10° SIIEPE

EARIRt NIEGRADA XXXIII CIC - CONGRESSO DE INICIACAO CIENTIFICA
UFPEL 2024

ANALISE DIFERENCIAL DO TRANSCRIPTOMA DE MORANGO SILVESTRE
(Fragaria vesca) EM RESPOSTA A INFECGAO POR Botrytis cinerea

SELENE HENSE LILGE'"; PEDRO LOPES REISSER?; CHRISTIAN DOMINGUES
SANCHEZ?® MELANY ANDRADE THIELO* CLAUDIANE DA SILVA MACHADO?,
VANESSA GALLIS.

'Universidade Federal de Pelotas — selenelilge04@gmail.com
2Universidade Federal de Pelotas — reisser.pedro@gmail.com
3Universidade Federal de Pelotas — christian.kun@gmail.com
“Universidade Federal de Pelotas — melanythielo@gmail.com
SUniversidade Federal de Pelotas — claudiane.machado@ufpel.edu.br
SUniversidade Federal de Pelotas — vane.galli@yahoo.com.br

1. INTRODUGAO

O fungo necrotrofico Botrytis cinerea afeta uma grande variedade de frutos
durante a pré e pods colheita, sendo um dos fitopatégenos economicamente mais
importantes, especialmente do morango, onde causa o mofo cinzento (FELIZIANI &
ROMANAZZI 2016). Atualmente, o manejo da doenga ainda é baseado no uso de
produtos quimicos, que além de terem efeito nocivo ao meio ambiente e a saude
humana, favorecem o desenvolvimento de cepas resistentes a fungicidas (SPADA et
al., 2024). Nesse sentido, € necessario encontrar estratégias alternativas para
proteger as plantagbes de pragas endémicas e outras emergéncias fitossanitarias
(ROSA et al., 2022).

Desafios como este podem ser auxiliados por estudos 6micos, através da
analise da interagdo planta-patégeno, tal como em estudos de melhoramento
genético, de fisiologia dos estresses bidticos, dentre outros. No entanto, nem
sempre a informagédo genética da planta a ser analisada esta disponivel ou bem
acurada, como no caso do morango cultivado (Fragaria x ananassa), sendo comum
a utilizagdo do seu ancestral, o morango silvestre (Fragaria vesca), no qual possui
um genoma menor e consolidado (VONDRACEK et al.,, 2024). Embora alguns
aspectos relacionados a resisténcia ontogénica dos frutos de morango tenham sido
explorados, existem varios mecanismos transcricionais que permanecem
desconhecidos.

O perfil do transcriptoma pode ser utilizado para investigar as interagdes
planta-patégeno, destacando os transcritos regulados durante o processo de
infeccdo (HAILE et al., 2019). Um grande numero de genes €& expresso
diferencialmente sob condi¢cdes de estresse bidtico, e a identificagcdo desses genes
responsivos se torna fundamental para o desenvolvimento de linhagens resistentes
a infecgdo e para a definicdo de estratégias de controle (ALMEIDA et al., 2016).
XIONG et al. relataram que mais de 1500 genes relacionados a defesa séo
induzidos apos a inoculagao de B. cinerea em morangos vermelhos maduros. Nesse
contexto, realizamos uma analise diferencial dos transcritos de frutos de morangos
silvestres (Fragaria vesca) inoculados e nao-inoculados com B. cinerea, visando
elucidar quais os genes responsaveis pela resposta ao ataque do fungo.

2. METODOLOGIA

As leituras paired-end utilizadas foram baixadas no SRA/NCBI, sob bioproject
530684, descrito no artigo de HAILE et al. (2019). Enquanto o genoma referéncia foi
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adquirido da plataforma Rosaceae (https://www.rosaceae.org/), na versao “Fragaria
vesca ‘Hawaii 4 NAU Whole Genome v1.0 Assembly & Annotation”, relatado por
ZHOU et. al (2023).

Inicialmente, realizamos o controle de qualidade das leituras utilizando os
parametros default da ferramenta FastP (https://github.com/OpenGene/fastp), a qual
aponta a qualidade e executa a remocgao das leituras de baixa confiabilidade.
Utilizando os parametros default da ferramenta HISAT2
(https://github.com/DaehwanKimLab/hisat2), as leituras foram mapeadas e os genes
identificados de acordo com os representados no genoma referéncia. O arquivo
gerado foi submetido ao FeatureCounts
(https://github.com/ShiLab-Bioinformatics/subread) para a contagem dos genes
mapeados. Utilizando a ferramenta DESeq2 (https://github.com/thelovelab/DESeq2)
nos parametros default, foi realizada a analise diferencial dos genes expressos nas
amostras de frutos vermelhos controle e frutos vermelhos infectados. Obteve-se os
genes diferencialmente expressos, os quais foram filtrados com o p-value ajustado
significativamente (padj < 0.05). Dessa forma, foram identificados os genes mais
expressos € menos expressos, cuja anotacao foi determinada através da ferramenta
BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Considerando as 1170 sequéncias analisadas, 292 se apresentaram
upregulated e 878 downregulated, sendo possivel observar na Figura 1 que a
maioria dos genes regulados foram downregulated. Dentre essas, selecionamos as
5 principais upregulated e as 5 principais downregulated.
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Figura 1. Grafico Volcano Plot da expressao génica diferencial

Entre os 5 mais expressos, foi encontrado o gene “Fv putative bifunctional
UDP-N-acetylglucosamine transferase and deubiquitinase” que esta relacionado ao
progresso de glicosilagdo no reticulo endoplasmatico (GAO et al., 2008). O gene
codificante para a “Rosa chinensis WPP domain-interacting tail-anchored protein 1”
estad associado a regulagdo de processos nucleares e ao transporte de proteinas
nucleares (MEIER et al., 2010). O gene para a “Fv U11/U12 small nuclear
ribonucleoprotein” esta relacionado ao sistema de splicing U12, o qual remove
introns do tipo U12, pertencentes aos genes de defesa e resposta ao estresse em
plantas (MCNALLY et al., 2006). Ja o gene codificante da “Rosa rugosa glutamate
receptor 3.6-like” pode estar envolvido na percepgao de sinais externos, como a




B

10° SIIEPE

EARIRt NIEGRADA XXXIII CIC - CONGRESSO DE INICIACAO CIENTIFICA
UFPEL 2024

presenca de estresses ambientais e traduzir isso em respostas celulares internas
que ajudam a planta a se adaptar (FORDE et al., 2014). E o gene codificante para
‘Fv BAG family molecular chaperone regulator 6” parece atuar em resposta a
infeccbes; a BAG6 pode ajudar a regular o sistema de defesa da planta,
assegurando que as proteinas de defesa sejam corretamente dobradas e funcionais
(KABBAGE et al., 2016).

No grupo de genes menos expressos, foi identificado o “Fv laccase-17-like”
que codifica para oxidases de atividades cataliticas envolvendo reacdes de
degradagdao (KADUNGA et al., 2017). O gene “Fv GDSL esterasel/lipase
At5g33370-like” tem relevancia no metabolismo lipidico especializado, nas
respostas a estresses abidticos e na regulagcdo da homeostase da planta (ALMEIDA
et al., 2024). O gene “Fv transcription factor MYB39” parece ser menos expresso em
frutos imaturos, concomitantemente com uma redugdo no acumulo de antocianina
no fenotipo do pigmento amarelo (ZHANG et al.,, 2015). O gene “Fv extradiol
ring-cleavage dioxygenase-like” parece estar envolvido na producdo de
antocianinas, isso sugere que essa proteina desempenha um papel no metabolismo
secundario, especificamente na sintese de compostos fendlicos (KASEI et al.,
2015). E o gene “Fv polygalacturonase At1g48100” que codifica para um tipo de
enzima da familia das hidrolases que catalisam componentes da pectina e lamela
média (PANIAGUA et al., 2022).

4. CONCLUSOES

Concluimos que a maioria dos genes com expressao diferencial entre frutos de
morango infectados e nado infectados com B. cinerea foram regulados
negativamente (downregulated). Além disso, foram selecionados os genes mais up
e downregulated. A partir dessas informagdes, € possivel superexpressar genes
relacionados a defesa da planta, ou silenciar genes que favorecem o processo de
infeccdo pelo patdégeno. Entretanto, ainda se faz necessario mais estudos de
validagao bioldgica dos respectivos genes.
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