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Sequenciamento do transcriptoma de Pimenta-do-reino (Piper nigrum) utilizando Plataforma de
Sequenciadores de Nova Geracao (NGS) — SOL.ID System 3 Plus.

Sheila Maysa da Cunha Gordo?, Edith Cibelle de Oliveira Moreira2, Horacio Schneider3, Sylvain
Darnet®, Simone Rodrigues®.

! Doutoranda em Genética e Biologia Molecular (UFPA), Laboratério de Biologia Computacional e Laboratdrio de
Biologia Molecular de Braganca da UFPA Braganca, sheilamaysa@ufpa.br

2 Doutoranda Bolsista do CNPg, Laboratério de Biologia Computacional e Laboratério de Biologia Molecular de Braganca
da UFPA Braganca, cibelle@ufpa.br

* Pesquisador da UFPA, Laboratério de .....
* Pesquisador da UFPA, Laboratério de Biologia Computacional

® pesquisadora Embrapa Amazdnia Oriental, Laboratério de Biotecnologia Vegetal, @cpatu.embrapa.br

Resumo: A pimenta-do-reino Piper nigrum é um dos principais produtos agricolas do Para gerando
sustentabilidade para uma porcentagem consideravel dos agricultores do estado. A Embrapa (PA)
desenvolve trabalhos com a espécie como uma colecdo de germoplasma. Com o objetivo de conhecer
0s potenciais recursos genéticos da espécie, foi sequenciado o transcriptoma de P. nigrum. Uma
plataforma de sequenciamento de nova geracdo foi usada para gerar as sequencias dos genes e 0
trabalho foi analisado com recursos de bioinformatica. Foram anotados automaticamente uma lista de
transcritos da espécie.
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Introducéo

No estado do Para a cultura de pimenta-do-reino tornou-se extremamente produtiva e lucrativa,
devido principalmente a adaptacdo da espécie as condic¢Bes de solo e clima da regido (Duarte et al.,
2002), onde destaca-se como segundo item na pauta de exportacdo paraense gerando milhares de
empregos (cerca de 70 mil a 80 mil pessoas, no periodo da safra).

Piper nigrum L., pertence subclasse Magnoliids e a familia Piperaceae, formado por cerca de
2000 espécies (Menezes et al., 2009) que possuem distribuicdo pantropical, sendo que a maior
diversidade dessa planta ocorre nos tropicos americanos, seguida pela regido do Sul da Asia (Jaramillo
and Manos, 2001). A EMBRAPA-Amazonia Oriental mantém uma colecdo de germoplasma das

espécies preservadas para a gestdo da pimenta-do-reino.
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Neste trabalho nos objetivamos a caracterizacdo e descoberta de genes de interesse para o
melhoramento desse vegetal.

Material e Métodos

A planta foi cultivada por 70 dias em casa de vegetacdo na EMBRAPA Amazonia Oriental e
tecido raiz foi usado para a extracdo de RNA total. A obtencdo do cDNA aconteceu Laboratério de
Polimorfismo de DNA da UFPA. Realizou-se a extracdo do RNA total em seguido obtivemos o
MRNA e a preparacdo da biblioteca de fragmentos de cDNA de 50pb pelo método RNA-Seq que
utiliza a PCR em emulséo. O sequenciamento foi realizado Plataforma SOLiD va3.
As leituras de 50pb obtidas foram submetidas a processos de bioinformaética realizados no servidor
com 4 processadores com 48 nucleos e 128.976 MB de memoria do Laboratorio de Genética

Molecular e Bioinformética da USP de Ribeirdo Preto.

Resultados e Discusséo

O RNA total foi visualizado mostrando integridade da molécula. O RNAm obtido foi
fragmentado e quantificado de acordo com o padréo exigido para construgdo da biblioteca de cDNA.

A PCR em Emuls&o foi realizada de acordo com instru¢des do fabricante e ndo observamos
formacdo de bolhas. A concentracdo de cDNA para a biblioteca de fragmentos foi de 66 pg/uL.

O sequenciamento foi realizado com 133 pL de acordo com padrdo. A amostra foi sequenciada
em 1 poco da ldmina de 4 pocos. Obtivemos mais de 71 milhdes de sequencias de 50pb compativel
com o padrédo de sequenciamento para eucarioto. Nos processos de bioinformatica foram realizados os
passos de Pré-processamento para analise de qualidade das leituras curtas, montagem das leituras de
50pb para obtencdo de contigs e realizacdo de anotacdo automética funcional com o programa

BLAST2GO, para obtencdo de provaveis candidatos a genes de Piper nigrum que foram obtidos .

Conclusao
O sequenciamento de plantas ndo modelo utilizando Plataformas de Nova Geragéo produziu o
primeiro banco de dados de genes especificos de Piper nigrum. Esses dados aumentaram
significativamente as informacfes de genética molecular para as plantas em particular ao grupo
Magnoliids e para a familia Piperales. Os dados poderdo ser analisados com maior acurécia e

produzirdo informagfes para pesquisas nas areas de melhoramento genético e ecologia.
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