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RESUMO

BIAZUZO, M. M. A. Analise da expressao diferencial de genes relacionados a tolerancia
ao déficit hidrico em feijoeiro comum. 2013. 177 f. Tese (Doutorado) — Centro de Energia
Nuclear na Agricultura, Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, 2013.

O Brasil é o maior produtor mundial de feijao com producao média anual de 3,5 milhdes de
toneladas, entretanto, um dos maiores problemas enfrentados por essa cultura é o déficit
hidrico, que leva a uma reducdo considerdvel em seu rendimento. Dessa forma, a
identificacdo de genes que controlam os mecanismos de defesa e adaptacao do feijoeiro a falta
de 4dgua durante o seu desenvolvimento € de grande utilidade. E, como a tolerancia a seca €
um carater multigénico, genétipos com diferentes graus de tolerancia apresentam expressao
génica diferencial, com ativacdo e/ou repressdo de determinados genes. Diante disso, esse
trabalho teve como objetivos: (i) identificar genes diferencialmente expressos em dois
genétipos de feijoeiro comum, sendo um tolerante (BAT 477) e o outro suscetivel (IAC-
Carioca 80SH) a seca; (ii) verificar a expressao génica espacial (em raizes, caules e folhas) e
temporal (cinco niveis crescentes de déficit hidrico — 24 h, 48 h, 72 h, 96 h e 120 h de
exposicao ao estresse) por meio de RT-gPCR; (iii) predizer a funcdo dos genes identificados,
com base nos genes ortdlogos de Arabidopsis thaliana, usando dados publicos de
microarranjo disponiveis na plataforma Genevestigator. Para atingir esses objetivos, foi
conduzido um experimento em casa-de-vegetacao, sendo induzido o déficit hidrico, por meio
da suspensao da irriga¢ao, quando as plantas atingiram o estadio fenolégico Rs, mantendo sob
suprimento hidrico adequado as plantas-controle. Foi entdo utilizada a técnica de cDNA-AFLP
para isolar os transcritos diferencialmente expressos entre os dois genotipos, sob seca, a qual
aliada ao sequenciamento possibilitou a identificagdo e anotagcdo de 45 transcritos, sendo 21
exclusivamente expressos no genétipo tolerante e 24 no gendtipo suscetivel. Dentre os
transcritos identificados no gendtipo tolerante, podem ser listados pelo menos 11, com
potencial de serem usados para transformacdo genética (chlorophyll A-B binding protein,
HSP40, HSP70, glycosyl hydrolase, serine/threonine protein kinase, trehalose-6-phosphate
synthase, E3 ubiquitin ligase, fructose biphosphate aldolase, mediator complex subunit 13,
aquaporin nodulin MTN-3-related e TCP transcription factor), € no gendétipo suscetivel,
podem ser listados nove (coatomer protein complex, monoamine-oxidase A repressor RI,
synaptobrevin, haloacid dehalogenase-like hydrolase, ADP-ribosylation factor, mTERF,
serine protease S1C HtrA-related, legume lectin e SWI/SNF-related chromatin binding). Na
andlise de expressdo génica espacial e temporal, os transcritos mais promissores para uso em
trabalhos futuros de transformacdo genética foram: aquaporin nodulin MTN3, E3 ubiquitin
ligase, serine/threonine protein kinase, glycosyl hydrolase ¢ HSP 70 protein, uma vez que
tiveram uma expressao bastante pronunciada no gendtipo tolerante. Através das andlises in
silico, baseadas nos genes ortdlogos de A. thaliana, foram descobertos processos € vias
metabdlicas que podem estar envolvidos na resposta do feijoeiro comum ao déficit hidrico.
Além disso, foram identificados genes associados com a tolerdncia a seca, corroborando os
dados experimentais. Sendo assim, os resultados obtidos nesse trabalho fornecem o
entendimento necessario ao desenvolvimento de ferramentas moleculares (marcadores para
genes diferencialmente regulados) para serem utilizados em programas de melhoramento,
bem como para informacao genética basica na anotagao funcional do genoma do feijoeiro e
também para utilizacdo desses genes candidatos em trabalhos de transformacdo genética para
obtencdo de plantas mais tolerantes a seca.

Palavras-chave: Phaseolus vulgaris. Transcritoma. Eletroforese. PCR em tempo real.
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ABSTRACT

BIAZUZO, M. M. A. Differential expression analysis of genes related to drought stress
tolerance in common bean. 2013. 177 f. Tese (Doutorado) — Centro de Energia Nuclear na
Agricultura, Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, 2013.

Brazil is the largest producer of common beans, with average annual production of 3.5 million
tonnes; however, one of the biggest problems faced by this crop is drought, which leads to a
considerable reduction in their yield. Thus, the identification of genes that control the defense
mechanisms and adaptation of common bean to drought during its development is very useful.
Drought tolerance is a multigenic character, so genotypes with different degrees of water
deficit tolerance exhibit differential gene expression, with activation and/or repression of
certain genes. Therefore, this study aimed to: (1) identify differentially expressed genes in two
common bean genotypes, one tolerant (BAT 477) and other susceptible (IAC-Carioca 80SH)
to drought, (i1) verify the spatial (root, stem and leaves) and temporal (five increasing levels
of water deficit - 24 h, 48 h, 72 h, 96 h and 120 h of stress exposition) gene expression by RT-
qPCR (iii) predict the genes function, based on Arabidopsis thaliana orthologous genes, using
available data in the public microarray platform Genevestigator. To achieve these objectives,
an experiment was conducted in a green house, being induced water deficit, by withholding
water when the plants reached growth stage Rs, maintaining adequate water supply under the
control plants. To isolate transcripts differentially expressed between the two genotypes under
drought was used the cDNA-AFLP technique, which coupled with sequencing enabled the
identification and annotation of 45 transcripts, 21 exclusively expressed in the tolerant
genotype and 24 in the susceptible one. Among the transcripts identified in the tolerant
genotype, may be listed at least 11, with potential to be used in genetic transformation
(chlorophyll A-B binding protein, HSP40, HSP70, glycosyl hydrolase, serine/threonine
protein kinase, trehalose-6-phosphate synthase, E3 ubiquitin ligase, fructose biphosphate
aldolase, mediator complex subunit 13, aquaporin nodulin MTN-3-related and TCP
transcription factor), and in the susceptible genotype, can be listed nine (coatomer protein
complex, monoamine-oxidase A repressor R1, synaptobrevin, haloacid dehalogenase-like
hydrolase, ADP-ribosylation factor, mTERF, serine protease S1C HtrA-related, legume lectin
and SWI/SNF-related chromatin binding). In the spatial and temporal gene expression
analysis, the transcripts that stood out for use in genetic transformation future studies were:
aquaporin nodulin MTN3, E3 ubiquitin ligase, serine/threonine protein kinase, glycosyl
hydrolase and HSP 70 protein, since it had an expression quite pronounced in the tolerant
genotype. Through the in silico analysis, based on orthologous genes of A. thaliana, was
discovered processes and metabolic pathways that may be involved in the common bean
response to drought. In addition, we identified genes associated with drought tolerance,
corroborating the experimental data. Thus, the present results provide the necessary
understanding to develop molecular tools (markers for differentially regulated genes) to be
used in breeding programs, as well as basic genetic information in the common bean
functional genome annotation and also to use these candidate genes for genetic transformation
to obtain drought-tolerant plants.

Keywords: Phaseolus vulgaris. Transcriptome. Electrophoresis. Real-time PCR.
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1 INTRODUCAO

O déficit hidrico € o principal estresse abidtico responsdavel pela reducdo do
rendimento em feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) no mundo todo. Diante do cendrio
atual de mudancgas climdticas, com o aquecimento global e com as previsdes de piora do
quadro de escassez de dgua nas regides agricolas, além das perspectivas de crescimento
populacional, com reducdo de areas agricultiveis, € importante que a adaptacdo a seca torne-
se o principal objetivo dos programas de melhoramento genético de plantas, tanto publicos
quanto privados.

Genotipos com diferentes graus de tolerancia ao déficit hidrico apresentam expressao
génica diferencial, com ativacdo e/ou repressao de determinados genes. A tolerdncia a seca €
um cardter multigénico, entdo, os genes diferencialmente expressos em um genétipo tolerante
quando comparado com um suscetivel, podem ser responsdveis por conferirem tolerancia a
planta. Sendo assim, a fim de se obter melhorias expressivas, torna-se imprescindivel a
investigacdo da base genética dessa tolerancia, identificando cada vez mais genes atuantes
nesses mecanismos, a fim de que eles possam ser usados no melhoramento convencional
através de cruzamentos, ou ainda na biotecnologia, através de transformacdo genética,
possibilitando a obtencdo de plantas mais tolerantes.

Ja foi estabelecido que as plantas respondem e se adaptam a seca através da
modificacdo dos niveis transcricionais de um grande nimero de genes (SEKI et al., 2002). Os
genes, de maneira geral, se expressam diferencialmente nos 6rgdos das plantas, podendo ser
classificados em dois grupos principais, com base em seus produtos, em efetores ou
reguladores, os quais também podem ser designados como genes de resposta tardia ou de
resposta precoce, baseados em seu tempo de resposta (YAMAGUCHI-SHINOZAKI;
SHINOZAKI, 2006), ou seja, a expressdo génica também € varidvel ao longo do tempo de
exposicao ao estresse (havendo momentos de indugdo e outros de repressao).

Os recursos gendmicos e genéticos, tais como anotacdo dos genes e linhagens
mutantes, ainda sdo escassos para o feijoeiro comum, sendo assim, a anélise transcritdmica €
um caminho ripido e barato para estudar genes regulados diferencialmente sob estresse,
levando a caracterizacdo de passos-chave nas respostas de defesa, possibilitando a
comparacdo com Arabidopsis thaliana, que é um organismo-modelo para estudos genéticos

(OBLESSUC et al., 2012), e portanto, ja foi extensivamente estudado e anotado.
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Nesse contexto, os objetivos desse trabalho foram: (i) identificar transcritos
diferencialmente expressos em dois genétipos de feijoeiro comum contrastantes para
tolerancia a seca — BAT 477 (tolerante) e IAC-Carioca 80SH (suscetivel); (ii) tragar os perfis
de expressdo génica, de alguns transcritos selecionados, considerando tanto a expressao
génica espacial (raizes, caules e folhas) quanto a temporal (cinco coletas com niveis
crescentes de déficit hidrico — 24h, 48h, 72h, 96h e 120 h de exposi¢do ao estresse); (iii)
predizer a funcdo dos genes identificados, com base nos genes ortélogos de Arabidopsis

thaliana, usando dados publicos de microarranjo disponiveis na plataforma Genevestigator.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Importancia economica e social do feijao comum

O género Phaseolus é originario das Américas e possui 55 espécies, cinco das quais
sao amplamente cultivadas: P. vulgaris L., P. lunatus L., P. coccineus L., P. acutifolius A. e
P. polyanthus G. (DEBOUCK, 1993). Dessas cinco espécies, o feijao comum (Phaseolus
vulgaris L.) € a mais importante, devido a seu elevado teor de proteinas, ferro, calcio,
magnésio, zinco, vitaminas (principalmente do complexo B), carboidratos e fibras, sendo a
principal cultura alimenticia na Africa e na América Latina (YU; BLISS, 1978). Os feijoes
comuns cultivados sdo divididos em dois pools génicos (mesoamericano e andino), com
diversas racas dentro desses pools (BEEBE et al., 2000).

Além de ser um dos alimentos bésicos da populacdo brasileira (70% dos brasileiros
consomem feijdo diariamente), € também um dos principais produtos fornecedores de
proteina na dieta dos estratos sociais economicamente menos favorecidos, e, juntamente com
o arroz, forma a base da alimentacdo brasileira (BRASIL, 2013).

O feijao € cultivado em mais de 100 paises, porém 63% da produ¢do mundial é obtida
em apenas cinco, sendo o Brasil o maior produtor e consumidor de feijao comum, com
producdo média anual de 3,5 milhdes de toneladas. Os maiores Estados produtores de feijao
no Brasil sdo, Parand, que colheu 767 mil toneladas na safra 2012/2013, e Minas Gerais, com
a producdo de 684 mil toneladas no mesmo periodo (CONAB, 2013). Apenas de 8% a 10%
da produgdo nacional destina-se a exportacdo, sendo a maior parte da producdo consumida
pelo mercado interno. Nao obstante o grande volume de produgdo nacional, o Brasil é
importador desse produto e a quantidade importada varia em fun¢do dos resultados das safras.
Nos tdltimos anos foram importadas, em média, cerca de 100 mil toneladas. Da quantidade
importada, a maior parte € de feijao preto, seguido pelo feijao colorido e menos de 1% é de
outros tipos de feijoes. Os principais paises que exportam para o Brasil sdo Argentina, Chile,
Estados Unidos e Bolivia (MAPA, 2013). Cabe ressaltar que a produ¢cdo mundial de feijao
poderia ter um aumento de 30% a 40%, se as perdas causadas por estresses bidticos e
abidticos (ferrugem, seca, calor e frio) fossem prevenidas (SHARMA et al., 2005; CANCI;
TOKER, 2009).
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Além da importancia econdmica, essa cultura agricola apresenta importancia social,
devido principalmente a mado-de-obra empregada durante o ciclo da cultura (EMBRAPA,
2011) e também desempenha uma importante funcdo em sistemas agricolas familiares, visto
que mantém a fertilidade do solo, por meio da fixacdo do nitrogénio atmosférico através da
associacdo simbidtica com bactérias (KUMAR et al., 2012).

A cultura do feijoeiro comum € extremamente diversa em termos de métodos de
cultivo, usos, variedade de ambientes em que é adaptada e variedade morfologica, sendo
encontrada desde o nivel do mar até 3000 metros de altitude, podendo ser cultivada em
monocultura, em associacdo ou em rotacdo com outras culturas, e sendo consumida como
grao maduro, semente imatura e vegetal (folhas e vagem).

Devido a diversidade fisiografica do Brasil e a adaptacdao do feijoeiro a diversas
condi¢des de clima e solo, a safra do grao € divida em trés etapas: (i) safra das 4guas: a
semeadura ocorre em um periodo em que ha um elevado indice pluviométrico, ocorrendo na
regido centro-sul, de agosto a dezembro, e no nordeste, de outubro a fevereiro; (ii) safra da
seca: a semeadura € realizada em um periodo com indice pluviométrico um pouco menor,
geralmente de dezembro a marco; (iii) safra irrigada: a semeadura € realizada no periodo com
o menor indice pluviométrico, tendo o plantio concentrado na regido centro-sul, de abril a
junho (BRASIL, 2013).

A temperatura e as chuvas sdo os elementos climdticos que mais influenciam na
producdo de feijdo. As altas temperaturas prejudicam o florescimento e a frutificacdo do
feijoeiro, enquanto as baixas podem provocar a perda das flores. Alta temperatura
acompanhada de baixa umidade relativa do ar e ventos fortes dificulta a retencdo de vagens,
podendo até mesmo inviabilizar o cultivo de feijao em algumas regides (BRASIL, 2013).

Apesar de a drea plantada com feijdo comum estar praticamente estagnada nos ultimos
anos, sua producdo tem crescido devido a introducdo de variedades mais produtivas e mais
resistentes, € também pela inser¢cdo de um numero maior de produtores empregando novas
tecnologias agricolas, embora grande parte da atividade ainda esteja nas mados de pequenos
produtores, pouco tecnificados, principalmente na regido nordeste. Dessa forma, um dos
principais problemas ainda enfrentados pelos produtores de feijao é o déficit hidrico, devido a

inviabilidade financeira para instalacdo de sistemas eficientes de irrigacao.
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2.2 O déficit hidrico na cultura do feijoeiro comum

A cultura do feijoeiro comum requer entre 200 e 400 mm de 4dgua durante seu
crescimento e desenvolvimento, mas estima-se que mais de 73% do total da producdo na
América Latina e 40% do total na Africa ocorram sob condi¢des microclimaticas que
apresentam de moderado a severo déficit hidrico em algum momento durante seu cultivo
(BROUGHTON et al., 2003). Solos muito secos para produc¢do de alimentos cobrem,
aproximadamente, 28% da superficie da Terra (BRAY, 2004), e, somente 7% das &reas
agricolas cultivadas com feijoeiro comum sido adequadamente irrigadas. Além disso, modelos
climéticos predizem que vdrias regides onde a seca ja € um problema, tais como areas do leste
e sudeste africano, se tornardo cada vez mais secas nas proximas décadas (JONES;
THORNTON, 2003).

As plantas sofrem com o déficit hidrico quando o fornecimento de dgua as raizes
torna-se dificil ou quando a taxa de transpiracdo torna-se muito alta, sendo que essas duas
condi¢es ocorrem frequentemente em climas dridos e semidridos. E comumente aceito que,
sob condicdes de transpiracao normal, a 4gua se movimenta do solo para o xilema das raizes,
seguindo preferencialmente a via apopléstica, a qual € governada por um gradiente de pressao
hidrostatica; contudo, quando a transpiracao € restrita por condi¢des estressantes, tais como a
seca, a maior parte da dgua segue a via célula-a-célula, fluindo através das membranas
celulares muito mais lentamente (STEUDLE, 2000).

Dentre os estresses ambientais, a seca e o frio sdo fatores-chave que afetam o
crescimento das plantas, bem como o rendimento (GUO et al., 2011). O efeito do déficit
hidrico na planta € bastante complexo, causando modifica¢cdes anatdomicas, morfologicas,
fisioldgicas e bioquimicas. A seca afeta praticamente todos os aspectos do crescimento da
parte aérea e das raizes, causando: reducdo na expansdo celular, na condutincia hidraulica
estomdtica e radicular, na fotossintese e, consequentemente, no acimulo de matéria seca
(SIEMENS; ZWIAZECK, 2004; VANDELEUR et al., 2005). Além disso, provoca o aborto
de flores, a queda de vagens, a reducao da granagdo (MASAYA; WHITE, 1991), do niimero
de dias para a planta atingir a maturidade (NIELSEN; NELSON, 1998; RAMIREZ-
VALLEJO; KELLY, 1998), da captacdo de fosforo e da fixacdo de nitrogénio (SERRAIJ;
SINCLAIR, 1998; SANTOS et al., 2004).



26

Cabe ressaltar que as plantas parecem responder de forma similar ao estresse abidtico
e a senescéncia sob condi¢des naturais, afetando o acimulo de biomassa. Dentre os genes que
s@o induzidos durante a senescéncia das folhas, hd muitos cujos niveis dos transcritos também
se acumulam tanto sob estresse abidtico, quanto sob estresse bidtico (SHIMON et al., 2003).

Os efeitos do déficit hidrico em feijoeiro comum podem ser tecido-especificos e/ou
sisttmicos (ACOSTA-GALLEGOS; KOHASHI-SHIBATA, 1989; ACOSTA-GALLEGOS;
ADAMS, 1991; MUNOZ-PEREA et al., 2006; BEEBE et al., 2011), sendo principalmente
dependentes da frequéncia, duracao e intensidade do estresse e do estddio de desenvolvimento
da cultura (RAMIREZ-VALLEJO; KELLY, 1998). A baixa disponibilidade de 4gua no solo é
um fator limitante para a producao do feijao, especialmente em trés estadios criticos, que sdao
a germinacdo, o florescimento e a granagao (SORATTO et al., 2003). O requerimento hidrico
e a frequéncia de irrigacdo aumentam conforme as plantas se desenvolvem e a cobertura do
solo ou indice de area foliar aumenta. Da mesma forma, os efeitos adversos do déficit hidrico
aumentam quando a cultura se torna mais sensivel a seca, durante o pré-florescimento e o
estddio reprodutivo. O requerimento hidrico do feijdo comum declina apds o periodo da
granacdo. Além disso, se espera que as cultivares precoces tenham um requerimento hidrico
mais baixo do que as intermedidrias e tardias (MUNOZ-PEREA et al., 2006).

Dentre as diversas respostas de adaptacdo das plantas ao déficit hidrico a principal € a
inducdo de genes especificos (INGRAM; BARTELS, 1996), sendo que alguns desses genes
sdo expressos durante a embriogénese, fase em que as sementes dessecam e os embrides
tornam-se dormentes (THOMAS; VIVEKANANDA; BOGUE, 1991).

Em suma, as diversas respostas da planta ao déficit hidrico sdo controladas por um
conjunto de genes com variadas fungdes. Conforme a dgua € perdida pelas células, processos
regulatérios sdo iniciados para ajustar o metabolismo celular para as novas condi¢cdes (BRAY,
1993). Diante disso, estudos fisiolégicos e moleculares da tolerdncia a seca no feijoeiro
comum s3a0 essenciais para encontrar caracteristicas e genes envolvidos nessa tolerdncia

(BROUGHTON et al., 2003).

2.3 Atividades metabdlicas e celulares afetadas pelo déficit hidrico

A disponibilidade de dgua é um dos fatores mais importantes que determina a
distribuicdo geografica e a produtividade das plantas (BARTELS, 2001). A resposta e a

adaptacdo das plantas a condi¢des de déficit hidrico sdo muito complexas e altamente
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varidveis. Ao longo da evolugdo, ao tornarem-se organismos sésseis, as plantas
desenvolveram diversas estratégias para adquirir tolerdncia a estresses. Essas estratégias
incluem mudancgas nos processos metabodlicos, alteragdes estruturais de membranas, expressao
de genes especificos e producdo de metabdlitos secundarios (RAMANJULU; BARTELS,
2002).

A seca afeta ndo somente as relacdes hidricas, mas também induz o fechamento dos
estomatos e reduz a taxa fotossintética e o crescimento. Mudangas na habilidade fotossintética
da planta sdo indicativas do inicio da senescéncia. Quando uma planta estd passando por seca,
frio ou outro tipo de estresse, substancias prejudiciais sdo acumuladas. Nesse cendrio, o
metabolismo e o transporte também sdo afetados (GUO et al., 2011). O fechamento dos
estdmatos reduz a concentracdo de CO, no mesofilo foliar e resulta na acumulacdo de
NADPH. Sob tais condi¢des, onde o NADP € um fator limitante, o oxigénio atua como um
aceptor alternativo de elétrons na cadeia de transporte de elétrons, que ocorre nas membranas
tilacoide, resultando na formacgdo de radicais superéxido (ZLATEV et al., 2006).

O destino de células sob ambientes estressantes é determinado pela duracdo do
estresse, bem como pela capacidade protetora da planta. A sequéncia de eventos que ocorre
em tecidos vegetais sujeitos a déficit hidrico é: (1) aumento da producdo de espécies reativas
de oxigénio (da sigla em inglés, ROS) e de moléculas-alvo oxidadas; (ii) aumento da
expressao de genes com fungdes antioxidantes; (iil) aumento nos niveis dos sistemas
antioxidantes; (iv) aumento da capacidade de eliminag¢do de ROS, resultando em tolerancia ao
estresse hidrico (MANO, 2002). Embora uma série de mecanismos regulatérios tenha
evoluido dentro das células vegetais para limitar a producao dessas moléculas téxicas, o dano
oxidativo permanece como um problema em potencial, visto que essas moléculas causam
perturbacdes no metabolismo, como por exemplo, a perda de coordenagdo entre 0s processos
de producao e utilizacdo de energia durante a fotossintese, em ambientes estressantes.

As membranas celulares sdo frequentemente o alvo primdrio dos processos de
degradacdo induzidos pela seca. Sendo assim, a manuten¢do da integridade da membrana ¢é
critica para a prote¢do da planta sob déficit hidrico (MONTEIRO DE PAULA et al., 1990). A
fluidez da membrana celular pode influenciar na sua estabilidade durante o estresse, podendo
ser otimizada por ajustes na composicao de lipideos e dcidos graxos, na estrutura e no nivel de
saturacdo, portanto, alteracOes nas propriedades das membranas em resposta a seca sao
importantes para a adaptacdo ao estresse (NAVARI-IZZO et al., 1993). Contudo, a seca
ocasiona um aumento gradativo na perda de eletrdlitos € um aumento no teor de acidos graxos

saturados (palmitico e estedrico), enquanto o teor de 4cidos graxos poli-insaturados (linoléico
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e linolénico) apresenta decréscimo (MARTINS—JUNIOR et al., 2008). O desequilibrio na
relacdo 4cidos graxos saturados/insaturados conduz a um aumento no indice de saturagdo,
podendo reduzir a qualidade nutricional dos graos.

Como foi evidenciado, o déficit hidrico interfere em uma série de atividades
metabolicas e celulares das plantas, que por muitas vezes, provocam um desequilibrio
metabdlico, principalmente nas plantas suscetiveis, levando-as a senescéncia precoce e
impossibilitando que tenham um rendimento satisfatério, dai a importancia de se entender os

diferentes mecanismos de tolerancia a esse tipo de estresse.

2.4 Mecanismos de tolerancia ao déficit hidrico

Hé4 vérios mecanismos que permite as plantas tolerar a falta de dgua, sendo a
adaptacdo a seca uma funcdo multigénica, dependente de varias caracteristicas fisiologicas e
morfolégicas (PIMENTEL et al., 1990). Portanto, genétipos que diferem em tolerancia ao
déficit hidrico apresentam diferencas qualitativas e quantitativas em expressao génica.

As respostas das plantas a seca podem envolver alteragdes deletérias e/ou adaptativas.
Em particular, se a seca ocorre sob condi¢des de campo, a resposta da planta pode ser
modificada sinergisticamente. Respostas precoces das plantas ao déficit hidrico ajudam a
planta a sobreviver por algum tempo, enquanto a aclimatacdo de plantas sujeitas a seca é
indicada pela acumulacdo de certos metabodlitos novos associados com a capacidade estrutural
para melhorar o funcionamento da planta sob déficit hidrico (PINHERO et al., 1997).

A expressao de genes, direcionada por estresses, frequentemente depende de
modificagdes pds-traducionais da histona e, por algumas vezes, da metilacio do DNA. Essas
modificagdes de DNA e histona desempenham uma func¢ao-chave na expressdao génica € no
desenvolvimento das plantas sob estresses. Muitas dessas modificacdes induzidas retornam ao
seu nivel original assim que o estresse passa, enquanto algumas dessas modificagcdes podem
se tornar estdveis, isto €, podem ser carregadas adiante como um tipo de “memoria do
estresse” e podem ser herdadas através de divisdes mitdticas ou até mesmo meidticas. Essa
memoria epigenética do estresse pode auxiliar as plantas a lidar mais efetivamente com

eventos estressantes subsequentes (CHINNUSAMY; ZHU, 2009).
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Cabe ressaltar que a tolerancia ou suscetibilidade de uma planta a estresses abidticos é
um fendmeno extremamente complexo, envolvendo a expressdo coordenada de varios genes,
0s quais estdo envolvidos em uma série de mecanismos de tolerancia ao déficit hidrico A

seguir sdo apresentados com mais detalhes alguns desses mecanismos:

a) Sinalizacdo

Uma via de transdugdo de sinais come¢a com a percep¢ao do sinal, nesse caso o
estresse, por proteinas receptoras, as quais levam esse sinal para mensageiros primarios e
secundérios. Os sinais secundarios podem ser fitormonios, tais como o 4cido abscisico (ABA)
e o etileno, além de outras moléculas como o Ca2+, ROS e fosfolipideos (XIONG; ZHU,
2002). Em seguida, genes responsivos ao estresse controlados por proteinas regulatérias
(fatores de transcricdo, mitogen activated, quinases dependentes de cdlcio e fosfolipases),
codificam proteinas funcionais ou novamente proteinas regulatdrias para reiniciar o processo
(SHINOZAKTI; DENNIS, 2003). A complexidade das familias génicas que codificam para
moléculas sinalizadoras, proteinas quinase e fatores de transcri¢ao, confere a flexibilidade das
respostas das plantas aos estresses ambientais.

O célcio € um mensageiro secundario universal. Alteragdes nos niveis citossélicos de
Ca®* sdo sentidas pelas proteinas quinase calcio-dependentes (CDPKs), as quais modificam o
estado fosforilativo das proteinas (KNIGHT; KNIGHT, 2001).

As proteinas quinase do tipo mitogen activated ou MAPKs desempenham uma
importante fun¢do na sinalizacdo celular, visto que amplificam e transmitem os sinais através
de uma série de eventos fosforilativos (de MAPKKK para MAPKK até MAPK)
(CARDINALE et al., 2002). Os alvos das MAPKSs podem ser proteinas quinase bem como
varios fatores de transcri¢do. Adicionalmente, as vias de sinalizacdo de MAPK podem regular
a producao de ROS (PITZSCHKE; HIRT, 2009). E, atualmente, a histidina-quinase tem sido
identificada como um osmossensor em leveduras e plantas. Ela ativa a via de transducao de

sinais MAPK para induzir a tolerancia ao sal nesses organismos (DUAN et al., 2009).

b) Acido Abscisico (ABA)

Os estresses: salino, hidrico e, em menor nivel, ao frio, aumentam os niveis de ABA
(NAMBARA; MARION-POLL, 2005), o qual também aumenta a expressdao de muitos, mas
nao de todos os genes responsivos a seca (LI et al., 2006).

O ABA ¢ reconhecidamente importante para a tolerancia a seca por mediar a

sinalizacdo das células-guarda e o fechamento dos estdmatos, para prevenir a perda de dgua.
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Além disso, controla a expressdo de muitos genes relacionados ao déficit hidrico. As vias de
sinalizacdo do estresse podem ser ABA-dependentes ou ABA-independentes. Muitos genes
ABA-dependentes induzidos por estresse contém um motivo conhecido como elemento
responsivo ao ABA, denominado ABRE (ZHANG et al., 2006), o qual € um sitio-alvo de
ligacdo para fatores de transcricdo B-zip (SHINOZAKI; YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2000).
Adicionalmente, a expressao de genes pode ser controlada pelos fatores de transcricio MYC e

MYB, ambos induzidos por ABA (RIERA et al., 2005).

¢) Etileno

O hormonio etileno, além de apresentar fungdes fisiolégicas em diferentes estadios de
desenvolvimento das plantas, também € conhecido como o hormonio do estresse, visto que a
sua sintese é induzida por uma ampla gama de sinais de estresse, tais como seca, temperaturas
extremas, ferimento mecanico ou infec¢ao por patégenos. Esse hormdnio € sintetizado a partir
da metionina via S-adenosilmetionina e 1-aminociclopropano-1-dcido carboxilico (ACC)
(KENDE, 1993). O etileno atua como uma molécula sinalizadora e provoca alteragdes
substanciais na expressao génica.

Além da modulacdo da expressdo génica, o etileno também modula outros
fitormonios. Em Arabidopsis, ele inibe o fechamento dos estomatos induzido por ABA

através da inibicdo da via de sinalizacdo de ABA (TANAKA et al., 2005).

d) Eliminadores de ROS

Durante seu ciclo de vida, as plantas sdo expostas a uma grande variedade de estresses
bidticos e abidticos, e, o déficit hidrico pode aumentar a producdo de ROS, tais como
peréxido de hidrogénio (H,O,) e OH, o que revela um estado de estresse oxidativo,
relacionado a danos na membrana das células (ZLATEV et al., 2006). Os radicais superéxido
e seu produto reduzido H,O, s@o componentes potencialmente téxicos as células, podendo
causar danos irreversiveis a macromoléculas. Contudo, também estdo envolvidos com a
sinalizagcdo do estresse e em processos de desenvolvimento das plantas, tais como elongacao,
divisao e diferenciacdo celular (COLVILLE; KRANNER, 2010).

Genotipos tolerantes devem nio somente ser capazes de reter quantidade suficiente de
agua em condi¢des de déficit hidrico, como também, terem um sistema de prote¢do ativo
contra as ROS. Mecanismos de detoxificacdo de ROS existem em todas as plantas e podem
ser categorizados como enzimadticos (superoxido dismutase, catalase, ascorbato peroxidase,

peroxidase, glutationa redutase e monodehidroascorbato redutase) e ndo-enzimaticos
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(flavononas, antocianinas, carotendides e dcido ascérbico). Sendo assim, a tolerdncia relativa
de gendtipos pode ser refletida pelo aumento da atividade dessas enzimas, que atuam como
um sistema de controle de danos, fornecendo protecao contra o estresse oxidativo e resultando
em menor peroxidacdo de lipideos e maior estabilidade de membranas nos genétipos
tolerantes (ZLATEV et al., 2006). De fato, um aumento da capacidade metabdlica dessas
enzimas deve fazer parte de um sistema antioxidante geral nas plantas, envolvendo regulacdo

da sintese de proteinas ou da expressao génica.

e) Fatores de transcricdo Dehydration Responsive Elements Binding (DREB)

Os fatores de transcricdo DREB desempenham uma importante funcio na tolerancia a
estresses abidticos em plantas. Eles se aderem a sequéncias de DNA presentes em regides
promotoras de genes expressos durante a desidratacdo (KASUGA et al., 1999).

O fator de transcricdo GmDREB?2 de soja foi isolado e superexpresso em Arabidopsis
thaliana e tabaco. Sua expressdo foi induzida por tratamentos de seca, alta concentracdo
salina, baixas temperaturas ¢ ABA, e o aumento em sua expressdo levou a um aumento na
expressdo de genes ja descritos como downstreams para o gene AfDREBI1 em A. thaliana
(CHEN et al., 2007). Neste mesmo estudo, os autores observaram o acimulo de altos niveis
de prolina livre, sugerindo que o GmDREB2 também ative a expressdo de alguns genes
envolvidos na biossintese de prolina.

Os genes DREB tipo 1 (AtDREBIA, AtDREBIB e AtDREBIC) estao envolvidos nas
vias de resposta ao frio, enquanto os genes DREB tipo 2 (AtDREB2A e AtDREB2B) estao
envolvidos principalmente nas vias de resposta osmoética (sal e seca) (YAMAGUCHI-
SHINOZAKTI; SHINOZAKI, 2005).

Lee et al. (2010) estudaram os efeitos de ABA exdgeno e vérias condi¢des estressantes
sobre a expressdo de DREB2C, através de RT-gPCR, detectando niveis altos desse fator de
transcricdo apods tratamento salino, e, niveis baixos apds aplicacdo de manitol e inducdo de

frio.

f) Proteinas Late Embriogenesis Abundant (LEA)

As proteinas LEA acumulam-se, tipicamente, durante os estdgios tardios de
embriogénese ou em resposta a desidratacdo, baixa temperatura, salinidade ou tratamento com
ABA, o que indica que sdo proteinas responsivas a desidratagdo celular (RAMANJULU;
BARTELS, 2002). Colmenero-Flores et al. (1997) descreveram o gene Pvlea-18, mostrando a
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sua acumulacdo em tecidos vegetais sob estresse hidrico. Shao, Liang e Shao (2005) também
mostraram o envolvimento de proteinas LEA na tolerancia a seca, a salinidade e ao frio.

Cabe ressaltar que essas proteinas apresentam funcdes relacionadas com sequestro de
ions, protecio de membranas, dobramento de proteinas (chaperonas) e retencao de dgua

(BRAY, 1993; DURE, 1993; ZHU; HASEGAWA; BRESSAN, 1997).

g) Aquaporinas

A capacidade de transportar dgua através de membranas € imprescindivel para o ajuste
osmotico sob condi¢des de escassez de dgua (PENG et al., 2007). O movimento de dgua
através das membranas celulares € regulado por uma familia de proteinas, altamente
conservada, denominada “major intrinsic proteins” (MIP) ou simplesmente, aquaporinas, as
quais formam canais para a passagem de dgua através das membranas celulares.

As aquaporinas de plantas sdo divididas em quatro grupos ou clados, baseados na
similaridade das suas sequéncias de aminodcidos, em: (i) proteinas intrinsecas 2 membrana
plasmaética (PIPs); (ii) proteinas intrinsecas ao tonoplasto (TIPs); (iii) proteinas intrinsecas a
nodulinas (NIPs); (iv) pequenas proteinas bdsicas intrinsecas (SIPs) (QUIGLEY et al., 2001;
LUU; MAUREL, 2005). Essas proteinas sdo necessérias as plantas em diferentes membranas,
tecidos, em um padrdo complexo ou em tempos diferentes dependendo das condicdes
ambientais.

Haé evidéncias recentes de que as PIPs apresentam uma funcao direta nas relagdes de
dgua nas plantas e tem se mostrado envolvidas na tolerancia ao estresse hidrico (PENG et al.,
2007). E, as TIPs apresentam importancia no processo de expansao celular rdpida, pois como
se sabe, o vactolo central pode ocupar até 90% do volume das células de uma planta adulta,
funcionando como um compartimento de estoque, com funcdes na regulacdo do turgor,
sinalizagdo celular e degradacdo. A biogé€nese do vactolo e seu crescimento requerem o
transporte de substancias osmoticamente ativas através do tonoplasto, seguida de um rapido
influxo de 4gua para dentro do vacuolo. Esse influxo gera uma pressdo de turgor que
direciona a expansdo celular e mantém a forma da célula. Dessa forma, uma expansao celular
réapida pode requerer uma elevada permeabilidade hidrdulica do tonoplasto para suportar a
entrada de dgua dentro do vacuolo e envolve as aquaporinas do grupo TIP (JAVOT;
MAUREL, 2002).

E importante que se diga que hd dois pontos de vista opostos, no que se refere 2
fisiologia das aquaporinas, em plantas sob déficit hidrico. Um dos pontos de vista é que o

aumento nos niveis de aquaporinas fornece a planta a habilidade de lidar com a seca, o que se
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baseia na observacdo de que algumas aquaporinas sdo induzidas ou ativadas sob esse tipo de
estresse (LIAN et al., 2004). O outro ponto de vista defende que as plantas evitam a perda

excessiva de dgua, reprimindo as aquaporinas durante a desidratagcao (HACHEZ et al., 2006).

h) Proteinas de choque térmico (da sigla em inglés, HSPs)

Como o nome sugere, elas foram identificadas pela primeira vez como ativadas em
resposta ao calor. As HSPs sao altamente conservadas e t€m sido descritas diversas classes
dessas proteinas. Os membros da familia HSP70 previnem a agregacdo e auxiliam no
dobramento (maturacdo) de proteinas sob condicdes de estresse, e, também estdo envolvidos
nos processos de importacdo, translocacdo e facilitacio da degradacdo proteolitica de
proteinas instdveis através da marcacdo dessas proteinas para serem transportadas aos
lisossomos ou proteossomos (WANG et al., 2004; XU; HUANG, 2010).

As HSPs sdo encontradas em plantas submetidas ao déficit hidrico (JOSHI;
NGUYEN, 1996) e sua expressdo tem sido detectada através de microarranjos de cDNA
(SEKI et al., 2002; OONO et al., 2003; TAKAHASHI et al., 2004). Esses estudos ainda

mostram que as HSPs contribuem para a tolerancia a seca das plantas.

1) Carboidratos

Os estresses abidticos provocam grandes alteragdes, qualitativas e quantitativas, nos
carboidratos ou agucares presentes nas células vegetais, afetando a expressdao de um grande
nimero de genes que podem ter a sua expressao diminuida ou aumentada (GUPTA; KAUR,
2005). O transporte de carboidratos € de extrema importancia, visto que essas substincias
atuam como sinalizadoras em plantas. Muitos genes envolvidos com a fotossintese, com o
metabolismo de carbono e nitrogénio e com as respostas a estresses, incluindo genes
induzidos por ABA sao regulados no nivel transcricional por actiicares (ROLLAND; MOOR;
SHEEN, 2002). Segundo Couée et al. (2006), a acumulacdo de acucares soluveis regula
negativamente a fotossintese, incluindo a expressao de genes do Ciclo de Calvin.

Além disso, acticares como a rafinose e a sacarose sdo importantes na protecao das
células sob déficit hidrico, atuando como solutos disponiveis para osmorregulacdo ou como
protetores de macromoléculas e membranas (LEOPOLD, 1990; BRAY, 1997; TAJI et al.,
2002). A trehalose também estd presente em uma ampla variedade de organismos (ELBEIN et
al., 2003) e desempenha uma importante fun¢do na regulacdo metabdlica e na tolerancia a

estresses abidticos nesses organismos (LI et al., 2011).
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Sendo assim, pode-se afirmar que a sobrevivéncia de células sob déficit hidrico estd
condicionada a um aumento no aporte de agucares. De fato, a seca provoca um aumento na
quantidade de sacarose em folhas de feijoeiro (STEWART, 1971) e a enzima o-amilase é
induzida pelo déficit hidrico em folhas de cevada (JACOBSEN; HANSON; CHANDLER,
1986). Bewley e Black (1994) observaram que lipideos de reserva sdao ativamente
metabolizados a sacarose através do processo de gliconeogénese e a sacarose produzida €
transportada as regides de crescimento das plantas. Cabe lembrar que a sacarose € o substrato
primdrio para a sintese de amido (DUFFUS; DUFFUS, 1984). Entdo, o conteiido de amido
aumenta em condicdes onde a concentracio de sacarose aumenta (NAKAMURA et al., 1991),

ou seja, quando a planta € exposta a déficit hidrico, por exemplo.

j) Prolina

O actimulo de prolina em células vegetais submetidas a déficit hidrico tem sido
sugerido como um mecanismo de ajuste osmético (DELAUNEY; VERMA, 1993), podendo
também ter funcdo na estabilizacdo de estruturas subcelulares, no depdsito de energia, como
componentes de cascatas de sinaliza¢cdo molecular do estresse e na constituicdo da parede
celular das plantas, visto que é um dos seus constituintes principais (NEPOMUCENO et al.,
2001).

O metabolismo de prolina é aumentado sob estresse osmético, enquanto seu
catabolismo € reprimido (KAVI KISHOR et al., 2005). Sua acumulacao parece ser mediada
tanto pela via de sinalizacio ABA-dependente quanto pela ABA-independente (HARE;
CRESS; VAN STADEN, 1999). Além de sua funcdo como soluto compativel, também ¢é
sugerido que a prolina reduza a desnaturacdo de proteinas, preservando, dessa forma, a
estrutura e a atividade de enzimas (SAMUEL et al., 2000), e servindo como fonte de carbono,
nitrogénio e energia durante a recuperacdao do estresse (HAMILTON; HECKATHORN,
2001).

k) Polidis

Em plantas, os polidis sdo geralmente representados por: manitol, sorbitol, galactinol,
mioinositol e pinitol. Cabe destacar que a rafinose ¢ formada a partir de galactinol e sacarose.

Os polidis tém sua sintese aumentada sob déficit hidrico em muitas espécies de plantas
e sugere-se que tenham um efeito osmotico (TAJI et al., 2002). O galactinol desempenha

protecdo contra radicais hidroxila, in vitro, sendo assim, pode proteger as células vegetais do
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dano oxidativo (NISHIZAWA; YABUTA; SHIGEOKA, 2008). O manitol também tem
apresentado acdo eliminadora de radicais hidroxila, tanto in vitro quanto in vivo (SHEN;

JENSEN; BOHNERT, 1997).

) Poliaminas

As poliaminas sdo pequenos componentes organicos com dois ou mais grupos amino
primadrios, encontrados em todas as células eucaridticas. Putrescina, espermidina e espermina
sd0 as principais poliaminas encontradas em plantas e estdo envolvidas com os processos de
proliferacdo celular, crescimento, morfogénese, diferenciacdo e morte celular programada
(YAMAGUCHI et al., 2006).

Sob déficit hidrico, ocorre a acumulacdo de putrescina, espermidina, espermina e
cadaverina em muitas espécies de plantas. Além de seu possivel efeito no ajuste osmético, as
poliaminas também estdo envolvidas no fechamento dos estdomatos, através da regulacdo dos
canais de K na membrana plasmatica das células-guarda (LIU; ZHANG; SHOUY]I, 2000).
Adicionalmente, as poliaminas sdo componentes do sistema antioxidante celular e atuam na

eliminacdo de radicais hidroxila (KUZNETSOV et al., 2007).

m) Genes MADS Box

Os genes MADS Box, foram inicialmente identificados como genes homeo6ticos florais,
codificando para uma familia de fatores de transcri¢do que estdo envolvidos em fungdes
diversas nas plantas. Também ja foram reportados como superexpressos durante o
desenvolvimento de sementes em condi¢des de estresse (frio, seca e sal) em arroz (ARORA et
al., 2007). Além disso, as proteinas MADS Box de leveduras ativam genes requeridos para a

integridade da parede celular e para as respostas ao estresse osmotico (JUNG; LEVIN, 1999).

n) Genes aldeido desidrogenase (da sigla em inglés, ALDH)

O efeito deletério do estresse osmotico € frequentemente causado pela acumulagdo de
moléculas reativas como os aldeidos. Essas moléculas podem causar a peroxidagcdao de
lipideos e modificagdes nas proteinas e nos dcidos nucleicos. Contudo, os aldeidos podem ser
convertidos em dcidos carboxilicos ndo-toxicos por diferentes tipos de enzimas ALDH, as
quais ocorrem em todos os organismos vivos, o que demonstra a sua importancia. Contudo, é
importante notar que os aldeidos nao devem ser vistos somente como moléculas téxicas, uma

vez que sdo produtos intermedidrios na sintese de osmolitos, que atuam como moléculas
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protetoras quando a célula estd sob estresse osmotico. Por esse motivo, um cuidadoso balango
de aldeidos € requerido e ha evidéncias de que as enzimas ALDH estdo envolvidas na
manutencdo desse balangco (KOTCHONI; BARTELS, 2003).

A superexpressao dos genes ALDH sob condicdes de salinidade ou seca tem sido
descrita em muitas espécies de plantas, indicando que as enzimas correspondentes podem
desempenhar uma fungdo essencial durante a adaptacdo da planta ao estresse osmotico

(KOTCHONI; BARTELS, 2003).

0) Ubiquitina

A ubiquitina € uma proteina que apresenta como principal funcdo etiquetar proteinas
que serao destinadas a degradacdo. Assim, sua expressao é comumente observada durante o
déficit hidrico (ZHU; HASEGAWA; BRESSAN, 1997), visto que a degradacao de proteinas
¢ alta durante a desidratacdo celular, devido ao aumento da atuac@o dos sistemas de reparo

durante as situagdes de estresse.

Diante do que foi exposto, € imprescindivel a identificacdo de um nimero cada vez
maior de genes que possam ser utilizados no melhoramento genético ou na transformacgao

genética do feijoeiro comum para aumentar a sua tolerancia a estresses abidticos.

2.5 Melhoramento genético visando tolerancia ao déficit hidrico

Como a seca é o principal estresse abidtico que contribui para a reducdo do
rendimento do feijoeiro comum em todo o mundo e hd perspectivas de que ocorra um
aumento da escassez de dgua no futuro, a adaptacdo ao déficit hidrico, vem se tornando um
dos maiores objetivos dos programas de melhoramento genético dessa cultura agricola
atualmente. Contudo, o melhoramento genético para tolerancia a seca € um processo lento e
dificil (SUBBARAO et al., 1995), pois, geralmente, multiplas varidveis estdo envolvidas,
influenciando o desempenho da cultura sob seca (SINCLAIR; PURCELL, 2005). Muitos
caracteres de adaptacdo a seca tais como tamanho e profundidade das raizes, condutividade
hidrdulica e acumulacdo de reservas, estdo associados com o desenvolvimento e a estrutura

das plantas e sao mais constitutivos do que induzidos por estresse (CHAVES; MAROCO;
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PEREIRA, 2003). Além disso, a fertilidade dos solos tropicais é frequentemente muito baixa,
especialmente no que se refere a disponibilidade de fésforo, o que pode limitar o
desenvolvimento das raizes (THUNG; RAO, 1999). A baixa fertilidade dos solos, de modo
geral, ocorre juntamente com condi¢des de déficit hidrico, porém, combinar a tolerancia a
essas duas condi¢des representa um grande desafio aos programas de melhoramento.

Do ponto de vista prético, € muito dificil a imposi¢do de déficit hidrico, de forma
controlada e reprodutivel, a grandes populagdes de plantas em programas de melhoramento.
E, tradicionalmente, monitoramentos abrangentes do desenvolvimento das plantas e de
parametros fisiolégicos ndo sdo utilizados no processo de selecdo de plantas em ambientes
com déficit hidrico, preferindo-se na maioria das vezes, selecionar as plantas que apresentam
maior rendimento.

Cabe ressaltar que ha diferencas genéticas entre os gendtipos de feijoeiro comum para
adaptagdo ao déficit hidrico (MUNOZ-PEREA et al., 2006), as quais tem sido exploradas pelo
melhoramento genético (BEEBE et al., 2008). A tolerancia a seca pode vir de qualquer um
dos dois pools génicos reconhecidos (mesoamericano ou andino). Porém, os mesoamericanos
da raca Durango e da raga Mesoamerica, sdo as fontes mais importantes de genes de
adaptacdo a seca (MIKLAS et al., 2006).

Dentre as estratégias que aumentam a adaptacdo a seca em feijoeiro comum, estd
incluido o desenvolvimento de um sistema radicular profundo e balanceado, o qual aumenta a
extracdo de solu¢do do solo em profundidades maiores (TURNER, 1979; WHITE,;
CASTILLO, 1992; ASFAW; BLAIR, 2012). Outra estratégia inclui a maximizagao do uso da
dgua para o crescimento e a producdo de sementes através de uma maior mobilizacdo de
fotoassimilados das estruturas vegetais para as sementes (RAO, 2001).

A captacdo eficiente da dgua do solo depende do tamanho das raizes (comprimento ou
massa), atividade e distribui¢do espacial (HUANG; GAO, 2000). Contudo, a seca reduz o
crescimento e o desenvolvimento radicular e pode ser a principal causa da morte das raizes no
campo. Além disso, um sistema radicular reduzido, sob déficit hidrico severo, pode agravar a
suscetibilidade das plantas aos insetos (MUNOZ-PEREA et al., 2006), enquanto que um
sistema radicular bem desenvolvido e sauddvel ajuda a manter o status hidrico da planta,
estabilizando a produtividade, mesmo sob seca (KAMOSHITA et al., 2008). E importante
ressaltar que o gendtipo mesoamericano BAT 477, o qual foi identificado pelo Centro
Internacional de Agricultura Tropical (CIAT), é tolerante a seca, e apresenta um sistema
radicular profundo (WHITE et al., 1994), com grande eficiéncia de absor¢do de agua

(GUIMARAES; BRUNINI; STONE, 1996).
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O controle genético das caracteristicas das raizes, que determinam a adaptacdo a seca
no feijoeiro comum, é governado pelo gendtipo do sistema radicular (WHITE; CASTILLO,
1989). E, apesar das caracteristicas das raizes serem reconhecidamente importantes para a
adaptagdo ao déficit hidrico, a interacdo com diferentes tipos de solo, torna a observagao das
raizes dificil. Portanto, a selecdo de plantas tolerantes a seca, usando a andlise de marcadores
moleculares, abriu novas portas para a aplicacdo da selecdo assistida por marcadores para
caracteres relacionados as raizes, tais como tolerancia a seca, os quais sdo dificeis e
demorados de serem avaliados fenotipicamente (ASFAW; BLAIR, 2012).

Dessa forma, torna-se de extrema importancia a integracdo entre técnicas moleculares
de andlise genética e técnicas convencionais de melhoramento. A primeira fornecendo
ferramentas para a realizagdo de uma pré-selecao de gendtipos que expressem os genes de
interesse, e a segunda testando esses genotipos em campo e observando as interagdes gendtipo
vs ambiente a fim de obter cultivares adequadas a cada regido e a cada condi¢do

edafoclimaética.

2.6 Técnicas utilizadas para o estudo da expressao génica

Expressdo génica é o processo pelo qual a informagao hereditdria contida em um gene
€ processada em um produto génico funcional, ou seja, a proteina. A transcri¢ao € o inicio da
expressdo génica. Durante esse periodo, os fatores de transcricdo, combinados com os genes-
alvo, controlam a expressao de uma série de genes relacionados.

Virios passos no processo de expressdo génica podem ser modulados, incluindo a
transcricdo do mRNA e a modificacdo pds-traducional de uma proteina. A fosforilacdo de
proteinas ¢ uma das modificacdes pds-traducionais mais importantes € tem se mostrado um
processo dinamico de regulacdo bioldgica. A fosforilacdo e a desfosforilacdo sdo dois
processos-chave de regulacdo da expressao, e € possivel que mudancas no ambiente em que a
planta se desenvolve possam induzir a fosforilagdo de proteinas, levando a alteracdes na
quantidade e no tipo de proteina sintetizada (GUO et al., 2011). Assim, a regulacido génica da
a célula o controle sobre sua estrutura e fungdo, e é a base para a diferenciacdo celular,

morfogénese e para a versatilidade e adaptabilidade de qualquer organismo.
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As técnicas moleculares tém fornecido novas informacdes aos programas de
melhoramento, o que tem mudado a escala de anédlise de genes e de seus niveis de expressao.
Técnicas da genOmica, transcritdmica e protedmica ja tém sido aplicadas no estudo do
feijoeiro, cujo genoma jd estd disponivel publicamente na plataforma Phytozome
(http://www.phytozome.net).

Além da PCR Quantitativa em Tempo Real (da sigla em inglés, RT-gPCR), as técnicas
para o estudo da expressdo génica mais utilizadas sdo o Differential Display (DD) (LIANG;
PARDEE, 1992), a Serial Analysis of Gene Expression (SAGE) (VELCULESCU et al., 1995),
a Suppression subtractive library (S§SH), (DIATCHENKO et al., 1996), a técnica de cDNA-
AFLP (BACHEM et al., 1996) e os microarranjos (FREEMAN; ROBERTSON; VRANA,
2000). Todas estas técnicas permitem a identificacdo de genes diferencialmente expressos
entre tratamentos, estagios de desenvolvimento, 6rgaos, ou genotipos.

Quando sdo utilizados os microarranjos, somente sequéncias ja conhecidas podem ser
analisadas. O SAGE € mais comumente utilizado para tragar perfis transcricionais globais. A
SSH tem a desvantagem de requerer grande quantidade de material biolégico. J4 os métodos
DD e ¢cDNA-AFLP requerem uma menor quantidade de material biolégico e, portanto, sdo
preferiveis. Porém, no método DD, o cDNA ¢ amplificado usando um iniciador poli-dT e
oligonucleotideos arbitrdrios para o iniciador 5°, o que em plantas, resulta em fragmentos de
DNA com preponderancia de sequéncias 3’ ndo-traduziveis, o que dificulta a pesquisa em
bancos de dados. Por sua vez, o método de andlise transcricional global por meio da técnica
de ¢cDNA-AFLP é uma tecnologia apropriada para estudos de expressao génica em espécies
nao-modelo, pois ndo requer dados prévios da sequéncia e possibilita a identificacdo visual de
transcritos diferencialmente expressos (SHI et al., 2011).

A técnica de cDNA-AFLP esta entre as poucas escolhas disponiveis que podem ser
usadas no nivel transcritdmico para identificar genes previamente desconhecidos que tenham
padroes de expressdo de interesse (BREYNE; ZABEAU, 2001). Outra vantagem € a sua
elevada sensibilidade, isto é, a habilidade de detectar transcritos de baixa abundancia
(FUKUMURA et al., 2003), o que € dificil de ser obtido utilizando a técnica de microarranjos
(EVANS et al., 2002). Na técnica de cDNA-AFLP, diferencas de intensidade de bandas no gel
refletem as diferencas relativas nos niveis de expressdao dos genes (SHI et al., 2011). E ainda,
as bandas de interesse podem ser sequenciadas e, dessa forma, novos genes relevantes para o

processo biolégico em estudo podem ser encontrados.
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Dessa forma, essa técnica possibilita o estudo da expressdao dinamica de um gene sob
diferentes condi¢Oes, enquanto também propicia o estudo da expressdo génica diferencial de
muitos genes submetidos as mesmas condicdes, ou seja, fornece um método vidvel para o
estudo dos padroes de expressio de genes envolvidos em mecanismos de tolerdncia a
estresses (POLEGRI et al., 2010). Além disso, o cDNA-AFLP apresenta diversas vantagens,
tais como: poucos falso-positivos, alta reprodutibilidade, informagdo precisa da expressdao
génica e acesso a informagdes de transcritomas em larga escala (GUO et al., 2011; BACHEM
et al., 1996). Contudo, também apresenta algumas desvantagens: exige muito tempo, € uma
técnica cara e muito sensivel a qualidade e a pureza do RNA utilizado. Contudo, essas
desvantagens sdo aceitdveis quando comparadas com as vantagens que essa técnica traz

(GUO et al., 2011).
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3 IDENTIFICACAO DE TRANSCRITOS DIFERENCIALMENTE EXPRESSOS SOB
DEFICIT HIDRICO EM FEIJOEIRO COMUM

Resumo

A tolerancia a seca é um cardter multigénico, sendo assim, genétipos com diferentes graus de
tolerdncia ao déficit hidrico apresentam expressdo gé€nica diferencial, com ativacdo e/ou
repressdo de determinados genes. Esse trabalho teve por objetivo identificar transcritos
diferencialmente expressos em raizes, caules e folhas de dois genétipos de feijoeiro comum,
sendo um tolerante (BAT 477) e outro suscetivel (IAC-Carioca 80SH) a seca. Para isso foi
conduzido um experimento em casa-de-vegetacao, com delineamento experimental em blocos
casualizados, sendo induzido o déficit hidrico, por meio da suspensao da irrigacdo, quando as
plantas atingiram o estddio fenol6gico Rs, mantendo-se sob suprimento hidrico adequado as
plantas-controle. Foi entdo utilizada a técnica de ¢cDNA-AFLP para isolar os transcritos
diferencialmente expressos entre os dois gendtipos, a qual, aliada ao sequenciamento,
possibilitou a identificacdo e anotagdo de 45 transcritos, sendo 21 (sete nas raizes, 0ito nos
caules e seis nas folhas) preferencialmente expressos no genétipo tolerante e 24 (16 nas
raizes, sete nos caules e um nas folhas) preferencialmente expressos no genétipo suscetivel.
Posteriormente, foram selecionados nove transcritos para realizar a validagdo da sua
expressao por RT-gPCR, confirmando a robustez da técnica empregada e dos dados obtidos.
Essa abordagem de andlise de gendtipos com resposta contrastante ao estresse foi util para
revelar as fungdes dos genes verdadeiramente relevantes para a tolerdncia ao estresse
estudado. Dentre os transcritos identificados no genétipo tolerante, no minimo 11 apresentam
potencial para serem usados em trabalhos futuros de transformacdo genética, (chlorophyll A-B
binding protein, HSP40, HSP70, glycosyl hydrolase, serine/threonine protein kinase,
trehalose-6-phosphate synthase, E3 ubiquitin ligase, fructose biphosphate aldolase, mediator
complex subunit 13, aquaporin nodulin MTN-3-related e TCP transcription factor) € no
gendtipo suscetivel, nove (coatomer protein complex, monoamine-oxidase A repressor Rl,
synaptobrevin, haloacid dehalogenase-like hydrolase, ADP-ribosylation factor, mTERF,
serine protease S1C HtrA-related, legume lectin e SWI/SNF-related chromatin binding). A
identifica¢do desses transcritos regulados sob a condi¢dao de seca é imprescindivel, visto que
possibilita seu uso futuro em projetos de melhoramento de plantas, através de selecdo
assistida por marcadores ou de transformacdo genética, visando a obteng¢do de plantas
tolerantes a seca.

Palavras-chave: Phaseolus vulgaris. Escassez de dgua. Eletroforese. PCR em tempo real.
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Abstract

Drought tolerance is a multigenic character, so genotypes with different degrees of tolerance
to water deficit exhibit differential gene expression, with activation and/or repression of
certain genes. This study aimed to identify differentially expressed transcripts in roots, stems
and leaves of two common bean genotypes, one tolerant (BAT 477) and other susceptible
(IAC-Carioca 80SH) to drought. The experiment was conducted in a green house, with a
randomized block design, being a water deficit induced by withholding water when the plants
reached growth stage Rs, and maintaining adequate water supply to the control plants. To
isolate differentially expressed transcripts between both genotypes, the cDNA-AFLP
technique was used, which, together with the sequencing, allowed identification and
annotation of 45 transcripts, with 21 (seven in roots, eight in stems and six in leaves)
preferentially expressed in the tolerant genotype and 24 (16 in roots, seven in stems and one
in leaves) preferentially expressed in the susceptible one. Subsequently, nine transcripts were
selected to perform the expression validation, by RT-qPCR, confirming the robustness of the
cDNA-AFLP technique and data. This approach contrasting genotypes by stress response was
useful in revealing the functions of truly relevant genes to stress tolerance. Among the
transcripts identified in the tolerant genotype, at least 11 have potential to be used in future
studies of genetic transformation (chlorophyll A-B binding protein, HSP40, HSP70, glycosyl
hydrolase, serine/threonine protein kinase, trehalose-6-phosphate synthase, E3 ubiquitin
ligase, fructose biphosphate aldolase, mediator complex subunit 13, aquaporin nodulin MTN-
3-related and TCP transcription factor) and the susceptible genotype have nine (coatomer
protein complex, monoamine-oxidase A repressor R1, synaptobrevin, haloacid dehalogenase-
like hydrolase, ADP-ribosylation factor, mTEREF, serine protease S1C HtrA-related, legume
lectin and SWI/SNF-related chromatin binding). The identification of these transcripts,
regulated under drought conditions is essential, since it enables their future use in plant
breeding projects through marker-assisted selection or genetic transformation, aiming to
produce drought-tolerant plants.

Keywords: Phaseolus vulgaris. Water deprivation. Electrophoresis. Real-time PCR
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3.1 Introducao

A seca € um dos estresses ambientais que mais afeta o crescimento e o rendimento das
plantas (GUO et al., 2011), alterando praticamente todos os aspectos do crescimento da parte
aérea e das raizes, causando: reducdo na expansdo celular, na condutancia hidraulica
estomdtica e radicular, na fotossintese e, consequentemente, no acimulo de matéria seca
(SIEMENS; ZWIAZEK; 2004; VANDELEUR et al., 2005). As plantas respondem de forma
similar ao estresse abidtico e a senescéncia, afetando o acimulo de biomassa, e, dentre os
genes que sdo induzidos durante a senescéncia das folhas, hd muitos cujos niveis dos
transcritos acumulam-se tanto sob estresse abidtico, quanto sob estresse bidtico (SHIMON et
al., 2003).

A tolerancia ou suscetibilidade de uma planta a estresses abidticos é um fendmeno
muito complexo, envolvendo a expressdo coordenada de vérios genes relacionados ao
estresse, os quais podem ser classificados em dois grupos. O primeiro grupo se refere a genes
que codificam proteinas envolvidas em vias de transdugdo de sinais, tais como os fatores de
transcricdo; o segundo grupo codifica proteinas efetoras, tais como as enzimas que atuam
como receptoras de moléculas oxidantes ou na sintese de biomoléculas e produgdo de energia.
O estimulo ambiental, incluindo estresse salino e hidrico, € inicialmente sentido pelas
proteinas receptoras, as quais estdo presumivelmente localizadas na superficie celular, e
entdo, transduzido ao nucleo, para induzir a expressdo gé€nica e para aliviar a citotoxicidade
ocasionada pelo sal, levando a respostas fisiologicas adaptativas ou protetoras, como a
acumulacdo de osmolitos, por exemplo. Portanto, a percepcdao do estresse abidtico e a
transdugdo de sinais sdo passos criticos para o desenvolvimento de mecanismos de respostas
adaptativas, assegurando a sobrevivéncia e a reproducdo de plantas expostas a ambientes
adversos (CHINNUSAMY; KAREN; ZHU, 2004).

Embora ja tenham sido reportados alguns genes associados com a tolerancia a seca em
feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.), por se tratar de um carater multigénico, €&
imprescindivel que seja descoberto um nimero cada vez maior de genes associados a essa
tolerancia, aumentando as possibilidades de uso desses genes candidatos tanto no
melhoramento genético dessa espécie, através da realizacdo de cruzamentos controlados e da
selecdo assistida por marcadores, quanto no melhoramento de outras espécies através de

transformacgao genética. E ainda, o estudo de diferencas entre genétipos contrastantes quanto a
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tolerancia ao déficit hidrico, nos niveis fisioldgico, bioquimico e de expressdo génica, pode
produzir informacgdes valiosas sobre importantes mecanismos de tolerancia a esse tipo de
estresse.

Dentro desse contexto, esse estudo foi conduzido com o intuito de identificar genes
que apresentam regulacdo induzida e/ou reprimida sob déficit hidrico, a fim de compreender
melhor os mecanismos de tolerdncia a seca em feijoeiro comum, além de indicar genes

candidatos para uso tanto na selecao assistida por marcadores quanto na transgenia.

3.2 Material e Métodos

3.2.1 Material vegetal e inducdo dos genes de tolerdncia a seca

Nesse estudo foram utilizados dois gendtipos de feijoeiro comum, sendo um tolerante
ao déficit hidrico - BAT 477 (ACOSTA—DfAZ et al., 2009) e o outro suscetivel - IAC-Carioca
80SH (MONTERO-TAVERA; RUIZ-MEDRANO; XOCONOSTLE-CAZARES, 2008).
Cabe ressaltar que ambos os gendtipos pertencem ao pool génico mesoamericano.

Os dois gendtipos foram conduzidos em casa-de-vegetacao (Figura 1), sob potencial
hidrico normal (yw = -10 kPa a -40 kPa), até atingirem o estddio fenolégico Rs (Tabela 1),
caracterizado pela emissdo dos botdes florais. Apds esse periodo, 60 plantas foram
submetidas a condi¢des de déficit hidrico entre Yy w = -41 kPa a -50 kPa, por meio da
suspensao da irrigacdo, e as outras 60 continuaram a ser irrigadas normalmente (Figura 2). O
delineamento experimental utilizado foi o de blocos casualizados.

Foram realizadas cinco coletas temporais (24 h, 48 h, 72 h, 96 h e 120 h) com niveis
crescentes de déficit hidrico, sendo coletados os trés 6rgaos vegetais (raizes, caules e folhas),
a fim de realizar a extragdo de RNA total para cada tecido e coleta. Os materiais coletados
foram acondicionados em sacos plasticos, em bulks das trés repeticoes, imediatamente
congelados em nitrogénio liquido e armazenados a -80°C até a maceracao.

Cabe ressaltar que foram aplicadas varias intensidades de déficit hidrico, a fim de
acessar eventos de percep¢do e sinalizacdo do estresse e também para revelar os controles

moleculares no desempenho das plantas sob déficit hidrico. As respostas no transcritoma
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foram analisadas em raizes, caules e folhas, a fim de obter uma avaliacdo ampla das respostas

e para visualizar uma imagem integrativa das respostas moleculares a seca.

Figura 2 — Plantas no momento da coleta. (a) BAT 477, a esquerda e IAC-Carioca 80SH, a
direita, ambos com 48 h de déficit hidrico; (b) BAT 477 com 72 h de déficit

hidrico, a esquerda, e com suprimento hidrico adequado, a direita
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Tabela 1 - Escala fenoldgica do feijoeiro comum

Fase Estadio Descricao
VO Germinagao/emergéncia
Vi Cotilédones ao nivel do solo
Vegetativa V2 Folhas primérias expandidas
V3 Primeira folha trifoliada
V4 Terceira folha trifoliada
RS Botdes florais
R6 Abertura da primeira flor
Reprodutiva R7 Aparecimento das primeiras vagens
R8 Primeiras vagens cheias
R9 Modificacdo da cor das vagens (maturidade fisiologica)

Fonte: Adaptacdo de Dourado Neto e Fancelli, 2000.

3.2.2 Medicdo da atividade da catalase

Foi realizada a extragdo de proteinas totais das folhas de cada genétipo, tanto com 24 h
de déficit hidrico, quanto na condi¢do controle, utilizando: 50 mg de tecido vegetal e 1 mL de
tampao de extragdo (fosfato de potassio 100 mM, DTT 3 mM, EDTA ImM e PVPP 1%
(p/v)). A seguir, foi preparada uma curva-padrao, com dilui¢des seriadas de Albumina de
Soro Bovino (da sigla em inglés, BSA) em 4gua ultrapura, usando o Método de Bradford

(BRADFORD, 1976). Posteriormente, realizou-se a quantificagdo das proteinas, com base na

curva-padrdo, com leituras de absorbancia a 595 nm.

A atividade enzimadtica da catalase foi estimada, para cada amostra, usando para as
leituras de absorbancia a 240 nm: 1mL de fosfato de potassio 100mM (pH 7,0), 25 uL de

H,0; 0,3% e 25 uL de extrato de proteinas totais. Foram realizadas cinco leituras, com

intervalos de 15 segundos entre cada uma.

Ap6s a realizacdo dessas leituras foram realizados os seguintes célculos:
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AADbs = Leitura Abs 1 — Leitura ADS S....cooooiiiiieieeee e (1)
X m AADS/B39,4 e (2)
Z = XTTO00.....c it 3)
Y = (Z)/(Prot/(1000/VOL))....eueeetiie e e 4

em que: Prot = quantificac@o de proteinas, em mg/mL, baseada na curva-padrdao de BSA;

vol = volume de amostra, em pL, utilizado para realizar a quantificacao.
Atividade catalase = YHFT00.. ... eer e, )

ApO6s a obtencdo da atividade da catalase para cada tratamento, foi realizada a andlise
de variancia, a fim de verificar se houve diferenca significativa entre os tratamentos, €, em
caso afirmativo, realizou-se o Teste de Tukey a 5% para verificar quais tratamentos tiveram

médias estatisticamente diferentes entre si.

3.2.3 Extracdo de RNA total

A partir das 60 amostras vegetais obtidas (2 gendtipos x 3 Orgdos vegetais X
2 condi¢des de suprimento hidrico x 5 coletas temporais), foram conduzidas as extragdes de
RNA total, em triplicata, utilizando o reagente Trizol® (Invitrogen), seguindo as
recomendacdes do fabricante.

A concentracdo e a qualidade das amostras de RNA total foram estimadas por
espectrofotometria nos comprimentos de onda 260 e 280 nm, e sua integridade foi verificada
em gel de agarose 1,5%, corado com GelRed. Além disso, todas as amostras foram tratadas

com DNasel (Fermentas), seguindo as recomendacoes do fabricante.
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3.2.4 Técnica de cDNA-AFLP

3.2.4.1 Obtencao do cDNA

Nesse trabalho foram utilizadas duas diferentes abordagens, a fim de isolar o maior
nimero possivel de transcritos ativados sob a condi¢cdo de déficit hidrico, sendo que em
ambas as abordagens, a sintese de cDNA foi realizada com o kit SMARTer PCR cDNA
Synthesis (Clontech Laboratories), seguindo as recomendagdes do fabricante.

Na primeira abordagem, foram utilizados os RNAs provenientes dos trés orgaos
vegetais (raizes, caules e folhas) coletados 72 horas apds o inicio do déficit hidrico, para cada
gendtipo. Nesse caso, a sintese de cDNA foi realizada a partir de nove amostras de RNA,
como segue: (i) raizes de BAT 477 sob déficit hidrico; (ii) raizes de BAT 477 controle; (iii)
caules de BAT 477 sob déficit hidrico; (iv) caules de BAT 477 controle; (v) folhas de BAT
477 sob déficit hidrico; (vi) folhas de BAT 477 controle; (vii) raizes de IAC-Carioca 80SH
sob déficit hidrico; (viii) caules de IAC-Carioca 80SH sob déficit hidrico; (ix) folhas de IAC-
Carioca 80SH sob déficit hidrico.

Na segunda abordagem, foram preparados bulks das amostras de RNA provenientes de
cinco coletas temporais, com niveis crescentes de déficit hidrico (24 h, 48 h, 72 h, 96 h e
120 h), para os trés 6rgaos vegetais dos dois genétipos, ambos sob seca. Para a preparacdo dos
bulks, utilizou-se 1 ug de RNA por coleta temporal, totalizando 5 pug de RNA por tratamento.
Sendo assim, a sintese de cDNA foi realizada a partir de seis bulks de RNA, como segue: (i)
Bulk 1: raizes de BAT 477; (ii) Bulk 2: caules de BAT 477, (iii) Bulk 3: folhas de BAT 477,
(iv) Bulk 4: raizes de IAC-Carioca 80 SH; (v) Bulk 5: caules de IAC-Carioca 80 SH; (vi) Bulk
6: folhas de IAC-Carioca 80 SH.

3.2.4.2 Digestao, pré-amplificacio e amplificacdo seletiva do cDNA

Os cDNAs foram digeridos usando o kit AFLP CORE (Invitrogen), adicionando 250
ng de cada amostra e seguindo as recomendagdes do fabricante.

Nas pré-amplificacdes foram usadas trés diferentes combinagdes de iniciadores:
EcoRI-A e Msel-0, EcoRI-A e Msel-A, EcoRI-A e Msel-T. E, nas amplificacdes seletivas
foram usadas seis diferentes combinacdes de iniciadores: EcoRI-AAG e Msel-0, EcoRI-AAG
e Msel-A, EcoRI-AAG e Msel-T, EcoRI-AGC e Msel-0, EcoRI-AGC e Msel-A, EcoRI-AGC
e Msel-T (Tabela 2).
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Tabela 2 - Sequéncias dos iniciadores usados para as reagdes de pré-amplificacdo e

amplificacdo seletiva

Iniciadores Sequéncias (5* — 3°)

EcoRI-A 5’ —= GACTGCGTACCAATTCA - 3’
EcoRI-AAG 5’ —= GACTGCGTACCAATTCAAG -3’
EcoRI-AGC 5’ —= GACTGCGTACCAATTCAGC - 3’
Msel-0 5’ - GATGAGTCCTGAGTAA -3’
Msel-A 5’ — GATGAGTCCTGAGTAAA -3’
Msel-T 5" — GATGAGTCCTGAGTAAT - 3’

3.2.4.3 Eletroforese em gel de poliacrilamida

Aos produtos de amplificacdo seletiva, adicionou-se tampdo de carregamento
contendo formamida e realizou-se a desnaturagao dos mesmos a 94°C por cinco minutos.

Os géis de poliacrilamida a 6% foram preparados com 14 mL de tampao TBE 10X
(Tris-borato 890 mM, EDTA 20 mM), 15 mL de 4gua ultrapura, 29,4 g de uréia e 14 mL de
acrilamida 30%. O volume foi completado até 70 mL com 4gua ultrapura e foram adicionados
350 uL de persulfato de amdnio 10% e 70 uL. de TEMED. A solucdo foi sugada com uma
seringa e injetada até atingir o pente. Aproximadamente uma hora apds a polimerizacdo, as
placas contendo o gel foram colocadas verticalmente dentro da cuba de eletroforese com
tampdao TBE 1X e foi realizada uma pré-corrida a 55 W por uma hora. As amostras
desnaturadas foram aplicadas nos pocinhos do gel e foi realizada a corrida a 40 W por
aproximadamente cinco horas.

Ap6s a eletroforese, foi realizada a revelagdao do gel com nitrato de prata, da seguinte
forma: (i) aplicacdo da solucdo fixadora (etanol 10%, acido acético 1%) no gel, mantendo-o
sob agitacdo por 10 minutos; (i1) lavagem com dgua destilada por um minuto; (iii) pré-
tratamento com &cido nitrico 1,5% por 3 minutos; (iv) lavagem com dgua destilada por um
minuto; (v) aplicacdo da solucdo de impregnacgao (nitrato de prata 0,2%) por 20 minutos; (vi)
realizacdo de duas lavagens com dgua destilada por 30 segundos cada; (vii) aplicacdo da
solucdo de revelacdo (30 g.L "' de Na,CO;3 e 600 uL de formaldeido 37%) até que as bandas
aparecessem; (viii) aplicacao da solucao de bloqueio (dcido acético a 5%) por um minuto; (ix)

lavagem com 4gua destilada por um minuto.
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3.2.4.4 Sequenciamento dos fragmentos derivados dos transcritos

Os fragmentos derivados dos transcritos (da sigla em inglés, TDFs) detectados nos
géis de poliacrilamida como sendo diferencialmente expressos entre os genotipos tolerante e
suscetivel foram excisados, reamplificados com o mesmo par de iniciadores usado para seu
isolamento, purificados e clonados em Escherichia coli, usando o vetor pGEM-TEasy
(Promega).

De acordo com Hsu et al. (2008), para cada TDF clonado devem ser selecionadas de
10 a 12 colonias para sequenciamento e deve ser escolhida a sequéncia mais frequente para
categorizar o TDF. Isso deve ser feito porque sequéncias que tem o mesmo tamanho podem
comigrar como uma unica banda no gel, ou seja, hd um baixo poder de resolu¢do em termos
de diferentes composi¢des de bases, em moléculas de DNA com o mesmo tamanho. Dessa
forma, optou-se por sequenciar de 10 a 12 colonias por TDF, a fim de realizar a anotacdo do
TDF com base na sequéncia mais frequente.

Cada reacdo de sequenciamento foi realizada com 2 pL de BigDye® Terminator v3.1
Cycle Sequencing Ready Reaction Mix, 1 uL de BigDye® Terminator v3.1 5X Sequencing
Buffer, 1 pL de iniciador M13F ou M13R (5 uM), de 100-300 ng de plasmideo contendo o
inserto, completando com dgua ultrapura até um volume final de 10 pL, quando necessario.
As condig¢des da reac@o de sequenciamento foram: 96°C por 1 minuto, 25 ciclos (96°C por 10
segundos, 50°C por 5 segundos, 60°C por 4 minutos), sendo que dos 96°C para os 50°C, a
rampa utilizada foi de 1°C por segundo.

A purificacdo pds-reacdo foi realizada com Etanol/EDTA e o sequenciamento foi
conduzido no sequenciador ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

Para a andlise da qualidade das sequéncias foram utilizadas as ferramentas da base de
dados do Ribosomal Database Project (RDP), a qual realizou a trimagem das sequéncias,
removendo as regides da sequéncia correspondentes ao vetor, e, aceitando somente as bases
com qualidade Phred maior que 20. As sequéncias com boa qualidade foram anotadas
utilizando o genoma do feijoeiro comum, disponivel na base de dados Phytozome

(http://www .phytozome.net).
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3.2.5 Validagdo da técnica de cDNA-AFLP através de RT-qPCR

Dentre os TDFs anotados, foram selecionados nove para realizar a valida¢do por RT-
qPCR. Essa selecdo foi baseada na sua alta expressdo (alta intensidade das bandas no gel de
poliacrilamida) e em seu potencial de contribuir para a tolerancia a seca nas plantas, com base
na anotacao realizada.

Para o desenho dos iniciadores, foi utilizado o programa Primer3, considerando como
parametros: (1) temperatura de melting - Tm: minima = 58°C, 6tima = 60°C e maxima = 62°C;
(i1) tamanho do fragmento: entre 100 e 200 pb; (iii) tamanho do iniciador: minimo = 18,
6timo = 20 e maximo = 22; (iv) contetido de GC: entre 50 e 60% (Tabela 3).

A escolha dos genes de referéncia para esse estudo foi baseada no estudo de Borges,
Tsai e Caldas (2012), no qual foram comparados varios genes de referéncia com relagdo a sua
estabilidade, em diferentes 6rgdos de feijoeiro comum sob estresse abidtico, indicando os
genes Actinal 1 e B-Tubulina8 como os mais estdveis (Tabela 4).

A sintese de cDNA, para as reacdes de RT-gPCR, foi realizada usando o kit Maxima®
SYBR Green/ROX qPCR Master Mix, de acordo com as instru¢des do fabricante. As reacdes
de RT-gPCR foram realizadas no equipamento StepOne Plus™ Real Time PCR System
(Applied Biosystems).

Os dados brutos liberados pelo software do equipamento foram processados no
programa LinReg PCR (11.0). Apds o processamento inicial dos dados, foi usado o programa
REST 2009 (QIAGEN) para estimar a regulacdo da expressdo génica (positiva — indu¢do ou
negativa — repressio) para cada transcrito estudado, e também para determinar a significincia

estatistica de cada valor de expressao relativa obtido.
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Tabela 3 - Sequéncias dos iniciadores utilizados para amplificar os genes-alvo através de RT-

qPCR
TDF Anotac¢ao funcional Sequéncia 5° — 3’ (Forward/Reverse)  Amplicon (pb)
CCCGAAGGAGAGAAACAACA
B7R  Ribosomal protein S7e 105
GCCTCTGCGACAGGATACTC
GTACCAAGCCCCGATGAGTA
C2R  “novo” 151
ACATGGAACCTTTCCCCTCT
Rl S-adenosylmethionine GGCTCGTCTCACTGAGGTTC 101
synthetase TGGCACCCTTGTCATTGTAA
RIS Serine protease family S1C GTTCCTATTCCTGGGGATGC 150
HtrA-related AATCATGCCAATGCAACAGA
TGGGAATTTCCTGGTATTGG
B3C  Glycosyl hydrolase family 14 117
GCCTGCGTCATCTGGTAGTT
B6C Serine-threonine protein TGGAACGAGTGTGGTGAGTG 14
kinase TCTCCTCAACGTGGCTTTG
clc S-adenosylmethionine GGCTCGTCTCACTGAGGTTC 101
synthetase TGGCACCCTTGTCATTGTAA
GTACCAAGCCCCGATGAGTA
C5C  “novo” 151
ACATGGAACCTTTCCCCTCT
AAGAACGCTCTTCAGGTCCA
C6C  Legume lectin domain 120
AACGCCGAGGTTCATATCAC

Tabela 4 - Sequéncias dos iniciadores utilizados para amplificar os genes de referéncia

Anotagdo Sequéncia 5* — 3’ Amplicon
GI(NCBI) Abreviacao
funcional (Forward/Reverse) (pb)
TGCATACGTTGGTGATGAGG
62703083 Actll Actin-11 190
AGCCTTGGGGTTAAGAGGAG
AATGTGAAGTCCAGCGTGTG
171656465 B-Tub8 Tubulin beta-8 163

CTTCCCCAGTGTACCAATGC
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3.3 Resultados e Discussao

3.3.1 Experimento em casa-de-vegetacdo

O gendtipo tolerante a seca (BAT 477) apresentou um desenvolvimento do sistema
radicular bastante superior quando comparado ao gendtipo suscetivel (IAC-Carioca 80SH),

ambos sob seca (Figura 3).

Carioca 80SH

Plantas tolerantes a seca desenvolveram ao longo do tempo a habilidade de manter a
integridade dos tecidos vasculares sob estresse, pois um floema funcional atua na transmissao
de sinais a longa distancia, o que € de extrema importancia para a adaptacdo sistémica ao
estresse (MONTERO-TAVERA; RUIZ-MEDRANO; XOCONOSTLE-CAZARES, 2008).
Entdo, espera-se que plantas que apresentam uma maior tolerincia a estresses abidticos, tais

como a seca, sejam capazes de proteger melhor os seus tecidos condutores e suas raizes.

3.3.2 Extracao de RNA total

Foram realizadas a quantificacdo do RNA extraido e a eletroforese em gel de agarose
1,5% para a verificacdo da sua qualidade e integridade, evitando o uso de RNA de baixa
qualidade ou degradado nas préximas etapas. Os RNAs extraidos apresentaram boa qualidade

e auséncia de degradacao (Figura 4).
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Figura 4 - Géis de agarose 1,5%, corados com GelRed, com 1 ng de RNA total por amostra
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3.3.3 Atividade da enzima catalase

A enzima catalase € sintetizada pelos polirribossomos livres no citossol de todas as
células eucaridticas e importada pelos peroxissomos, onde é estocada. Essa enzima atua
diretamente na degradacdo de HO, em H,0 + O, (CHELIKANTI; FITA; LOEWEN, 2004) e a
sua acdo ¢ extremamente rapida, pois uma molécula de catalase € capaz de degradar até 40
milhdes de moléculas de H,O, por segundo (NELSON; COX, 2005). E importante notar que a
atividade da catalase aumenta consideravelmente quando a planta estd passando por estresse
oxidativo (ZLATEV et al., 2006), o que € bastante comum quando as plantas estdo sob déficit
hidrico. Por esse motivo, decidiu-se medir a atividade dessa enzima nos dois gendtipos
(tolerante e suscetivel), tanto sob 24 h de déficit hidrico, quanto na condi¢@o controle, a fim
de confirmar, fisiologicamente, que as plantas submetidas a condi¢ao de seca encontravam-se
realmente sob estresse no momento da primeira coleta.

De posse dos valores de atividade da catalase, foi realizada a andlise de variancia,

comprovando a ocorréncia de diferenca significativa entre os tratamentos (Tabela 5).

Tabela 5 - Andlise de variincia para experimento em blocos casualizados

FV GL SQ QM F
Blocos 2 1816,280 908,140 2,98 ns
Tratamentos 3 41242,172 13747,391 45,14 **
Residuo 6 1827,163 304,527
Total 11 44885,615

ns: nao significativo (p >= 0,05)

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0,01)

A atividade da enzima catalase apresentou um aumento substancial com a imposi¢ao
de déficit hidrico (Figura 5). Pode-se observar que ambos os genétipos tiveram um aumento
na atividade da catalase quando o estresse foi induzido, contudo, o genétipo tolerante, além de
ja ter um nivel basal mais elevado do que o apresentado pelo suscetivel, sofreu um
considerdvel aumento quando o estresse foi induzido. O gendtipo suscetivel, por sua vez,
apresentou um aumento na atividade da catalase, contudo, apenas conseguiu atingir um nivel

similar ao do genétipo tolerante na condi¢@o controle.
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Figura 5 - Atividade da enzima catalase nos genétipos tolerante (BAT 477) e suscetivel (IAC-Carioca
80SH), tanto na condi¢do controle, quanto com 24 h de déficit hidrico. Médias com letras

diferentes sdo significativamente diferentes entre si (p < 0,01) pelo Teste de Tukey

3.3.4 Técnica de cDNA-AFLP

A técnica cDNA-AFLP é uma variagao do Amplified Fragment Length Polymorphism
(AFLP). Enquanto o AFLP usa DNA para detectar polimorfismos em diferentes regides
gendmicas simultaneamente, o cDNA-AFLP usa cDNA para quantificar diferengas nos niveis
de expressdo génica. E importante lembrar que essa técnica estd entre as poucas opgdes
disponiveis que possibilitam identificar o nivel transcricional de genes previamente
desconhecidos, mas que apresentam padrdes de expressao de interesse (BREYNE; ZABEAU,
2001). Outra vantagem dessa técnica € a sua elevada sensibilidade, isto €, a habilidade de
detectar transcritos de baixa abundancia (FUKUMURA et al., 2003), os quais sdo dificeis de
serem obtidos usando a técnica de microarranjos (EVANS et al., 2002). Diferengas de
intensidade das bandas no gel refletem diferencas nos niveis de expressdao dos genes (SHI et
al., 2011). Além disso, as bandas de interesse podem ser sequenciadas e, entdo, novos genes
relevantes para o processo biolégico em estudo podem ser encontrados.

Assim, através da técnica de cDNA-AFLP, foram obtidos os perfis transcricionais dos
genétipos tolerante (BAT 477) e suscetivel (IAC-Carioca 80SH), ambos sob déficit hidrico,
possibilitando a selecdo de TDFs diferencialmente expressos em ambos os gendtipos, para
cada 6rgao vegetal (Figuras 6 a 11). E, dentre os TDFs isolados, 45 foram sequenciados e
anotados (Tabelas 6 e 7). Além disso, foram obtidos os perfis transcricionais do
genGtipo tolerante, para cada 6rgdo vegetal, sob as condicdes de déficit hidrico e controle

(Figuras 13 a 15).
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Figura 6 - Eletroforese em gel de poliacrilamida a 6%. Amostras de cDNA provenientes de

raizes, caules e folhas de BAT 477 e IAC-Carioca 80SH sujeitos a 72 horas de
déficit hidrico. Amplificacdo seletiva com os iniciadores: (a) EcoRI-AAG e Msel-

0, M: marcador molecular de 100 pb; (b) EcoRI-AAG e Msel-A, M: marcador

molecular de 1 kb
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Figura 7 - Eletroforese em gel de poliacrilamida a 6%. Amostras de cDNA provenientes de
raizes, caules e folhas de BAT 477 e IAC-Carioca 80SH sujeitos a 72 horas de
déficit hidrico. Amplificacdo seletiva com os iniciadores: (a) EcoRI-AAG e Msel-

T; (b) EcoRI-AGC e Msel-0. M: marcador molecular de 1 kb
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Figura 8 - Eletroforese em gel de poliacrilamida a 6%. Amostras de cDNA provenientes de

raizes, caules e folhas de BAT 477 e IAC-Carioca 80SH sujeitos a 72 horas de

déficit hidrico. Amplificacdo seletiva com os iniciadores: (a) EcoRI-AGC e Msel-

A; (b) EcoRI-AGC e Msel-T. M: marcador molecular de 1 kb
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raizes, caules e folhas de BAT 477 e IAC-Carioca 80SH sujeitos a cinco coletas
temporais, com niveis crescentes de déficit hidrico (24 h, 48 h, 72 h, 96 h e 120 h).
Amplificagdo seletiva com os iniciadores: (a) EcoRI-AAG e Msel-0; (b) EcoRI-
AAG e Msel-A. M: marcador molecular de 100 pb
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Figura 10 - Eletroforese em gel de poliacrilamida a 6%. Amostras de cDNA provenientes de

raizes, caules e folhas de BAT 477 e IAC-Carioca 80SH sujeitos a cinco coletas
temporais, com niveis crescentes de déficit hidrico (24 h, 48 h, 72 h, 96 h e 120
h). Amplificacdo seletiva com os iniciadores: (a) EcoRI-AAG e Msel-T; (b)
EcoRI-AGC e Msel-0. M: marcador molecular de 100 pb
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Figura 11 - Eletroforese em gel de poliacrilamida a 6%. Amostras de cDNA provenientes de
raizes, caules e folhas de BAT 477 e IAC-Carioca 80SH sujeitos a cinco coletas
temporais, com niveis crescentes de déficit hidrico (24 h, 48 h, 72 h, 96 h e 120
h). Amplificacdo seletiva com os iniciadores: (a) EcoRI-AGC e Msel-A; (b)
EcoRI-AGC e Msel-T. M: marcador molecular de 100 pb
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Observando os géis de poliacrilamida, pode-se afirmar que as seis combinagdes de
iniciadores utilizados para realizar as amplificacOes seletivas foram suficientes para detectar
um bom nimero de TDFs diferencialmente expressos nos dois genétipos, nos trés 6rgaos
vegetais estudados, sendo que houve um maior nimero de TDFs diferencialmente expressos

nas raizes, seguida por caules e um menor nimero nas folhas (Figura 12).

Raizes Caules Folhas

(O

Figura 12 - Diagramas de Venn, com o nimero de TDFs visualizados nos géis de

poliacrilamida, contrastando os dois gendtipos, a partir das seis combinagdes

de iniciadores utilizados na amplificacdo seletiva
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Tabela 6 - Transcritos preferencialmente expressos no gendtipo tolerante

Anotagao
Transcrito  Tecido  E-value Pfam KEGGORTH/Panther/KOG
BIR Raizes 1,0e™  Chlorophyll A-B binding protein Photosystem Il 22 kDa protein
Ribulose biphosphate carboxylase large
B4R Raizes  9,5¢™ -
chain, catalytic domain
B6R Raizes 1,2¢®  Peroxidase L-ascorbate peroxidase
B7R Raizes 5,5¢®  Ribosomal protein S7e Small subunit ribosomal protein S7e
.5 Solute carrier family 25 (mitochondrial carrier; adenine
B8R Raizes 55¢€ Mitochondrial carrier protein
nucleotide translocator)

B1IR Raizes 3,1¢"'"  DNAJ domain DNAJ / HSP40

RS Raizes 3,5¢'?  Aconitase family (aconitate hydratase) Aconitase
B1C Caules 1,8¢"* HSP70 protein Heat shock protein 70 kDa
B3C Caules  5,9¢'*  Glycosyl hydrolase family 14 -
B5C Caules 3,5¢° AMP-binding enzyme 4-coumarate-CoA ligase
B6C Caules 24e’  Protein kinase domain Serine-threonine protein kinase, plant type
B7C Caules 6,9¢™  IMP dehydrogenase/GMP reductase domain ~ IMP dehydrogenase

C1 Caules 4,0e™  Trehalose-phosphatase Trehalose-6-phosphate synthase

C5 Caules 5,5¢™ Zinc-finger, C3HC, type (Ring finger) E3 ubiquitin ligase

C6 Caules 9,5¢%  Fructose biphosphate aldolase class-1 Fructose biphosphate aldolase class-1

continua
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conclusdo
Anotagao
Transcrito  Tecido  E-value Pfam KEGGORTH/Panther/KOG

B3F Folhas 4.4 e Mediator complex subunit 13 C-terminal -
B4F Folhas 2,4e>° Mov34/MPN /PAD-1 family Translation initiation factor elF-3 subunit 5
B5F Folhas 5,0e”’  MiN3 Stromal cell protein / aquaporin nodulin MTN-3-related
B6F Folhas 8,7¢>* Ribosomal protein L1p / L10e family 60S Ribosomal protein L10A-related
B7F Folhas 1,L1e® TCP family transcription factor -

F2 Folhas  2,7e¢>  Ribosomal protein L11 Large subunit ribosomal protein L11
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Tabela 7 - Transcritos preferencialmente expressos no genétipo suscetivel

Anotagao
Transcrito  Tecido  E-value Pfam KEGGORTH/Panther/KOG
CIR Raizes 8,0¢'”" Carbonic anhydrase Carbonic anhydrase
C2R Raizes - “novo” “novo”
C4R Raizes - “novo” “novo”
C5R Raizes  4,7¢'®  Dihydrodipicolinate reductase Dihydrodipicolinate reductase
Ribulose-biphosphate carboxylase large
C6R Raizes 2,6 e -
chain, catalytic domain
R1 Raizes 4,2¢'"*  S-adenosylmethionine synthetase S-adenosylmethionine synthetase
R2 Raizes 1,1e™  Coatomer WD associated region Coatomer protein complex, subunit alpha (xenin)
Zinc-finger domain of monoamine-oxidase A
R3 Raizes 6,0 e’ -
repressor R1
R4 Raizes 6,9¢”°  Cobalamin-independent methionine synthase — 5-methyltetrahydropteroyltriglutamate-homocysteine
9 Solute carrier family 25 (mitochondrial carrier; adenine
R5 Raizes 43¢ Mitochondrial carrier protein
nucleotide translocator)
R10 Raizes 52¢” Synaptobrevin Synaptobrevin homolog YKT6
R11 Raizes 8,2¢™  Haloacid dehalogenase-like hydrolase 2-deoxyglucose-6-phosphate phosphatase 2
R12 Raizes  5,3¢®  ADP-ribosylation factor family ARF/ SAR family
R14 Raizes 2,6e™ mTERF Mitochondprial transcription termination factor, mTERF

continua
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conclusdo
Anotacao
Transcrito  Tecido  E-value Pfam KEGGORTH/Panther/KOG

R15 Raizes 9,0e”'  PDZ domain (also known as DHR or GLGF)  Serine protease family S1C HtrA-related

R18 Raizes 5,8¢”  Haloacid dehalogenase-like hydrolase Arsenite-transporting ATPase
C1C Caules  2,6¢'%  S-adenosylmethionine synthetase S-adenosylmethionine synthetase
C5C Caules - “novo” “novo”
Co6C Caules 1,9 e ! Legume lectin domain -
C7C Caules - “novo” “novo”
C8C Caules 2,5 e'® “novo” “novo”’

C2 Caules 2,9¢™  Plant organelle RNA recognition domain -

C7 Caules 53¢  Ribosomal protein L34e 60S Ribosomal protein L34

C4F Folhas 4,1e’® ARID/BRIGHT DNA binding domain SWI/SNF — related chromatin binding protein
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Figura 13 - Eletroforese em gel de poliacrilamida a 6%. Amostras de cDNA provenientes de
raizes, caules e folhas de BAT 477. Perfil transcricional do genétipo tolerante na
condic¢do controle e sob déficit hidrico. Amplificacdo seletiva com os iniciadores:
(a) EcoRI-AAG e Msel-0; (b) EcoRI-AAG e Msel-A. M: marcador molecular de
100 pb
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Figura 14 - Eletroforese em gel de poliacrilamida a 6%. Amostras de cDNA provenientes de
raizes, caules e folhas de BAT 477. Perfil transcricional do genétipo tolerante na
condi¢do controle e sob déficit hidrico. Amplificacdo seletiva com os iniciadores:
(a) EcoRI-AAG e Msel-T; (b) EcoRI-AGC e Msel-0. M: marcador molecular de
100 pb
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Figura 15 - Eletroforese em gel de poliacrilamida a 6%. Amostras de cDNA provenientes de
raizes, caules e folhas de BAT 477. Perfil transcricional do genétipo tolerante na
condic¢do controle e sob déficit hidrico. Amplificacdo seletiva com os iniciadores:
(a) EcoRI-AGC e Msel-A; (b) EcoRI-AGC e Msel-T. M: marcador molecular de
100 pb
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3.3.4.1 Transcritos detectados preferencialmente no genétipo tolerante

Os TDFs que apresentaram as bandas com maior intensidade no genétipo tolerante
provavelmente estdo relacionados com a resposta diferencial desse gendtipo, que contribui
para que ele apresente mais tolerancia a seca do que o genétipo suscetivel.

Nas raizes do genétipo tolerante, tiveram uma expressdo mais pronunciada os
transcritos: chlorophyll A-B binding protein (B1R), peroxidase (B6R), ribosomal protein S7e
(B7R), HSP40 (B11R) e aconitate hydratase (RS).

As proteinas chlorophyll A-B binding sdo soliveis em dgua e induzidas por seca e
calor, o que sugere sua fung¢do protetora durante essas condi¢des de estresses abidticos
(SATOH et al., 2001).

H4 muitas isoformas de peroxidases que estdo envolvidas no ultimo passo da
lignificacdo da parede celular e sdo diferencialmente expressas durante o déficit hidrico
(SATO et al., 1995). Sendo assim, as peroxidases estdo envolvidas em processos relacionados
ao metabolismo da parede celular, incluindo a liga¢do cruzada de monolignéis (PASSARDI;
PENEL; DUNAND, 2004), e, além disso, também podem agir na suberizagdo, ligacdo
cruzada de proteinas estruturais da parede celular, defesa contra o ataque de patdgenos,
protecdo contra o estresse oxidativo, elongacdo celular e producdo de espécies reativas de
oxigénio (HIRAGA et al., 2001).

As proteinas ribossomais sdo essenciais para o crescimento e desenvolvimento
apropriado de qualquer organismo. Contudo, ainda ndo se conhece muito a respeito da
regulacdo da expressdo de genes que codificam para proteinas ribossomais em plantas, mas,
muitas protefnas ribossomais tém sido relatadas como induzidas ou reprimidas sob vdrias
condigdes estressantes (GAO et al., 1994; SAEZ-VASQUEZ; GALLOIS; DELSENY, 2000;
KIM et al., 2004; BROSCHE; STRID, 1999; LUDWIG; TENHAKEN, 2001).

Ha relatos de que a repressdo dos transcritos da enzima aconitate hydratase em folhas
de tomate selvagem leva ao aumento da taxa de assimilacdo de CO; e da sintese fotossintética
de sacarose (LEMBKE et al., 2012). Entdo, o aumento da expressdo desse transcrito em
resposta a seca, observado no presente trabalho, pode contribuir para a redugdo da
fotossintese, devendo-se ter cautela no uso desse transcrito, pois a sua superexpressdao pode
resultar em perda de produtividade. Contudo, como o aumento da expressdo desse transcrito
ocorreu na raiz, que é um 6rgao vegetal que nao realiza fotossintese, essa inducdo pode ter

ocorrido simplesmente pelo fato de que a fotossintese € dispensavel nesse 6rgao vegetal.
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Nos caules do genétipo tolerante, tiveram uma expressdo mais pronunciada os
transcritos: HSP70 (B1C), glycosyl hydrolase (B3C), 4-coumarate-CoA ligase (B5C), serine-
threonine protein kinase (B6C), IMP dehydrogenase/GMP reductase (B7C), trehalose-6-
phosphate synthase (C1), E3 ubiquitin ligase (C5), fructose biphosphate aldolase (C6).

As chaperonas HSP70, juntamente com as suas co-chaperonas (DNAJ/HSP40 e GrpE)
atuam em uma série de maquinarias celulares, que auxiliam no processo de dobramento de
uma ampla gama de proteinas, na maior parte dos compartimentos celulares (WANG et al.,
2004). Essas proteinas sao de extrema importancia na manutencdo do funcionamento celular
adequado, sob condicdes de estresses abidticos, desempenhando funcdes essenciais na
prevencdo da agregacdo e auxiliando no dobramento de proteinas, tanto sob condic¢Oes
normais, quanto sob condi¢des estressantes (HARTL, 1996; FRYDMAN, 2001). Elas também
estdo envolvidas nos processos de importacdo e translocacdo de proteinas, além de facilitarem
a degradacdo proteolitica de proteinas instdveis, marcando essas proteinas para que sejam
direcionadas aos lisossomos e proteossomos (HARTL, 1996).

A familia de proteinas glycosyl hydrolase compreende as enzimas com atividade [-
amilase, as quais hidrolisam as ligacdes 1,4-a-glicosidicas em substratos como os
polissacarideos do tipo amido, por meio da remog¢do sucessiva de unidades maltose das
extremidades de cadeias ndo-reduzidas (BRAY, 2004). Cabe lembrar que um aumento do
fornecimento de acgucares é requerido para que as células com déficit hidrico sobrevivam.
Stewart (1971) verificou que a condicdo de seca causa uma conversdo ativa de amido em
sacarose nas folhas do feijoeiro, comprovando a importancia dessa familia de proteinas, na
manuten¢do do equilibrio osmético das células sob estresse.

A enzima 4-coumarate-CoA ligase participa da biossintese de fenilpropandides, sendo
responsavel pela transformacao de 4-coumarate em 4-coumaroyl-CoA (VERVERIDIS et al.,
2007). Varias enzimas tais como 4-coumarate-CoA ligase (HU et al., 1999) caffeate O-
metyltransferase (VINCENT et al., 2005) e coniferyl aldehyde 5-hidroxylase (LI et al., 2003)
estdo envolvidas na regulacdo da abundancia relativa de monoligndis, tais como, coumaroyl,
coniferyl e sinapoyl, os quais podem ser polimerizados em lignina. Em um estudo recente,
Alvarez et al. (2008) encontraram que substratos da enzima 4-coumarate-CoA ligase, caffeic
acid e p-coumaroyl, acumulam-se no xilema de plantas sob déficit hidrico e a acumulagdo
desses monoligndis no xilema sugere que a seca reduz a biossintese de lignina (VINCENT et
al., 2005), o que pode ocasionar a perda de sustentagdo da planta sob estresse, ndo sendo

portanto um transcrito de interesse para incrementar a tolerancia a seca.
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Em um estudo recente, Mao et al. (2010) produziram uma Arabidopsis transgénica,
superexpressando a proteina TaSnRK2.4 (uma serine/threonine protein kinase), o que resultou
em um aumento da tolerancia aos estresses hidrico, salino e por frio, sendo comprovado por
resultados fisioldgicos, incluindo: redugdo da taxa de perda de d4gua e aumento do contetido
relativo de dgua, da estabilidade da membrana celular, do potencial de fotossintese e do
potencial osmético. Assim, a superexpressao da proteina TaSnRK2.4 apresenta potencial para
uso na transgenia, a fim de melhorar a tolerancia a estresses abidticos também em outras
culturas agricolas.

A enzima IMP dehydrogenase (inosina-5'-monofosfato desidrogenase) converte a
inosina monofosfato em xantosina monofosfato (MAGASANIK; MOYED; GEHRING, 1957;
TURNER; KING, 1961; HEDSTROM, 2009; PIMKIN; MARKHAM, 2009). Por sua vez, a
enzima GMP reductase (guanosina 5'-monofosfato oxidorredutase) catalisa a desaminacdo
redutora irreversivel e NADPH-dependente de GMP a IMP (ANDREWS; GUEST, 1988).
Até o momento ndo foi reportada nenhuma relacdo entre essas enzimas e um aumento da
tolerincia a estresses abidticos.

A trehalose é um dissacarideo nao-redutor e desempenha uma importante funcdo na
regulacdo metabdlica da tolerdncia a estresses abidticos, em uma ampla variedade de
organismos, atuando principalmente na osmorregulacao (LI et al., 2011). A introducdo por
transgenia de uma trehalose de leveduras (TPSI) em tomate resultou no aumento da
quantidade de clorofila e amido, além de aumentar a tolerancia contra seca, sal e estresse
oxidativo (CORTINA; CULIANEZ-MACIA, 2005). Plantas de arroz superexpressando genes
biossintéticos de trehalose (otsA and otsB) de E. coli exibiram menores danos foto-oxidativos
e um balan¢o mineral mais favoravel sob condi¢Oes estressantes de salinidade, seca e baixas
temperaturas (GARG et al., 2002). Em tabaco, a expressdo heter6loga do gene AtTPSI de
Arabidopsis aumentou a tolerancia a varios estresses abidticos, tais como, seca e temperatura
(ALMEIDA et al., 2005), confirmando a importancia desse transcrito na tolerancia a seca.

A via de ubiquitinagdo media a modificacdo pds-traducional de proteinas celulares,
normalmente marcando as proteinas para que sejam destruidas no proteossomo. Nesse
processo, a ubiquitina, conjuga-se com os residuos lisina das proteinas-alvo (MOON;
PARRY; ESTELLE, 2004; SMALLE; VIERSTRA, 2004; DREHER; CALLIS, 2007). O
sistema de ubiquitinagdo mostra-se presente em todas as células eucaridticas, estando
implicado em muitos processos celulares, incluindo: diferenciagdo, divisao celular, respostas
hormonais e resposta a estresses bidticos e abidticos (CHO et al., 2008). Cabe ressaltar que

proteinas E3 ubiquitin ligase, do tipo RING finger, ja foram descritas como responsivas a seca
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em vdrias espécies vegetais, tais como: Arabidopsis thaliana, arroz, Capsicum annuum, milho
e Artemisia desertorum (QIN et al., 2008; LIU et al.; 2008; LEE et al., 2009; HUAI, ZHENG:;
WANG, 2009; YANG et al., 2008).

A enzima fructose biphosphate aldolase (FBA) tém duas isoformas em plantas (FBA
cloroplastidial e FBA citoss6lica) (LEBHERZ; LEADBETTER; BRADSHAW, 1984). A
FBA cloroplastidial ¢ uma enzima essencial no Ciclo de Calvin, visto que sua atividade gera
metabdlitos para a biossintese de amido (SONNEWALD; LERCHL; ZRENNER-
FROMMER, 1994). Por sua vez, a FBA citossoélica faz parte da via biossintética da sacarose,
catalisando a reacdo para produ¢do de FBP. Muitos trabalhos t€ém descrito que a acumulagdo
de mRNA de FBA em plantas aumenta em resposta a alta salinidade, e que a superproducdo
de FBA cloroplastidial em tabaco pode aumentar sua tolerancia ao sal, através do aumento de
prolina (YAMADA et al., 2000; ZHANG et al., 2003). No estudo de Fan, Zhang e Zhang
(2009) o gene SpFBA foi clonado de Sesuvium portulacastrum, uma planta de mangue, e
comprovou-se o seu envolvimento na resposta a estimulos abidticos, tais como dgua salina,
NaCl, ABA e PEG, promovendo a habilidade de sobrevivéncia nessas condi¢des. E, como
durante a seca, também ocorre o estresse osmatico, assim como em condig¢des salinas, pode-se
supor que essa enzima também apresente importancia na superagdao do déficit hidrico, uma
vez que, no presente trabalho, apresentou maior expressao no genétipo tolerante do que no
suscetivel a seca.

Nas folhas do genétipo tolerante, tiveram uma expressdo mais pronunciada os
transcritos: mediator complex subunit 13 (B3F), translation initiation factor elF-3 (B4F),
aquaporin nodulin MTN-3-related (BSF), ribosomal protein Lip/L10e (B6F), TCP
transcription factor (B7F), ribosomal protein L11 (F2).

Os mediator complex subunit 13 ou MEDI3 sao recrutados por ativadores
transcricionais ou receptores nucleares para induzir a expressao gé€nica, possivelmente por
meio da interacio com a RNA polimerase II e promovendo a formacdo do complexo
transcricional de pré-iniciacdio (RACHEZ; FREEDMAN, 2001). Alguns dos processos
fisiolégicos que as subunidades dos mediator complex regulam, incluem: resposta a estresses
abiodticos e bidticos, bem como controle do desenvolvimento, florescimento e fertilidade
(KIM et al., 2011).

Os translation initiation factors (elFs) sdo proteinas envolvidas na fase de iniciagdo da
traducgdo. Eles funcionam na formagao de um complexo com a subunidade ribossomal 40S e a
Met-tRNA; chamado de complexo de pré-iniciacao 43S (PIC), reconhecendo o cap 5’ na

estrutura do mRNA, recrutando o 43S, promovendo o escaneamento ribossomal do mRNA,
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regulando o reconhecimento do c6don de iniciagdo AUG, e unindo-se a subunidade
ribossomal para criar o ribossomo 80S (MALYS; McCARTHY, 2011)

As proteinas aquaporin nodulin MTN-3-related t€m sido descritas como aquaporinas
do tipo proteinas intrinsecas a nodulinas (NIP) e sdo conhecidas por transportar moléculas de
dgua e pequenos solutos através de membranas bioldgicas, sendo extremamente importantes
para a tolerancia a seca (QUIGLEY et al., 2001; LUU; MAUREL, 2005).

Em Arabidopsis, a familia TCP transcription factor regula a expressao de miR 164, um
tipo de micro-RNA, que estd envolvido com a regulagdo de genes responsivos a seca (ZHOU
et al., 2013), sendo assim, a detec¢do desse transcrito nas folhas do genétipo tolerante, mostra
que esse tipo de regulacdo génica pode estar ocorrendo nesse gendtipo, podendo ser um

mecanismo importante de tolerancia a seca.

3.3.4.2 Transcritos detectados preferencialmente no genétipo suscetivel

Os TDFs que apresentaram bandas com maior intensidade no genétipo suscetivel
foram mais expressos nesse gendtipo, ndo estando necessariamente relacionados com a
tolerancia a seca. Contudo, esse gendtipo também apresentou alguns genes que lhe conferem a
habilidade de suportar o déficit hidrico por um determinado periodo.

Nas raizes do genodtipo suscetivel, tiveram uma expressdo mais pronunciada os
transcritos: carbonic anhydrase (C1R), dihydrodipicolinate reductase (C5R), S-
adenosylmethionine synthetase (R1), coatomer protein complex (R2), zinc-finger domain of
monoamine-oxidase A repressor RI (R3), cobalamin-independent methionine synthase (R4),
synaptobrevin (R10), haloacid dehalogenase-like hydrolase (R11), ADP-ribosylation factor
(R12), mTERF (R14) e serine protease S1C HtrA-related (R15).

Guliyev, Bayramov e Babayev (2007) demonstraram que a atividade da enzima
carbonic anhydrase aumenta durante o primeiro periodo de seca em folhas de genétipos
tolerantes a seca, mas reduz no ultimo estigio vegetativo.

A enzima dihydrodipicolinate reductase pertence a familia de oxidorredutases,
especificamente aquelas que atuam no grupo doador CH-CH com NAD" ou NADP" como
aceptores e também participa da biossintese de lisina (SCAPIN et al., 1997), ndo havendo
relatos de seu envolvimento direto com a tolerancia a seca.

A S-adenosylmethionine € uma substancia essencial para as células vivas como grupo
doador de metil e como precursor de etileno, poliamina e nicotianamina (MOFFATT;

WERETILNYK, 2001).
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Os coatomer protein complex sao complexos de proteinas que revestem as membranas
das vesiculas de transporte. Sdo conhecidos trés tipos de coatomeros: (i) COPI: realiza o
transporte retrogrado do complexo de Golgi para o cis-Golgi e reticulo endoplasmatico; (ii)
COPII: realiza o tranporte do reticulo endoplasmatico para o cis-Golgi; (iii) Clatrina e suas
adaptinas associadas: realiza endocitose na membrana plasmética e transporte do Complexo
de Golgi para os lisossomos (SIMON et al., 2000). Esses complexos protéicos podem dar uma
contribuicdo para que o gendtipo suscetivel supere o estresse, visto que estdo envolvidos com
vesiculas de transporte, e, sob estresse, as células produzem uma maior quantidade de
moléculas que devem ser transportadas para descarte nos lisossomos.

R1 é um repressor do fator de transcricdo que inibe a expressdao do gene monoamine-
oxidase A. Cabe ressaltar que as células vegetais expressam monoamine-oxidases, as quais
catalisam a oxidac@o das aminas secretadas e produzem peréxido de hidrogénio no processo.
Esse H,0, produzido é, entdo, usado pelas peroxidases da parede celular para a lignificacdo
da mesma ou para defesa da planta (VERMA; SHARMA, 2010). Sendo assim, esse pode ser
um importante mecanismo da planta para suportar estresses abidticos, pois com o aumento da
expressdo do repressor R/, também hd um aumento na sintese de monoamine-oxidase,
ativando possiveis respostas de defesa da planta.

A enzima cobalamin-independent methionine synthase catalisa a sintese do
aminoédcido metionina pela transferéncia de um grupo metil do metiltetrahidrofolato para a
homocisteina (FERRER et al., 2004), ndo havendo relatos de seu envolvimento em nenhum
mecanismo de tolerancia a seca em plantas.

As proteinas synaptobrevin restauram parcialmente o trdfego e fornecem tolerancia a
concentracoes letais de peréxido de hidrogénio (H,O,) (LEVINE et al., 2001), mostrando sua
relagdo com a superagdo do estresse oxidativo, que € bastante comum em plantas sob seca.

As enzimas haloacid dehalogenase-like hydrolase podem pertencer aos grupos das
fosfatases (ZHANG et al.; 2004; ALLEN; DUNAWAY-MARIANO, 2004), ATPases
(ARAVIND; GALPERIN; KOONIN, 1998; COLLET; VAN SCHAFTINGEN;
STROOBANT, 1998) ou fosfomutases, também conhecidas como fosfotransferases
(COLLET et al., 1998). E importante salientar que a adicdo/remocio do fosfato pode alterar
os possiveis ligantes da superficie da proteina, sendo um mecanismo importante de
sinalizacdo celular, e fundamental no processo de montagem e desmontagem de complexos
protéicos, o que torna evidente a importancia dessas enzimas na resposta a estresses abidticos,

como a seca, por exemplo.
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Os ADP-ribosylation factor sio membros da familia ARF de proteinas de ligacdo a
GTP. Essas proteinas apresentam multiplas funcdes nas células vegetais, incluindo a
regulacdo espacial do recrutamento de coatomer protein complex e elementos da matriz do
Complexo de Golgi (MATHESON et al., 2007), agindo como reguladoras do trafego
vesicular e na remodelacdo da actina, e, portanto, auxiliando na superacdo do estresse.

A familia de fatores mitocondriais de terminacdo da transcri¢do, tais como os mTERF,
€ requerida para a iniciagdo e terminagdo da transcricdo na mitocondria. Robles, Micol e
Quesada (2012) indicaram uma fun¢do para os mTERFs na superacdo do estresse em plantas
e, além disso, um mTERF de Brassica napus e seu ortdlogo em Arabidopsis apresentaram
superexpressao sob condi¢des de estresse abidtico (DHAUBHADEL; KRISHNA, 2008).

As enzimas serine protease SIC HtrA-related sao induzidas por choque térmico.
Essas proteinas exibem um mecanismo de indug¢do dependente de temperatura, atuando
também no controle de qualidade das proteinas celulares (KIM; KIM, 2005). O aumento da
sintese desse tipo de protease € necessdrio para o reparo de proteinas danificadas ou mal-
dobradas, em decorréncia do estresse, permitindo a manutengao da célula em funcionamento
adequado por mais tempo.

Nos caules do genétipo suscetivel, tiveram uma expressdo mais pronunciada os
transcritos: S-adenosylmethionine synthetase (C1C), legume lectin (C6C), plant organelle
RNA recognition (C2) e ribosomal protein L34e (CT7).

As proteinas legume lectin sdo uma classe de proteinas de ligacdo a carboidratos,
encontradas nas plantas leguminosas, que desempenham fungdes em Varios processos
bioldgicos. Evidéncias sugerem o envolvimento dessas proteinas na regulacdo de estresses
bidticos e abidticos. Cada membro da superfamilia de genes, que codifica para essas
proteinas, desempenha fungdes especializadas em uma condi¢do especifica de estresse (frio,
seca, alta salinidade ou estresse bidtico) (JIANG; MA; RAMACHANDRAN, 2010).

As proteinas plant organelle RNA recognition (PORR), previamente conhecidas como
DUF860, sao um componente das particulas de ribonucleoproteinas dos introns grupo II nos
cloroplastos. Elas sdo requeridas para o splicing dos introns com o0s quais se associam.
Proteinas contendo esse dominio, por predi¢do, localizam-se na mitocondria ou cloroplasto
(KROEGER et al., 2009). E importante ressaltar que a maior parte das proteinas PORR atua
no metabolismo de RNA nas organelas (KONISHI; SUGIY AMA, 2006).

Nas folhas do genétipo suscetivel, o transcrito SWI/SNF-related chromatin binding
(C4F) teve uma expressdo mais pronunciada. As proteinas SWI/SNF-related chromatin

binding estdo envolvidas com alteracdes epigenéticas. Como se sabe, a expressdao do genoma
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¢ dependente da estrutura da cromatina, a qual é governada por processos frequentemente
associados com a regulacdo epigenética. Tanto sinais do desenvolvimento ou ambientais
podem induzir modificacdes epigenéticas no genoma, € entdo, um tnico genoma numa célula
vegetal, dd origem a madaltiplos epigenomas em resposta a desafios préprios do
desenvolvimento ou ambientais (ZHU, 2008). Tanto o ABA quanto a seca induzem a
expressdo do gene de remodelacdo da cromatina Pisum sativum SNF5 (PsSNF5), o qual
interage com as proteinas (SWI3A e SWI3B) de Arabidopsis, as quais, por sua vez, interagem
com o regulador de florescimento FCA (SARNOWSKI et al., 2005; RIOS et al., 2007). Tanto
o gene SNF5, induzido por ABA quanto o FCA regulam o tempo de florescimento e as
respostas ao estresse através da remodelacdo da cromatina (CHINNUSAMY; ZHU, 2009), o
que comprova a importancia das proteinas SWI/SNF - related chromatin binding na

superacao de estresses.

3.3.4.3 Transcritos detectados em ambos o0s gendtipos

A proteina ribulose biphosphate carboxylase (rubisco) estd presente principalmente
nos tecidos vegetais fotossintetizantes, contudo, seus transcritos (B4R e C6R) foram
identificados nas raizes tanto do gendtipo tolerante quanto do suscetivel. Estudos relatam que
o déficit hidrico em tomate (BARTHOLOMEW; BARTLEY; SCOLNIK, 1991), Arabidopsis
(WILLIAMS; BULMAN; NEIL, 1994) e arroz (VU et al., 1999) leva a uma ripida reducao
na abundancia dos transcritos da subunidade menor da rubisco, o que indica a reducdo da sua
sintese. Porém, € importante ressaltar que a manutencdo da atividade fotossintética sob a
condi¢do de seca, pode contribuir para a tolerancia da planta. E, se esse transcrito apresentou
uma expressao elevada nas raizes, provavelmente tenha apresentado uma expressao maior
ainda nos tecidos fotossintetizantes, embora ndo tenha sido anotado nenhum transcrito dessa
proteina em caules e folhas.

O transcrito mitochondrial carrier protein, cujos transcritos (B8R e R5) também
foram identificados em raizes dos dois gendtipos, € altamente representada nos genes
responsivos ao estresse, sugerindo que o estresse induz necessidades diferentes para o

transporte de metabdlitos através da membrana mitocondrial interna (VAN AKEN et al.,

2009).
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3.3.4.4 Andlise da expressao dos transcritos (BAT 477 vs IAC-Carioca 80OSH)

Através dos resultados obtidos, fica evidente que o gendtipo tolerante (BAT 477)
apresenta a ativacdo de muitos transcritos importantes para a tolerancia a seca em plantas.
Dentre os transcritos identificados nesse gendtipo, podem ser listados, no minimo 11, com
potencial para serem usados em trabalhos futuros de transformacdo genética, sendo eles:
chlorophyll A-B binding protein, HSP40, HSP70, glycosyl hydrolase, serine/threonine protein
kinase, trehalose-6-phosphate synthase, E3 ubiquitin ligase, fructose biphosphate aldolase,
mediator complex subunit 13, aquaporin nodulin MTN-3-related e TCP transcription factor.

O gen6tipo suscetivel (IAC-Carioca 80 SH), também apresentou alguns transcritos que
podem estar relacionados com a tolerancia a seca, tais como: coatomer protein complex,
monoamine-oxidase A repressor RI, synaptobrevin, haloacid dehalogenase-like hydrolase,
ADP-ribosylation factor, mTERF, serine protease SIC HtrA-related, legume lectin e
SWI/SNF-related chromatin binding. Embora esse gendtipo seja considerado suscetivel, ele
apresenta alguns transcritos, relacionados a tolerancia ao déficit hidrico, fato esse que
certamente ocorreria com qualquer genétipo que tenha passado por melhoramento genético,
visto que hd uma selecdo indireta para tolerancia a estresses, sejam eles bidticos ou abidticos,
quando sdo selecionadas as plantas mais produtivas no programa de melhoramento.

Mas, € evidente que o gendtipo tolerante apresentou um nimero maior de transcritos
que contribuem para a tolerdncia a seca do que o suscetivel, e, esses transcritos t€m uma

participacdo em mecanismos de tolerancia mais efetivos na superacgio do estresse.

3.3.4.5 Resposta sistémica ao déficit hidrico

As plantas, de modo geral, adaptam-se a seca através de varios tipos de resposta nos
niveis transcricional, pds-transcricional, traducional e pds-traducional, alguns dos quais
envolvem a manutencdo do balanco hidrico, a qual € mais eficiente nos gendtipos tolerantes
do que nos suscetiveis. Essas respostas sdo mediadas por vias de sinalizagdo conservadas,
resultando na inducdo de sistemas de detoxificagdo que controlam e reparam danos,
modificam a alocacdo de dgua e regulam o crescimento, ndo somente nos tecidos atingidos,

mas também de maneira sistémica (Figura 16).
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Figura 16 - Modelo de resposta sistémica a seca em plantas. Adaptado de Montero-Tavera et al. (2008)

A resposta sistémica ao estresse deve-se, em grande parte, a funcdo sinalizadora
desempenhada pelo &cido abscisico (ABA), o qual é transportado através do fluxo
transpiratorio, desde as raizes até as folhas maduras, provocando o fechamento das células-
guarda dos estdmatos. Uma segunda resposta ocorre com a producdo e liberacdo de outras
moléculas sinalizadoras, responsivas ao ABA, as quais s@o transportadas via floema até o
meristema apical, provocando a redugdo do crescimento da parte aérea em relagdo as raizes
(RUIZ-MEDRANO; XOCONOSTLE-CAZARES; KRAGLER, 2004).

Sendo assim, a seca € percebida inicialmente pelas raizes, o que provoca a sintese € o
transporte de ABA através do xilema. O sinal mediado por ABA ¢ transduzido através de uma
rede de histidina-quinases ¢ MAP quinases, resultando na expressdao de genes de resposta
precoce (TRAN et al., 2007). Os fatores de transcri¢do recém-sintetizados ativam os genes de
resposta tardia, tais como chaperonas, proteases e proteinas em geral, envolvidas na
manutencdo do balanco osmético, reduzindo os efeitos do estresse oxidativo (WALZ et al.,
2004). Além disso, alguns dos genes induzidos por ABA ou pelos sinais secundarios no tecido
vascular, em resposta ao déficit hidrico, podem codificar para sinais méveis no floema, os
quais podem ser transportados também para outros tecidos, protegendo-os do estresse e
elicitando uma resposta adaptativa (LOUGH; LUCAS, 2006). Ha evidéncias de que ao longo
da evolugdo, a operagdo dessa rede de comunicacdo a longa distancia foi positivamente
selecionada, interconectando eficientemente os tecidos vegetais de maneira coordenada
(LOUGH; LUCAS, 2006) e, provavelmente, essa rede seja mais eficiente nos genotipos
tolerantes, os quais tém uma percep¢do € resposta ao estresse muito mais rdpida do que os

gendtipos suscetiveis.
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E importante ressaltar que outras proteinas e RNAs induzidos por déficit hidrico ou
por condi¢des que mimetizam esse estresse (ABA ou NaCl), também tém sido localizados no
tecido vascular tanto de monocotiledoneas quanto de dicotiledoneas (MONTERO-TAVERA;
RUIZ-MEDRANO; XOCONOSTLE, 2008). Esses produtos génicos pertencem a diferentes
categorias funcionais, tais como: metabolismo geral, defesa, estresse oxidativo, fatores de
transcri¢do, balango hidrico e osmotico, maturacdo de sementes e também, fungdes
desconhecidas. E, alguns desses genes também sdo elicitados por frio, sal e ataque de
patégenos, sugerindo a presenca de vias comuns para a resposta adaptativa a condicdes
estressantes.

Diante do apresentado, fica evidente o quanto sdo complexos os diferentes
mecanismos de resposta e tolerancia a seca, tornando imprescindivel a descoberta de um
nimero cada vez maior de genes, para desvendar as intrincadas redes metabdlicas afetadas

pelos estresses abidticos, em especial o déficit hidrico.

2.3.5 Validacdo da técnica de cDNA-AFLP através de RT-qPCR

Nove transcritos, dentre aqueles isolados por cDNA-AFLP, foram selecionados para
terem a sua expressao (inducdo ou repressao) validada por RT-gPCR (Figura 17). E, dentre os
nove transcritos testados, somente trés (33,3%) nao foram validados por RT-gPCR, por nao
mostrarem significancia estatistica na dire¢ao esperada (indu¢do ou repressao).

Com os resultados obtidos, pode-se concluir que a técnica de cDNA-AFLP apresenta
um numero bastante reduzido de falso-positivos, possibilitando seu uso para a descoberta de
novos genes, contudo, quando for de interesse o uso desses genes para aplicacdes posteriores,
tais como selecdo assistida por marcadores ou transformagdo genética, é recomendado que

seja realizada uma andlise mais detalhada por RT-gPCR, a fim de validar os dados obtidos.
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Figura 17 - Expressao relativa, por RT-gPCR, entre o genétipo tolerante e o suscetivel, ambos
sob seca. As setas indicam o resultado obtido pela técnica de cDNA-AFLP. Setas
para cima indicam indugao, enquanto setas para baixo indicam repressdo, sempre
tomando o gendtipo tolerante como referéncia

* diferenca estatisticamente significativa, com p < 0,05

** diferenca estatisticamente significativa, com p < 0,01

3.4 Conclusoes

A comparagdo dos dois genétipos contrastantes quanto a tolerdncia a seca revelou nao
somente marcadores seguros, mas também as divergéncias e similaridades nas redes

transcricionais, destacando genes-candidatos para uso em trabalhos futuros.
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4 EXPRESSAO GENICA ESPACIAL E TEMPORAL DE TRANSCRITOS
RELACIONADOS AO DEFICIT HIDRICO EM FEIJOEIRO COMUM

Resumo

A maior parte dos processos celulares € catalisada por proteinas, sendo, portanto, essencial
que as células realizem mudancas ripidas nos niveis de proteinas em resposta a qualquer tipo
de estresse. Além disso, deve haver uma restri¢do espacial ou temporal da expressao génica, a
fim de evitar problemas decorrentes de uma expressao génica inadequada. Esse trabalho teve
por objetivo tracar os perfis de expressao génica, de transcritos diferencialmente expressos em
dois gendtipos de feijoeiro comum, sendo um tolerante (BAT 477) e o outro suscetivel (IAC-
Carioca 80SH) a seca, considerando tanto a expressdo gé€nica espacial em trés 6rgaos vegetais
(raizes, caules e folhas), quanto a temporal, em cinco coletas com niveis crescentes de déficit
hidrico (24 h, 48 h, 72 h, 96 h e 120 h apéds a induc¢do do estresse), a fim de entender melhor
quais transcritos sdo induzidos e/ou reprimidos em cada 6rgao, sob déficit hidrico, e se essa
indugdo/repressdo ocorre precoce, intermedidria ou tardiamente com a imposi¢do do estresse.
Para isso foi conduzido um experimento em casa-de-vegetacdo, sendo induzido o déficit
hidrico quando as plantas atingiram o estadio fenoldgico Rs. Foi entdo utilizada a técnica de
cDNA-AFLP para isolar os transcritos diferencialmente expressos entre os dois gendtipos, a
qual, aliada ao sequenciamento e anotacdo, possibilitou a identificacdo e anotacdo de 45
transcritos, sendo selecionados 11 para a realizagdo das andlises de expressao génica espacial
e temporal por RT-gPCR. Dentre os transcritos analisados, aqueles que mais se destacaram
para uso em trabalhos futuros de transformagdo genética, foram: aquaporin nodulin MTN3,
E3 ubiquitin ligase, serine/threonine protein kinase, glycosyl hydrolase e HSP 70, uma vez
que esses transcritos tiveram uma expressao bastante pronunciada no genétipo tolerante e sao
importantes para que a planta apresente tolerancia a seca.

Palavras-chave: Phaseolus vulgaris. PCR em tempo real. Expressio génica espacial.
Expressao génica temporal.
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Abstract

Most cellular processes is catalyzed by proteins, therefore, is essential that the cells carry out
quick changes in protein levels in response to any type of stress. Furthermore, there must be a
spatial or temporal gene expression restriction, in order to avoid problems arising from an
inadequate gene expression. This study aimed to delineate the gene expression profiles of
differentially expressed transcripts in two common bean genotypes, one tolerant (BAT 477)
and one susceptible (IAC-Carioca 80SH) to drought, considering both the spatial gene
expression in three organs (roots, stems and leaves) and temporal gene expression in five
samples with increasing drought levels (24 h, 48 h, 72 h, 96 h and 120 h after stress
induction), in order to better understand the transcripts that are induced and/or repressed in
each organ, under water stress, and if this induction/repression occurs early, middle or late
with the stress imposition. For this, was conducted a green house experiment, with induced
water deficit when plants reached growth stage Rs.Then, was used cDNA-AFLP technique to
isolate transcripts differentially expressed between the two genotypes, which coupled with the
sequencing and annotation, allowed the identification of 45 transcripts, of which 11 were
selected for the spatial and temporal gene expression analyzes by RT-qPCR. Among the
analyzed transcripts, those most outstanding for use in genetic transformation future works
are: aquaporin nodulin MTN3, E3 ubiquitin ligase, serine/threonine protein kinase, glycosyl
hydrolase and HSP 70, since these transcripts had a very pronounced expression in tolerant
genotype and are important for the drought tolerance exhibited by plants.

Keywords: Phaseolus vulgaris. Real-time PCR. Spatial gene expression. Temporal gene
expression.
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4.1 Introducao

Todos os organismos vivos devem responder e se defender contra os estresses
ambientais, em especial as plantas, que sdo organismos sésseis e, portanto necessitam de uma
maior habilidade de aclimatacdo do que os animais, visto que esses ultimos podem migrar
quando encontram situacdes desfavoraveis para o seu desenvolvimento.

Os estresses ambientais podem incluir: temperatura (RICHTER; HASLBECK;
BUCHNER, 2010), nivel de oxigénio (hipoxia ou estresse oxidativo) (MAJMUNDAR;
WONG; SIMON, 2010), deficiéncia de nutrientes (SENGUPTA; PETERSON; SABATINI,
2010) e seca (BARTELS, 2001). E importante lembrar que a habilidade de responder
rapidamente a mudancas no ambiente celular € essencial para a sobrevivéncia, e hd numerosas
estratégias para lidar com o estresse ambiental nas células.

Embora todas as células de um organismo multicelular possuam o mesmo DNA, elas
ndo expressam os mesmos genes em seus diferentes tecidos e 6rgdos. As células vegetais
apresentam a capacidade de expressar genes diferentes em resposta a estimulos externos, ou
internos. Portanto, ocorre constantemente uma regulacao, tanto espacial quanto temporal, da
expressao génica (SPRIGGS; BUSHELL; WILLIS, 2010).

Hé4 genes que sdo constitutivos, ou seja, se expressam em todas as células do
organismo, e genes que sdo regulados ou induzidos de acordo com a necessidade do
organismo em determinado momento. Os genes constitutivos, também conhecidos como
housekeeping genes, codificam para proteinas que sao essenciais para a manutengdo da vida
do organismo e normalmente estdo envolvidos em processos bdsicos, tais como geracdao de
energia, replicacdo e manutencdo do material genético. Por sua vez, os genes regulados
podem ser expressos em alguns tecidos ou 6rgaos, estando diretamente relacionados a fungao
deles; ou ainda somente em um tecido, de fung¢do altamente especializada. A expressdo
induzida apresenta diversas caracteristicas que a distingue da expressio dos genes
constitutivos. Os genes induzidos sdo altamente regulados e devem ser ativados de forma
rapida e especifica em resposta a um estimulo. Uma vez que esse estimulo é removido, um
gene induzido deve retornar rapidamente ao seu estado basal inativo (WEAKE; WORKMAN,
2010).

As células usam mecanismos de controle complexos e elaborados para controlar a
expressao de cada gene, sendo que o controle da expressdao génica pode ocorrer em diferentes

niveis: inicial, transcricional, de processamento, de transporte e estabilidade do mRNA,
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traducional e pds-traducional (WEAKE; WORKMAN, 2010; KEENE, 2010; SONENBERG;
HINNEBUSCH, 2009; ANDREOU; TAVERNARAKIS, 2009).

O controle em nivel inicial é realizado basicamente pela cromatina, forma sob a qual
o DNA € encontrado na célula. Para que ocorra o inicio da transcri¢ao dentro da estrutura da
cromatina, os fatores proteicos necessdrios para efetuar o processo devem ter acesso aos sitios
promotores no DNA. Entdo, a posicio de uma sequéncia de DNA na cromatina pode
influenciar muito se essa sequéncia serd transcrita ou silenciada. O acesso as regides
promotoras € restrito pela estrutura da cromatina, sendo muitas vezes, necessirio o seu
remodelamento. A acetilagdo das histonas reduz a compactagdo da cromatina, diminuindo a
interacao do core complex com o DNA, com isso os sitios promotores e reguladores ficam
mais acessiveis para a ligacdo dos fatores de transcricio (HASSAN; NEELY; WORKMAN,
2001; HASSAN et al., 2002; CHANDY et al., 2006). A iniciacdo da transcricdo € o ponto
mais critico do controle da expressdo gé€nica, por esse motivo, genes eucaridticos possuem
muito mais regides regulatorias upstream do quadro aberto de leitura. Genes eucariotos ndo se
organizam em operons, mas pode ser obtida uma regulacdo conjunta devido a presenca de
uma maior quantidade de sitios reguladores da iniciacdo da transcric¢ao.

O controle em nivel de processamento ocorre através do splicing e da adicao da cauda
poli A. O controle desta fase ocorre pela determinagdo de quais éxons presentes no mRNA
precursor serdo mantidos no mRNA funcional. Os sitios de poliadenilacdo alternativa e a
selecao de éxons ddo a célula mais flexibilidade, pois um mesmo gene pode codificar
polipeptidios diferentes.

O controle em nivel de transporte do mRNA ¢é realizado por enzimas que identificam
se o0 mRNA estd maduro ou ndo. Caso esteja imaturo, sua passagem do nucleo para o
citoplasma € bloqueada. J4 a estabilidade do mRNA depende de um balango entre sua taxa de
sintese e de degradacdo.

O controle da expressdo génica no nivel traducional € particularmente importante na
resposta ao estresse, uma vez que possibilita uma rdpida mudanca no complemento de
proteinas que sdo sintetizadas em uma célula, enquanto um novo mRNA € transcrito e
processado (SONENBERG; HINNEBUSCH, 2009), juntamente com a reprogramacdo da
sintese de proteinas para obter uma resposta que seja relevante para o tipo de estresse que foi
induzido.

No nivel de controle pés-traducional ocorre o transporte, o processamento € a

degradacao de proteinas mal-dobradas ou ndo-funcionais.
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Diante do exposto, o principal objetivo desse trabalho foi tracar os perfis de expressao
génica, de transcritos diferencialmente expressos em dois genétipos de feijoeiro comum
(Phaseolus vulgaris L.), sendo um tolerante e um suscetivel a seca, considerando tanto a
expressao génica espacial (raizes, caules e folhas) quanto a temporal (cinco coletas com niveis
crescentes de déficit hidrico — 24 h, 48 h, 72 h, 96 h e 120 h), a fim de entender melhor quais
transcritos sao induzidos e/ou reprimidos em cada 6rgdo e se essa inducao/repressdo ocorre

precoce, intermedidria ou tardiamente a partir da imposi¢ao de déficit hidrico.

4.2 Material e Métodos

4.2.1 Material vegetal e indugdo dos genes de tolerancia a seca

Nesse estudo foram utilizados dois genétipos de feijoeiro comum, sendo um tolerante
- BAT 477 (ACOSTA—DfAZ et al.,, 2009) e o outro suscetivel - TAC-Carioca 80SH
(MONTERO-TAVERA; RUIZ-MEDRANO; XOCONOSTLE-CAZARES, 2008). Os dois
gendtipos foram conduzidos em casa-de-vegetagdo sob potencial hidrico normal (yw =-10 a
-40 kPa) até atingirem o estadio fenoldgico Rs, caracterizado pela emissdo dos botdes florais.
Ap6s esse periodo, metade das plantas foram submetidas a condi¢des de déficit hidrico entre
v w = -41 a -50 kPa, por meio da suspensdo da irrigacdo, e a outra metade continuou a ser
irrigada normalmente.

Foram realizadas cinco coletas temporais (24 h, 48 h, 72 h, 96 h e 120 h) dos trés
orgdos vegetais (raizes, caules e folhas) separadamente, a fim de realizar a extragcdo de RNA
total para cada tecido e coleta. Os materiais coletados foram acondicionados em sacos
plasticos, em bulks das repeticdes, imediatamente congelados em nitrogénio liquido e
armazenados a -80°C até a maceragdo.

A partir das 60 amostras vegetais obtidas (2 gendtipos x 3 drgdos vegetais x 2
condi¢Oes de suprimento hidrico x 5 coletas temporais), foram conduzidas as extragdes de
RNA total, em triplicata, utilizando o reagente Trizol® (Invitrogen), seguindo as
recomendacdes do fabricante. A concentracio e a qualidade das amostras de RNA total foram

estimadas por espectrofotometria nos comprimentos de onda 260 e 280 nm, e sua integridade
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foi verificada em gel de agarose 1,5%, corado com GelRed. Além disso, todas as amostras

foram tratadas com DNasel (Fermentas), seguindo as recomendacdes do fabricante.

4.2.2 Técnica de cDNA-AFLP

A sintese de cDNA foi realizada com o kit SMARTer PCR cDNA Synthesis (Clontech
Laboratories), seguindo as recomendagdes do fabricante, a partir de 15 amostras de RNA,
sendo nove provenientes de plantas expostas a 72 horas de déficit hidrico e seus respectivos
controles, como segue: (i) raizes de BAT 477 sob déficit hidrico; (ii) raizes de BAT 477
controle; (iii) caules de BAT 477 sob déficit hidrico; (iv) caules de BAT 477 controle; (v)
folhas de BAT 477 sob déficit hidrico; (vi) folhas de BAT 477 controle; (vii) raizes de IAC-
Carioca 80SH sob déficit hidrico; (viii) caules de IAC-Carioca 80SH sob déficit hidrico; (ix)
folhas de IAC-Carioca 80SH sob déficit hidrico. E, as outras seis provenientes de bulks de
RNA, extraidos de plantas expostas a cinco coletas temporais, com niveis crescentes de déficit
hidrico (24 h, 48 h, 72 h, 96 h e 120 h), como segue: (i) Bulk 1: raizes de BAT 477; (i1) Bulk
2: caules de BAT 477; (iii) Bulk 3: folhas de BAT 477; (iv) Bulk 4: raizes de IAC-Carioca 80
SH; (v) Bulk 5: caules de IAC-Carioca 80 SH; (vi) Bulk 6: folhas de IAC-Carioca 80 SH.

Os cDNAs foram digeridos usando o kit AFLP CORE (Invitrogen), adicionando 250
ng de cada amostra e seguindo as recomendagdes do fabricante.

Nas pré-amplificacdes foram usadas trés diferentes combinagdes de iniciadores:
EcoRI-A e Msel-0, EcoRI-A e Msel-A, EcoRI-A e Msel-T. E, nas amplificacdes seletivas
foram usadas seis diferentes combinacdes de iniciadores: EcoRI-AAG e Msel-0, EcoRI-AAG
e Msel-A, EcoRI-AAG e Msel-T, EcoRI-AGC e Msel-0, EcoRI-AGC e Msel-A, EcoRI-AGC
e Msel-T.

Aos produtos de amplificagdo seletiva, adicionou-se tampdo de carregamento
contendo formamida e realizou-se a desnatura¢do dos mesmos a 94°C por cinco minutos.

Foram preparados géis de poliacrilamida a 6% e, aproximadamente uma hora apds a
polimerizacdo, as placas contendo o gel foram colocadas verticalmente dentro da cuba de
eletroforese com tampao TBE 1X e foi realizada uma pré-corrida a 55 W por uma hora. As
amostras desnaturadas foram aplicadas e colocadas para correr a 40 W por aproximadamente

cinco horas. Apds a eletroforese, foi realizada a revelagao do gel com nitrato de prata.
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Os fragmentos derivados dos transcritos (da sigla em inglés, TDFs) detectados nos
géis de poliacrilamida como sendo diferencialmente expressos entre os gendtipos tolerante e
suscetivel, foram excisados, reamplificados com o mesmo par de iniciadores usado para seu
isolamento, purificados e clonados em E. coli, usando o vetor pGEM-TEasy (Promega).
Foram sequenciados de 10 a 12 clones por TDF, a fim de realizar a anotagdo do TDF com
base na sequéncia mais frequente. Para a andlise da qualidade das sequéncias foi utilizada a
base de dados Ribosomal Database Project (RDP), a qual realizou a trimagem das sequéncias,
removendo as regides da sequéncia correspondentes ao vetor, e, aceitando somente as bases
com qualidade Phred maior que 20. As sequéncias com boa qualidade foram anotadas
utilizando o genoma do feijoeiro comum, disponivel na base de dados Phytozome

(http://'www.phytozome.net).

4.2.3 Expressdo génica espacial e temporal por RT-gPCR

Dentre os TDFs anotados, foram selecionados dez, para realizar a anélise da expressao
génica espacial e temporal através de RT-gPCR, sendo também analisado o transcrito
DREB2C (Tabela 8). A selecao dos TDFs foi baseada em sua expressao diferencial no gel de
poliacrilamida, e, em seu potencial de contribuir para a tolerancia a seca nas plantas. Ja a
selecao do transcrito DREB2C baseou-se no interesse de verificar a sua expressao génica sob
seca, embora ele ndo tenha sido detectado entre os TDFs sequenciados e anotados.

Para o desenho dos iniciadores, foi usado o programa Primer3, considerando como
parametros: (i) temperatura de melting - Tm: minima = 58°C, 6tima = 60°C e maxima = 62°C;
(i1) tamanho do fragmento: entre 100 e 200 pb; (iii) tamanho do iniciador: minimo = 18,
6timo = 20 e maximo = 22; (iv) contetido de GC: entre 50 e 60%.

Os genes de referéncia para esse estudo foram escolhidos com base no trabalho de
Borges, Tsai e Caldas (2012), no qual foram comparados vérios genes de referéncia com
relacdo a sua estabilidade, em diferentes 6rgdos de feijoeiro comum sob estresse abidtico,
indicando os genes Actinal 1 e B-Tubulina8 como os mais estaveis (Tabela 8).

A sintese de cDNA para as reacdes de RT-gPCR foi realizada usando o kit Maxima®
SYBR Green/ROX qPCR Master Mix, de acordo com as instru¢des do fabricante. Para a
sintese, foram utilizadas como molde, 60 amostras de RNA correspondentes aos trés érgaos

vegetais (raizes, caules e folhas) dos dois gendtipos (BAT 477 e IAC-Carioca 80SH) nas
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cinco coletas temporais (24 h, 48 h, 72 h, 96 h e 120 h) em duas condi¢des (sob seca e

controle). As reagdes de RT-gPCR foram realizadas no equipamento StepOne Plus™ Real

Time PCR System (Applied Biosystems).

Tabela 8 - Sequéncias dos iniciadores, utilizados para amplificar os genes de referéncia e os

genes-alvo, através de RT-gPCR

Transcrito Anotac¢ao funcional Sequéncia 5’ — 3’ (Forward/Reverse) Amplicon (pb)
TGCATACGTTGGTGATGAGG
Actll  Actin 11 190
AGCCTTGGGGTTAAGAGGAG
AATGTGAAGTCCAGCGTGTG
B-Tub8  f-Tubulin 8 163
CTTCCCCAGTGTACCAATGC
CACCATGCACATGTTAGCGAAAG
DREB2C DREB2C 158
TTCATGGGAAGAAGGAGGGG
CCCGAAGGAGAGAAACAACA
B7R Ribosomal protein S7e 105
GCCTCTGCGACAGGATACTC
ATACATACAACGCAATCACCCA
R8 Aconitate hydratase 166
GTAAGCATCCTTCACTCCGT
RIS Serine protease family GTTCCTATTCCTGGGGATGC 150
S1C HtrA-related AATCATGCCAATGCAACAGA
TGATGAGTCCTGAGTAAGGTG
B1C HSP 70 protein 153
CATGACCAAGAAACGCCTC
B3C Glycosyl hydrolase TGGGAATTTCCTGGTATTGG 17
Sfamily 14 GCCTGCGTCATCTGGTAGTT
B6C Serine-threonine protein TGGAACGAGTGTGGTGAGTG 14
kinase TCTCCTCAACGTGGCTTTG
clc S-adenosylmethionine GGCTCGTCTCACTGAGGTTC 101
synthase TGGCACCCTTGTCATTGTAA
AAGAACGCTCTTCAGGTCCA
Cce6C Legume lectin domain 120
AACGCCGAGGTTCATATCAC
GATGAGTCCTGAGTAATCAACG
C5 E3 ubiquitin ligase 176
TGACGAAGAATCAAGTATAGCC
Aquaporin nodulin CATTTGGAGTCATTCAGATCGT
BSF 200

MTN3

CTAGTTGGTCTTCCTTCTTCTC
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Os dados brutos liberados pelo software do equipamento foram processados no
programa LinReg PCR (11.0), o qual realiza a correcdo da baseline (fluorescéncia medida
quando ainda ndo ha amplificacdo do produto especifico, o que inclui a fluorescéncia
proveniente de cDNA, iniciadores e SYBR Green nao-ligado) de cada amostra separadamente,
determina a janela de linearidade (conjunto de pontos da fase exponencial, que é usado para
determinar a eficiéncia da PCR por amostra) e usa a andlise de regressdo linear para ajustar
uma linha reta ao longo dos dados da PCR. A partir do declive desta linha, a eficiéncia da
PCR de cada amostra individual é calculada. A eficiéncia média por amplicon e o valor de Ct
(ntimero de ciclos necessdrios para atingir o limiar de fluorescéncia — fluorescéncia threshold
ou Nt) por amostra sdo usados para calcular a concentrag¢do inicial por amostra, expressa em
unidades arbitrérias de fluorescéncia. Cabe lembrar que amostras com maiores concentracdes
iniciais atingem o limiar de fluorescéncia mais cedo e apresentam, portanto, menor valor de
Ct.

Apoés esse processamento inicial dos dados, foi usado o programa REST 2009
(QIAGEN) para estimar a regulacdo da expressao génica (positiva — indu¢do ou negativa —
repressao) para cada transcrito estudado, e também para determinar a significancia estatistica
de cada valor de expressdo relativa calculado. Esse programa aborda a medida da incerteza
das razdes de expressdo, usando randomizagdo e técnicas de bootstrapping. Essa andlise da
quantificacdo relativa da expressdo gé€nica usa a expressdo dos genes de referéncia para
normalizar os niveis de expressao do gene de interesse em diferentes amostras. Esse método
possibilita que os dados da PCR quantitativa sejam ajustados para compensar, por exemplo,
variacdes devidas a diferencas na corrida da amostra. Além disso, aplica um modelo
matemdtico que leva em conta as diferentes eficiéncias da PCR do gene de interesse e dos
genes de referéncia, e, quando se usa mais de um gene de referéncia para a normalizacdo, a
confiabilidade dos resultados aumenta, por esse motivo, optou-se por utilizar dois genes de
referéncia ao invés de um.

No programa REST 2009 (QIAGEN) foram realizados quatro cdlculos diferentes de
expressao génica relativa: (i) Razdo BAT 477 seca / BAT 477 controle: fornece a expressao,
do transcrito estudado, no genétipo tolerante exposto a déficit hidrico; (ii) Razao IAC-Carioca
80 SH seca / IAC-Carioca 80 SH controle: fornece a expressdo, do transcrito estudado, no
genoétipo suscetivel exposto a déficit hidrico; (ii1) Razdo BAT 477 controle / IAC-Carioca 80

SH controle: fornece o nivel basal de expressdo génica, do transcrito estudado,
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no gendtipo tolerante comparado ao suscetivel, ambos sob suprimento hidrico normal; (iv)
Razdo BAT 477 seca / IAC-Carioca 80SH seca: fornece a expressdo génica, do transcrito

estudado, no genétipo tolerante comparado ao suscetivel, ambos sob déficit hidrico.

4.3 Resultados e Discussao

4.3.1 Obtengdo dos TDFs

Com base nos géis de poliacrilamida obtidos, foram selecionados dez TDFs para as
andlises de expressdo génica espacial e temporal, sendo eles: (i) TDF B7R: proveniente de
cDNA, de raizes de plantas expostas a 72 h de déficit hidrico, amplificado seletivamente com
os iniciadores EcoRI-AAG e Msel-0 (Figura 18a); (ii)) TDFs R8 e R15: provenientes de
cDNAs, de raizes de plantas expostas a cinco coletas, com niveis crescentes de déficit hidrico
(24 h, 48 h, 72 h, 96 h e 120 h), amplificados seletivamente, respectivamente com o0s
iniciadores EcoRI-AAG e Msel-A, EcoRI-AAG e Msel-T (Figura 18a); (iii). TDFs B1C,
B3C, B6C, CIC e C6C: provenientes de cDNAs, de caules de plantas expostas a 72 h de
déficit hidrico, amplificados seletivamente com os iniciadores EcoRI-AAG e Msel-0 (Figura
18b); (iv) TDF CS5: proveniente de cDNA, de caules de plantas expostas a cinco coletas, com
niveis crescentes de déficit hidrico (24 h, 48 h, 72 h, 96 h e 120 h), amplificado seletivamente
com os iniciadores EcoRI-AAG e Msel-T (Figura 18b); (v) TDF BSF: proveniente de cDNA,
de folhas de plantas expostas a 72 h de déficit hidrico, amplificadas seletivamente com os
iniciadores EcoRI-AAG e Msel-0 (Figura 18c).

Além dos dez TDFs selecionados com base nos géis de poliacrilamida, também foi
analisado o transcrito DREB2C, a fim de verificar a sua expressdo génica tanto espacial
quanto temporal, uma vez que esse transcrito € induzido por alta salinidade e alta
osmolaridade (LEE et al., 2010), condi¢des que frequentemente ocorrem em nivel celular com

a imposicao de déficit hidrico.
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Figura 18 - Géis de poliacrilamida 6%, contendo os TDFs que foram excisados, sequenciados
e tiveram suas sequéncias usadas para o desenho dos iniciadores, os quais foram

utilizados para a amplificacdo por RT-gPCR. M: marcador molecular de 100 pb

4.3.2 Andlise da expressdo génica espacial e temporal

A tolerancia a seca depende de ajustes fisioldgicos que ocorrem em diferentes 6rgaos
vegetais, envolvendo a atuacdo reciproca de cascatas de sinalizacdo/percep¢do, € supde
respostas integradas desde o nivel molecular até a planta inteira. Os poucos estudos que tém
comparado os transcritomas de folhas e raizes tém destacado que as respostas a seca s@o
orgdo-especificas (KREPS et al., 2002; ZHOU et al., 2007; BOGEAT-TRIBOULOT et al.,
2007). As raizes sentem o déficit hidrico no solo, enviam sinais quimicos aos caules, e a
manutencdo do crescimento das raizes, a despeito da reducdo da disponibilidade hidrica
contribui para a tolerancia a seca.

N

Com relacdo a expressdao gé€nica temporal, cabe ressaltar que tanto as vias ABA-
dependentes quanto as ABA-independentes induzem genes de resposta precoce, os quais por
sua vez, ativam os genes efetores de tolerancia ao estresse (XIONG; ZHU, 2002).

Dessa forma, a fim de compreender melhor quais transcritos sao induzidos e/ou
reprimidos em cada tecido e se essa indugdo/repressdo ocorre precoce (24 h) intermedidria
(de 48 h a 96 h) ou tardiamente (120 h) foram apresentados quatro graficos para cada
transcrito em estudo. O primeiro grafico (A) corresponde a expressao do transcrito, no
genotipo tolerante, sob seca, possibilitando observar se houve indu¢do ou repressao, nos trés

orgdos e nas cinco coletas. O segundo grifico (B) também mostra se houve indug¢do ou

repressdo do transcrito, sob seca, porém no gendtipo suscetivel. O terceiro gréifico (C)
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apresenta o nivel basal de express@o do transcrito no genétipo tolerante, ou seja, mostra se sob
condi¢des ndo-estressantes, esse gendtipo apresenta um nivel basal maior ou menor quando
comparado ao gendtipo suscetivel, em cada um dos 6rgdos estudados. E, por dltimo, o quarto
grafico (D) mostra se o gendtipo tolerante, sob seca, apresenta aumento ou reducdo na
expressdo do transcrito com relagdo ao genétipo suscetivel, nos trés 6rgdos e nas cinco

coletas.

4.3.2.1 Transcrito DREB2C

O gendtipo tolerante, quando exposto a condicdo de seca, apresentou inducdo
intermedidria do transcrito DREB2C em caules e folhas (Figura 19A). J4& o gendtipo
suscetivel, apresentou indugdo precoce desse transcrito em raizes e caules; e intermedidria em
raizes (48 h e 96 h), caules e folhas; além de apresentar repressao intermedidria nas raizes (72
h) e tardia em caules e folhas (Figura 19B).

Contrastando os dois genétipos, sob suprimento hidrico adequado, o gendtipo tolerante
apresenta um nivel basal maior de DREB2C nas raizes e menor nas folhas (Figura 19C). J4 na
condic¢ao de seca, o genétipo tolerante, ora apresenta um nivel maior desse transcrito nos trés
orgaos estudados, ora apresenta um nivel mais baixo (Figura 19D).

Os resultados obtidos sugerem que esse transcrito contribui mais para o genotipo
suscetivel do que para o tolerante propriamente dito, visto que € um fator de transcri¢ao que
desencadeia a expressdo de varios genes relacionados a seca, e, portanto, € interessante que
tenha uma expressdo precoce, como pode ser visualizado em raizes e caules do gendtipo
suscetivel, sob seca (Figura 13B).

Chen et al. (2007) mostraram que a expressao do gene DREB?2 de soja € induzida por
seca, alta salinidade, baixa temperatura e tratamento com ABA. Além disso, a superexpressao
de DREB2 de soja em Arabidopsis transgé€nica ativa a expressdo de genes downstream,
resultando em um aumento da tolerdncia a seca e a alta salinidade, sem causar retardo no
crescimento das plantas. A andlise do conteiido de prolina livre em tabaco transgénico
também indicou que a superexpressdao do gene DREB2 de soja provocou um aumento dos

niveis dessa proteina em plantas sob déficit hidrico.
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Figura 19 - Expressdo génica espacial (raizes, caules e folhas) e temporal (com niveis

4.3.2.2 Transcrito B7R (ribosomal protein S7¢)

crescentes de déficit hidrico) do transcrito DREB2C

* expressdo relativa estatisticamente significativa, com p < 0.05

** expressao relativa estatisticamente significativa, com p < 0.01

O gendtipo tolerante, sob seca, apresentou repressao intermedidria do transcrito B7R

em raizes e folhas, e tardia nas raizes (Figura 20A). O genétipo suscetivel, por sua vez,

apresentou inducdo precoce nas raizes, e intermedidria em raizes e caules (72 h), havendo

repressao intermedidria em caules (96 h) e folhas, e tardia nos caules (Figura 20B).

Contrastando os dois gendtipos, sob suprimento hidrico adequado, observa-se que o

genotipo tolerante tem um nivel basal maior desse transcrito em raizes e folhas (Figura 20C).

E, sob seca, o gendtipo tolerante apresenta um nivel maior desse transcrito nos trés 6rgaos,

possuindo um nivel menor apenas nas raizes, com 96 h de déficit hidrico (Figura 20D).
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Figura 20 - Expressdo génica espacial (raizes, caules e folhas) e temporal (com niveis
crescentes de déficit hidrico) do transcrito B7R (ribosomal protein S7e)
* expressao relativa estatisticamente significativa, com p < 0.05

** expressao relativa estatisticamente significativa, com p < 0.01

Diaz et al. (2010) relatam que os niveis dos transcritos de proteinas ribossomais sdao
reduzidos, juntamente com o de proteinas translocases e da subunidade maior da rubisco, em
plantas submetidas ao déficit hidrico, indicando também que a atividade cloroplastidial é
substancialmente alterada em resposta a seca. Sendo assim, pode-se afirmar que o fato desse
transcrito apresentar um nivel basal mais elevado em raizes e folhas do gendétipo tolerante,
pode contribuir para as diferencas desse gendtipo quando comparado ao suscetivel, pois,
apesar de ser reprimido no gendtipo tolerante sob seca, ele ainda se mantém em niveis muito
mais altos do que no suscetivel, podendo indicar que a manuten¢do dos niveis desse
transcrito, na condicdo de seca, pode ser um diferencial do genétipo tolerante para a

superacao do estresse.
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4.3.2.3 Transcrito R8 (aconitate hydratase)

O gendtipo tolerante, sob seca, apresentou inducdo intermedidria do transcrito R8
apenas nas raizes (96 h), contudo, houve repressao precoce em caules e folhas; intermedidria
em raizes (72 h) e folhas; e tardia nos trés 6rgaos (Figura 21A). O genétipo suscetivel, por sua
vez, apresentou apenas uma indugdo precoce nos caules, ocorrendo repressdo precoce nas

raizes, intermedidria nos trés 6rgaos e tardia nas folhas. (Figura 21B).
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Figura 21 - Expressdo génica espacial (raizes, caules e folhas) e temporal (com niveis
crescentes de déficit hidrico) do transcrito R8 (aconitate hydratase)
* expressdo relativa estatisticamente significativa, com p < 0.05

** expressdo relativa estatisticamente significativa, com p < 0.01

Contrastando os dois genétipos, sob suprimento hidrico adequado, verifica-se que o
genotipo tolerante apresenta um nivel basal desse transcrito mais elevado do que o genétipo
suscetivel nos trés 6rgdos (Figura 21C). J4 na condicdo de seca, o gendtipo tolerante apresenta
um nivel menor desse transcrito apenas nos caules (48 h) e nas folhas (24 h e 96h) (Figura

21D).
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Lembke et al. (2012) também observaram a superexpressdo da enzima aconitate
hydratase, 72 h apés a inducdo de seca em cana-de-acticar. E importante lembrar que essa
enzima isomeriza citrato a isocitrato no ciclo do acido citrico, entdo, o maior nivel basal desse
transcrito no genotipo tolerante, sugere sua contribuicio nos mecanismos de tolerancia
associados ao metabolismo de carboidratos nesse genétipo. Contudo, a repressdo de
transcritos dessa enzima em tomate selvagem leva ao aumento da taxa de assimilacdo de CO,
e, portanto da sintese fotossintética da sacarose (CARRARI et al., 2003). Portanto, a indugao
desse transcrito, em resposta a seca, pode contribuir para a reducdo da fotossintese em

feijoeiro comum, devendo-se ter cautela no uso desse gene para fins de transformacgdo

genética.

4.3.2.4 Transcrito R15 (serine protease S1C HtrA-related)

O gendtipo tolerante, sob seca, apresentou indugdo intermedidria do transcrito R15
nos caules, e tardia em caules e folhas; porém, houve repressdo inicial nas raizes (Figura
22A). O gendtipo suscetivel, por sua vez, apresentou inducdo intermedidria desse transcrito
em raizes e folhas (96 h); e tardia nos caules; contudo, houve repressao intermedidria em
caules e folhas (de 48 h a 72 h) (Figura 22B).

Contrastando os dois gendtipos, sob suprimento hidrico adequado, observa-se que o
gendtipo tolerante apresenta um nivel basal maior desse transcrito em raizes e caules, € um
nivel basal menor nas folhas (Figura 22C). E, quando exposto a seca, o gendtipo tolerante
apresenta um nivel menor desse transcrito em raizes e em folhas (24 h), e um nivel maior em
caules e em folhas (72 h) (Figura 22D).

As proteinas da familia High temperature requirement A (HtrA) e suas homodlogas
constituem um grupo de serine proteases induzidas por choque térmico (KIM; KIM, 2005).
Depois que as proteinas s@o sintetizadas nas células, elas sdo expostas a uma grande variedade
de estresses ambientais, incluindo: seca, calor, osmético, quimico; todos eles podendo causar
danos as proteinas. Proteinas danificadas, em geral, tendem a acumularem-se ou agregarem-
se, devido a perda das suas caracteristicas de dobramento tridimensional apropriadas, bem
como de sua atividade normal. Em tais casos, € necessdrio que essas proteinas sejam
removidas, ou que elas retornem ao estado funcional, visto que proteinas agregadas podem
prejudicar a viabilidade celular. Esse controle de qualidade das proteinas € essencial para a
sobrevivéncia de todos os organismos vivos (GOTTESMAN; WICKNER; MAURIZI, 1997;
WICKNER; MAURIZI; GOTTESMAN, 1999). As proteinas HtrA/DegP, chaperonas-
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proteases ATP-independentes, sdo agentes-chave no controle de qualidade de proteinas no
espaco periplasmatico de bactérias gram-negativas (PALLEN; WREN, 1997; SPIESS; BEIL;
EHRMANN, 1999), contudo, tém sido isoladas proteinas homdlogas de HfrA em uma grande
variedade de espécies, incluindo bactérias gram-negativas e gram-positivas, plantas e

mamiferos (KIM; KIM, 2005).
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Figura 22 - Expressdo génica espacial (raizes, caules e folhas) e temporal (com niveis
crescentes de déficit hidrico) do transcrito R15 (serine protease S1C HtrA-
related)

* expressao relativa estatisticamente significativa, com p < 0.05

** expressao relativa estatisticamente significativa, com p < 0.01

Conforme os resultados apresentados, o genétipo suscetivel apresenta uma maior
indu¢do desse transcrito, com a imposicdo de seca, principalmente nas raizes. Isso
provavelmente ocorre porque esse gendtipo apresenta um menor nimero de genes que podem
lhe conferir tolerancia a seca, sendo assim, os processos de manuten¢ao da homeostase celular

sao menos efetivos nesse gendtipo do que no tolerante, fazendo com que um ndmero maior de
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proteinas sofra danos em sua estrutura tridimensional, tornando necessirio o aumento da
sintese de proteases HtrA para o reparo dessas proteinas e a manutencdo da célula em

funcionamento adequado por mais tempo, mesmo sob estresse.

4.3.2.5 Transcrito B1C (HSP 70 protein)

O genotipo tolerante, sob seca, apresentou inducao do transcrito BIC em todas as
coletas nas raizes, ja nos caules houve indug¢do apenas inicial, e nas folhas inicial e
intermedidria; havendo repressao intermedidria nos caules, e tardia em caules e folhas (Figura
23A). O gendtipo suscetivel, por sua vez, apresentou inducdo tardia nas raizes, e repressao
precoce e intermedidria nesse mesmo tecido (Figura 23B).

Contrastando os dois gendtipos, sob suprimento hidrico adequado, observa-se que o
genGtipo tolerante apresenta um nivel basal desse transcrito mais baixo nas raizes e mais alto
nos caules (Figura 23C). J4, sob seca, o genétipo tolerante apresenta um nivel maior em raizes
(de 24 h a 72 h), caules e folhas (de 24 h a 48 h) e um nivel menor em raizes e folhas, ambas
com 120 h de déficit hidrico (Figura 23D).

As chaperonas HSP 70 sdo requeridas no reconhecimento de proteinas mal-dobradas e
na marcacdo das mesmas para a sua remog¢do, além disso, elas detém a sua agregacdo ou
auxiliam em seu redobramento na forma nativa, em um estado funcional (ELLIS; HARTL,
1999; GETHING; SAMBROOK, 1992). Cinco chaperonas moleculares, DnaK/HSP70,
DnaJ/HSP40, GrpE, HSP60 e peptidil-prolil isomerase, fazem parte do proteoma minimo do
estresse. Essas proteinas ilustram a conservacao evoluciondria extraordinariamente forte dessa
funcdo celular e a importincia das chaperonas moleculares durante o estresse (KULTZ,
2005). Além disso, diante da sua ampla ocorréncia, sob condi¢des estresssantes, elas sao
extensivamente utilizadas como bioindicadores de estresse ambiental em diferentes tipos de
organismos e seu estudo tem se estendido de uma andlise baseada apenas em laboratdrio para

a fisiologia ecoldgica baseada em condicdes reais de campo (FEDER; HOFMANN, 1999).



119

A BAT 477 B IAC-Carioca 80SH
(Seca vs Controle) (Seca vs Controle)
1000 . 100,00
' v gl .
I
£ 100 : = - s *
k s
& I &
2 ’ S
] T 4
2 s
2 0,10 b &
w T
Raizes Caules Folhas'
Raizes Caules Folhas
0,01 0,01
W24h M48h H72h H96h 1120 h M24h M48h M72h W96h 1120h
C BAT 477 vs IAC-Carioca 80SH D BAT 477 vs IAC-Carioca 80SH
(Controle) (Seca)
100,00 .
10,00 "
I
10,00 N
® kS
5 o 10 = T
& 'E I T i
Ig 1,00 g *k *k
8 &
5 T
& * Raizes Caules Folhas T 010 _
Raizes Caules Folhas
0,01
0,10 W24h M48h m72h m96h 7 120h M24h M48h W72h H9h 7120 h

Figura 23 - Expressdo génica espacial (raizes, caules e folhas) e temporal (com niveis
crescentes de déficit hidrico) do transcrito B1C (HSP 70 protein)
* expressdo relativa estatisticamente significativa, com p < 0.05

** expressdo relativa estatisticamente significativa, com p < 0.01

Os resultados obtidos comprovam que o gendtipo tolerante apresenta uma expressao
mais relevante dessas proteinas, o que o auxilia a superar o estresse de forma mais

contundente do que o gendtipo suscetivel.

4.3.2.6 Transcrito B3C (glycosyl hydrolase)

O gendtipo tolerante, sob seca, apresentou inducdo precoce do transcrito B3C em
raizes e caules, intermedidria em caules e folhas (96 h), e tardia nas folhas; havendo repressao
intermedidria em raizes e folhas (48 h), e tardia nos caules (Figura 24A). J4 o gendtipo
suscetivel, apresentou indu¢do precoce nos caules, intermedidria em caules e folhas (72 h), e

tardia nos caules, ocorrendo repressdao precoce e tardia nas raizes, e intermedidria nas folhas

(48 h) (Figura 24B).
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Figura 24 - Expressdo génica espacial (raizes, caules e folhas) e temporal (com niveis
crescentes de déficit hidrico) do transcrito B3C (glycosyl hydrolase)
* expressao relativa estatisticamente significativa, com p < 0.05

** expressdo relativa estatisticamente significativa, com p < 0.01

Contrastando os dois genétipos, sob suprimento hidrico normal, observa-se que o
gendtipo tolerante apresenta um nivel basal maior desse transcrito nos trés 6rgaos (Figura
24C). E, sob seca, o gendtipo tolerante quando comparado ao suscetivel, apresenta um nivel
maior desse transcrito em raizes, caules e folhas, contudo, ha um nivel menor desse transcrito
tanto nas raizes quanto nas folhas com 48 h e nos caules com 120 h de déficit hidrico (Figura
24D).

As enzimas glycosyl hydrolase hidrolisam as ligacdes glicosidicas entre dois ou mais
carboidratos (BRAY, 2004). Elas sdo codificadas por um conjunto de genes, induzidos por
ABA, que estio associados com a expansao celular. Entdo, a redu¢do da expressao desse gene
sob déficit hidrico estd provavelmente associada com a redu¢do da expansdo celular,

possivelmente relacionada a diminuicdo da pressd@o de turgor associada com esse tipo de
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estresse (HUANG et al., 2008). Isso explica porque o gendtipo tolerante apresenta uma
expressdo mais significativa desse transcrito do que o suscetivel, visto que apresenta a
manutencdo do crescimento vegetal, e, portanto, da expansdo celular, mesmo sob déficit

hidrico, enquanto que o gendtipo suscetivel mostra redu¢io do crescimento sob estresse.

4.3.2.7 Transcrito B6C (serine/threonine protein kinase)

O gendtipo tolerante, sob seca, apresentou indugdo precoce do transcrito B6C nas
folhas e tardia nas raizes, mas, houve repressdo intermedidria nas raizes (Figura 25A). O
genoétipo suscetivel, por sua vez, apresentou apenas inducao tardia desse transcrito nas folhas,
ocorrendo repressao precoce nos caules, e intermedidria e tardia nas raizes (Figura 25B).

Comparando os dois gendtipos, sob suprimento hidrico adequado, observa-se que o
genotipo tolerante apresenta um nivel basal maior desse transcrito nas raizes e um nivel basal
menor, tanto nos caules quanto nas folhas (Figura 25C). J4 sob seca, o gendtipo tolerante
apresenta um nivel maior do que o suscetivel em raizes (48 h e 120 h) e em caules (72 h) e um
nivel menor em raizes (24 h), caules (96 h) e folhas (72 h) (Figura 25D).

Proteinas do tipo serine/threonine protein kinase ja foram isoladas de trigo e
apresentaram acumulagdo, tanto em embrides tratados com ABA, quanto em caules sob
desidratacao (INGRAM; BARTELS, 1996), o que comprova a importancia da sua expressao

aumentada, principalmente nos caules do gendtipo tolerante sob déficit hidrico.
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Figura 25 - Expressdo génica espacial (raizes, caules e folhas) e temporal (com niveis
crescentes de déficit hidrico) do transcrito B6C (serine/threonine protein
kinase)

* expressao relativa estatisticamente significativa, com p < 0.05

** expressdo relativa estatisticamente significativa, com p < 0.01

4.3.2.8 Transcrito C1C (S-adenosylmethionine synthetase)

O gendtipo tolerante, sob seca, apresentou indugdo precoce do transcrito C1C nos
caules, intermedidria nas raizes, e tardia nas folhas, havendo repressdo precoce e intermedidria
nas raizes, e intermedidria nos caules (Figura 26A). J4 o gendtipo suscetivel, apresentou
inducdo intermedidria apenas nas folhas (96 h), contudo, houve repressao intermedidria nos

trés 6rgaos vegetais, além de repressado tardia em raizes e folhas (Figura 26B).
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Contrastando os dois genétipos, sob suprimento hidrico adequado, constatou-se que o
gendtipo tolerante apresenta um nivel basal desse transcrito maior nos caules e menor nas
folhas (Figura 26C). E, sob seca, o gendtipo tolerante apresenta um nivel maior desse

transcrito em raizes e folhas, e, um nivel menor nos caules (Figura 26D).
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Figura 26 - Expressdo génica espacial (raizes, caules e folhas) e temporal (com niveis
crescentes de déficit hidrico) do transcrito CI1C (S-adenosylmethionine
synthetase)

* expressao relativa estatisticamente significativa, com p < 0.05

** expressao relativa estatisticamente significativa, com p < 0.01

E importante lembrar que o estresse ocasionado pela condi¢io de seca causa
alteracdes na composicdo quimica e nas propriedades fisicas da parede celular, como a
extensibilidade da parede, por exemplo, e, tais alteracdes podem envolver os genes que
codificam para S-adenosylmethionine synthetase. Sob condi¢des nao-estressantes, a expressao
aumentada dessa proteina estd correlacionada com areas onde a lignificacdo estd ocorrendo

(PELEMAN et al., 1989). Entdo, o aumento da expressdo de S-adenosylmethionine synthetase
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em tecidos submetidos a déficit hidrico também pode estar relacionada a lignificacdo da
parede celular, pois, sabe-se que sob seca prolongada a elongagdo celular para, e entdo, os
processos de lignificacdo tém inicio (NONAMI; BOYER, 1990). E, como o genétipo
suscetivel apresenta uma maior sensibilidade a seca, esse processo de elongagdo celular para
mais cedo do que no gendtipo tolerante, dai a maior producdo de S-adenosylmethionine

synthetase no genoétipo suscetivel.

4.3.2.9 Transcrito C6C (legume lectin)

O gendtipo tolerante, sob seca, apresentou inducdo do transcrito C6C nas folhas em
todas as coletas, porém houve repressao precoce nas raizes e intermedidria em raizes e caules
(Figura 27A). O gendétipo suscetivel, por sua vez, apresentou inducdo precoce desse transcrito
nas folhas, intermedidria em raizes (96 h) e caules e tardia nos trés 6rgaos, havendo repressao
intermedidria em raizes (de 48 h a 72 h) e folhas (Figura 27B).

Comparando-se os dois gendtipos, sob suprimento hidrico adequado, observa-se que o
gendtipo tolerante apresenta um nivel basal bastante baixo desse transcrito quando comparado
ao gendtipo suscetivel, nos trés orgados vegetais (Figura 27C). E, sob seca, esse nivel basal
baixo se mantém nos trés 6rgdos e nas cinco coletas (Figura 27D).

As lectinas sdo uma classe de proteinas de ligacdo a carboidratos. Elas desempenham
fungdes em varios processos biolégicos. H4 evidéncias de que os genes de lectina estejam
envolvidos na regulacdo de estresses bidticos e abidticos (JIANG; MA; RAMACHANDRAN,
2010). Cada membro dessa superfamilia génica desempenha fun¢des especializadas em cada
condicdo especifica de estresse e funciona como um regulador de vdrios fatores ambientais,
tais como frio, seca e alta salinidade, bem como estresses bidticos. Varios estudos tém
mostrado que muitos genes de lectina exibem expressdo diferencial sob vdrios estresses
abidticos, incluindo temperatura, seca e alta salinidade (SPADORO-TANK; ETZLER, 1988;
CAMMUE et al., 1989; SHAKIROVA; BEZRUKOVA; SHAYAKHMETOV, 1996;
HIRANO et al., 2000; ZHANG et al., 2000; ABEBE; SKADSEN; KAEPPLER, 2005).

Esse parece ser um mecanismo de tolerancia bastante importante para o genotipo
suscetivel, visto que ele possui uma menor quantidade de genes que lhe possibilitam superar o
estresse quando comparado ao gendtipo tolerante, e, evidentemente a inducao desse transcrito

no gendtipo suscetivel € absurdamente maior do que no tolerante.
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Figura 27 - Expressdo génica espacial (raizes, caules e folhas) e temporal (com niveis
crescentes de déficit hidrico) do transcrito C6C (legume lectin)
* expressao relativa estatisticamente significativa, com p < 0.05

** expressao relativa estatisticamente significativa, com p < 0.01

4.3.2.10 Transcrito C5 (E3 ubiquitin ligase)

O gendtipo tolerante, sob seca, apresentou indug¢do precoce do transcrito C5 nas
folhas, intermedidria em raizes e folhas, e tardia nos caules (Figura 28A). O gendtipo
suscetivel, por sua vez, apresentou somente indugdo tardia desse transcrito nas folhas,
contudo, o reprimiu em raizes e em caules (Figura 28B).

Contrastando os dois gendtipos, sob suprimento hidrico adequado, pode-se ver que o
genotipo tolerante apresentou um nivel basal maior desse transcrito nos trés 6rgaos (Figura

28C), mantendo esse comportamento, mesmo sob seca (Figura 28D).
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Figura 28 - Expressdo génica espacial (raizes, caules e folhas) e temporal (com niveis

crescentes de déficit hidrico) do transcrito C5 (E3 ubiquitin ligase)
* expressao relativa estatisticamente significativa, com p < 0.05

** expressdo relativa estatisticamente significativa, com p < 0.01

A ubiquitina apresenta como fun¢do marcar proteinas para destruicdo. Durante o
déficit hidrico, residuos de proteina podem ser modificados por processos quimicos, tais como
desaminacdo, isomerizacdo ou oxidacdo (INGRAM; BARTELS, 1996), e, como ja
mencionado anteriormente, enzimas com fung¢des no reparo de proteinas sao superexpressas

N

em resposta a seca. Como o genétipo tolerante provavelmente apresenta um sistema de
reparacdo da célula sob estresse mais organizado do que o suscetivel, ele apresenta uma maior
producdo de E3 ubiquitin ligase, a fim de destruir proteinas nio-funcionais ou degradadas e,

dessa forma, manter a homeostase celular.
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4.3.2.11 Transcrito BSF (aquaporin nodulin MTN3)

O gendtipo tolerante, sob seca, apresentou inducdo precoce do transcrito BSF nas
raizes, intermedidria em raizes, caules (96 h) e folhas, e tardia em raizes e folhas; havendo
repressdo precoce, intermedidria (48 h) e tardia nos caules. (Figura 29A). J4 no gendtipo
suscetivel, houve inducdo precoce, intermedidria e tardia nos trés Orgdos e repressao

intermedidria (48 h) nas raizes (Figura 29B).
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Figura 29 - Expressdo génica espacial (raizes, caules e folhas) e temporal (com niveis
crescentes de déficit hidrico) do transcrito BSF (aquaporin nodulin MTN3)
* expressdo relativa estatisticamente significativa, com p < 0.05

** expressdo relativa estatisticamente significativa, com p < 0.01
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Comparando os dois genétipos sob suprimento hidrico adequado, observa-se que o
gendtipo tolerante apresenta um nivel basal desse transcrito mais elevado do que o genétipo
suscetivel nos trés 6rgdos estudados (Figura 29C). E, sob seca, o gendtipo tolerante apresenta
um nivel maior desse transcrito nos trés 6rgaos, havendo um nivel menor apenas nos caules
com 24 h e 120 h e nas folhas com 24 h de déficit hidrico (Figura 29D).

As aquaporinas sdo poros proteindceos que facilitam a difusdo passiva de dgua através
das membranas celulares (AROCA et al., 2006) e sua descoberta foi muito importante para a
compreensdo de como ocorre o fluxo de dgua através das membranas de células vegetais
(MAUREL; CHRISPEELS, 2001; TYERMAN; NIEMIETZ; BRAMLEY, 2002). Agora j4 se
sabe que essas proteinas aumentam a permeabilidade das membranas celulares de 10 a 20
vezes e que a regulacdo da sua expressdo e atividade é modulada por déficit hidrico
(CHAVES; MAROCO; PEREIRA, 2003). Muitos genes que codificam para aquaporinas sao
superexpressos em Arabidopsis (YAMAGUCHI-SHINOZAKI et al, 1992) e em
Craterostigma plantagineum em resposta a seca ou ABA (RAMANJULU; BARTELS, 2002).

Com base na literatura e também nos resultados obtidos, é indiscutivel a importancia
desse transcrito para a tolerancia a seca, e, embora ele tenha sido isolado de folhas do
gendtipo tolerante, fica evidente que nas raizes a sua expressdo € ainda mais proeminente,
visto que as raizes sdo os 6rgaos que estdo diretamente em contato com o solo, que nesse caso
apresenta apenas uma pequena fracdo de dgua disponivel, portanto, a inducdo desse transcrito,
principalmente nas raizes, € imprescindivel para a sobrevivéncia das plantas, sob a condi¢do

de seca.

4.4 Conclusoes

A manutencdo do equilibrio hidrico é um processo-chave no funcionamento da planta,
e € ativamente regulado na planta como um todo em resposta a variacdes na disponibilidade
de dgua. Devido as diferengas de sensibilidade a seca dos dois gendtipos (BAT 477 e IAC-
Carioca 80SH), a seca prolongada produziu dois estados fisiolégicos contrastantes. Contudo,
os resultados apresentados mostram claramente, através das respostas a nivel transcricional,
que ambos os gendtipos perceberam o déficit hidrico como um fator estressante, nos trés

orgaos vegetais estudados.
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Dentre os transcritos estudados, aqueles que mais se destacaram para uso em
trabalhos futuros de transformacdo genética foram: aquaporin nodulin MTN3, E3 ubiquitin
ligase, serine/threonine protein kinase, glycosyl hydrolase e HSP 70 protein, uma vez que
tiveram uma expressdo bastante pronunciada no gendtipo tolerante e sdo genes importantes

para que a planta apresente tolerancia a seca.
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5 ANALISES IN SILICO DA EXPRESSAO GENICA DE TRANSCRITOS
RELACIONADOS AO DEFICIT HIDRICO EM FEIJOEIRO COMUM

Resumo

Nos dltimos anos surgiram muitos repositorios de dados de microarranjos e de expressao
génica, particularmente para espécies-modelo, como a Arabidopsis thaliana. Nesse contexto,
se destaca a plataforma Genevestigator, um aplicativo que disponibiliza resultados
processados a partir de um amplo banco de dados, analisado por curadores e com controle de
qualidade de microarranjos Affymetrix. Através da técnica de cDNA-AFLP, foram isolados 45
transcritos de dois gendtipos de feijoeiro comum (um tolerante e um suscetivel a seca), os
quais foram sequenciados e 11 deles tiveram a sua expressdo espacial (raizes, caules e folhas)
e temporal (coletas com niveis crescentes de déficit hidrico — 24 h, 48 h, 72 h, 96 h e 120 h)
detalhada através de RT-gPCR. Porém, devido ao fato de o feijao comum ndo ser uma espécie
de fécil aplicacdo da genética reversa para explorar a funcionalidade de genes, além de nao ter
seu genoma totalmente anotado e nem uma experimentacdo tdo extensa quanto a de A.
thaliana, optou-se por realizar andlises in silico da expressao génica, dos transcritos que ainda
ndo tiveram a sua expressao detalhada por RT-gPCR e também dos que ja tiveram, a titulo de
confirmacao dos resultados obtidos. Essas andlises in silico foram realizadas com os genes
ortélogos de A. thaliana, na plataforma Genevestigator. Dessa forma, foram realizados quatro
tipos de andlise. Na andlise da anatomia, ficou confirmada a importancia dos transcritos
isolados por cDNA-AFLP, nos mecanismos de resposta ao déficit hidrico em raizes, caules e
folhas, tanto do gendtipo tolerante quanto do suscetivel ao déficit hidrico. Na andlise da
corregulacdo de genes, constatou-se que praticamente todos os transcritos apresentaram
inducdo e/ou repressdo em determinadas condi¢des de déficit hidrico, comprovando que sao
realmente regulados por esse estresse abidtico. Na andlise de agrupamento hierdrquico,
constatou-se que os transcritos glycosyl hydrolase, mitochondrial carrier protein, trehalose-
phosphatase e DREB2C apresentaram um visivel padrdo de inducdo, enquanto que os
transcritos cobalamin-independent methionine synthase, chlorophyll A-B binding protein,
SWI/SNF-related chromatin binding, TCP transcription factor, ribosomal protein L34e,
dihydrodipicolinate reductase e carbonic anhydrase apresentaram um padrao de repressao
sob seca. E, finalmente, na andlise signature constatou-se que dentre os transcritos que ja
tiveram a sua expressdo gé€nica detalhada por RT-gPCR, os que tiveram uma maior
similaridade de resposta em A. thaliana foram as proteinas HSP70 e glycosyl hydrolase.
Assim, através dessas andlises foram identificados genes de feijoeiro comum que podem estar
envolvidos com a resposta contra estresses abidticos, notadamente contra a seca.

Palavras-chave: Phaseolus vulgaris. Transcritdbmica. Bioinformadtica. Andlise de expressdao
génica.
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Abstract

In recent years many microarray and gene expression data repositories have emerged,
particularly for model species such as Arabidopsis thaliana. In this context, the
Genevestigator platform stands out, which is an application that provides processed results
from a large database, analyzed by curators and with Affymetrix microarrays quality control.
Forty five transcripts from two common bean genotypes (a tolerant and a susceptible to
drought) were isolated through ¢cDNA-AFLP technique, which were sequenced and 11 of
them had their spatial (roots, stems and leaves) and temporal (samples with increasing levels
of drought - 24 h, 48 h, 72 h, 96 h and 120 h) expression detailed by RT-qPCR. However, due
to the fact that is not easy to apply reverse genetics to the common bean in order to explore
genes’ functionality, besides not having fully annotated genome nor experimental data so
extensive as that of A. thaliana, we chose to perform in silico gene expression analysis for the
transcripts that have not yet had their expression detailed by RT-qPCR and also for those who
have had, as a confirmation of the results obtained. These in silico analyzes were performed
with the A. thaliana orthologous genes in the Genevestigator platform. Thus, four types of
analysis were performed. In the anatomy analysis, the importance of cDNA-AFLP isolated
transcripts in water deficit response mechanisms in roots, stems and leaves was confirmed for
both genotypes. In the genes co-regulation analysis, we found that virtually all transcripts
showed induction and/or repression in certain water deficit conditions, proving that this is
indeed regulated by abiotic stress. In hierarchical clustering analysis, we found that the
transcripts glycosyl hydrolase, mitochondrial carrier protein, trehalose-phosphatase and
DREB2C showed a characteristic pattern of induction, whereas transcripts cobalamin-
independent methionine synthase, chlorophyll A-B binding protein, SWI/SNF-related
chromatin binding, TCP transcription factor, ribosomal protein L.34e, dihydrodipicolinate
reductase and carbonic anhydrase had a conspicuous pattern of repression under drought. And
finally, the signature analysis found that among the transcripts that have had their gene
expression detailed by RT-qPCR, those who had a greater similarity of response in A.
thaliana were HSP70 and glycosyl hydrolase. Thus, through these analyzes, common bean
genes that may be involved in the response against abiotic stresses were identified, especially
against drought.

Keywords: Phaseolus vulgaris. Transcriptomics. Bioinformatics. Gene expression analysis.
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5.1 Introducao

A dgua constitui aproximadamente 90% do peso da planta, atuando em praticamente
todos os processos fisioldgicos e bioquimicos. Desempenha a funcdo de solvente, por meio do
qual, gases, minerais e outros solutos entram nas células e movem-se na planta. Tem, ainda,
papel importante na regulacdo térmica da planta, agindo tanto no resfriamento como na
manutencao e distribuicdao do calor NEUMAIER; NEPOMUCENO, 1994).

A seca € o principal fator abidtico responsavel pela perda de rendimento no feijoeiro
comum. Entdo, o desenvolvimento de plantas geneticamente tolerantes pode minimizar os
danos causados pelo déficit hidrico nessa cultura, além de maximizar o rendimento, mesmo
em condicdes de suprimento hidrico inadequadas. Para isso, € imprescindivel compreender os
mecanismos pelos quais as plantas reconhecem o déficit hidrico, bem como as alteragdes
moleculares que ocorrem ap0s essa percepcao do estresse, uma vez que a seca em plantas ndo
€ uma caracteristica simples, mas sim um complexo de mecanismos que trabalham em
conjunto para evitar ou tolerar periodos de déficit hidrico.

Assim, a identificacdo e a compreensdo dos mecanismos de tolerancia a seca em
plantas sdo cruciais no desenvolvimento de novas cultivares mais tolerantes. A expressao
diferencial de genes, ainda ndo identificados em genétipos tolerantes, pode ser usada para o
estudo desses mecanismos de tolerdncia (SHINOZAKI; YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 1997).
Uma resposta fisioldgica especifica ao déficit hidrico representa, na verdade, combinacdes de
eventos moleculares que sdo ativados ou desativados pela percep¢do do estresse (BRAY,
1993). Portanto, entender como esses eventos interagem entre si serd um passo importante no
desenvolvimento de maior tolerdncia a seca.

Entretanto, como a tolerancia a seca € uma caracteristica poligénica e dificil de ser
implementada no melhoramento genético cldssico, poucos programas de melhoramento se
preocupam com essa caracteristica (BEEVER, 2000) e, dessa forma, t€ém sido desenvolvidas
poucas cultivares tolerantes. Dessa maneira, a biologia molecular assume um papel-chave na
identificacdo de genes envolvidos nas respostas ao déficit hidrico, o que possibilita a
identificacdo e a compreensdo de rotas metabdlicas envolvidas nas respostas fisioldgicas a
seca, e torna vidvel o uso desses genes como marcadores moleculares em programas de
melhoramento. Além disso, ha a possibilidade de utiliza-los para a transformacdo genética de
plantas, transferindo os genes de interesse para outros gendtipos, € também para outras

espécies de plantas (BEEVER, 2000).
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Como os recursos gendmicos e genéticos sdo escassos para o feijoeiro comum, a
andlise do transcritoma pode ser uma forma mais ripida, efetiva e com baixos custos para
encontrar genes regulados diferencialmente sob estresse, levando a caracterizacdo das
respostas de defesa da planta. Sequéncias de cDNA sdo recursos tteis para o0 mapeamento de
genes expressos (GARCIA et al., 2011; HANAI et al., 2010), bem como para o fornecimento
de dados para comparagdes com espécies relacionadas, tais como soja (McCONNELL et al.,
2010) e Arabidopsis (MELOTTO et al., 2005).

Cabe ressaltar que o sequenciamento completo do genoma de Arabidopsis foi
concluido no ano 2000, o que possibilitou a monitoragdo da expressdo génica em escala
genOmica usando microarranjos. A disponibilidade do genoma completo e do sistema
Affymetrix, levou ao amplo uso da tecnologia de GeneChip em plantas. Milhares de
microarranjos foram processados, dos quais um ndmero significativo se tornou publicamente
disponivel, através de servigos e repositdrios tais como o Nottingham Arabidopsis Stock
Centre Transcriptomics (NASCArrays) (CRAIGON et al., 2004), ArrayExpress do European
Bioinformatics Institute (EBI) (BRAZMA et al., 2003) ou Gene Expression Omnibus (GEO)
do National Center for Biotechnology Information (NCBI) (EDGAR; DOMRACHEYV;
LASH, 2002).

Além disso, a exploracdo de conjuntos de dados de expressao génica em larga escala,
provenientes de Saccharomyces cerevisiae e de Escherichia coli, tem levado a descoberta de
estruturas globais que governam redes metabodlicas e regulatérias em uma ampla gama de
organismos (LEE et al., 2002; RAVASZ et al., 2002; STELLING et al., 2002; IHMELS;
LEVY; BARKAI, 2004). Comparagdes multiplas do genoma também té€m produzido
observacgdes interessantes de modularidade e conectividade na distribuicdo de dados de
expressao génica (BERGMANN; IHMELS; BARKAI, 2004). E ainda, a plataforma
Affymetrix fornece um sistema padronizado com um alto grau de reprodutibilidade (HENNIG
et al., 2003; REDMAN et al., 2004).

Nesse contexto de anélise de dados de expressdo génica, se destaca o Genevestigator,
que compreende um banco de dados de expressdo génica com determinadas andlises de
funcionalidade desenvolvidas para facilitar a descoberta de genes funcionais. Essa plataforma
permite que os dados sejam apresentados no contexto do desenvolvimento da planta, dos
orgdos vegetais e das condi¢des ambientais, tanto para genes individuais quanto para familias
de genes. O principal objetivo dessa plataforma € atribuir uma informagao contextualizada aos
dados de expressdo génica, direcionando o desenho de novos experimentos e a descoberta de

genes funcionais (ZIMMERMANN et al., 2004).
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Diante do exposto, esse estudo teve como principal objetivo realizar uma andlise in
silico detalhada da expressdo génica de 45 transcritos, isolados por meio da técnica de cDNA-
AFLP, a partir de dois genétipos de feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.), sendo um
tolerante e o outro suscetivel a seca, por meio da plataforma Genevestigator, a fim de
identificar possiveis processos € vias metabdlicas envolvidos na resposta do feijoeiro comum

ao déficit hidrico.

5.2 Material e Métodos

5.2.1 Obtencao das sequéncias dos transcritos

Foi conduzido um experimento em casa-de-vegetacao, com dois gendtipos de feijoeiro
comum, sendo um tolerante ao déficit hidrico - BAT 477 (ACOSTA—DfAZ et al., 2009) e o
outro suscetivel - IAC-Carioca 80SH (MONTERO-TAVERA; RUIZ-MEDRANO;
XOCONOSTLE-CAZARES, 2008), sendo induzido o déficit hidrico quando as plantas
atingiram o estddio fenoldgico Rs, sendo realizadas cinco coletas com niveis crescentes de
déficit hidrico - 24 h, 48 h, 72 h, 96 h e 120 h apds a indugdo do estresse (para maiores
detalhes vide item 3.2.1). Apds a coleta do material vegetal e extracdo de RNA (vide item
3.2.3), procedeu-se a técnica de cDNA-AFLP (vide item 3.2.4).

Os fragmentos derivados dos transcritos (da sigla em inglés, TDFs) detectados nos
géis de poliacrilamida como sendo diferencialmente expressos entre os gendtipos de feijoeiro
comum tolerante e suscetivel, foram excisados, reamplificados com o mesmo par de
iniciadores usado para seu isolamento, purificados e clonados em E. coli, usando o vetor
pGEM-TEasy (Promega). Foram sequenciados de 10 a 12 clones por TDF, a fim de
comprovar a anotagdo do TDF, com base na sequéncia mais frequente. Para a andlise da
qualidade das sequéncias foi utilizada a base de dados Ribosomal Database Project (RDP), a
qual realizou a trimagem das sequéncias, removendo as regides da sequéncia correspondentes
ao vetor, e, aceitando somente as bases com qualidade Phred maior que 20. As sequéncias
com boa qualidade foram anotadas utilizando o genoma do feijoeiro comum, disponivel na

base de dados Phytozome (http://www.phytozome.net).
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5.2.2 Estudo de expressdo génica espacial e temporal por RT-gPCR

Dentre os TDFs anotados, foram selecionados dez, para realizar a anélise da expressao
génica espacial e temporal através de RT-gPCR, além do transcrito DREB2C, sendo utilizados
como genes de referéncia: Actinall e B-Tubulina8 (Tabela 9), ambos selecionados com base
no estudo de Borges, Tsai e Caldas (2012). A selecao dos TDFs foi baseada em sua expressao
diferencial no gel de poliacrilamida, e, em seu potencial de contribuir para a tolerancia a seca
nas plantas. J4 a selecdo do transcrito DREB2C baseou-se no interesse de verificar a sua
expressao génica sob seca, embora ele ndo tenha sido detectado dentre os TDFs sequenciados
e anotados.

A sintese de cDNA foi realizada usando o kit Maxima® SYBR Green/ROX gPCR
Master Mix, de acordo com as instru¢des do fabricante. Para a sintese, foram utilizadas como
molde, 60 amostras de RNA correspondentes aos trés 6rgaos vegetais (raizes, caules e folhas)
dos dois genétipos (BAT 477 e IAC-Carioca 80SH) nas cinco coletas temporais (24 h, 48 h,
72 h, 96 h e 120 h) em duas condicdes (sob seca e controle). As reagdes de RT-gPCR foram
realizadas no equipamento StepOne Plus™ Real Time PCR System (Applied Biosystems).

Os dados brutos liberados pelo software do equipamento foram processados no
programa LinReg PCR (11.0). E, ap6s o processamento inicial dos dados, foi usado o
programa REST 2009 (QIAGEN) para estimar a regulacdo da expressdo génica para cada
transcrito estudado, e também para determinar a significncia estatistica de cada valor de
expressdo relativa. Nesse programa foram realizados quatro cédlculos de expressdo génica
relativa: (1) Razdo BAT 477 seca / BAT 477 controle: fornece a expressdo do transcrito no
gendtipo tolerante, sob déficit hidrico; (ii) Razao IAC-Carioca 80 SH seca / IAC-Carioca 80
SH controle: fornece a expressao do transcrito no gendtipo suscetivel, sob déficit hidrico; (iii)
Razdo BAT 477 controle / IAC-Carioca 80 SH controle: fornece o nivel basal de expressdao
génica do transcrito no genétipo tolerante comparado ao suscetivel, ambos sob suprimento
hidrico adequado; (iv) Razdo BAT 477 seca / IAC-Carioca 80SH seca: fornece a expressao

génica do transcrito no gendtipo tolerante comparado ao suscetivel, ambos sob déficit hidrico.
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Tabela 9 - Sequéncias dos iniciadores, utilizados para amplificar os genes de referéncia e os

genes-alvo, através de RT-gPCR

Transcrito Anotac¢do funcional Sequéncia 5° — 3’ (Forward/Reverse)  Amplicon (pb)
TGCATACGTTGGTGATGAGG
Actll  Actin 11 190
AGCCTTGGGGTTAAGAGGAG
AATGTGAAGTCCAGCGTGTG
B-Tub8  p-Tubulin 8 163
CTTCCCCAGTGTACCAATGC
CACCATGCACATGTTAGCGAAAG
DREB2C DREB2C 158
TTCATGGGAAGAAGGAGGGG
CCCGAAGGAGAGAAACAACA
B7R Ribosomal protein S7e 105
GCCTCTGCGACAGGATACTC
ATACATACAACGCAATCACCCA
R8 Aconitate hydratase 166
GTAAGCATCCTTCACTCCGT
RIS Serine protease family GTTCCTATTCCTGGGGATGC 150
S1C HtrA-related AATCATGCCAATGCAACAGA
TGATGAGTCCTGAGTAAGGTG
B1C HSP 70 protein 153
CATGACCAAGAAACGCCTC
B3C Glycosyl hydrolase TGGGAATTTCCTGGTATTGG 17
Sfamily 14 GCCTGCGTCATCTGGTAGTT
B6C Serine-threonine protein ~ TGGAACGAGTGTGGTGAGTG 14
kinase TCTCCTCAACGTGGCTTTG
cle S-adenosylmethionine GGCTCGTCTCACTGAGGTTC 101
synthase TGGCACCCTTGTCATTGTAA
AAGAACGCTCTTCAGGTCCA
Cc6C Legume lectin domain 120
AACGCCGAGGTTCATATCAC
GATGAGTCCTGAGTAATCAACG
C5 E3 ubiquitin ligase 176
TGACGAAGAATCAAGTATAGCC
Aquaporin nodulin CATTTGGAGTCATTCAGATCGT
BSF 200

MTN3

CTAGTTGGTCTTCCTTCTTCTC
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5.2.3 Andlise in silico dos genes ortélogos de Arabidopsis thaliana

Devido ao elevado custo e tempo que seriam empregados para a obten¢do de uma
andlise detalhada (espacial e temporal) para todos os transcritos, e também pelo fato de o
feijoeiro comum ndo ser uma espécie de facil aplicacdo da genética reversa para explorar a
funcionalidade de genes, além de ndo ter seu genoma totalmente anotado e nem uma
experimentacdo tdo extensa quanto a de A. thaliana, optou-se por realizar andlises in silico da
expressdo génica dos transcritos que ainda ndo tiveram a sua expressdao detalhada por RT-
qPCR e também dos que ja tiveram, a titulo de confirmagdo dos resultados obtidos. Essas
andlises foram realizadas usando os genes ortélogos de A. thaliana, através da plataforma
Genevestigator.

Como a A. thaliana possui um dos genomas mais anotados € manualmente verificados
por curadores, e, na maioria das vezes, estd amparado por vastos dados experimentais, entao é
possivel realizar a andlise funcional dos TDFs de P. vulgaris, isolados por ¢DNA-AFLP,
através da comparacdo com os genes ortélogos de A. thaliana. Para isso, a sequéncia
individual de cada TDF, foi alinhada com as sequéncias de Arabidopsis, usando tBLASTX, na
base de dados TAIR10, usando o e-value: 1 x 10”° como valor de corte. Assim, foram obtidos
os numeros AGIs, ou seja, a identificacdo de cada gene ort6logo de A. thaliana. De posse
desses dados, acessou-se a plataforma Genevestigator para a realizagao das anélises in silico
desses genes ort6logos.

Com base nas amplas possibilidades de andlise oferecidas pelo Genevestigator, optou-
se por realizar quatro tipos de andlise, sendo elas: (i) Andlise da anatomia - observagdo dos
padrdes de expressdo dos genes ortdlogos de A. thaliana, sob seca, nos diferentes 6rgaos
vegetais, sendo possivel verificar se 0 comportamento observado experimentalmente pode ser
confirmado; (ii) Andlise da corregulacdo de genes — verificacao da possibilidade de que genes
diferencialmente expressos entre os dois gendtipos em estudo sejam corregulados por outros
tipos de estresse; (iii) Andlise de agrupamento hierdrquico — realiza¢do de um agrupamento de
genes com perfis similares de expressao génica, através da criacdo de um heat map; (iv)
Andlise Signature - utiliza como entrada os valores de expressdo génica, obtidos por RT-
gPCR, e, com base nesses valores, apresenta as condicdes experimentais nas quais ocorreram

os resultados mais similares de expressao génica para os genes ortélogos de A. thaliana.
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5.3 Resultados e Discussao

A andlise da expressdo génica espacial e temporal por RT-gPCR proporcionou a
obtencdo de resultados de indugdo e/ou repressao para os dez TDFs isolados por cDNA-AFLP
e também para o transcrito DREB2C. Dentre esses, os que apresentaram uma indu¢do mais
expressiva no genétipo tolerante foram: (i) ribosomal protein S7e; (ii) aconitate hydratase;
(iii)) HSP70; (iv) glycosyl hydrolase; (v) serine-threonine protein kinase; (vi) S-
adenosylmethionine synthetase; (vii) E3 ubiquitin ligase e (viii) aquaporin nodulin MTN3.
Por sua vez, os transcritos que foram induzidos preferencialmente no gendtipo suscetivel
foram: (i) DREB2C; (ii) serine protease S1C HtrA-related e (iii) legume lectin (Figura 30).

Com base no banco de dados TAIR10 foram identificados os nimeros AGIs dos genes
ortélogos de A. thaliana correspondentes aos TDFs de feijoeiro comum, isolados por cDNA-
AFLP. Os ort6logos em A. thaliana e seus respectivos AGls, quando disponiveis, podem ser

visualizados nas Tabelas 10 e 11.
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conclusao

Raizes Caules Folhas

Transcritos BS/BC | CS/CC | BC/CC | BS/CS | BS/BC | CS/CC | BC/CC | BS/CS | BS/BC | CS/CC | BC/CC | BS/CS

Agquaporin nodulin MTN3

Figura 30 - Padrdes de expressdo génica, por RT-gPCR, do transcrito DREB2C e de dez TDFs isolados através da técnica de cDNA-AFLP,
obtidos a partir de trés 6rgios vegetais (raizes, caules e folhas), em cinco coletas com niveis crescentes de déficit hidrico (24 h, 48 h,
72 h, 96 h e 120 h apds a inducdo do estresse). Células em vermelho representam indugdo e células em verde claro representam
repressdao. BS/BC: BAT 477 sob seca / BAT 477 controle; CS/CC: TAC-Carioca 80SH sob seca / IAC-Carioca 80SH controle;
BC/CC: BAT 477 controle / IAC-Carioca 80SH controle; BS/CS: BAT 477 sob seca / IAC-Carioca 80SH sob seca
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Tabela 10 - Genes de A. thaliana, ortélogos aos TDFs de feijdo comum isolados por cDNA-

AFLP, os quais apresentaram-se induzidos no genétipo tolerante (BAT 477)

TDF Ort6logo em Arabidopsis Anotacao
(ntimero AGI)
BIR  ATI1G44575 Chlorophyll A-B binding protein
B4R  ATCG00490 Ribulose biphosphate carboxylase large chain
B6R  AT1G07890 Peroxidase
B7R  AT1G48830 Ribosomal protein S7e
B8R  AT4G28390 Mitochondrial carrier protein
BI1R AT3G44110 DNAJ domain — HSP40 protein
R8 AT4G35830 Aconitase family (aconitate hydratase)
BIC ATI1G16030 HSP70 protein
B3C AT4G15210 Glycosyl hydrolase family 14
B5C AT1G51680 AMP-binding enzyme (4-coumarate-CoA ligase)
B6C  Sem similaridade Serine-threonine protein kinase
B7C  AT1G79470 IMP dehydrogenase/GMP reductase domain
Cl AT4G17770 Trehalose-phosphatase
C5 AT1G18660 E3 ubiquitin ligase
C6 AT2G36460 Fructose biphosphate aldolase class-1
B3F  ATI1G55325 Mediator complex subunit 13 C-terminal
B4F  AT2G39990 Translation initiation factor elF-3 subunit 5
B5F  Sem similaridade Aquaporin nodulin MTN3
B6F  AT3G63490 Ribosomal protein L1p / L10e family
B7F  AT1G69690 TCP family transcription factor

F2 AT5G51610 Ribosomal protein L11
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Tabela 11 - Genes de A. thaliana, ortélogos aos TDFs de feijao comum isolados por cDNA-

AFLP, os quais apresentaram-se induzidos no genotipo suscetivel (IAC-Carioca

80SH)
TDF Ort6logo em Arabidopsis Anotacdo
(ndimero AGI)

DREB2C AT2G40340 Transcription factor DREB2C

AT2G40350
CIR AT3G01500 Carbonic Anhydrase
C2R Sem similaridade “novo”
C4R Sem similaridade “novo”
C5R AT2G44040

AT3G59890 Dihydrodipicolinate reductase
C6R ATCG00490 Ribulose biphosphate carboxylase large chain
R1 AT1G02500 S-adenosylmethionine synthetase
R2 AT2G21390 Coatomer protein complex
R3 AT2G23530 Zinc-finger domain of monoamine-oxidase A repressor R1
R4 AT5G17920

AT3G03780 Cobalamin-independent methionine synthase
R5 AT4G28390 Mitochondrial carrier protein
R10 AT5G58060 Synaptobrevin
RI11 AT2G38740 Haloacid dehalogenase-like hydrolase
R12 AT5G14670 ADP-ribosylation factor family
R14 AT5G07900 Mitochondrial transcription termination factor, n”TERF
R15 AT3G03380 Serine protease family S1C HtrA-related
R18 AT5G23630 Haloacid dehalogenase-like hydrolase
CIC AT4G01850 S-adenosylmethionine synthetase
C5C Sem similaridade “novo”
Cc6C AT5G65600 Legume lectin domain
C7C Sem similaridade “novo”
C8C Sem similaridade “novo”
C2 AT5G62990 Plant organelle RNA recognition domain
C7 AT3G28900 Ribosomal protein L34e
C4F AT1G76110 SWI/SNF-related chromatin binding
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5.3.1 Andlise da anatomia

Em A. thaliana, os transcritos mais expressos nas raizes, sob seca, foram: peroxidase
(AT1G07890), 4-coumarate-CoA ligase (AT1G51680), trehalose-phosphatase
(AT4G17770), mediator complex subunit 13 (AT1G55325), S-adenosylmethionine synthetase
(AT1G02500 e AT4GO01850), coatomer protein complex (AT2G21390), cobalamin-
independent methionine synthase (AT3G03780), serine protease family SIC HtrA-related
(AT3G03380) e ribosomal protein L34e (AT3G28900). Nos caules, foram mais expressos:
chlorophyll A-B binding protein (AT1G44575), ribulose biphosphate carboxylase
(ATCGO00490), trehalose-phosphatase (AT4G17770), mediator complex subunit 13
(AT1G55325), ribosomal protein Llp/L10e (AT3G63490), TCP transcription factor
(AT1G69690), carbonic anhydrase (AT3G01500) e haloacid dehalogenase-like hydrolase
(AT2G38740). E, nas folhas foram mais expressos 0os mesmos transcritos que nos caules, com
excecdo de TCP transcription factor (AT1G69690) e carbonic anhydrase (AT3G01500)
(Figura 31).
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Figura 31 - Padrdes de expressdo, dos genes ortélogos de Arabidopsis, sob seca, nos

diferentes 6rgdos vegetais

Dentre esses transcritos, ja haviam sido estudados detalhadamente, por RT-gPCR, os
transcritos: S-adenosylmethionine synthetase e serine protease family SIC HtrA-related,
sendo que o primeiro apresentou maior inducio nas raizes do genétipo tolerante de feijoeiro
quando comparado ao suscetivel, sob seca; ja o segundo apresentou maior inducao nas raizes
do gendtipo suscetivel submetido a déficit hidrico. Dessa forma, fica confirmada a
importancia desses transcritos nos mecanismos de resposta ao déficit hidrico, em ambos os
genotipos.

E importante ressaltar que no caso das células vegetais, o metabolismo costuma ser
dividido em primdrio e secundério. Entende-se por metabolismo primario o conjunto de

processos metabdlicos que desempenham uma funcdo essencial no vegetal, tais como:
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fotossintese, respiracdo e transporte de solutos. Os compostos envolvidos no metabolismo
primério possuem uma distribuicdo universal nas plantas. Esse é o caso dos aminoécidos, dos
nucleotideos, dos lipidios, carboidratos e da clorofila. Em contrapartida, o metabolismo
secunddrio origina compostos, que nao possuem uma distribuicdo universal, pois niao siao
necessdrios para todas as plantas e, portanto, sio mais especificos de cada grupo vegetal
(HERBERT, 1989). Dessa forma, é necessario o conhecimento dos processos metabolicos em
que cada proteina em estudo estd envolvida, a fim de se compreender melhor a necessidade de
sua indugao e/ou repressao sob déficit hidrico.

A inducdo de peroxidases, sob seca, ocorre devido ao aumento da atividade
antioxidante, principalmente nas raizes, que sdo o primeiro tecido vegetal a entrar em contato
com o déficit hidrico. Essas enzimas t€ém participagdo no metabolismo de glutationa (Figura
32) e catalisam a reduc@o do peréxido de hidrogénio, além de oxidarem vérios substratos.
Essa funcdo bioquimica lhes confere funcdo em diferentes e importantes processos bioldgicos,
tais como mecanismos de defesa, resposta imune, resposta a patégenos e a estresses abidticos
(VICUNA; MALONE; DIX, 2011).

Ja a enzima 4-coumarate-CoA ligase, induzida nas raizes de A. thaliana, sob seca, é
necessdria para a manutencdo de um continuo fluxo metabdlico para a biossintese de
fenilpropandides (Figura 33), tais como a lignina e os flavondides, que sdo essenciais para a
sobrevivéncia das plantas (HU et al., 1998).

A enzima trehalose-phosphatase, que estd envolvida no metabolismo de amido e
sacarose (Figura 34), apresentou um aumento de sua expressao em raizes, caules e folhas de
A. thaliana, sob seca. A trehalose é um acgucar, que estd presente em uma ampla variedade de
organismos, incluindo: bactérias, leveduras, fungos, insetos, invertebrados, plantas inferiores
e plantas superiores, nos quais pode servir como fonte de energia e carbono. Em leveduras e
plantas, também pode atuar como molécula sinalizadora para direcionar ou controlar certas
rotas metabolicas ou até mesmo afetar o crescimento. Além disso, age na osmorregulacdo e na
estabilizacdo de complexos de proteinas e membranas a nivel celular (CHEN; MURATA,
2002; HINCHA; HAGEMAN, 2004), protegendo-nas da inativagdo ou desnaturacdo, causada
por uma grande variedade de condicdes estressantes, incluindo: dessecacdo, desidratagdo,
calor, frio e oxidacdo (ELBEIN et al., 2003).

Os mediator complex, tiveram um aumento da sua expressdao em raizes, caules e folhas
de A. thaliana, sob seca. Desde a sua descoberta em leveduras, eles tém sido encontrados
experimentalmente e in silico em quase todos os eucariotos (BOUBE et al.,, 2002;

BOURBON et al, 2004). A presenca dos mediator complex em plantas tem sido sugerida com
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base na homologia de sequéncias (AUTRAN et al.,, 2002; BOUBE et al., 2002; CLAY;
NELSON, 2005; GONZALEZ et al., 2007), implicando em um novo grupo de proteinas, as
quais sdo requeridas para a coordenacdo eficiente do transcritoma. Individualmente, as
subunidades parecem possuir funcdes especificas dentro do complexo, incluindo: resposta a

estresses abidticos e bidticos, controle do desenvolvimento, florescimento e fertilidade (KIM

etal., 2011).
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(1.11.1.11). Esquema obtido no programa KEGG Pathway
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Figura 34 - Rota metabdlica de amido e sacarose. A enzima trehalose-phosphatase aparece
com as denominagdes (2.4.1.15 e 3.1.3.12). Esquema obtido no programa KEGG
Pathway

As enzimas cobalamin-independent methionine synthase (MetE) e S-
adenosylmethionine synthetase (AdoMet), ambas induzidas nas raizes de A. thaliana, sob seca,
estdo envolvidas no metabolismo de cisteina e metionina (Figura 35). A primeira catalisa a
transferéncia de um grupo metil a partir do metiltetrahidrofolato para L-homocisteina, sem
usar um carregador de metil intermedidrio (PEJCHAL; LUDWIG, 2005), enquanto que a
segunda catalisa a formagao de S-adenosilmetionina a partir de metionina e ATP. AdoMet é
um importante grupo doador de metil para transmetilacao e também doador de propilamina na
biossintese de poliaminas (MARKHAM; PAJARES, 2009).

Coatomer protein complex ¢ um complexo de proteinas que reveste as membranas das
vesiculas de transporte (SIMON et al., 2000). Ha inducdo desse complexo em raizes de
A. thaliana, sob seca. Cabe ressaltar que a formacdo de vesiculas revestidas € um passo
fundamental nas vias de transporte intracelular. E, com a imposi¢do de déficit hidrico, hd um

aumento da producdo de proteinas mal-dobradas e de substincias toxicas que devem ser
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encapsuladas por esse tipo de vesicula e encaminhadas para destruicdo nos peroxissomos ou

lisossomos, dai a importancia do aumento de producao dessas proteinas.
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Figura 35 - Rota metabdlica da cisteina e da metionina. Participacdo das enzimas cobalamin-
independent methionine synthase (2.1.1.14) e S-adenosylmethionine synthetase

(2.5.1.6). Esquema obtido no programa KEGG Pathway

O grupo de proteinas serine protease family SI1C HtrA-related é induzido por choque
térmico e outros estresses abidticos (KIM; KIM, 2005) e teve a sua expressao aumentada em

raizes de A. thaliana, sob déficit hidrico, provavelmente devido a maior quantidade de
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proteinas ndo-funcionais produzidas nessa condic¢io estressante. Como se sabe, esse tipo de
protease atua no controle de qualidade das proteinas produzidas na célula, encaminhando para
destruicdo aquelas que nao se encontram em um estado funcional, ou, quando possivel,
auxiliando no seu redobramento para que retornem a forma tridimensional funcional.

As proteinas ribosomal protein L34e e ribosomal protein LIp/L10e ndo apresentam
funcdo direta na tolerancia a seca, contudo, houve um aumento considerdvel na sua expressao,
respectivamente nas raizes, e em caules e folhas de A. thaliana, sob seca. Como elas atuam
diretamente na sintese de proteinas, esse aumento de expressdo observado, pode estar
relacionado com a necessidade de sintetizar uma quantidade maior de proteinas, sob a
condi¢do de estresse, inclusive daquelas que propiciam uma prote¢do osmotica eficiente nas
células, prevenindo sua total desidratag¢do, o que acarretaria na morte da planta.

Tanto a proteina chlorophyll A-B binding quanto a ribulose biphosphate carboxylase
(rubisco), as quais tiveram um aumento da sua expressdo, respectivamente em caules e folhas
de A. thaliana, sob seca, t€m atuacdo direta no processo de fotossintese (Figura 36). O
complexo coletor de luz (ou antena) € um arranjo de proteinas e moléculas de clorofila,
embebidas na membrana tilacéide, as quais transferem a energia da luz a uma molécula de
clorofila no centro de reacdes do fotossistema. Os pigmentos da antena sao
predominantemente, clorofila-B, xantofila e carotendides. A clorofila-A € conhecida como o
pigmento nuclear, pois, seu espectro de absor¢ao nao se sobrepde, a fim de ampliar a gama de
luz que pode ser absorvida na fotossintese. Os carotendides tém funcdo antioxidante para
prevenir os danos foto-oxidativos das moléculas de clorofila. Cada complexo antena tem entre
250 e 400 moléculas de pigmento e a energia que eles absorvem € transmitida por ressonancia
para um complexo de clorofila-proteina, conhecido como centro de reacdo, o qual d4 inicio a
uma série de reagdes quimicas que captura a energia na forma de ligagdes quimicas. No
fotossistema II, quando cada uma das duas moléculas de clorofila-A absorve energia no
centro de reacdo, um elétron € excitado e transferido a uma molécula aceptora de elétrons, a
feofitina, levando a clorofila-A a um estado oxidado, que substitui os elétrons, através de
fotdlise. Sob condigdes de alteragdo de luminosidade, a fosforilagdo reversivel das proteinas
coletoras de luz, chlorophyll A-B binding, atua como um sistema de balanceamento de energia
entre os dois fotossistemas (LIU; SHEN, 2004). A regido N-terminal dessas proteinas
estende-se para dentro do estroma, onde é envolvida com a adesdo das membranas grana e
fotorregulada por fosforilagdo reversivel de seus residuos treonina (ANDERSSON; YANG;
PAULSEN, 2000). Ambos esses processos mediam a distribuicio de energia entre os

fotossistemas I e II. A enzima rubisco, por sua vez, atua na captacdo do diéxido de carbono do
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ar atmosférico e de um actcar (ribulose 1,5-bifosfato) presente nas células, promovendo a
reacdo que dd origem a duas moléculas do acucar fosfoglicerato. Portanto, essa enzima é

responsavel pelo primeiro passo do Ciclo de Calvin e pela fixacdo do diéxido de carbono.

__ =] Carbon fixation in ===
PHOTOSYNTHESIS ( b ____AFE oo Sarr
| e ™

NADFH é) H+O ONADP+

2
h Photpeyster [1

o (Thermosyiechocoecus

\ slofgatus)
1

Chloroplast
stmmaplas

...........

ATP symihase
{Escherichia coli)

T M.n £} . - Photosystern [
. - —"%  (The ho
oyt o350 Cybogﬁl}{pme Qli: e L Hgﬂlasngglgfus)coccus
commplex
© 0 o)
HO 3+ po, l J
Photosyetern I
o D2 cpdd opd? ot bS50 Crochrome el coraplex
[ Psbt [ PshD[ PshC | PsbB | FsbE [ FstF | [ PetB [ PefD | Peth | PefC | Fetl | Pefl | Pettf | Petd |
MEP__ OFC
PsbL | Psh] | PshK | Pshl| PshH | Psbl |Pst|PsbP Photosymthethic electron transport
Fsh( | PshR | PshS | FsbT | Pshl | FshV | PshW| FshX | FC Fd FHNE cytcs
Psh¥ | PsbZ | Fsh27| Peb28 |Peh23-2 [petE |[ Pt |[ et |[ Petr |
Photosystern 1 F-type &4TPase
| PsaAl FzaB | FsaC ‘ PsaDl PzaF | PsaF | PsaGl PsaHl ‘ heta | alpha |gamrna| delta |epsi]nn| C | a ‘ ] |

| Psal | Psal | PsaK‘ Psal | PsaMl PsaNl PsaOl Peal

00195 611413
() Kanehisa Laboratories

Figura 36 - Processo fotossintético. Esquema obtido no programa KEGG Pathway

O TCP transcription factor apresentou um aumento da sua expressao, em caules de A.
thaliana, sob seca. De acordo com Bertolini et al. (2013), a escassez de dgua modula a
expressao de miRNAs, os quais podem possibilitar que a célula tolere o déficit hidrico. Em
particular, o miR319b, o qual é alvo dos genes TCP, e regula a proliferacio das células, sendo
significativamente mais expresso em células em proliferacdo do que em células em expansao
(PALATNIK et al., 2003), o que pode explicar o fato de que mesmo sob déficit hidrico as
plantas tolerantes continuam crescendo normalmente, enquanto que as suscetiveis t€ém uma
reducdo dréstica no seu crescimento.

A enzima carbonic anhydrase atua no metabolismo do nitrogénio (Figura 37) e
apresentou um aumento de expressao nos caules de A. thaliana, sob seca. Essa enzima catalisa
a rapida interconversao de diéxido de carbono e dgua em bicarbonato e prétons (ou vice-
versa), uma reacdo reversivel que ocorre muito lentamente na auséncia dessa enzima

(BADGER; PRICE, 1994).



157

MNITROGEN METABOLISM |

Cpanoariing acid retabolist — —1=0 Formamide

35149

2722 CabamogiP e polze
- 63416 [m"' olist j
Methare metabolis [ ————~. y oo
| 2
. | HaCiOz O 4211 P»o
orrnate |
Glyoxylate metaholism  FF — —— — - Crl—— O
Crymnate Carharnate
Mitroalkane Hyrroxylaming 212107 »O Glyeine
o
Latzi6][ 1730 ][ 174
13311 L-hisparagme
Catbon fixation pathrsys 171a0][17901
in prokaryotes
6311
( 63.14
A
Witrats 1714 m‘”“_ho‘ EE I —po] Alanine, asparie and
L ——F L i L,Aspam g“"m‘* o
72, !
L1g6.1 ][ 11961 14132 |
% 1413 1414 1 :
o—{1724 Hitrogen [6312 |1 Gluarne [1 4113 [ 6354 | '
1.71.14| Nitous - -0 ———
oxide [3512] [1a114] 1471 ] L Cilutarcate
NHYO NOD ;
Wistane metaboima )<~ 3551 v
3552
¥ HZ0
Hyrlrazine  [1.7.00.%

Figura 37 - Metabolismo do nitrogénio. A enzima carbonic anhydrase aparece com a

denominacdo (4.2.1.1). Esquema obtido no programa KEGG Pathway

A enzima haloacid dehalogenase-like hydrolase apresentou maior expressao em
caules e folhas de A. thaliana, sob seca. A grande maioria dessas enzimas sdo fosfatases
(ZHANG et al., 2004; ALLEN; DUNAWAY-MARIANO, 2004), seguidas pelas ATPases
(ARAVIND; GALPERIN; KOONIN, 1998; COLLET; VAN SCHAFTINGEN;
STROOBANT, 1998) e fosfomutases, também conhecidas como fosfotransferases (COLLET
et al., 1998). As proteinas cinases catalisam a reacdo de adicdo de um grupamento fosfato,
com a quebra do ATP, para produzir a energia necessdria para a reacdo, enquanto que as
proteinas fosfatases, fazem exatamente a reac@o inversa, removendo um grupamento fosfato.
Como resultado da acdo combinada entre essas proteinas t€ém-se os ciclos de fosforilacao, que
sdo formas de regulacdo extremamente importantes na célula eucaridtica. Esses ciclos
permitem que as proteinas fosforiladas passem rapidamente de um estado para outro, em
resposta a um estimulo externo. E importante salientar que a adicio/remogio do fosfato pode
alterar os possiveis ligantes da superficie da proteina, sendo um mecanismo importante de
sinalizacdo celular, e fundamental no processo de montagem e desmontagem de complexos

protéicos. As ATPases formam uma familia de enzimas que catalisam a hidrdlise do ATP
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(adenosina trifosfato) para originar ADP (adenosina difosfato) e fosfato inorginico, com
liberacao de energia. As fosfotransferases sdo um grupo de enzimas que catalisam uma
transferéncia intramolecular de um grupo fosfato. Diante do detalhamento da funcdo dessas
enzimas, fica evidente que elas apresentam grande importincia na resposta a estresses

abidticos, como a seca, por exemplo.

5.3.2 Andlise da corregulagdo de genes

A andlise da corregulagdo de genes possibilita encontrar grupos de genes que sdo
corregulados sob determinadas condi¢des. Entdo, ao visualizar os modulos de genes
corregulados, pode-se visualizar um conjunto de condi¢des, sob as quais eles sao regulados da
mesma maneira. Para esse tipo de andlise, sdo produzidas matrizes em preto e branco, que
permitem a visualizacdo das condigdes testadas e dos genes, sendo que as células em preto
representam os valores que preenchem os requisitos listados (indug¢do ou repressiao). Diante
disso, foram utilizados os ortdlogos de A. thaliana para criar duas matrizes bindrias de
expressdo relativa, uma com os genes induzidos e a outra com os genes reprimidos, sob a
condi¢do de déficit hidrico.

Os ortélogos de A. thaliana que apresentaram inducao em um ou mais experimentos,
sob seca, foram: DREB2C (AT2G40340), ribulose biphosphate carboxylase (ATCG00490),
peroxidase (AT1GO07890), ribosomal protein S7¢ (AT1G48830), mitochondrial carrier
protein (AT4G28390), HSP40 protein (AT3G44110), aconitate hydratase (AT4G35830),
HSP70 (AT1G16030), glycosyl hydrolase (AT4G15210), 4-coumarate-CoA ligase
(AT1G51680), IMP dehydrogenase/GMP reductase domain (AT1G79470), trehalose-
phosphatase (AT4G17770), E3 ubiquitin ligase (AT1G18660), fructose biphosphate aldolase
(AT2G36460), mediator complex subunit 13 (AT1G55325), carbonic anhydrase
(AT3G01500), dihydrodipicolinate  reductase (AT2G44040), S-adenosylmethionine
synthetase (AT1G02500 e AT4GO01850), coatomer protein complex (AT2G21390),
synaptobrevin (AT5G58060), haloacid dehalogenase-like hydrolase (AT2G38740 e
AT5G23630), ADP-ribosylation factor (AT5G14670), serine protease family SIC HtrA-
related (AT3G03380), legume lectin (AT5G65600), plant organelle RNA recognition
(AT5G62990) e ribosomal protein L34e (AT3G28900) (Figura 38).
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O transcrito DREB2C é um fator de transcri¢do induzido principalmente por calor em
A. thaliana (CHEN et al., 2010). Porém, cabe ressaltar que tanto o calor, quanto a seca e a
salinidade ocasionam estresse osmoético nas células vegetais, o que pode acarretar em
respostas adaptativas similares, tais como a indugdo desse fator de transcricdo, o qual ativa
uma série de genes responsivos a estresses abidticos.

As mitochondrial carrier proteins aparecem super representadas nos genes
responsivos a estresses, sugerindo que o estresse induz necessidades alteradas para o
transporte de metabodlitos através da membrana mitocondrial interna (VAN AKEN et al.,
2009).

Tanto as chaperonas HSP70, quanto as HSP40 atuam em uma série de maquinarias
celulares, que auxiliam no processo de dobramento de uma ampla gama de proteinas, na
maior parte dos compartimentos celulares (WANG et al., 2004). Além disso, os membros da
familia HSP70 previnem a agregacdo e auxiliam no dobramento de proteinas sob condigdes
de estresse, estando também envolvidos nos processos de importagdo, translocacdo e
facilitacdo da degradacdo proteolitica de proteinas instdveis através da marcacdo dessas
proteinas para serem transportadas aos lisossomos ou proteossomos (Figura 39) (WANG et
al., 2004; XU; HUANG, 2010).

A enzima aconitate hydratase isomeriza citrato a isocitrato no ciclo do &cido citrico
(Figura 40), entdo, a sua inducdo sugere uma contribuicio nos mecanismos de tolerancia
associados ao metabolismo de carboidratos (Figura 40).

A enzima glycosyl hydrolase estd envolvida em diversos processos bioldgicos,
incluindo: metabolismo de amido, defesa e remodelamento da parede celular (TYLER et al.,
2010).

As enzimas IMP dehydrogenase/GMP reductase estao envolvidas no metabolismo de
purinas (Figura 41). A via biossintética de purinas é central no metabolismo de qualquer
organismo. Seus produtos como IMP, AMP e GMP sdo precursores de DNA, RNA e
importantes cofatores como coenzima A, FAD, NAD e NADP. Em plantas, essa via
biossintética é especialmente importante, pois seus produtos sdo precursores de fitormonios
como citocininas, de ureideos, compostos envolvidos na fixagdo simbidtica/estocagem do
nitrogénio em leguminosas e de importantes alcaloides como teobromina e cafeina (FEITOSA
et al., 2005).

Proteinas E3 ubiquitin ligase, do tipo RING finger, ja foram descritas como

responsivas a seca em vdrias espécies vegetais, tais como: Arabidopsis thaliana, arroz,
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Capsicum annuum, milho e Artemisia desertorum (QIN et al., 2008; LIU et al., 2008; LEE et
al., 2009; HUAIL;, ZHENG; WANG, 2009; YANG et al., 2008).

A enzima fructose biphosphate aldolase (FBA) participa do metabolismo de frutose e
manose (Figura 42), catalisando a clivagem de B-frutose-1,6-fosfato (FBP) a D-gliceraldeido-
3-fosfato (GBP) e dihidroxiacetona fosfato (DHAP) (RUTTER, 1964), os quais estdo
envolvidos tanto na via glicolitica/gliconeogénica quanto no ciclo fosfato pentose em plantas
(GROSS et al., 1999).

A enzima dihydrodipicolinate reductase, atua na biossintese de lisina (Figura 43), no
grupo doador CH-CH com NAD" ou NADP" como aceptores (SCAPIN et al., 1997). Muitos
genes para biossintese de lisina sdo reprimidos sob déficit hidrico, enquanto que genes para a
sua degradacdo sdo induzidos, sugerindo uma reducdo na quantidade de lisina, como

consequéncia da seca (BETTI et al., 2012).
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Figura 43 - Rota metabdlica de biossintese de lisina. A enzima dihydrodipicolinate reductase
aparece com a denominacdo (1.3.1.26). Esquema obtido no programa KEGG

Pathway

As proteinas synaptobrevin restauram o trafego vesicular e fornecem tolerancia a
concentracdes letais de perdxido de hidrogénio (LEVINE et al., 2001), portanto, estdo
relacionadas com a superacdo do estresse oxidativo. E, os ADP-ribosylation factor agem na
regulacdo do recrutamento dos coatomer protein complex e elementos da matriz do Complexo
de Golgi (MATHESON et al., 2007), agindo também como reguladores do trafego vesicular e
na remodelacdo da actina, e, portanto, auxiliando na superacdo do estresse.

Cada membro da superfamilia de genes legume lectin codifica para proteinas com
funcdes especializadas em uma condicdo especifica de estresse (frio, seca, alta salinidade ou
estresse bidtico) JIANG; MA; RAMACHANDRAN, 2010).

As proteinas plant organelle RNA recognition atuam no metabolismo de RNA nas
organelas (KONISHI; SUGIYAMA, 2006) e sdao requeridas para o splicing dos introns com
0s quais se associam.

Os ort6logos de A. thaliana que apresentaram repressao em um ou mais experimentos,
sob seca, foram: chlorophyll A-B binding protein (AT1G44575), ribulose biphosphate
carboxylase (ATCG00490), ribosomal protein S7e¢ (AT1G48830), mitochondrial carrier
protein  (AT4G28390), glycosyl hydrolase (AT4G15210), 4-coumarate-CoA ligase
(AT1G51680), IMP dehydrogenase/GMP reductase domain (AT1G79470), trehalose-
phosphatase (AT4G17770), fructose biphosphate aldolase (AT2G36460), mediator complex
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subunit 13 (AT1G55325), ribosomal protein Lip/L10e (AT3G63490), TCP transcription
factor (AT1G69690), carbonic anhydrase (AT3G01500), dihydrodipicolinate reductase
(AT2G44040), cobalamin-independent methionine synthase (AT3G03780), haloacid
dehalogenase-like hydrolase (AT2G38740), mTERF (AT5G07900), serine protease family
S1C HtrA-related (AT3G03380), legume lectin domain (AT5G65600), ribosomal protein
L34e (AT3G28900) e SWI/SNF-related chromatin binding (AT1G76110) (Figura 44).

Os fatores de terminac¢do da transcri¢do (mTERFs) contribuem para a regulacao da
expressdo génica das organelas em diferentes estdgios de desenvolvimento e 6rgaos vegetais,
ou ainda em resposta as demandas ambientais, como por exemplo, a seca (ROBLES; MICOL;
QUESADA, 2012).

O gene SWI/SNF-related chromatin binding desempenha fungdes vitais na regulacao
do desenvolvimento e na expressao gé€nica tecido-especifica (WILSKER et al., 2002), atuando
inclusive na remodelagdo da actina sob estresse.

Como se pode observar, a maior parte dos transcritos apresentaram inducdo e/ou
repressdo em determinadas condi¢des de imposi¢do de déficit hidrico, comprovando que os

genes isolados por cDNA-AFLP realmente sdo regulados por esse estresse abidtico.
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5.3.3 Andlise de agrupamento hierdrquico dos genes ortologos de A. thaliana

A andlise de agrupamento hierdrquico realiza agrupamentos sucessivos de amostras e
genes, de acordo com as distancias medidas, gerando um dendograma, o qual une os genes e
as amostras, de modo que € possivel deduzir diversos grupos com perfil semelhante de
variacao.

Considerando o agrupamento hierdrquico obtido para os genes ortélogos de
A. thaliana, é possivel afirmar que vdrios transcritos apresentam um perfil similar de
expressdo génica. Os transcritos glycosyl hydrolase (AT4G15210), mitochondrial carrier
protein (AT4G28390), trehalose-phosphatase (AT4G17770) e transcription factor DREB2C
(AT2G40340) apresentaram um padrao de indugdo bastante evidente em experimentos com
A. thaliana, sob seca. E, os transcritos cobalamin-independent methionine synthase
(AT3G03780), chlorophyll A-B binding protein (AT1G44575), SWI/SNF-related chromatin
binding (AT1G76110), TCP transcription factor (AT1G69690), ribosomal protein L34e
(AT3G28900), dihydrodipicolinate reductase (AT2G44040) e carbonic anhydrase
(AT3G01500) tiveram um padrdo bem visivel de repressio sob seca (Figura 45). E importante
destacar que esses resultados corroboram os que foram obtidos através da andlise de

corregulacio de genes.
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Figura 45 - Heat map com agrupamento hierdrquico dos genes ortélogos de A. thaliana,

correspondentes aos TDFs de P. vulgaris

5.3.4 Andlise Signature

Por meio da analise Signature foi possivel identificar as condi¢cdes experimentais, nas
quais ocorreram resultados de expressao similares aos que foram obtidos através das anélises

de expressao génica espacial e temporal, por RT-gPCR (detalhada no item 3).
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Pode-se afirmar que os transcritos, cuja expressdao foi analisada espacial e
temporalmente por RT-gPCR, apresentaram uma expressdo bastante similar a de outros
experimentos conduzidos com A. thaliana sob estresses abidticos, principalmente com
estresse por seca, frio, osmdtico e oxidativo. E, os transcritos que tiveram uma maior
similaridade de resposta em A. thaliana foram HSP70 (AT1G16030) e glycosyl hydrolase
(AT4G15210) (Figura 46).
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Figura 46 - Andlise Signature. Identificacdo de experimentos com A. thaliana, nos quais ocorreram

resultados de expressdo génica similares aos obtidos com os TDFs de P. vulgaris
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5.4 Conclusoes

Através das andlises in silico, foram descobertos processos e vias metabdlicas que
podem estar envolvidos na resposta do feijoeiro comum contra o déficit hidrico. Além disso,
foram identificados genes associados com a tolerdncia a seca, corroborando os dados
experimentais obtidos nos capitulos anteriores.

Além disso, os resultados obtidos nesse trabalho fornecem o entendimento necessario
ao desenvolvimento de ferramentas moleculares (marcadores para genes diferencialmente
regulados) para serem utilizados em programas de melhoramento do feijoeiro comum, bem
como para informagao genética bésica na anotacdo funcional do genoma do feijoeiro comum
e também para utilizacdo dos genes candidatos em trabalhos de transformagao genética para

obtencdo de plantas mais tolerantes a seca.
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