabilizado sem apresentar ganhos significativos nos
ultimos dez anos (Figura 1), o que justifica a importancia de melhorar o entendimento
genético/gendmico que se tem sobre a espécie. Os dados mostram que o aumento anual de
produtividade (biomassa) é de 1,2% enquanto que o acimulo de agtcar cresce num ritmo

insignificante de 0,2% ao ano (Dal-Bianco et al., 2011).
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Figura 1. Evolucdo da produtividade de biomassa e de acticar de Saccharum spp., evidenciando o
crescimento de 1,2% ao ano da produtividade de biomassa e 0,2% ao ano da produtividade de
agucar.

2.2 EVOLUCAO DO GENOMA DAS ESPECIES DO COMPLEXO
Saccharum

Ao fazer uma revisdo do género Saccharum e de outros gé€neros proximos,
Mukherjee (1957) demonstrou que os géneros Saccharum, Ripidium, Sclerostachya e
Narenga constituiam um grande e bastante relacionado grupo de intercruzamentos, os
quais deram origem a cana-de-agtcar. Foi este autor que cunhou o termo “Complexo

Saccharum”, com o objetivo de descrever este enorme pool génico de cruzamentos.
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A cana-de-agucar compreende as varias espécies do género Saccharum. Estas
espécies ja foram caracterizadas ¢ podem ser identificadas com base na taxonomia
tradicional em: S. spontaneum, S. robustum, S. officinarum, S. barberi, S. sinense, ¢ S.
edule (Daniels & Roach, 1987). S. spontaneum e S. robustum sao espécies silvestres com
numero basico de cromossomo x = 8 e x = 10, respectivamente (D’Hont et al., 1998). S.
officinarum ¢é a espécie domesticada de cana-de-acticar com nivel de ploidia igual a oito
(autooctaploide — 2n = 8x = 80) com provavel origem a partir da espécie silvestre
autopoliploide S. robustum (2n = 60 ou 80). As outras trés espécies sao hibridas. S. barberi
e S. sinense sao hibridos interespecificos entre S. officinarum ¢ S. spontaneum. S. edule
pode ser um hibrido interespecifico ou intragenérico entre S. officinarum ou S. robustum

com outra espécie do complexo Saccharum (D Hont et al., 2004).

Eventos de poliploidizacdo sdo forcas evolutivas importantes, existentes
principalmente no grupo taxondmico das angiospermas (Adams & Wendel, 2005; Doyle et
al., 2008; Soltis & Soltis, 1999). Adams & Wendel (2005) ¢ Masterson (1994) ainda
afirmam que a poliploidizagdo é o principal evento de duplicacdo génica, que ocorre em
aproximadamente 70% das angiospermas. Paterson (2005) chama a atenc¢do para o fato de
que eventos de duplicagdo do genoma como um todo (genome wide chromatin duplication
events) podem ser responsaveis pela origem das angiospermas, moldando toda a biologia
das espécies florais. Acredita-se que estes eventos sdo responsaveis pelos mecanismos de
adaptacdo de algumas espécies, principalmente as gramineas, as pressoes de domesticacao
impostas pelo ser humano. Devido & elevada frequéncia com que os eventos de
poliploidizagdo ocorrem em plantas, pode-se afirmar que as espécies provavelmente
formam um grupo polifilético (Soltis & Soltis, 1999; Soltis et al., 2009). A poliploidizagao
pode representar um periodo de transi¢do, durante o qual, alteragdes gendmicas ocorrem,
com o potencial de produzir novos complexos génicos, facilitando uma rapida evolugdo

molecular (Wendel, 2000).

Individuos poliploides possuem algumas caracteristicas que contribuem para
uma melhor adaptag@o as variagdes ambientais, permitindo uma sobrevivéncia diferenciada
em relacdo a individuos diploides, por exemplo (Hancock, 2004). As principais vantagens
adaptativas sdo: aumento da quantidade de DNA, do tamanho celular e alteragdo nas taxas
de desenvolvimento (efeito nucleotipico); aumento do nivel de produgdo enzimatica (efeito

de dosagem) e aumento da heterozigosidade. Este ultimo fator, determinado pela
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duplicagdo génica, consegue explicar o aumento da plasticidade fenotipica ¢ a elevada
capacidade de adaptacdo as diversas condi¢cdes ambientais apresentadas por espécies
poliploides. Esta plasticidade fenotipica se caracteriza, pois varias enzimas serdo
produzidas pelas diversas copias génicas existentes e cada uma destas enzimas pode estar

relacionada a condi¢des ambientais diferentes e especificas (Hancock, 2004).

Apo6s os eventos de duplicagdo génica, os genes duplicados t€m trés destinos:
(1) continuar ativos com a mesma fungao, (2) continuar ativos, mas com fungdes diferentes
e (3) serem silenciados. Mas, ha evidéncias de que a grande maioria destes genes
permanece ativos. Comai et al. (2000) simularam populacdes alotetraploides artificiais de
Arabidopisis thaliana e Cardaninopsis arenosa e compararam os niveis de expressao
génica em populagdes diploides e poliploides. Concluiram que somente 0,4% dos genes

foram realmente silenciados nas populacgdes tetraploides.

As variedades modernas de cana-de-acucar (Saccharum spp.) sdo formadas
pelo cruzamento interespecifico entre S. officinarum (2n = 80) x S. spontaneum (2n = 40 a
128) que aconteceram no decorrer do ultimo século, com inicio na india, na década de
1920 (Hermann et al., 2012). Esses hibridos apresentam eventos de poliploidizacdo e
aneuploidia com um niimero de cromossomos variando de 100 a 130, em que 85-90% do
genoma ¢ proveniente da espécie S. officinarum e 15-10% proveniente do parente silvestre
S. spontaneum (Paterson, et al. 2010; Piperidis et al., 2010). Durante estes processos de
hibridiza¢do através sucessivos retrocruzamento utilizando como parental recorrente S.
officinarum, ocorreu um fendémeno chamado de nobilizagdo nos primeiros ciclos de
retrocruzamentos. Trata-se de uma peculiaridade citologica em que, com alta frequéncia de
ocorréncia, 2n dos gametas de S. officinarum foram transmitidos durante o cruzamento
com S. spontaneum, quando S. officinarum foi tratado como parental feminino (Bhat &
Gill, 1984; Roach, 1987; Paterson et al., 2010). Este processo acelerou a recuperacido de
alelos responsaveis pela produgdo de acucar de S. officinarum (Tabela 1), além de ter
introduzido alelos de tolerancia e resisténcia existentes em S. spontaneum, explicando o
enorme vigor hibrido apresentado pela progénie deste cruzamento (Paterson et al., 2010).
Daniels & Roach (1987) fizeram uma 6tima e detalhada revisdo sobre a taxonomia do
género Saccharum, esclarecendo sobre as principais hipoteses a respeito da evolugdo do

género.



20

Tabela 1. Numero de cromossomos em trés estagios de nobilizagdo em cruzamentos entre S. officinarum (2n
=80) e S. spontaneum (2n = 64), assumindo a participacéio de 2n gametas nos trés estagios.

A o1 3 0,
iﬁ:ﬁiﬁ; Geragdo Numero de cromossomos I;og;:r?? gp/oo)nje
I Fi: S off x S. spont. 2n=80+32=112 71,4 :28,6
11 RC,: S off x F; 2n=80+56=136 88,2:11,8
111 RGC, : S. off. x RC, 2n =80+ 68 = 148 92,6:74

S. off. = Saccharum officinarum
S. spont. = Saccharum spontaneum

Utilizando técnicas citogenéticas de hibridizacdo in situ (GISH), Piperidis et al.
(2010) demonstraram que algo em torno de 25 a 27,5% do genoma das cultivares
modernas de cana-de-agUcar sdo derivadas de S. spontaneum, enquanto que 8 a 13% do
genoma tém origem nas recombinacdes interespecificas. Estes autores também
confirmaram a ocorréncia de transmissdo de 2n + n gametas em cruzamentos de S.
officinarum x S. spontaneum, porém, relataram a possibilidade de existéncia desse
fenomeno também entre cruzamentos de cultivares modernas (Saccharum spp.) e S.
officinarum. Alguns autores sugerem que esse fendmeno ndo é bem definido e de facil
compreensdo como apresentado acima, sugerindo o acontecimento tanto em gametas

masculinos quanto femininos (Bielig et al., 2003).

Existe uma diferenca estrutural entre os genomas de S. officinarum e S.
spontaneum, havendo certa independéncia entre os grupos de ligacdo das duas espécies
(Ming et al., 2008). Estes mesmos autores encontraram onze rearranjos cromossomicos
distintos entre S. officinarum e S. spontaneum e treze rearranjos cromossomicos diferentes
entre Saccharum spp. e Sorgum bicolor. Isto pode ser um indicio de que a divergéncia
entre S. officinarum e S. spontaneum pode ter sido tdo antiga quanto a divergéncia entre
cana-de-aglicar e sorgo a qual, pela comparacdo entre Miscanthus e Saccharum, é datada

em aproximadamente 7-9 milhdes de anos atras (Paterson et al., 2009).

A relacdo evolutiva do complexo Saccharum, em relacdo as espécies da familia
Poaceae, apresenta uma sintenia interessante com a espécie Sorghum bicolor, uma vez que
ambas fazem parte da subtribo Sacchacarinae, o que indica a existéncia de um ancestral
comum entre elas ha aproximadamente 7-9 milhdes de anos atras (Jannoo et al., 2007).
Existem muitos genes paralogos entre as duas espécies, mostrando que neste curto periodo

de evolugdo divergente, o complexo Saccharum passou por pelo menos dois eventos de
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duplicagdo génica completa (Paterson et al., 2009). Estes eventos de duplicagao génica

possuem uma importancia central na evolucdo e adaptacdo da cana-de-acucar.

2.2.1 Os desafios dos estudos gendomicos em cana-de-agticar

Até o final da década de 90, o conhecimento sobre a genética/genomica da
cana-de-aglicar era relativamente limitado, pois a enorme complexidade do genoma, o
pouco desenvolvimento tecnoldgico das ferramentas de sequenciamento e o elevado custo
de projetos desta natureza impediam grandes avancos nesta drea. Foram nos ultimos 20
anos, principalmente com a reducdo do custo de obtengdo de informagdes genéticas, que
houve um crescente nimero de trabalhos com os mais diversos objetivos de compreensdo

gendmica e do transcritoma da espécie.

Lakshmanan et al. (2005) sugerem a cana-de-aguicar como uma espécie em que
o melhoramento genético apoiado pela utilizacdo de ferramentas molecular, teria grandes
vantagens em ser aplicado. Com isso, o emprego dos métodos biotecnologicos existentes
atualmente possui uma capacidade de produzir 6timas mudangas na cultura da cana-de-
acucar, principalmente devido a complexidade do genoma (poliploide e aneuploide), a
baixa fertilidade, a susceptibilidade a doencas, ¢ a longa duragdo para producdo de
cultivares elites. Neste contexto, podem ser destacadas as principais areas de atuagdo das
pesquisas genético-moleculares com a espécie: (1) técnicas de cultura de tecidos e células
para o melhoramento molecular e a propagacdo vegetativa; (2) engenharia genética de
novos genes de interesse agricola; (3) diagndstico molecular de patdgenos para
aperfeicoamento do uso de germoplasma exético de géneros proximos (Miscanthus e
Erianthus); (4) desenvolvimento de mapas genéticos usando marcadores moleculares
atuais como os SNPs e (5) compreensao das vias metabodlicas de acimulo de sacarose no

colmo de cana-de-ac¢tcar (Suprasanna et al., 2011).

Butterfield et al. (2001) relataram que o tamanho basico do genoma de
Saccharum spp. é cerca de duas vezes maior se comparado com o genoma de arroz (Oryza

sativa). O genoma monoploide de S. officinarum (x = 10) apresenta um tamanho de
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aproximadamente 926 Mpb, enquanto que em S. spontaneum (x = 8), aproximadamente
760 Mpb. Portanto, o tamanho aproximado do genoma de cana-de-agUcar, tratada como
uma espécie octaploide a dodecaploide, pode chegar aos 10 Gb (Setta et al., 2014). O
genoma de sorgo (Sorghum bicolor) com aproximadamente 700 Mpb ¢ o genoma mais
proximo da cana-de aglicar em termos de tamanho (Paterson et al., 2009). Dentre as
gramineas, o milho (Zea mays) é a espécie que apresenta o maior genoma completamente

sequenciado, com cerca de 2,3 Gb (Schnable et al., 2009).

Com o atual desenvolvimento das plataformas de sequenciamento de nova
geragdo, o acesso aos dados genéticos se tornou mais rapido e mais barato. Existe uma
expectativa muito grande quanto ao uso destas ferramentas para producdo de informacgdes
genOmicas de cana-de-agticar. Com isso, uma compreensdo mais detalhada da organizacao
e estrutura do genoma, da existéncia de genes paralogos que esclarecem sobre os eventos
de duplicacdo do genoma, da existéncia de genes ortélogos que revelam as relagdes
filogenéticas, da existéncia de SNPs, da expressdo diferencial de genes e futuramente das
vias metabolicas associadas a caracteristicas fenotipicas de interesse, poderdo ser mais bem

aproveitadas e utilizadas com maiores expectativas no melhoramento genético da espécie.

23 AS PLATAFORMAS DE SEQUENCIAMENTO DE NOVA GERACAO
(NGS — NEXT GENERATION SEQUENCING)

Durante o projeto de sequenciamento do genoma humano (HGP — Human
Genome Project), realizado através do sequenciamento Sanger, iniciou-se o
desenvolvimento das plataformas de sequenciamento que atualmente sdo conhecidas como
sequenciadores de nova geragdo. Atualmente presenciamos a producdo de dados genéticos
(sequenciamento de genomas e transcritomas) em larga escala com custos cada vez mais
baixos. Esta redu¢do do custo de sequenciamento permitiu um aumento do volume de
projetos de gendmica estrutural e funcional em todo o mundo, viabilizando o
sequenciamento de genomas de espécies modelos e ndo modelos (Metzker, 2010; Green,

2001).
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Shendure et al. (2004) e Shendure & Ji (2008) classificam os métodos de
sequenciamento de DNA em quatro abordagens diferentes. A primeira abordagem sdo os
métodos de eletroforese. A segunda abordagem compreende o sequenciamento por
hibridizacdo (SBH — Sequencing By Hybridization). A terceira abordagem se refere ao
sequenciamento de moléculas individuais de DNA e/ou RNA em tempo real. A quarta
abordagem sdo as metodologias de sequenciamento ciclico de matrizes. Esta abordagem
utiliza inumeros ciclos de reagdes enzimadticas para a manipulacdo de matrizes de
fragmentos de DNA. Cada ciclo de sequenciamento ¢ capaz de decodificar poucos pares de
base da sequéncia alvo, porém o procedimento ¢ feito simultancamente para bilhdes de
fragmentos de DNA, com uma capacidade de decodificacdo de milhares de nucleotideos
em pouco tempo de sequenciamento. Trata-se de um método que ndo utiliza a eletroforese
capilar e estd presente nas plataformas de sequenciamento de nova geragdo (NGS),
principalmente nos sequenciadores de segunda geracdo, também conhecido como

tecnologias de sequenciamento de alta cobertura (High Throughput Sequencing - HTS).

As descobertas cientificas que resultaram na aplicacdo das tecnologias de
sequenciamento de nova geracdo tiveram um impacto muito grande em diversas areas da
biologia, principalmente na genética, além de permitirem uma analise ampla dos genomas
com precisdo ao nivel de nucleotideos/pares de base (Mardis, 2008). Com isso, estudos que
vao desde a construcdo de mapas genéticos em humanos com a intengdo de associar
doencas hereditarias a polimorfismos de uma tnica base (SNPs) (Baird et al., 2008),
passando pelo melhoramento/selecdo gendmica ampla das espécies cultivadas (Kruglyak,
1999; Jannink et al., 2010), pela metagendmica (Mardis, 2008) até a genomica de
populagdes (Davey & Blaxter, 2010; Hohenlohe et al., 2011) tiveram um avango enorme
na quantidade e qualidade de informagdes disponiveis e na precisdo das analises genético-

estatisticas.

As plataformas de NGS comecgaram a ser comercializadas em 2005 (Liu et al.,
2012) e estdo evoluindo rapidamente. Todas essas tecnologias promovem o
sequenciamento de DNA em plataformas capazes de gerar informagdo sobre milhdes ou
até mesmo bilhdes de pares de bases em uma unica corrida. Dentre estas, destacaram-se: a
454 FLX (Roche), que foi a primeira plataforma de NGS desenvolvida, a Solexa
(Illumina), a SOLiD (4pplied Biosystems), a lon Torrent da Life Tecnhologies, que detecta

os nucleotideos com base nas variagdes de pH do meio bioquimico, a Heliscope (tSMS)
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(Helicos), a PacBio (Pacific Bioscience) e a Nanopore (Oxford Nanopore Technologies).
As duas tultimas plataformas sdo conhecidas como sequenciamento de terceira geragdo
(Aluru, 2012). A plataforma de sequenciamento da Illumina se destacou entre as

concorrentes, sendo, atualmente, a mais utilizada.

Essas novas plataformas possuem como caracteristicas comuns um poder de
gerar informagdo numa quantidade milhares de vezes maior que o sequenciamento de
Sanger, com uma grande economia de tempo e dinheiro, revolucionando as técnicas de
sequenciamento de moléculas (Glenn et al.,, 2011). Essa capacidade extraordindria de
produgdo de elevada quantidade de dados advém do uso de rea¢des quimicas complexas e
de um enorme desenvolvimento tecnologico, na area da genética molecular, que fornece
sistemas s6lidos como unidades de sequenciamento e diferentes métodos de detecgdo de
base calling. Estas plataformas de sequenciamento de genomas aliviam o intensivo
trabalho laboratorial de preparacdo de amostras, reagdes de PCR e de sequenciamento. As
reacOes moleculares realizadas in vitro em suportes solidos dentro destas plataformas de
sequenciamento permitem que as leituras da sequéncia de milhares de fragmentos de DNA
possam produzir Gigabases ou até mesmo Terabases de sequéncias em tempos curtos e de
forma relativamente barata (Mardis, 2008; Shendure & Ji, 2008; Ansorge, 2009; Carvalho
& Silva, 2010). Estas tecnologias abriram a oportunidade para o sequenciamento amplo do
genoma de qualquer organismo (modelos e ndo modelos), além de acelerar o ritmo com
que a exploracdo do genoma ¢ feita, proporcionando até o ressequenciamento genomico e
analises robustas sobre o transcritoma de qualquer espécie (Lyster et al., 2009). No
entanto, todas estas plataformas possuem pontos negativos, principalmente quanto ao

tamanho pequeno dos reads sequenciados e relacionados aos erros de sequenciamento.

Os erros de sequenciamento existem em ambas as plataformas e em sua
maioria podem ser classificados em inser¢des/dele¢cdes — conhecidos como indels — ¢
substituicdes (Tabela 2). Sabe-se que quanto maior o tamanho dos reads sequenciados
maior sera a taxa de erro, isto ¢, o tamanho maximo dos reads esta relacionado ao quanto é
aceitavel de erros de sequenciamento (Glenn, 2011). Estes erros devem ser levados em
consideragdo durante o desenvolvimento de algoritmos matemadticos de analise da
sequéncia, principalmente nos algoritmos de base calling. Glenn (2011) e Ross et al.
(2013) discutem a dificuldade de se comparar os erros existentes por detras de cada

plataforma de NGS, pois a média da taxa de erro por pares de bases pode variar de 0,01% a
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16% entre as plataformas de NGS. A plataforma SOLiD apresenta a menor taxa de erro
dos dados acessiveis aos usuarios, enquanto a PacBio apresenta a maior taxa de erro. Esta
baixa taxa de erro por nucleotideo sequenciado no sistema SOLiD ¢ explicada pelo fato de
que cada nucleotideo ¢ sequenciado duas e/ou trés vezes (Glenn, 2011). Além dos erros de
sequenciamento, cada plataforma apresenta um viés quanto a distribuicdo e cobertura dos
reads sequenciados. Este viés pode ser produzido durante a construcdo das bibliotecas,
amplificacdo dos fragmentos de sequenciamento e durante o proprio sequenciamento e
possui implicacdes diretas nos dados obtidos e consequentemente nas andlises de
bioinformatica. Métodos computacionais capazes de identificar e quantificar este viés ja

foram desenvolvidos (Ross et al., 2013).

Tabela 2. Taxas de erro das principais plataformas de sequenciamento de DNA. Todas as taxas de erro estdo
em porcentagem, que significa a porcentagem de erro por base dentro de um unico read com
comprimento maximo.

Taxa de

Plataforma de Tipos de s Taxa de erro
. erro inicial o
sequenciamento erros (%) final (%)

3730x1 (Sanger/Capilar) Substituicdo 0,1-1 0,1-1
454 (Pirossequenciamento) Indel 1 1
[llumina (Todos os modelos) Substituicao ~0,1 ~0,1
Ion Torrent (Todos os chips) Indel ~1 ~1
SOLID - 5500xl1 A-T viés ~5 <0,1
Oxford Nanopore Delegao >4 4"
PacBio RS Indel ~13 <1

Fonte: Gleen (2011)
* ~ ~ 3 ~ .
Informagdes com base em fontes da empresa. Néo € claro se os 4% sao referentes ao sequenciamento de ambas
as fitas ou de uma sequéncia consenso.

Shendure & Ji (2008) discutem que a criacdo destas plataformas de
sequenciamento de alta cobertura surgiu com o desenvolvimento de quatro areas. A
primeira foi o projeto de sequenciamento do genoma humano, em que disputas entre
instituicdes publicas e privadas sobre quem sequenciaria 0 genoma com menor custo,
permitiu um primeiro desenvolvimento de técnicas mais elaboradas de sequenciamento. A
segunda foi na adogdo de fragmentos curtos (20-50 pb) de DNA para serem sequenciados
(Tecnologia de sequenciamento de reads curtos — SRS — Short Reads Sequencing), em
comparagdo com os 450 a 900 pb que eram gerados no sequenciamento de Sanger. A
terceira foi o crescente desenvolvimento das técnicas moleculares, que forneceu uma
enorme variedade de alternativas as trabalhosas rea¢Ges necessarias para o

sequenciamento. Em quarto, estd o progresso tecnologico por detras de alguns campos
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importantes como a microscopia Otica, a bioquimica de nucleotideos, a engenharia da

polimerase, a computacgdo de softwares e hardwares, o armazenamento de dados e outros.

Atualmente, ja sdo comercializadas maquinas capazes de gerar uma enorme
quantidade de dados, porém ocupando um espaco bem menor no laboratorio. Estas
maquinas sdo chamadas de sequenciadores de alto desempenho de bancada (Benchtop
high-throughput sequencing platforms). Existem trés principais equipamentos de
sequenciamento de bancada. O 454 Junior (Roche), o MiSeq (Illumina) e o lon Torrent
PGM (Life Technologies). As metodologias de sequenciamento inseridas nas plataformas
454 Junior e no MiSeq sdo idénticas as apresentadas no pirossequenciamento € no
equipamento HiSeq (Illumina), respectivamente. Ja a plataforma lon Torrent PGM foi
proposta no comeco de 2011, usando PCR em emulsdo e o sequenciamento por sintese.
Parte-se do principio que cada um dos quatro nucleotideos incorporados a fita molde de
DNA, pela acdo da DNA polimerase, altera o pH do meio de modo diferente, liberando
jons H" (Loman et al., 2012; Liu et al., 2012). E o primeiro método de sequenciamento que
ndo utiliza a detec¢do de fluorescéncia como determinagdo da posi¢do dos nucleotideos na
sequéncia de DNA. A comparagdo entre estas plataformas de sequenciamento ¢ algo
inevitavel devido a competicdo existente entre as empresas detentoras destas tecnologias.
Glenn (2011), Loman et al. (2012) e Liu et al. (2012) fizeram uma 6tima revisao entre as
diversas abordagens moleculares implementadas nas plataformas de sequenciamento de

nova geracdo, dando énfase aos pontos positivos e negativos de cada tecnologia.

2.3.1 A plataforma de sequenciamento da Illumina

Inicialmente conhecida como plataforma Solexa, esta metodologia de
sequenciamento foi proposta por Turcatti et al. (2008) como uma nova metodologia de
sequenciamento de nova geracdo caracterizada pelo uso de nucleotideos modificados.
Caracteristicas como a protecdo do grupamento hidroxila na posi¢do 3’ permitem que o
nucleotideo fluorescente e reversivel seja incorporado na fita de DNA e/ou RNA e,
posteriormente identificado. Este processo de sequenciamento por adi¢do de nucleotideos é
chamado de sequenciamento por sintese do DNA/RNA (SBS - Sequencing By Synthesis).

Este método SBS permite que os quatro nucleotideos sejam incorporados simultaneamente



27

durante o sequenciamento que ocorre em células solidas fixas chamadas de flow cells

(Mardis, 2008).

Atualmente, a empresa Illumina ja desenvolveu diversas maquinas de
sequenciamento, incluindo Genome Analyzer IIx, HiSeq, MiSeq e o NextSeq, além de
maquinas de Arrays como o HiScanSQ e o iScan’. O sequenciador HiSeq ¢ plataforma

mais utilizada na producdo de dados gendémicos com elevada densidade de cobertura.

O sequenciamento na plataforma Illumina ¢ realizado por sintese usando a
DNA polimerase e nucleotideos terminadores marcados com diferentes fluor6foros. A
inovagdo dessa plataforma consiste na clonagem in vitro dos fragmentos em uma
plataforma solida de vidro, processo também conhecido como PCR de fase soélida
(Carvalho & Silva, 2010). Bibliotecas gendmicas sdo construidas por qualquer método que
garanta a adicdo de adaptadores nas extremidades 3’ e 5’ nos fragmentos de
aproximadamente 100-800 pb de comprimento. Estes adaptadores fazem a fixacdo por
hibridacdo destes fragmentos em uma célula de sequenciamento soélida altamente
preenchida de oligonucleotideos que servirdo como primers durante a PCR (Shendure & Ji,
2008). Varios nucleotideos ndo marcados sdo fornecidos, no primeiro ciclo de
amplificacdo, para que haja a sintese complementar do fragmento ancorado na célula. O
anelamento com os primers (oligonucleotideos) existentes na célula fazem com que o
fragmento assuma um formato de “ponte” (bridge PCR). A extensdo ¢é feita pela DNA
polimerase e a fita complementar formada também assume o formato de “ponte”, o que
caracteriza a PCR. No ciclo de desnaturagdo, as fitas sdo separadas e linearizadas. Esses
ciclos sdo repetidos cerca de 40 vezes e pelo menos mil copias sdo geradas de cada
fragmento, aos quais permanecem proximas umas das outras, formando uma espécie de

cluster de sequenciamento (Ansorge, 2009).

Alguns milhdes de clusters sao amplificados em até oito linhas independentes
existentes em cada célula de sequenciamento, de modo que oito bibliotecas gendmicas
podem ser sequenciadas em conjunto utilizando uma unica corrida da plataforma
(Shendure & Ji, 2008). Posteriormente, alguns iniciadores universais de sequenciamento,
formados por nucleotideos modificados sdo usados durante a reagdo de sequenciamento,

que realiza a determinagdo dos quatro nucleotideos simultaneamente (Shendure & Ji, 2008;

6 Informag@o disponivel em: http://systems.illumina.com/systems.html
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Ansorge, 2009). Apos a incorporacdo dos nucleotideos modificados nos fragmentos sendo
sequenciados em sintese (SBS - Sequencing By Synthesis), a leitura do sinal de
fluorescéncia ¢ feita simultaneamente para os quatro pares de bases sequenciados nos
milhdes de grupos de fragmentos amplificados. Em seguida, ocorre uma etapa de lavagem
para remocdo dos reagentes excedentes e remocgdo do terminal 3’ bloqueado e do
fluor6foro do nucleotideo incorporado no ciclo anterior para que a reacdo de
sequenciamento prossiga. A leitura das bases ¢ feita pela analise sequencial das imagens

capturadas em cada ciclo de sequenciamento (Shendure & Ji, 2008).

No inicio, a plataforma Solexa GA conseguia produzir uma quantidade de 1
Gb/corrida. Posteriormente, conseguiu-se um rendimento de sequenciamento de 20
Gb/corrida em bibliotecas Paired-Ends (PE) (reads sequenciados nas duas extremidades,
3’e 5’ do fragmento de sequenciamento) com reads de 75 pares de base. Com o
desenvolvimento tecnologico da plataforma estes valores foram aumentando para 30, 50 ¢
85 Gb/corrida com reads PE de 100 pb. Atualmente, o sequenciador HiSeq 2000 consegue
produzir cerca de 600 Gb/corrida. Estima-se que com a queda dos custos de
sequenciamento, sera possivel obter 1 Tb/corrida em um tempo de cerca de oito dias (Liu
et al., 2012). A taxa de erro de um reads de 100 pares de bases de tamanho ¢, em média
2%, apos a etapa de filtragem. Comparado com as plataformas 454 e SOLiID, o
sequenciamento [llumina € muito mais barato, com um custo de 0,02 dolares por datapoint.
Com a possibilidade de realizagdo de sistemas de multiplex, através dos adaptadores
P5/P7, cerca de cem amostras podem ser sequenciadas simultaneamente. Existem dois
softwares principais, embutidos na plataforma HiSeq 2000, responsaveis pelo controle de
qualidade do sequenciamento (HCS — HiSeq Control System) ¢ do processo de base
calling (RTA — Real-Time Analyzer). Outro importante algoritmo existente nesta
plataforma é conhecido como CASAVA, responsavel pelas analises subsequentes de
processamento dos reads. O HiSeq 2000 utiliza dois lasers e quatro filtros para detectar os
quatro tipos de nucleotideos com uma emissdo de fluorescéncia simultanea para os quatro
tipos de nucleotideos, de maneira que a imagem dos quatro nucleotideos ndo ¢
independente. Assim, a distribui¢ao dos nucleotideos sequenciados pode afetar a qualidade

do sequenciamento (Liu et al., 2012).

Algumas limitacdes da metodologia s@o expostas por Mardis (2008) e

Shendure & Ji (2008). Estes autores discutem que a leitura, através de algoritmos de base
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calling de fragmentos muito grandes pode gerar sequéncias de baixa qualidade nas
extremidades de leitura do fragmento. O tipo de erro dominante nesta plataforma ¢é a
substitui¢do de nucleotideos, ao contrario da plataforma 454 em que predominam os erros
do tipo indels em homopolimeros. O algoritmo de base calling existente dentro da
plataforma Illumina possibilita a eliminagdo das bases de ma qualidade usando valores de

phred (Ewing et al., 1998) como referéncia (Mardis, 2008).

24 ESTUDOS GENOMICOS EM CANA-DE-ACUCAR

O melhoramento genético é considerado uma das principais estratégias para
aumentar a produtividade das espécies cultivadas. A compreensdo da composicdo ¢ da
estrutura de um genoma tem sido cada vez mais importante para a eficiéncia dos
programas de melhoramento, permitindo que a selecdo de genotipos superiores possa ser
realizada com base nas caracteristicas gendmicas e ndo somente em observacdes
fenotipicas, o que de certa forma aumenta os ganhos genéticos com a selecdo (Resende et

al., 2008).

D’Hont & Glasman (2001) fizeram uma revis@o da literatura sobre o progresso
das pesquisas genéticas em cana-de-acucar e discutiram que as informagdes levantadas até
aquele momento eram de grande valia para auxiliar os programas de melhoramento da
espécie, mas muito ainda deveria ser feito para possibilitar a implementagdo real de
técnicas de melhoramento como a selecdo assistida por marcadores. Arruda (2001) também
acredita que a colegdo de trabalhos sobre a caracterizagdo do genoma de cana-de-aglcar
publicada até 2001 seria de extrema importancia para direcionar os estudos futuros, além
de permitir uma compreensdo da relacdo de sintenia existente entre o genoma de espécies

filogeneticamente proximas a cana-de-agucar.

Nos tultimos quarenta anos houve um avanco significativo dos estudos
genéticos-gendmicos das espécies do complexo Saccharum, principalmente devido ao
desenvolvimento biotecnologico e bioquimico existente nas atuais plataformas de

sequenciamento de moléculas de DNA ou RNA que permitiram que genomas complexos
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como o genoma da cana-de-agucar fossem mais bem compreendidos quanto a sua
composi¢do, estrutura e evolucdo. Mesmo assim, a compreensao detalhada do genoma de
cana-de-agticar ainda ¢ muito limitada quando comparado com as informagdes existentes
para outras espécies agronomicamente importantes da familia das gramineas. Um exemplo
claro ¢ a dificuldade de montagem e a ndo existéncia de um genoma de referéncia para a
espécie, diferentemente do encontrado em sorgo (Paterson et al., 2009), arroz (Kawahara et
al., 2013) e milho (Hirsch et al., 2014), por exemplo, que ja possuem seus genomas

sequenciados e anotados.

241 Caracterizacio da diversidade genética e construcio de mapas
genéticos

Os primeiros estudos sobre a genética da cana-de-aglicar se iniciaram com a
utilizagdo de locos isoenzimaticos para caracterizacdo da diversidade genética no inicio
dos anos 70 (Thom & Maretzki, 1970; Waldron & Glasziou, 1971). Mesmo sendo
considerada uma cultura extremamente importante, os primeiros mapas genéticos para
cana-de-agtcar, construidos com base em locos AFLP single doses, por exemplo, sdo do
inicio dos anos 90 (Da Silva et al., 1993; D’Hont et al., 1994). A identificagdo de genes
candidatos através de analises de QTL e estudos de associa¢ao eram escassos até inicio dos
anos 2000, quando o primeiro gene associado a resisténcia em cana-de-agticar foi mapeado
(Asnaghi et al., 2000). Mesmo assim, a grande maioria dos mapas genéticos para cana-de-
aglcar ndo sdo saturados (Garcia et al., 2013), pois as marcas single doses nao sdo

suficientes para amostrar a enorme variagdo de ploidia do genoma da cana-de-agucar.

2.4.2 Sequenciamento de bibliotecas de ESTs e identificacio de genes de
interesse
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A identificacdo de ESTs (Expressed Sequence Tags), considerados regides
génicas que fazem parte do transcritoma das espécies, ¢ importante para identificagdo,
caracterizacdo e validagdo de genes de interesse agrondémico. Tomkins et al. (1999)
construiram a primeira biblioteca de BACs para cana-de-agucar. Carson & Botha (2000)
construiram o primeiro banco de dados de sequéncias de ESTs para cana-de-agucar com o
objetivo de dar suporte aos programas de melhoramento genético através da identificagdo e
caracterizacdo génica. No entanto, o trabalho caracterizado como SUCEST (SUgarCane
ESTs) pode ser considerado um dos trabalhos pioneiros e mais completos sobre a
disponibilidade de bibliotecas de ESTs para cana-de-agucar (Vettore et al., 2001).
Aproximadamente 238 mil sequéncias de ESTs de alta qualidade foram sequenciadas em
tecnologia Sanger a partir de nove diferentes tecidos vegetais derivados de treze diferentes
variedades de cana-de-agtcar. Vettore et al. (2003) realizaram a montagem e a anotag@o
funcional destas 237954 sequéncias de ESTs e evidenciaram a existéncia de pouco mais de
43 mil transcritos, dos quais 35% ndo estavam presentes em bancos de dados publicos. A
anota¢do funcional dos genes foi realizada para 33% do total de transcritos que
apresentaram pelo menos um clone com ORF completa e revelou que 50% destes insertos
em full-length estavam relacionados com o metabolismo de proteina, a comunicacio
celular, a fungdes bioenergéticas e a resposta a estresses bidticos e abidticos. O banco de
dados de EST de cana-de-acgticar permitiu que estudos de associagdo fossem feitos entre
estas regides genOmicas e variagdes de caracteres quantitativos, revelando uma grande
quantidade de genes associados as caracteristicas de interesse agrondmico. Genes
envolvidos na desintoxicagdo de espécies reativas de oxigénio (Kurama et al., 2002),
envolvidos em mecanismos de tolerancia a baixas temperaturas e resisténcia ao ataque de
patogenos (Nogueira et al., 2003) e a identificacdo de genes da enzima alcool hidrogenase
(Adh) (Grivet el al., 2003) sdo alguns dos exemplos da utilizacdo do banco de dados do
SUCEST em estudos gendmicos para cana-de-actcar. Vicentini et al. (2012) analisaram o
conteudo genético do banco de dados de ESTs de cana-de-acucar e revelaram a existéncia
de aproximadamente dez mil genes ainda ndo identificados e anotados para a espécie, além
de inferirem que 58% dos ESTs sdo considerados regides ortdlogas ao proteoma de
Sorghum bicolor. Estes autores ainda revelaram a existéncia de mais de dois mil RNAs ndo

codificantes de proteinas conservados entre S. bicolor e Saccharum spp.
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Casu et al. (2004), Casu et al. (2005) e Casu et al. (2007) também realizaram
estudos referente a caracterizagdo do genoma de cana-de-agucar através de bibliotecas de
ESTs. O primeiro estudo retrata a identificacdo, através de técnicas de hibridizagdo de
microarrays, de transcritos diferencialmente expressos durante a maturagdo do colmo em
cana-de-agucar. E considerado um dos primeiros estudos sobre a compreensdo do
metabolismo de acimulo de agucar em espécies do género Saccharum. O segundo estudo
também adotou a unido de técnicas de sequenciamento de ESTs e microarrays para
identificar genes relacionados com caracteristicas quantitativas de interesse em populacdes
segregantes de cana-de-acucar. Os autores discutem que devido a complexidade gendmica
da cana-de-agucar, esta estratégia pode ser eficiente na identificagdo de genes candidatos
que controlam o metabolismo de acumulo de sacarose, por exemplo. O terceiro estudo
destes autores discute que o acesso a colecdo de ESTs de cana-de-agucar foi fundamental
para o desenvolvimento da primeira ferramenta comercial de estudos do perfil de
expressdao génica em cana-de-agucar. Foi desenvolvido um chip de genotipagem array da
Affymetrix chamado GeneChip® Sugarcane Genome Array (Casu et al., 2007), que foi
utilizado em estudos de associagdo entre os transcritos € o metabolismo de parede celular e
a maturacdo do colmo em cana-de-actcar. Manners & Casu (2011) ao analisarem as
regides funcionais do genoma de cana-de-aglcar, discutiram que o seu transcritoma é
complexo e inclui transcritos de diferentes grupos de homo(eo)logia. Esta complexidade do
transcritoma ¢ reflexo dos elevados indices de ploidia apresentados pelas cultivares

comerciais de cana-de-agtcar.

Houve um esfor¢o para unificar os bancos de dados publicos de sequéncias de
ESTs para cana-de-agtcar, unindo principalmente os dados gendmicos produzidos no
Brasil pelo projeto SUCEST (Vettore et al., 2001), na Africa do Sul (Carson & Botha,
2000) e na Australia (Casu et al., 2001). A unido destes bancos de dados produziu um
banco de dados mais completo chamado de SoGI (Saccharum officinarum Gene Index),
onde houve a tentativa de montar dos ESTs em sequéncias maiores chamadas de Tentative
Consensus (TCs) (Quackenbush et al., 2000). A ultima atualizagao deste banco de dados
revelou a existéncia de 116588 contigs, divididos em 40016 TCs e 76572 singletons de
ESTs. Este banco de dados de ESTs e TCs representa uma ferramenta poderosa para

obtencdo e anotagdo de sequéncias génicas para cana-de-agucar (Souza et al., 2011).
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243 Estudos de gendmica comparativa

Sabe-se que um dos casos mais relatados de sintenia e colinearidade gendmica
acontecem entre as espécies da familia Poaceae (Gale & Devos, 1998; Freeling, 2001;
Paterson et al., 2009), principalmente quando se compara espécies de subfamilias
especificas. Por exemplo, o sorgo e o milho apresentam o mesmo niimero de cromossomos
(n=10), embora se saiba que o milho sofreu um evento de duplicacdo gendmica apds a sua
divergéncia (Swigonova et al., 2004). Paterson et al. (2004) e Paterson et al. (2009)
evidenciaram que muitos dos eventos recentes de duplicagdo gendmica sofridos por S.
bicolor sao compartilhados com outras espécies de cereais. A ocorréncia de muitos eventos
de condensacdo de regides gendmicas pode ser a explicagdo para a evidéncia de que um
simples brago dos cromossomos 10 e 5 em milho corresponderem inteiramente aos
cromossomos 6 e¢ 4, em sorgo, respectivamente (Bowers et al., 2003). Devos & Gale
(2000) realizaram um estudo de gendmica comparativa entre quatro subfamilias de
gramineas ¢ concluiram haver uma conservagdo da ordem de disposicdo dos genes nas
diferentes espécies, além de que € possivel identificar e caracterizar um genoma ancestral
existindo entre as subfamilias, principalmente dentro do grupo Panicoidae, do qual cana-
de-agiicar faz parte. Houve uma espécie ancestral, carregando combinacdes alélicas
especificas das gramineas, a partir da qual a dispersdo adaptativa deste grupo taxonomico

aconteceu.

Glaszmann et al. (1997), utilizando o mapeamento genético através de sondas
de locos RFLP, ja evidenciaram a existéncia de sintenia entre as espécies da familia
Poaceae. Estes autores, ao analisar as sondas na cultivar de cana-de-a¢iicar R570,
mostraram a correlagdo genética entre grupos de ligacdo em cana-de-agucar e sorgo. Grivet
et al. (1996), mostraram existir um elevado nivel de sintenia ¢ colinearidade entre os dois
parentais (S. officinarum e S. spontaneum) formadores das variedades comerciais de cana-
de-acticar. Estudos mais completos como o de Jannoo et al. (2007), conseguiram
identificar, através da comparagdo de genes ortdlogos, regides homologas entre cana-de-
aglcar e outras espécies de gramineas, mostrando que o genoma de Saccharum spp. possui
uma estabilidade gendémica, mesmo com elevados indices de poliploidia. Assim, a

identificacdo precisa de genes ortdlogos entre espécies filogeneticamente proximas e a
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distingdo destes genes dos genes paralogos, faz-se necessario uma compreensdo de regioes

que apresentam sintenia e colinearidade genémica entre as espécies.

Em um recente e impactante estudo de caracterizagdo e anotagdo de BACs
(Bacterial Artificial Chromossome), Setta et al. (2014) caracterizaram mais de trés mil
BACs de eucromatinas referentes a cultivar australiana R570. Um conjunto del.400
proteinas foram anotadas, além da caracterizagdo das regides repetitivas destas
eucromatinas. Analises de RNA-seq foram utilizadas para explorar os padrdes de
expressdo génica e as vias metabdlicas relacionadas ao metabolismo da sacarose. Este
trabalho pode ser considerado um dos maiores estudos gendmicos em cana-de-agucar, pois
fornece uma quantidade de dados importantes para a compreensao da estrutura do genoma
de uma das espécies com maior nivel de complexidade gendmica relatado. Os autores
mostraram elevada semelhanca gendmica entre cana-de-agucar e Sorghum bicolor. A
elevada quantidade de genes ortdlogos entre as duas espécies ¢ a existéncia dessemelhanga
genOmica quando aos elementos transponiveis e regides gendmicas ndo caracterizadas
corroboram os estudos de Paterson et al. (2004), Paterson (2005) e Paterson et al. (2009).
Foi identificada também, uma variacdo gendmica expressiva em regides génicas ¢ ndo
génicas entre os cromossomos hom(e)ologos da espécie, mostrando evidéncias aos eventos
de duplicacdo gendémica sofrida pela espécie e o comportamento de elementos
transponiveis no genoma da espécie, aumentando o numero de genes paralogos e a

diversidade alélica para um mesmo loco génico em cana-de-agucar.

2.4.4 Identificacio e caracterizacio de marcadores moleculares

Juntamente com regides de substituicdo de um unico nucleotideo (SNPs) e
inser¢des e/ou delegdes em segmentos de DNA, as regides de microssatélites sdo muito
utilizadas em estudos que objetivam identificar e explorar o polimorfismo genético
existente dentro e/ou entre populacdes e sdo classificados entre os principais tipos de
polimorfismo genético existente (Mammadov et al., 2012). Os marcadores microssatélites
sdo utilizados principalmente em estudos de caracterizacdo da diversidade genética e como

marcadores na constru¢do de mapas genéticos densos que auxiliam na tomada de decisdes
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em programas de melhoramento de plantas ou animais que utilizam procedimentos de

analises de QTL, estudos de associagdo e selegdo gendmica, por exemplo.

Regides de microssatélites podem ser identificadas em regides de DNA
repetitivo, regides intergénicas, regides de introns e em regides génicas (Varshney et al.,
2005), sendo este ultimo caracterizado como EST (Expressed Sequence Tag) ou GBM
(Gene Based Markers) e possuem importancia crucial por estarem relacionados com o
transcritoma da espécie em questdo (Gao et al., 2003; Varshney et al., 2005), podendo ser
utilizados na identificagdo e caracterizacdo de genes candidatos para futura utilizacdo em
estudos e/ou tecnologias de engenharia genética. Primers que permitam a amplificacdo
destas regides de microssatélites e consequentemente o estudo de polimorfismos de
interesse podem ser desenhados para locos especificos. A transferibilidade entre primers de
amplificacdo de regides microssatélites entre espécies filogeneticamente proximas ¢ uma
alternativa viavel e aplicavel a espécies como cana-de-agucar e sorgo, por exemplo
(Cordeiro et al., 2001, Decroocq et al., 2003, Gupta et al., 2003, Sasha et al., 2004, Yadav
et al., 2008).

Marcadores microssatélites gendmicos ou derivados de regides génicas foram
identificados e descritos para cana-de-acucar através do enriquecimento de bibliotecas
(Cordeiro et al., 2001; DaSilva, 2001; Parrida et al., 2006; Parrida et al., 2009). Muitos
destes locos, utilizados em analises genético-gendmica da espécie foram obtidos de
projetos como o UniGene derived Sugarcane Microsatellites (UGSM) e o Sugarcane
Enriched Genomic Microsatellites (SEGM). Singh et al. (2010) utilizaram microssatélites
obtidos nestes projetos para avaliar a diversidade genética em 84 genoétipos de S. barberi,
S. spontaneum e S. officinarum através de estimativas do conteido de informagdo
polimorfica (PIC — Polymorphism Information Content). Os padrées de agrupamentos
identificados pelos autores sugerem alguns gendtipos como interessantes genitores em
programas de melhoramento da espécie. Outros 387 locos SSR também derivados dos
projetos UGSM e SEGM foram utilizados em estimativas de diversidade genética para
genes relacionados ao conteudo de aguicar em seis cultivares comerciais de um programa
de melhoramento indiano. Foram encontrados 158 microssatélites robustos e polimorficos
para uma importante das mais importantes caracteristicas fenotipicas da espécie. Cardoso-

Silva et al. (2014), ao encontrar 5.106 sequéncias simples repetidas em regides transcritas
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do tecido vegetal de folhas em seis variedades comerciais de cana-de-agucar, avaliando

72.269 unigenes.

Os marcadores SNPs vem ganhando destaque nos estudos de genética vegetal
nos ultimos quinze anos, devido ao baixo custo de obtengdo, a grande quantidade de
marcadores espalhados no genoma e capacidade destes marcadores explorarem o tipo de
polimorfismo genético mais basal que se possa existir: a substitui¢do nucleotidica através
de mutacgdes pontuais. Em cana-de-agticar, Bundock et al. (2009), resequenciaram, usando
a plataforma 454 (pirossequenciamento), regides gendmicas de uma populacdo de
mapeamento de duas variedades comerciais australianas com o objetivo de identificar
SNPs ligados a uma caracteristica quantitativa. Como resultado verificaram a presenca de
SNPs a cada 35 pb, sendo a transi¢do o tipo de mutagcdo mais frequente. A cobertura de
sequenciamento ficou proxima a 300X e a média de tamanho de reads produzidos foi de
220 bases. Foram encontrados 1.632 SNPs para genétipo Q165 enquanto 1.013 SNPs
foram encontrados para o parental feminino 1J76-514 (S. officinarum). Foram testados 225
SNPs candidatos e 93% foram validados como polimérficos. Com o uso de Sequenom
MassArray 209 dos 225 candidatos a SNPs para as duas espécies foram validados.
Cardoso-Silva et al. (2014) analisaram o transcritoma foliar de cana-de-agucar através da
metodologia de RNA-seq e identificaram pouco mais de 708 mil SNPs espalhados em

cerca de 72 mil unigenes.



3 MONTAGEM DO TRANSCRITOMA DE CANA-DE-ACUCAR
(Saccharum spp.) UTILIZANDO DADOS DE SEQUENCIAMENTO
DE NOVA GERACAO

RESUMO

A cana-de-aguicar ¢ uma das principais espécies cultivadas no mundo devido a sua
eficiéncia de conversdo de carbono atmosférico em biomassa. Devido a elevada quantidade
de elementos repetitivos e os varios eventos de poliploidizacdo, o genoma da espécie ainda
ndo foi montado e anotado, diferentemente de outras gramineas de interesse agrondémico.
Assim, as informagdes do transcritoma da espécie se tornam ainda mais uteis por dar
suporte as iniciativas de analises gendmicas. O transcritoma de cana-de-agucar foi montado
a partir do sequenciamento [llumina de bibliotecas paired-ends de cinco 6rgaos distintos da
planta, obtidos de uma amostra de trinta clones elite. Os dados de RNA-seq passaram por
analises de controle de qualidade e normalizagdo. O software Trinity foi utilizado para
montagem ¢ a qualidade do assembly foi avaliada por estimativas de treze parametros
diferentes. Os scaffolds obtidos identificados como ORFs completas foram anotados
conforme os termos do Gene Ontology. O transcritoma obtido compreendeu 178 Mb,
distribuidos em 131.831 scaffolds, representando 61.225 genes. O tamanho médio dos
transcritos foi de 1.350 pb, com valor de N50 igual a 1.667 pb. A distribui¢ao do tamanho
dos scaffolds mostrou que grande maioria (99,3%) teve tamanho entre 500 e 5000 pares de
bases. Cerca de 32 mil transcritos sdo exclusivos de cana-de-agticar e ha um indicio de que
a grande maioria deles, por ndo apresentar ORFs completas, pode ser caracterizado como
RNAs longos e ndo codificantes (IncRNAs). Um total de 1.250 transcritos, identificados
como ORFs completas, ndo apresentaram similaridade com sequéncias do banco de dados
do NCBI, sendo considerados novas regides transcricionalmente ativas (nTARs). O
transcritoma de cana-de-agucar obtido neste estudo possui qualidade de dados e de analise
suficiente para ser considerado um transcritoma de referéncia para as espécies de
Saccharum spp.

Palavras-chave: Saccharum; transcritoma; RNA-seq; de novo assembly



ABSTRACT

Sugarcane (Saccharum spp.) is one of the most important crops for global agribusiness due
to its high energy conversion efficiency from photosynthesis into biomass. Due to the high
amount of repetitive DNA elements added to several polyploidization events in its
evolutionary history, the sugarcane genome has not yet been sequenced, making the
information about its transcriptome the most useful tool for supporting sugarcane genomic
analysis. A de novo draft assembly of sugarcane transcriptome was generated using paired
end libraries from [llumina sequencing from five different plant organs collected from a
sample of thirty elite clones. The sequencing data was submitted to quality control and
normalization analyses. The draft transcriptome was assembled using Trinity package. The
assembly quality was accessed through thirteen different estimated parameters. The
scaffolds identified as complete ORFs were annotated according to GO terms. The draft
sugarcane transcriptome was assembled with a total size of 178 Mb comprising 131,831
scaffolds related to 61,225 genes. The average size of the transcripts was 1,350 bp,
whereas the value of N50 was 1,667 bp. The distribuition of scaffolds length showed that
the most scaffolds (99.3%) are between 500 and 5000 base pair. Near of 32 hundred
transcripts are exclusive of sugarcane and there are some evidence a huge amount of this
transcripts are characterized long non-coding RNAs (IncRNAs), because its do not have
complete ORFs. A total of 1,250 transcripts identified as complete ORFs, showed no
similarity to sequences in NCBI database and can be considered new Transcripted Active
Regions (nTARs). Annotation using the KEGG database identified 234 transcripts
participating in the metabolism of sucrose and starch, an important metabolic pathway for
understanding the relationship between photosynthesis rates and sucrose accumulation in
the stalks. The identification of genomic regions that control agronomic traits is important
step that enables the use of genome or transcriptome information in plant breeding
procedures. The sugarcane transcriptome draft assembly proposed in this study has a
quality data and consistent bioinformatic analysis that allow its transcriptome could be
considered a reference transcriptome to Saccharum spp.

Key-words: Saccharum; transcriptome; RNA-seq; de novo assembly
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3.1 INTRODUCAO

A cana-de-agucar (Saccharum spp.) ¢ uma das espécies cultivadas mais
importantes para o agronegocio mundial. O Brasil ¢ o maior produtor de cana-de-actucar e
o crescimento de produtividade nas safras brasileiras tem se mostrado continuo ao longo
dos ultimos vinte anos, com um aumento de cerca de 400 milhdes de toneladas neste
periodo (FaoStats, 2013). A cana-de-agiicar se caracteriza por possuir uma enorme
complexidade gendmica, devido, principalmente, aos elevados niveis de poliploidia e
aneuploidia sofrido pelos genitores (S. officinarum e S. spontaneum) que deram origem as
cultivares modernas hibridas de cana-de-agucar (Hermann et al., 2012). A complexidade
genOmica pode dificultar a compreensdo de aditividade alélica e o seu emprego no
melhoramento genético de caracteristicas agrondmicas de interesse, fazendo com que os
ganhos genéticos para caracteristicas quantitativas ao longo dos ciclos de melhoramento
sejam pouco expressivos. Dal-Bianco et al. (2011) mostraram que os ganhos genéticos para
acimulo de aglcar aumentam de maneira pouco expressivacrescem em ritmos
insignificantes ao ano. As técnicas atuais de sequenciamento de DNA permitem obter
informacdes relevantes sobre os constituintes genéticos que controlam a expressdo de
caracteres agronomicos de interesse, aumentando a compreensao sobre a genética e
gendmica de espécies importantes (Seeb et al., 2011). Considerando a elevada quantidade
de elementos genéticos repetitivos e a dificuldade de compreender a associacdo destas
regides com as caracteristicas fenotipicas de interesse, o estudo do transcritoma se torna

uma alternativa bastante atraente neste contexto (Wang et al., 2009; Garber et al. 2011).

A compreensdo sobre as regioes funcionais do genoma de uma espécie sdo
fundamentais para a correta interpretacdo dos elementos genéticos responsaveis pela
producdo de proteinas, além de revelar os constituintes moleculares presentes em células e
tecidos. O transcritoma representa o conjunto completo de transcritos de uma célula e sua
quantificagdo em um estagio especifico de condi¢des fisiologicas (Wang et al., 2009). A
metodologia de RNA-seq ¢ caracterizada pela sua elevada qualidade nas analises que
objetivam o entendimento do perfil do transcritoma de uma espécie a partir de dados
genéticos fornecidos pelo sequenciamento de alto desempenho do mRNA ou cDNA. Esta

metodologia é capaz de fornecer medidas mais seguras sobre a quantidade, o perfil e a
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orientagdo de transcritos produzidos por tecidos fisioldgicos em condi¢des ambientais
especificas quando comparada com outros métodos de analise de transcritoma, como as
técnicas baseadas em microarrays, por exemplo (Nagalakshmi et al., 2010; Dillies et al.,
2012).

A metodologia de RNA-seq aumentou significativamente a qualidade das
analises de transcritomas, permitindo uma aplicagdo desta metodologia a diversas espécies
de procariotos e eucariotos (Wang et al., 2009). Além disso, as analises de RNA-seq sdo
realizadas com resolugdo de SNPs, isto ¢, a fronteira entre dois transcritos pode ser
discriminada em nivel de nucleotideos (pares de bases) e genes diferencialmente expressos

podem ser caracterizados por variacdes alélicas especificas (Haas et al., 2013).

A montagem de um transcritoma pode ser realizada por duas alternativas
mutuamente excludentes e a escolha de uma delas dependeréd da existéncia prévia ou ndo
de informagdes gendmicas de referéncia para a espécie. A disponibilidade de genomas de
referéncia significa que os reads (sequéncias curtas de DNA e/ou RNA sequenciada através
das plataformas de sequenciamento de nova geracdo) de mRNA/cDNA poderdo ser
mapeados contra um genoma de referéncia, de modo que o seu posicionamento e
orientacdo serdo definidas com base nessa referéncia. Esta metodologia ¢ conhecida como
abordagem de mapeamento (mapping-first approach). No entanto, caso esta informacéo
ndo esteja disponivel, serd necessario adotar uma metodologia alternativa conhecida como
montagem do transcritoma de novo (de novo transcriptome assembly ou assembly-first

approach) (Grabherr et al., 2011).

As ferramentas de bioinformatica sao especificas para cada uma destas duas
metodologias de andlise de transcritomas. Garber et al. (2011) e Trapnell et al. (2012)
defendem o uso de pacotes computacionais como o TopHat e o Cufflinks para montagem
de novo de transcritomas. Trata-se de softwares baseados na metodologia de mapeamento
de reads em genomas de referéncia (mapping-first approach), assim como a ferramenta
Scripture (Guttman et al., 2010). Os softwares TopHat-Cufflinks e Scripture sdo capazes
de analisar reads provenientes do sequenciamento de mRNA e montar o transcritoma da
espécie, além de inferir o niimero de unigenes, o nimero e a estrutura de splicings
alternativos e a quantificacdo de transcritos diferencialmente expressos. No entanto,
existem metodologias que ndo utilizam um genoma de referéncia (assembly-first approach

ou montagem de novo) para a montagem do transcritoma e estdo implementadas em
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softwares como, por exemplo o Trans-ABySS (Birol et al., 2009), o SOAPdenovo-Trans
(Li et al., 2009), o Velvet-Oases (Schulz et al., 2012) ¢ o Trinity (Grabherr et al., 2011).
Estes algoritmos de assembly de novo de transcritomas foram comparados e suas
performances avaliadas em diversos trabalhos (Groba & Burgos 2010; Hass et al., 2013;
O’Neil & Emrich, 2013). O algoritmo implementado na plataforma do Trinity vem se
destacando como a principal ferramenta de bioinformatica utilizada na montagem de novo

de transcritoma baseada na construcgao de grafos de Bruijn.

Neste contexto, o presente trabalho tem como objetivo a utilizagdo da metodologia
de RNA-seq juntamente com o pacote computacional Trinity (Grabherr et al., 2011) para
montagem de novo de um draft assembly para o transcritoma de cana-de-agucar, utilizando
cinco diferentes orgdos vegetais coletados de uma amostra de trinta clones elites do

programa de melhoramento genético da Ridesa/UFG.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Material vegetal e sequenciamento do mRNA

O material vegetal foi obtido a partir de 30 clones elites selecionado
aleatoriamente de uma populacdo de melhoramento formada por 48 genotipos em fase final
de avaliagdo pelo programa de melhoramento genético da cana-de-agticar da Ridesa/UFG,
mantida em campo experimental da Escola de Agronomia da Universidade Federal de
Goids. Esta populacdo era formada por individuos adultos que foram coletados em
aproximadamente dez meses ap6s o transplantio. Cinco tipos diferentes de 6rgdos vegetais
foram coletados de cada um dos 30 clones elites. Os 6rgaos amostrados foram: colmo,

gemas laterais, plantulas, folhas e gemas apicais.

Foi amostrada a mesma quantidade de material vegetal para cada oOrgdo
coletado a partir dos 30 clones elites. Imediatamente apos a coleta, o material vegetal foi
armazenado em freezer a -80°C. Para cada 6rgdo, todo o material coletado foi macerado
juntamente utilizando nitrogénio liquido, formando cindo tipos de bibliotecas distintas

referente a cada 6rgdo vegetal. O RNA total de cada 6rgdo foi extraido em bulk (o bulk foi



42

formado antes da extracdo, na etapa de maceracao) constituido por todos os 30 gendtipos
utilizando o kit RNeasy® Plant Mini Kit (Qiagen)’ . O RNA extraido foi tratado com a
enzima DNAse para evitar contaminagdo por DNA. A integridade, a qualidade ¢ a
quantidade de RNA extraido foram inferidas utilizando-se o aparelho Bioanalyzer 2100
(Agilent). As amostras de RNA de alta qualidade e integridade fisica foram enviadas em
colunas (RNAstable™ Biomatrica)® para a empresa BGI Co. Ltd. para o sequenciamento.
O preparo das bibliotecas de sequenciamento foi realizado através do TruSeq Stranded
mRNA que isolam os mRNA com base na sua cauda poli-A através de beads de
oligonucleotideos dT. O sequenciamento de bibliotecas paired ends foi feito a partir de
moléculas de cDNA e realizado utilizando a plataforma de NGS da Illumina HiSeq2000,
utilizando 'z lane para cada biblioteca, com exce¢do da biblioteca de gema apical que foi
sequenciada em um unico /ane. As moléculas de cDNA foram normalizadas a partir da
técnica DSN  (Duplex-Specific Thermostable Nuclease) com o objetivo de amostrar

transcritos pouco abundantes.

3.2.2 Controle de qualidade das sequéncias

O procedimento de determinacdo da qualidade dos reads produzidos pela
plataforma Illumina foi realizado em duas etapas. Na primeira, realizada pela propria
empresa contratada para o sequenciamento, foram eliminados os adaptadores e os reads
que continham mais de 50% de suas bases de baixa qualidade (valor de qualidade < 5). A
segunda etapa da analise de controle de qualidade, suportada pelas estimativas do fastQC
(Andrews, 2010), foi realizada pela ferramenta Trimmomatic (Bolger et al., 2014), através
dos seguintes pardmetros: LEADING:39 TRAILING:30 SLIDINGWINDOW:4:30
MINLEN:36 HEADCROP:15. Quinze pares de bases iniciais de todos os reads,
identificados como fragmentos com contaminantes (pelo seu conteutdo GC), foram
inicialmente eliminados. Posteriormente, nucleotideos com qualidade de sequenciamento

baixa foram eliminados, de modo a permitir um erro de sequenciamento a cada mil pares

7 Informagio disponivel em: http://www.qiagen.com/products/rnastabilizationpurification/rneasysystem
¥ Informagio disponivel em: http://www.biomatrica.com
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de bases. Apds esse filtro, reads que tiveram tamanhos menores que 50 pares de base
também foram eliminados. Os dados finais foram divididos em arquivos de reads pareados

e arquivos de reads “6rfaos”.

3.2.3 Normalizac¢ao dos reads sequenciados

A normalizagdo dos dados é uma etapa importante no tratamento das
sequéncias produzidas pelas plataformas de nova geragdo, pois estas plataformas
introduzem erros de sequenciamento e¢ de amostragem. Os algoritmos normalizadores
sistematizam a cobertura de sequenciamento, eliminam reads redundantes e os erros de
sequenciamento, o que melhora a eficiéncia computacional dedicada a construgdo e
resolugdo dos grafos de Bruijn sem afetar o conteudo dos contigs e scaffolds produzidos

(Brown et al., 2014).

Os reads de alta qualidade pareados (PE) e orfaos (SR) das cinco bibliotecas de
sequenciamento foram normalizados separadamente por duas metodologias diferentes
antes da montagem do transcritoma de cana-de-agticar. Foram utilizados o normalizador
Khmer (Crusoe et al., 2014), que faz uso de uma normalizacdo pela mediana da
abundancia dos k-meros (Brown et al., 2014), e o normalizador disponibilizado pela
propria plataforma de analise do Trinity (Grabherr et al., 2011), caracterizada como um
normalizador in silico que também utiliza da abundancia dos k-meros além da

profundidade de cobertura do sequenciamento.

3.24 Montagem de novo do transcritoma de cana-de-aciicar

O draft assembly do transcritoma de cana-de-agtcar foi obtido a partir de uma
abordagem de novo, através do pacote computacional Trinity (Grabherr et al., 2011). Todas
as cinco bibliotecas dos diferentes tipos de 6rgaos vegetais foram utilizadas na montagem.

Somente os contigs com comprimento maior de 500 pb foram mantidos nas analises
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subsequentes. Os parametros de qualidade da montagem de novo foram obtidos utilizando
um script (assemblathon_stats.pl) disponibilizado pelo grupo Assemblathon (Earl et al.,
2011) e os arquivos de resultados do Trinity. Para fins de comparagdo entre as diferentes
estratégias de tratamento inicial dos dados foram realizadas analises comparativas entre o
transcritoma de cana-de-aguicar montado (sequéncias guery) e o transcritoma de referéncia
de Sorghum bicolor v2.1 (Paterson et al., 2009) (sequéncias subject) através do algoritmo
blastx v2.2.30 (Altschul et al., 1997). Assim, a melhor montagem foi definida com base em
treze parametros, sendo oito referentes a propria montagem e cinco referentes aos
resultados da analise blastx. Os pardmetros estimados com base na montagem
propriamente dita foram: I) nimero de scaffolds (transcritos + isoformas); II) nimero de
genes (transcritos); I1T) numero de scaffolds acima de 1 Kb; IV) % de scaffolds acima de 1
Kb; V) tamanho médio dos scaffolds; VI) N50; VII) nimero de scaffolds acima de 10 Kb e
VIII) Total de pares de bases no assembly. Com base nos resultados da analise com o
blastx foram estimados: I) nimero de proteinas com cobertura de 100%; II) % média de
cobertura; IIT) % de hits no transcritoma de S. bicolor; IV) comprimento médio dos hits e

V) probabilidade média de identidade.

A qualidade do transcritoma montado também foi avaliada pelo alinhamento
contra bancos de dados de sequéncias de possiveis contaminantes. O alinhador Bowtie2
(Langmead et al., 2009) foi utilizado no alinhamento do transcritoma montado (sequéncias
query) contra cinco bancos de dados de possiveis contaminantes criados como subamostras
a partir do banco de dados do GeneBank (VexScreen) e do banco de dados SILVA (Quast
et al., 2013). Os bancos de dados de possiveis contaminantes forma: 1) cpDNA de plantas,
2) o genoma de Escherichia coli, 3) mtDNA plantas, 4) rRNA de angiospermas e 5) banco

de dados de possiveis vetores.

Foi realizada ainda uma analise comparativa com o banco de dados SoGlI
(Saccharum officinarum Gene Index) (Quackenbush et al., 2000) (sequéncia query) e o
transcritoma obtido de cana-de-agicar montado (sequéncia subject) com o objetivo de
estimar a porcentagem de ESTs e transcritos existentes no banco de dados SoGI coberta
pelo draft assembly produzido. Esta comparagdo também permitiu inferir a quantidade de
transcritos representados na montagem do transcritoma de cana-de-agtiicar obtido que ndo

estdo presentes no banco de dados do SoGI.
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O draft assembly do transcritoma de cana-de-aguicar também foi comparado
contra um banco de dados chamado “Grass DB”, formado pelo transcritoma de seis
espécies de gramineas (Sorghum bicolor v2.1 (Paterson et al., 2009), Setaria itdlica v1.0
(Zhang et al., 2012), Oryza sativa v1.0 (Matsumoto et al., 2005), Zea mays v1.0 (Hirsch et
al., 2014), Brachypodium distachyon v1.0 (Lucas et al., 2009)° ¢ Panicum virgatum v1.0
(JGI, 2014) '%), contidas no banco de dados do Phytozome (GOODSTEIN, et al., 2011).

Diagramas de Venn, representando os resultados das comparagdes com o0s
diferentes bancos de dados, foram produzidos usando o pacote do software R (R Core

Team, 2013) “VennDiagram” (Chen & Boutros, 2011).

O pipeline de andlise contendo os softwares utilizados em cada etapa das

analises de bioinformatica esta disponibilizado no Apéndice A.

33 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Estatisticas descritivas e normalizacao dos dados

O sequenciamento das bibliotecas obtidas a partir dos cinco orgdos vegetais
amostrados produziu um total de 809.858.868 reads Paired-Ends (PE), de cem pares de
bases cada, totalizando cerca de 80 Gb de sequéncias de mRNA de cana-de-acucar (Tabela
3). Apods a eliminacdo dos reads de baixa qualidade, 743.503.344 reads foram mantidos
(91,80%), dos quais 94,79% eram reads pareados (PE). Tanto os reads PE quanto os SR
possuiam um tamanho médio de 75 pb. O tamanho médio dos insertos de sequenciamento
foi de 141 pb.

? Sequéncias submetidas diretamente no banco de dados do Phytozome.
' Sequéncias submetidas diretamente no banco de dados do Phytozome.
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Tabela 3. Resumo dos resultados de sequenciamento Illumina do mRNA de cinco 6rgdos vegetais de cana-
de-agucar utilizados para obtencdo do draft assembly do transcritoma. Os dados eliminados
referem-se a quantidade de dados eliminados pelas analises de controle de qualidade. A biblioteca
de gema apical foi sequenciado em um /ane de sequenciamento enquanto as outras em % lane.

Dados
Orgaos Vegetais T?»Ejlrsllzggl)os sequelll)c?:r(:lseﬁgo (Gb) elin;(iill:l)dos GC (%) Q30 (%)
Colmo 100 13,14 5,02 50,75 88,76
Gema lateral 100 13,80 5,19 49,50 89,70
Plantulas 100 14,00 5,41 50,37 88,79
Folhas 100 12,88 5,12 53,00 88,26
Gema apical 100 27,08 11,77 52,87 83,32

Um primeiro assembly foi conduzido apds a eliminacdo de reads de baixa
qualidade e normalizado pelo Khmer, totalizando 257.284.911 reads (31,77% do total)
utilizados no assembly. Um segundo assembly foi realizado também apds a eliminag@o dos
reads de baixa qualidade e normalizados pelo algoritmo in silico disponibilizado na
ferramenta Trinity, totalizando 384.690.774 reads (51,25% do total) utilizados no

assembly.

3.3.2 O de novo draft assembly do transcritoma de Saccharum spp.

A comparagdo entre as duas montagens conduzidas pelo Trinity, utilizando
duas estratégias diferentes de normalizacdo dos dados, mostra que ambos o0s
normalizadores produzem resultados muito semelhantes (Tabela 4). No entanto, o
normalizador in silico do Trinity apresentou uma superioridade quanto a avaliagdo do
nimero de genes estimado e a probabilidade média de identidade em relacdo ao
transcritoma de S. bicolor. Além disso, ha discussdes que mostram que o normalizador do
Trinity j& possui o algoritmo do normalizador do Khmer conhecido como “diginorm”

(http://ivory.idyll.org/blog/trinity-in-silico-normalize.html).

O draft do transcritoma de cana-de-agucar foi montado com um tamanho de

178 Mb distribuidos em 131.831 scaffolds relativos a 61.225 genes. Paterson et al. (2009)
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estimaram o tamanho médio das regides de eucromatina em S. bicolor em cerca de 252
Mb, as quais eram formadas por 34.496 genes. Em O. sativa, estas regioes foram estimadas
em 309 Mb contemplando 37.554 genes (Matsumoto et al., 2005). Hirsch et al. (2014)
amostraram plantulas de 503 linhas endogamicas de milho (Z. mays) e usando a técnica de
RNA-seq identificaram 31.398 transcritos. Estima-se que o tamanho do transcritoma de
milho seja de 177 Mb (Messing et al., 2004). Estes resultados sugerem que existem mais
genes em cana-de-acucar do que em outras espécies filogeneticamente proximas da familia

das gramineas.

O tamanho médio dos scafoolds obtidos foi de 1.350 pb, variando entre 501 pb
e 15.506 pb. O valor de N50 obtido foi de 1.667 pb e a média do conteido GC foi de
51,29%.

Tabela 4. Estimativas dos parametros dos draft assemblies do transcritoma de cana-de-agucar.

Normalizadores

Pardmetros do assembly Khmer Trinity
(Crusoe et al. 2014) (Grabherr et al. 2011)

Parametros do assembly

1. Numero de scaffolds (transcritos + isoformas) 151.806 131.831
2. Numero de genes (transcritos) 60.073 61.225
3. Numero de scaffolds maiores que 1 Kb 83.542 69.131
4. % de scaffolds maiores que 1 Kb 55,03 52,44
5. Numero de scaffolds maiores que 10 Kb 8 18
6. Tamanho médio dos scaffolds 1.390 1.350
7.N50 1.727 1.667
8. Total de pares de bases no assembly (Mb) 211,03 177,98
Parametros da analise blastx

9. Numero de proteinas com cobertura 100% 10.287 10.624
10. % media de cobertura 17,12 17,35
11. % de hits no transcritoma de S. bicolor 62,46 64,65
12. Comprimento médio dos hits (pb) 294,04 309,65
13. Probabilidade média de identidade 62,46 83,74

O numero de genes de cana-de-acticar permanece em aberto considerando que
cinco diferentes 6rgdos vegetais foram amostrados e que o assembly apresentou cerca de
61 mil genes, em contraste com a montagem do transcritoma foliar de seis variedades de
cana-de-aglicar com mais de 72 mil genes e 119.768 transcritos obtida por Cardoso-Silva et
al. (2014). Houve uma diferenga entre as duas montagens referente ao tamanho dos

scaffolds amostrados. A montagem aqui proposta foi feita utilizando somente scaffolds
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acima de 500 pb, enquanto na montagem do transcritoma foliar foi realizada utilizando
scaffolds acima de 300 pb (Cardoso-Silva et al., 2014). Esses autores também estimaram o
tamanho médio dos genes em 921 pb, com uma medida de N50 igual a 1.367 pb. Cerca de
44% dos unigenes revelados no transcritoma foliar de cana-de-agUcar apresentaram
tamanho entre 300 e 500 pb (Cardoso-Silva et al., 2014). Geralmente, transcritos menores
que 500 pb sdo referentes a RNAs ndo codificantes (ncRNAs) que podem ter tamanhos
variados com média ao redor de 200 pb. RNAs menores que 200 pb sdo caracterizados em
outras classes de RNA (miRNAs, siRNAs, piRNAs). Estes RNAs pequenos em geral
atuam no controle da expressdo génica e nao na expressao direta de um fenotipo molecular
de interesse (Perkel, 2013), entretanto, sdo consideradas moléculas importantes para
caracterizagdo molecular de um genoma. Neste trabalho, o draft do transcritoma obtido foi
montado com mais de 52% dos transcritos com tamanhos acima de 1 Kb e cerca de 47%
dos scaffolds com tamanhos entre 500 pb ¢ 1 Kb. A Tabela 5 mostra a distribuigdo do
tamanho dos scaffolds.

Tabela 5. Distribuicdo dos tamanhos e a porcentagem dos scaffolds produzidos pelo Trinity.

Comprimento dos scaffolds Total de Porcentagem
(pb) scaffolds (%)
500 — 1000 62.676 47,54
1000 — 5000 68.238 51,76
5000 — 10000 899 0,681
> 10000 18 0,013

O numero detectado de sequéncias contaminantes no draft do transcritoma de
referéncia para cana-de-agucar foi muito baixo. Em média, 0,12% dos reads alinharam em
bancos de dados de contaminantes, com uma variagdo de 0,01% de sequéncias de possiveis
vetores, a 0,34% de sequéncias de mtDNA de plantas (Apéndice B). Estes resultados
confirmam a eficiéncia das andlises de qualidade inicialmente realizadas nos dados

originais do sequenciamento Illumina.

O numero de sequéncias génicas no banco de dados SoGI ¢ de 121.342. Desse
total, 112.988 alinharam em 39.888 transcritos obtidos para cana-de-agucar. Cerca de
30,25% do transcritoma obtido foi suficiente para representar 93,11% da totalidade das
sequéncias génicas do banco de dados do SoGI. Além disso, o draft do transcritoma de

cana-de-agtcar produzido apresentou mais de 90 mil transcritos que nao estdo incluidos no
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maior banco de dados de sequéncias génicas para cana-de-agticar (SoGl) (Figura 2).
Destaca-se o fato do banco de dados SoGI conter quase a totalidade das sequéncias do
banco de dados do SUCEST (Vettore et al., 2001). Estes resultados sugerem que o banco
de dados do SUCEST nao contempla a totalidade de transcritos existentes no transcritoma

de cana-de-agucar.
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Numero de transcritos

40 kb

20 kb

Nimero de transcritos no Numero total de sequéncias Numero de transcritos no Niimero de sequéncias
TRC(131.831). Destes, do SoGI_DB (121.342). TRC que ndo sdo génicas do SoGI_DB que
39.888 (barra vermelha) Destas, 112.988 (93,11%) contemplados pelo ndo foram amostrados pelo

foram suficientes para (barra vermelha) estdo SoGI_DB (91.943 TRC (8354 sequéncias).
amostrar 93,11% do representadas em cerca de transcritos).
SoGI_DB 30,25% dototal do TRC.

Figura 2. Representatividade do banco de dados SoGI (SoGI_DB) no draft do transcritoma de cana-de-
acucar (TRC), mostrando a relagdo entre o transcritoma proposto e o maior banco de dados
publico de sequéncias génicas de cana-de-agtcar.

A busca por similaridade de sequéncias, utilizando o programa blastx, entre o
transcritoma montado de cana-de-actcar contendo 131.831 transcritos relativos a 61.225
genes contra o banco de dados SoGI, revelou que 111.527 transcritos apresentaram
similaridade significativa, com pouco mais de 18 mil transcritos apresentando um
alinhamento com 100% de cobertura. O alinhamento contra o transcritoma de S. bicolor
apresentou uma similaridade significativa para cerca de 67.247 sequéncias, das quais,
10.624 apresentaram alinhamento com cobertura de 100%, evidenciando a similaridade
entre o transcritoma das duas espécies, o que ja havia sido sugerido em outros estudos de
gendmica comparativa (Devos & Gale, 2000; Jannoo et al., 2007; Paterson et al., 2009). O
alinhamento do transcritoma foliar de cana-de-agucar contra o genoma de S. bicolor feito
por Cardoso-Silva et al. (2014), revelou similaridade significativa com somente cerca de

28 mil proteinas. Os resultados da busca por similaridade de sequéncias entre o
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transcritoma obtido € o banco de dados “Grass DB” resultou na identificagdo de 88 mil
sequéncias entre os dois bancos de dados, das quais 11.923 apresentaram 100% de
cobertura de alinhamento (Figura 3). Um numero semelhante de transcritos foram
identificados nos bancos de dados “Grass DB” e SoGI, mas com um niimero um pouco
maior de transcritos identificados no banco de dados “Grass DB”. No entanto, foi
identificado um maior niimero de sequéncias com 100% de similaridade quando o
transcritoma de cana-de-agticar montado foi comparado com o banco de dados do SoGI.
Este resultado corrobora com o elevado niimero de sequéncias genica do banco de dados

do SoGI amostradas pelo transcritoma proposto.
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Figura 3. Resultado da analise de busca por similaridade de sequéncias do draft do transcritoma de cana-de-
acucar (sequéncia query) contra o banco de dados SoGI, GrassDB e o transcritoma de S. bicolor,
utilizados como sequéncias subject. As barras azuis representam o total de transcritos com hits
significativos (evalue < 10), enquanto as barras vermelhas representam o numero de transcritos
com 100% de similaridade.

Cerca de 50 mil transcritos foram identificados quando os trés bancos de dados
foram analisados simultaneamente (Figura 4). A comparagdo do numero de transcritos
identificados simultaneamente entre os bancos de dados revela que 32.507 transcritos sdo
exclusivos de cana-de-agucar, nao sendo identificado em nenhum dos trés bancos de dados

(Apéndice C).

A busca pelos quadros abertos de leitura (ORFs) se deu em todos os transcritos
e revelou a existéncia de 84.180 ORFs, o que corresponde a 63,85% dos transcritos

identificados. Destas, 42.932 eram ORFs completas. Entre os 32.507 transcritos exclusivos
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de cana-de-acucar, 1.381 apresentaram ORFs completas, indicando que os restantes destes
transcritos exclusivos (31.126 transcritos) talvez possam ser considerados como outras
classes de RNAs ndo codificantes, como os RNAs longos e ndo codantes (IncRNAs), por

exemplo.

Sorghum

bicolo

5403

GRASS_DB

Figura 4. Diagrama de Venn representando o numero de transcritos montados pelo Trinity e identificados em
cada um dos trés bancos de dados.

Os transcritos exclusivos de cana-de-agucar e que apresentaram ORFs
completas foram anotados utilizando o banco de dados nr do NCBI na sua versao 2.2.30,
com o objetivo de identificar transcritos novos (nNTARs — novel Transcripts Active
Regions) ou splicings alternativos nao descritos nos bancos de dados anteriormente
utilizados (Figura 5). Entre os transcritos com ORFs completas, 1.250 ndo apresentaram
hits significativos contra o banco de dados nr do NCBI, sugerindo que estes transcritos
podem ser considerados genes novos, ainda nao identificados (Apéndice E). Venturinni et
al. (2013), avaliando o transcritoma de uva comercial (Vitis vinifera), identificaram através
da metodologia de RNA-seq, 2.321 genes novos, codificadores de proteinas, em regides
ndo anotadas ou ndo montadas do genoma de referéncia da espécie. Xu et al. (2012)
ressequenciaram cinquenta acessos de arroz (O. sativa) cultivado e silvestre e identificaram

1.415 genes novos de importdncia agronomica, além de identificarem marcadores
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moleculares relacionados & estes genes. Em milho (Z. mays), Thiebaut et al. (2014)
utilizaram a técnica de RNA-seq para explorar e identificar pequenos RNAs relacionados
ao controle da expressdo génica. Um total de 25 familias de miRNAs e 15 novos miRNAs
foram identificados como resposta a relacdo endofitica benéfica provocada por bactérias
diazotroficas. Chen et al. (2014), estudando uma importante planta medicinal (Stevia
rebaudiana), identificaram, também através da metodologia de RNA-seq, novos genes
importantes e participantes da via metabolica de producdo de diterpénicos de esteviol, um
importante composto bioquimico amplamente utilizado na industria farmacéutica e
alimenticia. Lu et al. (2010), ao estudar o transcritoma das duas principais subespécies de
arroz (Oryza sativa indica ¢ japonica), conseguiram identificar uma quantidade elevada de
regides transcricionais ativas novas. Entre os mais de 15 mil transcritos, declarados como
novos por Lu et al. (2010), cerca de 51% (8.011) ndo apresentaram similaridade a
sequéncias de nenhum banco de dados publico. Estes resultados sugerem que a
metodologia de RNA-seq vem se destacando no cenario atual de estudos de transcritomas
como uma ferramenta util na descoberta de novos transcritos e/ou isoformas que compoem

o transcritoma de referéncia de espécies modelo e ndo modelo.

ORFs completas
de cana-de-acucar

1381

4640

Grass_DB

Figura 5. Diagrama de Venn mostrando a existéncia de 1.381 transcritos com ORFs completas, identificados
no draft do transcritoma de cana-de-aglicar, que ndo apresentam similaridade as sequéncias
depositadas nos trés bancos de dados utilizados.
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Paterson et al. (2009), em analises de gendomica ampla pelo sequenciamento
completo do genoma de S. bicolor, mostraram que o tamanho da sequéncia de nucleotideos
que formam familias génicas em sorgo ¢ muito semelhante ao tamanho das mesmas
familias génicas em O. sativa, A. thaliana e Populus trichocarpa. O sequenciamento de
vinte BACs de cana-de-acucar utilizando a tecnologia de NGS 454 (pirossequenciamento)
revelou que cerca de 95% das regides génicas destes BACs eram correspondentes e
idénticas a regides genomicas de S. bicolor (Wang et al., 2010). Os fragmentos do genoma
de sorgo cobriram cerca de 78,2% das sequéncias de DNA obtidas a partir dos BACs,
mostrando uma elevada sintenia e colinearidade entre as duas espécies, o que segundo os
autores, pode ser caracterizado como uma microcolinearidade genomica entre cana-de-
acucar e sorgo. Estes autores concluiram que o genoma de sorgo, por ser muito menos
complexo, pode ser utilizado como um genoma de referéncia para identificagdo génica e
para inferéncias sobre caracteres de interesse agronomico em cana-de-agticar (Wang et al.,

2010).

3.4 CONCLUSOES

Os normalizadores utilizados na andlise que antecede a montagem do
transcritoma apresentaram resultados bastante semelhantes com uma ligeira superioridade
do normalizador in silico disponibilizado pela plataforma Trinity. Esta ferramenta de

analise se mostrou eficiente na montagem do transcritoma de cana-de-agucar.

Um draft assembly para o transcritoma de cana-de-a¢ucar foi gerado, a partir
amostras de amostras de RNAs obtidos de cinco 6rgdos vegetais de um poo! de trinta
clones elites, com tamanho médio de 178 Mb distribuidos em 131.831 scaffolds

relacionados a 61.225 genes.

O assembly construido foi mais rico em niimero de genes e mais consistente
quando comparado aos demais obtidos em trabalhos que objetivaram montar um
transcritoma para cana-de-agucar e representa um passo fundamental na construcdo de um

transcritoma de referéncia para Saccharum spp.
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Existem 32.507 transcritos exclusivos de cana-de-agicar, ndo sendo
identificado em nenhum dos trés bancos de dados. A grande maioria destes transcritos ndo
apresentam ORFs completas e por isso ha evidéncias de que podem ser considerados

RNAs longos e ndo codificantes.

Um total de 1.250 transcritos ndao apresentaram hits significativos quando
comparados contra o banco de dados nr do NCBI, sendo considerados transcritos novos

(nTARs — novel Transcripts Active Regions), ainda ndo identificados e anotados.

A comparagdo do transcritoma obtido com o banco de dados do SoGlI
(Saccharum officinarum Gene Index), considerado um dos maiores bancos de dados de
sequéncias génicas de cana-de-aglicar, evidencia que este banco de dados ndo contempla a
totalidade de transcritos da espécie. Aproximadamente 30% do transcritoma montado foi

suficiente para cobrir cerca de 93% deste banco de dados.

Existem mais de 90 mil transcritos no transcritoma de cana-de-agucar proposto
que ndo estdo inseridos no banco de dados do SoGI. Portanto este trabalho sera util por
fornecer dados que completam os bancos de dados publicos com o objetivo de definir um

transcritoma de referéncia para cana-de-agucar.



4 ANOTACAO E CARACTERIZACAO PRELIMINAR DO
TRANSCRITOMA DE CANA-DE-ACUCAR (Saccharum spp.)

RESUMO

O Brasil € o pais que lidera o mercado econdmico mundial de produgdo de agucar e etanol
derivados da cana-de-agucar (Saccharum spp.), fazendo desta cultura umas das mais
importantes no cendrio agricola nacional. A compreensdo detalhada do transcritoma de
uma espécie € importante e fornece informagdes basicas para o desenvolvimento de
estudos posteriores de caracterizacdo funcional de genes de interesse. O draft assembly
obtido para o transcritoma de cana-de-agticar foi anotado e caracterizado. A anotacdo dos
transcritos que possuem ORFs completas foi feita através do BLAST2GO, enquanto a
caracterizagdo através da identificacdo de marcadores moleculares do tipo microssatélites e
SNPs e pela avaliagdao da contribuicdo dos diferentes 6rgaos vegetais para constituicdo do
transcritoma final. A anotagdo realizada através do banco de dados do KEGG identificou
234 transcritos codificantes para enzimas integrantes do metabolismo de sacarose e amido,
uma importante rota metabdlica para compreensdo da relacdo entre taxa fotossintética e
acumulo de sacarose no colmo. Os cinco oOrgdos vegetais utilizados contribuiram
igualmente para a constituigdo do draft do transcritoma de cana-de-acucar. Foram
identificadas 12.931 regides gendmicas contendo microssatélites perfeitos, com
predominio de di e tri nucleotideos. Em média, identificou-se um SNP a cada 18 pares de
bases, com mais de quatro milhdes de SNPs identificados. A profundidade média de
sequenciamento para identificagdo dos SNPs foi de 75X. A estimativa da diversidade
nucleotidica para o transcritoma entre os 30 genoétipos elite avaliados foi elevada
(estimativa de m = 0,931). A identificacdo destes marcadores moleculares, principalmente
os marcadores SNPs, fornece a possibilidade de utilizagdo destes polimorfismos em
estudos genéticos e gendmicos de cana-de-agucar, incluindo a possibilidade de
desenvolvimento de aplica¢des, como o desenvolvimento de modelos de selecdo genomica
ampla.

Palavras-chave: Saccharum; RNA-seq; SNPs; microssatélites.



ABSTRACT

Brazil is the country that leads the world economic market of sugar and ethanol production
derived from sugarcane (Saccharum spp.), making this one of the most important cultures
in the national agricultural scenario. The effective understanding of the transcriptome of an
important species allows the development of further gene functions studies. The obtained
draft assembly of sugarcane transcriptome was annotated and characterized. The
annotation of transcripts with complete ORFs was done using BLAST2GO suite, while
transcriptome characterization by the identification of microsatellites regions, SNPs and
analysis of contribution of the five different plant organs used in the assembly to its
constitution. The annotation performed using the KEGG database identified 234 transcripts
coding for enzymes members of sucrose and starch metabolism, an important metabolic
pathway for understanding the relationship between photosynthetic rate and sucrose
accumulation in the sugarcane stalk. The five plant organs used have contributed equally to
the assembly. A total of 12,931 perfect microsatellites regions were found, predominantly
di and tri nucleotides. On average, one SNP every 18 bp was found, with more than four
million SNPs identified. The average depth sequencing to identify the SNPs was 75X. The
nucleotide diversity estimate for the sugarcane transcriptome for the 30 evaluated elite
clones was high (m estimate = 0.931). The identification of molecular markers, specially
the SNP markers, provides the possibility of using these polymorphisms in further
genetic/molecular studies in sugarcane. High-throughput genotyping techniques can be
derived from this information, including the development of techniques such as genome
wide selection.

Key-words: Saccharum; RNA-seq; SNPs, microsatellites.
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4.1 INTRODUCAO

As variedades modernas de cana-de-agucar (Saccharum spp.) foram
formadas pelo cruzamento interespecifico entre S. officinarum x S. spontaneum
(Hermann et al., 2012) e, normalmente, exibem mais de oito copias homologas de cada
cromossomo de S. officinarum e varias copias homologas de cromossomos de S.

spontaneum (Ming et al., 2008), ou seja, apresentam elevada complexidade gendmica.

A cana-de-acucar ¢ uma espécie de extrema importincia para o cendrio
agrondmico mundial e nacional, principalmente devido a crescente demanda para
substitui¢do da matriz energética de combustiveis fosseis para combustiveis renovaveis.
Neste contexto, as espécies do complexo Saccharum se destacam pela eficiente
capacidade de conversdo de energia bioquimica em biomassa, através do mecanismo
fotossintético C4. Atualmente, o melhoramento genético de plantas vem sendo
auxiliado pelo desenvolvimento das ferramentas gendmicas e o uso destas ferramentas
tem-se mostrado crescente no decorrer das duas ultimas décadas. Um exemplo claro € o
elevado uso dos marcadores SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) em diversos
contextos da genética e melhoramento de plantas visando a identificacdo de genotipos
agronomicamente superiores ¢ mais produtivos (Mammadov et al., 2012). Outro ponto
importante ¢ a possibilidade de sequenciar genomas/transcritomas completos para

espécies de interesse.

Os marcadores moleculares SNPs, capazes de identificar polimorfismos
através da deteccdo de mutagdes pontuais em sequéncias de DNA, sdo os marcadores
mais utilizados na atualidade, juntamente com os microssatélites (Vignal et al., 2002;
Brumfield et al., 2003; Morin et al., 2004). No entanto, os marcadores SNPs possuem
como uma das suas principais vantagens a possibilidade de serem utilizados nas
plataformas de genotipagem de alto desempenho como os chips de genotipagem, além
de que o sequenciamento de genomas/transcritomas utilizando as plataformas de NGS
permite a deteccdo em larga escala destes marcadores (Pérez-Castro et al., 2012). A
genotipagem de marcadores SNPs através do sequenciamento de alto rendimento e com
elevada cobertura tem despertado muito interesse, sendo amplamente utilizada nos

estudos com espécies modelo e ndo modelo (Seeb et al., 2011).
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A identificacdo e validagdo de marcadores SNPs sdo etapas iniciais para
utilizacdo destes marcadores em aplicacdes da genomica ao melhoramento vegetal de
espécies de interesse agronomico. Uma vez identificados, os SNPs podem ser
convertidos em marcadores genéticos e utilizados na caracterizagdo de populacdes e
caracteristicas fenotipicas de interesse. Devido a sua elevada abundéancia no genoma,
mapas genéticos densos podem ser construidos e utilizados como suporte aos programas
de melhoramento genético que utilizam a estratégia de Selegdo Assistida por
Marcadores (MAS — Marker Assisted Selection) ou Selegdo Gendmica. A identificagdo
de SNPs em regides genomicas ja foi realizada para inimeras espécies incluindo as
principais espécies cultivadas. O sequenciamento de transcritomas através de
plataformas de NGS permite uma identificagdo de SNPs em regides génicas, evitando-
se assim as regides de DNA repetitivo. Essa busca por SNPs auxiliada pelo
sequenciamento de nova geragdo tornou-se uma técnica rapida e de baixo custo
(Morozova & Marra, 2008). Esta metodologia tem sido aplicada com sucesso em
diversas espécies, incluindo milho (Barbazuk et al., 2007), trigo (Parchman et al., 2010),
canola (Trick et al., 2009), eucalipto (Novaes et al., 2008), a cana-de-acucar (Bundock
et al., 2009; Cardoso-Silva et al., 2014) e outras.

Marcadores microssatélites genomicos ou derivados de regides génicas ja
foram identificados e descritos para cana-de-agucar através do enriquecimento de
bibliotecas (Cordeiro et al., 2001; DaSilva, 2001; Parrida et al., 2006; Parrida et al.,
2009). Muitos destes locos, utilizados em analises genético-gendmica da espécie foram
obtidos de projetos como o UniGene derived Sugarcane Microsatellites (UGSM) e o
Sugarcane Enriched Genomic Microsatellites (SEGM). Os marcadores microssatélites
sdo considerados excelentes ferramentas de analises genéticas de populacdes, pois sdo
caracterizados pela capacidade de detectar elevados niveis de polimorfismo intra e inter
populacional (Schlotterer, 2004). Juntamente com os marcadores SNPs, os
microssatélites se destacam na atualidade pela ampla utilizacdo em diversos tipos de

estudos genéticos de diferentes espécies (Mammadov et al., 2012).

Neste contexto, o presente trabalho teve por objetivo caracterizar o draft
assembly do transcritoma de cana-de-agucar através da identificagdo de marcadores
SNPs, microssatélites e pela andlise da contribui¢do dos cinco diferentes orgdos

amostrados na montagem final do transcritoma de cana-de-acucar.
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4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 O draft assembly do transcritoma de cana-de-agticar

O draft assembly do transcritoma de cana-de-actcar foi obtido pela analise
de 30 clones elites de uma populacdo de melhoramento formada por 48 genotipos
selecionados e em fase final de avaliagdo pelo programa de melhoramento genético de
cana-de-acticar da Ridesa/UFG. Esta populacdo era formada por individuos adultos que
foram coletados em aproximadamente dez meses apds o transplantio Cinco tipos
diferentes de orgdos vegetais foram coletados de cada um dos trinta genotipos. Os

orgdos amostrados foram: colmo, gemas laterais, plantulas, folhas e gemas apicais.

Foi amostrada a mesma quantidade de material vegetal para cada 6rgdo
coletado a partir dos 30 clones elites. Imediatamente apds a coleta, o material vegetal foi
armazenado em freezer a -80°C. Para cada 6rgéo, todo o material coletado foi macerado
juntamente, utilizando nitrogénio liquido, formando cinco tipos de bibliotecas distintas
referente a cada 6rgdo vegetal. O RNA total de cada o6rgao foi extraido em bulk (o bulk
foi formado antes da extragdo, na etapa de maceragdo) constituido por todos os 30
gendtipos utilizando o kit RNeasy™ Plant Mini Kit (Qiagen). O sequenciamento de
bibliotecas paired ends foi feito utilizando a plataforma de NGS da Illumina
HiSeq2000, utilizando "2 lane para cada biblioteca, com exce¢ao da biblioteca de gema
apical que foi sequenciada em um unico /lane. As moléculas de cDNA foram
normalizadas a partir da técnica DSN (Duplex-Specific Thermostable Nuclease) com o

objetivo de amostrar transcritos pouco abundantes.

Os dados de RNA-seq passaram por analises de controle de qualidade e
normalizacdo antes do assembly de novo do draft do transcritoma de cana-de-agucar,
que foi realizado pelo pacote computacional Trinity (Grabherr et al., 2011) (ver
Capitulo 1 — “Obtencdo de um de novo draft assembly do transcritoma de cana-de-

agucar utilizando dados de sequenciamento de nova geragdo”).
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4.2.2 Analise funcional dos scaffolds

Para cada scaffold montado pelo Trinity foi realizada uma andlise para a
identificacdo de quadros abertos de leitura (ORFs - Open Reading Frames). Esta analise
foi conduzida  através da  ferramenta computacional TransDecoder

(http://transdecoder.sourceforge.net/), considerando 300 pb como o tamanho minimo de

ORFs. As ORFs identificadas como completas, isto ¢, com cddons de inicio e
terminagdo, foram anotadas conforme os termos do Gene Ontology (The Gene
Ontology Consortium, 2000), utilizando a ferramenta BLAST2GO (Conesa & Gotz
2008; Gotz et al., 2011). A analise funcional do transcritoma de cana-de-agucar foi
realizada utilizando-se como referéncia o banco de dados “Grass DB”. A busca por
vias metabdlicas representadas pelos transcritos com ORFs completas foi conduzida no
banco de dados KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) (Kanehisa &
Goto, 2000).

4.2.3 Contribuicao dos diferentes 6rgaos para a constituicao do
transcritoma

Os cinco 6rgdos de cana-de-agucar utilizados na montagem do draft do
transcritoma foram comparados par-a-par quanto a origem dos transcritos de cada um
dos genes identificados. Os niveis normalizados de expressdo génica foram
quantificados através da abundéncia do nimero de transcritos de cada 6rgao mapeados
contra o draft do transcritoma, utilizando as estimativas de FPKM, estimadas com base
no algoritmo RSEM (Li & Dewey, 2011). Para identificar a contribuicdo genotipica de
cada tecido vegetal para montagem do transcritoma, os reads de cada biblioteca vegetal
foram mapeados contra o draft assembly do transcritoma, usando o alinhador de reads
curtos, BWA (Li & Durbin, 2009). Os arquivos .BAM, gerados pelo BWA foram
ordenados e utilizados para estimar o nivel de abundancia de cada transcrito em cada

um dos cinco tecidos vegetais, usando o software RSEM (Li & Dewey, 2011).
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4.2.4 Identificacio de marcadores SNPs

Os marcadores SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) foram
identificados através de trés plataformas de SNP calling diferentes. Foram identificados
SNPs somente nas maiores isoformas de cada transcrito. A busca por variantes SNPs e
polimorfismos do tipo indels foi realizada a partir do arquivo .BAM, apds o
alinhamento de cada uma das bibliotecas de sequenciamento dos cinco 6rgaos vegetais
no transcritoma de cana-de-agucar, representado pelas maiores isoformas de cada gene.
O alinhamento foi feito utilizando o software BWA (Li & Durbin, 2009). Um limiar de
99.9% de certeza de base calling correto escolhido como filtro para definicdo correta
das substituicdes nucleotidicas. A ferramenta VCFTools (Danecek et al., 2011) foi
utilizada para andlise descritiva do arquivo VCF contendo as informagdes de

identificacdo dos SNPs.

A primeira ferramenta utilizada foi o software GATK (McKenna et al., 2010)
pelo uso da funcdo “UnifiedGenotyper”, propria para busca de SNPs em espécies
poliploides. Foram realizadas, previamente, uma eliminagdo dos locos considerados
duplicados através da ferramenta de bioinformatica Picard
(http://picard.sourceforge.net/) e uma recalibracdo dos erros usando uma identificagdo
prévia dos locos SNPs, através da fungdo “BaseRecalibrator”. A segunda, foi a opgéo
“mpileup” do SAMTools (Li et al., 2009) que utiliza a ferramenta BCFTools
(https://github.com/samtools/bcftools) para gerar os arquivos de variant calling (VCF -

Variant Calling Format). Ja a terceira ferramenta utilizada foi o software FreeBayes
(Garrison & Marth, 2012), utilizado para identificacdo e genotipagem de polimorfismos

haplotipicos.

4.2.5 Identificacao de marcadores microssatélites

A busca por regides microssatélites foi realizada em dois softwares
distintos. O primeiro software chamado GMATo (Wang et al., 2013), destinado a busca

de microssatélites em grandes genomas e busca somente por regides simples repetitivas
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perfeitas. Entretanto, o segundo software, chamado MISA (http://pgrc.ipk-

gatersleben.de/misa/) busca por regides microssatélites perfeitas e compostas. Em

ambas as analises foram amostradas regides simples repetitivas de seis tipos diferentes:
mono, di, tri, tetra, penta e hexa nucleotideos. Na busca por microssatélites di-
nucleotidicos e tri-nucleotidicos assumiu-se como seis 0 nimero minimo de motivos de
repeticdo, enquanto para os microssatélites tetra-nucleotideos, penta-nucleotideos e
hexa-nucleotideos assumiu-se como quatro o niimero minimo de motivos de repetigao.
Definiu-se como microssatélite do tipo mono-nucleotideo as sequéncias que se repetiam
em tandem por no minimo 12 vezes. Foram amostradas regides de microssatélites com
uma distancia minima de 100 pares de bases uma da outra. Microssatélites imperfeitos

nao foram amostrados.

O pipeline de analise contendo os softwares utilizados em cada etapa das

andlises de bioinformatica esta disponibilizado no Apéndice D.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Anotacgao génica

Foram realizadas cerca de 80 mil anotagdes e 95% destas foram feitas
através do banco de dados UniProt utilizando principalmente informagdes funcionais
disponibilizadas para O. sativa, seguida de Z. mays. Os resultados da analise blastx
utilizadas durante a anotacdo funcional mostraram elevada similaridade entre as

sequéncias génicas de cana-de-acucar e aquelas do banco de dados do “Grass DB”.

Em média, 5.761 anotag¢des génicas foram identificadas para cada um dos
trés termos (Processo Bioldgico — BP, Fun¢do Molecular — MF e Componente Celular —
CC) de classificacdo do GO. O termo Processo Biologico apresentou o maior nimero de
anotagdes, com 27.971 transcritos classificados como fazendo parte do algum processo
biologico da planta. Em ntimero de classes dentro de cada termo de classificagdo, 15

diferentes tipos de Processos Biologicos foram identificados, destacando-se processos
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metabodlicos e celulares. O maior nimero de transcritos foi identificado como
componente de estruturas celulares e organelares dentro do termo de classificagdo
Componente Celular. Mais de dez mil transcritos foram relacionados a organelas,

enquanto 1.423 transcritos anotados como componentes de membrana (Figura 6).

A anotagdo realizada pela utilizagdo do banco de dados KEGG identificou
transcritos relacionados a 902 enzimas ativas e participantes de 129 rotas metabolicas
em pelo menos um o6rgdo de cana-de-aciicar. Um total de 376 transcritos foram
identificados como codificantes para proteinas atuantes na via metabdlica de producao
de Purina, enquanto outros 234 transcritos foram identificados como relacionados a
produ¢do de proteinas integrantes do metabolismo da sacarose e amido (Apéndice F).
Esta conversdo ¢ realizada através da fotossintese e o carbono fixado durante este
evento ¢ transformado em agucar ou outras moléculas derivadas de agucar (Wang et al.,
2013). Eficiéncias fotossintéticas e altas taxas de acumulagdo de carbono elevam a
produtividade de acucar e o valor econdmico e agrondmico da cultura da cana-de-
agucar. A relagdo entre a atividade fotossintética foliar ¢ o acumulo de sacarose no
colmo ainda ndo ¢ bem compreendida. As observacdes de que a atividade fotossintética
diminui durante a maturagdo do colmo em cultivares comerciais, aliado ao fato de que
os genotipos de Saccharum officinarum possuem uma taxa fotossintética e acimulo de
sacarose duas a trés vezes maiores que genoétipos de S. spontaneum, evidenciam que a
compreensdo detalhada entre fotossintese e acumulo de sacarose no colmo pode
desempenhar um papel fundamental no aumento do rendimento da sacarose em
cultivares elites (McCormick et al., 2009). Jackson (2005) relata que em condicdes
ideais de crescimento, 25% do peso fresco da cana-de-aglicar ¢ devido ao aciimulo de

sacarosc.
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Em cana-de-agucar, a sacarose comeca a se acumular nos entrenos quando eles
comecam a alongar-se e continua até depois deste alongamento (Lingle & Smith, 1991).
Durante o amadurecimento, as concentracdes de sacarose ao longo de todo o colmo
aumentam significativamente, diminuindo as concentragdes de glicose e frutose (Fernandes
& Brenda, 1985). Este padrao sugere que o metabolismo de sacarose no colmo de cana-de-

agucar se altera durante o desenvolvimento de planta.

O aumento de sacarose ¢ uma caracteristica agrondmica altamente explorada
pelos programas de melhoramento de cana-de-acucar (Grof & Campbell, 2001; Moore,
2005). No entanto, recentemente com o desenvolvimento de tecnologias gendmicas ¢
possivel identificar genes de interesse ¢ manipula-los, permitindo a produgdo de gendtipos
com caracteristicas agrondmicas superiores (Rafalski, 2002; Pérez-de-Castro et al., 2012;
Chandra et al., 2012). Agora, o objetivo de aumentar a produtividade de sacarose em cana-
de-agiicar pode ser alcancado pela regulacdo de enzimas especificas envolvidas no
metabolismo da sacarose. Chandra et al. (2012) destacam que o metabolismo de sacarose ¢
governado inicialmente por trés enzimas: uma invertase (E.C.3.2.1.26), uma enzima
sintetizadora de sacarose (Sucrose Synthase (SS), E.C.2.4.1.13) e uma enzima sintetizadora
de fosfatos de sacarose (Sucrose Phosphate Synthase (SPS), E.C.2.4.1.14). Todas estas trés
enzimas destacadas fazem parte da via metabolica identificada pelo KEGG como
metabolismo de amido e sacarose (Apéndice F), mostrando a relacdo de varios genes
envolvidos no metabolismo de aglcar, destacando as espécies do género Saccharum

quanto a eficiéncia em acumulo de agtcar.

4.3.1 Contribuicao dos diferentes érgiaos para a constituicio do transcritoma
de cana-de-acgucar

Os cinco o6rgaos de cana-de-acucar utilizados na montagem do draft do
transcritoma contribuiram igualmente em termos de niimero de reads para a montagem. A
média da taxa de alinhamento das diferentes bibliotecas foi de 78,07%, variando de
75,85% para a biblioteca originada de folhas a 80,50% naquela de gemas apicais (Tabela
6).
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Tabela 6. Contribuigdo dos reads de diferentes 6rgdos vegetais de cana-de-agucar para a montagem do
transcritoma. FPKM ¢ o numero de fragmentos por kilobase por milhdes de fragmentos mapeados.

Orgao vegetal Nimero de .Taxa de Nl’lmer(? de FPKM
de cana-de- alinhamento transcritos .
, reads médio
acucar (%) mapeados
Gema Apical 112888086 80,50 123829 5,364
Gema Lateral 61949766 79,05 128835 5,143
Plantulas 62294415 76,39 125280 5,477
Folhas 56894266 75,85 121990 5,388
Colmos 58384157 78,60 127477 5,323
Média 70482138 78,07 125482,2 5,339

Os valores de FPKM variaram de 5,143 para o 6rgdo gema lateral a 5,477 em
plantulas. Adicionado a isto, as analises revelaram que a média de nimero de transcritos
mapeados no transcritoma originados de cada 6rgdo vegetal separadamente foi de pouco
mais de 125 mil transcritos. A contribuicdo de cada 6rgdo vegetal, estimada através da
quantificagdo do numero de reads mapeados (FPKM) pode ser considerada confiavel, uma
vez que este parametro consegue captar realmente a variagdo que existe nas taxas de
mapeamento de reads e na quantificagdo de suas abundancias (Mortazavi et al., 2008). O
orgao vegetal que contribuiu com mais transcritos foi gema lateral (128835 transcritos
mapeados), mesmo ndo sendo o 6rgdo com maior nimero de reads. A folha foi o 6rgdo
vegetal com menor nimero de transcritos mapeados (Tabela 6). Estes resultados mostram
que o tecido foliar apresentou a baixa diversidade de isoformas em relacdo aos outros
quatro 6rgdos amostrados, sugerindo que a utilizagdo apenas deste Orgdo vegetal ndo
abrange a totalidade de transcritos para cana-de-agucar e que a montagem de um
transcritoma para cana-de-agucar utilizando somente este 6rgdo pode superestimar o

numero de transcritos da espécie.

4.3.2 A identificacido de marcadores moleculares microssatélites

A busca por sequéncias simples repetitivas utilizando ferramentas distintas
revelou, praticamente, o mesmo nimero de regides de microssatélites no transcritoma de
referéncia de cana-de-agticar. Utilizando os mesmos parametros em ambas as analises, o

software MISA conseguiu identificar 12.931 regides de microssatélites, enquanto o
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software GMATo identificou 12.925 sequéncias simples repetitivas. A diferenca de seis
regides aconteceu pela ndo identificagdo de trés regidoes dinucleotidicas e trés regides de
hexanucleotideos (Figura 7). Houve um predominio, em ambos os softwares, de regides
microssatélites com polimorfismos di e tri nucleotidicos. Juntas, estas duas classes de
marcadores corresponderam a aproximadamente 60% do total de microssatélites

identificados.
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Figura 7. Numero total de regides microssatélites identificados em ambos os softwares utilizados nas
analises. Os dois softwares conseguiram identificar praticamente a mesma quantidade de
sequéncias simples repetidas, com um predominio das repeti¢des di e tri nucleotidicas.

O maior niumero de regides de microssatélites identificados por transcrito foi
quatro. Nove transcritos apresentaram quatro regides de microssatélites em cada um. O

software MISA conseguiu identificar 74 microssatélites compostos.

O motivo de repeticdo mais comum nos microssatélites di e tri nucleotideos sao
AG/CT e CCG/CGQG, respectivamente. 2.597 microssatélites dinucleotideos apresentam o
motivo de repeticio AG/CT, enquanto 1.120 microssatélites trinucleotideos apresentam o
motivo de repeticdlo CCG/CGG. O numero de regides microssatélites para as classes de

motivos de repeticao mais frequente pode ser visualizado na Tabela 7.

Tabela 7. Descri¢do do nimero de microssatélites identificados para o motivo de repeticdo mais frequente
em cada um dos seis tipos de microssatélites analisados. Mono = Mono-nucleotideo; DI = Di-
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nucleotideo; TRI = Tri-nucleotideo; TETRA = Tetra-nucleotideo; PENTA = Penta-nucleotideo;
HEXA = Hexa-nucleotideo.

Tipo do Motlv.o de repeticao Numero de microssatélites
SSR mais frequente
MONO A/T 1325
DI AG/CT 2597
TRI CCG/CGG 1120
TETRA AGGC/CCTG 180
PENTA AAAAG/CTTTT 71
HEXA AGCAGG/CCTGCT 20

* Classificagdo das regides microssatélites quanto tipo de motivos de repetigdo.

Para cana-de-aglcar, os microssatélites com polimorfismo tri-nucleotideo,
identificados no transcritoma da espécie, apresentaram uma abundancia do conteido GC
(Figura 8), corroborando com os resultados encontrados por Blair et al. (2011). Estes
autores, ao caracterizarem regides microssatélites no genoma de feijdo comum (Phaseolus
vulgaris) com base em sequéncias de ESTs de tecido foliar e radicular, perceberam que os
locos tri-nucleotideos também apresentavam elevados indices de nucleotideos GC. Quanto
aos microssatélites di-nucleotideos, houve um predomino de nucleotideos AG/CT. Em
feijdo comum, um numero elevado de microssatélites dinucleotideos foi encontrado em
tecido radicular, mostrando que alguns polimorfismos podem ser especificos para tecidos
vegetais distintos (Blair et al., 2011). Este estudo forneceu uma desenvolveu uma
variedade de marcadores moleculares com base em dois genotipos de feijdo andino e
mesoamericano. A identificagdo e o desenvolvimento de marcadores microssatélites para
ervilha (Pisum sativum), derivados de sequéncias de ESTs, revelu que a grande maioria
dos locos possuiam um motivo de trés nucleotideos, no entanto, o motivo GAA foi o mais
abundante entre os identificados (Gong et al., 2010). Estes autores conseguiram identificar
503 locos microssatélites em mais de 18 mil sequéncias de ESTs existentes no banco de
dados do NCBI. Moe et al. (2012), desenvolveram marcadores moleculares para uma
espécie popular de orquidea (Cymbidium spp.) a partir de sequéncias de cDNA ¢
mostraram que os polimorfismos di-nucleotideos sdo mais frequentes em regides
genOmicas, enquanto os polimorfismos do tipo tri-nucleotideo sdo mais frequente em
regides de cDNA. O motivo mais frequente entre os di-nucleotideos, tanto em regides
gendmicas quanto em regides de cDNA, foi CT/AG/TC/GA, enquanto entre os tri-
nucleotideos houve dois tipos de motivos muito frequente

(CTT/AAG/TCT/AGA/TTC/GAA e GTT/AAC/TGT/ACA/TTG/CAA).



69

Diferencas entre tipos de marcadores em diferentes regioes do genoma (regioes
génicas e ndo génicas) ja foi observado para outras espécies agronomicamente importantes,
como o feijdo comum (De Campos et al., 2007; Hanai et al., 2007). Diferentemente do que
foi encontrado para o transcritoma de cana-de-agucar, onde os motivos di-nucleotideos
foram os mais frequentes (Figura 8), em outras espécies como o trigo tetraploide (7riticum
durum) (Gadaleta et al., 2010) e o feijao comum (Blair et al., 2011) o motivo tri-

nucleotideo apresentou uma maior frequéncia.
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Figura 8. Distribuicdo dos motivos de repeti¢do nos microssatélites analisados. (A) distribui¢do dos motivos
di-nucleotideos, mostrando que o motivo AG/TC foi o motivo mais frequente dentre os quatro
motivos identificados. (B) Foram identificados dez motivos de repeti¢do do tipo tri-nucleotideo,
com um predominio do motivo CCG. Os microssatélites do tipo tri-nucleotideos possuem uma
abundancia do contetido GC.

Blair et al. (2009) identificaram e caracterizaram 248 marcadores
microssatélites em regides génicas/transcritas de um gendtipo de feijao (Phaseolus vulgaris
L.) andino utilizado como fonte de resisténcia a fatores biodticos e abidticos. Ding et al.
(2011), desenharam marcadores moleculares SSR para regides gé€nicas relacionadas a
homeostase de fosforo identificados em A. thaliana e construiram um mapa genético destes
genes em Brassica napus. Cardoso-Silva et al. (2014) encontraram 5.106 sequéncias
simples repetidas em regides transcritas do tecido vegetal de folhas em seis variedades

comerciais de cana-de-agtlicar ao avaliarem 72.269 unigenes.

A distribui¢do das regides de microssatélites quanto ao ntimero de repeticdo dos
motivos, mostra que a grande maioria dos SSRs di e tri nucleotideos possuem seis ou sete
repeti¢des do motivo, podendo ser consideradas regides estaveis com potencial para serem

utilizadas como marcadores moleculares (Figura 9). Ou seja, sequéncias simples de dois ou
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trés nucleotideos repetidas em tandem seis ou sete vezes sao regides para as quais primers

podem ser desenhados ¢ utilizados para revelar polimorfismos populacionais de interesse.
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Figura 9. Distribui¢@o das regides de microssatélites identificadas quanto ao nimero dos motivos de
repetigao.

4.3.3 A identificacdo de marcadores moleculares SNPs

As trés principais ferramentas de bioinformatica utilizadas na identifica¢do de
SNPs se mostraram semelhantes, com destaque para a ferramenta GATK que foi capaz de
identificar o maior nimero de SNPs com cerca de 4,16 milhdes, seguida pela ferramenta
SAMTools/mpileup, com 4,01 milhdes e pela ferramenta FreeBayes com 3,74 milhdes de
SNPs identificados. No entanto, houve uma diferenca expressiva quanto ao numero de

indels identificados. O padrao foi inverso a identificagdo de SNPs com a ferramenta
FreeBayes identificando cerca de 319 mil

indels, seguida pela ferramenta

SAMTools/mpileup com cerca de 210 mil e pela ferramenta GATK que identificou o
menor nimero, somente 4.344 indels (Apéndice G). O motivo desta diferenga expressiva

do numero de indels identificados entre os trés softwares pode ser explicada pela ndo
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utilizacao da ferramenta “IndelRealigner” existente na plataforma GATK, que realiza um

realinhamento dos reads mal alinhados pela presenga de indels.

Nas trés ferramentas, o orgdo vegetal com maior numero de SNPs
identificados foi gema apical e o 6rgdo com menor nimero de SNPs identificados foi
folha, que também apresentou em ambas as andlises, a menor taxa de diversidade
nucleotidica. Considerando que o nimero de SNPs identificados pelas trés abordagens
foram semelhantes e que existe pouca diferenca de desempenho de analise entre estas
ferramentas de SNP calling (Yu & Sun, 2013), além de que a ferramenta GATK ¢
considerada a melhor entre elas (Liu et al., 2013), somente as estimativas feitas com esta

ferramenta serdo discutidas no restante do trabalho.

A busca por polimorfismos do tipo SNPs, revelou, para o transcritoma de cana-
de-agtcar obtido, a existéncia de, em média, uma substituicdo nucleotidica a cada 18 pb,
mostrando uma elevada densidade de SNPs. Existem, em quase 77 Mb de sequéncias
génicas amostradas (somente as maiores isoformas de cada transcrito), um total de
4.171.246 SNPs. Estes SNPs podem ser utilizados na predi¢do dos valores genéticos-
genOdmicos em abordagens de Selecdo Gendomica Ampla (Goddard & Hayes, 2007), por
exemplo. A profundidade média de sequenciamento para identificacdo dos SNPs foi de
75X. A estimativa da diversidade nucleotidica para os trinta clones elites amostrados foi
muito elevada, com a estimativa de = 0,931 (Tabela 7). Nao foi detectada uma correlagio
significativa entre o nimero de SNPs encontrados nas bibliotecas de cada 6rgdo vegetal € o
numero de transcritos identificados, ou seja, a diversidade de isoformas, representada pelo
numero de isoformas identificada para cada transcrito descrito pelo Trinity, ndo esta

relacionada com a diversidade nucleotidica.

A razdo entre a taxa de substitui¢des do tipo Transi¢do (Ts) e a taxa de
substitui¢do do tipo Transversdo (Tv) foi, em média, de 1,74. Houve cerca de duas vezes
mais mutagdes do tipo Transi¢do (Ts) em relagdo as mutacdes do tipo Transversao (Tv)
(Figura 12). As mutagdes do tipo Ts sdo mais frequentes que as mutacdes do tipo Tv
porque as mutacdes Ts acontecem entre nucleotideos da mesma familia nucleotidica, isto €,
entre Purinas (A/G) ou entre Pirimidinas (C/T), ao contrario das substituicdes do tipo Tv

que acontecem entre nucleotideos de familias diferentes.
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Morton et al. (2006) estudaram o padrao de mutagdes pontuais entre linhagens
de milho (Z. mays), através de um conjunto de dados de mais de 10 mil SNPs e perceberam
uma relagdo direta entre o padrdo de mutagdo e os nucleotideos que flanqueiam o sitio
mutacional. Estes autores ainda discutiram que, geralmente o conteudo A+T flanqueia sitos
de mutacdo do tipo Transicdo (Ts). A razdo Ts/Tv tem sido estimada para estudos
genOmicos em algumas espécies de plantas, tais como Zea mays (TsTv = 3,9), Medicago
sativa (Ts/Tv = 3,6), Triticum monococcum (Ts/Tv =1,9) e Hordeum vulgare (Ts/Tv = 1,6)
(Vitte & Bennetzen, 2006). Informagdes sobre a razdo Ts/Tv sdo escassas em muitas
espécies, assim como em cana-de-agicar. A estimativa da razdo Ts/Tv € comumente
utilizada em reconstrucdo filogenética, estimacdo do tempo de divergéncia e compreensido

dos mecanismos de evolugdo molecular (Yang & Yoder, 1999).
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Figura 10. Relagdo entre o numero de substituigdes nucleotidicas do tipo Transi¢do (Ts) e do tipo
Transversao (Ts) para os 4.171.246 SNPs identificados. A razdo entre a taxa de Ts/Tv foi de
1,74, mostrando que o numero de substituigdes entre nucleotideos da mesma familia ¢ maior.



Tabela 8. Parametros que caracterizam a identificacdo de SNPs ao longo do transcritoma de cana-de-agucar. A identificagdo de SNPs foi realizada separadamente para

cada biblioteca oriunda de um tipo especifico de 6rgao vegetal coletado em 30 clones elite.

Score dos Haplétipos

Scores de Qualidade

Orgio Nimero de Diversidade Razio Desvio Desvio
Vegetal SNPs Indels Cobertura ::2@%9? Ts/Tv Média Padrio Média Padrio
Gema Apical 1.034.475 1.103 93,51 0,947 1,746 15,421 33,192 577,177 841,99
Gema Lateral 877.320 919 75,11 0,940 1,771 14,458 31,574 479,888 746,40
Plantulas 745.286 790 71,69 0,920 1,696 13,925 30,608 474,229 755,22
Folhas 732.788 807 68,37 0,908 1,735 12,569 29,414 457,130 746,44
Colmo 781.377 725 68,64 0,938 1,750 12,826 29,096 444,143 708,45
Total 4.171.246 4344 -- -- -- -- -- -- --

Meédia 834.249,2 868,8 75,46 0,931 1,740 13,840 30,777 486,513 759,699

€L
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Os valores dos scores dos haplotipos, estimados pela ferramenta GATK,
estimam a consisténcia dos sitios polimoérficos (que apresentam polimorfismos SNPs) em
apresentar somente dois haplotipos, pois se espera que para cada loco somente dois
haplotipos sejam possiveis de estarem segregando. Altos valores desta estimativa sdo
indicativos de regides gendmicas com mau alinhamento e possivelmente com identificacao
errada dos SNPs. Como sugerido pelo time do Broad Institute, desenvolvedor do software
GATK, um valor dos scores dos haplotipos considerado como limiar para filtragem dos
SNPs em regides de exoma ¢ treze. No entanto, como os valores dos scores do haplotipos
sdo dependentes da cobertura de identificacdo dos SNPs, um valor limiar deve ser adaptado

para cada estudo (http://gatkforums.broadinstitute.org/discussion/2369/calculation-of-

haplotypescore). O valor médio dos scores haplotipicos obtidos na identificacdo de SNPs
no transcritoma de cana-de-actcar foi de 13,84, no entanto, para alguns 6rgaos vegetais
como folhas e colmos os valores foram razoavelmente inferiores ao limiar inferior sugerido
pelos desenvolvedores do GATK. A medida scores de qualidade para a identificagdo dos
SNPs pode ser entendida como o limiar a ser assumido como erros de sequenciamento ao
invés de um SNP. Este limiar foi de 99,9%, aceitando somente um erro de sequenciamento
a cada mil pares de bases. Assim, quanto maior os valores de scores de qualidade mais

confiavel sera a identificagdo dos SNPs.

A identificagdo ¢ validacdo de marcadores SNPs sdo etapas iniciais para
utilizagdo destes marcadores em estudos gendmicos voltados para o melhoramento vegetal
de espécies de interesse agrondomico. Uma vez identificados, os SNPs podem ser
convertidos em marcadores genéticos e utilizados nas plataformas de genotipagem de alto
desempenho. Devido a sua elevada abundancia no genoma, mapas genéticos densos podem
ser construidos e utilizados como suporte aos programas de melhoramento genético que
utilizam a estratégia de Sele¢do Assistida por Marcadores (MAS — Marker Assisted
Selection) ou Sele¢do Gendmica Ampla (Goddard & Hayes, 2007). Inimeros projetos de
identificacdo extensiva de locos SNPs ao longo do genoma e/ou transcritoma de diversas
espécies modelos e ndo modelos ja foram conduzidos. Em espécies de plantas em que ndo
ha o genoma de referéncia sequenciado, a identificagdo em larga escala de locos SNPs em
regides génicas pode ser realizado através da caracterizacdo de bibliotecas de ESTs
(Expressed Sequence Tags) (Bundock et al., 2006) ou com base no desenvolvimento de

primers e ressequenciamento (Choi et al., 2007). A cana-de-agucar ndo € uma excegdo e
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sequéncias de ESTs t€m sido utilizadas na busca por locos SNPs (Grivet et al., 2003;

Cordeiro et al., 20006).

Em milho, estima-se que ocorra em média, um polimorfismo SNP a cada 28 a
124 pares de bases, dependendo da regido gendmica e do tipo de populacdo avaliada
(Ching et al., 2002). Barbazuk et al. (2007), encontraram 36.000 SNPs em duas populagdes
hibridas de milho apds sequenciarem, via pirossequenciamento, o transcritoma de
meristemas apicais. Cerca de 85% destes SNPs foram validados utilizando o
sequenciamento de Sanger. Choi et al. (2007) construiram o primeiro mapa de transcritoma
de soja utilizando trés linhas de endocruzamento. Nos 2,44 Mb de sequéncias alinhadas
foram encontrados 5.551 SNPs, além da existéncia de pelo menos um SNP em cada um
dos 1.141 genes identificados. Em cana-de-agucar, Bundock et al. (2009) sequenciaram,
usando a plataforma 454 (pirossequenciamento), regioes genomicas de uma populacdo de
mapeamento ¢ duas variedades comerciais australianas com o objetivo de identificar SNPs
ligados a uma caracteristica quantitativa Foram encontrados 1.632 SNPs para o gendtipo
Q165, enquanto 1.013 SNPs foram encontrados para o parental feminino 1J76-514 (S.
officinarum). Foram testados 225 SNPs candidatos e 93% foram validados como
polimérficos. Cardoso-Silva et al. (2014) analisaram o transcritoma foliar de cana-de-
agucar através da metodologia de RNA-seq e identificaram pouco mais de 708 mil SNPs

distribuidos em cerca de 72 mil unigenes.

4.4 CONCLUSOES

A anotagdo realizada no banco de dados KEGG identificou 234 transcritos
participantes do metabolismo da sacarose e amido, uma importante rota metabdlica para
compreensdo da relagdo entre taxa fotossintética e acimulo de sacarose no colmo. As trés

principais enzimas de fundamental importancia nesta rota metabolica foram amostradas.

A identificac@o de genes candidatos que controlam caracteristicas agrondmicas
¢ o primeiro passo que viabiliza a utilizagdo de técnicas de engenharia genética no

melhoramento de plantas.
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O transcritoma de cana-de-agucar foi montado abrangendo igualmente os cinco

orgdos vegetais amostrados (gema apical, gema lateral, folhas, colmos e plantulas).

Foram identificados mais de quatro milhdes de locos SNPs espalhados ao
longo do transcritoma de cana-de-aglicar e bem distribuidos nos cinco 6rgdos vegetais
amostrados. Em média, encontrou-se 1 SNP a cada 18 pares de bases, mostrando elevada
densidade destes locos ao longo do transcritoma de cana-de-acucar. Estes SNPs podem ser
utilizados no desenvolvimento de tecnologias de genotipagem de alto desempenho,
fornecendo suporte a constru¢do de mapas genéticos densos ¢ a identificacdo precisa de
QTLs.

A diversidade nucleotidica encontrada foi elevada para os cinco orgdos
vegetais dos trinta clones elites amostrados. Os valores dos scores haplotipicos e scores de
qualidade mostram uma robustez das analises para identificagdo de SNPs, eliminando
regides de mau alinhamento dos reads e aceitando somente um erro de sequenciamento a

cada mil pares de bases.

Mais de 12 mil regides microssatélites foram identificadas com predominio dos
polimorfismos com motivos de di e tri nucleotideos que apresentaram entre seis e sete
repeti¢des, sendo considerados microssatélites estaveis, onde marcadores moleculares
podem ser desenvolvidos. As regides de microssatélites estaveis identificadas permitem a
exploragdo ainda maior deste transcritoma, uma vez que estas regides podem ser

transformadas em marcadores moleculares polimoérficos.

Devido a enorme complexidade, o genoma da cana-de-agucar ainda ndo foi
montado e anotado por completo, reafirmando a importancia de um estudo de montagem e

caracterizacgdo do transcritoma da espécie.



S CONSIDERACOES FINAIS

A montagem e caracterizacdo de um draft assembly para o transcritoma de
cana-de-agticar ¢ de fundamental importancia para a utilizacdo destas informac¢des em
estudos genéticos e gendmicos com a espécie. A cana-de-agucar ¢ uma das espécies
agricolas de maior complexidade gendmica e por isso a montagem da sequéncia completa
do seu genoma ainda ndo foi possivel, o que ressalta a importincia de se explorar as
informagdes no contexto do transcritoma da espécie. Neste trabalho, a parte funcional do
genoma de cana-de-aglicar foi trabalhada com énfase, permitindo a montagem e a
caracterizacdo de um draft do transcritoma, que representa um passo fundamental em
direcdo a obtengdo de um transcritoma de referéncia para uma das espécies mais

importantes no cendrio agricola nacional e mundial.

O presente trabalho propde um draft assembly para o transcritoma de cana-de-
aciicar com um tamanho de aproximadamente 178 Mb. O transcritoma aqui proposto
abrange cerca de 93% do total de sequéncias do principal banco de dados publicos de
sequéncias génicas de cana-de-agucar (SoGI — Saccharum officinarum Gene Index). Além
disso, foram identificados mais de 90 mil transcritos que ndo estdo representados nos
bancos de dados atualmente disponiveis para cana-de-agucar O pipeline de andlise de
RNA-seq proposto pela plataforma Trinity mostrou eficiente na detec¢do de transcritos
novos. Foram identificados 1.250 transcritos pela primeira vez (nTAR — novel Transcripts

Active Regions), ndo havendo hits no banco de dados nr do NCBI para estes transcritos.

Ha evidéncias de que o transcritoma de cana-de-agucar possui uma quantidade
maior de genes quando comparado com outras espécies da familia das Poaceae (O. sativa,
Z. mays e S. bicolor), sugerindo um efeito multiplicador de eventos de duplicacdo génica

ao longo da evolugdo das espécies do complexo Saccharum.

Foi identificada uma quantidade muito grande de SNPs ao longo do
transcritoma de cana-de-agtcar, além de uma diversidade nucleotidica elevada. Estimou-se

em média, a existéncia de um SNP a cada 18 pares de bases. A identificacdo de marcadores
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moleculares do tipo SNPs espalhados ao longo do transcritoma de uma espécie, fornece
subsidios importantes para constru¢do de chips de genotipagem de alto desempenho ¢ a

utilizagdo destas ferramentas em estratégias de melhoramento genético na era da gendmica.

A metodologia de sequenciamento de mRNA se mostrou eficiente por permitir
uma identificacdo extensiva de marcadores moleculares em regides génicas ao longo do
transcritoma de cana-de-agucar. Neste sentido, pode-se dizer que se trata de uma

metodologia eficiente para caracterizagdo do exoma de espécies de plantas poliploides.

A utilizacdo futura dos resultados aqui obtidos devera permitir a identificacdo
de marcadores SNPs em regides genoOmicas de interesse agrondmico e deve ser
considerada como fundamental para a utilizagdo de ferramentas gendmicas com
potencialidade de auxiliar efetivamente o melhoramento de plantas na identificagdo e/ou

producdo de genotipos com caracteristicas agrondmicas superiores.
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Apéndice A. Pipeline/workflow contendo os softwares utilizados em cada etapa das analises de bioinformatica do Capitulo 1 da Tese (“Montagem do transcritoma
de cana-de-agticar (Saccharum spp.) utilizando dados de sequenciamento de nova geragdo”).
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Apéndice B. Porcentagem de possiveis sequéncias contaminantes detectadas pelo alinhamento do
transcritoma obtido para cana-de-aglicar contra bancos de dados de possiveis contaminantes
obtidos do NCBI. A porcentagem de alinhamento revela baixa taxa de contaminantes.
cpDNA = DNA cloroplastidial, mtDNA = DNA mitocondrial e rRNA = RNA ribossomal.

Nimero de Porcentagem
Banco de dados reads .
. de alinhamento
alinhados
cpDNA de plantas 391774888 0,17
mtDNA de plantas 391774888 0,34
rRNA de Angiospermas 391774888 0,05
Genoma de Echerichia coli 391774888 0,04
Sequéncias de vetores 391774888 0,01

Média -- 0,122




Apéndice C. Diagrama de Venn mostrando a comparag@o do transcritoma de cana-de-acucar obtido com
outros trés bancos de dados. Os bancos de dados sdo: o transcritoma de Sorghum bicolor, o
Sacharum officinarum Gene Index (SoGI) e o banco de dados formado pelo transcritoma de
seis espécies (Oryza sativa, Zea mays, Sorghum bicolor, Setaria itdlica, Brachypodium
distachyon e Panicum virgatum) de gramineas (Grass DB). Existem 32.507 transcritos
exclusivos de cana-de-agucar.

Transcritoma
de S. bicolor SoGI_DB

Transcritoma de
cana-de-acucar

21210 51321

5468 15920
5399
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Apéndice D. Pipeline/workflow contendo os softwares utilizados em cada etapa das analises de bioinformatica do Capitulo 2 da Tese (“Anotagdo e caracterizagdo

do transcritoma de cana-de-agucar (Saccharum spp.) utilizando dados de sequenciamento de nova geragao”).
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Apéndice E. Distribuigdo dos 1.380 transcritos que apresentam ORFs completas e ndo estdo representados em nenhum
dos trés bancos de dados utilizados. Cerca de 1.250 destes transcritos ndo apresentam hits homologos no
banco de dados nr do NCBI, sendo considerados transcritos novos.
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Apéndice F. Metabolismo do amido e da sacarose ativado por 234 transcritos amostrados do draft assembly do transcritoma de cana-de-agticar. As principais enzimas
(uma invertase (E.C.3.2.1.26), uma enzima sintetizadora de sacarose (Sucrose Synthase (SS), E.C.2.4.1.13) e uma enzima sintetizadora de fosfatos de

sacarose (Sucrose Phosphate Synthase (SPS), E.C.2.4.1.14)) ativadas nesta via metabolica foram visualizadas nesta rota metabolica. Setas vermelhas
indicam estas trés enzimas na via metaboélica. Estas enzimas foram descritas e caracterizadas por Chandra et al. (2012).
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Apéndice G. Comparagdo entre as trés ferramentas (GATK, SAMTools/mpileup e FreeBayes) utilizadas na identificagdo de variantes do tipo SNPs (a) e indels (b) no
transcritoma de cana-de-agucar obtido. Variaveis como a média do Score de Qualidade (c), a profundidade de sequenciamento (d), a diversidade
nucleotidica (e) e a razdo entre as taxas de Transi¢do (Ts) e Transversao (Tv) (f), também foram estimadas.
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