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INTRODUGAO:

No Brasil a agropecuaria se configura como uma das atividades mais relevantes para manutencéo
do produto interno bruto (PIB) nacional (CEPEA, 2022), de modo que a busca por formas de melhorias no
setor se mostra de extrema importancia. Haja vista que a pecuaria brasileira € baseada em sistemas de
producao extensivos e dependentes da utilizacdo de gramineas, o melhoramento destas forrageiras tem
grande potencial de aumentar a produtividade da pecuaria nacional (SANTOS, 2022).

A maioria das areas de pastagens do pais sdo compostas por espécies do género Urochloa, sendo
U. decumbens, U. humidicola, U. brizantha e U. ruziziensis as mais empregadas (DOVALLE, 2009;
SANTOS, 2022). Dentre estas, U. decumbens é uma variedade que recebe grande atengdo dos
programas de melhoramento em virtude de suas caracteristicas agronédmicas, tais como: boa adaptacao a
solos acidos e pouco férteis, resisténcia as secas sazonais, capacidade de suportar a pressao exercida
pelo pastejo, eficiéncia no uso de nitrogénio e produgcdo de uma forragem palatavel e nutritiva ao gado
(LOW, 2015; MATEUS et al., 2015; SANTOS, 2022). Entretanto, U. decumbens se mostra suscetivel a
diferentes espécies de cigarrinha-das-pastagens, como as dos géneros Notozulia, Mahanarva e Deois.
(MATIAS et al., 2021).

A relacao especifica cigarrinha-Urochloa é pouco descrita na literatura, sendo as vias bioquimicas
relacionadas ao processo de resisténcia observadas apenas para algumas espécies do género (BARROS,
2021). Nesse sentido, considerando as lacunas existentes quanto aos fatores genéticos que determinam a
resisténcia de Urochloa as cigarrinhas, bem como os processos biolégicos envolvidos, uma abordagem
baseada em redes de co-expressdo se mostra promissora. Com o uso de grandes conjuntos de dados, €
possivel obter uma visdo mais ampla de como os processos biolégicos observados sdo regulados por
grupos de genes funcionalmente relacionados (SERIN et al., 2016). Assim, essa abordagem se torna ainda
mais relevante quando se trata da compreensao dos mecanismos de resisténcia, visto que estes, em
geral, envolvem o cross-talk de diferentes produtos génicos relacionados a vias metabdlicas intrincadas
(SHIGENAGA, 2017).
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Considerando o exposto acima, o presente projeto propde a utilizagdo de redes de co-expressao
génica de Urochloa para investigar o processo de resisténcia as cigarrinhas. Com a realizagdo de analises
de redes complexas em grupos génicos associados a resisténcia, espera-se propiciar uma compreensao

mais ampla de quais fatores genéticos e moleculares estdo envolvidos na resisténcia.

METODOLOGIA:
Como material vegetal utilizado, foram reunidos dois experimentos de sequenciamento de RNA do

género Urochloa, contemplando: (i) dados de folha de 104 acessos, sendo 11 de U. ruziziensis, 25 de U.
decumbens, 27 de U. brizantha e 29 de U. humidicola (HANLEY et al., 2021) e (ii) dados de raizes de 90
mudas de U. decumbens com exposi¢cado ao aluminio (SALGADO et al., 2017). A qualidade das leituras de
sequenciamento foi avaliada através do FastQC e as sequéncias de baixa qualidade foram filtradas com o
Trimmomatic v0.39 (BOLGER et al., 2014). Com as leituras de sequenciamento filtradas, foi realizado,
através do software STAR v2.7.3a (DOBIN et al., 2013), o mapeamento das reads contra o genoma de
referéncia de U. ruziziensis. A montagem do transcriptoma, por sua vez, foi executada com o StringTie
v2.1.6 (PERTEA, et al., 2015) e a qualidade dos transcritos montados foi avaliada a partir da comparagao
com sequéncias ortdlogas conservadas, através da ferramenta BUSCO v5.4.7 (SIMAO et al., 2015), e
quanto aos indices de comprimento dos scaffolds, com a ferramenta BBMap v39.01 (BUSHNELL, 2014).
Para inferéncia da quantificacdo de expressao génica foi empregado o software Salmon obtendo-se uma
matriz de contagem génica que contempla o género Urochloa.

A partir do processo de analise de dados de RNA-Seq, foi construida uma rede de co-expressao
génica global. Para tal, os valores de contagem génica foram normalizados e utilizados para calculo de
uma matriz de correlagdo de Pearson e o pacote WGCNA (LANGFELDER, 2008) foi empregado para
construcdo de uma rede livre de escala e a matriz de dissimilaridade associada. Com esta matriz, através
de um método de agrupamento hierarquico, foram definidos os grupos génicos co-expressos. A partir
desses grupos foram selecionados aqueles potencialmente associados com processos bioldgicos
envolvidos na resisténcia. Sendo essa selegcédo realizada com base em regides de QTL previamente
descritas (FERREIRA, 2019), marcadores moleculares associados a resisténcia identificados por meio de
metodologias de aprendizado de maquina (trabalho em desenvolvimento pelo grupo de pesquisa seguindo
o0 método proposto por AONO et al.,, 2020, 2022) e o que se tem na literatura acerca do processo de
defesa a estresses bidticos. Considerando o conjunto de genes selecionado, foi realizada a analise com o
pacote topGO (ALEXA, 2022) para definicdo de categorias de ontologia génica enriquecidas nos médulos.
Ainda, o banco de dados KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) (KANEHISA, 2000) serviu
como referéncia para definicao de vias metabdlicas enriquecidas associadas a resisténcia. Adicionalmente,
sera construida uma rede de co-expressado especifica com os genes identificados como presentes em
modulos de interesse. Essa rede sera construida considerando parametros mais restritivos e suas

avaliagbes e analises serdo mais rigorosas de modo que as inferéncias funcionais finais sejam mais finas.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

e Analise de Dados de RNA-Seq
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Inicialmente, o conjunto de dados utilizado contemplava 36.719.525 reads, porém apds a filtragem
executada através do Trimmomatic foram mantidas 33.817.671 reads. A etapa de montagem do
transcriptoma realizada através do StringTie, por sua vez, resultou em 99.633 genes montados
representativos do transcriptoma total avaliado. Quanto a quantificacdo da expressao génica estimada com
o software Salmon, foi realizada para cada transcrito nas diferentes amostras, gerando-se uma matriz de
contagem génica. Essa matriz, por sua vez, passou por algumas etapas de filtragem a fim de que genes
com niveis nulos de expressao fossem removidos. Para realizagdo das etapas de filtragem a matriz génica
foi dividida de modo que se obtivesse uma matriz especifica para cada » .
uma das quatro espécies (U. decumbens, U. humidicola, U. ruziziensis, U.
brizantha) contidas no conjunto de dados reunido. Essa separacao foi
realizada para que, apdés o filtro, ainda se mantivessem amostras
representativas das espécies em questdo. Assim, para cada uma das
matrizes individuais foram removidos os genes com valor de transcritos

por milhdo (TPM) menor que 0,5 em até 25% das amostras. Apos a

filtragem da matriz de cada uma das espécies, foi analisado o conjunto de

genes que foram mantidos simultaneamente nos quatro subconjuntos de | Figura 1. Diagrama de Venn: representa a
. . ] . i intersecgio dos genes mantidos para cada
dados (Figura 1). Os 23.281 genes contidos na interseccéo dos filtros | um dos subcenjuntos apés as etapas de filtro
. . . . aplicadas.

aplicados a cada um dos subconjuntos foram mantidos para a execugao | UH: U. humidicola; UB: U. brzantha; UD: U,
decumbens; UR: U ruziziensis

das etapas posteriores do projeto.

A fim de se avaliar o nivel de agrupamento entre as amostras utilizadas, foi realizado um
dendrograma com o conjunto de dados. Ao analisar o dendrograma das amostras foram identificados dois
grupos distintos, um menor contendo apenas 6 amostras e outro contendo todas as demais. Essas seis
amostras correspondem a diferentes espécies e sdo oriundas de ambos os experimentos de RNA-Seq
utilizados, portanto é possivel que correspondam a outliers na coleta de dados. Ainda, foi realizada uma
analise de componentes principais (PCA) buscando-se por padrées gerados pelas duas primeiras PCs que
poderiam auxiliar na identificagdo de amostras andmalas. O grafico de dispersao de PCA do conjunto de
dados completo evidencia as mesmas 6 amostras observadas no dendrograma com um padrao distinto de
agrupamento. Porém quando a analise é realizada com a extragdo dessas amostras € possivel observar
uma dispersdo mais homogénea dos dados. Posto isso, optou-se pela retirada dessas amostras visto que
seus dados podem representar outliers que distorceriam as analises posteriores. A remogao dessas

amostras problematicas pode ajudar a melhorar a qualidade geral e coeréncia do conjunto de dados.

Figura 2. Dendograma para
agrupamento hierarquico das
amostras: no eixo x sdo representadas
— I ! | [ — as amostras e no eixo v a medida de
i distancia erntre as amostras.
Evidenciado em vermelho se encontra o
cluster que contém as amostras
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Para inferéncia funcional dos genes diferencialmente expressos, suas sequéncias foram comparadas
com os bancos de dados contidos na plataforma Trinotate (BRYANT et al., 2017). As sequéncias presentes
nos respectivos bancos de dados estdo acompanhadas de suas respectivas anotacbes funcionais e
termos GO associados. Assim, ao realizar o alinhamento dos genes de interesse contra essas sequéncias,
foram identificadas as correspondéncias entre eles. Com base nessas inferéncias funcionais, os genes
estdo sendo analisados em relagdo ao seu potencial papel na expressdo das respostas de defesa da
planta frente ao ataque de cigarrinhas.

e Modelagem da Rede de Co-expressao

Com as quantificacdes de leituras de sequenciamento estimadas para os genes montados, esta sendo
construida uma rede de co-expressao génica global. O pacote WGCNA do R foi empregado para definir
uma estrutura de rede livre de escala a partir da matriz de correlacéo, considerando a estimativa de uma
poténcia B para ajustar a distribuicdo de conectividade. Foram executados alguns testes a fim de se
observar qual valor 3 esta associado ao melhor ajuste da distribuicdo e a partir disso foi definida a poténcia
de valor 8 visto que com esse valor o R? obtido é de 0,8. Isto é, resulta em uma matriz associada a uma
maior similaridade com a estrutura de uma rede livre de escala e se mantém um bom nivel de
conectividade média entre os componentes da rede (BARABASI, 2000). Ainda, foi realizada a criagao de
uma matriz de sobreposig¢ao topoldgica e o calculo de uma matriz de dissimilaridade. Com esta matriz final,
utilizando-se um meétodo de agrupamento hierarquico, foram definidos 110 grupos génicos co-expressos
(Tabela 1). Esses grupos correspondem a conjuntos de genes que apresentam perfis de expressao

semelhantes em diferentes amostras.

Total de genes contidos nos grupos 23.281

Maximo de genes contidos em um unico grupo | 6.482

Minimo de genes contidos em um unico grupo 50

Mediana do conjunto de dados 126,5

Tabela 1. Caracterizagdo dos grupos génicos co-expressos

e Identificacao de Modulos Associados a Resisténcia

Para cada grupo génico definido através do WGCNA foi realizada uma analise de enriquecimento de
termos e categorias do Gene Ontology (GO), de modo a caracterizar quais processos biolégicos sao
especificos de cada grupo (YOUNG et al, 2010). Grupos associados com termos GO referentes a
processos de transporte de ions, atividades quinases, homeostase celular, resposta de defesa, regulagéao
de resposta a estimulos, sdo alguns exemplos de fungdes biolégicas de interesse observadas. Ainda, foi
realizada uma analise de enriquecimento para as vias metabdlicas inferidas através do banco de dados
KEGG. A andlise dessas fung¢des enriquecidas em conjunto com o que se encontrou na literatura e as
inferéncias de genes associados aos QTLs descritos, tem sido empregada para a escolha de grupos

relevantes no que tange ao processo de resisténcia.

CONCLUSOES:
As caracteristicas genéticas de Urochloa spp. sdo escassas, portanto, a identificacdo de regides do

genoma do género associadas a resisténcia as cigarrinhas representa uma grande contribui¢cdo para os
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programas de melhoramento que visam a fixagdo dessa caracteristica nas diferentes cultivares. Nesse
sentido, a partir de dados de experimentos de RNA-Seq, o projeto engloba um conjunto de avaliagdes a
fim de se compreender as fung¢des bioldgicas e mecanismos de interagdo molecular associados a
expressao da resisténcia em plantas do género Urochloa frente ao ataque das cigarrinhas-das-pastagens.
Espera-se que a modelagem de redes com um grande conjunto de dados possibilite o estabelecimento de
uma visdo sistémica dos fatores envolvidos na resisténcia, além de direcionar os programas de

melhoramento para diminuir o impacto produtivo causado pela praga.
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