UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS
IMUNOLOGIA E DIP/ GENETICA E BIOTECNOLOGIA

Flavia Rangel de Souza

ANALISE DA EXPRESSAO GENICA E DESENVOLVIMENTO DE
MARCADORES MOLECULARES NOS TRANSCRIPTOMAS DE

Cenchrus purpureus E Urochloa humidicola

Tese de Doutorado

Juiz de Fora
2021



FLAVIA RANGEL DE SOUZA

ANALISE DA EXPRESSAO GENICA E DESENVOLVIMENTO DE
MARCADORES MOLECULARES NOS TRANSCRIPTOMAS DE
Cenchrus purpureus E Urochloa humidicola

Tese de Doutorado do Curso de Pos-
Graduacg&o em Ciéncias Bioldgicas: Area:
Genética e Biotecnologia, para obtencao
do Titulo de Doutor em Ciéncias
Bioldgicas: Area: Genética e
Biotecnologia.

Orientador: Marco Antonio Machado

Co-orientadora: Ana Luisa Sousa Azevedo

Juiz de Fora
2021



Ficha catalogréfica elaborada através do programa de geracao
automatica da Biblioteca Universitaria da UFJF,
com os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

Souza, Flavia Rangel de .

Andlise da expressao génica e desenvolvimento de marcadores
moleculares nos transcriptomas de Cenchrus purpureus e Urochloa
humidicola / Flavia Rangel de Souza. -- 2021.

146 f.

Orientador: Marco Antonio Machado

Coorientadora: Ana Luisa Sousa Azevedo

Tese (doutorado) - Universidade Federal de Juiz de Fora, Instituto
de Ciéncias Bioldgicas. Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncias
Biol6gicas: Imunologia e Genética, 2021.

1. RNA-seq. 2. Transcriptoma. 3. Genes diferencialmente
expressos. 4. Lignina. 5. Microssatélites. |. Machado, Marco Antonio,
orient. Il. Azevedo, Ana Luisa Sousa, coorient. Ill. Titulo.




FLAVIA RANGEL DE SOUZA

ANALISE DA EXPRESSAO GENICA E DESENVOLVIMENTO DE
MARCADORES MOLECULARES NOS TRANSCRIPTOMAS DE
Cenchrus purpureus E Urochloa humidicola

Tese de Doutorado do Curso de Pos-
Graduagdo em Ciéncias Bioldgicas, para
obtengao do Titulo de Doutor em Ciéncias
Biolégicas na area de Genética e
Biotecnologia

Data de aprovacgao: 15/09/2021
BANCA EXAMINADORA

Mot

Prof. Dr. Marco Anténio Machado - Orientador

Instituicdo: Embrapa Gado de Leite

Mhyeie

Dra. Ana Luisa Sousa Azevedo - Co-Orientadora

Instituicdo: Embrapa Gado de Leite

ﬁu UNNA

Prof. Dr. Lyderson Facio Viccini

Instituicdo: Universidade Federal de Juiz de Fora

Dr. Juarez Campolina Machado

Instituicdo: Embrapa Gado de Leite

A
i O
=

G [

Prof. Dr. Elisson Antonio da Costa Romanel

Instituicdo: Universidade de Sdo Paulo — Campus Lorena


Marco Antonio
Carimbo


AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus, primeiramente, pelas vitorias alcangadas durante os 4 anos de
doutorado, mesmo com as dificuldades que a pandemia proporcionou. Agradeco a
instituicdo UFJF, pela oportunidade de aperfeicoar a minha formac&o. A Fapemig e
CNPq, pelo financiamento do projeto realizado; a Embrapa, pela disponibilidade da
infra-estrutura para os estudos; a Capes, pelos financiamentos da bolsa de estudos
no Brasil e nos Estados Unidos por meio do Doutorado Sanduiche.

Agradegco ao meu orientador, professor doutor Marco Antonio Machado, pela
disponibilidade de orientacdo e de laboratério para a pesquisa.
Agradeco, em especial, a doutora Ana Luisa Sousa Azevedo, co-orientadora da tese,
responsavel por ensinar, esclarecer duvidas pertinentes ao trabalho, e por confiar em
mim um projeto que envolve bioinformatica, algo totalmente novo para mim.
Agradeco a oportunidade que tive em aperfeigoar os estudos nos Estados Unidos, que
s6 foi possivel com o financiamento da Capes e a disponibilidade do Dr. Marcio
Resende. Durante o ano que passei 14, tive a oportunidade de estar no Sweet Corn
Lab, conhecer pessoas de varios paises, além de conhecer amigas brasileiras que
levo para vida.

Agradeco aos amigos do Laboratorio de Genética Molecular da Embrapa Gado de
Leite por me ajudar nessa caminhada, e por proporcionar momentos de risadas,
conversas, conselhos, festas e despedidas. Obrigada Raquel, Dani, Hyago e Juliana!
Agradeco aos amigos bidlogos de Juiz de Fora, pelos bons momentos vividos, pela
amizade de sempre e pelos conselhos de vida. Em especial, agradeco a Ana Luiza e
Victéria, companheiras de poés-graduacdo, que foram importantes durante o
densenvolvimento deste doutorado.

Finalmente, agradeco a minha familia, em especial a minha mée, Fatima, a minha tia,
Lurdinha, ao meu pai lvan e ao meu tio, lvan pelo apoio, pelo amor dedicado e pelo
carinho mesmo estando longe. A minha prima, que considero como irma, Mirid, e
marido, agora primo, Conrado, por acompanhar de perto o meu sonho em Juiz de
Fora, e por estar sempre ao meu lado quando preciso.



“A ciéncia serve para nos dar uma ideia de quéo

extensa é a nossa ignorancia.”

Félicité Robert de Lamennais, 1821



RESUMO

A lignina € uma molécula que confere sustentagao e resisténcia as plantas
vasculares. Em plantas forrageiras, como Urochloa humidicola e Cenchrus purpureus,
a molécula interfere negativamente na digestibilidade da fibra vegetal no rumen de
bovinos. Na produgéo de biocombustiveis, a lignina presente na biomassa dificulta a
hidrélise enzimatica; na combustdo da biomassa, contribui para o aumento do poder
calorifico. Dada sua importancia, faz-se necessario entender o funcionamento da via
metabdlica associada a lignina para sele¢ao de gendtipos superiores. O objetivo deste
trabalho foi identificar genes relacionados a produgéo de lignina em U. humidicola e
C. purpureus, além do desenvolvimento de marcadores moleculares microssatélites.
Neste estudo foram selecionados, para cada espécie, quatro genotipos com maior
producdo de lignina, e quatro gendtipos de menor produgéo. A analise dos genes
diferencialmente expressos em U. humidicola revelou 196 genes a nivel de
significancia de p <0,05. Em destaque, genes do citocromo P450, da enzima 4CL e
da biossintese de flavonoides. 53 genes foram diferencialmente expressos em C.
purpureus, destacando-se o0s genes (glicosiltransferase e os relacionados a
biossintese de terpenos/terpenoides. A partir de um novo agrupamento realizado, foi
possivel identificar os genes MYB e peroxidase, além de genes de construcdo da
parede celular. Com a construgdo do heatmap, detectou-se maior expressado da
familia génica COMT, seguida das familias CCoAOMT e PTAL. A partir do
transcriptoma, foi possivel descobrir novos marcadores microssatélites nas duas
espécies, que foram testados para amplificacdo em U. humidicola e C. purpureus,
além de identificacdo de padrao de bandas unicas em cultivares desta ultima espécie.
Um total de 42 primers amplificaram em quatro amostras testadas de U. humidicola;
47 amplificaram em quatro amostras testadas de C. purpureus, sendo seis
informativos na diferenciagdo de 21 cultivares testadas. Os genes identificados nos
transcriptomas serdo importantes na identificacdo dos genes mais promissores para
futura manipulagdo genética. Os marcadores microssatélites desenvolvidos serao
utilizados na identificagdo de cultivares e em estudos de diversidade dentro das
populagdes de melhoramento.

Palavras-chave: RNA-Seq. transcriptoma. genes diferencialmente expressos. lignina.

microssatélites.



ABSTRACT

Lignin is a molecule, conferring sustentation and resistance to vascular
plants. In forage plants, as Urochloa humidicola and Cenchrus purpureus, the
molecule negatively interferes in vegetal fiber digestibility in bovine rumen. In biofuel
production, lignin in biomass is an obstacle to material enzyme hydrolysis; in biomass
combustion, lignin helps in calorific values improvement. Given its importance, it is
necessary to understand the lignin associated metabolic pathway to superior
genotypes selection. This work aims in genes related identification to lignin production
in Urochloa humidicola and Cenchrus purpureus, and specific molecular markers
development. We selected, for each species, four genotypes for high lignin production,
and four genotypes for low lignin production. Differential expressed genes analysis in
U. humidicola showed 196 genes to a significant level p < 0.05. We highlighted
cytochrome P450, 4CL and flavonoid biosynthesis genes. 53 genes were differentially
expressed in C. purpureus, calling attention to glycosyltransferase and
terpenes/terpenoids biosynthesis related genes. New analysis using a new grouping
showed MYB, peroxidase genes, and genes related to cell wall formation. The
heatmap showed COMT gene family as the most expressed gene, followed by
CCoAOMT and PTAL families. From transcriptome, it was possible to discover new
microsatellite markers in both species, which were tested for amplification in U.
humidicola and C. purpureus, in addition to unique band pattern identification in
napiergrass cultivars. 42 primes amplified in 4 U. humidicola tested samples; 47 were
amplified in 4 C. purpureus tested samples, and 6 primers were important in 21
cultivars differentiation. ldentified genes from transcriptome will be important in
promising genes selection for future genetic manipulation. Developed microsatellite
markers will be useful for cultivars identification and breeding population diversity
studies.

Key words: RNA-Seq. transcriptome. differentially expressed genes. lignin.

microsatellites.
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1 INTRODUGAO GERAL

A lignina é uma molécula presente nas paredes secundarias de plantas
vasculares, e compde, junto com a celulose e a hemicelulose, a lignocelulose
(BIDLACK E DASHEK, 2017; SCHUTYSER et al., 2018), matéria prima mais
abundante no planeta (HUBER et al.,, 2006; SCHUTYSER et al., 2018). Pela sua
complexidade quimica, a lignina tem como caracteristica principal garantir resisténcia
a planta (XU et al., 2009). Esta resisténcia pode ser a fatores bioticos e abidticos, a
degradacéao bacteriana e fungica em animais herbivoros (RAFFRENATO et al., 2016),
e a degradacgao enzimatica em processos de producao energética (WENG et al., 2008;
CHEN E DIXON, 2007; VAN ACKER et al., 2013).

As plantas forrageiras, utilizadas na alimentagdo de bovinos, foram de
grande contribuicdo para o aumento da produg¢ao de carne e leite no Brasil. Isto foi
causado principalmente pela selecdo e pelo melhoramento dos vegetais, que
proporcionaram cultivares com maior producdo de matéria seca e de melhor
qualidade, sem a necessidade de expansdo da area de pastagem (GOMES et al.,
2017). Dentre as espécies forrageiras, destaca-se as espécies do género Urochloa,
que sao responsaveis por 85% das pastagens brasileiras (DO VALLE et al., 2008;
VIGNA et al., 2016a). Porém, um problema ainda encontrado esta relacionado com a
digestibilidade da fibra vegetal, que ainda n&o é totalmente eficaz em bovinos (BRITO
et al., 2003). A principal causa é a presenca de lignina na parede celular das plantas,
que impede uma melhor digestdo do material ingerido (CHERNEY et al., 1991,
RAFFRENATO et al., 2016).

Na produgédo de biocombustiveis, a biomassa vegetal € a matéria-prima
utilizada. As plantas C4, como o capim-elefante (Cenchrus purpureus), sao as
principais fontes, pois produzem grande volume de biomassa em um curto periodo
(TAYLOR et al.,, 2010). A presenca de lignina na parede celular dos vegetais se
configura como uma barreira fisica na utilizagdo da biomassa como matéria prima na
producédo de etanol de segunda geragéao (2G) (CHEN et al., 2007; WENG et al., 2008;
VAN ACKER et al., 2013). Neste processo de producgao, a lignina € o principal fator
que impede o acesso de enzimas aos polissacarideos presentes nas paredes



19

celulares das plantas (WENG et al., 2008; CHEN E DIXON, 2007; VAN ACKER et al.,
2013; VICENTINI et al., 2015). Ja na produgao de energia térmica, a lignina auxilia no
aumento do poder calorifico da biomassa (DOS SANTOS et al., 2011).

Dada a importancia da lignina e seus diversos papéis biologicos, é
fundamental compreender os processos bioquimicos e os genes envolvidos em sua
producdo, a fim de permitir a manipulagdo a nivel genético do teor de lignina em
espécies vegetais. Para espécies com o objetivo de ser utilizada na alimentagéo
animal, como as espécies do género Urochloa e Cenchrus, uma cultivar que apresente
um baixo teor de lignina é ideal para melhorar a eficiéncia da digestdo (RAFFRENATO
et al., 2016). Cenchrus purpureus, além de ser utilizado como forrageira, tem grande
potencial para produc&o de energia térmica e biocombustivel. Para melhor eficiéncia
de cada um desses processos, um teor de lignina € desejado: na produgao de carvéao
vegetal, um maior teor de lignina contribui para o aumento do poder calorifero
(FERNANDES et al.,, 2020); na producao de etanol 2G, baixos teores de lignina
facilitam o pré-tratamento, o que auxilia na etapa seguinte de hidrolise enzimatica
(HIMMEL et al., 2007; LI et al., 2016a; ZENG et al., 2020).

O sequenciamento do transcriptoma € uma ferramenta que permite
identificar genes expressos e fornece informagcbes sobre as vias metabdlicas
envolvidas nos processos de interesse. A partir desse conhecimento, € possivel
identificar quais genes tem atuagcdo predominante dentro da via e fornecera
conhecimento para futuras manipulagdes genéticas associadas a produgao de lignina
e busca por marcadores moleculares.

A descoberta de marcadores moleculares, em especial marcadores
microssatélites, (TAHERI et al., 2018; LIU et al., 2020a), € uma ferramenta importante
em diferentes estudos, como analise de fluxo génico (LIU et al., 2020a; LU et al.,
2021), analise da diversidade génica (WU et al., 2013; NADEEM et al., 2018) e
fingerprint de DNA (BANG et al., 2011; HWANG et al., 2020). No mercado de
forrageiras, o fingerprint de DNA pode ser usado como ferramenta no combate a
biopirataria, a partir da investigagdo da pureza de sementes (JAMIL et al., 2020a;
IQBAL et al., 2021). A selecdo de marcadores microssatélites em U. humidicola e C.
purpureus permitira a identificagdo a nivel molecular das cultivares desenvolvidas,

confirmando assim a qualidade da cultivar comercializada.
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Este trabalho, no geral, visa agregar conhecimento ao programa de
melhoramento de ambas as espécies. A partir do RNA-Seq, sera possivel identificar
genes associados a biossintese de lignina, assim como a sua diferente expressao nas
amostras selecionadas a partir do teor de lignina avaliado de Urochloa humidicola e
Cenchrus purpureus. O sequenciamento de RNA também permitira que novos
marcadores moleculares, como microssatélites, sejam desenhados para cada
espécie. Em Cenchrus purpureus, os microssatélites serdo de grande importancia na
caracterizagado molecular de quatro cultivares de grande comercializagdo no mercado

de forrageiras, como uma tentativa de garantir a origem de cada cultivar.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1PECUARIA BRASILEIRA

De acordo com o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA), em 2021, a projegéo do Valor da Produgédo Pecuaria no Brasil sera de 330,1
bilhbes de reais, um aumento de 5,12% em relagdo a 2020. Deste valor, a carne
bovina representa 45%, superando os valores de carne de frango e producao de leite
(https://www.gov.br/pt-br/noticias/agricultura-e-pecuaria/2021/04/valor-da-producao-
agropecuaria-de-2021-deve-ser-o-maior-desde-1989).

Em 2018, o rebanho bovino brasileiro foi estimado em 214,69 milhdes de
cabecas, posicionando-0 mais uma vez como o maior rebanho bovino do mundo, na
frente de paises como a india (186 milhdes), EUA (94,3 milhdes) e China (81,5
milhdes). Além disso, foi registrado um crescimento de 6,9% no numero de abates,
chegando a 44,23 milhdes de cabecas (ABIEC, 2019).

Na produc¢ao de leite bovino, o Brasil se configurou, no ano de 2018, como
0 quinto maior produtor de leite no mundo, de acordo com dados da Our World in Data
(https://ourworldindata.org). Neste periodo, produziu mais de 34 bilndes de litros,
ficando atras de paises como India, Estados Unidos, Paquistdo e China. Na ultima
década, a producao leiteira no Brasil aumentou 32,4% e, ao mesmo tempo, foi
observada uma queda no numero de vacas ordenhadas, passando de 20.943 milhdes
de cabecas para 18.606 milhdes de cabecas (EMBRAPA, 2018). Estima-se um
crescimento bastante significativo na produgdo de leite nos proximos 10 anos,
passando de 36,3 bilhdes de litros em 2021 para 43,9 bilhdes em 2031 (MAPA, 2021).

Os aumentos expressivos de produgdo na pecuaria podem ser vistos
quando se compara a década de 1990 com os ultimos anos. De 1990 a 2018, foi
observado um aumento de 176% da produtividade. Além disso, a produgéo de carne
também cresceu, aumentando cerca de 140% neste mesmo intervalo de tempo
(ABIEC, 2019). A previsdo é que o aumento continue, segundo dados do Outlook

Brasil 2022, realizado pela FIESP/ICONE. Daqui a 3 anos, espera-se que o rebanho
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bovino alcance a marca de 226,9 milhées de cabegas, com produc¢ao de carne bovina
de 12 milhdes de toneladas, e 0 consumo per capita brasileiro de 43,2
kg/habitante/ano.

Os resultados obtidos na cadeia produtiva sado gragas a sua organizagao e
avangos tecnologicos dos sistemas de produgéo, dobrando o efetivo do rebanho nas
ultimas quatro décadas. Alguns elementos importantes, como aumento do ganho de
peso dos animais, diminuicdo da mortalidade, aumento das taxas de natalidade e
expressiva diminuicdo na idade ao abate, foram possiveis devido a adog¢do de
tecnologias pelos produtores rurais nos eixos de alimentagdo, genética, manejo e
saude animal (GOMES et al., 2017). Outro setor que merece destaque esta
relacionado com a area de pastagens, que gradualmente sofre uma redugédo. No ano
de 2018, foi estimada em 162,19 milhdes de hectares, uma queda de 1,6% comparada
ao ano anterior. Nas ultimas décadas, esta reducéo foi de 15% (ABIEC, 2019).

As plantas que constituem as pastagens, ou plantas forrageiras, s&o
aquelas consumidas por animais, em geral ruminantes, e abrangem uma variedade
de géneros e espécies, desde herbaceas até arbustivas (PEREIRA et al., 2001; DO
VALLE et al.,, 2009a). As gramineas africanas, como as dos géneros Panicum,
Urochloa e Cenchrus, sdo as mais utilizadas na formacéo de pastagens no mundo
tropical (DO VALLE et al., 2009a).

Além da selegao de espécies com as caracteristicas desejadas, outro fator
que auxiliou no progresso da pecuaria no Brasil foi o desenvolvimento de cultivares.
Em meados da década de 1980, o melhoramento de forrageiras se baseou na
exploracdo da variabilidade natural de colegbes (MILES et al., 1996; HACKER E
JANK, 1998; PEREIRA et al., 2001; JANK et al., 2005; MILES, 2007; DO VALLE et al.,
2009a). Porém, este processo € finito, pois baseia-se somente na avaliagcdo da
capacidade adaptativa de materiais coletados na natureza. O melhoramento de
plantas forrageiras por recombinagao genética tornou-se uma alternativa para geragao
de cultivares, visando o aumento da qualidade e produtividade, resisténcia a pragas e
doencgas, producdo de sementes de boa qualidade, uso suficiente de fertilizantes,
adaptacgao a estresses edaficos e climaticos (DO VALLE et al., 2009a; DO VALLE et
al., 2009b) e maior eficiéncia na sua transformagéo em produto animal (DO VALLE et
al., 2009a).
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2.2 QUALIDADE DA FORRAGEM

Uma alimentacado animal adequada traz reflexos na qualidade e volume da
producédo de leite, ganho de peso, eficiéncia na reproducéo (REIS et al., 2016) e na
ruminagédo do gado (HERRERO et al., 2015; LEE et al., 2017). Uma forrageira ideal
esta relacionada a diversos fatores, como a palatabilidade do material, o tamanho da
particula que € consumida e a qualidade da forragem utilizada (CHERNEY E HALL,
2008).

A qualidade de uma forrageira € a soma dos constituintes das plantas
(CHERNEY E HALL, 2008) relacionadas ao valor nutritivo, como a composi¢ao
quimica (proteina, fibras, minerais e vitaminas) (ADESOGAN et al., 2017) e a
digestibilidade (REIS et al., 2016; WEISS E HALL, 2020). A avaliagcdo do valor
nutricional é realizada a partir da estimativa de alguns elementos, como a proteina
bruta (PB), a fibra em detergente neutro (FDN) e fibra em detergente acido (FDA).

A proteina bruta esta relacionada principalmente a quantidade de nitrogénio
(N) encontrado nas plantas. A avaliacido de FDN e FDA é feita a partir do sistema de
detergente desenvolvido por Van Soest et al. (1991), que divide os alimentos em
fragbes para predizer seus valores nutritivos (VAN SOEST, 1994; CHERNEY E HALL,
2008; WEISS E HALL, 2020). A fibra em detergente neutro representa o total de fibras,
incluindo celulose, hemicelulose e lignina, que formam as paredes celulares das
células vegetais (NEWMAN et al., 2007). Além disso, pode conter concentragcbes de
cinzas e compostos nitrogenados (WEISS E HALL, 2020). Os valores de FDN podem
variar de 10% em graos de milho a 80% em palhas de gramineas de estagdes
quentes. A fibra em detergente acido € composta pela porgao fibrosa de baixa
digestibilidade da FDN (CHERNEY E HALL, 2008), que é a celulose, lignina e silica
(NEWMAN et al., 2007). Estes valores variam de 3% em grdos de milho a 50% em
palha de gramineas de estagédo quente (NEWMAN et al., 2007).

Uma forrageira considerada de 6tima qualidade é aquela que possui uma
grande propor¢ao de compostos que sao de rapida fermentagdo, como agucares,
acidos organicos e proteinas, e baixa propor¢ao de fibras (WAGHORN E CLARK,
2004; LEE et al., 2017), que s&o de dificil digestao. Por isso, quanto maior o valor de
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PB e menores os valores de FDN e FDA, melhor é a forrageira nos quesitos de
qualidades de ingestao e digestdo (NEWMAN et al., 2007).

As gramineas encontradas no Brasil, as de origem tropical, apresentam,
em comparagao as gramineas de clima temperado, maior porcentagem de FDN e FDA
(média de 21% a mais) e menor quantidade de PB (média de 8% a menos) (LEE et
al., 2017). A redugao do valor nutritivo esta relacionada a mecanismos de prevengéo
aos estresses térmico e hidrico, como maior proporgao de caule:folha, alta proporgéo
de tecidos vasculares, e alta concentragdo de lignina e silica (KERING et al., 2011,
LEE et al., 2017).

Além do fator climatico, a maturidade das plantas € um fator que contribui
para uma maior concentragao de fibras. Em plantas maduras, a proporcao de caule
em relagéo a folha aumenta (REIS et al., 2016), o que acarreta maior fragao de fibras,
menor proporgcédo de PB e menor digestibilidade (NEWMAN et al., 2007; REIS et al.,
2016).

O processo de digestdo no rumen é dependente da populagdo microbiana
que ali se encontra, pois as bactérias sdo responsaveis pela degradacgéo da fibra da
forrageira (NEWMAN et al., 2007). Porém, a lignina encontrada nas fibras é resistente
a degradagao bacteriana e fungica (RAFFRENATO et al., 2016), e as interagdes
quimicas e fisicas da lignina com as porgdes de carboidratos na parede celular
prejudicam a digestdo dos mesmos (CHERNEY et al., 1991; RAFFRENATO et al.,
2016).

2.3BIOMASSA ENERGETICA

Com a crescente demanda de energia, aliada ao desenvolvimento da
economia mundial (SU et al., 2015), a busca por fontes alternativas e renovaveis se
torna cada vez mais necessaria. Uma dessas fontes € o biocombustivel, energia
produzida a partir de plantas ou de residuos da agricultura, e que pode contribuir para
a reducdo da dependéncia mundial em diesel ou gasolina. Em comparagdo aos
combustiveis fosseis, essa fonte € renovavel e mais barata, emitindo até 4 vezes

menos gases do efeito estufa (BORIN et al., 2017).
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Os tipos principais de biocombustiveis s&do aqueles chamados de primeira
geracéo (1G), como o biodiesel, biogas e bioetanol, sendo o ultimo o mais usado
mundialmente (POPP et al., 2016; BORIN et al., 2017). No ano de 2014, a produg¢ao
de bioetanol alcangou a marca de 24 milhdes de galdes, sendo os maiores produtores
os Estados Unidos e o Brasil. Juntos, produziram mais de 80% da produgao global
(BORIN et al., 2017).

O Brasil é considerado atualmente o segundo maior produtor e consumidor
do mundo, ficando atras somente dos Estados Unidos (CARNEIRO et al., 2017,
CASTILLO et al., 2017). A produgéo de etanol no pais foi impulsionada pela crise do
oleo na década de 1970, por meio de uma série de medidas para melhorar a produgao
de etanol (SU et al., 2015). O Programa Nacional do Alcool, o Préalcool, foi iniciado
focando na producao de etanol, a partir da fermentagao e cristalizagdo do agucar
encontrado no caule de cana-de-agucar (ARRUDA, 2012; VICENTINI et al., 2015). O
sucesso do programa destacou o Brasil como o melhor modelo econémico na industria
de etanol, gragas a sua tecnologia e sua vasta quantidade de terra disponivel para
cultura da cana-de-agucar (CANILHA et al., 2012; DELLA-BIANCA et al., 2013; BORIN
et al., 2017). No ano de 2008, o etanol de cana-de-agucar produzido no pais
representou cerca de 37,3% da producdo mundial, de 65,6 bilhdes de litros
(PESTANA-CALSA et al., 2012). Entretanto, a produgdo de bioetanol de primeira
geragédo compete com o mercado alimenticio, inflando o prego dos alimentos (WAI et
al., 2017). O etanol de segunda geracdo (2G), que utiliza como matéria-prima a
biomassa vegetal (VICENTINI et al., 2015), torna-se uma alternativa para diminuir a
competicdo e aumentar a segurancga alimentar (LOVETT et al., 2009; VALENTINE et
al., 2012; LI E CHEN, 2018).

A biomassa vegetal utilizada pode ser caracterizada como toda matéria
organica de origem vegetal, que pode ser convertida em energia. E considerada uma
fonte indireta da energia solar, pois ela é convertida em energia quimica, através da
fotossintese. Esta matéria pode ser utilizada na produgdo de energia elétrica, pela
combust&o direta, energia térmica, como carvéo vegetal e lenha, e energia mecéanica,
como os biocombustiveis de segunda geracdo (ANEEL, 2005). As espécies ideais
para a producéo dessas energias sdo aquelas que produzem um grande volume de
biomassa em um curto periodo de tempo, como as plantas C4, representadas por
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espécies de Miscanthus, Panicum virgatum (LEWANDOWSKI et al., 2003; VAN DER
WEIJDE et al., 2013) e Cenchrus purpureus (RUEDA et al., 2016).

Na producdo de etanol 2G, o processamento é feito a partir da hidrolise
enzimatica da celulose, que é convertida em acgucares que serdo posteriormente
fermentados para produgéao do alcool (YUAN et al., 2014; VICENTINI et al., 2015).
Porém, polimeros de lignina e hemicelulose interferem na eficacia das enzimas
envolvidas no processo de producdo de etanol, um processo conhecido como
recalcitrancia da biomassa (WENG et al., 2008; CHEN E DIXON, 2007; VAN ACKER
et al., 2013; VICENTINI et al., 2015; HIMMEL et al., 2007; LI et al., 2016, ZENG et al.,
2020). Sendo assim, é necessario que a biomassa passe pelo processo de
sacarificacdo, um pré-tratamento fisico e/ou quimico que facilita o acesso da enzima
que quebra os complexos polissacarideos (BORIN et al., 2017).

Para a produgao de energia térmica, alguns critérios s&o utilizados para
classificar uma biomassa mais eficiente. No processo de combust&o, é desejado que
o teor de umidade esteja em torno de 50% (MCKENDRY, 2002; VIEIRA, 2012;
FERNANDES et al., 2020) e que as concentragdes de cinzas e de nitrogénio sejam
baixas (cerca de 5% e 1%, respectivamente) (MCKENDRY, 2002; LALAK-
KANCZUGOWSKA et al., 2016; FERNANDES et al., 2020), pois reduzem o valor
calorifico da biomassa (PROTASIO et al., 2011; FERNANDES et al., 2020). Em
contrapartida, altos valores de poder calorifico (PC), carbono e hidrogénio s&o
desejados (MCKENDRY, 2002; JARADAT, 2010; FERNANDES et al., 2020). O PC
esta relacionado a energia liberada quando a biomassa esta sendo queimada
(FERNANDES et al., 2020), e um maior PC torna uma matéria-prima de eficiente
combustdo (JARADAT, 2010; FERNANDES et al., 2020). O valor energético de
carbono e hidrogénio tem uma correlagdo positiva com a liberacdo de energia na
combustédo, e as principais fontes destas moléculas sdo a celulose e a lignina
(FERNANDES et al., 2020). Por isso, sao realizadas analises quimicas destes
componentes da parede celular, a fim de se caracterizar uma biomassa. Na biomassa
de coniferas, importantes matérias primas na combustao, pode-se encontrar valores,
em média, de 35-40% de celulose e 27-30% de lignina (MCKENDRY, 2002).

A selegcdo e o melhoramento de espécies vegetais que atendam as
necessidades da produgdo de energia sao etapas importantes para uma melhor

eficiéncia neste setor. Plantas com teor de lignina minimo para a sustentacéo das
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plantas, e que permitam o acesso de enzimas no processo de sacarificacdo, sao as
ideais na producao de etanol 2G. Por outro lado, espécies que apresentam um alto
teor de fibras, lignina e celulose sao escolhas certas na produgdo de energia térmica,

para uma eficiente queima da biomassa vegetal.

2.4 LIGNINA E SUA BIOSSINTESE

A lignina é o segundo polimero mais abundante na terra (BAJWA et al.,
2019), representando cerca de 30% da biomassa total produzida na biosfera
(BOERJAN et al., 2003). Ela esta envolvida em fun¢gdes como resisténcia mecanica,
dando forga para a estatura ereta das plantas (HIGUCHI, 2006; YU et al., 2020);
transporte de nutrientes, agua e metabdlitos a longa distancia (BAUCHER et al., 2003;
BONAWITZ E CHAPPLE, 2010); protegao contra agao de patdogenos e resisténcia a
estresses bioticos e abioticos (QUENTIN et al., 2009), como a resisténcia a seca (LIU
et al., 2018; XU et al., 2020).

Nas plantas, a lignina esta presente na parede celular secundaria, uma
camada encontrada internamente a parede celular primaria de tipos celulares
especializados, como vasos de xilema e fibras de esclerénquima (COSGROVE E
JARVIS, 2012; CESARINO et al., 2016). O polimero, junto a celulose e hemicelulose,
forma a lignocelulose (Figura 1), o principal componente estrutural em plantas
(BIDLACK E DASHEK, 2017) e o tipo mais abundante de biomassa terrestre (HUBER
et al., 2006).
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Figura 1: Estrutura de lignocelulose. Adaptado de Bamdad et al. (2017).

A lignina é um polimero aromatico heterogéneo (BONAWITZ E CHAPPLE,
2010), formado por mondmeros derivados majoritariamente da via do fenilpropanoide,
cujo precursor primario € o aminoacido aromatico fenilalanina (CESARINO et al.,
2016). A via é altamente conservada em plantas vasculares, e a maioria das enzimas
envolvidas na biossintese ja foram identificadas e caracterizadas (BOERJAN et al.,
2003; XU et al., 2009). A via é iniciada com a desaminacé&o da fenilalanina, catalisada
pela enzima PAL (fenilalanina amdnia-liase) (Figura 2), produzindo acido cinamico, a
partir do qual compostos fendlicos sdo produzidos em vegetais superiores (CAROCHA
et al., 2015). Em seguida, o acido cinamico é convertido em acido p-cumarico,
catalisado pela enzima C4H (cinamato 4-hidroxilase) (Figura 2), uma monoxidase
dependente de citocromo P450 (SEWALT et al., 1997, BONAWITZ E CHAPPLE,
2010).

Estudos da via em monocotiledéneas relatam que a biossintese de lignina
pode ser iniciada alternativamente a partir do aminoécido tirosina (DEL RIO et al.,
2012 a,b). Nesta via, a tirosina € desaminada pela agdo da enzima TAL (tirosina
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amonia-liase) (Figura 2) ou PTAL (fenilalanina/tirosina aménia-liase) (BARROS et al.,
2016), convertendo o aminoacido em p-cumarico. Esta via ignora a reagao catalisada
pela enzima C4H, presente na via do fenilpropanoide (ROSLER et al., 1997; WATTS
et al., 2000).

Em ambas as vias, a biossintese prossegue pela acdo da enzima 4CL (4-
Curamato CoA ligase) (Figura 2), envolvida na formagao de p-cumaroil-coenzima A
(p-cumaroil-CoA) a partir do acido p-cumarico (EHLTING et al., 2001; BONAWITZ E
CHAPPLE, 2010). A molécula produzida estd envolvida em diferentes rotas
metabdlicas, como na producdo de flavonoides, p-curamatos, ésteres, taninos e
estilbenos (BONAWITZ E CHAPPLE, 2010).

Na via de biossintese dos monoligndis de lignina, o p-cumaroil-CoA é
utilizado como substrato por duas enzimas diferentes: CCR (cinamoil-CoA redutase)
e HCT (p-Hidroxicinamil-CoA chiquimato transferase) (BONAWITZ E CHAPPLE,
2010).

A enzima CCR catalisa a producé&o de p-cumaraldeido (Figura 2), que é
substrato da reac&o catalisada pela enzima CAD (cinamil alcool desidrogenase)
(BONAWITZ E CHAPPLE, 2010). O produto gerado, o alcool p-cumaril, ¢ o monolignol
precursor da unidade p-hidroxifenil (H) (Figura 2) (BOERJAN et al., 2003).

A enzima HCT catalisa duas reagdes na via de biossintese: inicialmente,
substitui em p-cumaroil-CoA a ligacdo CoA para ligacdo chiquimato, formando p-
cumaroil chiquimato (Figura 2). A enzima C3H (p-curamato 3-Hidroxilase), uma
monoxidase dependente de citocromo P450, adiciona um grupamento hidroxila ao
benzeno de p-cumariol chiquimato, formando o cafeoil-chiquimato (Figura 2). Esta
molécula é substrato para a segunda reacéo que envolve HCT, que substitui a ligagao
chiquimato para ligagdo CoA, produzindo cafeoil-CoA (BONAWITZ E CHAPPLE,
2010; CESARINO et al., 2016).

Seguindo a via, o cafeoil-CoA sofre metilagdo catalisada pela enzima
CCoAOMT (cafeoil-CoA O-metiltransferase), formando a molécula feruloil-CoA
(Figura 2). O feruloil-CoA sofre reagao catalisada por CCR (cinamoil-CoA redutase),
perdendo a ligagdo CoA, e produzindo a molécula coniferaldeido (Figura 2)
(BONAWITZ E CHAPPLE, 2010; CAROCHA et al., 2015; CESARINO et al., 2016).
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Figura 2: Via da biossintese de lignina. Adaptado de Cesarino et al. (2016).

A molécula coniferaldeido € precursor dos dois tipos de monoligndis que
dao origem as unidades de maior presenga nas paredes secundarias celulares:
unidades guaiacil (G) e siringil (S) (BONAWITZ E CHAPPLE, 2010). Para a produgao
de alcool coniferil, alcool hidroxicinamol que da origem a unidade G, o coniferaldeido
é reduzido a alcool, utilizando como agente catalisador a enzima CAD (cinamoil alcool
desidrogenase) (Figura 2) (SIBOUT et al.,, 2003; BONAWITZ E CHAPPLE, 2010).
Para a produgéao de alcool sinapil, que da origem a unidade S, o coniferaldeido ganha
uma hidroxila na posicédo 5 do benzeno, catalisado pela enzima F5H (ferulato 5-
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hidroxilase). Em angiospermas, essa enzima €& o principal fator responsavel pela
alteragao da razéo das unidades G:S (RALPH et al., 2019). Ao final, & produzido 5-
hidroxiconiferaldeido, o qual € metilado pela enzima COMT (acido cafeico O-
metiltransferase), formando sinapaldeido. Esta molécula é reduzida a alcool,
catalisado por CAD, produzindo o monolignol alcool sinapil (Figura 2) (BONAWITZ E
CHAPPLE, 2010).

Ap0s a sua sintese, os monolignadis sdo transportados para a parede celular
secundaria, onde s&o oxidados e polimerizados (Figura 2) (BOERJAN et al., 2003). A
formagdo da lignina se da pela polimerizagdo hidrogenativa dos monolignois
transportados (CHRISTENSEN et al., 2000), catalisada por diferentes classes de
proteinas, como peroxidases, lacases, polifenol oxidases e alcool coniferil oxidases
(BOERJAN et al., 2003), que agem de forma individual ou em conjunto (ONNERUD et
al., 2002), e que ao final gera radicais de monolignois (BOERJAN et al., 2003). A
origem dos radicais € conhecida por meio de transferéncia de radicais, tanto de
monolignodis quanto de outros intermediarios, como o p-curamato. Esta molécula esta
relacionada principalmente com a produc¢é&o de radicais do alcool sinapil (TAKAHAMA
E ONIKI, 1994; HATFIELD et al., 1997). Em seguida, os radicais sao acoplados ao
polimero de lignina em crescimento, processo conhecido como lignificagao (Figura 3)
(BOERJAN et al., 2003).
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Figura 3: Representagdo de um polimero de lignina. Adaptado de Stewart et al. (2009).

A lignificagdo em plantas demanda um alto consumo de energia (GENG et
al., 2020), e é considerado um processo irreversivel (OHTANI E DEMURA, 2019;
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GENG et al., 2020). Por isso, torna-se necessario que o tempo e o lugar de depdsito
de lignina sejam controlados (OHTANI E DEMURA, 2019).

Alguns mecanismos podem ser vistos para um efetivo controle da produgao
da molécula, como a variagao da quantidade de lignina entre tecidos e tipos celulares
(VANHOLME et al., 2019; OLIVEIRA et al.,, 2020), entre diferentes estagios de
desenvolvimento (BARROS et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2020), e fatores de
transcricdo que auxiliam na regulacao da biossintese de lignina (VANHOLME et al.,
2010; OHTANI E DEMURA, 2019).

Os principais fatores de transcricdo descritos na regulacdo da biossintese
de lignina sédo os da familia do NAC e do MYB (ZHONG E YE, 2009; WANG E DIXON,
2012; NAKAMO et al., 2015; YU et al., 2020), que regulam por meio de uma rede de
diversos niveis (ZHAO E DIXON, 2011; OHTANI E DEMURA, 2019; XU et al., 2020)
os promotores dos genes da biossintese de lignina a partir dos elementos AC contidos
na sequéncia (RAES et al., 2003; GENG et al., 2020).

2.5 ESTUDO DO TRANSCRIPTOMA PELA TECNICA DE RNA-Seq

O Sequenciamento do Transcriptoma, conhecido como RNA-Seq, é uma
tecnologia aplicada em diversos estudos como identificagdo de variagdes na
sequéncia como SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) (CLOONAN et al., 2008;
MORIN et al., 2008; WANG et al., 2009), que podem ser usados para detecgédo de
sequéncias curtas com modificagdes pos-transcricionais (MARGUERAT E BAHLER,
2010; CARDOSO-SILVA et al., 2014). Também permite revelar, a regulacdo da
expressdo de genes por RNAs ndo codificantes (DJEBALI et al., 2012; MORRIS E
MATTICK, 2014), RNAs potenciadores (LI et al, 2016b) e, em destaque,
simultaneamente novos transcritos e suas isoformas (CARDOSO-SILVA et al., 2014)
e identificar genes diferencialmente expressos entre espécies (MOROZOVA E
MARRA, 2008; CARDOSO-SILVA et al., 2014; STARK et al., 2019), tecidos distintos,
genotipos, condigdes abidticas e estagios de desenvolvimento (HUANG et al., 2017;
OLIVEIRA et al., 2018). A importancia desta técnica em estudos de expresséo génica
se deve ao fato de ser mais barata e facil de implementar comparado a técnica de
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microarray, somada a geragado de dados mais compreensiveis e de alta qualidade,
capturando niveis de expressao quantitativas em todo o transcriptoma (STARK et al.,
2019).

A técnica se inicia pela conversdo de uma populagcdo de RNA, total ou
fracionada, para uma biblioteca de fragmentos de cDNA, e adaptadores ligados em
uma ou em ambas as extremidades. Cada molécula é entdo sequenciada em modo
de alto rendimento, obtendo sequéncias curtas de uma extremidade (sequenciamento
single-end) ou de ambas as extremidades (sequenciamento paired-end). As
sequéncias curtas, chamadas de reads, variam de 30 a 400 pares de bases,
dependendo da tecnologia de sequenciamento de RNA empregada. Apds o
sequenciamento, as reads geradas podem ser alinhadas a um genoma de referéncia
ou transcritos de referéncia, ou montadas de novo, sem o uso de um genoma de
referéncia, e produzem um mapa de transcritos de escala genémica, que consiste na
estrutura transcricional e/ou nivel de expressao de cada gene (WANG et al., 2009).

Em plantas, a primeira espécie vegetal que obteve o sequenciamento do
transcriptoma por RNA-Seq foi Arabidopsis thaliana, utilizando a plataforma 454 da
Roche (WEBER et al., 2007; SCHLIESKY et al., 2012). Apos este trabalho, diversas
espécies vegetais como eucalipto, melédo e diferentes leguminosas também tiveram
seu transcriptoma sequenciado, e os resultados encontrados foram importantes em
identificar marcadores para o melhoramento molecular (NOVAES et al., 2008; GUO et
al.,, 2010; BLAVET et al., 2011; HIREMATH et al, 2011; KAUR et al.,, 2011;
SCHLIESKY et al., 2012). Anos apds, o sequenciamento de A. thaliana pela Roche, a
empresa lllumina também iniciou o sequenciamento de transcriptoma, com espécies
de genoma ja sequenciado (DENYER et al., 2019; FAN et al., 2020; ZAINAL-ABIDIN
et al., 2020). A plataforma entdo foi utilizada para analise de transcriptomas de
especies modelos (FARMER et al., 2021; PARK et al., 2021), e de interesse comercial
(KONG et al., 2020; LIU et al., 2020b; CHEN et al., 2021; XU et al., 2021), incluindo
espécies da familia Poaceae.

Na familia Poaceae, ja estdo depositadas em banco de dados publicos 67
genomas sequenciados, e cerca de 25 milhdes de sequéncias de DNA e RNA (NCBI,
2021). Apesar de apresentar um significativo volume de dados, a maioria das
sequéncias sao derivadas de poucas espécies de importadncia agronémica, como
arroz, milho, trigo e sorgo (SALGADO et al., 2017).
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2.6 ANALISE COMPUTACIONAL PARA AVALIAGAO DA EXPRESSAO
DE GENES DIFERENCIALMENTE EXPRESSOS

Em estudos de analise de genes diferencialmente expressos de
organismos, sao utilizadas ferramentas computacionais que permitem a identificagéo
dos genes envolvidos nas vias bioldgicas de interesse, além de seus niveis de
expressao. A selecao das ferramentas em diferentes etapas da analise leva em
consideragao a espécie estudada, além de recursos computacionais disponiveis para
analise (SAHAEIAN et al., 2017).

De acordo com Stark et al. (2019), as analises computacionais realizadas
podem ser divididas em quatro etapas: (i) mapeamento das reads em um
transcriptoma ou genoma de referéncia; (ii) quantificagao das reads associadas a cada
gene ou transcrito; (iii) normalizagao das contagens, para filtragem de genes de baixa
expressao; (iv) analise estatistica confiaveis relacionadas a expressao diferencial.

A primeira fase é o mapeamento das reads do sequenciamento a um
transcriptoma ou genoma conhecido, convertendo cada read em uma ou mais
coordenadas gendmicas. Diversas ferramentas estdo disponiveis, a exemplo
ferramenta STAR, que inicialmente gera uma indexagcdo do genoma de referéncia, e
em seguida, é feito o mapeamento das reads propriamente dito (DOBIN et al., 2013).
Em algumas espécies, ndo é possivel encontrar um transcriptoma ou um genoma
sequenciado e montado disponivel. Neste caso, as reads sequenciadas podem ser
usadas em uma etapa de montagem do transcriptoma (TRAPNELL et al., 2010).
Ferramentas de montagem como StringTie (PERTEA et al., 2015) utilizam reads
alinhadas a um genoma montado de uma espécie proxima aquela em estudo para
preencher lacunas identificadas nos alinhamentos para derivar os limites dos éxons e
possiveis de regides de splice. Outras ferramentas se baseiam na montagem de novo
do transcriptoma somente nos dados gerados pelo RNA-seq. O software Trinity
(GRABHERR et al., 2011) gera transcritos que sdo organizados em grafos de Bruijn,
0s quais sado utilizados para a montagem do transcriptoma final.

A quantificagdo das reads sequenciadas faz parte da segunda etapa das
analises computacionais. A quantificacdo € feita a partir da contagem das reads
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sequenciadas que sobrepbem genes conhecidos do transcriptoma de referéncia.
Entretanto, alocar reads curtas requer uma etapa de estimativa, para evitar que
sequéncias sejam atribuidas de forma ambigua a uma isoforma especifica (VIJAY et
al., 2013). Também estao disponiveis ferramentas de quantificagcdo que descartam a
etapa de alinhamento, como o Salmon (PATRO et al., 2017). As ferramentas tém
demonstrado bom desempenho em caracterizar transcritos mais abundantes, porém
sd0 menos precisos em quantificar transcritos menos abundantes ou curtos (WU et
al., 2018).

Na terceira fase, € possivel filtrar e normalizar transcritos de acordo com o
padrao de expressao e viés técnico (RISSO et al., 2011; WAGNER et al., 2012; RISSO
etal., 2014). Transcritos que apresentem baixa abundéncia sdo detectados e filtrados,
permitindo a detec¢cdo de maior acuracia de verdadeiras expressdes diferenciais
(BOURGON et al., 2010). Essa etapa geralmente esta presente em pacotes de
analises estatisticas de diferenciacao de expressao, que € a ultima fase de analise.

A partir da contagem de reads obtidas na segunda fase, & feita uma
modelagem para determinar quais transcritos presentes tém mais chance de terem
mudado seu nivel de expressio. Diversas ferramentas podem ser usadas, a exemplo
do pacote “DESeq2” (LOVE et al., 2014) encontrado no programa R (http://www.R-

project.org), que avalia a expressao a nivel génico.

2.7 CARACTERIZAGAO DO GENERO Urochloa E DA ESPECIE

Urochloa humidicola

O género Urochloa pertence a familia Poaceae, tribo Paniceae, e possui
cerca de 120 espécies (WATSON E DALLWITZ, 1992; VIGNA et al., 2016a),
distribuidas em regides tropicais e subtropicais dos continentes americanos, asiatico,
na Oceania e, especialmente, no continente africano (KELLER-GREIN et al., 1996;
KARIA et al., 2006).

O género sofreu algumas mudangas nas ultimas décadas, principalmente
pela incorporacdo de algumas espécies pertencentes ao género Brachiaria. TORRES
GONZALEZ E MORTON (2005) estudaram as relagdes filogenéticas de espécies
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identificadas nos géneros Urochloa e Brachiaria por meio de analises moleculares da
regidao ITS (Internal Transcribed Space) de DNA ribossomal e de caracteristicas
morfologicas. Neste trabalho, o género Brachiaria foi classificado como um grupo
monofilético dentro de Urochloa, formando um complexo Urochloa-Brachiaria.

Algumas espécies do género sdo conhecidas como gramineas forrageiras
tropicais amplamente cultivadas na América do Sul, Australia e leste da Asia (MILES
et al., 1996; KUWI et al., 2018). Reunem caracteristicas importantes como alta
producédo de forragem (BOGDAN et al., 1977; KUWI et al., 2018), excelente qualidade
nutricional e ampla adaptabilidade (MILES et al., 1996; KUWI et al., 2018). No Brasil,
0 género tornou-se economicamente importante nos ultimos 30 anos, viabilizando a
atividade pecuaria nos solos acidos e de baixa fertilidade natural do cerrado (DO
VALLE et al., 2009a). As espécies de maior destaque no pais foram introduzidas da
Africa, e sdo responsaveis por 85% das pastagens cultivadas no pais (DO VALLE et
al., 2008; VIGNA et al., 2016a).

Os avancos de produtividade da bovinocultura no Brasil se deram em parte
pela contribuigdo dada pelos programas de melhoramento através da disponibilizagao
de cultivares adaptadas a diferentes regides (DO VALLE et al., 2008; VIGNA et al.,
2016a). Os programas visam a obtenc&o de cultivares produtivas e persistentes, com
boa qualidade nutricional, adaptacado a estresses bidticos e abidticos, producao de
sementes de boa qualidade, adaptagédo ao pastejo, assegurando a transformacao da
pastagem em proteina animal de alto valor (PEREIRA et al., 2001; KARIA et al., 2006;
DO VALLE et al., 2009a).

A espécie Urochloa humidicola (Rendle) Morrone & Zuloaga (sinonimia
Brachiaria humidicola) (Figura 4) € muito utilizada em pastagens no Brasil e em outros
ambientes tropicais, particularmente em solos acidos e areas mal drenadas (KELLER-
GREIN et al., 1996; VIGNA et al., 2016a), ou areas com inundagdo sazonal
(JUNGMANN et al., 2010). U. humidicola é adaptada a sistemas de baixo nitrogénio e
cresce bem na presenga de aménia ou nitrato (CASTILLA E JACKSON, 1991; NUNEZ
et al., 2018), diferente de algumas culturas vegetais que crescem melhor em lugares
suplementados com nitrato (MARSCHNER, 1995; RAO et al., 1996; NUNEZ et al.,
2018). Esta espécie tem o centro de origem e dispersdo na Africa oriental
(JUNGMANN et al., 2010), e é caracterizada como uma planta perene estolonifera,
com caules estreitos e finos, e folhas estreitas e glabrosas (MILES et al., 2004,
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JUNGMANN et al., 2010). O modo reprodutivo dominante da espécie € por apomixia
aposporica pseudogamica que, embora facultativa, prevalece sobre o modo sexual
(JUNGMANN et al., 2009).

4

BRS Tupi

(Brachiaria humidicola)

Figura 4: Representacao da espécie Urochloa humidicola, cultivar BRS Tupi.

U. humidicola € uma espécie poliploide, com numero basico cromossémico
de x=6 (ADAMOWSKI et al., 2007; BOLDRINI et al., 2009a; BOLDRINI et al., 2009b;
BOLDRINI et al., 2010; VIGNA et al., 2016b) sendo encontrados em biotipos sexuais
individuos hexaploides (2n=6x=36). Em individuos apomiticos, as ploidias
encontradas variam de hexa a nonaploides (2n=9x=54) (JUNGMANN et al., 2009).

A identificagcdo de U. humidicola se confunde a identificacdo da espécie
Urochloa dictyoneura. De acordo com Tropicos®, o banco de dados de nomenclatura
do Missouri Botanical Garden, U. humidicola ja foi classificada como Brachiaria
dictyoneura (Fig. e De Not.) Veldkamp, por Veldkamp (1996) e Brachiaria dictyoneura
subespécie humidicola (Rendle) Catasus, por Catasus Guerra (2001). Atualmente, a
espécie recebeu a nomenclatura de Urochloa humidicola (Rendle) Morrone e Zuloaga,
por Zuloaga e Morrone (2003), e Brachiaria humidicola (Rendle) Schweick é
considerada sinonimia para a espécie.

Assim como outras espécies de Urochloa introduzidas no Brasil, U.
humidicola faz parte do Programa de Melhoramento de Forrageiras Tropicais da
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Embrapa Gado de Corte, em Campo Grande, Mato Grosso do Sul. O programa ja
realizou estudos de avaliagbes agrondmicas e morfoldgicas, assim como estudos
acerca do modo reprodutivo e da citogenética da espécie, e os resultados encontrados
permitiram que o germoplasma desta forrageira fosse explorado e utilizado no
melhoramento genético (JUNGMANN et al., 2010).

Apesar da importancia forrageira da espécie e do género Urochloa, poucos
trabalhos de informacgdes genéticas de Urochloa humidicola sao relatados na literatura
(SALGADO et al., 2017). Geralmente, os estudos envolvem a avaliagdo das espécies
do género, seja por meio de identificagdo da diversidade genética dentro do grupo
(TRIVINO et al., 2017; KUWI et al., 2018), seja por validacdo de marcadores
moleculares (SOUZA et al., 2018). Alguns trabalhos especificos de sequenciamento
do transcriptoma de U. humidicola foram relatados, como o de Vigna et al. (2016a),
que avaliaram genes expressos em dois genaotipos divergentes da espécie, um sexual
e um apomitico facultativo, e foram identificados unigenes relacionados a biossintese

de lignina, a fotossintese de C4 e a resposta ao estresse por encharcamento.

2.8CARACTERIZAGAO DO GENERO Cenchrus E DA ESPECIE

Cenchrus purpureus

O género Cenchrus pertence a familia Poaceae, subfamilia Panicoideae e
tribo Paniceae (PEREIRA et al., 2016a) e, nas ultimas décadas, algumas alteragdes
foram sugeridas ao grupo. Desde 2009, alguns estudos buscaram elucidar a relagéao
entre Cenchrus e Pennisetum, dois géneros considerados como intimamente
relacionados (VERLOOVE, 2012; VELDKAMP, 2014). Dentre eles, destaca-se o
trabalho realizado por Chemisquy et al. (2010), no qual avaliaram 51 espécies
pertencentes a oito géneros da subfamilia Panicoideae: Cenchrus, Pennisetum,
Odontelytrum, Ixophorus, Paspalidium, Setaria, Stenotaphrum e Rupichloa. Os
resultados obtidos foram que os géneros Cenchrus e Pennisetum formariam um grupo
monofilético, os quais sustentaram fortemente a unificagdo dos dois grupos em um
unico género. Fundamentados nestes estudos, taxonomistas propuseram a existéncia
apenas do género Cenchrus (CHEMISQUY et al. 2010; GUTIERREZ, 2015; PEREIRA



39

et al., 2016a), e uma nova nomenclatura para as espécies antes pertencentes ao
género Pennisetum (PEREIRA et al., 2016a).

Dadas estas mudangas, o capim-elefante (Figura 5) é descrito atualmente
como Cenchrus purpureus (Schumach.) Morrone, sinonimia de Pennisetum
purpureum Schumach. (STAPT E HUBBARD, 1934; PEREIRA et al., 2016a). A
espécie ocorre naturalmente em uma extensa area da Africa Oriental, principalmente
nos territorios de Guiné, Mogambique, Angola, Zimbabue e sul do Quénia, sendo esta
regido considerada como o centro de origem e de diversidade genética do capim-
elefante (FERREIRA E PEREIRA, 2005; CAVALCANTE E LIRA, 2010). E uma
graminea perene, de habito e crescimento cespitoso, atingindo de dois a seis metros
de altura (NASCIMENTO JUNIOR, 1981; ALCANTARA E BUFARAH, 1983; DERESZ,
1999b; PEREIRA et al., 2016a). A espécie € predominantemente aldgama, com alto
nivel de heterozigose. A propagacédo vegetativa € a forma mais comum de
propagacéo, pois as sementes sdao geralmente de baixa germinagdo e, quando
germinam, nascem plantas com baixo vigor (PEREIRA et al., 2010). C. purpureus é
alotetraploide, com 2n=4x=28 (BRUNKEN, 1997; DAVIDE et al., 2007), de numero
basico cromossémico x=7 (MANARA, 1973) e apresenta um dos seus genomas
parcialmente homodlogo ao do milheto (Cenchrus americanus, 2n=2x=14) (DUJARDIN
E HANNA, 1985; REIS, 2016).

O capim-elefante € uma espécie com alta taxa fotossintética e eficiéncia no
uso da agua, pela caracteristica das folhas estreitas e eretas que permitem maior
penetracdo da luz através do perfilho vegetal (ALCANTARA E BUFARAH, 1983;
ANDERSON et al., 2008; KANDEL et al., 2016). Essas caracteristicas, associadas a
boa qualidade, palatabilidade, vigor, persisténcia, boa adaptagdo aos diversos tipos
de solo, e elevada produgdo de matéria seca (SOUZA SOBRINHO et al., 2005),
permitiram que a forrageira tivesse grande aceitagao na alimentagao bovina (HANNA
E SOLLENBERGER, 2007; YASUDA et al., 2014), contribuindo para o aumento da
producdo de leite (DERESZ, 1999a) e de carne no Brasil (PEREIRA et al., 2001,
SOUZA SOBRINHO et al., 2005). Além disso, a forrageira também € utilizada na
producédo de bioenergia, pois possui alta eficiéncia na conversao de luz em biomassa,

alta eficiéncia no uso da agua e no uso de nitrogénio (TAYLOR et al., 2010).
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Figura 5: Representacao da espécie Cenchrus purpureus.

Dada a importancia dessa espécie em dois setores da economia, a
Embrapa Gado de Leite desenvolve, desde 1991, um programa de melhoramento
genético do capim-elefante (PEREIRA et al., 2010). O melhoramento da espécie
busca obter novas combinagdes génicas para atender a demanda nacional por
cultivares de forrageiras superiores, agregando caracteristicas como maior velocidade
de crescimento, tolerancia a solos de baixa fertilidade, distribuicdo mais equitativa da
producdo de matéria seca durante o ano, além de resisténcia a cigarrinhas das
pastagens (PEREIRA et al., 2003; PEREIRA et al., 2010; REIS, 2016). Na produgao
de energia mecanica, os materiais sdo avaliados observando-se a concentracéo de
celulose, hemicelulose e lignina, que influenciam diretamente na eficiéncia da
producdo de etanol celulésico. No ambito da produgdo de energia térmica, o
melhoramento do capim-elefante visa materiais que apresentam alta relagdo de
carbono:nitrogénio, elevado potencial de producdo e baixo teor de proteina. Mais
especificamente, os materiais sdo selecionados a partir de fatores como umidade,

cinzas, matéria volatil, poder calorifico superior e poder calorifico inferior, além de
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concentrag&o de hidrogénio, nitrogénio, carbono e oxigénio, para que sejam utilizados
como fonte de producgéo de geracdo de energia térmica (PRONOBIS, 2006).

Apesar de sua importancia em diferentes setores da economia,
principalmente no Brasil, o capim-elefante é considerado uma espécie 6rfa, pois séo
poucas informagdes encontradas na literatura a nivel molecular. Os primeiros estudos
de RNA-Seq envolvendo a espécie foram focados principalmente na identificagéo de
marcadores moleculares. Zhou et al. (2018) sequenciaram o RNA de dois gendtipos
dessa espécie para selecdo de marcadores moleculares especificos para capim-
elefante. Nos Uultimos anos, novos estudos foram publicados voltados para a
descoberta de genes envolvidos em rotas importantes. Zhang et al. (2020) estudaram
diferentes tempos de desenvolvimentos em caules de capim-elefante para a
compreensao de genes reguladores da sintese de moléculas da lignocelulose. Ja Yan
et al. (2021a) avaliaram duas cultivares contrastantes de C. purpureus para a
identificacdo de genes associados ao processo de alongamento do internd, para o
desenvolvimento de gramineas de maior eficiéncia energética. Informagdes acerca do
genoma sequenciado da espécie sdo ainda mais escassas, com o trabalho
recentemente publicado por Yan et al. (2021b) o primeiro descrito na literatura. Por
todos os motivos apresentados, é imprescindivel que novas pesquisas tragam
informacdes moleculares de capim-elefante, que serdo fonte de estudos no

melhoramento da espécie no desenvolvimento de cultivares.

2.9MARCADORES MOLECULARES

Com a constante demanda de culturas que atendem a diferentes
necessidades do mercado, melhoristas do mundo todo vém, a cada ano, utilizando
diferentes metodologias para a selecdo dos melhores materiais. Caracteristicas como
estrutura da semente, cor da flor e habito de crescimento podem ser usados como
marcadores morfolégicos de diferentes culturas a partir da visualizagdo; porém, é
dependente do estagio de crescimento vegetal e de fatores ambientais (NADEEM et
al., 2018). Marcadores citologicos, que avaliam variagdes presente no numero,

tamanho, formato e posi¢cao dos cromossomos, e marcadores bioquimicos, que estao
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relacionados a isoenzimas (NADEEM et al., 2018), s&o técnicas laboratoriais que
auxiliaram na identificacdo de variedades genéticas de culturas como videira (ROYO
et al., 1997; IQBAL et al., 2021), mandioca (SUMARANI et al., 2004; IQBAL et al.,
2021) e alho (IPEK et al., 2003; IQBAL et al., 2021).

Nas ultimas décadas, os marcadores moleculares sado as principais
ferramentas utilizadas por melhoristas a fim de se identificar caracteristicas de
interesse agrondmico de diversas espécies, como arroz (MACKILL et al., 1999;
GARRIDO-CARDENAS et al., 2018), milho (ORTIZ, 2010; SUWARNO et al., 2015;
GARRIDO-CARDENAS et al., 2018) e trigo (LANDJEVA et al., 2007; GARRIDO-
CARDENAS et al., 2018). Estes marcadores séo formados a partir de variagdes na
sequéncia de nucleotideos, e por isso permitem a investigagdo de polimorfismo
presente nas sequéncias de diversos individuos (NADEEM et al., 2018). Nesta
categoria de marcadores, estédo presentes técnicas que sdo baseadas na hibridizag&o
(LANDER E BOTSTEIN, 1989; GARRIDO-CARDENAS et al., 2018), como Restriction
Fragment Length Polymorphism (RFLP); técnicas baseadas em PCR (O’'HANLON et
al., 2000; GARRIDO-CARDENAS et al., 2018), como Random Amplified Polymorphic
DNA (RAPD), Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) e Simple Sequence
Repeat (SSR); e técnica de marcadores baseados na sequéncia (GANAL et al., 2009;
GARRIDO-CARDENAS et al., 2018), por exemplo Single Nucleotide Polymorphism
(SNP).

SSR, ou microssatélites, sdo marcadores amplamente distribuidos no
genoma, sendo também encontrados em cloroplastos (PROVAN et al., 2001,
GARRIDO-CARDENAS et al., 2018), mitocondrias (RAJENDRAKUMAR et al., 2007;
GARRIDO-CARDENAS et al., 2018) e em genes codificantes de proteinas e tags de
sequéncias expressas (MORGANTE et al., 2002; NADEEM et al., 2018). Por estar
presente em diferentes organelas e moléculas celulares, somada a caracteristicas
como alto nivel de polimorfismo e natureza co-dominante (ADAMS et al., 2006;
RODRIGUEZ et al., 2010; WANG et al., 2012; HSU et al., 2013; ZHANG et al., 2014;
LIU et al., 2020b), este marcador se tornou a principal ferramenta em diversos
trabalhos. Na literatura, encontram-se trabalhos com SSR para estudos de filogenia e
evolugdo de marcadores cloroplastidiais (WANG et al., 2011; DONG et al., 2012;
NADEEM et al., 2018), investigacdo de diversidade genética e heterose (WU et al.,
2013; NADEEM et al., 2018), fluxo génico (LIU et al., 2020b; LU et al., 2021), genética
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de populagdes (ZHAI et al., 2018; BELALIA et al., 2019; LIU et al., 2020b), e genética
da conservagao (YASODHA et al, 2018; LIU et al, 2020b). No campo do
melhoramento vegetal, o marcador esta presente em estudos de mapeamento de QTL
(Quantitative Trait Loci) (NADEEM et al., 2018; SU et al., 2018; CHOI et al., 2019) e
no fingerprint do DNA, que se tornou importante na identificagao de cultivares.

2.10 FINGERPRINT DO DNA

Diversas espécies vegetais de interesse econémico sao objetos de estudo
para o desenvolvimento de cultivares que apresentem caracteristicas especificas,
como por exemplo maior produgao de matéria seca e resisténcia a estresse. A partir
do desenvolvimento dessas cultivares, sementes e/ou mudas das cultivares séo
comercializadas. Porém, nem sempre o que € vendido apresenta as caracteristicas
iniciais das cultivares melhoradas.

Para garantir a pureza genética das sementes e mudas, e
consequentemente proteger a propriedade intelectual, € necessario que seja feita uma
identificacdo precisa da cultivar comercializada (SATTURU et al., 2018; NIE et al.,
2019).

Inicialmente, a avaliacdo da qualidade e pureza de cultivares era baseada
na observagao de caracteristicas morfoloégicas (HWANG et al., 2020; IQBAL et al.,
2021), como formato, cor e tamanho de frutos, pubescéncia das folhas e numero de
flores por inflorescéncia (WALSH E HOOT, 2001; IQBAL et al., 2021). Porém, essa
classificagao baseada na morfologia € um processo demorado, pois as caracteristicas
sdo observadas ao longo do crescimento vegetal (SATTURU et al., 2018). Além disso,
esses tracos podem sofrer efeito da interagdo gendtipo ambiente, dificultando ainda
mais a identificacdo (BORA et al., 2016; SATTURU et al., 2018; IQBAL et al., 2021).

A partir da necessidade de se classificar as cultivares de maneira mais
precisa, eficiente e confiavel (IQBAL et al., 2019; IQBAL et al., 2021; TIAN et al., 2021),
pesquisadores voltaram suas pesquisas na identificagdo de caracteristicas unicas
presentes no genotipo das plantas. Para isso, foram utilizados como ferramentas
marcadores moleculares encontrados no DNA para a identificacdo de variedades
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(JAMIL et al., 2020a; IQBAL et al., 2021) que ficou conhecido como fingerprint do DNA
(IQBAL et al., 2021). Marcadores moleculares como RAPD e AFLP foram, no passado,
usados para a identificagao de fingerprint no DNA de culturas importantes como milho,
trigo, arroz, algodao e soja (SALEM et al., 2007; ZARGAR et al., 2017; IQBAL et al.,
2019; IQBAL et al., 2021). Nos ultimos anos, o fingerprint no DNA de cultivares é
baseado na utilizagdo de marcadores SSR. Algumas caracteristicas como alto nivel
polimérfico, co-dominéncia e serem amplamente distribuidos no genoma (LIU et al.,
2020a; HWANG et al., 2020) tornaram esse marcador confiavel para a caracterizagéo
de cultivares (BANG et al., 2011; HWANG et al., 2020), como cevada, soja, trigo,
palmeira, arroz, milho (WANG et al., 2011; JAMIL et al., 2020a; JAMIL et al., 2020b;
IQBAL et al., 2021), hortalicas (TSAI et al., 2013; XIE et al., 2011a; XIE et al., 2011b;
NIE et al., 2019) e forrageiras (TEHRANI et al., 2009; HERMANN et al., 2010; JIANG
et al., 2013; NIE et al., 2019).

Uma barreira importante na descoberta de marcadores microssatélites em
espécies vegetais € a identificacdo dessas regides, que séo realizadas geralmente
nos genomas. O genoma sequenciado em banco de dados ja é realidade em espécies
importantes, como Arabidopsis thaliana, milho, arroz, trigo, soja, e muitos outros.
Porém, em espécies pouco estudadas, o sequenciamento do genoma ainda n&o esta
disponivel, pois necessita um maior investimento se comparado a outras técnicas de
descoberta de marcadores. Como forma de contornar esse problema, o
sequenciamento do RNA pode ser uma ferramenta mais rapida, facil e de melhor
custo-beneficio (TAHERI et al., 2018; LIU et al., 2020a). Um estudo publicado por Liu
et al. (2020a) desenvolveram 16 marcadores microssatélites a partir do
sequenciamento do transcriptoma de Angelica dahurica, que foram importantes na
investigacéo da diversidade genética da espécie e suas cultivares. Para a descoberta
de SSRs em Lolium multiflorum, Pan et al. (2018) basearam-se no RNA-Seq para a
identificacdo de 50 marcadores, que foram posteriormente testados em espécies de
Lolium e Fetusca.

Urochloa humidicola e Cenchrus purpureus sao espécies utilizadas na
alimentagao de bovinos no Brasil, e que ao longo dos anos, foram desenvolvidas
cultivares a fim de atender a necessidade do mercado de forrageiras. Segundo Vigna
et al. (2016a), trés cultivares de Urochloa humidicola estao disponiveis no Brasil (Tully,
Llanero e BRS Tupi). Ja para Capim-Elefante, quatro cultivares estdo disponiveis
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atualmente (BRS Kurumi, BRS Canara, BRS Capiagu e Pioneiro). Assim como visto
em outras culturas, um dos problemas encontrados neste mercado € a garantia da
pureza das cultivares, e um diagndstico genético a partir da identificagéo do fingerprint
do DNA exclusivo de cada cultivar pode ser uma ferramenta muito util. Sendo assim,
o RNA sequenciado das espécies para a investigagdo de genes relacionados a
producédo de lignina podem servir como base para a descoberta e o desenvolvimento
de marcadores SSRs que, posteriormente, serdo uteis na classificacdo das diversas

cultivares.



46

3 OBJETIVOS

3.10BJETIVO GERAL

Identificar genes relacionados a producédo de lignina diferencialmente
expressos e marcadores microssatélites nas espécies Urochloa humidicola e

Cenchrus purpureus.

3.20BJETIVOS ESPECIFICOS

1. Identificar genes diferencialmente expressos em amostras contrastantes
para producao de lignina em Urochloa humidicola e Cenchrus purpureus;

2. Anotar as fungdes génicas dos genes diferencialmente expressos
identificados em U. humidicola e C. purpureus;

3. Identificar marcadores microssatélites nos transcriptomas de U. humidicola
e C. purpureus;

4. Desenhar primers de microssatélites para amplificacdo dos marcadores
moleculares em ambas as espécies;

5. Testar a amplificacdo dos pares de primers de microssatélites selecionados
em U. humidicola e capim-elefante;

6. Avaliar o polimorfismo dos marcadores microssatélites identificados entre

as cultivares de capim-elefante langadas pela Embrapa.



CAPITULO 1: ANALISE DA EXPRESSAO GENICA EM Urochloa humidicola
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1.1 INTRODUGAO

O género Urochloa possui espécies importantes de gramineas forrageiras
tropicais na Austrélia, leste da Asia e na América do Sul (MILES et al., 1996; KUWI et
al., 2018). No Brasil, as espécies do género contribuiram muito para o aumento da
atividade pecuaria em solos acidos e de baixa fertilidade natural do Cerrado (DO
VALLE et al., 2009a), e estdo presentes em 85% das pastagens cultivadas no pais
(DO VALLE et al., 2008; VIGNA et al., 2016a).

Dentre as espécies encontradas no Brasil, pode-se ressaltar Urochloa
humidicola, que se adaptou a solos acidos e areas mal drenadas (KELLER-GREIN et
al., 1996; VIGNA et al., 2016a) e a presenga de amoénia ou nitrato (CASTILLA E
JACKSON, 1991; NUNEZ et al., 2018). E uma espécie preferencialmente apomitica,
com ploidia variando de hexa a nanoploides (JUNGMANN et al., 2009).

A espécie faz parte do Programa de Melhoramento de Forrageiras
Tropicais da Embrapa Gado de Corte, que visa desenvolver cultivares melhoradas
geneticamente que atendam as demandas do mercado de forrageiras (JUNGMANN
et al., 2010). Dentro do programa, algumas caracteristicas sao avaliadas, como a
digestibilidade do material vegetal em rumens de bovinos. Um material de melhor
qualidade € aquele que possui maiores concentragdes de compostos nutritivos, como
proteinas e vitaminas, e menores concentragdes de fibras, compostas principalmente
por polimeros de lignina encontrados nas paredes celulares vegetais (WAGHORN E
CLARK, 2004; LEE et al., 2017). Assim, o conhecimento a partir da identificagdo de
fatores que contribuem para a produgao de lignina em U. humidicola pode ser uma
importante ferramenta para o desenvolvimento de cultivares de melhor digestibilidade,
com impactos diretos na produtividade da bovinocultura.

Ao longo dos anos, os processos envolvidos na producéo de lignina foram
revelados, e em espécies como Populus (YE et al., 2020), sorgo (TETREAULT et al.,
2020) e Panicum virgatum (RAO et al., 2019), ja existem estudos que revelam a
expressao de genes ja descritos como reguladores da via (BOERJAN et al., 2003; XU
et al., 2009). A sintese de lignina é iniciada pela desaminagdo do aminoacido
fenilalanina (KOUKOL E CONN, 1961; DA SILVA, 2019), catalisada pela enzima PAL
(BOERJAN et al., 2003). Em continuagdo ao processo, enzimas como 4CL, CCR,
HCT, CAD, CCoAOMT, F5H e COMT estéo presentes para a formagao das unidades
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p-hidroxifenil (H), siringil (S) e guaiacil (G). As unidades sintetizadas sdo ent&o
adicionadas ao polimero de lignina em construgdo, processo conhecido como
lignificacdo (BOERJAN et al., 2003).

A técnica de sequenciamento de RNA (RNA-seq) é frequentemente
utilizada em trabalhos de analise de genes diferencialmente expressos (STARK et al.,
2019). A eficiéncia da técnica pode ser vista em estudos de espécies como arroz
(KONG et al., 2020), Arabidopsis thaliana (FARMER et al., 2021; PARK et al., 2021)
e milho (FAN et al., 2020), contribuindo no conhecimento de vias e expressdo de
genes de interesse para o desenvolvimento de variedades de espécies de interesse
econdmico.

O objetivo deste trabalho €& conhecer o nivel de expressdo de genes
associados a via de biosintese de lignina, por meio do sequenciamento dos RNAs de
oito gendtipos selecionados de Urochloa humidicola, que apresentem diferencas na

concentrac&o de lignina.
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1.2 MATERIAL E METODOS

1.2.1 MATERIAL VEGETAL E QUANTIFICAGAO DE LIGNINA

A selegao dos genotipos de U. humidicola foi feita a partir de dados do
historico de producéo de lignina (Tabela 1) realizado pelo Programa de Melhoramento
de Forrageiras da Embrapa Gado de Corte, situada na cidade de Campo Grande,
Mato Grosso do Sul. Anualmente, todos os materiais pertencentes ao programa de
melhoramento sdo avaliados a campo com relagao as caracteristicas bromatolégicas
na estagdo das aguas e de seca, 60 dias apds o corte de uniformizagdo. A
quantificacédo de lignina é realizada por meio das metodologias de espectroscopia no
infravermelho proximo (NIRS) e por via umida (GOERING E VAN SOEST, 1967).
Foram selecionados oito gendtipos apomiticos, separados em dois grupos: grupo com
maior produgéo de lignina (quatro gendétipos) e grupo com menor produgéo de lignina

(quatro gendtipos).
Tabela 1: Lista dos oito gendétipos de Urochloa humidicola pertencentes ao Programa de Melhoramento
de Forrageiras da Embrapa Gado de Corte utilizados no sequenciamento de RNA.

Genétipo U. humidicola Ploidia Classificagao - Produgao

de lignina
BRA000540 X Baixa
BRA005029 6X Baixa
BRA005053 X Alta
BRA004959 X Baixa
BRA001929 X Alta
6 A — H048 7X Alta
BRA005100 6X Baixa

BRA006149 X Alta
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1.2.2 COLETA DE AMOSTRAS E EXTRAGAO DE RNA

A coleta para a realizagéo da extracao do RNA total foi realizada a partir da
segunda folha completamente expandida (Figura 4), e o material utilizado foi
previamente limpo com alcool 70% e RNase Away® (Life Technologies, Carlsbad,
Estados Unidos). Em seguida, as folhas selecionadas foram colocadas em tubos de
2mL com 1mL de solucdo RNA/ater® (Life Technologies, Carlsbad, Estados Unidos),
e armazenadas a -20°C.

As folhas de todos os acessos foram entdo maceradas em nitrogénio
liquido, sendo todo o material utilizado na maceragao previamente higienizado com o
reagente RNase Away® (Life Technologies, Carlsbad, Estados Unidos), para eliminar
qualquer contaminagado da enzima RNase no processo.

O RNA das folhas jovens de U. humidicola maceradas foi extraido
utilizando RNeasy® Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden, Alemanha), seguindo o protocolo
do kit. Ao final do processo, 0 RNA extraido foi ressuspendido em 50uL de agua livre
de RNase fornecido pelo kit, e aliquotado em cinco tubos de 0,5mL, com os seguintes
volumes: um tubo com 3L, um tubo com 2pL, e trés tubos com 15uL cada.

A concentragdo de RNA foi estimada por leitura em Nanodrop 1000
(Thermo Fisher, Waltham, Estados Unidos), com os comprimentos de onda de 260 e
280 nm.

A integridade do RNA foi estimada utilizando o equipamento Agilent 2100
Bioanalyzer e kit RNA 600 Nano (Agilent Technologies, Santa Clara, Estados Unidos),
de acordo com especificagdes do fabricante.
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Figura 6: Morfologia de um perfilho em gramineas. Adaptado de Matthew et al. (2001).

Para a avaliagdo das quantidades de FDA e lignina no momento da
coleta, as folhas selecionadas foram avaliadas seguindo a metodologia proposta por
Goering e Van Soest (1967).

1.2.3 MONTAGEM DE BIBLIOTECA DE cDNA

As amostras selecionadas para o sequenciamento foram baseadas nos
valores de RIN superiores a 6,4 e quantidade de RNA superior a 1000 ng. Seguindo
esse critério, as oito amostras de U. humidicola foram sequenciadas.

As etapas de conversdo de RNA em cDNA e construgéo das bibliotecas e
sequenciamento utilizando a tecnologia lllumina HiSeq2500 foram desenvolvidas pela
empresa BIODOME.

As bibliotecas de DNA complementar (cDNA) foram preparadas de acordo
com o protocolo lllumina TruSeq Stranded mRNA Sample Prep LT. Inicialmente, as
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amostras de RNA foram purificadas usando esferas magnéticas ligadas a oligo-dT,
que tem como funcgéo a separagdo do RNA mensageiro (mMRNA) pela ligagao a cauda
poli-A contida na molécula. Em seguida, o mRNA purificado foi fragmentado e ligado
a primers para seguir com a sintese de cDNA. A primeira fita de cDNA foi sintetizada
a partir dos RNAs fragmentados, utilizando a enzima SuperScript Il Reverse
Transcriptase (lllumina). A sintese da segunda fita de cDNA foi realizada por meio do
Second Strand Marking Master Mix, que ao final desta etapa, produziu cDNA com
extremidades abruptas ligadas a esferas magnéticas. O cDNA foi entdo adenilado nas
extremidades 3’ das fitas por meio do A-Tailing Mix (lllumina), evitando assim que as
fitas se ligassem durante a reagédo de ligacdo de adaptadores. Um nucleotideo de
timina correspondente na porgéo 3’ dos adaptadores forneceu a ligagdo complementar
aos fragmentos adenilados, evitando a formagédo de quimeras no processo. Com o
cDNA ligado aos adaptadores, foi feita a hibridizagao dos fragmentos de cDNA na flow
cell, realizada por meio de Ligation Mix (lllumina), que permite que os adaptadores
encontrados nos fragmentos de cDNA se hibridizem aos adaptadores encontrados na
flow cell. Ao final, as bibliotecas foram purificadas e amplificadas por PCR, pela ligagéo
de primers aos adaptadores, na seguinte condigédo: 98°C por 30 s, 15 ciclos de 98°C
por 10 s, 60°C por 30 s e 72°C por 30 s, seguido por 72°C por 5 min.

A biblioteca produzida foi avaliada no equipamento Bioanalyzer 2100
(Agilent Technologies) utilizando DNA 1000 chip (Agilent Technologies), para
avaliacao da qualidade da biblioteca. As amostras consideradas 6timas apresentaram
uma banda de aproximadamente 260 pb.

1.2.4 SEQUENCIAMENTO DE mRNA (RNA-Seq)

O sequenciamento foi realizado com tecnologia de nova geragao, utilizando
o equipamento HiSeq 2500 (lllumina). A metodologia baseou-se no sequenciamento
por sintese, no qual cada base nitrogenada é identificada logo que é adicionada a
cadeia recém-formada, por meio da enzima DNA polimerase. As amostras ligadas a
adaptadores especificos sdo complementares a oligos presentes na superficie da
HiSeq Flow Cell v4 (lllumina) e amplificadas, produzindo clusters (agrupamentos) de
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fragmentos iguais. Em seguida, a sequéncia dos clusters foi identificada por meio do
HiSeq SBS Kit v4 (lllumina), com leituras pareadas de 100 pb (2x), de acordo com
recomendagdes do fabricante. Essa metodologia permitiu a deteccdo dos
nucleotideos, complementares as sequéncias dos clusters e marcados por
fluorescéncia, apos sua incorporagcao a cada ciclo da reacdo, pela excitacdo da

fluorescéncia acoplada.

1.2.5 ANALISE DE DADOS

1.2.5.1 Controle de Qualidade das bibliotecas

ApoOs o sequenciamento, as bibliotecas geradas foram entdo avaliadas
guanto a qualidade do sequenciamento. O controle de qualidade foi realizado por meio
do software FastQC v0.11.8 (Babraham Bioinformatics, Babraham, Inglaterra),
utilizando os arquivos de formato FASTQ. Para cada amostra analisada, um grafico
de Whisker foi gerado, utilizando o Phred quality score. O valor de Phred avalia a
confiabilidade dos dados, atribuindo um valor de probabilidade de erro do

sequenciamento para cada nucleotideo.

1.2.5.2 Montagem de novo do transcriptoma

U. humidicola € uma espécie que n&o apresenta genoma de referéncia
relatado na literatura. Em casos similares, utiliza-se de recursos como a montagem
de novo, ou seja, as sequéncias do RNA em estudo s&o usadas para a constru¢ao do
transcriptoma.

Neste trabalho, foram utilizadas duas abordagens: a primeira, pelo software
Trinity v 2.8.4 (GRABHERR et al.,, 2011), produzindo o transcriptoma a partir da
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construcéo e processamento de grafos de Bruijn. A esta estratégia foram adicionados
um comando da ferramenta Trimmomatic (BOLGER et al, 2014) (-
quality_trimming_params "ILLUMINACLIP:/apps/trinity/20180912-2.8.4/share/trimmo
matic/adapters/TruSeq3-PE.fa:3:20:10:1:true  SLIDINGWINDOW:4:13 LEADING:3
TRAILING:3 MINLEN:50"), que elimina possiveis resquicios de adaptadores utilizados
no sequenciamento do RNA, e uma etapa de normalizagao para cada par de .fastq
analisado (--normalize_by read_set).

A segunda abordagem foi realizada pelo assembler Stringtie v 2.0.4
(PERTEA et al., 2015), que utiliza arquivos no formato BAM para a montagem. Este
formato de arquivo € gerado em programas de alinhamento como o STAR v 2.5.2b
(DOBIN et al., 2013), que realiza sua fungdo a partir da indexagdo de um genoma de
referéncia. Devido a auséncia de um genoma de referéncia, como foi relatado
anteriormente, foi selecionada a espécie Urochloa ruziziensis (GCA_015476505.1)
como referéncia para Urochloa humidicola, ja que é considerada uma espécie
préxima.

Um unico transcriptoma foi formado para ser a base das préximas analises,
combinando os dados produzidos pelo Trinity e Stringtie. Para essa etapa, a
ferramenta PASA v 2.2 (HAAS et al., 2003) foi adotada. Para informar que o
transcriptoma pelo Trinity foi montada de forma direcionada, foi adicionado o comando
--transcribed_is_aligned_orient, além de informar e classificar todas as variagdes de
splicing alternativos, os quais n&o ficam totalmente evidentes nas montagens

realizadas, por meio do comando --ALT_SPLICE.

1.2.5.3 Indexacao e Mapeamento de sequéncias

O mapeamento das sequéncias foi realizado para fornecer os dados para
a montagem de novo pelo programa Stringtie, como foi acima citado. Por meio do
programa STAR v 2.5.2b (DOBIN et al., 2013), as oito amostras de U. humidicola
foram alinhadas no genoma de U. ruziziensis. Inicialmente, o genoma de referéncia
foi indexado, e em seguida o alinhamento de cada amostra foi realizado. Em ambas
as etapas, foram seguidos os comandos padrdes do programa.
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1.2.5.4 Quantificacao de transcritos

As reads sequenciadas foram quantificadas para calcular a expressao dos
transcritos. A ferramenta Salmon v 0.7.2 (PATRO et al., 2017) foi utilizada, iniciada
pela indexag&o do transcriptoma gerado pela ferramenta PASA. Apds esta etapa, as
reads paired end de cada amostra foram quantificadas, e os dados obtidos serviram
como arquivos de entrada para a analise dos genes diferencialmente expressos. Em

ambas as etapas, foram seguidos os comandos padrbes da ferramenta.

1.2.5.5 Identificacao de genes diferencialmente expressos

O programa R v3.6.1 (http://www.R-project.org), por meio do pacote
‘DESeq2” (LOVE et al., 2014) foi utilizado na identificac&o dos genes diferencialmente
expressos em U. humidicola. O pacote tem como fung¢des realizar a normalizagao dos
dados fornecidos, garantindo melhor acuracia das amostras analisadas, calculo das
expressdes génicas e realizacdo de testes para avaliacdo das diferengas de
expressdo. Para corrigir possiveis erros dos testes, devido a analise de multiplas
comparagdes, uma etapa adicional de corregao False Discovery Rate (FDR) é
realizada. A partir desse conjunto de dados gerados, os genes que apresentaram p <

0.05 foram considerados significativamente expressos nas amostras.

1.2.5.6 Anotacao dos genes

As fungbes dos genes encontrados no transcriptoma de U. humidicola
foram identificadas utilizando o software Trinotate v 3.2.0 (BRYANT et al., 2017), que
combina informagdes dos bancos de dados da Kyofo Encyclopedia of Genes and
Genomes (KEGG) (KANEHISA et al., 2012) e NCBI/BLAST v 2.9.0 (ALTSCHUL et al.,
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1990). Aléem de dados génicos, o software identifica proteinas, utilizando os bancos
de dados do TrEMBL/SwissProt (THE UNIPROT CONSORTIUM, 2021), Pfam
(PUNTA et al., 2012) e NCBI/BLAST (ALTSCHUL et al., 1990), e regides de
transmembrana por meio do banco de dados do TmHMM (KROGH et al., 2001). Ao
final das analises, todos os dados sdo compilados em um unico banco de dados
SQLite (https://www.sqlite.org), e exportados para uma planilha do Excel (Microsoft
Corporation, Albuquerque, Estados Unidos). Em todas as etapas de busca no banco
de dados, foram seguidos os comandos padrbes disponibilizados pelo software
Trinotate.

1.2.5.7 Identificacdao dos genes diferencialmente expressos e

suas anotagoes

As planilhas geradas pela analise dos genes diferencialmente expressos e pela
anotagao génica foram combinadas, a fim de se identificar as fun¢gdes dos genes
considerados significativos. Essa combinagédo foi realizada pelo comando merge

encontrada no programa R (http://www.R-project.org).



58

1.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

1.3.1 ANALISE BROMATOLOGICA

Os valores das quantidades de FDA e lignina para os oito gendtipos
avaliados estao apresentados na Tabela 2. A quantidade de FDA variou de 339 g/kg
MS (BRAO005053) a 385 g/kg MS (6A — H48), e a quantidade de lignina variou de 22
g/kg MS (BRA005100) a 33 g/kg MS (BRA006149).

Tabela 2: Dados da avaliagdo bromatoldgica dos oito genétipos de Urochloa humidicola, com os valores
de fibra em detergente acido (FDA) e lignina, em g/kg MS, e classificagdo dos gendtipos com relagao

ao teor de lignina.

Amostra FDA (g/kg MS) Lignina (g/kg MS) Teor Lignina

BRA000540 359 26 Baixo
BRA005029 366 26 Baixo
BRA005053 339 29 Alto
BRA004959 344 24 Baixo
BRA001929 345 32 Alto
6A — HO048 385 29 Alto
BRA005100 335 22 Baixo
BRA006149 380 33 Alto

As concentragdes aqui encontradas de FDA e lignina sdo préximos ao
minimo encontrado na literatura com estudos envolvendo o género Urochloa.
Guimaraes (2019) avaliou 169 amostras de espécies do género Urochloa sob
diferentes condi¢gdes de manejo. As coletas foram realizadas em quatro unidades da
Embrapa, localizadas nas cidades de Campo Grande — MS, Sete Lagoas — MG,
Coronel Pacheco — MG e Sao Carlos — SP. Os valores minimos de FDA e lignina em
detergente acido analisados neste estudo foram de 314,31 g/kg MS e 37,88 g/kg MS,
respectivamente. O estudo conduzido por Monrroy et al. (2017) identificaram uma
variagao de FDA entre 285 e 455 g/kg MS, enquanto Caixeta et al. (2013) encontraram
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valores de FDA na faixa de 263 a 522 g/kg MS. Na avaliagao da quantidade de lignina
nas cultivares Xaraés, Piatd e Marandu, pertencentes a espécie Urochloa brizantha,
Andrade e Assis (2008) descreveram uma variagao de 24,6 a 31 g/kg MS na analise
realizada por 3 anos, entre seca e aguas. Ja Caixeta et al. (2013) avaliaram 147
amostras do género, e as analises de produgéo de lignina revelaram uma faixa de
produgéo entre 16 e 96 g/kg MS.

Uma justificativa com relag&o ao valor minimo encontrado das quantidades
de FDA e lignina é o material avaliado. Em nosso trabalho, a analise bromatoldgica foi
realizada a partir da coleta de folhas, 60 dias apds o corte de uniformizagcdo. Nesta
porcao vegetal, o nivel de lignificagado é baixo se comparado ao nivel encontrado no
caule (RUEDA et al., 2020). Por isso, quando se compara aos valores encontrados na
literatura, que analisaram a planta inteira em diferentes estagios de desenvolvimento,
é esperado que as quantidades de FDA e lignina sejam abaixo das médias

encontradas, chegando proximo ao valor minimo.

1.3.2 CONTROLE DE QUALIDADE DAS BIBLIOTECAS E MONTAGEM
DE NOVO DO TRANSCRIPTOMA

Oito bibliotecas de RNA-Seq foram sequenciadas, correspondente as quatro
amostras com alta producéo de lignina e quatro com baixa producéo de lignina. O
sequenciamento gerou, ao final, 123 milhdes de reads paired-ends (PE) (Tabela 3),
de tamanho 100 pb, com média de 15 milhdes de reads por biblioteca.
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Tabela 3: Total de reads obtidas em Urochloa humidicola para cada biblioteca gerada, percentual de

CG e total de reads geral.

Genétipo
BRA000540
BRA005029
BRA005053
BRA004959
BRA001929

6A - H48
BRA005100
BRA006149

Total

Total de reads

15.884.843
15.331.128
13.150.706
14.838.208
14.470.399
15.904.731
17.130.066
17.241.909

123.951.990

GC (%)
52
51
51
51
51
51
50
52

A avaliagao da qualidade do sequenciamento das amostras BRA000540 e

BRAO004959 pode ser vista na Figura 5. O resultado aqui exibido foi semelhante ao

sequenciamento encontrado para as outras seis amostras estudadas. O eixo y

representa o valor de qualidade, e quanto maior o valor encontrado, melhor € a

confianga na base call. O valor da média da qualidade é representado pela linha

central azul, e ficou na faixa de 32 a 36 para todas as amostras. Sendo assim, foi

possivel confirmar que o sequenciamento foi de boa qualidade, e as sequéncias

obtidas foram usadas para as analises de dados.
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Figura 7: Grafico de Whisker do sequenciamento do transcriptoma dos acessos de Urochloa humidicola
BRA000540 (a) e BRA004959 (b). y é o eixo dos valores de qualidades. O fundo do grafico divide o eixo

em trés niveis de confianga: muito confiavel (verde), qualidade razoavel (laranja) e baixa qualidade

(vermelho). A linha central azul representa o valor da média da qualidade. A caixa amarela representa a

amplitude interquartil (25-75%). Fonte: FastQC A Quality Control tool for High Throughput Sequence Data

http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/ por S. Andrews.
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As duas abordagens de montagem de novo geraram quantidades de
transcritos com valores discrepantes. Na abordagem Trinity, 641.069 transcritos foram
montados, enquanto a abordagem Stringtie gerou 43.682 transcritos. Esta diferencga
nos valores € esperada, pois as abordagens realizam meétodos de montagens
diferentes. A montagem pelo Trinity é realizada sem ter alguma referéncia, e por isso
o numero de transcritos € superestimado ao que seria o numero real. Isto permite que
seja avaliado o maximo de possibilidades de transcritos possiveis da espécie
analisada. Ja a montagem Stringtie utiliza um genoma de referéncia para montar o
transcriptoma. Consequentemente, os transcritos montados por essa abordagem s&o
0s mais proximos do transcriptoma real, e o numero de transcritos € menor comparado
a abordagem Trinity. Outro fator que influencia essa diferenga esta relacionado a
ploidia dos gendtipos avaliados de U. humidicola e o genoma de referéncia U.
ruziziensis. A primeira espécie é classificada como hexaploide, enquanto a segunda
€ uma espécie diploide. Comparando-se o numero de transcritos de individuos
diploides e autotetraploides de espécies do género Acer e Vaccinium, Madritsch et al.
(2021) relataram que, ao se utilizar Trinity para a montagem do transcriptoma, o
numero de transcritos de individuos autotetraploides quase duplica em relacdo aos
diploides. Como a montagem pelo Stringtie € baseada no genoma diploide de U.
ruziziensis, essas diferengas encontradas podem ser justificadas pelas diferentes
ploidias encontradas. A escolha de se fazer duas montagens do transcriptoma de
Urochloa humidicola é uma tentativa de avaliar o maior numero possivel de genes
expressos da espécie no momento da coleta das folhas. Balmant et al. (2020) utilizou
metodologia semelhante para avaliar o transcriptoma do xilema de uma populag¢ao de
Populus deltoides. As montagens dos transcriptomas foram realizados por meio das
plataformas Cufflink, Stringtie e Trinity, para maximizar a detec¢do de novos genes.

Um transcriptoma final de U. humidicola, feito pela combinagdo das
montagens do Trinity e Stringtie por meio do PASA, foi composto por 48.695
transcritos montados, um numero mais proximo aquele encontrado na montagem pelo
Stringtie. O numero de transcritos encontrados aqui foi inferior ao encontrado por
Vigna et al. (2016a), no qual 76.196 transcritos foram montados por meio do Trinity a
partir de dois genotipos divergentes de U. humidicola. As analises em sequéncia para
a identificacdo dos genes diferencialmente expressos foram realizadas a partir do
transcriptoma final gerado pelo PASA.
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1.3.3 INDEXAGAO E MAPEAMENTO DE SEQUENCIAS

O mapeamento das reads foi realizado a partir do genoma de Urochloa
ruziziensis, espécie mais proxima que apresenta genoma sequenciado. Como pode
ser visto na Tabela 4, as porcentagens de reads mapeadas variaram de 42,88%
(BRA005053) a 46,73% (6A — H48), representando uma baixa porcentagem de
alinhamento. Esse resultado é esperado por dois motivos principais: (i) alinhamentos
realizados em um genoma de espécie diferente revelam somente regides
conservadas em ambas as espécies; e (ii) como foi relatado por Pessoa-Filho et al.
(2017), que estudaram a filogenia de quatro espécies de Urochloa (U. ruziziensis, U.
decumbens, U. brizantha e U. humidicola) a partir do sequenciamento de DNA
cloroplastidial, Urochloa humidicola & considerada um taxon irmdo de um clado
fortemente sustentado formado por U. ruziziensis, U. decumbens e U. brizantha.

Tabela 4: Quantidade e porcentagem de reads sequenciadas de U. humidicola mapeadas utilizando

como referéncia U. ruziziensis.

Biblioteca Reads mapeadas (%)
BRA000540 7.086.650 (44,61%)
BRA005029 6.868.301 (44,8%)
BRA005053 5.823.034 (44,28%)
BRA004959 6.362.645 (42,88%)
BRA001929 6.374.367 (44,05%)

6A — HO48 7.432.201 (46,73%)
BRA005100 7.633.055 (44,56%)

BRA006149 7.702.398(44,67%)
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134 IDENTIFICACAO DOS GENES DIFERENCIALMENTE
EXPRESSOS E SUAS FUNCOES GENICAS

Para a analise dos genes diferencialmente expressos (DE), foram usados
como contrastes a producdo de lignina (alta produgdo x baixa producgédo). Os
genotipos considerados de alto teor de lignina foram BRA005053, BRA001929, H048
e BRAO006149; contrastando, os genotipos de baixo teor de lignina foram:
BRA000540, BRA005029, BRA004959 e BRA005100. Dos 48.695 genes avaliados
para expresséao diferencial, 196 genes (0,4%) foram considerados significativos por
apresentarem p<0,05. Destes, 109 genes foram up regulados, e 87 genes foram
down regulados nos gendtipos de alta produgao de lignina.

O sequenciamento de moléculas de DNA e RNA produz, ao final,
sequéncias de fungdes génicas desconhecidas. Para a identificagcdo destes
elementos funcionais no genoma, € utilizado o processo de anotagdo génica, que
vém se aperfeicoando nas ultimas décadas (ABRIL E CASTELLANO, 2019). Neste
trabalho, a anotagdo génica realizada permitiu a identificagdo dos genes em
diferentes bancos de dados. Os genes que foram anotados foram identificados
principalmente nos bancos de dados do Pfam, KEGG e Gene Onthology
(GO)/BLAST, por serem atualmente os bancos mais informativos acerca da anotagao
génica. A partir deste critério, 39.820 genes foram anotados, incluindo suas
isoformas.

Os dados da analise dos genes DE foram combinados aos encontrados na
anotagao génica. Ao p<0,05, 189 genes (0,4%) foram anotados para os bancos de
dados do Pfam, KEGG e GO/BLAST.

Por meio do Pfam, foi possivel anotar genes envolvidos em diversas funcgdes
celulares, mas em destaque os genes citocromo P450 (PF00067.22) e
pectinacetilesterase (PF03283.13), ambos down regulados nos gendtipos de alto teor
de lignina. As enzimas do citocromo P450 possuem fung¢des distintas nos organismos
vegetais, incluindo sua fungdo na via da lignina. Estudos em Arabidopsis revelaram
que as principais enzimas P450 sao acidos cinamico 4-hidroxilase (C4H), p-curamato
3-hidroxilase (C3H) e ferulato 5-hidroxilase (F5H) (GOU et al., 2018; VANHOLME et

al., 2019). A enzima C4H esta envolvida no inicio da via do fenilpropanoide, no
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processo de producado de acido p-cumarico, um precursor de compostos fendlicos
como flavonoides e lignina (VOGT, 2010; GOU et al., 2018). C3H e F5H sédo enzimas
que estao diretamente envolvidas na produ¢do dos monolignois G e S, conhecidos
como formadores do polimero de lignina. Apesar de ser conhecida a sua participagéo
na via de lignina, somente com os estudos aqui realizados nao é possivel afirmar se
0s genes do citocromo P450 foram diferencialmente expressos devido ao contraste
inicialmente estabelecido. Ja a enzima pectina acetilesterase (PAE) esta envolvida na
modulagao da acetilagao da pectina, que sao polissacarideos estruturais na formacéao
da parede celular primaria e representam até um terco da massa seca de plantas
(PHILIPPE et al., 2017). Também pode-se destacar genes envolvidos na sintese de
terpeno (PF01397.21 e PF03936.16), dominio de ligagdo de amido (PF00686.19) e
transportador de agucar (PF00083.24).

Pelo banco KEGG foram identificadas trés enzimas envolvidas na formacéao da
parede celular: pectina acetilesterase (ath:AT3G09410), 4-curamato-CoA ligase (4CL)
(0sa:4331650) e xiloglucano endotransglicosilase (XET) (ath:AT4G25810). PAE,
assim como descrito acima, esta envolvida no processo de formagcao da parede
celular, principalmente no crescimento vegetal e em resposta a estimulo ambiental
(GOU et al, 2018). A enzima 4CL participa de diferentes formas na via do
fenilpropanoide, em resposta a estimulos de estresses bidticos e abioticos (LAVHALE
et al., 2018). Na via da biossintese de lignina, a enzima esta envolvida na produg¢ao
de p-cumaroil-CoA, precursor do alcool p-cumaril, que € convertido na unidade H na
parede celular secundaria (CESARINO et al., 2016; VANHOLME et al., 2019). XET é
uma enzima que esta diretamente ligada na montagem e desmontagem da parede
celular, com atividade catalitica no xiloglucano, um dos componentes da hemicelulose
(MORALES-QUINTANA et al., 2020). Esta estrutura pode ser encontrada tanto na
parede celular primaria quanto na secundaria, em conjunto com a celulose e a lignina.
Também pode-se destacar os genes anotados de alfa-terpineol sintase
(zma:100125649), jasmonoil-L-aminoacido sintetase (0sa:4339756) e isopreno
sintase (rcu:8260996).

O banco de dados de GO/BLAST separa os genes em trés categorias:
componente celular, fungdo molecular e processo bioldgico. Dentro do grupo processo
biolégico, alguns genes apresentam ligacdo a produgdo de lignina em plantas:
formagdo do padrdo do tecido vascular de caule (GO:0010222), organizagao
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(GO:0071555) e espessamento (GO:0052386) da parede celular, processo
metabdlico de xiloglucano (GO:0010411) e processo de biossintese de flavonoide
(GO:0009813). Este ultimo grupo génico esta ligado a produgdo do maior grupo de
compostos fendlicos, e 0 mais diverso metabdlito secundario encontrado em plantas
(NABAVI et al., 2018). A producao do flavonoide € iniciada pela via do fenilpropanoide,
assim como a sintese de lignina (FRASER E CHAPPLE, 2011, GENG et al., 2020).
Por isso, alguns mecanismos foram observados a fim de regular a produgéo de cada
composto. O trabalho de Geng et al. (2020) revelou que o fator de transcricdo MYB4,
que pertence a familia de MYB, é responsavel pela inibigdo da via do flavonoide e
consequente otimizacdo da via de lignina. Além dos genes relatados, foram
identificados genes de respostas a sacarose (GO:0009744) e acido jasmonico
(GO:0009753), processos biossintéticos de terpenoide (GO:0016114), acido
jasmodnico (GO:0009695) e brassinoesteroide (GO:0016132), processos metabdlicos
de esterol (GO:0016125) e acido jasmoénico (GO:0009694), e atividade de terpeno
sintase (GO:0010333).

Os resultados aqui obtidos na analise de expressao génica, somada a anotagao
génica, foram informativos acerca de genes relacionados diretamente ou
indiretamente a via do metabolismo de lignina. Na literatura, diversos estudos da
analise de expressao génica a partir do sequenciamento do RNA foram conduzidos a
fim de se investigar e identificar genes importantes em vias metabdlicas especificas.
Yin et al. (2021) avaliaram o transcriptoma da cultivar japonica de arroz (Oriza sativa)
para identificar genes responsaveis pela regulacédo da floragdo. Ja Qiu et al. (2020)
estudaram Fetusca ovina a fim de se investigar genes ligados a estresse hidrico
associado a condi¢gdes semelhantes a seca. A elucidagdo da expressao génica em
espécies de interesse econdmico pode servir como base de estudos dentro de
programas de melhoramento, como a manipulagdo génica, que estdo em constante
evolucdo, e a identificacdo de marcadores especificos. Em Urochloa humidicola,
Vigna et al. (2016a) sequenciaram o RNA da cultivar Koronivia, como forma de
entender os genes expressos, relacionar a caracteristicas de interesse, e utilizar como
marcadores especificos dessa cultivar que n&o era disponivel no Brasil. Os genes
diferencialmente expressos nas oito amostras avaliadas, e que estéo relacionadas na
via de metabolismo de lignina, poder&o ser importantes ferramentas em estudos de

manipulagédo genética no desenvolvimento de cultivares de U. humidicola, nas quais
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reunirdo caracteristicas como melhor eficiéncia na digestibilidade e menores

concentragdes de FDA e lignina.
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1.4 CONCLUSAO

A anadlise de genes DE a partir do sequenciamento do RNA de oito
genotipos de Urochloa humidicola revelou genes identificados por interferir na via de
biossintese de lignina. Em destaque, genes que expressam a enzima 4CL e aqueles
envolvidos na biossintese de flavonoides, pois sdo importantes na regulagdo da
producéo de lignina em vegetais. Estes genes podem ser genes chave nas estratégias
de melhoramento da espécie, no desenvolvimento de cultivares com maior eficiéncia

na digestibilidade.
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2.1INTRODUGAO

Capim-Elefante (Cenchrus purpureus) é uma espécie predominantemente
alégama, que se reproduz preferencialmente por propagacao vegetativa (PEREIRA et
al., 2010). Tem o centro de origem e de diversidade genética em uma extensa area
da Africa Oriental, em territérios de Guiné, Mogambique, Angola, Zimbabue e sul do
Quénia (FERREIRA E PEREIRA, 2005; CAVALCANTE E LIRA, 2010). A espécie
reune caracteristicas como alta taxa fotossintética, boa qualidade, palatabilidade e
elevada produgao de matéria seca (SOUZA SOBRINHO et al., 2005), o que a tornou
importante como fonte de alimento para a populagdo bovina no Brasil (HANNA E
SOLLENBERGER, 2007; YASUDA et al., 2014) e produgéo de bioenergia (TAYLOR
et al., 2010).

No processo de alimentacdo em ruminantes, a avaliagdo da digestibilidade
do alimento é importante para se obter uma maior eficiéncia nutricional (REIS et al.,
2016; WEISS E HALL, 2020). Nesta avaliagdo, a concentragao de lignina € uma das
principais caracteristicas investigadas, ja que a molécula presente na parede celular
de vegetais faz parte da porgao fibrosa do alimento, que € conhecida por ser de dificil
digestdo. (WAGHORN E CLARK, 2004; LEE et al., 2017). Na producao de bioenergia,
maiores concentragdes de lignina contribuem para a recalcitrancia da biomassa,
servindo como barreira fisica ao acesso de enzimas envolvidas no processo de
conversdo do material vegetal para etanol de segunda geracéo (2G) (ZENG et al.,
2020). Em contrapartida, uma biomassa com alta concentragdo de lignina contribui
para o aumento do poder calorifico quando o material € usado na combustao para a
producéo de energia térmica (FERNANDES et al., 2020).

Com o intuito de desenvolver cultivares que atendam a demanda do
mercado, a Embrapa Gado de Leite possui um Programa de Melhoramento da espécie
que, desde 1991, foi responsavel pelo langamento de diversas cultivares melhoradas.
Para melhor atender ao mercado de alimentagdo animal e de bioenergia, é
fundamental um estudo detalhado sobre a via de biossintese de lignina. Os resultados
obtidos contribuirdo para o desenvolvimento de cultivares melhoradas a partir da

manipulagédo de genes importantes na via de biossintese dessa molécula.
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Enzimas envolvidas no processo de sintese de lignina ja foram descritas e
bem caracterizadas (BOERJAN et al, 2003; XU et al., 2009). Inicialmente, o
aminoacido fenilalanina sofre uma desaminagao pela enzima PAL, e ao final do
processo da via, sdo produzidas as unidades p-hidroxifenil (H), siringil (S) e guaiacil
(G). Ja na parede celular secundaria, as enzimas lacase e peroxidase atuam para a
formagao do polimero de lignina (BOERJAN et al., 2003). Em capim-elefante, Zhang
et al. (2020) avaliaram diferentes estagios de desenvolvimento de caules da espécie
para identificagcdo da expressao de genes relacionados a sintese de lignocelulose.
Como resultado, os pesquisadores identificaram expressdes de genes ligados ao
metabolismo de fenilpropanoide, amido e sacarose, 0os quais sao relacionados ao
desenvolvimento da parede celular, com a sintese de hemicelulose, celulose e lignina.
Na sintese de lignina, foi possivel identificar alta express&do dos genes CAD, 4CL,
C4H, PAL, CCR, FSH e CCoAOMT em caules maduros de capim-elefante.

O objetivo deste estudo é identificar o nivel de expressdo de genes
importantes na biossintese de lignina, a partir do sequenciamento do RNA de acessos
de capim-elefante caracterizados por alta e baixa produg&o de lignina. Os resultados
obtidos serao fundamentais para o desenvolvimento de cultivares com concentragcoes

ideais de lignina.
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2.2 MATERIAL E METODOS

2.21 MATERIAL VEGETAL

Inicialmente, foram selecionados 20 acessos pertencentes ao Banco Ativo
de Germoplasma de Capim-Elefante da Embrapa Gado de Leite (BAGCE) a partir do
historico da produgéo de lignina avaliada durante seis anos, nas estagbes secas e
chuvosas (ROCHA et al., 2019) (Tabela 5).

Todos os acessos do BAGCE foram caracterizados no primeiro ano de
avaliacdo bromatoldgica seguindo a metodologia proposta por Goering e Van Soest
(1967) para determinagcédo das concentracbes de FDA e lignina. Nos demais cinco
anos de avaliagdo, a quantificacdo de lignina foi realizada via espectroscopia no
infravermelho préximo (NIRS). Foram selecionados os acessos que apresentaram as

maiores e menores medias ao longo de todos os anos de avaliagéo.

Tabela 5: Lista dos vinte acessos de capim-elefante (Cenchrus purpureus) pertencentes ao Banco Ativo
de Germoplasma de Capim-Elefante da Embrapa Gado de Leite.

Acessos de Capim-Elefante
BAGCE 5 — BRA 00058589-3
BAGCE 7 — BRA 00058591-9
BAGCE 10 — BRA 00058594-3
BAGCE 11 — BRA 00058595-0
BAGCE 12 — BRA 00058596-8
BACGE 24 — BRA 00058607-3
BAGCE 26 — BRA 00058609-9
BAGCE 32 — BRA 00058615-6
BAGCE 58 — BRA 00058633-9
BACGE 59 — BRA 00058634-7
BAGCE 66- BRA 00058641-2
BAGCE 67 — BRA 00058642-0
BAGCE 72 — BRA 00058647-9
BAGCE 82 — BRA 00078557-6
BAGCE 83 — BRA 00058658-6
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BAGCE 91 — BRA 00058662-8
BAGCE 96 — BRA 00058667-7
BAGCE 97 — BRA 00058668-5
BAGCE 98 — BRA 00058669-3
Pioneiro — BRA 00058675-0

2.2.2 COLETA DE AMOSTRAS E EXTRAGAO DE RNA

As primeiras folhas jovens do primeiro entrend foram coletadas (Figura 6)
para a extragcao do RNA total, e todo o material usado para a coleta foi limpo com o
reagente RNase Away® (Life Technologies, Carlsbad, Estados Unidos). Em seguida,
as folhas selecionadas foram colocadas em tubos de 2mL com 1mL de solugao
RNA/ater® (Life Technologies, Carlsbad, Estados Unidos), e armazenadas a -20°C.

As folhas de todos os acessos foram entdo maceradas em nitrogénio
liquido, sendo todo o material utilizado na maceragao previamente higienizado com o
reagente RNase Away® (Life Technologies, Carlsbad, Estados Unidos), para eliminar

qualquer contaminacado da enzima RNase no processo.

A Inflorescéncia

Ultimo entrené

Figura 8: Morfologia tipica de gramineas. Adaptado de Ball et al. (2007).
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O RNA das folhas jovens maceradas foi extraido utilizando o reagente
TRIzol (Thermo Fisher, Waltham, Estados Unidos), seguindo o protocolo de Jordon-
Thaden et al. (2015). Ao final do processo, o RNA extraido foi ressuspendido em 50uL
de Nuclease-Free Water (IDT, Coralville, Estados Unidos), e aliquotado em cinco
tubos de 0,5mL, com os seguintes volumes: um tubo com 3puL, um tubo com 2uL, e
trés tubos com 15puL cada.

A concentragdo de RNA foi estimada por leitura em Nanodrop 1000
(Thermo Fisher, Waltham, Estados Unidos), com os comprimentos de onda de 260 e
280nm.

A integridade do RNA foi estimada utilizando o equipamento Agilent 2100
Bioanalyzer e kit RNA 600 Nano (Agilent Technologies, Santa Clara, Estados Unidos),
de acordo com especificagdes do fabricante.

Para a avaliagdo das porcentagens de FDA e lignina, folnas dos mesmos
acessos selecionados foram coletadas, e a analise das porcentagens foi realizada
seguindo a metodologia proposta por Goering e Van Soest (1967).

2.2.3 MONTAGEM DE BIBLIOTECA DE cDNA

As amostras selecionadas para o sequenciamento foram baseadas nos
valores de RIN superiores a 6,4 e quantidade de RNA superior a 1000 ng. Para a
espécie, somente as quatro amostras de maior produgéo de lignina e as quatro de
menor produgao de lignina que apresentam os melhores valores foram sequenciadas.

As etapas de conversdo de RNA em cDNA e construgéo das bibliotecas e
sequenciamento utilizando a tecnologia lllumina HiSeq2500 foram desenvolvidas pela
empresa BIODOME.

As bibliotecas de DNA complementar (cCDNA) foram preparadas de acordo
com o protocolo lllumina TruSeq Stranded mRNA Sample Prep LT
(https://support.illumina.com/content/dam/illumina/support/documents/documentation
/chemistry_documentation/samplepreps_truseq/truseq-stranded-mrna workflow/
truseq-stranded-mrna-workflow-reference-1000000040498-00.pdf). Inicialmente, as

amostras de RNA foram purificadas usando esferas magnéticas ligadas a oligo-dT,
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que tem como funcéo a separagdo do RNA mensageiro (mMRNA) pela ligagao a cauda
poli-A contida na molécula. Em seguida, o mRNA purificado foi fragmentado e ligado
a primers para seguir com a sintese de cDNA. A primeira fita de cDNA foi sintetizada
a partir dos RNAs fragmentados, utilizando a enzima SuperScript Il Reverse
Transcriptase (lllumina). A sintese da segunda fita de cDNA foi realizada por meio do
Second Strand Marking Master Mix, que ao final desta etapa, produziu cDNA com
extremidades abruptas ligadas a esferas magnéticas. O cDNA foi entdo adenilado nas
extremidades 3’ das fitas por meio do A-Tailing Mix (lllumina), evitando assim que as
fitas se ligassem durante a reagédo de ligagdo de adaptadores. Um nucleotideo de
timina correspondente na porgéo 3’ dos adaptadores forneceu a ligagdo complementar
aos fragmentos adenilados, evitando a formagédo de quimeras no processo. Com o
cDNA ligado aos adaptadores, foi feita a hibridizagao dos fragmentos de cDNA na flow
cell, realizada por meio de Ligation Mix (lllumina), que permite que os adaptadores
encontrados nos fragmentos de cDNA se hibridizem aos adaptadores encontrados na
flow cell. Ao final, as bibliotecas foram purificadas e amplificadas por PCR, pela ligagcéo
de primers aos adaptadores, na seguinte condigéo: 98°C por 30 s, 15 ciclos de 98°C
por 10 s, 60°C por 30 s e 72°C por 30 s, seguido por 72°C por 5 min.

As bibliotecas produzidas foram avaliadas no equipamento Bioanalyzer
2100 (Agilent Technologies) utilizando DNA 1000 chip (Agilent Technologies), para
avaliacao da qualidade da biblioteca. As amostras consideradas 6timas apresentaram
uma banda de aproximadamente 260 pb.

2.2.4 SEQUENCIAMENTO DE mRNA (RNA-Seq)

O sequenciamento foi realizado com tecnologia de nova geragao, utilizando
0 equipamento HiSeq 2500 (lllumina). A metodologia baseou-se no sequenciamento
por sintese, no qual cada base nitrogenada é identificada logo que é adicionada a
cadeia recém-formada, por meio da enzima DNA polimerase. As amostras ligadas a
adaptadores especificos sdo complementares a oligos presentes na superficie da
HiSeq Flow Cell v4 (lllumina) e amplificadas, produzindo clusters (agrupamentos) de
fragmentos iguais. Em seguida, a sequéncia dos clusters foi identificada por meio do
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HiSeq SBS Kit v4 (lllumina), com leituras pareadas de 100 pb (2x), de acordo com
recomendagdes do fabricante. Essa metodologia permitiu a deteccdo dos
nucleotideos, complementares as sequéncias dos clusters e marcados por
fluorescéncia, apos sua incorporagcdo a cada ciclo da reacdo, pela excitacdo da

fluorescéncia acoplada.

2.2.5 ANALISE DE DADOS

2.2.5.1 Controle de Qualidade das bibliotecas

ApoOs o sequenciamento, as bibliotecas geradas foram entdo avaliadas
guanto a qualidade do sequenciamento. O controle de qualidade foi realizado por meio
do software FastQC v0.11.8 (Babraham Bioinformatics, Babraham, Inglaterra),
utilizando os arquivos de formato FASTQ. Para cada amostra analisada, um grafico
de Whisker foi gerado, utilizando o Phred quality score. O valor de Phred avalia a
confiabilidade dos dados, atribuindo um valor de probabilidade de erro do

sequenciamento para cada nucleotideo.

2.25.2 Montagem do transcriptoma

@) novo genoma sequenciado de Cenchrus  purpureus
(GWHAORAO0000000) (YAN et al., 2021b) foi utilizado como referéncia para a
montagem do transcriptoma. O software Stringtie v 2.0.4 (PERTEA et al., 2015) foi
utilizado para a montagem do transcriptoma a partir das reads sequenciadas e do
genoma disponivel, seguindo os comandos default do software.

Para esta etapa, as reads foram primariamente alinhadas ao genoma por
meio do software STAR v2.5.2b (DOBIN et al., 2013). Ao final do alinhamento,
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arquivos no formato BAM foram gerados e usados como input para a montagem do

transcriptoma pelo Stringtie.

2.2.5.3 Indexagao e Mapeamento de sequéncias

As reads sequenciadas foram novamente alinhadas, porém a referéncia foi
o transcriptoma montado pelo Stringtie. Por meio do software STAR v 2.5.2b (DOBIN
et al., 2013), o transcriptoma foi inicialmente indexado, e em seguida as reads foram
alinhadas a referéncia. Arquivos no formato BAM foram gerados com os resultados
do alinhamento e usados para continuar as analises. Em todas as etapas, foram

usados os comandos padrdes do software.

2.2.5.4 Quantificagao de transcritos

As reads sequenciadas foram quantificadas para calcular a expressao dos
transcritos. A ferramenta Salmon v 0.7.2 (PATRO et al., 2017) foi utilizada, iniciada
pela indexagdo do transcriptoma acima montado. Em seguida, os arquivos BAM
gerados pelo software STAR foram usados como input para calcular a quantidade dos
transcritos para cada amostra. Os resultados obtidos serviram como arquivos de
entrada para a analise dos genes diferencialmente expressos. Em todas as etapas,

foram usados os comandos padrbes da ferramenta.

2.2.5.5 Identificagcdo de genes diferencialmente expressos

O programa R v3.6.1 (http://www.R-project.org), mais especificamente o
pacote “DESeq2” (LOVE et al, 2014) foi utilizado na identificacdo dos genes
diferencialmente expressos em C. purpureus. O pacote tem como fungdes realizar a

normalizagdo dos dados fornecidos, garantindo melhor acuracia das amostras



78

analisadas, calculo das expressdes génicas e realizagao de testes para avaliagdo das
diferengas de expressao. Para corrigir possiveis erros dos testes, devido a analise de
multiplas comparagdes, uma etapa adicional de corregao False Discovery Rate (FDR)
é realizada.

A partir desse conjunto de dados gerados, 0s genes que apresentaram p <

0.05 foram considerados significativamente expressos nas amostras.

2.2.5.6 Anotagao dos genes

As fungdes dos genes encontrados no transcriptoma de C. purpureus foram
identificadas utilizando o software Trinotate v 3.2.0 (BRYANT et al.,, 2017), que
combina informagdes dos bancos de dados do KEGG (KANEHISA et al., 2012) e
NCBI/BLAST v 2.9.0 (ALTSCHUL et al., 1990). Além de dados génicos, o software
identifica proteinas, utilizando os bancos de dados do TrEMBL/SwissProt (THE
UNIPROT CONSORTIUM, 2021), Pfam (PUNTA et al., 2012) e NCBI/BLAST
(ALTSCHUL et al., 1990), e regides de transmembrana por meio do banco de dados
do TmHMM (KROGH et al., 2001). Ao final das analises, todos os dados sédo
compilados em um unico banco de dados SAQLite (https://www.sqlite.org), e
exportados para uma planilha do Excel (Microsoft Corporation, Albuquerque, Estados
Unidos). Em todas as etapas de busca no banco de dados, foram seguidos os
comandos padrdes disponibilizados pelo software Trinotate.

2.2.5.7 Identificagdo dos genes diferencialmente expressos e

suas anotagoes

As planilhas geradas pela analise dos genes diferencialmente expressos e pela
anotagao génica foram combinadas, a fim de se identificar as fun¢gdes dos genes
considerados significativos. Essa combinagédo foi realizada pelo comando merge
encontrada no programa R (http://www.R-project.org).
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2.3RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 ANALISE BROMATOLOGICA

Os resultados das analises bromatoldgicas das oito amostras selecionadas
estdo representadas na Tabela 6. Os valores de FDA variaram de 296 g/kg (BAGCE
5) a 374,6 g/kg (BAGCE 32), e as concentragbes de lignina variaram de 25 g/kg
(Pioneiro) a 439 g/kg (BAGCE 98).

Tabela 6: Analise bromatolédgica de oito amostras selecionadas de Cenchrus purpureus, com os valores
de fibra em detergente acido (FDA) e lignina, em g/kg MS, e classificagdo dos acessos com relagdo ao

teor de lignina.

Acessos FDA Lignina Teor Lignina
BAGCE 5 296 37,8 Baixo
BAGCE 7 328,8 43,1 Alto
BAGCE 10 328,4 38,2 Baixo
BAGCE 32 374,6 41,2 Alto
BAGCE 82 332 38,2 Baixo
BAGCE 96 331 414 Alto
BAGCE 98 338,3 43,9 Alto
Pioneiro 318,6 25 Baixo

Na literatura, a grande maioria dos relatos de analise bromatologica em
Cenchrus purpureus avaliam as concentragdes de FDA e lignina na planta inteira.
Fernandes et al. (2020) estudaram seis genotipos de capim-elefante a fim de se
conhecer o potencial de cada um na producéo de energia. Dentre o grupo analisado,
a porcentagem de FDA variou de 514,7 a 553,4 g/kg MS, enquanto a porcentagem de
lignina esteve entre 117,9 e 128,4 g/kg MS. Para fins de produgao de energia, porém,
a analise diferenciada das concentracbes de FDA e lignina € necessaria. Em
comparagao, a producao de etanol em folhas € 10% maior do que em caules
(ANDERSON et al., 2008; RUEDA et al., 2020), o que pode ser explicado pela
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avaliacdo da quantidade de FDA e lignina encontrada em cada por¢ao. Rueda et al.
(2020) avaliaram as folhas e o caule do capim-elefante CT115 em diferentes estagoes,
e o que foi encontrado é que folhas possuem, em média, 85 g/kg MS a menos de FDA
e 24 g/kg MS a menos de lignina do que o caule. Assim, com menores valores de FDA
e lignina encontrados nas folhas, a eficiéncia na produgao de bioetanol aumenta, por
consequéncia da diminuicado da barreira fisica feita pela lignina no acesso de enzimas
a biomassa.

Na alimentacao bovina, a avaliagao individual das quantidades de FDA e
lignina traz informagdes importantes, ja que folhas apresentam maior valor nutritivo do
alimento do que o caule (BALL et al., 2001). Habte et al. (2020) avaliaram 45 gendtipos
de capim elefante, para investigar os efeitos da interacdo do gendtipo e ambientes no
desempenho da espécie. Nas estagdes umida e seca, os valores encontrados nas
folhas para FDA foram entre 328,8 e 375,2 g/kg, e para lignina variaram de 40,4 e
47,4 g/kg.

2.3.2 CONTROLE DE QUALIDADE DAS BIBLIOTECAS E MONTAGEM
DO TRANSCRIPTOMA

Oito bibliotecas de RNA-Seq foram sequenciadas, correspondente as
quatro amostras com alta produgéo de lignina e quatro com baixa produgéo de lignina.
No total foram gerados mais de 130 milhdes de reads PE (Tabela 7), de 100 pb, com

uma média de 16 milhdes de reads por biblioteca.
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Tabela 7: Total de reads obtidas em Cenchrus purpureus para cada biblioteca gerada, percentual de

CG e total de reads sequenciadas.

Acessos Total de reads %CG
BAGCE 5 17.314.762 51
BAGCE 7 16.401.784 51
BAGCE 10 16.945.274 51
BAGCE 32 16.227.283 51
BAGCE 82 15.534.752 51
BAGCE 96 16.341.920 52
BAGCE 98 14.587.019 51
Pioneiro 16.960.439 51
Total 130.313.233

A avaliagdo da qualidade do sequenciamento das amostras BAGCE 5 e
Pioneiro pode ser vista na Figura 7. O resultado aqui obtido foi semelhante ao
sequenciamento encontrado para as outras seis amostras estudadas. O eixo y
representa a qualidade do sequenciamento, e quanto maior o valor encontrado,
melhor é a confianga na base call. O valor da média da qualidade é representado pela
linha central azul, e ficou na faixa de 32 a 36 para todas as amostras. Sendo assim,
foi possivel confirmar que o sequenciamento foi de boa qualidade, e as sequéncias
obtidas foram usadas para as analises de dados.
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Figura 9: Grafico de Whisker do sequenciamento do transcriptoma dos acessos de Cenchrus purpureus
BAGCE 5 (a) e Pioneiro (b). y € o eixo dos valores de qualidades. O fundo do grafico divide o eixo em
trés niveis de confianga: muito confiavel (verde), qualidade razoavel (laranja) e baixa qualidade
(vermelho). A linha central azul representa o valor da média da qualidade. A caixa amarela representa
a amplitude inter quartil (25-75%). Fonte: FastQC A Quality Control tool for High Throughput Sequence

Data http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/ por S. Andrews.
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2.3.3 INDEXAGAO E MAPEAMENTO DE SEQUENCIAS

Para a montagem do transcriptoma, as reads sequenciadas foram
primeiramente alinhadas ao genoma de capim-elefante (Tabela 8). O mapeamento

variou de 50,07% (Pioneiro) a 52,74% (BAGCE 98) para as oito amostras analisadas.

Tabela 8: Alinhamento do sequenciamento ao genoma de capim-elefante, com o nimero de reads

alinhadas e suas porcentagens.

Acessos Reads Mapeadas (%)
BAGCE 5 8.678.424 (50,12%)
BAGCE 7 8.376.621 (51,07%)
BAGCE 10 8.852.161 (52,24%)
BAGCE 32 8.286.961 (51,07%)
BAGCE 82 7.826.406 (50,38%)
BAGCE 96 8.392.759 (51,36%)
BAGCE 98 7.693.298 (52,74%)
Pioneiro 8.491.811 (50,07%)

Em seguida, o transcriptoma foi montado pelo Stringtie utilizando os
arquivos do resultado do alinhamento como input. O transcriptoma montado foi
composto por 101.169 transcritos.

Um novo alinhamento foi realizado a fim de saber a porcentagem de reads
mapeadas ao transcriptoma montado (Tabela 9). A porcentagem de reads mapeadas
variou de 77,05% (BAGCE 82) a 81,7% (BAGCE 5). Os valores encontrados utilizando
o transcriptoma de referéncia foi superior ao encontrado quando o genoma foi utilizado
como referéncia. Este resultado é esperado, pois o transcriptoma corresponde a
porcao que codifica genes, chamada de éxon, enquanto o genoma é composto pelos
éxons e introns, que € a parte ndo codificante do genoma (Y| et al., 2018). A partir do
mapeamento realizado no transcriptoma montado, foi possivel a quantificagado das

reads para cada transcrito, que foi utilizado para a analise de expressao génica.
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Tabela 9: Alinhamento das reads sequenciadas ao transcriptoma montado de capim-elefante, com a
porcentagem correspondente a cada acesso analisado.

Acessos % de mapeamento
BAGCE 5 81,7%
BAGCE 7 79,48%
BAGCE 10 79,61%
BAGCE 32 77,57%
BAGCE 82 77,05%
BAGCE 96 78,08%
BAGCE 98 80,43%
Pioneiro 79,26%

2.3.4 IDENTIFICACAO DOS GENES DIFERENCIALMENTE
EXPRESSOS E SUAS FUNCOES GENICAS

A partir da analise bromatoldgica realizada nas oito amostras estudadas,
foram definidos dois grupos contrastes para a produgao de lignina. As amostras
BAGCE 7, BAGCE 32, BAGCE 96 e BAGCE 98 formaram o grupo de alta produgéo
de lignina. As amostras BAGCE 5, BAGCE 10, BAGCE 82 e Pioneiro compdem o
grupo de baixa producdo de lignina. A analise dos genes DE dos contrastes alta
producdo x baixa produgédo identificaram 66.981 genes, sendo 53 (0,07%)
significativos por possuirem valores de p value ajustado menor ou igual a 0,05. Nas
amostras de alta producdo de lignina, 43 genes significativos foram up regulados, e
10 dos genes significativos foram down regulados.

A anotagao génica permite a identificagdo de fungdo dos genes que foram
sequenciados de moléculas de DNA e RNA (ABRIL E CASTELLANO, 2019). Em
capim-elefante, a anotagéo génica foi realizada a partir de banco de dados de Pfam,
KEGG e Gene Onthology (GO)/BLAST. 73.860 genes e suas isoformas foram
anotados em pelo menos um dos trés bancos de dados.
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A combinacdo dos dados de genes DE e funcdo génica identificada
mostrou que 46 genes com nivel de significancia de 0,05 (0,06%) foram anotados nos
bancos de dados selecionados.

Dentre os genes anotados no banco de dados de Pfam, dois se destacam
por sua relagao indireta na via de biossintese de lignina: genes da familia transferase
(PF02458.16) e genes da familia terpeno sintase (PF01397.22 e PF03936.17).
Enzimas do tipo transferase sdo conhecidas por transferirem grupos funcionais entre
doadores e receptores, em diferentes fungdes celulares. Dentre essas fungdes, €
descrito na literatura uma relagcdo da expressdo de dlicosiltransferase (GT) e
sacarificacdo no processo de biorefinaria. A enzima GT é conhecida pela biossintese
de xilano, um polissacarideo presente na fracdo de hemicelulose da parede celular
secundaria (BROWN et al., 2007; WHITEHEAD et al., 2018). Este polissacarideo, por
sua vez, € um dos responsaveis pela recalcitrancia de plantas (WHITEHEAD et al.,
2018) e, por consequéncia, baixa eficiéncia no processo de sacarificacao (BHATIA et
al., 2016; KO et al., 2020). Estudos envolvendo a enzima GT, xilano e sacarificacdo
revelaram que a supressdo de GT em plantas diminui a concentracdo de xilano,
aumentando assim a eficiéncia de sacarificagdo (LEE et al.,, 2009; BISWAL et al.,
2015; KO et al., 2020). A familia terpeno sintase é responsavel pela produgcéo de uma
diversidade de terpenos/terpenoides, metabdlito secundario envolvido em processos
de estresses bibtico e abibtico, e de interagao planta-patégeno (BONCAN et al., 2020;
NAGEGOWDA E GUPTA, 2020; JAHANGEER et al., 2021). Um estudo publicado por
Jozwiak et al. (2020) revelou que a producédo de terpenos, assim como a sua
modificagdo, pode ter interferéncia de enzimas presentes na via de biossintese das
paredes celulares primarias e secundarias. Enzimas relacionadas a celulose sintase
sdo, como descritas no trabalho, “sequestradas” da constru¢céo da parede celular para
a produgéao de diversos conjuntos de terpenos relacionados a defesa da planta.

Por meio do banco de dados KEGG, alguns genes apareceram mais de
uma vez a partir das sequéncias analisadas. A proteina FAR-1 (Fatty Acil-CoA
Reductase 1) (ath:AT3G06250; ath: AT5G18960) esta relacionada ao mecanismo de
defesa de plantas quando invadidas por nematoides (DING et al., 2019; LI et al., 2020).
A enzima fosfoserina fosfatase (ath:AT1G18640) é uma etapa importante de
fosforilagdo da serina, intermediario importantes em vias do metabolismo de plantas
(WULFERT E KRUEGER, 2018). Além desta fungéo, a enzima tem um possivel papel
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na resposta a estresse salinico em Brassica juncea (PURTY et al.,, 2017) e no
crescimento de plantas dependente da luz e de agucar (WULFERT E KRUEGER,
2018).

Assim como visto no banco Pfam, foi possivel identificar pelo GO/BLAST
genes envolvidos na biossintese de terpenos/terpenoides (GO:0016114). Pode-se
destacar dois outros genes identificados neste banco de dados: genes responsaveis
pela biossintese de esterol (GO:0016126) e de L-serina (GO:0006564). Esterois sao
compostos que possuem fungdes diversas e essenciais em eucariotos, principalmente
na composi¢gao e manutencédo da permeabilidade e fluidez de membranas celulares
(HARTMANN, 1998; CLOUSE, 2002, ROGOWSKA E SKAZIEL, 2020). Esta ultima
funcdo torna-se importante no processo de polimerizagdo de liginina, pois os
mondémeros séo produzidos no citoplasma das células, e precisa ser transportado para
fora da célula, através da membrana plasmatica (BOIJA E JOHANSSON, 2006). Ja a
L-serina € um aminoacido predominantemente sintetizado a partir das vias de
glicosilacédo e fosforilagdo, a partir do aminoacido serina. Além das fungdes
associadas a serina descrita acima, sua concentragao em células foi relacionada na
producdo de biomassa e recalcitrédncia. Zhang et a. (2019) avaliaram a
superexpressdo de serina hidroximetiltransferase (SHMT), enzima que catalisa a
conversdo de L-serina em glicina. No estudo, foi possivel identificar que plantas
transgénicas para a super expressado do gene SHMT em Populus (PtSHMT2) tiveram
um aumento da produg¢do de biomassa e agucares e diminuigdo da concentragao de
lignina, por desencadear a expressao de MYB4, conhecido por ser regulador na
produgéo de lignina.

Com este resultado, ndo foi possivel identificar genes ja descritos e
conhecidos envolvidos na via de lignina em Cenchrus purpureus. Alguns fatores
podem ter contribuido para a auséncia destes genes nos dados finais, como a por¢ao
da planta coletada e o agrupamento das amostras realizadas. Na descoberta de
expressdo de genes presentes na via de lignina, a porgdo vegetal escolhida
geralmente é o caule, pois a lignina auxilia na sustentagédo da planta, principalmente
em ceélulas vasculares localizadas no caule (YU et al., 2020). Um exemplo é o trabalho
de Zhang et al. (2020), que compararam a expressao de genes de lignina em caules
de capim-elefante, com maturagdo variando de 40 a 120 dias. Porém, no
delineamento experimental deste trabalho, preconizou-se a escolha de folhas jovens
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dos 20 acessos promissores, pois essa por¢ao vegetal € a mais utilizada como
forragem e biomassa (LYONS et al. 1996; BALL et al., 2001). Folhas jovens n&o
sofrem influéncia do corte, e assim como relatado por Rocha et al. (2019), a interag&o
de gendtipo e corte influenciam significativamente na producdo de FDA,
digestibilidade da biomassa e teor de lignina nos gendétipos de capim-elefante. Em
contrapartida, folhas novas s&o conhecidas por produzir 10% mais etanol do que o
caule (ANDERSON et al., 2008). O agrupamento dos gendtipos com relagdo a
producéo de lignina foi baseado no grupo bem estudado por 6 anos pelo Programa de
Melhoramento Genético de Capim-Elefante da Embrapa Gado de Leite, combinado a
analise bromatologica realizada no momento da coleta e a variagcdo genética com
relacdo a FDA e quantidade de lignina entre os gendtipos de capim-elefante
apresentada por Rocha et al. (2019).

A avaliagédo bromatoldgica de capim-elefante ao longo dos anos evidenciou
que o teor de lignina e FDA se mantiveram constantes em genotipos especificos. A
exemplo, BAGCE 5 e Pioneiro tiveram um teor de lignina baixo constante, enquanto
BAGCE 96 e BAGCE 98 foram caracterizados com alto teor de lignina na planta. Por
meio desta informagdo, um novo agrupamento foi realizado a fim de se identificar
genes expressos que podem elucidar a diferenga encontrada entre os gendétipos com
relagdo a concentragdo de lignina. Os resultados da analise de genes DE combinado
a anotagao génica deste novo grupo identificaram 1.950 genes DE, com fungdes
génicas anotadas nos bancos do Pfam, KEGG e GO/BLAST, a nivel de significancia
de 0,05%. Destes, 1.214 genes foram up regulados, e 736 genes foram down
regulados. Por meio dos bancos de dados, foi possivel identificar genes da familia
MYB (PF13837.7), fator de transcricao conhecido por regular a biossintese de lignina
em plantas (ZHONG et al., 2009; WANG E DIXON, 2012; NAKAMO et al., 2015; YU
et al., 2020), e peroxidase (PF00141.24), enzima presente na polimerizag&o da lignina
(BOERJAN et al., 2003). Outros genes que chamam a atengdo sao os da celulose
sintase (PF03552.15), familia glicosil hidrolase (PF01373.18) e expansina
(0sa:4336479). A expressao destes genes pode ter relagcdo com a escolha de coletar
folhas jovens das plantas. Neste estagio inicial de desenvolvimento, as células sofrem
alongamento, e as paredes celulares primaria e secundaria estdo em formagéo e
remodelamento (SAMPEDRO E COSGROVE, 2005; MORGAN et al., 2016;
PURUSHOTHAN et al., 2020).
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Com este novo agrupamento, foi possivel anotar fungdes génicas ainda nao
identificadas no primeiro agrupamento. Porém, ainda n&o foi possivel encontrar os
genes da via de biossintese de lignina nos genadtipos de capim-elefante avaliados. Por
isso, foi realizada uma prospecgcdo dos genes ja conhecidos de lignina no
transcriptoma de C. purpureus, focando principalmente no agrupamento BAGCE
5/Pioneiro (baixo teor de lignina) X BAGCE 96/BAGCE 98 (alto teor de lignina). A
Figura 8 mostra o nivel de express&o das familias génicas chaves na biossintese de
lignina nos gendtipos avaliados, representado em heatmap. A familia génica de maior
expressédo é a familia COMT, com maior expressao no genotipo BAGCE 98
(aproximadamente 300 TPM). Na via de biossintese de lignina, esta enzima esta
envolvida na metilagdo do precursor da unidade S (BONAWITZ E CHAPPLE, 2010;
CESARINO et al., 2016). Dada a alta expresséo, foi testada a hipétese de que este
resultado esteja influenciando nos resultados de expresséo de outras familias génicas.
Ao retirar a familia COMT da analise (Figura 9), pode-se observar que outras familias
génicas surgiram com expressao significativa, como a familia PTAL no gendtipo
BAGCE 98, e o gene CCoAOMT1b1, que pertence a familia génica CCoAOMT, nos
genotipos BAGCE 96 e BAGCE 98. A enzima PTAL esta presente na via alternativa
da biossintese de lignina, que se inicia pelo aminoacido tirosina (ROSLER et al., 1997;
WATTS et al., 2006; BARROS et al., 2016; CESARINO et al., 2016). Ja as enzimas
da familia CCoAOMT tém funcdo de metilacdo no precursor do coniferaldeido,
importante molécula para a formagao das unidades G e S (BONAWITZ E CHAPPLE,
2010; CAROCHA et al., 2015; CESARINO et al., 2016).

A fim de se utilizar os conhecimentos de expressao génica de Cenchrus
purpureus, focando na caracteristica de producdo de lignina, no melhoramento da
espécie, novas investigagdes sdo necessarias, como a avaliagdo da expressao génica
em outras porgdes vegetais, e a escolha de acessos que apresentem uma produgéo
de lignina mais discrepante do que foi encontrada neste trabalho. As analises
realizadas no sequenciamento do RNA de folhas jovens da espécie pouco revelaram
genes chave ligados a caracteristica de produgdo de lignina, mesmo restringindo a
genotipos que, ao longo dos anos de avaliagdo, mantiveram constante a produgao.
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2.4 CONCLUSAO

O transcriptoma montado baseando-se no sequenciamento de RNA de oito
acessos de Cenchrus purpureus nao se mostrou informativo acerca de genes
envolvidos na via de biossintese de lignina. Genes diferencialmente expressos de
quatro acessos bem caracterizados acerca da producdo de lignina revelou genes
importantes na construgdo da parede celular. A prospecgao de genes conhecidos na
via de lignina nas quatro amostras selecionadas evidenciou uma maior expressao do
gene COMT, e em seguida, genes da familia CCoAOMT e PTAL. O conhecimento de
genes desta via ainda precisa ser mais bem estudado para poder utilizar como
ferramenta no melhoramento genético da espécie, para fins de alimentagdo e

producéo de energia.



CAPITULO 3: IDENTIFICAGAO DE MARCADORES MOLECULARES EM U.
humidicola E C. purpureus
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3.1 INTRODUGAO

Em programas de melhoramento, a selegcdo dos melhores materiais, que
poderdo se tornar novas cultivares, podem ser feitas por meio de diferentes
metodologias. Inicialmente, a selegcdo de materiais era baseada principalmente em
caracteristicas morfolégicas, como estrutura da semente, cor da flor e habito de
crescimento. Com a descoberta de ferramentas moleculares, foi possivel associar
algumas caracteristicas de interesse a marcadores moleculares, o que contribuiu para
uma selegc&do mais precisa de materiais superiores, sem a influéncia do ambiente e do
estagio de desenvolvimento vegetal (NADEEM et al., 2018). A selecdo por
marcadores moleculares foi a principal responsavel pela selecdo de cultivares de
espécies como arroz (MACKILL et al., 1999; GARRIDO-CARDENAS et al., 2018),
milho (ORTIZ, 2010; SUWARNO et al., 2015) e trigo (LANDJEVA et al., 2007;
GARRIDO-CARDENAS et al., 2018), a partir da investigacdo de polimorfismos
encontrados a nivel molecular (NADEEM et al., 2018).

Dentre os marcadores moleculares, Simple Sequence Repeat (SSR), mais
conhecido como microssatélites, sdo marcadores co-dominantes e com alto nivel de
polimorfismo (ADAMS et al., 2006; RODRIGUEZ et al., 2010; WANG et al., 2012; HSU
et al., 2013; ZHANG et al., 2014; LIU et al., 2020a). A reunido dessas caracteristicas
o tornou a principal ferramenta em estudos de investigagéo de diversidade genética e
heterose (WU et al., 2013; NADEEM et al., 2018), fluxo génico (LIU et al., 2020a; LU
et al., 2021), mapeamento de QTL (Quantitative Trait Loci) (NADEEM et al., 2018; SU
et al., 2018; CHOI et al., 2019) e no fingerprint do DNA, importante ferramenta na
identificac&o de cultivares.

O fingerprint do DNA permite a identificagdo precisa de uma cultivar atraves
da utilizagdo de marcadores moleculares, assegurando a protecdo intelectual e
garantindo a pureza do material que esta em comercializagdo (SATTURU et al., 2018;
NIE et al., 2019). A ferramenta se baseia na identificagdo de caracteristicas unicas
presentes em cultivares por meio de marcadores moleculares, como forma de
caracterizar as variedades de forma mais precisa e confiavel, se comparado as
observacgdes de caracteristicas morfolégicas (IQBAL et al., 2019; IQBAL et al., 2021;
TIAN et al., 2021).
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Urochloa humidicola e Cenchrus purpureus sao espeécies forrageiras
comercializadas no Brasil como fonte de alimentagéo de bovinos, e que ao longo dos
anos, cultivares foram desenvolvidas para atender as demandas do mercado. Apesar
da importancia, existem poucos trabalhos disponiveis relacionados a estudos
moleculares em ambas as espécies. O primeiro painel de marcadores microssatélites
para U. humidicola foi descrito por Jungmann et al. (2009) a partir de transferéncia de
marcadores de outras espécies de Urochloa. A descoberta de um numero maior de
marcadores microssatélites pode trazer contribuicdes em etapas futuras no programa
de melhoramento da espécie, na identificacdo de caracteristicas importantes no
desenvolvimento de cultivares. Em capim-elefante, Azevedo et al. (2012) fizeram a
transferabilidade de microssatélites desenvolvidos em milheto para a espécie, que
foram importantes em estudos do programa de melhoramento desenvolvido pela
Embrapa Gado de Leite. A Embrapa foi responsavel pelo langamento de cultivares
importantes como Pioneiro, BRS Kurumi, BRS Canarda e BRS Capiacu. Essas
cultivares se destacam pela alta produtividade e qualidade da forragem, além de ser
uma alternativa como silagem (PEREIRA et al., 2016a). Porém, ainda ndo esta
disponivel um painel de fingerprint do DNA para essas cultivares, que é muito
importante para garantir a pureza dessas cultivares no mercado forrageiro.

O objetivo deste estudo é descobrir novos marcadores SSRs a partir do
sequenciamento do RNA de Urochloa humidicola e Cenchrus purpureus, e identificar
um painel fingerprint de DNA para caracterizagdo precisa de quatro cultivares de
capim-elefante (BRS Kurumi, BRS Canara, BRS Capiagu e Pioneiro).
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3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 IDENTIFICAGAO DE MICROSSATELITES E DESENHOS DE
PRIMERS

A partir dos transcriptomas montados das espécies U. humidicola e C.
purpureus, regides de microssatélites foram identificadas por meio da ferramenta
MISA v 1.0 (BEIER et al., 2017). Essa ferramenta é usada por fornecer a localizagéo
dos microssatélites, assim como a composicao das repeticoes e seus intervalos.

Apos a identificacdo dos SSRs, primers foram desenhados a partir do
programa Primer3 v 2.3.4 (UNTERGASSER et al., 2012), utilizando critérios como
tamanhos de primers variando entre 18 e 25 pb, e tamanho dos produtos variando de
100 a 400 pb.

3.2.2 TESTE DE AMPLIFICAGAO DOS PRIMERS DESENHADOS

Cinquenta primers de microssatélites foram escolhidos para o teste de
amplificacdo para cada uma das duas espécies. Os primers selecionados foram
aqueles que apresentaram sequéncia de repeticdes de di-, tri- e tetranucleotideos,
com o produto de amplificagao entre 100 e 400pb.

Quatro amostras de Urochloa humidicola (22A, 23A, 25A e 28A) e quatro
amostras de capim-elefante (BAGCE 11, BAGCES0, BAGCE 57 e BAGCE 69) foram
testadas a fim de se identificar quais pares de primers funcionariam para cada uma
das espécies.

A reagao em cadeia de polimerase foi realizada em um volume final de 20
uL como descrito: 1X GoTaq reaction buffer, 0,5 uM de cada primer, 3mM MgCly,
0,4mM dNTP (Promega, Wisconsin, Estados Unidos), 1 unidade de GoTaq Flexi DNA
Polimerase (Promega, Wisconsin, Estados Unidos) e 45 ng de DNA gendmico. As
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reacdes em cadeia da polimerase foram realizadas em termociclador Veriti (Life
Technologies, Califérnia, Estados Unidos) com o seguinte perfil: desnaturagao inicial
a 95°C (15 minutos), seguido de 5 ciclos a 94°C (30 segundos), temperatura de ligagéo
de 57°C (90 segundos) e 72°C (1 minuto), com decréscimo de 1°C na temperatura de
ligac&o por ciclo; 25 ciclos a 94°C (30 segundos), temperatura de ligacéo de 52°C (90
segundos) e 72°C (1 minuto); e um ciclo final de extensao de 60 minutos a 60°C.

Em seguida, os produtos de amplificagdo foram submetidos a eletroforese
em gel de agarose a 2% por 2 horas e 30 minutos a uma voltagem de 120 V. Apés o
tempo de corrida, o gel foi corado em brometo de etidio por 30 minutos, e as bandas

foram reveladas por meio de luz UV acoplada ao aparelho EagleEye.

3.2.3 PAINEL ESPECIFICO PARA IDENTIFICAGAO DE CULTIVARES

DE Cenchrus purpureus

Dos 50 pares de primers testados para capim-elefante, 21 apresentaram
bandas polimérficas entre as quatro amostras inicialmente testadas. A partir desta
informacéo, os primers foram testados para identificacdo de polimorfismo em 21
acessos do BAGCE e cultivares desenvolvidas pelo Programa de Melhoramento de
Capim-Elefante da Embrapa (BAGCE 58, BAGCE 30, BAGCE 2, BAGCE 105, BAGCE
60, BAGCE 57, BAGCE 1, BAGCE 18, BAGCE 56, BAGCE 71, BAGCE 53, BAGCE
67, BAGCE 103, BAGCE 7, BAGCE 64, BAGCE 68, BAGCE 70, BRS Canara, BRS
Kurumi, Pioneiro e BRS Capiagu). Os acessos do BAGCE foram escolhidos de acordo
com o grau de diversidade previamente avaliado (AZEVEDO et al., 2012) de forma a
contemplar o maximo de diversidade possivel.

A reagao em cadeia de polimerase foi realizada em um volume final de 20
uL como descrito: 1X GoTaq reaction buffer, 0,5 uM de cada primer, 3mM MgCla,
0,4mM dNTP (Promega, Wisconsin, Estados Unidos), 1 unidade de GoTaq Flexi DNA
Polimerase (Promega, Wisconsin, Estados Unidos) e 45 ng de DNA gendmico. As
reacdes em cadeia da polimerase foram realizadas em termociclador Veriti (Life
Technologies, Califérnia, Estados Unidos) com o seguinte perfil: desnaturagao inicial
a 95°C (15 minutos), seguido de 5 ciclos a 94°C (30 segundos), temperatura de ligagcéo
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de 57°C (90 segundos) e 72°C (1 minuto), com decréscimo de 1°C na temperatura de
ligac&o por ciclo; 25 ciclos a 94°C (30 segundos), temperatura de ligacdo de 52°C (90
segundos) e 72°C (1 minuto); e um ciclo final de extensao de 60 minutos a 60°C.

Os produtos de amplificagdo foram submetidos a eletroforese em gel de
poliacrilamida a 12% por cinco horas a uma voltagem de 500 V. Posteriormente o gel

foi corado com nitrato de prata.
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 TESTE DE AMPLIFICAGAO

Cinquenta pares de primers foram selecionados dentro de cada uma das

duas espécies estudadas para realizar o teste em quatro amostras de Urochloa

humidicola e quatro amostras de Cenchrus purpureus.

Em Urochloa humidicola, 42 pares de primers (84%) (Figura 12)

amplificaram nas quatro amostras testadas (Tabela 10). A partir desse resultado,

aqueles que apresentaram polimorfismo nas amostras foram considerados

promissores na identificacdo de cultivares da espécie.

Tabela 10: Lista dos 42 marcadores microssatélites que amplificaram nas quatro amostras de Urochloa

humidicola, com suas sequéncias forward e reverse, o motivo de repeticdo e o tamanho de

amplificagao.
Nome Motivo Tamanho
Primer forward Primer reverse
Marcador repeticao (pb)
RNA-Bra
- GCCTTCTCTTCGACGACCTC CCGACGTTGTTCATCTCCCA (CGC)s 190
RNA-Bra
02 GCAGCAGTTCGAGACCATGA AGTTTCTCCGTGTAGCTCGC (GGC)s 141
RNA-Bra
i CAAGAAGAGGGTGGAGTGGC ACTCCGAGTCAATTCGAGCG (GGC)s 201
RNA-Bra
o4 ATCTCGCACCCTGAGCTCTA GATATGGCGTCGCGGATCAT (CAC)s 230
RNA-Bra
i AACTCCTTTTGCCACACCCA GTAGACGAGGATCTGCTCGC (GCG)s 264
RNA-Bra
06 GGGCCAAAGGAAAGTTGTGG GGTCTAGGAAGATCGGCAGC (TTC)s 182
RNA-Bra
i GACCTACAACATCACCGGCT CCTTCTTCGTCCCCACCATC (GGC)s 155
RNA-Bra
TCGGCTACGACATCAAGGTC GACTACGCTACCGACGGAAG (CGG)s 250

08



RNA-Bra
09
RNA-Bra
10
RNA-Bra
11
RNA-Bra
12
RNA-Bra
13
RNA-Bra
14
RNA-Bra
15
RNA-Bra
16
RNA-Bra
17
RNA-Bra
18
RNA-Bra
19
RNA-Bra
20
RNA-Bra
23
RNA-Bra
24
RNA-Bra
27
RNA-Bra
28
RNA-Bra
29
RNA-Bra
30
RNA-Bra
31

TTGGGGAGGATGCCGATAGA

ACGAGCAGATCCTTGACGAC

CCGCTCTACCCGAGATCCTA

GCGCATCGAGATCTACACCA

GAATCTTCCACGCGTGATGC

GCGTTGCTGAACAGGAAGTG

CTAACCCTAATCCCGTCGCC

AGAATAGATGACGCCGCTCG

CGAGCAGACCTACGGCAAG

GTGCGTGCAAGCGATAAGAG

CGTACCAGATGGAGCAGTCC

CTCCAGCTGCTATGCTCCTC

CTCCCCTTCCACCTCGAAAC

GCTCCTCCAAGAAGAGCCAG

GGCACGAGAGAAGGTTCCAA

CAAGAGGAGGAAGGGTCGTC

CAGTTCCAGCAGCCTCAGAA

GGATTAGGTGGGAGGGAGGT

GGGTGGTGGAGTAAGGAAGC

CTCTCCAGCTGGGGAAAGTG

TCCTGGATGAACGCCTTCAC

GTAGAACTCCTCCACCTGCG

GCCACCGTTCAAGAAGGAGA

CGTCTCCTTCTCCTCCTCCA

TGCCATGCATTAGCTGTGGA

GCCCATAGCGAGCAAGATCT

AGAAGAAGGAGGTGCCGTTG

AGCAGCTAGGAAGACGAGGA

GATCACGCTCGATTTGGTGC

TGGAAGGCAGGGATCCTACA

GACCCCGGTATGACCATGTC

GTGACACCTTGGACCAGGAG

ACTCACAGTTCCCACCTCCT

CCCCATGTTGTACAGCAGGT

TGTCGTACATGTGGACGAGC

ATTCTGTGGCGTTTGCACAC

CTCTCCCCTCTCACTCAGCT

CGGATGAAGTGCTTGTACGC

(CGC)s

(GCC)s

(GCG)s

(GGC)s

(AAG)7

(GAA)s

(GGC)s

(TCC)s

(CGA)s

(CCG)s

(GCG)s

(CGC)s

(CGC)r

(CAG)s

(CAC)s

(CGG)s

(AGC)s

(AGC)s

(GCG)s

99

221

177

329

362

270

177

308

272

177

207

280

285

276

168

144

238

268

237

310



RNA-Bra
32
RNA-Bra
33
RNA-Bra
34
RNA-Bra
35
RNA-Bra
36
RNA-Bra
37
RNA-Bra
38
RNA-Bra
39
RNA-Bra
41
RNA-Bra
42
RNA-Bra
44
RNA-Bra
45
RNA-Bra
46
RNA-Bra
48
RNA-Bra
49

ATTCTTCTTCGCCCGTCAGG

CGACTCCGTCTGGAATTGGT

CTCTCCCCTCTCACTCAGCT

CTCTTCGCGTCGTCCTACTC

AACTGGGCTCAATCGGACAG

TTCCCCTGCTCGTGATCAAC

CTCCTCTTCCTCACAGCAGC

ATCTCACAGTCCGACCTCCA

CGTCCTACTCGCACTCCATC

AGGAGTTGAGCTCAGCACAC

AAGGCGCAAAATCAGCTTGG

AAGAAGAAGGGCGACAAGGG

CCGAGCTCAAGGTGAAGGAG

TTCCTCCACGACAACGACAG

GAGGAAGGATGGGTGGTGTG

GGCCGTCCATTTTATTCCGC

ATGTTCTTGGAGAGGCAGGC

GGATTAGGTGGGAGGGAGGT

CAGGTTCTTGAGCTCCTGCA

ATCTGGGTAGCAGGACTGGT

TAGACGCTGGCCTGCTACTA

CTGGTAAGTCTGGCTTGGCA

CGCTCATGTTCATGTTGGGC

TTACTGCCAAGGGGACGAAC

GCAATGCTCCTCCTGAAGGT

CAGCGTGATCTCGACGATGA

TCGACGTCCTCCTCATCCTT

TAGTGGTACAACAGCCTGCG

AAAAGGACGGCTCCCATCAG

TGATGGAAGTTGAGCTGCGT

(GCC)s

(GCG)s

(GCT)s

(GGC)s

(CAT)s

(CCA)s

(CAG)s

(CAG)o

(CAG)s

(GCC)s

(CCT)

(GAC)s

(GC)s

(AGC)s

(GCG)s

100

317

125

237

210

292

325

333

143

366

234

363

254

354

321

365
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\_'_I

B
RNA-Bra 18 “—r— ,

RNA-Bra 30 RNA-Bra 39

Figura 12: Géis de agarose com os primers RNA-Bra 01, RNA-Bra 18, RNA-Bra
30 e RNA-Bra 39 nas amostras 22A, 23A, 25A e 28A de U. humidicola inicialmente

testadas.

Quarenta e sete pares de primers (94%) foram amplificados nas quatro
amostras de Cenchrus purpureus inicialmente testadas (Figura 13). Destes, 21
primers apresentaram polimorfismo entre as amostras selecionadas, e assim foram

considerados promissores para a identificagao de cultivares na espécie (Tabela 11).
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Tabela 11: Lista dos 47 marcadores microssatélites que amplificaram nas quatro amostras de Cenchrus purpureus, com suas sequéncias forward e reverse, o

motivo de repeticdo, o tamanho de amplificagéo, e os primers selecionados para a identificagéo de fingerprint em cultivares.

Identificacao

Nome marcador Primer forward Primer reverse Motivo repeticéo Tamanho (pb) fingerprint em
Cultivares
RNA-CE 01 TTGCGATGCACCACAACTTG  GGCAGCAGGTGAATCTTCCT (GAT)s 188 Sim
RNA-CE 02 TACACCACCTCCTTAGCCGA  TGGTTGATAGCCGTCCATCG (TGC)s 360 Sim
RNA-CE 04 GGCCTCTCCTTTCGCTCTTT TTTGGCCGGTTGCTAGGATT (TG)7 267 Sim
RNA-CE 05 GGTCTAATGCCGGATCAGGG GCAATGCCCATGCTAGATGC (GCC)s 125 Sim
RNA-CE 06 CGGCGACATGAAGTCCTTCT GAAGGGATGAACGCGATTGC (GCG)r 399 Nao
RNA-CE 07 TTCTCACATCAGCTCGCTGG CATTGGAGAGACGGAGCGAG (CCG) 221 Nao
RNA-CE 08 TCCTCCCGCTTTACCCAAAC TTCTCGGCATCTGCAACACT (CGG)r 304 Nao
RNA-CE 09 GTCTACAACACCTTCGGCGA  GTCGACCATCCGCTTGTACT (GAC)s 324 Néo
RNA-CE 10 TCCTCCTCTCCCTCTCAAGC  CACATCACCAGCCAAGGAGT (CTC)e 196 Nao
RNA-CE 11 AGCAGGGGAGGAGAGGAAAT GAGCACCACGAACAGGATCA (CAG)r 119 Nao
RNA-CE 12 GAGTGGATGTTGAGGCAGCT AAACAGGCACGCTCTAGCTT (GAT)s 246 Sim
RNA-CE 13 GTATGCACGCCAATTGCCAT  ACCACACAACAGCCGAGAAA (TG) 367 Nao
RNA-CE 14 AGGTGTTCGTGAAGAGCAGG GAACCGACAACCAAAAGCCC (AGG)s 220 Sim
RNA-CE 15 TTCTTTCCTGACCGACCGTG  GCCACCATCACCACCAAAAC (ATCC)s 117 Nao
RNA-CE 16 ATCTCCTCCTCCACCTCACC  CATCAGCTTGGACCTACGCA (GCG)s 294 Nao
RNA-CE 17 TGGTGGTGCTTTGTTCAGGT  GCTTCTCCAAACGCCACATC (AGA)e 271 Sim
RNA-CE 18 TGGATGATCCACGGTGCAAA  ATTGTAGCAAAGCCCGCCTT (TTG)s 371 Sim
RNA-CE 19 ACTAGTCACACACACAGGCG CCCACCATGGCTTGTCTTCT (GGAT)s 195 Sim



RNA-CE 20
RNA-CE 21
RNA-CE 22
RNA-CE 23
RNA-CE 24
RNA-CE 25
RNA-CE 26
RNA-CE 27
RNA-CE 28
RNA-CE 29
RNA-CE 32
RNA-CE 33
RNA-CE 34
RNA-CE 35
RNA-CE 36
RNA-CE 37
RNA-CE 38
RNA-CE 39
RNA-CE 40
RNA-CE 41
RNA-CE 42
RNA-CE 43
RNA-CE 44
RNA-CE 45

GATGACGACGACGATGACGA
CCGTGTTGAATTGCTCCGTG
AAAGAGGAGAGGGGCTAGGG
CCCTCATCTCCACGCTCAAG
ACGATCAAGGACAAGTCGCC
TCCTCCCTCTCTCTGTGCTC
CTGCAGAGCTCCACAGAACA
TCACAGGAGGAGACCGATGT
CTCTCTCCTCCATCCTCCCC
CAGCCAGGTCATCCTCAGTC
GTCGGGGTCGTTCAAGAAGT
AGGCGCAAGGGATGAATGAA
CTTCCCCTCATCACACCACC
CTTCTCCTTCGCCTCATCCC
TGAGTCCCAAGAAGCAGCAG
TTAATGCCGCTGCGATGTTG
CTAGCTTTGCTTGCCACTGC
ATCACAGCAAGAGGAGCCAC
CCGCAAATCCTCAGAACCCT
AGACCCCTACACGAGCTTCT
GCTGCTCTGTCTCCACTTGT
AATACTCTCCCCTCCCCCAC
GTGCGAGAGGGAAACACAGA
TCCTAGCTGACCGGACTACC

TACCCCTCCAGCTTCTCCAG
ATGTTCTTGGAGAGGCAGGC
TGTTGGTGGCCTGGTCAAAT
GGATGAGGAGGCTGAGGTTG
GCCTCTAGTTCTCGAAGGCC
TACCCCTGTCGGATCTTCGT
CCTGCAGGATCGTGTAGTCC
CCTGTCTGCGAAGTTCACCT
GGGGAAGGAGGAGAGGATGT
TTTAGCAAAACAAGCCGCCG
GCATCCACGTCCTCGAAGAA
CCTATCTCGCCGTCTCACAC
GGCTGAGAAGAGGGTGTTCC
TAAGAAGGGGATGAGGCGGA
TGCTGTTTGGCTCGATCCAT
CATCTAGCCACAGGTGCACA
GCACAGCAGACATGGATCCT
TGTAGTGCTCGGGATCCTCA
GTGCGGTGGATTTTGCTTGT
CCGGGTACTGATGATGAGGC
GCTTACGAGGTTCCGGAACA
CGCTCTCGTACTACCAGCAG
TCGGTGTGCTTGTAGTGGAC
AGGCTTTAGCAACCGAAGCT

(CGA)s
(GCG)s
(GGC)s
(CGT)s
(GCA)s
(GCG)s
(GCC)s
(CAC)s
(TCT)12
(GGC)s
(GGC)s
(GGC)s
(GCT)s
(CCT)s
(CGG)s
(TAG)s
(CA)s
(CAC)s
(CCG)s
(CGC),
(GCG)s
(AG)s
(GCG)s
(CGG)e

146
143
256
158
121
309
124
363
217
362
132
291
261
121
356
389
243
345
267
164
276
149
155
365

Néo
Néo
Sim
Sim
Néo
Sim
Néo
Néo
Néo
Néo
Néo
Néo
Sim
Néo
Sim
Néo
Néo
Sim
Néo
Néo
Sim
Sim
Sim
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RNA-CE 46
RNA-CE 47
RNA-CE 48
RNA-CE 49
RNA-CE 50

GAGAGCGAGAGACATGAGGC
TGCCGAGGACAGAAGAAGTG
TATACATGCCCAGCGACGAC
GACATCCTCGTCGTCGTCTC
AAGGGGAAGAAGTGCTACGC

ACAGGCCAAGCAAGAGGTAC
CAGACGTGCTCATCACCTCA
TCCTAGCCTTCTCTGCGTCT
CCTAGTTCTTACCGGTGGCG
GATCACCCAAGAACGTTGCG

|_'_l

RNA-CE 27

|_'_I
RNA-CE 21
\_'_l

RNA-CE 44

(GGC)7
(AGG)s
(GT)s
(CGA)s
(GGC)s

|_'_l

RNA-CE 12

137
381
383
232
117

Figura 13: Géis de agarose com os primers RNA-CE 21, RNA-CE 27, RNA-CE 44 e RNA-CE 12
nas amostras BAGCE 11, BAGCE50, BAGCE 57 e BAGCE 69 de C. purpureus inicialmente

testadas.

Sim
Nao
Sim

Sim

104
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3.3.2 PAINEL ESPECIFICO PARA IDENTIFICACAO DE
CULTIVARES DE Cenchrus purpureus

A partir dos resultados dos testes de amplificacdo dos primers
desenhados, os 21 primers promissores foram avaliados para a identificagao de
polimorfismos entre as quatro cultivares (BRS Kurumi, BRS Canara, Pioneiro e
BRS Capiagu) ja langadas pelo Programa de Melhoramento de capim elefante
da Embrapa e acessos pertencentes ao BAGCE. Entre os acessos avaliados do
BAGCE estavam os progenitores da cultivar BRS Capiagu, que sdo 0s acessos
BAG 60 e BAG 57.

A amplificagdo do primer RNA-CE 05 (Figura 14) permitiu a
identificacdo de um padrao de bandas unico para cultivar BRS Kurumi. Apesar
de compartilhar as bandas 275pb e 295pb com o acesso BAG 58, ainda é
possivel diferenciar as duas amostras pela presenca de uma banda a mais
(280pb) na cultivar BRS Kurumi.
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Figura 14: Gel de poliacrilamida com o primer RNA-CE 05 nas 21 cultivares/acessos de capim-
elefante avaliadas. A primeira e ultima colunas sdo padrdes de pesos moleculares usados para
inferir os tamanhos em pares de bases de cada fragmento amplificado.
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Foi possivel observar, utilizando o primer RNA-CE 44, um padrao de
bandas unico para BRS Canara, como visto na Figura 15. Para esta cultivar, foi
identificado um perfil de bandas nos tamanhos de 145, 150 e 158 pb.

Figura 15: Gel de poliacrilamida com o primer RNA-CE 44 nas 21 cultivares/acessos de capim-
elefante avaliadas. A primeira e uUltima colunas sdo padrdes de pesos moleculares usados para
inferir os tamanhos em pares de bases de cada fragmento amplificado.

A presenca do fragmento de 133 pb na cultivar Pioneiro (Figura 16),
utilizando o primer RNA-CE 46, pode ser considerada uma banda rara e
importante na identificacdo desta cultivar. Apesar desta banda aparecer nos
acessos BAG 1 e BAG 7, foi possivel identificar um padrao de bandas diferente
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para Pioneiro, se comparado as cultivares BRS Capiacu, BRS Canara e BRS

Kurumi.

Figura 16: Gel de poliacrilamida com o primer RNA-CE 46 nas 21 cultivares/acessos de capim-
elefante avaliadas. A primeira e ultima colunas sdo padrdes de pesos moleculares usados para

inferir os tamanhos em pares de bases de cada fragmento amplificado.

Para BRS Capiagu, trés primers em conjunto foram informativos para
a diferenciagcao desta cultivar. O primer RNA-CE 17 amplificou um fragmento
raro de 270 pb (Figura 17). O RNA-CE 43 permitiu a diferenciagdo da cultivar
pela auséncia de bandas (Figura 18). Esse primer foi avaliado em diferentes
condicbes e com varias amostras da cultivar BRS Capiagu, em todos os testes
nao foi possivel amplificar qualquer fragmento.
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Figura 17: Gel de poliacrilamida com o primer RNA-CE 17 nas 21 cultivares/acessos de capim-
elefante avaliadas. A primeira e ultima colunas sdo padrdes de pesos moleculares usados para
inferir os tamanhos em pares de bases em cada fragmento amplificado.
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Figura 18: Gel de poliacrilamida com o primer RNA-CE 43 nas 21 cultivares/acessos de capim-
elefante avaliadas. A primeira e Ultima colunas sdo padrdes de pesos moleculares usados para
inferir os tamanhos em pares de bases em cada fragmento amplificado.



Tabela 12: Tamanho de bandas amplificadas nas 21 cultivares/acessos de capim-elefante, considerando os primers mais promissores na identificagdo de um

padrdo Unico nas cultivares BRS Capiacu, BRS Canara, BRS Kurumi e Pioneiro.

Cultivares ou Acessos

BRS Capiagu

BRS Canara

BRS Kurumi
Pioneiro

BAG 58
BAG 30
BAG 2
BAG 105
BAG 60
BAG 57
BAG 1
BAG 18
BAG 56
BAG 71
BAG 53
BAG 67
BAG 103
BAG 7
BAG 64
BAG 68
BAG 70

RNA-CE 05

275
275

275/280/295

275
275/295
275
275/280
275/280
275
275/280
275
275
275
275
275
275
275
275
275
275

RNA-CE 17
265
290/300
260/300
270/290
260/300
260/290/300
260/270/290/>300
290/300
270/>300
270/>300
260/300
260/300
270
290/300
280/290
270/300
270
280/290
280/290

RNA-CE 43
120/165
155
165
120/155
165
120/155
120/155
120/155
120/155
120/155
155/165
120/155/165
165
165
120/155
165
165
120/155
120/155

Primers

RNA-CE 44
150/162
146/150/160
150/158/162/198/210
150/158/198
150/158/198
150/158/198
146/150/190

150/158/160/162/198/210

150/158/198
150/158/162/198/210
146/150/158/190/198

150/158/198

150/158/198

150/158
146/150/158/190

150/158/198

150/158/198
146/150/158/190/198

150/158/198

150/158/198

RNA-CE 46
107/128
128
107/117/128
117/128/130
117/128
128
107/128
117/128
107/117/128
117/128/130
117/128
117/128
128
128
128
117/128/130
117/128
128
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Na avaliacéo dos primers, foram utilizadas 21 cultivares/acessos para
demonstrar a ampla diversidade encontrada na espécie. Além disso, uma maior
amostragem das cultivares de capim-elefante ratificaram a existéncia de um
padrao de bandas unico nas cultivares BRS Kurumi, BRS Canara, BRS Capiagu
e Pioneiro, importantes no mercado de forrageiras. Esta metodologia foi também
utilizada em estudos com macga (BARIC et al., 2020) e cana-de-agucar (SINGH
et al., 2019) com o objetivo de identificar fingerprints de cultivares importantes.
A caracterizacdo das cultivares BRS Capiacu, BRS Kurumi, BRS Canara e
Pioneiro a nivel molecular podera ser uma ferramenta importante na confirmacao
da identidade de plantas no mercado de forrageiras, protegendo a propriedade

intelectual da cultivar.
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3.4 CONCLUSAO

Os primers desenhados a partir do transcriptoma das espécies foram
eficazes na amplificagdo em amostras testadas de U. humidicola e C. purpureus.
Na identificacdo de padrao unico nas cultivares BRS Kurumi, BRS Canara, BRS
Capiacu e Pioneiro, destacaram-se 5 primers, que poderao ser usados como
fingerprint do DNA na garantia de pureza das cultivares no mercado de

forrageiras.
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