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Obtencao de dados de transcriptoma de Paspalum submetido a seca
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O género Paspalum é um dos mais importantes da familia Poaceae nas Américas. No Brasil,
sdo encontradas 213 espécies em diferentes ecossistemas e condi¢cdes ecoldgicas.
Diversas espécies sdo utilizadas como forragem e como cobertura vegetal e, apesar da
grande diversidade disponivel no Brasil, 0 seu uso ainda € pequeno. Estudos de
transcriptdmica e expressdo génica diferencial em vegetais em condi¢des de déficit de agua
revelam mecanismos de regulacdo transcricional e potenciais genes envolvidos na resposta
a seca, tornando possivel a transformacgdo de Paspalum e de outras plantas de interesse
comercial, como ja realizado em P. notatum e em milho. O objetivo do projeto é avaliar
acessos de Paspalum quanto ao potencial para tolerancia a estresse hidrico, com o estudo
do perfil de expressdo génica em resposta ao estresse. Neste trabalho apresentamos as
etapas iniciais: o desafio hidrico realizado, a coleta de folhas e raizes, a extragdo de RNA
total e o sequenciamento do mRNA. Dez acessos de Paspalum, cinco de porte baixo e
cinco de porte alto, foram selecionados de acordo com caracteristicas climaticas
contrastantes em relacdo a disponibilidade e demanda hidrica do local de origem e coleta do
genotipo. O experimento foi realizado em casa de vegetagdo da Embrapa Pecuaria Sudeste,
de modo que trés vasos de cada acesso (A, B e C), e trés réplicas de cada tecido (raiz e
folha) foram coletados. As coletas foram realizadas em quatro pontos: um ponto zero (TO)
sem restricdo hidrica, dois pontos com restricdo hidrica (T1 e T2) com diferentes teores de
agua no solo, e um ponto com reidratacdo (T3), totalizando 360 amostras para o porte alto
e 360 para porte baixo. A partir de analises do comportamento fisiolégico frente ao
desafio, foram escolhidos dois gendtipos contrastantes, que apresentaram respostas
diferentes ao déficit hidrico, para a andlise do transcriptoma: P. notatum BGP 216 e P.
vaginatum BGP 114. A extracdo de RNA total das folhas e raizes foi realizada conforme o
"RNeasy Plant Mini Kit" (QIAGEN) e as amostras foram armazenadas em freezer -80°C. A
guantificacdo e pureza do RNA total foram analisadas por espectrofotometria no Nanodrop-
1000 e a integridade foi verificada por eletroforese em gel de agarose 1%. Devido a
disponibilidade orcamentaria, somente as amostras de folhas dos acessos selecionados, nos
tempos TO e T1, foram sequenciadas utilizando a tecnologia de Sequenciamento de Nova
Geracdo (NGS - Next Generation Sequencing) em equipamento HiSeq 2500 (lllumina) com
kit Kit HiSeq-V4 e leituras 2x100 bp do tipo paired-end por servico contratado. Foram
obtidos cerca de 80 milhdes de reads por amostra e uma montagem inicial identificou
312.975 transcritos usando o software Trinity. Os dados serdo analisados por ferramentas
de bioinformatica para caracterizar a qualidade da montagem dos contigs e das replicatas
de coleta, além das analises de expressao diferencial e anotacdo funcional. A
caracterizagdo e classificacdo destes acessos quanto a sua estratégia de tolerancia ao
estresse hidrico e o melhor entendimento dos mecanismos moleculares e fisiolégicos
envolvidos poderdo contribuir para a identificacdo de genes de interesse e para o
desenvolvimento de novas cultivares melhor adaptadas aos diferentes cenérios e mudancas
climaticas globais.
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