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APRESENTACAO

A obra “De Grédo em Grao” € a mais recente iniciativa da Atena Editora no
sentido de difusao de conhecimento, demonstracédo de aprimoramentos e divulgacao
de tecnologias, em forma de e-book, para o agronegocio brasileiro com foco na
producédo de graos oriundos de plantas da familia Poaceae. Esta edicdo aborda - de
forma ampla, com leitura compreensivel e envolvente - as principais contribuicdes ao
estudo de graos em territorio brasileiro, com foco em sorgo, teosinto, milho comum,
milho hibrido e milho crioulo. Todas essas espécies possuem importancia econémica
para as 27 unidades federativas do Brasil, incluindo a Capital Federal, devido ao seu
cultivo e, principalmente, pelo fato do agronegécio de gréaos brasileiro significar uma
fonte de receitas econémicas tanto na zona rural, como no ambito agroindustrial e
ao nivel de exportagoes.

O Brasil ocupa posicao de destaque na producéao global de gréos, incluindo o
milho, 0 que demonstra a relevancia dos graos para a economia nacional. Em termos
nao apenas de abastecimento interno, mas também como importantes insumos para
o contexto da exportacao brasileira. Esse panorama revela o papel prioritario do
Brasil como grande produtor e exportador dessa comoditie agricola: a divulgagao
de pesquisas imbuidas de carater técnico-cientifico na area de producao de graos,
bem como a divulgacéo de metodologias e tecnologias que auxiliem o produtor a
solucionar dilemas no cultivo das suas lavouras. Misséo atribuida ao presente e-book
“De Grdao em Grao’.

Abordagens de interesse a comunidade cientifica, académica e civil-organizada
envolvidas de forma direta e indireta com a producéo, comercializagdo, exportacéao,
processamento industrial e experimentacdo das culturas, acima reportadas, sao
descritas na presente obra. O raio X das tematicas envolvidas nessa importante
fonte de conhecimento, tanto no ambito tedrico como pratico, indica uma amplitude
de teméaticas com imediata possibilidade de aglutinacdo de conhecimento por parte
do leitor, seja da area técnica envolvida com o agronegécio de graos, bem como ao
seu beneficiamento. Ainda, muito do que se encontra no presente e-book “De Grao
em Grdo” pode ser extrapolado para outras plantas de onde se obtém os graos,
como matéria-prima, e que néo se enquadrem necessariamente na familia Poaceae.
Identificacdo e comparacédo do aparato génico inerente a diferentes espécies da
familia Poaceae, Estudo do arranjo espacial em milho sob condi¢cdes de campo,
Inoculacdo de plantas de milho com microrganismos com vistas ao incremento
produtivo, Manejo de irrigacéo para o sorgo em condi¢coes do Semiarido, Performance
do milho com uso manejo bioldgico e sementes e adubacao nitrogenada, Inducéao
de resisténcia quimica no milho contra patégenos e, por fim, Vigor de sementes de
milho tendo por base respostas de diferentes hibridos s&o as principais abordagens
técnicas aqui contidas e esmiugadas por intermédio de trabalhos com qualidade



técnico-cientifica comprovada. Todas essas referindo-se a elucidacéo de dilemas
contemporaneos da producéo de gréaos nos atuais sistemas de producéo agricola
brasileiros.

Esperamos que o presente e-book, de publicacdo da Atena Editora, possa
representar como legado, a oferta de conhecimento para capacitacdo de mao-
de-obra através da aquisicdo de conhecimentos técnico-cientificos de vanguarda
praticados por diversas instituicbes em ambito nacional; instigando professores,
pesquisadores, estudantes, profissionais (envolvidos direta e indiretamente) com a
producéo de gréos e a sociedade (como um todo) frente ao acumulo constante de
conhecimento, de grdo em grao, com potencial de transpor o conhecimento atual
acerca dos processos envolvidos com a producao de gréaos no Brasil.

Alexandre Igor de Azevedo Pereira
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CAPITULO 1

ANAL,ISE “IN SILICO” DE GENES DE RESISTENCIA
ORTOLOGOS NOS GENOMAS DE Sorghum bicolor,

Ronaldo Omizolo de Souza

Bacharel em Biotecnologia; Universidade Federal
da Grande Dourados, Faculdade de Ciéncias
Biolégicas e Ambientais — FCBA.

Dourados — Mato Grosso do Sul

Ramir Bavaresco Junior

Bacharel em Biotecnologia; Universidade Federal
da Grande Dourados, Faculdade de Ciéncias
Biologicas e Ambientais — FCBA.

Dourados — Mato Grosso do Sul
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Bacharel em Biotecnologia; Universidade Federal

da Grande Dourados, Faculdade de Ciéncias
Biol6gicas e Ambientais — FCBA.

Dourados — Mato Grosso do Sul
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Professora adjunta; Universidade Federal da
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Rodrigo Matheus Pereira
Professor adjunto; Universidade Federal da
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Biol6gicas e Ambientais — FCBA.

Dourados — Mato Grosso do Sul

RESUMO: Durante a domesticacédo da cultura
do milho (Zea mays L.) pode ter ocorrido a
transferéncia de genes de resisténcia (R)
das espécies ancestrais e entre espécies
aparentadas. Os genes R podem ser

De Grao em Grao
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classificados em cinco classes, a CNL, TNL,
RLP, RLK e outros. O objetivo deste trabalho
foi identificar genes R comuns entre a espécie
Zea mays subsp. mays com Zea mays subsp.
parviglumis, Teosinto e Sorghum bicolor. As
sequéncias foram coletadas de bancos de dados
bioldgicos e a analise foi realizada com o auxilio
de ferramentas da bioinformatica. No entanto,
ndo foi possivel encontrar o transcriptoma
completo de todas as espécies, somente a
do Sorghum bicolor e Zea mays subsp. mays.
Para as outras duas espécies, foram utilizadas
informacdes parciais encontradas no GenBank
e no European Nucleotide Archive (ENA). Foi
possivel aidentificacdo de 1085 genes Rcomuns
entre o transcriptoma de Zea mays subsp.
mays e as sequéncias utilizadas de cada uma
das espécies. A comparagdo com o Sorghum
bicolorretornou 930 genes R divididos em todas
as classes. A comparagcdo entre Zea mays
subsp. mays e Zea mays subsp. parviglumis,
possivel ancestral do milho, totalizou 109
genes R comuns, enquanto que a analise com
o Teosinto retornou 44 genes R. Também foram
encontrados dois genes ortdlogos entre todas
as espécies. Assim, os resultados obtidos neste
estudo poderao servir como base para futuros
estudos sobre o compartilhamento de genes de
resisténcia entre estas plantas.
PALAVRAS-CHAVE: Bioinformatica,
Gendmica, Milho, Sorgo, Teosinto
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“IN SILICO” ANALYSIS OF ORTHOLOGOUS RESISTANCE GENES IN THE
GENOMES OF Sorghum bicolor, Zea mays AND TEOSINTE

ABSTRACT: During the domestication of the corn crop (Zea mays L.) resistance
genes (R) may have been transferred from the ancestral species and among related
species. R genes can be classified into five classes, CNL, TNL, RLP, RLK and others.
The objective of this work was to identify common R genes among the species
Zea mays subsp. mays with Zea mays subsp. parviglumis, Teosinte and Sorghum
bicolor. Sequences were collected from biological databases and the analysis was
performed using bioinformatics tools. However, it was not possible to find the complete
transcriptome of all species, only the Sorghum bicolor and Zea mays subsp. mays.
For the other two species, partial information found in GenBank and in the European
Nucleotide Archive (ENA) was used. It was possible to identify 1085 common R genes
between the transcriptome of Zea mays subsp. mays and the sequences used of each
of the species. The comparison with Sorghum bicolor returned 930 R genes divided
into all classes. The comparison between Zea mays subsp. mays and Zea mays
subsp. parviglumis, a possible corn ancestor, totaled 109 common R genes, whereas
the analysis with the Teosinte returned 44 R genes. Two orthologous genes were also
found among all species. Thus, the results obtained in this study may serve as a basis
for future studies on the sharing of resistance genes between these plants.
KEYWORDS: Bioinformatics, Genomics, Corn, Sorghum, Teosinte

11 INTRODUCAO

H& mais de 8000 anos o milho é cultivado em diversas partes do mundo e
gracas a sua adaptabilidade, representada por varios genétipos, pode ser cultivado
desde o Equador até o limite das terras temperadas. Possui importancia econémica,
devido sua utilizacao para alimentacao humana e animal (Barros & Calado, 2014).

O sorgo (Sorghum bicolor) é uma Poacea originaria da Africa, utilizado
principalmente na alimentacdo animal, na cadeia produtiva da suinocultura e
avicultura. Também pode ser utilizado para a fabricacdo de bebidas alcodlicas.
(Purcino, 2011).

O sorgo € um parente proximo do milho (Zea mays) e da cana-de-agUcar
(Saccharum spp) (Springer et al., 1989). Entre estes, o milho é o melhor caracterizado
geneticamente, possuindo um mapa genético bem desenvolvido (Beavis & Grant
1991; Burr et al., 1988). O sorgo e o milho apresentam o mesmo numero de
cromossomos (n=10). Entretanto o milho contém, no minimo, trés vezes mais DNA
nuclear do que o sorgo (Michaelson et al., 1991).

O milho é uma planta cultivada de grande versatilidade. Os programas de
melhoramento genético vém desenvolvendo ao longo das décadas tipos diversificados
de cultivares, entre outras razdes, devido a existéncia de alta variabilidade genética
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do germoplasma da espécie. Com o advento da biotecnologia foram desenvolvidas
tecnologias que permitem acesso a novas e variadas fontes de variabilidade genética,
além das existentes naturalmente. Em especial, € possivel citar o aprimoramento da
tecnologia do DNA recombinante e da bioinformatica (Coulter, 2014; Oliveira, 2010).

Nos ultimos 10 anos, o0 mapeamento comparativo em plantas tem fornecido
evidéncias para uma conservacao importante de marcadores e a ordem de genes
entre genomas similares, o que resultou no surgimento das técnicas de comparacéo
de genomas. Estudos comparativos realizados com gramineas demonstraram
consisténcia em relacéo a colinearidade entre os genomas dentro da familia (Feuillet
& Keller, 2002). A maioria destas analises foi realizada com gramineas de importancia
econdmica, como arroz, trigo, cevada, milho, milheto, aveia e o sorgo (Gale & Devos,
1998; Bennetzen, 2000; Keller & Feuillet, 2000).

A utilizagdo de recursos aplicados a selecéo de sequéncias de DNA unidos as
técnicas de bioinformatica tornaram-se um pré-requisito para construcao de modelos
tedricos e experimentais. (Saeys et al., 2007).

Alguns estudos indicam que algumas variedades de teosinto, possivel ancestral
de Zea mays, sao citologicamente indistinguiveis do milho e, portanto, sdo capazes
de formar hibridos completamente férteis com o milho (Doebley, 2004).

Varios trabalhos tém discutido e pesquisado as diferencas entre estas espécies,
alguns com analises moleculares identificaram uma variagao de teosinto (Zea mays
ssp. parviglumis) como o progenitor do milho (Doebley, 2004; Barros & Calado, 2014).

As plantas expressam genes de resisténcia (R) para reconhecer invasores
e evitar a disseminacao de agentes patogénicos. As plantas que nao tém células
imunoldgicas especializadas devem ser capazes de reconhecer de forma autbnoma
possiveis proteinas efetoras. Em resposta a proteinas efetoras liberadas por
patdgenos, as plantas necessitam manter um grande numero de genes R que, direta
ou indiretamente reconhecem os efetores e iniciam uma resposta efetiva de disparo
de imunidade (ETI) (McDowell & Simon, 2008).

Os genes de resisténcia tém um importante papel para o reconhecimento de
proteinas especificas, que sdo expressas por genes de aviruléncia (Avr) durante um
possivel ataque de micro-organismos ou pragas, e podem ser agrupados em cinco
distintas classes funcionais, com base na presenca de dominios especificos (Bent,
1996; Van Ooijen et al., 2007; Kim et al., 2012): a classe CNL compreende genes
de resisténcia que codificam proteinas com pelo menos um dominio de filamento
helicoidal, um nucleotideo local de ligagcao e uma repeticao rica em leucina (CC-NB-
LRR); a classe TNL inclui aqueles com um receptor com um dominio do tipo Toll-
interleucina, um sitio de ligacdo de nucleotideos e uma repeticdo rica em leucina
(TIR- NB-LRR); a classe RLP, sigla de proteina do tipo receptora, grupos estes,
que contém um receptor com um dominio do tipo serina-treonina-quinase, e uma
repeticao extracelular rica em leucina (Ser/Tre - LRR); a classe RLK contém aqueles
com um dominio de cinase, e uma repeticao extracelular rica em leucina extracelular
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(Kin-LRR); a classe “Outros” inclui todos os outros genes que tém sido descritos
como conferindo resisténcia através de mecanismos moleculares diferentes, por
exemplo MLO e ASC — 1. O grupo de genes R “Unknown” representa aqueles genes
cuja funcéo exata ou tipo ainda nao foram estabelecidos (Sanseverino et al., 2012;
Hammond-Kosack & Jones, 1997; Chisholm et al., 2006).

Devido a forte relacéo entre a funcdo dos genes R e sua complexidade no
genoma das plantas, uma comparacéo de conteudos de genes R entre diferentes
espécies de plantas, por meio de ferramentas da bioinforméatica, podera fornecer
informacdes Uteis para aplicacdes praticas e importantes descobertas quanto a
presenca destes genes em diferentes espécies (Kim et al., 2012).

Levando este fato em consideracao, esse trabalho foi realizado com o objetivo
de verificar a presenca de genes de resisténcia comuns entre Zea mays subsp. mays
em relacdo a Zea mays subsp. Parviglumis, Teosinto e Sorghum bicolor.

2| MATERIAL E METODOS

Para a execucéo deste trabalho foram utilizadas as informagdes dos seguintes
genomas: Sorghum bicolor, Teosinto e Zea mays subsp. Pavirglumis. Sendo que 0s
genomas dessas plantas foram comparados com Zea mays subsp. mays na busca
de genes de resisténcias comuns. As comparacoes realizadas foram feitas uma a
uma, sendo que os genes de resisténcia encontrados em Zea mays subsp. mays
foram pesquisados entre os genes de resisténcia encontrados em cada uma das
espécies.

As sequéncias de dados biologicos no formato FASTA foram obtidas de
diversas fontes, sendo os transcriptomas do Sorghum bicolor e Zea mays subsp.
mays, obtidos do banco de dados Phytozome V11.0; sequéncias de Zea mays
subsp. pavirglumis, obtidas do ENA (European Nucleotide Archive) e sequéncias de
Teosinto, obtidos do GenBank, o banco de dados de nuceotideos do NCBI (National
Center for Biotechnology Information).

As sequéncias de dados bioldgicos das plantas foram alinhadas contra
sequéncias FASTA do PRG-Wiki, um banco de dados de genes de resisténcia de
plantas, utilizando o BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), uma ferramenta de
alinhamento local de sequéncias. Para realizar o alinhamento entre as sequéncias
similares foi utilizado o parametro de nota de corte para e-value de pelo menos
1e-5, sendo o e-value a probabilidade de o alinhamento ter ocorrido ao acaso. O
alinhamento resultou em um conjunto de informagdes tabuladas.

Em seguida, criou-se um banco de dados local, utilizando o MySQL, uma
ferramenta de gerenciamento de banco de dados gratuita. Foi adicionada uma
tabela com informagdes anotadas sobre os genes de resisténcia de plantas, obtida
do PRG-Wiki para consecucéo de anotacédo dos dados alinhados.
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Foram criadas novas tabelas no banco de dados com genes ort6logos entre Zea
mays subsp. mays e as demais espécies utilizadas neste trabalho. Na sequéncia,
informacdes provenientes da tabela Annotation (tabela que contém informacgdes
anotadas sobre os genes de resisténcia) foram adicionadas as tabelas de genes
ortélogos.

2.1 Tratamentos e amostragens

A partir dos resultados obtidos entre os alinhamentos realizados de cada uma
das plantas com as informacgcdes do BLAST de Zea mays subsp. mays, verificou-se
a necessidade de filtrar as informacdes repetidas nos arquivos. Na tabela 1 esta
o comparativo entre 0 numero de sequéncias de entrada, o nUmero de resultados
obtidos demonstrando sequéncias de genes de resisténcia similares, bem como o
resultado da comparacgao entre as demais espécies com Zea mays subsp. mays.

Espécies e N° de N° apés N° sequencias N° sequencias
(Fonte da sequencias BLAST vs sem rqe eticio filtradas vs Z mays
Informacéao) obtidas Genes R petic subsp. mays
Z. mays subsp.
mays 88760 10951 3032 -
(Phytozome)
S bicolor 47205 10086 2581 930
(Phytozome)
Teosinto
(GenBank) 21395 1994 64 44
Z. mays subsp.
pavirglumis 23139 3226 145 109
(ENA)
TOTAL 180499 26257 5822 1085

Tabela 1. Distribuicdo do niUmero de sequéncias obtidas em relacao as analises de
bioinformética realizadas.

Por fim, foi possivel observar o numero final de resultados obtidos ap6s a
filtragem de sequéncias repetidas que foi realizada.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante abusca pelas informacgdes biologicas das espécies de milho e das outras
espécies nos diferentes bancos de dados, nao foi possivel encontrar o transcriptoma
completo de todas as plantas, informacédo especialmente importante para que as
comparagoes fossem realizadas. Entretanto, foi possivel utilizar os transcriptomas
completos de Sorghum bicolor e Zea mays subsp. mays. Para as outras espécies
utilizadas na comparacéao foram utilizadas todas as informacdes encontradas a partir
do GenBank e do ENA.
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Apesar destas limitagcbes foram encontrados resultados significativos,
apresentados na tabela 1. O numero de informacgdes disponiveis para cada uma das
espécies analisadas é consideravelmente grande. Conforme as anélises foram sendo
executadas foi possivel filtrar as informacdes para a conferéncia de quais e quantos
genes de resisténcia estdo similarmente compartilhados entre Zea mays subsp.
mays e as outras espécies. A tabela 2 apresenta os resultados encontrados quando
a comparacgao entre Zea mays subsp. mays e as outras espécies foi realizada. Cada
um dos genes de resisténcia similares foi dividido nas diferentes classificagbes. O
namero total de genes R (N) encontrados na comparac¢ao também foi obtido.

Espécies RLK-
comparadas TNL CN CNL Mio-like N NL RLK GNK2 RLP T Outros Unknown Total
com Zea mays
S. bicolor 18 10 38 5 48 59 2 15 11 5 3 616 930
Teosinto 1 - 2 - 4 2 8 - - - - 27 44
Z. mays subsp. 1 10 . 5 3 2 1 15 - 3 66 109
pavirglumis
Comum a 0 0 0 0 o 0 o0 0 0o 0 o0 2 2
todos
TOTAL 1085

Tabela 2. Distribuigc@o de classes de genes R encontradas nas espécies S. bicolor, Zea mays
subsp. parviglumis e Teosinto comparadas a Zea mays subsp. mays.

Foram encontrados 1085 genes de resisténcia compartilhados entre o
transcriptoma de Zea mays subsp. mays e as sequéncias utilizadas das outras
espécies estudadas (tabela 1). Os resultados de comparagcdo mais expressivos
foram os encontrados com Sorghum bicolor, que mostrou ter genes R de todas as
classes compartilhados com Zea mays subsp. mays, num total de 930 genes. A
comparagao entre Zea mays subsp. mays e Zea mays subsp. pavirglumis, que é
considerado o ancestral do milho atual, resultou em 109 genes R compartilhados,
pertencentes a todas as classes, excluindo as do tipo Mlo-like e T. Para o Teosinto
também foram encontrados a presenca de 44 genes R ortdlogos, podendo ser
resultado de uma possivel ancestralidade. A comparacao realizada entre as quatro
espécies demostrou a presenca de 2 genes R em comum, ortélogos, porém ambos
de classe ainda desconhecida.

Paratodas as plantas estudadas, foi observado o prevalecimento para presenca
dos genes R das classes CNL, N, NL e RLP entre as sequéncias das plantas
comparadas com Zea mays subsp. mays. Ambas as classes TNL e CNL visam
especificamente proteinas efetoras patogénicas no interior da célula hospedeira, o
que inicia a resposta imune desencadeada (ETI) (Hammond-Kosack e Jones, 1997).
Ja as classes RLP e RLK séo receptores padroes de reconhecimento do patégeno/
micro-organismo que desencadeia a imunidade para permitir o reconhecimento de
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uma ampla gama de agentes patogénicos, como virus e bactérias (Chisholm et al.,
2006). Enquanto que na classe “Outros” estdo os genes responsaveis por facilitar
a comunicacao entre os meios intracelular e extracelular, embora ndo contenham
dominios completos do tipo RLP, NBS ou RLK. Por isso o termo “Outros” ou oth-R
foi proposto por Sanseverino et al. (2012), e é utilizado para classificar estes tipos
peculiares de analogos de genes de resisténcia.

41 CONCLUSOES

Foi possivel encontrar dois genes de resisténcia ortélogos a todas as plantas
estudadas, porém estes genes ainda nédo possuem informag¢des completas com
relacéo a sua funcionalidade, além disso algumas das espécies estudadas continham
poucas sequéncias, ou nao continham o transcriptoma disponiveis nos bancos.

A ferramenta de anotacdo manual dos genes de resisténcia encontrados
demonstrou capacidade de ampliar os resultados e possibilitou a observacéo de
genes de resisténcia ortélogos a todas as plantas. Isso podera servir como base
para um possivel entendimento e futuros estudos a respeito da funcionalidade destes
genes compartilhados entre estas espécies.
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