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1. INTRODUCAO

O pessegueiro [Prunus persica (L) Batch] é uma das frutiferas mais
cultivadas no mundo. No Brasil, 0 péssego € produzido predominantemente nos
Estados do Sul, onde as condi¢des climatoldgicas favorecem a sua exploracao
comercial (EMBRAPA, 2005). O Estado do Rio Grande do Sul é o maior produtor
nacional, com cerca de 132.736 toneladas, em 13.514 hectares de area cultivada
no ano de 2012 (IBGE, 2012), porém a produtividade média dos pomares ainda é
baixa (=9 t ha™), fato atribuido principalmente pela caréncia de estudos sobre as
respostas dos portaenxertos sob condi¢cbes de estresse bidtico e abidtico.

No Brasil, a producédo de portaenxertos de pessegueiro se da, na grande
maioria dos casos, através do uso de carocos obtidos nas agroindustrias de
conservas. Esse tipo de material ndo possui controle de qualidade genética e
sanitaria, influenciando negativamente a producao e a produtividade de frutas de
caroco (FACHINELLO; BIANCHI, 2005). Somado a isso, na regido Sul do Rio
Grande do Sul, muitas areas cultivadas com Prunus spp. possuem problemas de
drenagem e podem permanecer alagadas durante algum periodo do ciclo da
cultura por excesso de chuvas, em periodos criticos como o florescimento e inicio
da brotacdo, causando estresse por hipoxia, podendo levar plantas a morte.
Portanto, o estudo e entendimento dos mecanismos moleculares envolvidos no
estresse por hipoxia/anoxia em Prunus podera auxiliar sobremaneira os trabalhos
de melhoramento de portaenxertos, visando obter gendétipos mais tolerantes e
diminuir os efeitos deste estresse.

Atualmente, com as novas tecnologias de sequenciamento NGS (Next
Generation Sequencing) aumentou exponencialmente 0os genomas sequenciados.
Além da aplicacdo na genbmica, o NGS tem sido aplicado também no
sequenciamento massivo de transcriptomas (RNA-seq), permitindo uma analise
global de todos os genes com expresséo induzida ou repremida sob determinadas
condi¢cbes experimentais, incluindo a identificagdo de splicing alternativo. Assim, a
analise de RNA-seq vem se consolidando como método padréo para identificar
genes associados a caracteristicas de interesse, pois esta abordagem de anélise
nao se limita a deteccdo de transcritos que correspondam a sequéncias
genbmicas preexistentes, possibilitando o estudo de qualquer tipo de genoma e
uma ampla gama de caracteristicas (WANG et al., 2009). O uso desta estratégia
de andlise abriu a possibilidade de gerar grande quantidade de dados de forma
rapida, com grande aplicabilidade em auxilio aos programas de melhoramento
genético, especialmente de plantas lenhosas.

Portanto, neste trabalho se utilizou a tecnologia de RNA-seq com objetivo
de identificar genes diferencialmente expressos em folhas de plantas do
portaenxerto de pessegueiro ‘Capdeboscq’ submetidos a estresse por
alagamento.
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2. METODOLOGIA

Plantas de pessegueiro ‘Capdeboscqg’ com 10 meses de idade, propagadas
por estaquia e plantadas em vasos de 5L, foram mantidas em casa de vegetacao
com temperatura controlada (28+4°C) e submetidas ao estresse por alagamento.
Folhas jovens e completamente expandidas foram coletadas aos dois dias de
estresse e armazenadas imediatamente em ultrafreezer.

O RNA total foi extraido a partir de 100 mg de folhas utilizando o kit de
extracdo Plant RNA Reagent Purelink®. As bibliotecas foram preparadas por meio
do TruSeq RNA Sample Preparation kit v2 (lllumina), e a qualidade das
bibliotecas avaliadas com o equipamento Agilent 2100 BioAnalyzer (Agilent
Technologies) usando o kit Agilent DNA 1000 (Agilent). O sequenciamento das
bibliotecas foi do tipo paired-end 2x100 reads, realizado na plataforma HiSeq
2500 (Illumina).

A andlise de qualidade das bases dos reads, de cada biblioteca, foi
realizada no software FastQC. Apds, o software Trimmomatic (BOLGER et al.,
2014) foi utilizado para a remogéo tanto das bases com baixa qualidade como dos
possiveis adaptadores presentes nas bibliotecas.

O mapeamento dos reads com o genoma de referéncia (Prunus persica) foi
realizado com o software TopHat Ver. 2.0.11 (TRAPNELL et al., 2009). Ap4s o
mapeamento dos reads foi realizado o assembling dos reads mapeados para
obtencdo de fragmentos com o software Cufflinks Ver. 2.1.1 (TRAPNELL et al.,
2010). Os arquivos oriundos do Cufflinks foram usados para obtengdo de um
transcriptoma Unico, seguindo da analise de identificacdo dos genes
diferencialmente expressos pelo Cuffdiff e CummeRbund (GOFF et al., 2012). Os
genes diferencialmente expressos (DEGs) foram identificados com valor de p-
value inferior a 0,01 pelo teste exato de Fisher. Os DEGs foram usados para a
analise de anotacao génica pelo software Blast2GO (CONESA et al., 2005).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Esta andlise do transcriptoma de folhas do pessegueiro ‘Capdeboscq’
revelou 2.964 GDE (p<0.01), sendo 1.553 regulados positivamente (up-regulated)
e 1.410 regulados negativamente (down-regulated). Dentre os 2.964 GDE, 1.905
foram anotados funcionalmente através da ferramenta Blast2GO, sendo 962 up-
regulated e 943 down-regulated.

A visualizacdo geral dos resultados de anotacdo génica foi realizada em
trés classes ontoldgicas: processos biol6gicos, componentes celulares e fungéo
molecular (figura 1), ao nivel 2 de estrutura hierarquica.

Para processos biolégicos (Figura 1A) os termos GO (Gene Ontology)
foram anotados em 16 categorias, sendo que a maioria dos termos estdo
relacionados a processos metabdlicos (19%), seguido de processos celulares
(18%), resposta a estimulos (11%) e processos singulares de organismos (11%).
Em relagcdo aos componentes celulares (Figura 1B), os termos GO anotados
foram em seis categorias, sendo a maioria para a célula (dmbito geral - 44%),
seguido de 35% nas organelas e 10% nas membranas. Quanto a funcao
molecular (Figura 1C) obteve-se oito categorias, onde majoritariamente estavam
referenciadas a atividade catalitica (57%), seguido de ligacdo (22%) e associadas
a transporte (10%). Resultados similares foram encontrados por varios autores
(RABELLO et al., 2008; ZHANG et al., 2013; BOWMAN et al., 2013), nos quais as
mesmas categorias de genes diferencialmente expressos obtiveram destaque
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para as trés classes ontologicas estudadas quando expostas a estresse abiotico
em arroz e algodao.

Frente aos resultados pode-se observar que o estresse por alagamento
induziu a expressédo de varios genes associados com o metabolismo do amido e
da sacarose, 0s quais obtiveram uma regulacédo positiva (up-regulated). O mesmo
pode ser comprovado em estudos com arroz (RABELLO et al., 2008) e algodao
(BOWMAN et al., 2013), sendo que o aumento no metabolismo de carboidratos e
da concentracdo de outros osmdlitos auxiliam na manutencdo do potencial
osmotico da célula (PARK et al., 2012; BOWMAN et al., 2013).
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Figura 1. Classificacdo ontolégica de genes diferencialmente expressos em
folhas de pessegueiro ‘Capdeboscq’ (Prunus persica) sob 48 horas de estresse
por alagamento: A- Processos biolégicos, B- Componentes celulares, C- Funcao

molecular.

Em relacdo aos parametros fotossintéticos, verificou-se uma regulacéo
negativa (down-regulated) de genes envolvidos em complexos de captacédo de luz
e de subunidades polipeptidicas pertencentes aos fotossistemas | e I,
corroborando com o que foi encontrado em pessegueiro (Prunus persica) quando
exposto a estresse bidtico (SOCQUET-JUGLARD et al., 2013). Postula-se que a
regulacdo negativa de genes envolvidos na fotossintese em situacdes
estressantes seja para a protecdo do aparelho fotossintético contra danos
oxidativos (NIYOGI, 2000).

4. CONCLUSAO

O presente trabalho contribui para a elucidacédo do perfil transcricional e
principais vias metabolicas em Prunus persica envolvidas no estresse por
alagamento e possibilitou a anotagdo funcional de inimeros genes
diferencialmente expressos pela analise de ontologia.
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