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1. INTRODUCAO

As preferéncias do consumidor pela qualidade dos grdos de arroz (Oryza
sativa L.) variam em cada regido do mundo com base em seus habitos
alimentares. Por isso, a melhoria na qualidade do gréo de arroz tornou-se um dos
componentes de pesquisa em quase todos os programas de melhoramento do
arroz no mundo (PANDEY et al.,, 2012). Caracteristicas como contetudo de
amilose (AC) e temperatura de gelatinizacdo (GT) que exercem grande efeito
sobre a qualidade de cozimento e consumo (ECQ) sédo controladas pelas
propriedades fisico-quimicas do amido no endosperma dos grdos de arroz
(PANDEY et al., 2012). A qualidade do amido nas culturas varia com base em
diferentes proporcdes do contetdo de amilose e amilopectina e/ou a estrutura da
amilopectina (Yu et al., 2011). A biossintese do amido € um processo complexo e
altamente regulado, que requer atividades coordenadas entre enzimas mdultiplas,
incluindo a ADP-glicose pirofosforilase (AGPase). A AGPase é codificada por uma
familia génica, e consiste em trés subunidades grandes,codificadas pelos genes
AGPL1, AGPL3 e AGPL4, e uma subunidade pequena codificada pelo gene
AGPS2a. A proteina AGPS desempenha uma funcéo catalitica, enquanto que as
enzimas AGPLs sdo responsaveis principalmente por modular as propriedades
regulatorias alostéricas da AGPase.

Um dos requisitos basicos para o melhoramento de plantas é a presenca
de variabilidade genética. As cultivares comerciais de arroz apresentam base
genética estreita devido a forte pressédo de selecdo para caracteres de interesse
agrondmico. Assim, a ampliacdo da variabilidade nessa espécie pode ser obtida
através da introgressédo de segmentos gendmicos a partir de espécies selvagens
do género Oryza. Essa proposta se aplica inclusive para caracteres associados a
qualidade de grdo. No entanto, pouco se sabe sobre a estrutura dos genes
envolvidos na sintese do amido, bem como a estrutura das proteinas codificadas
por esses genes nas espécies selvagens do género Oryza. Determinar essas
caracteristicas poderia auxiliar na definicAo da base genética que determina a
ECQ, o que facilita o trabalho de melhoristas e biotecnologistas no sentido de
manipular a qualidade de grdo de forma previsivel conforme as exigéncias do
mercado. Por isso, o objetivo deste trabalho foi tracar o perfil evolutivo dos genes
AGPase no género Oryza através de analise estrutural e filogenética.

2. METODOLOGIA

Inicialmente, os quatro genes AGPase em O. sativa ssp. japonica foram
obtidos através do banco de dados RAP-DB (The Rice Annotation Project
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Database - https://rapdb.dna.affrc.go.jp/index.html). Para cada gene foi feita uma
anadlise de BLAST no banco de dados ENSEMBL PLANTS
(http://plants.ensembl.org/index.html) contra 0 genoma de onze espécies do
género Oryza (O. meridionalis, O. brachyantha, O. longistaminata, O.
glumaepatula, O. glaberrima, O. sativa indica, O. rufipogon, O. barthii, O. punctata
e O. nivara). Os quatro genes AGPase selecionados em cada uma das espécies
de Oryza e do grupo externo formado pela espécie Leersia perrieri foram
submetidos a alinhamento global com ClustalW (LARKIN et al., 2007) com auxilio
do software MEGA 7 (KUMAR et al., 2016). O melhor modelo de substituicdo foi
obtido através de analise no software MEGA7 (KUMAR et al., 2016). O modelo
apropriado foi selecionado para uso na analise Bayesiana utilizando o pacote
BEAST (DRUMMOND & RAMBAUT, 2007) com 1.000.000 de réplicas de
bootstrap. A estrutura do gene foi determinada através do software de anotagéo
Augustus (STANKE & MORGENSTERN, 2015) e visualizada através do software
GSDS 2.0 (HU et al.,, 2014). As sequéncias das proteinas AGPase de cada
espécie foram obtidas no banco ENSEMBL PLANTS. A identificacdo dos motivos
das proteinas foi realizada utilizando Multiple Motif In Elicitation versdo 4.11.1
(MEME; http://meme-suite.org/tools/meme) (BAILEY et al., 2009), considerando o
namero maximo de motivos igual a 10.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesse estudo, um total de 45 genes codificares das subunidades AGPase
foram identificados nas espécies de Oryza. A arvore filogenética construida com
base na sequéncia proteica indica que as sequencias podem ser agrupadas em 4
clados (Figura 1A) conforme o posicionamento do grupo externo, Leersia perrieri.
O primeiro deles compreende a proteina AGPS2a, que apresenta dois ramos
(Figura 1A), sendo essa divisdo decorrente do tamanho do gene (Figura 1B). Em
um dos ramos incluem-se as espécies que possuem o0 gene menor que 5 Kb e
apresentam 9 éxons conservados, sendo que a espécie O. meridionalis apresenta
um éxon a mais na porc¢ao terminal do gene (Figura 1B). No outro ramo, estdo as
espécies que possuem 0 gene maior que 5 Kb, e também apresentam 9 éxons
conservados, sendo que a espécie O. punctata possui 10 éxons (Figura 1B). A
variacéo estrutural entre os dois grupos e dentro do segundo ramo ocorre devido
a presenca de um longo intron na porc¢éo inicial do gene (Figura 1B). Apesar
disso, os genes AGPS2a em Oryza sdo bastante conservados.

O segundo clado compreende o ramo que une as proteinas AGPL1 e
AGPL3, sendo que o ramo ancestral da origem ao terceiro clado, formando pela
proteina AGPL1 de O. brachyantha com AGPL1 do grupo externo (Figura 1A). A
estrutura do gene AGPL1 apresenta diferenca no tamanho dos introns e posi¢ao
dos éxons, que variam de 12 a 13 éxons, exceto em O. meridionalis que
apresenta apenas 7 éxons (Figura 1B). O namero de éxons do gene AGPL3 varia
entre 11 a 14, sendo que a maioria das espécies apresentam 14 éxons, e a maior
variacdo entre estas ocorre devido a presenga de um longo intron na porgéo 5
(Figura 1B). No entanto, algumas espécies como O. meridionalis, O. brachyantha
e O. longistaminata parecem ter perdido alguns éxons durante a evolugéo (Figura
1B).

O quarto clado € composto pela proteina AGPL4 (Figura 1A). O gene desta
proteina apresenta variagcdes na posi¢cdo e no numero de éxons (8 a 13 entre as
espécies) (Figura 1B). Além das proteinas AGPL4, também foram agrupados
OLONAGPL1 e OLONAGPLS.
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Figura 1. Relacgéo filogenética, estrutura dos genes e analise dos motivos
conservados nas proteinas AGPase em Oryza. A. Arvore filogenética das
proteinas foi construida com o pacote BEAST através de analise bayesiana
utilizando réplicas de bootstrap de 1.000.000. Os ramos das proteinas AGPS2a,
AGPL3, AGPL1 e AGPL4 estdo marcados em azul escuro, azul claro, verde claro
e verde escuro, respectivamente. B. Estrutura éxons-introns dos genes AGPase
no género Oryza. Os blocos azuis representam o0s éxons e as linhas escuras

representam os introns. C. Motivos proteicos indicados em diferentes cores.

Uma andlise foi realizada a fim de determinar o nivel de diversificacdo dos
motivos nas proteinas do grupo AGPase. Foram revelados 10 motivos (1-10),
bastante conservados entre as espécies para a proteina AGPS2a (Figura 1C). Em
relacdo as proteinas AGPL1 e AGPL3, apenas O. longistaminata e O.
brachyantha apresentam 9 motivos, enquanto que para a proteina AGPL4, O.
barthi, O. longistaminata e O. brachyantha apresentam apenas 8 motivos (Figura
1C).

A divergéncia entre os genes que codificam proteinas da pequena e da
grande subunidade da AGPase ja havia sido identificada entre uma ampla gama
de espécies de plantas (Qu et al.,, 2018). Aqui, foi demonstrada existéncia de
divergéncia evolutiva entre as proteinas AGPLs (AGPL1, AGPL3 e AGPL4) e
AGPS (AGPS2a) dentro do mesmo género (Oryza), indicando que as espécies
selvagens de arroz podem servir de fonte de variabilidade genética para
qualidade de gréo e arroz.

4, CONCLUSOES

Os genes e proteinas AGPase apresentam variagdes estruturais entre as
diferentes espécies do género Oryza. Essas variacbes precisam ser melhor
avaliadas, pois podem ser fonte de variabilidade genética para uso no
melhoramento para qualidade do grao de arroz.
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