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REsSuUMO

O amendoim cultivado (Arachis hypogaea) € umas das oleaginosas mais
importantes no mundo, pelo seu grande valor energético e nutricional. Contudo, o
amendoim possui baixa variabilidade genética quando consideradas caracteristicas de
interesse agrondmico, o que difere de suas espécies silvestres, as quais sdo fontes de
resisténcia a doengas e de adaptacao a diversos ambientes. Arachis stenosperma é uma
espécie silvestre resistente a algumas pragas e doencas, dentre elas, a mancha preta do
amendoim, causada pelo fungo Passalora personata. Visando a identificacdo de genes-
candidatos associados a resposta de defesa da planta, o transcritoma de plantas de A.
stenosperma acesso V10309, desafiadas com o fungo P. personata, e seu controle,
foram analisados através de pirossequencimento massal (Roche), resultando em 362.631
genes transcritos, o que gerou 17.912 unigenes, dos quais 7.723 eram constituidos por
contigs. Dentre as anota¢cfes obtidas por BLASTX, 50 fatores de transcricdo, 48 RGAs e
varios genes-candidatos envolvidos em processos de defesa da planta foram
identificados. Dentre eles, 16 genes-candidatos, cinco deles RGAs, foram avaliados
através de RT-gPCR, quanto ao nivel de expressdo mediante a presenca do patégeno,
sendo cinco dos 11 primeiros, negativamente regulados, enquanto que todos 0os RGAs
foram positivamente regulados. Esta € a primeira analise massal do transcritoma de
espécie silvestre de Arachis inoculado com P. personata. Os dados gerados neste
trabalho promoverdo o enriguecimento do banco de dados de genes transcritos de A.
stenosperma, 0s quais poderdo ser utilizados para descoberta de genes-candidatos a
resisténcia, a outras caracteristicas de interesse agronémico e novos marcadores
moleculares (SNPs e SSRs), que uma vez mapeados, poderdo auxiliar na identificagéo
de QTLs no melhoramento da cultura do amendoim, constituindo um importante recurso
para a comunidade cientifica interessada na descoberta de genes relacionados a

resposta de defesa ou ao estresse bidtico em amendoim e em outras espécies.

Palavras-chave: Amendoim, Arachis stenosperma, Passalora personata, mancha preta,

pirossequenciamento 454, RT-qPCR, genes-candidatos.
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ABSTRACT

Peanut (Arachis hypogaea) is one of the most important oilseeds in the world due
to its high energy value and nutrition. However, peanut has a low genetic variability,
especially for agronomical traits, which differs from its wild species, which are sources of
disease resistance and adaptation to various environments. Arachis stenosperma is a wild
species resistant to some pests and diseases, among them, the Late Leaf Spot, caused
by the fungus Passalora personata. Aiming to identify candidate genes associated with
the plant defense response, the transcriptome of A. stenosperma V10309, challenged with
the fungus P. personata and from a non-infected control, was analyzed by large scale
pyrosequencing (Roche), resulting in 362,631 expressed genes, which generated 17,912
unigenes, which consisted of 7,723 contigs. Among the annotations obtained by BLASTX,
50 transcription factors, 48 RGAs and several candidate genes involved in plant defense
processes were identified. Among them, 16 candidate genes were analyzed through RT-
gPCR for expression in the presence of the pathogen. Five RGAs were up-regulated,
whilst the other 11 were down-regulated. This is the first large scale report on the
transcriptome analysis of wild peanut inoculated with P. personata. The data generated in
this study promote the enrichment of the database of expressed genes from A.
stenosperma, which can be used for discovery of candidate genes resistance, other
agronomic traits of interest and new molecular markers (SNPs and SSRs). Once mapped,
these can assist in the identification of QTLs in peanut crop improvement. This data is an
important resource to the scientific community in the discovery of genes related to

defense response or biotic stress in peanuts and other species.

Key-words: Peanut, Arachis stenosperma, Passalora personata, Late Leaf Spot,

pirosequencing 454, RT-gPCR, candidate genes.
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1. INTRODUCAO

O amendoim (Arachis hypogaea L.) € uma cultura alimentar importante, cultivada
em regibes tropicais, subtropicais e temperadas, sendo a quarta oleaginosa mais
produzida no mundo. Apesar da grande variabilidade morfolégica apresentada entre as
diferentes cultivares de A. hypogaea (alotetraploide AABB), esta espécie apresenta
estreita base genética e alta suscetibilidade ao ataque de fitopatégenos. Por outro lado,
seus parentes silvestres diploides apresentam maior variabilidade genética, sendo uma
potencial fonte de alelos de resisténcia a doencas e a adaptacdo a diversos ambientes,
como € o caso da espécie silvestre Arachis stenosperma (acesso V10309). Muitas séo as
doencas que acometem e prejudicam a produtividade do amendoim. As doencas foliares
sdo as que causam as maiores perdas. Dentre elas, duas séo consideradas as doencas
foliares mais graves em todo o mundo: a mancha preta (Passalora personata) e a

ferrugem (Puccinia arachidis).

Apesar das plantas estarem sob constante exposicao a varios fitopatdgenos, elas
sdo naturalmente resistentes a muitos deles. No entanto, planta e patdgeno, estdo em
processo continuo de co-evolugao, resultando em complexos mecanismos de defesa da
planta, para reconhecer e se proteger da invasdo do mesmo. Diante disso, a identificacdo
de genes envolvidos em respostas de defesa da planta € essencial para o
estabelecimento de estratégias em programas de melhoramento de plantas. Neste intuito,
0 estudo da expressao génica tem demonstrado ser uma importante ferramenta para o
entendimento dos processos bioldégicos envolvidos na defesa de plantas, na
caracterizacao de resisténcias e na identificacdo de genes que possam estar envolvidos
nestes mecanismos de defesa. Para tal, a construcdo de banco de dados de ESTs
(Expressed Sequence Tags) ou genes transcritos (genes sequenciados sem a
necessidade de clonagem) é de grande valia no estudo de expressdo génica,
principalmente para espécies em que a sequéncia gendmica completa ndo esta

disponivel, como € o caso do amendoim.

O uso de tecnologias de sequenciamento de segunda geracdo, como a plataforma
454 GS-FLX, tem-se mostrado muito Util no sequenciamento em larga escala de genes
transcritos, representando um método rapido e eficiente de grande potencial para analisar
regides transcritas do genoma. Essa plataforma permite a montagem de novo de um
genoma, pois produz sequéncias de 250-300 pb (atualmente, sdo de 500-700 pb)

facilitando a montagem das sequéncias consenso. Esta tecnologia também possibilita a



andlise de expresséo diferencial entre amostras submetidas a tratamentos contrastantes,
possibilitando a identificacdo de sequéncias expressas envolvidas em resposta de defesa

ou ao estresse bidtico.

Apés a identificacdo de genes-candidatos, uma importante etapa € a sua
validacdo por meio da analise mais detalhada de seu perfil de expressdo. Esse processo
foi facilitado pela técnica de RT-gPCR (Reag¢do em cadeia da polimerase com transcricdo
reversa quantitativa), que combina a amplificacdo de um alvo especifico com métodos de
guantificacdo por meio de medidas da fluorescéncia associada a sintese de amplicon ao

longo dos ciclos da PCR.

O presente trabalho teve como objetivo, descobrir genes associados a resposta
de defesa da planta durante interacao planta-patdégeno, por meio da analise massal do
transcritoma da espécie silvestre de Arachis (A. stenosperma) resistente ao fungo
causador da mancha preta do amendoim, P. personata, bem como o desenvolvimento de

um banco de dados dos genes transcritos durante esta interacao.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1.0 amendoim ( Arachis hypogaea )

O amendoim (Arachis hypogaea L.) é uma das culturas mais populares do mundo
(Kumar, 2007), sendo cultivado extensivamente em regides tropicais, subtropicais e
temperadas (Chirinos, 2011), em mais de 100 paises, nos seis continentes (Kumar,
2007). Depois da soja (Glycine max L. Merr.; 257,47 milhdes de toneladas/ano —
“Mt/ano”), canola (Brassica napus L.; 58,52 Mt/ano) e algod&do (Gossypium hirsutum L.;
46,2 Mt/ano), o amendoim é a quarta oleaginosa mais cultivada no mundo, com uma
superficie de area plantada superior a 21,2 milhdes de hectares e producéo global acima
de 35,2 milhdes de toneladas/ano (Figura 1) (USDA-FAS, 2011a). Apesar de ser
originalmente brasileira, esta cultura assim como tantas outras, tornou-se mais importante
em regibes do mundo longe do seu pais de origem (Bertioli, et al.,, 2011). A grande
maioria do amendoim € produzida na Asia e na Africa: 70% (24,19 Mt/ano) e 21% (7,29
Mt/ano) da producdo global, respectivamente (USDA-FAS, 2011b). Os outros 9% (3,3
Mt/ano) vem da América do Norte, Caribe, América do Sul, Europa e Oceania (Dwivedi,
et al., 2003; USDA-FAS, 2011b).
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Figura 1 — Rendimento de producdo (em milhdes de to neladas/ano) das principais oleaginosas
produzidas no mundo, nas safras de 2008 a 2011 (USDA -FAS, 2011a).

Os paises em desenvolvimento sdo responsaveis por mais de 85% da produgéo
mundial de amendoim (Figura 2). Dentre os cinco maiores produtores, a China ocupa a
primeira posi¢do (15,2 milhdes de toneladas — Mt), seguida pela india (6 Mt), Estados
Unidos (1,63 Mt), Nigéria (1,55 Mt) e Indonésia (1,25 Mt) (USDA-FAS, 2011b). O Brasil ja

esteve entre os sete primeiros produtores, sendo que o principal produto comercializado



na época, década de 70, era o 6leo (Santos, 1999). Contudo vérios fatores tecnolégicos e
mercadoldgicos, tais como: custos crescentes de producdo da cultura do amendoim
acompanhados por baixo rendimento por area, suscetibilidade as variagfes climaticas
com influéncias negativas na qualidade do produto e intensas variacdes de preco durante
a comercializagdo (Nogueira Junior, 1976; Freitas e Margarido, 2003) e expansédo das
culturas de soja, cana de agucar e laranja (Caser, et al., 1994), influenciaram a reducéo
do cultivo nacional que hoje ocupa a 182 posi¢cdo (USDA-FAS, 2011b), com uma
estimativa para as safras de 2010/2011 de 84,4 mil hectares (ha) de area plantada e
224,1 mil toneladas de producéo de graos. Com esta producéo, de janeiro a junho deste
ano, o Brasil exportou 21.974 toneladas de amendoim em grados, além de 13.373
toneladas de 6leo bruto e 218 toneladas de 6leo refinado, perfazendo uma receita de
quase US$50 milhdes (Conab, 2011a). O estado de S&o Paulo é o principal produtor
brasileiro de amendoim, respondendo por 80% da producédo nacional (Figura 3), e cerca
de 70% do total da area plantada no Brasil (Conab, 2011b).

Producdo de amendoim no mundo em 2011
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Figura 2 — Paises produtores de amendoim no mundo. D  ivisdo (cores) por area colhida (ha). Imagem
adaptada aos dados de USDA-FAS (2011b).



RR
AP
PB
= PI g 0.2 |
RO TO AL

Figura 3 — Produc@o de amendoim no Brasil (em milhde s de toneladas). Imagem adaptada aos dados
contidos no relatério de Acompanhamento da Safra Bra sileira - Grdos - Safra 2010/2011 (Conab,
2011b).

Os gréos de amendoim sdo uma excelente fonte de proteina vegetal, pois contém
45-50% de Oleo, 27-33% de proteina, assim como vitaminas e minerais essenciais
(Pretorius, 2006). O Oleo contido nesses graos é composto por um mistura de
acilglicerdis, contendo uma alta proporcéo de acidos graxos insaturados, em particular, o
oléico (50-65%) e linoléico (18-30%) (Pattee, 2005). Desta forma, o grédo inteiro do
amendoim é comestivel e muito apreciado como alimento humano e nos produtos
processados (Chirinos, 2011). Um exemplo sdo os salgadinhos e doces de amendoim.
Além disso, derivados de amendoim, como farinha, farelo e isolados de proteina, sdo
Uteis como suplementos de proteinas nas producbBes de alimentos enriquecidos que
podem ajudar na alimentacdo, especialmente, em paises em desenvolvimento, onde a
proteina animal € muito cara para a maioria da populacdo (Singh e Singh, 1991). De
acordo com Howard Valentine (2011), a cada ano, no mundo, 5,1 milhdes de criancas
menores de cinco anos morrem de desnutricdo, e para reverter tal estatistica, um novo
produto, a base de amendoim, vem sendo usado. Fora os destinos alimenticios acima
citados e a reserva de 6leo, o residuo vegetativo (haulms) pode ser usado para alimentar
0 gado (Chirinos, 2011), principalmente na época seca onde h& certa escassez de

forragem disponivel para alimentag&o animal.



2.2.0 género Arachis

O género Arachis pertence a familia das leguminosas (Fabaceae ou
Leguminosae) e a subfamilia Papilionideae (Bertioli, et al.,, 2011), sendo todas as

espécies deste género geocérpicas (Krapovickas & Gregory, 1994).

A maioria das espécies pertencentes a este género é autofecundada (autbgamas),

mas a fecundacao cruzada pode ocorrer por polinizacdo de abelhas (Luo, et al., 2005a).

Exclusivo da América do Sul, o género Arachis esta distribuido dentro de uma
grande regido deste continente. Apresenta distribuicdo natural restrita ao Brasil, Bolivia,
Argentina, Paraguai e Uruguai (Silva, 2008). E das 64 espécies silvestres encontradas no
Brasil, 47 sdo exclusivas de sua flora, incluindo espécies de interesse econémico (Valls e
Simpson, 2005; Silva, 2008).

Com base na morfologia, compatibilidade de cruzamento, viabilidade de hibridos,
distribuicdo geografica e citogenética, as 80 espécies jA descritas do género Arachis
estdo dispostas em nove secdes taxondbmicas: Trierectoides, Erectoides, Procumbentes,
Rhizomatosae, Heteranthae, Caulorrhizae, Extrabervosae, Triseminatae e Arachis

(Krapovickas e Gregory, 1994; Valls e Simpson, 2005; Bertioli, et al., 2011).

A secdo Arachis abriga 32 das 80 espécies descritas, inclusive A. hypogaea, e é
considerada a mais diversificada e derivada. Abriga tanto espécies anuais quanto
perenes, e espécies com numeros diferentes de cromossomos, diferentes niveis de
ploidia e estrutura de caridtipos. Além disso, possui vasta distribuicdo geografica (Figura
4) com espécies exclusivas do Brasil e de interesse para 0 melhoramento genético de A.
hypogaea (Silva, 2008; Bertioli, et al., 2011).



Figura 4 — Area de ocorréncia das espécies silvestr  es da secdo Arachis (Silva, 2008).

Assim como no género Arachis, a maioria das espécies da secdo Arachis é
diploide (2n=2x=20) e somente duas espécies sao tetraploides (2n=4x=40
cromossomos), A. monticola e A. hypogaea (Krapovickas e Gregory, 1994). Espécies
diploides com 2n=20 sao atribuidas a trés genomas diferentes, A, B e D. As espécies,
com o genoma A, sdo caracterizadas por um pequeno par simétrico de cromossomos,
enquanto que nas espécies com o genoma B o0s pares de cromossomos Sdo maiores que
os encontrados no A. J& o genoma D possui cariétipo assimétrico (Smartt, 1964, citado
por Smartt, et al., 1978; Singh & Moss, 1982; Stalker, 1991). As espécies tetraploides tém
formula gendmica AABB, isto é, quatro conjuntos de cromossomos, dois do genoma A e
dois do genoma B (Krapovickas & Gregory, 1994) e surgiram, provavelmente, de um
cruzamento eventual entre duas espécies diploides, A. duranensis (genoma AA) e A.
ipaénsis (genoma BB). Este teria resultado em um hibrido estéril (AB), cujos
cromossomos foram duplicados, através de um evento natural, levando a restauragao da
fertilidade (Figura 5) (Kochert, et al., 1996; Seijo G. J., et al., 2004).



Evento natural — 2x

Figura 5 — Esquema ilustrativo do cruzamento eventua | de duas espécies diploides (genoma AA +
genoma BB) de Arachis , gerando um hibrido estéril (AB).

A provavel origem de A. hypogaea, por meio deste evento de poliploidizacdo
seguido por sucessivas selecdes durante sua domesticacdo, resultou em um genoma

tetraploide conservado (Young, et al., 1996).

A poliploidia de A. hypogaea levou a um isolamento reprodutivo, restringindo a
partilha de genes com seus parentes silvestres (Figura 5), criando, dessa forma, um

grande gargalo genético (Kochert, et al., 1996; Bertioli, et al., 2011).

Apesar de uma notavel quantidade de variabilidade morfolégica acumulada
durante a selecao artificial ao longo de milhares de anos de domesticagéo, o isolamento
reprodutivo pode ser, possivelmente, a principal causa de sua base genética estreita, que
para outras caracteristicas como resisténcia a doengas e pragas apresenta claras

limitagbes ao melhoramento da cultura (Kochert, et al., 1991, Bertioli, et al., 2011).

Uma forma de introgressdo de genes de parentes silvestres na espécie cultivada
seria por meio de duplicacdo cromossémica artificial, onde os hibridos estéreis gerados
pelo cruzamento entre espécies silvestres com genomas AA e BB sdo submetidos ao
tratamento com colchicina para duplicar o nUmero de cromossomos, obtendo-se assim
anfidiploides sintéticos (AABB), que a principio sdo sexualmente compativeis com o

amendoim (Simpson, 1991).



2.3.Uso de espécies silvestres no melhoramento gen  ético

O uso de espécies silvestres no melhoramento de plantas torna-se importante,
guando a resisténcia a varios estresses bidticos e abidticos em germoplasma cultivado é
baixa, ou quando a variabilidade genética é estreita e pressdes seletivas resultam em
novos bidtipos de pragas e de fitopatdégenos virulentos. Neste caso, a descoberta e a
incorporacdo de genes adicionais para a resisténcia de espécies silvestres tornam-se
fundamentais para sustentar a produtividade das culturas (Rao, et al., 2003). Isto porque
ao contrario da espécie cultivada, durante a evolucdo as espécies silvestres tém se
adaptado a diversos nichos ecoldgicos, ou seja, a uma variedade de ambientes e
estresses bidticos, constituindo uma rica fonte de diversidade de alelos com potencial
para uso no melhoramento da cultura do amendoim (Guimaraes, et al., 2008; Bertioli, et
al., 2011).

Nao surpreendentemente, a maior contribuicdo das espécies silvestres tem sido
no melhoramento para resisténcia a doencas (Rao, et al., 2003). Diversos trabalhos tém
mostrado que as espécies silvestres de Arachis sdo muito mais resistentes a doencas
causadas por fungos, virus e nematoides do que a espécie cultivada (Stalker & Moss,
1987; Holbrook, et al., 2000; Pande & Rao, 2001; Rao, et al., 2003).

O Brasil é o centro de origem de grande parte das espécies silvestres de Arachis.
Muitas destas espécies silvestres estdo conservadas no banco de germoplasma da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (Embrapa/Cenargen), o maior de Arachis
silvestre do mundo, podendo ser explorado visando o melhoramento genético do

amendoim (Simpson, et al., 2001).

Assim, é necessaria uma maior e mais detalhada investigacdo desse material
coletado e conservado, sabendo que o grande interesse pela prospeccéo, resgate e
caracterizacdo de germoplasma dessas espécies silvestres reside, justamente, na
utilizacdo dessas informacdes genéticas para o melhoramento do amendoim cultivado
(Stalker & Moss, 1987; Stalker, 1992; Simpson, et al., 2001). Com isso, 0 género Arachis
vem sendo estudado com crescente intensidade (Favero & Suassuna, 2007), visando a
identificacdo e o isolamento de novos alelos de seus parentes silvestres com potencial

interesse agrondémico.

Além do melhoramento classico, existe a possibilidade de por meio da engenharia
genética se transferir os genes de interesse evitando assim o arraste de ligagédo deletéria,
gue muitas vezes se torna um problema durante a transferéncia de genes de espécies

silvestres através de técnicas de melhoramento convencional (Kumar & Kirti, 2011).
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2.4. Arachis stenosperma

Arachis stenosperma Krapov. e W. C. Gregory é uma espécie silvestre diploide do
género Arachis (sec¢ao Arachis), reconhecida como uma fonte de genes importantes para
o0 melhoramento genético do amendoim (A. hypogaea L.), por causa da estreita relacao
entre as duas espécies (Pacheco, et al., 2008) e por apresentar resisténcia a inUmeras
doencgas, como por exemplo, mancha preta, mancha marrom, nematoide das galhas e

nematoide dos bulbos (Proite, et al., 2007).

Sabe-se que A. stenosperma € de ciclo perene e possui 20 cromossomos,
incluindo um par denominado par “A” (Fernandez & Krapovickas, 1994). E sexualmente
compativel com o mais provavel doador do genoma AA (A. duranensis) do amendoim
cultivado, e, portanto, é um excelente candidato a doador do genoma para introgressao
de genes (Proite, et al., 2007), além de ser cultivada por indios guaranis no litoral

Atlantico (Silva, 2008), mostrando ser objeto de selecéo para caracteristicas de cultivo.

Esta espécie é geograficamente a mais amplamente difundida entre as espécies
de Arachis e, em consequéncia, foi selecionada em diversos ambientes que vao desde a
savana as dunas costeiras (Proite, et al., 2007). Devido a isso, diversos acessos de A.
stenosperma do Banco Ativo de Germoplasma (BAG) da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia ja foram testados. Mais especificamente, o acesso V10309 desta espécie,
coletado em Rondondpolis — MT, é resistente ao nematoide das galhas (Meloidogyne
arenaria racas 1 e 2, M. javanica raca 4 e M. hapla), ao nematoide dos bulbos
(Ditylenchus destructor) e aos fungos foliares [Cercospora arachidicola, Passalora
personata (Sin. Cercosporidium personatum) e Puccinia arachidis] (Veiga, et al., 2001,
Leal-Bertioli, et al., 2005; Proite, et al., 2007; Féavero, et al., 2009; Leal-Bertioli, et al.,
2010).

Segundo Leal-Bertioli e colaboradores (2010), 35 dias apds a inoculagdo, as
amostras de A. hypogaea cv. IAC-Tatu exibiam sintomas tipicos visiveis causados por P.
personata, contudo, a espécie silvestre testada, A. stenosperma acesso V10309, néo
apresentou nenhum sintoma macroscopico, o que também foi confirmado por Favero e

colaboradores (2009) apds 42 dias da primeira inoculacao.
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2.5.Principais fatores responséaveis pela redugdo d  a produtividade

O amendoim é amplamente cultivado nos trépicos semiaridos por agricultores
detentores de poucos recursos, onde muitos fatores abioticos e bidticos podem limitar

sua produtividade e a qualidade das sementes (Dwivedi, et al., 2003).

A maioria das perdas econ6micas desta cultura, em todo o mundo, € imposta por
doencas foliares causadas por diversos agentes patogénicos (Nobile, et al., 2008), dentre
eles: Phoma arachidicola Marasas, Pauer & Boerema (agente causal da mancha
barrenta), Cercospora arachidicola Hori (mancha castanha), Sphaceloma arachidis
Bitanc. & Jenkis (verrugose), Passalora personata (Berk. & M.A. Curtis) S.A Khan & M.
Khamal (mancha preta) e Puccinia arachidis Speg. (ferrugem) (Godoy, et al., 1999; Izge,
et al., 2007; Leal-Bertioli, et al., 2010). As duas ultimas, mancha preta e ferrugem, sao
consideradas as doencas foliares mais graves no amendoim no Brasil e no mundo
(Shokes & Culbreath, 1997; Pande & Rao, 2001; Leal-Bertioli, et al., 2005; Nobile, et al.,
2008). Na maioria das areas ambas as doencas ocorrem juntas, mas a incidéncia e
gravidade de cada doenga variam com o ambiente, localizag&o e cultivar (Pande & Rao,
2001; Cantonwine, et al., 2008). Ambas as doenc¢as causam perdas de rendimento de
50% ou mais na safra se cultivares suscetiveis ndo forem protegidas com produtos
quimicos (Subrahmanyam, et al., 1984; Aquino, et al., 1995; Pande & Rao, 2001), e além
de prejudicar o rendimento e qualidade da vagem, essas doencas também afetam o
rendimento e qualidade da area foliar (haulm), que poderia ser usada para forragem
(Khedikar, et al., 2010).

Portanto, cultivares bem adaptadas com mudltipla resisténcia ao estresse biotico e
toler&ncia aos estresses abiodticos (seca, baixa disponibilidade de ferro, especialmente
sob solos em condi¢des acidicas ou a ndo disponibilidade dele em solos calcéarios, por
exemplo) e com alto rendimento, proporcionaria uma maior e mais sustentavel producao
de amendoim, principalmente aos agricultores de subsisténcia nas regides dos tropicos
semiaridos, reduzindo os custos de producédo e os efeitos nocivos de produtos quimicos

no ecossistema (Dwivedi, et al., 2003; Izge, et al., 2007).

2.6.Mancha preta

A mancha preta, também conhecida como mancha tardia, pinta preta, viruela del
mani ou late leaf spot, é causada pelo fungo Passalora personata. Esta espécie €

exclusivamente patogénica ao género Arachis e causa a mais severa entre as doengas



12

foliares do amendoim no estado de S&o Paulo, o maior produtor nacional, além de ser
mundialmente difundido e aparecer em destaque também em outros paises produtores
(Moraes, et al., 1994; Butler, et al., 1994; Nobile, et al., 2008). Dificilmente encontra-se
uma cultura em fim de ciclo sem sintomas dessa doenca, pois a mancha preta
geralmente ocorre mais tarde na estacdo e é, muitas vezes, vista como um complexo

com outras manchas foliares (Pretorius, 2006).

Nomenclatura

Ha ainda certa controvérsia no que se refere a nomenclatura correta da fase

anamoérfica do agente causal da mancha preta.

De acordo com o Index Fungorum (2011), a nomenclatura mais recente vélida e
disponibilizada para este patdgeno é Phaeoisariopsis personata (Berk. & M.A. Curtis) Arx
(1983). Outras sinonimias sdo encontradas, tais como: Passalora personata (Berk. &
M.A. Curtis) S.A Khan & M. Khamal (1961) e Cercosporidium personatum (Berk. & M.A.
Curtis) Deighton (1967).

O género Cercosporidium tornou-se sinonimia de Passalora, que é
essencialmente distinta de Phaeoisariopsis por ndo ter conidiomas sineméaticos e por

apresentar, visivelmente, células conidiogénicas geniculadas (Stewart, et al., 1999).

Segundo alguns pesquisadores (Braun, 1995; Stewart, et al., 1999; Crous, Kang,
& Braun, 2001) e com base em seus estudos morfolégicos e moleculares, optou-se neste
trabalho, utilizar o nome cientifico Passalora personata (Berk. & M.A. Curtis) S.A Khan &

M. Khamal (1961), por se tratar de ser o mais apropriado.

Etiologia

Mycosphaerella berkeleyi W.A. Jenkins (1938), é a forma teleomoérfica ou sexuada
de Passalora personata. E um ascomiceto, pertencente a familia Mycosphaerellaceae,
apresenta ascomas periteciais espalhados, principalmente ao longo das margens da
lesdo, anfigeno, parcialmente dentro do tecido do hospedeiro, errupente, amplamente
ovado a globoso, em um tamanho de 84-140 x 70-112um, na cor preta, ostiolo levemente
papilado, ascos cilindricos, em forma de trevos, estipes pequenas, fasciculadas, 30-40 x
4-6um, aparafisados, bitunicados, com oito (8) esporos, esporos unisseriados a

imperfeitamente bisseriados no asco, bicelular, a célula superior um pouco maior,
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ligeiramente constrito no septo, hialino e ascésporos com 10,9-19,6 x 2,9-3,8um (média
de 14,9 x 3,4um) de tamanho (McDonald, et al., 1985).

O agente causal da mancha preta, apesar da existéncia conhecida da sua fase
teleomorfica, € encontrado em sua fase anamorfica (assexual), conhecida como P.
personata (Berk. & M.A. Curtis) S.A Khan & M. Khamal (1961), um fungo cercospordide,
que possui estroma globular denso, pseudoparenquimatoso, com até 130um de diametro
(Figura 6A), além de inUmeros conidiéforos de cor palida a marrom olivaceo, lisos, 1-3
geniculos, com tamanhos de 1-10 x 3,0-6,5um, cicatrizes conidiais conspicuas,
proeminentes, um tanto escuras, com 2-3um de largura (Figura 6B-D), os conidios séo
solitarios e pigmentados (castanho claro), cilindricos, obclavados, geralmente retos ou
ligeiramente curvados, parede geralmente finamente &spera, arredondadas no apice,
base pouco conica com hilo conspicuo, 1-9 septos ndo constritos, principalmente com 3-4
septos e variando de 20-70 x 4-9um de tamanho (Figura 6E-F) (Jenkis, 1938; McDonald,
et al., 1985; Pretorius, 2006; Freire & Braun, 2009; Leal-Bertioli, et al., 2010).
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Figura 6 — Imagens de microscopia optica da fase an  amorfica do agente causal da mancha preta,
Passalora personata . (A) Estroma globular denso. (B) Conidiéforos genic ulados em fasciculos
densos. (C) Detalhe da estrutura fasciculada dos co  nidiéforos e em seu aspecto liso. (D) Cicatrizes
nos conidiéforos (setas). (E) Crescimento simpodial das células conidiogénicas, formando conidios
solitarios (seta). (F) Mostra o padrdo de formato e ncontrado de conidios, cilindricos, podendo ser
retos ou ligeiramente curvados, parede levemente as  pera, podendo ser uni ou multisseptados, com
ponta arredondada e base cdnica com hilo conspicuo. Fotos de Liberato e Shivas (2006).

Sintomatologia

A patogénese de P. personata comeca com a disseminacdo (por respingos de
agua, vento, insetos ou utensilios agricolas), deposicdo e adesdo dos conidios na
superficie da planta e o crescimento, durante os periodos de alta umidade, do tubo
germinativo sobre essa superficie. Em seguida, as pontas das hifas se modificam em
apressorios (estrutura de fixagdo do fungo na superficie do tecido hospedeiro), onde com
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0 aumento da pressdo de turgor, impulsiona a penetracdo na parede da célula
hospedeira através da epiderme, ou mais frequentemente, pelos estdbmatos, originando
ramificagbes hifais especializadas, os haustorios (responséveis pela captacdo de
nutrientes do hospedeiro), permitindo assim o crescimento intracelular do micélio e a sua
invaginagdo na membrana plasmatica da célula hospedeira (McDonald, et al., 1985;
Pretorius, 2006; Nobile, et al., 2008; Leal-Bertioli, et al., 2010). O ciclo de infeccdo é
concluido em cerca de 20-25 dias e os primeiros sintomas em cultivares suscetiveis sao
visiveis depois de 10-14 dias (Shokes & Culbreath, 1997), podendo todo o processo ser

recomecado pela dispersdo de novos conidios ou ascosporos (Figura 7).
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Figura 7 — Ciclo de vida do P. personata , agente causal da mancha preta no amendoim. Imagem
adaptada de McDonald e colaboradores (1985).

Os sintomas da mancha preta comegcam nas folhas mais velhas, avancando
progressivamente para as folhas mais novas (Almeida, 2001). Aparecem como pequenas
manchas marrons com halos cloréticos (Figuras 8A e B) (Hagan, 1998), que mais tarde
se alargam tornando-se castanho-claras e castanho-escuras enegrecidas (Jyosthna, et
al., 2004) medindo até 7mm de diametro com bordas mais uniformes nos foliolos e halo
amarelo indistinto ou ausente (Figura 8C-H). Porém, em manchas maduras,
ocasionalmente, desenvolve-se um halo amarelo (Barreto, 1997; Leal-Bertioli, et al.,
2010). Além disso, manchas podem aparecer nos peciolos, hastes central e lateral,

pedunculo (peg) e vagens, e sdo mais alongadas, do que as vistas nos foliolos, mas, s6
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sdo encontradas em amendoins severamente afetados pela mancha preta (Hagan, 1998;
Almeida, 2001).

Adaxial Abaxial

Figura 8 — Folhas de A. hypogaea infectadas por P. personata. (A-G) A. hypogaea cv. IAC-Tatu,
obtidos e cultivados em casa de vegetacdo da Embrap  a/Cenargen, Brasilia, DF. (A, C e E) Superficie
adaxial; (B, D e F) Superficie abaxial. (A-D) Folhas destacadas, mantidas umedecidas em placa de
Petri, mostrando sintomas iniciais da mancha preta ( pequenas manchas cloréticas). Inoculadas
artificialmente; (E-F) Cultivar crescida e mantida em copo plastico, em casa de vegetacéo. Inoculadas
artificialmente; (C-D) Aumento do tamanho das lesde s e a uniformizagdo das bordas arredondadas.
(G) Amostra coletada de casa de vegetacdo, contendo sintomas mais avancados da mancha preta e
de ferrugem ( Puccinia arachidis ), ambas mostrando seus corpos de frutificagdo na p arte abaxial.
Infeccdo natural; H) Imagem de um campo de plantio de amendoim, no sul dos Estados Unidos,
infectado por P. personata (DWSPL & Cattlin, s/d) . Fotos (A-G) por Andressa da C. Q. Martins. DAI:
Dias ap6s a inoculagéo.
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A esporulacdo conidial ocorre em quase todas as lesdes, principalmente na
superficie abaxial da folha, onde as lesdes sdo pretas, a partir de um visivel estroma
escuro com aparéncia pouco aspera, elevada ou acolchoada (Figura 8G). Isso é devido
ao fato do P. personata produzir muitos esporos, principalmente, na parte abaxial da folha
(Hagan, 1998; Almeida, 2001; Jyosthna, et al., 2004; Ramos, 2007). Em ataques severos,
essa esporulacdo também pode ser observada na superficie adaxial (Barreto, 1997),

onde as lesbes sdo quase pretas.

Dependendo das condicdes ambientais e do historico de cultivo, os sintomas
foliares geralmente aparecem entre 30-50 dias ap6s o plantio (Damicone & Melouk, sem
data).

A doencga reduz a é&rea foliar e provoca queda prematura das folhas, além de
enfraquecer as hastes e os pegs, podendo reduzir a produtividade em até 70% (Coutinho
& Suassuna, 2008). Folhas severamente afetadas tornam-se verdes palidas a amarelas,
murcham e caem. A desfolha normalmente comeca nas folhas mais baixas e continua
para cima até que todas as folhas mais jovens do é&pice também sejam perdidas

(Damicone & Melouk, sem data; Hagan, 1998).

Epidemiologia

Duas varidveis meteoroldgicas que afetam fortemente o processo de infeccdo e
favorecem as epidemias de mancha preta sdo a temperatura (20-26C) e o molhamento
foliar (=10 horas) (Butler, et al., 1994; Barreto, 1997). A temperatura mais favoravel para
producdo de esporos durante periodos de umidade relativa 295% € 20T (Alderman &
Nutter Jr, 1994), sendo que a porcentagem de germinacéo de conidios diminui com o
aumento da temperatura, acima de 20C, enquanto que a 20<C, leva cerca de 12 horas
para que 50% dos conidios germinem (Sommartya & Beute, 1986). Além disso, outro

requisito importante para esporulacéo € a luz (Pretorius, 2006).

Embora o teleomorfo desse fungo seja conhecido, os ascésporos ndo sao
geralmente considerados como fontes importantes de indculo primario (McDonald, et al.,
1985). Conidios produzidos por conidi6foros em restos culturais no solo e em plantas de
amendoim fora de época servem como a principal fonte priméaria de indculo inicial
(Pretorius, 2006), e de onde os conidios sdo disseminados a curta distancia pelo vento ou

por gotas de &gua, dando inicio as infec¢Bes primarias (Sanine, 2006). Os esporos
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produzidos nessas infec¢des sao disseminados principalmente pela agua, conduzindo a

ciclos secundérios de infec¢do (Damicone & Melouk, sem data).

Mesmo sendo a principal fonte de indéculo (conidios), os ascoésporos,
clamidésporos e fragmentos de micélio também podem ser infecciosos (Leal-Bertioli, et
al., 2010), pois o fungo sobrevive de uma estacdo a outra como conidios ou massa
micelial, em restos de culturas ou plantas voluntérias. Estes podem permanecer por até
10 meses e € por este motivo que a doenga se mantém quando se faz uma ou duas
safras/ano (Almeida, 2001).

Controle

O controle da mancha preta pode ser feito através da integracdo de diversas
medidas que visa reduzir o indculo inicial e a taxa de infec¢do, retardando o inicio da
epidemia (Almeida, 2001). E recomendavel préaticas agricolas com rotacéo de culturas
com espécies ndo pertencentes ao género Arachis, por dois a trés anos, medida esta ja
adotada na renovacdo de canaviais, impedindo o acumulo do patégeno no solo. Outras
medidas sdo: incorporagéo de restos culturais através de aragdo profunda, retardando o
inicio das epidemias; destruicdo de plantas voluntarias, que servem de indculo
secundario para novas epidemias; limpeza dos equipamentos; aplicagbes mdltiplas de
produtos quimicos em intervalos regulares. Dependendo da persisténcia do patégeno na
planta, estes podem ser aplicados 3-4 vezes durante o ciclo, a partir dos 35-402 dias de
emergéncia ou por meio de modelos de previsdo de ocorréncia da doenca, visando a
racionalizagdo do seu uso (Damicone & Melouk, sem data; Almeida, 2001; Kishore, et al.,
2001; Pensuk, et al., 2003).

Aplicacdes de fungicidas sdo eficazes no controle da mancha preta, no entanto, a
maioria dos agricultores nos paises em desenvolvimento ndo tem recursos para comprar
o fungicida (Pande & Rao, 2001; Pensuk, et al., 2003). Embora a aplicacédo de fungicida
seja eficaz no controle das doencas foliares do amendoim, os problemas associados a
sua aplicacdo como alto custo, poluicdo ambiental e as chances de desenvolvimento de
resisténcia do patégeno ndo fazem deste uma boa escolha para o seu uso continuado
(Almeida, 2001; Luo, et al., 2005b; Kumar & Kirti, 2011), necessitando o desenvolvimento
de componentes alternativos de manejo da doenga mais econdmica e ecologicamente
amigaveis (Kishore, et al., 2001). O desenvolvimento de cultivares resistente ¢é
considerado um dos meios mais eficazes para reduzir as perdas de rendimento causadas

por patégenos na agricultura (Luo, et al., 2005b; Nobile, et al., 2008).
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Assim, um dos principais objetivos dos programas de melhoramento de amendoim
em todo o mundo (Figura 9) € o desenvolvimento de cultivares tolerantes ou resistentes a
doencgas, que possam ser usadas no manejo ou no controle de doengas do amendoim
(Wynne, et al.,, 1991). Com isso, o caminho alternativo é o de se identificar no
germoplasma de amendoim resistente a mancha preta e incorporar a resisténcia em

cultivares adaptadas (Pensuk, et al., 2003).

ppppp

Figura 9 — Paises que possuem programas de melhorame nto de amendoim no mundo. Adaptada de
http://www.guiageo-mapas.com/mapa-mundi.htm . América do Norte: Estados Unidos (Texas, Flérida,
Georgia, Alabama, Carolina do Norte, Novo México, O klahoma e Virginia); América do Sul: Brasil
(Distrito Federal l, Sao Paulo 2, Paral’ba3), Bolivia e Argentina; Europa: Franga; Africa: Seneg al, Mali,
Nigéria, Uganda, Tanzania, Zambia, Malaui, Zimbabué , Mocambique e Africa do Sul; Asia: india, China,
Tailandia, Japdo e Indonésia; Oceania: Australia. YAC - Instituto Agrondmico de Campinas — SP;
2Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia — DF; 3Embrapa Algodao — Campina Grande — PB).

2.7.Interacado planta patdégeno

Apesar das plantas estarem sob exposicdo continua a varios micro-organismos na
natureza, elas sdo geralmente resistentes a maioria dos patdgenos, pois a habilidade de
um micro-organismo causar doenca na planta é tratada como uma excecéo e ndo como a
regra (Staskawicz, 2001). A resisténcia a doencas de plantas é resultado da co-evolugéo
entre planta e patégeno (Graham & Graham, 1991), e se da por um complexo sistema
multicomponente de mecanismos de defesa estruturais e bioquimicos da planta, podendo
ser de origem constitutiva (pré-formado) ou induzida (pés-formado), que atuam de
maneira dindmica e coordenada para reconhecer e impedir a invasdo do patdgeno
(Pascholati & Leite, 1995).
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As barreiras pré-formadas sdo o primeiro obstaculo que o patégeno encontra ao
tentar invadir e colonizar a planta, deparando-se logo em seguida, com as respostas
induzidas (barreiras pos-formadas), onde pode ocorrer a resposta de hipersensibilidade
(HR) com a inducdo de fitoalexinas e varias proteinas, incluindo as proteinas
relacionadas a patogénese (PR). Além dessa resposta de defesa induzida, existem ainda,
diversos compostos que desencadeiam rotas de sinalizacdo especificas e coordenam
resposta de defesa contra o patégeno, tais como a do acido jasménico (JA), acido
salicilico (SA) e do horménio etileno (ET), que precisam ser vencidos, para entdo o
patdgeno conseguir completar seu ciclo e causar a doenca na planta (Mysore & Ryu,
2004).

Mecanismos de defesa podem ser ativados por PAMPs (padrbes moleculares
associados a patégenos — Pathogen-associated Molecular Patterns), denominada PTI
(imunidade desencadeada por PAMPs — PAMP-triggered immunity), ou desencadeada
por efetores e denominada ETI (Effector-triggered immunity) (Géhre & Robatzek, 2008). A
PTI esta geralmente associada a imunidade nao-hospedeira e a imunidade basal
(respostas imediatas ao contato com o0 patdgeno). Enquanto que a ETI esta associada a

HR e a resisténcia sistémica adquirida (SAR).

A PTl e a ETI fazem parte do modelo atualmente conhecido como Dogma Central
da Fitopatologia, que descreve um processo de co-evolucdo denominado quebra de

braco evolucionaria (evolutionary arms-race).

A resisténcia mostrada por toda espécie de planta a maioria dos patégenos
potenciais, é conhecida como resisténcia de ndo-hospedeira, sendo a forma mais comum
e duravel de resisténcia. De acordo com Myosore e Ryo (2004) a resisténcia nao-
hospedeira pode ser dividida em dois tipos: tipo | — ndo produz nenhum sintoma visivel
(necrose), e tipo Il — esta sempre associado a rapida formacdo de necrose localizada
(HR). Em contraste a resisténcia de nao-hospedeira, a resisténcia de hospedeira, é
expressa por alguns gendtipos de plantas dentro de uma espécie hospedeira suscetivel,

sendo geralmente patégeno-especifica (Heath, 2000), podendo ser mediada por genes R.

Dentre os mecanismos de defesa das plantas contra a infec¢do por patégenos,
aqueles mediados pelos genes R sdo os melhores caracterizados (Elvira, et al., 2008).
No modelo classico de interacdo gene a gene, proposto por Flor (1971), onde barreiras
quimicas e estruturais impedem o sucesso do patdégeno, essa resisténcia ocorre quando
planta possui 0 gene R (de resisténcia dominante) e o patégeno o gene Avr (de
aviruléncia dominante), gerando uma reacdo incompativel, onde o produto do gene R

reconhece o produto do gene Avr, que atua como elicitor, desencadeando sinais para
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uma ativacao rapida dos mecanismos de defesa e resisténcia da planta. A auséncia do
gene R na planta, ou do gene Avr no patdégeno ou de ambos, resulta na interacdo
compativel, isto €é, nd@o ocorre 0 reconhecimento do patdégeno pela planta,
desencadeando uma resposta de defesa mais lenta e a instalagdo da doenca
(Hutcheson, 1998; Cordeiro & Sa, 1999; Staskawicz, 2001). Os genes Avr sdo assim
denominados, porque na presenca dos genes R causam aviruléncia (Bent & Mackey,
2007).

Essa teoria de Flor pode ser interpretada, por meio da nova terminologia
empregada pelo modelo do Dogma Central da Fitopatologia, da seguinte forma: as
plantas detectam componentes genéricos conservados dos micro-organismos (PAMPS)
desencadeando a PTI. No entanto, alguns micro-organismos desenvolvem efetores
(fatores de viruléncia) que podem suprimir a resposta de defesa das plantas. Diante
disso, as plantas desenvolveram genes de resisténcia (genes R) especificos, onde seu

produto detecta os efetores do patégeno, desencadeando a ETI (Bent & Mackey, 2007).

Logo apés o reconhecimento genético entre planta-patdégeno e a transducao de
sinais ocorre a ativagdo de genes, onde dois grupos podem estar envolvidos nesta fase,
0s genes de ativagdo precoce e os de ativacdo tardia, sendo que, 0os genes de ativacdo
precoce podem, hipoteticamente, estar envolvidos na regulacéo e atividade dos genes de
ativacao tardia (Cordeiro & Sa, 1999).

Uma série de alteragBes fisiolégicas e bioquimicas, juntamente com a resposta
molecular, ocorre durante o periodo entre o aparecimento do estresse na planta, a partir
da invasdo do patégeno e subsequente interacdo planta-patégeno (You-Xiong, et al.,
2011). Portanto, as interacdes planta-patdbgeno sdo caracterizadas por mudangcas na

expressao génica de ambos o0s organismos (Benito, et al., 1996).

A complexidade dos mecanismos de defesa vegetal implica em uma grande
mudan¢ca na atividade metabdlica, resultante da expressdo regulada de genes

responsivos ao estresse.

Dessa forma, torna-se essencial a identificacdo de genes envolvidos nestas
respostas tanto para o entendimento desses mecanismos de defesa da planta contra
fitopatégenos (Somssich & Hahlbrock, 1998; Lee & Choi, 2002; Corrent, et al., 2009;
Govind, et al, 2009) quanto para estabelecer estratégias em programas de

melhoramento de plantas, especialmente para cultura de amendoim (Nobile, et al., 2008).
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2.8. Andlise da expressao génica

Progressos no campo da gendmica funcional tém permitido o estudo de respostas
de plantas em todos os niveis do transcritoma, revelando a natureza complexa das

respostas multigénicas em plantas (Payton, et al., 2009).

O transcritoma € um conjunto completo de transcritos (RNAs) em uma célula e

sua quantidade, para um estagio de desenvolvimento especifico ou condicao fisioldgica.

A compreensdo transcritbmica ajudara a interpretar os elementos funcionais do
genoma, revelando os componentes moleculares de células e tecidos, visando: catalogar
todas as espécies de transcritos, incluindo mMRNA (RNA mensageiro), RNAs nédo
codificadores e pequenos RNAs; determinar a estrutura de transcricdo dos genes, em
termos de locais de inicio, extremidades 5 e 3’, os padrBes de splicing e outras
modificacBes poOs-transcricionais; quantificar a mudancga nos niveis de expressao de cada
transcrito durante o desenvolvimento e sob diferentes condi¢des, tornando seu estudo
importante para entendimento dos processos de transcricdo, uma vez que a alteracdo
nos niveis de expressdo esta diretamente relacionada a modificagcbes na fisiologia,
metabolismo e consequentemente, ao processo de adaptacdo celular (Passos, et al.,
2000; van Vliet, 2009; Wang, et al., 2009).

Com isso, 0 estudo da expressdo génica tem demonstrado ser uma importante
ferramenta no entendimento dos processos bioldgicos em nivel molecular, podendo este,

contribuir para caracterizacdo da resisténcia de plantas.

Por meio da comparacdo da expressado génica diferencial entre organismos em
condicBes normais e submetidos a algum tipo de estresse, € possivel, identificar genes
que podem estar envolvidos nos mecanismos de defesa, além da possibilidade de tentar
identificar em quais vias atuam ou sao reguladas por esses genes (Leal-Bertioli, et al.,
2003).

O sequenciamento do genoma revela todos 0s genes presentes dentro de um
organismo, mas nao revela quais dos genes sdo ativos em diferentes vias metabdlicas,
tecidos ou estagios de desenvolvimento (PGP, 2011). Por isso que, é importante, mesmo
para espécies para as quais a sequéncia completa do genoma ja esta disponivel,
incluindo algumas leguminosas de grande expressdo produtiva como: soja, canola e,
recentemente, feijdo-guandu, a construgdo de banco de genes transcritos (ou de ESTs —
Expressed Sequence Tags, na terminologia, anteriormente utilizado para o

sequenciamento de clones de bibliotecas de cDNA). No caso de plantas cujo genoma
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ainda nao esta disponivel, como o caso do amendoim, essa ferramenta se torna ainda

mais essencial para estudo de genémica e prospeccédo de genes.

ESTs sdo sequéncias curtas (parciais) de DNA, geradas pelo sequenciamento em
larga escala de clones selecionados, aleatoriamente, de bibliotecas de cDNA (DNA
complementar) construidas a partir de mRNA (RNA mensageiro), isolado em um estagio
de desenvolvimento e/ou tecido em particular (Luo, et al., 2005a; Luo, et al., 2005b).
Trata-se de uma abordagem gendmica eficaz para a rapida identificacdo de genes
expressos ou genes transcritos (Guo, et al., 2008), capaz de fornecer uma fonte para
descobertas de novos genes, especialmente em plantas ndo modelo para as quais as
sequéncias do genoma completo ndo estdo ainda disponiveis, e para andlises
comparativas entre os organismos (Morozova, et al., 2009; Li, et al., 2010; Franssen, et
al., 2011; Mondego, et al., 2011). Além disso, a partir de ESTs ou de genes transcritos é
possivel, ainda, analisar expressdo em grande escala, fazer anotacbes genbmicas,
mapeamento genético, analisar tracos quantitativos (QTLs — Quantitatives Traits Loci),
desenvolver marcadores moleculares, incluindo os microssatélites (SSR — Simple
Sequence Repeats) e os de variagbes em um Unico nucleotideo (SNPs — Single
Nucleotide polymorphism) e produzir catdlogos de genes (Mekhedov, et al., 2000;
Ogihara, et al., 2003; Luo, et al., 2005a; Alves, et al., 2008; Guo, et al., 2009; Liang, et al.,
2009; Payton, et al., 2009; Stalker, et al., 2009; Song, et al., 2010; Kumar & Kirti, 2011).

Um grande nimero de ESTs ja esta depositado no banco de dados do GenBank
(dbEST) para as trés maiores culturas de oleaginosas, concorrentes do amendoim em
escala mundial de producédo: soja (1.461.624), canola (643.937) e algodao (274.247 —
dados das espécies cultivadas). Diferente disso, havia apenas 226.009 ESTs, para todo o
género Arachis, depositados no GenBank, entre os quais 151.667 foram provenientes da
espécie cultivada (A. hypogaea) e o restante oriundos de A. duranensis (35.291), A.
ipaénsis (32.787) e A. stenosperma (6.264). Até o momento, a maioria dos ESTs
gerados, para o género Arachis, tem tido como objetivo o de identificar genes
potencialmente envolvidos em resposta ao estresse abidtico e bidtico e o
desenvolvimento de marcadores moleculares (Alves, et al., 2008). Enquanto que os ESTs
depositados no dbEST para A. stenosperma séo referentes a folhas e raizes sadias e

inoculadas com Bradirhyzobium sp. e M. arenaria.

Recentemente foi desenvolvida a tecnologia de sequenciamento 454 GS-FLX
para o sequenciamento de genes transcritos que representa um método rapido e eficiente
de grande potencial para analisar as regides transcritas do genoma (Torres, et al., 2008;

Li, et al., 2010), pois remove muitas das etapas envolvidas no sequenciamento de genes
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transcritos pelo método Sanger, que consumiam muito tempo, facilitando o
sequenciamento do transcritoma (Parchman, et al., 2010), além de dispensar a
necessidade de clonagem, tirando vantagem de um eficiente método de amplifica¢éo in
vitro de DNA, conhecido como PCR em emulsdo (Margulies, et al., 2005; Roche A. S.,
2006).

2.9. Pirossequenciamento

Desenvolvida pela 454 Life Sciences Corporation, agora também conhecida por

Roche Applied Science (http://www.my454.com), a tecnologia de sequenciamento 454 foi

a primeira plataforma de sequenciamento de nova geracdo (NGS — Next Generation
Sequencing) a ser comercializada. Esta tecnologia é baseada em uma plataforma de
pirossequenciamento que utiliza volumes em picolitros de DNA em um ambiente
altamente multiplexados de fluxos capazes de produzir de 20 a 40 milhGes de bases por
corrida (Cheung, et al., 2006; Rothberg & Leamon, 2008; Carvalho & Silva, 2010).

Em resumo, trata-se de um sequenciamento baseado em sintese — 0
pirossequenciamento, onde a leitura da sequéncia é realizada pela combinacdo de
reacdes enzimaticas que se inicia com a adicdo do dNTP, ocorrendo logo em seguida a
liberacdo de um pirofosfato inorganico (PPi), o qual é convertido em ATP, pela enzima
ATP sulfurilase. A ATP é utilizada pela enzima luciferase para oxidar a luciferina,
produzindo, desta forma um sinal de luz. As emissdes de luzes s&o entdo captadas por
uma camera (CCD — Charge-coupled device) acoplada ao sistema 454 (Figura 10)
(Rothberg & Leamon, 2008; Carvalho & Silva, 2010).
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Figura 10 — Esquema resumido do processo de pirosseq  uenciamento.
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A plataforma GS FLX Titanium tem capacidade de produzir em média um milh&do
de leituras, com tamanho variando entre 300-450 bases, podendo ser até de 500 bases
em condi¢Bes de bibliotecas shotgun (0 DNA ou cDNA € dividido aleatoriamente, em
fragmentos, e cada um é sequienciado), ou de 500-1.000pb (com a atual tecnologia GS
FLX Titanium XL+) em 10 horas (Andreote, 2011; Gilles, et al., 2011; Natarajan & Parani,
2011).

O primeiro trabalho publicado mostrou que a plataforma 454 foi capaz de gerar a
mesma quantidade de informacdo obtida com o0 sequenciamento Sanger com alta
qualidade, a partir de clones BACs (Bacterial Artificial Chromosome — Cromossomo
Artificial de Bactérias) de cevada (Hordeum vulgare L.) (Wicker, et al., 2006). Depois
vieram outros trabalhos. Com Medicago (Medicago truncatula Gaertn.), confirmou-se que
0 pirossequenciamento era capaz de proporcionar descoberta de novos genes, além de
confirmar o valor de leituras curtas, originadas de bibliotecas de cDNA normalizadas,
para as anotacfes génicas (Cheung, et al.,, 2006). Em milho (Zea mays L.), foi
evidenciado que o0 uso conjugado da técnica de microdissecacdo com captura a laser
(MCL) de transcritos aumenta a chance de transcritos raros, principalmente em 6rgéos
altamente especializados como o meristema apical (Emrich, et al., 2006). Além disso,
com Arabidopsis (Arabidopsis thaliana L. sensu Heynh) testou-se a capacidade dessa
tecnologia em gerar genes transcritos e fornecer uma ampla cobertura do transcritoma,
além da indicacdo de uma boa representatividade de todas as regifes transcritas e da
adicdo de mais de 16.000 novos genes transcritos ao banco de dados ja existente
(Weber, et al., 2007). Novaes e colaboradores (2008) demonstraram, ainda, o potencial
da plataforma 454 para descoberta de polimorfismos de Unica base (SNPs — Single
Nucleotide Polymorphism), em Eucalipto (Eucalyptus grandis Hill ex Maiden). No caso, do
Feijdo-guandu (Cajanus cajan L.), a tecnologia 454 foi capaz de gerar dados mais
abrangentes de transcritos, permitindo a andlise para o entendimento da arquitetura do
transcritoma e organizagdo genémica com relacdo a dindmica evolucionaria, além da
identificacdo de genes-candidatos envolvidos com resisténcia a doencas e
desenvolvimento de marcadores SNPs e SSR (Simple Sequence Repeat). Essa
producdo de marcadores SNPs em grande escala para constru¢cdo de um mapa de
ligacdo de alta densidade, foi demonstrada no trabalho de Russel e colaboradores
(2011), com groselha (Ribes nigrum L.). Enquanto que a identificacdo e producéo de
marcadores moleculares SSR, foi evidenciada, no estudo com grédo de bico (Cicer
arietinum L.) (Garg, et al., 2011). Do mesmo modo, para lentilha (Lens culinaris Medik.),

produziu-se novos unigenes com subseqiente anotacdo genbmica e identificou-se
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marcadores SSRs (Kaur, et al., 2011). Nao obstante, com o uso do pirossequenciamento
foi possivel determinar ndo somente a sequéncia genébmica completa do cloroplasto de
feijdo-da-china (Vigna radiata L.), como também a relacdo filogenética muito estreita
entre Vigna e Phaseolus (Tangphatsornruang, et al., 2010) e desenvolvimento de
marcadores SNPs e SSRs (Moe, et al., 2011).

Além dessas espécies, acima mencionadas, varias outras ndo modelos se
beneficiaram do sequenciamento de segunda geragcdo para criar banco de dados de
transcritoma, tais como: mangue-vermelho (Rhizophora mangle L.) e Heritiera littoralis
Aiton (Dassanayake, et al., 2009), azeitona (Olea europaea L.) (Alagna, et al., 2009),
Artemisia (Artemisia annua L.) (Wang, et al., 2009), castanha Americana (Castanea
dentata Marsh. Borkh) e castanha chinesa (Castanea mollissima Blume) (Barakat, et al.,
2009), Tragopogon miscellus G. B. Ownbey (Buggs, et al., 2010), ervilha (Pisum sativum
L.) (Franssen, et al.,, 2011), pinhdo manso (Jatropha curcas L.) (Natarajan & Parani,

2011), sdo alguns exemplos.

Como visto, este tipo de sequenciamento permite a montagem de novo de um
organismo, pois possibilita uma maior profundidade de cobertura (nUmero de leituras por
nucleotideo na fita molde — template. Dado pela férmula iz , onde C = cobertura, N
= numero de leituras, L = tamanho médio das leituras e G = tamanho do genoma original)
do genoma (Parchman, et al., 2010), com tamanho razoavel de sequéncia (400-500pb), e
tem sido o0 método amplamente utilizado no sequenciamento de espécies cujo genoma ¢é

pouco estudado, como o caso do amendoim.

2.10. PCR quantitativo (RT-gPCR)

As tecnologias e métodos utilizados na andlise da expressdo génica para o
estabelecimento geral dos padrdes de expressdo, bem como na sele¢do de expressdo
diferencial, requerem uma etapa adicional de refinamento e validacdo dos resultados que
pode ser realizada por meio de Northern Blotting, a qual requer grande quantidade de
RNA, além de ser laboriosa. Com isso, esta técnica vem sendo substituida pelo método
de reagdo em cadeia da polimerase com transcricdo reversa quantitativa (RT-gPCR),
devido a sua alta sensibilidade, boa reprodutibilidade, precisdo e resultados rapidos
(Rajeevan, et al., 2001, Pfaffl, et al., 2002; Morgante, et al., 2009; Derveaux, et al., 2010;
Gan, et al., 2011).
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Lu e colaboradores (2005) avaliaram o nivel de expressdo de alguns genes
relacionados a defesa, a partir de coroas de trigo (Triticum aestivum L.) inoculados com
Tilletia tritici (Bjerk.), utilizando o RT-gPCR. Uzarowska e colaboradores (2009) utilizaram
0 RT-gPCR para validarem seis das 65 sequéncias diferencialmente expressas
encontradas no experimento de microarranjo, em resposta a infeccdo do virus do
mosaico da cana-de-agucar (SCMV — Sugarcane mosaic virus) em milho (Zea mays L.).
Os seis genes-candidatos tinham associacdo a resposta de defesa. Meyer e
colaboradores (2009) utilizaram o RT-gPCR para determinar 0s niveis de expressao
relativa dos genes Rpp4Cl ao Rpp4C3 da linha suscetivel de soja [Glycine max (L.)
Merr.] (Wm82) e Rpp4C1l ao Rpp4C5 da linha resistente de soja (P1459025B), tanto no
grupo controle quanto no grupo desafiado com Phakospora pachyrhizi, agente causal da
ferrugem asiatica da soja. Wagner (2008), se utilizou dessa tecnologia para validar
genes-candidatos diferencialmente expressos, determinados pela técnica de hibridizacao
Affymetrix GeneChip® com amostras de dois gendtipos de cevada (Hordeum vulgare L.),
Igri (suscetivel) e Triton (resistente), desafiados com Rhynchosporium secalis, agente
causal da escaldadura na cevada, que foram sequenciados a procura de SNPs e
INDELSs, visando a deteccdo de QTL; Shi e colaboradores (2011) confirmaram o padr&o
de expressdo de dez transcritos derivados de polimorfismos de comprimento de
fragmentos amplificados (AFLP — Amplified Fragment Lenght Polymorphism) a partir de
folhas de feijdo (Phaseolus vugaris L.) inoculados com Xanthomonas axonopodis pv.
phaseoli. Esses sdo apenas alguns exemplos do uso do RT-gPCR na validacdo da

expressao génica de genes-candidatos envolvidos na resposta de defesa.

O desenvolvimento de RT-qPCR facilitou a detecgcédo de transcritos, aumentou o
rendimento experimental e reduziu a quantidade de RNA de entrada necesséria
(Morozova, et al.,, 2009), em virtude de sua capacidade de detectar em cada ciclo da
PCR, a quantidade de fragmentos amplificados (amplicons) acumulados (fase
exponencial da reacao), utilizando o monitoramento continuo da fluorescéncia emitida
durante a reacao de amplificagéo (Ponchel, et al., 2003). O primeiro aumento significativo
na quantidade de produto amplificado (amplicon) correlaciona-se com a quantidade inicial

da amostra-alvo (template).

A RT-gPCR combina a amplificacdo de um alvo especifico com métodos de
guantificacéo, por meio de medidas da fluorescéncia associada a sintese de amplicon ao
longo dos ciclos da PCR. Esta técnica funciona essencialmente da mesma maneira que a
PCR convencional, com ciclos subsequentes em que ocorre a desnaturacdo do DNA, a
hibridizacdo de um par de primers (iniciadores) a sequéncias especificas e a extensao,

mediada por uma DNA polimerase termoestavel, de uma fita de DNA complementar,
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resultando em um aumento exponencial do nimero de amplicons ao longo dos ciclos da
reacdo. No entanto, na RT-qPCR esse aumento € registrado em tempo real ao longo da
fase exponencial e ndo somente ao final da reacéo (Applied Biosystem, sem data).

Sendo assim, nesta fase exponencial (fase que fornece os dados mais precisos e
exatos para a quantificagédo) dois valores sao calculados: o limiar (threshold line) e o Cy
(Cycle threshold) ou C, (Ciclo de quantificagéo — Quantification cycle value) (Bustin, et al.,
2009). O aumento do sinal fluorescente é captado a cada ciclo até atingir um limiar
(threshold). E C4 € o ponto que detecta o ciclo na qual a reacéo atinge o limiar da fase
exponencial (Figuras 11 e 12) (Life Technologies, s/d; Almeida & Saddi, 2007; Peirson &
Butler, 2007).
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Figura 11 — Plotagem mostrando o niumero de ciclos da RT-gPCR e o nimero de cépias do material
amplificado, em cada ciclo durante a RT-gPCR, além d  os trés estagios de amplificacdo: Exponencial
(fase onde os reagentes da PCR estdo em abundancia, dobrando a cada ciclo os amplicons gerados);
Linear (Reagentes comegam a ficar escassos, diminui  ndo a quantidade de amplicons produzidos e
desacelerando a reacdo de PCR) e Platd/Plateau (0os re agentes j4 esgotaram e cessando a reagao).
Imagem adaptada de Life Technologies, sem data.
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Figura 12 — Curva de amplificacdo do RT-gPCR, numero de ciclos da PCR x ARn (magnitude da
fluorescéncia emitida), mostrando alguns componente s e valores que devem ser analisados. Seta e
linha pontilhada verde: linha de base ( baseline ) had pouca mudanca no sinal de fluorescéncia. Seta
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pontilhada azul: C ¢ (Ciclo de quantificag@o), nimero do ciclo no qual a fluorescéncia ultrapassa o

threshold. Seta e reta vermelha: controle sem DNA (NTC — No Template Control ) verifica a qualidade
da amplificacdo e possiveis contaminagdes. Seta e re  ta lil4s: limiar ou o threshold, nivel de sinal do
fluoréforo (corante reporter — corante de referéncia interna), corrige flutuacGes causadas por
alteracdes na concentragdo ou volume.

A fluorescéncia mais utilizada é SYBR® Green |, um corante fluorescente que se
incorpora ao DNA dupla fita, para detectar o produto da PCR conforme ele se acumula
durante os ciclos da reacédo, permitindo o monitoramento da amplificagdo de qualquer
sequéncia de DNA dupla fita, ndo sendo necessarias sondas, por meio da emissado de luz

verde, captada pelo instrumento de RT-gPCR.

s

Na deteccdo utilizando o sistema SYBR® Green, € importante executar uma
andlise da curva de dissociacdo (melting curve) apés a RT-gPCR para garantir que o
amplicon desejado foi detectado, isto porque, este corante intercala em todo e qualquer
DNA dupla fita presente na amostra, podendo gerar falso-positivos, ou seja, ele também
pode se ligar a sequéncias ndo especificas (produtos inespecificos) e, dimeros de
primers (Figura 13) (Life Technologies, s/d; Applied Biosystem L. T., s/d; Novais, et al.,
2004).
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Figura 13 — Grafico com os dados recolhidos durante 0 estagio de curva de dissociacdo ( melting
curve). Picos na curva de dissociacdo podem indicar a tem  peratura de dissociagcdo (Tm — melting
temperature ) do alvo ou pode identificar amplificacéo inespeci  fica. O pico mais evidente localizado no
centro do gréfico (seta azul) indica o ponto de dis  sociacdo do amplicon (amplificacdo de produto
especifico/esperado), com Tm a 77,36°C. Contaminant es, gerando produtos inespecificos ou dimeros

de primers aparecem como picos adicionais, vistos a esquerda do grafico (seta vermelha). —Rn
corresponde a primeira derivada negativa da fluores  céncia normalizada pelo reporter (SYBR Green)
durante a amplificacdo da PCR.
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Todos os formatos de PCR quantitativa detectam fluorescéncia em tempo real, e
usa o valor de C, para quantificar montantes iniciais de DNA/CDNA ou para estabelecer
uma curva padrdo para estudos de expressao génica ou outras analises comparativas

(Life Technologies, s/d).

Devido a diversidade quase que infinita de possiveis condigbes experimentais e
da incapacidade de controlar todos os parametros experimentais, um gene de referéncia
deve ser considerado como sendo vélido, desde que tenha sido validado nas mesmas
condi¢cbes que os usados para avaliar a expressdo do gene-alvo, permitindo a avaliacdo
da estabilidade de expressdo de genes-candidatos sob uma variedade de condi¢bes
(Gutierrez, et al., 2008).

Genes de referéncia sdo genes presentes em todos os tipos de células nucleadas,
envolvidos em processos celulares basicos e que sdo expressos constitutivamente na
célula, uma vez que sdo necessarios para a sobrevivéncia da célula. Porém, estudos
indicam que a expressdo desses genes constitutivos pode variar, € ndo hd um gene de
referéncia universal para todos os experimentos (Pfaffl, 2001; Gutierrez, et al., 2008;
Morgante, et al., 2009; Lee, et al., 2010). Com isso, um estudo recente foi realizado por
Morgante e colaboradores (2011) onde foi avaliada a estabilidade de dez genes de
referéncia candidatos para normalizacdo em RT-gPCR de folhas e raizes de trés
espécies silvestres (A. magna, A. duranensis e A. stenosperma) e a espécie cultivada (A.
hypogaea) do género Arachis, submetidos aos estresses bidticos e abiodticos, permitindo
0 uso de combinacdes especificas de genes de referéncia de acordo com a espécie,
0rgdo e estresse avaliados por meio do RT-qPCR. De acordo com Morgante e
colaboradores (2011), Actina (ACT1), proteina ribossomal 60S (60S) e duas ubiquitinas
(UBI1 e UBI2) foram os quatro principais genes de referéncia por eles avaliados, e que se
mostraram serem adequados como genes de referéncia universal inter-espécies de

Arachis.
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3. OBJETIVOS

3.1.Geral

by

Descobrir genes associados a resposta de defesa da planta durante interacédo
planta-patdogeno, por meio da andlise massal do transcritoma de espécie silvestre de
Arachis (A. stenosperma) resistente ao fungo causador da mancha preta do amendoim,
P. personata, bem como o desenvolvimento de um banco de dados dos genes transcritos

durante esta interagao.

3.2.Especificos

a) Realizar bioensaios com A. stenosperma e P. personata, visando a obtencédo de

RNA total da interacédo e controle;

b) Isolar, quantificar e produzir cDNA, a partir do RNA total de folhas de A.

stenosperma inoculada e ndo inoculada com P. personata;

c) Realizar anotacdo gendmica de um banco de dados de genes transcritos em A.

stenosperma obtidos através da tecnologia 454;

d) Identificar genes diferencialmente expressos durante a interagdo A. stenosperma
x P. personata e seu controle, visando a identificacdo daqueles associados a

resposta de resisténcia da planta;

e) Validar a expressao diferencial de genes-candidatos selecionados por meio da
tecnologia de reacdo em cadeia da polimerase com transcricdo reversa
gquantitativa (RT-gPCR).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1.Bioensaio de A.stenosperma e P. personata

4.1.1. Plantio das sementes de A. stenosperma e A. hypogaea cv. IAC-
Tatu

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacao e no laboratério de
Interacdo Molecular Planta Praga lll, no prédio de Biotecnologia da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia, Brasilia, DF, em periodos intercalados entre dezembro de
2009 a maio de 2011.

Sementes de A. stenosperma, 2n=2x=20, acesso VSv 10309, foram obtidas do
Banco Ativo de Germoplasma (BAG) da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia,
Brasilia — DF, e germinadas, sem adicdo de Ethrel ou fungicida, em copos plasticos de
500 mL, perfurados na parte inferior, contendo uma mistura de solo estéril, sulfato de
amonia, calcario e Mastermins, e mantidas em casa de vegetacao (Figura 14). A mesma
metodologia de germinacao foi utilizada com sementes de A. hypogaea cv. IAC-Tatu

(2n=4x=40) também obtidas a partir do BAG da Embrapa/Cenargen.

Figura 14 — Sementes de A. stenosperma (V10309) e A. hypogaea cv. IAC-Tatu, germinadas em copos
plasticos de 500 mL. Foto por Andressa da C. Q. Mar  tins.
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Ap6s 30 dias da germinagdo, as plantas foram divididas em dois grupos
(controle/testemunha e inoculado/tratado — Figura 15), com o cuidado para que cada

grupo incluisse plantas com o mesmo estagio fisiologico.

Figura 15 — Divisdo das plantas em dois grupos (con  trole e inoculado). Foto por Andressa da C. Q.
Martins.

4.1.2. Isolamento e preparo do inéculo com  P. personata

O isolado de P. personata, utilizado nos experimentos, foi coletado de lesdes
foliares de A. hypogaea cv. IAC-Tatu, em campo naturalmente infectado ao redor da
Embrapa Cerrados (Planaltina — DF). Os esporos do fungo, encontrados nestas lesdes,
foram raspados utilizando-se uma espatula e, posteriormente, transferidos para placa de
Petri contendo, aproximadamente 20 mL de meio BDA (Batata-Dextrose-Agar) com o
antibiético levofloxacina (100mg/mL), e incubadas a 23T em camara de crescimento,
sob 24 horas de luz, por 20 dias, periodo minimo necessario para o inicio da esporulacao
do fungo. Ap6s esporulacdo, o fungo foi observado quanto a morfologia dos seus
conidios, conidioforos, bem como o formato de seus corpos de frutificagdo, por meio de
microscépio Otico, para sua correta identificacdo. A partir disso, o fungo era

periodicamente repicado e armazenado em camara de crescimento.

A partir do 202 dia, procedeu-se a repicagem do fungo, transferindo-se, apos
breve agitacdo, 1 mL de suspensao de raspagem do meio, contendo micélio e conidios,
em agua, para novo meio BDA (100 mL) em Erlenmeyer, em mesmas condi¢cbes de

cultivo acima citadas, proporcionando superficie e quantidade de nutrientes maiores para
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o crescimento do fungo, do que o oferecido em placa de Petri. Apds esporulacdo, 0s

Erlenmeyers foram transferidos para camara fria a 4C.

Para o preparo de meio BDA, utilizou-se 13g de BDA (Acumedia) completando
com quantidade suficiente de agua destilada para um volume final de 330 mL. Apdés
homogeneizacdo do meio, distribuiu-se 100 mL deste para cada Erlenmeyer de 250 mL,
fechados com um chumaco de algodéo, gazes e papel pardo, para serem autoclavados

por 40 minutos, a 121<C e latm de presséao.

Uma suspenséo fangica foi preparada em Tween 20 (USB®) a 0,5%, a partir de
raspagens de coldnias de P. personata repicadas em meio BDA. ApGs breve agitacdo da
suspensédo para liberacdo dos conidios, estimou-se, por média de contagem em camara
de Neubauer, uma suspensdo de 5x10* esporos/ml. Outro tubo Falcon de 50 mL foi

preparado contendo apenas a solucdo de Tween 20 a 0,5%.

4.1.3. Inoculacéo das plantas com P. personata e coleta do material

vegetal

Sete plantas, de cada espécie utilizada no experimento, tiveram sua parte aérea
(caule, ramos e folhas) coletada como ponto zero ou ponto inicial do experimento (para
analise e comparacdo da expressdo génica antes do inicio do experimento com o0s
demais pontos coletados), e rapidamente envolvidas em papel aluminio, devidamente
identificados e submersos em nitrogénio liquido até posterior armazenamento em
refrigerador a -80C e isolamento de RNA total. Apés a coleta do ponto zero, deu-se
inicio a inoculagdo das plantas do grupo inoculado, as quais tiveram suas folhas
pinceladas com a suspensdo fungica, tanto na parte adaxial quanto na parte abaxial de
todos os seus foliolos. O mesmo procedimento foi realizado com as plantas do grupo
controle, sendo pinceladas também, ambas as partes dos foliolos, contudo, apenas com

uma solucéo de Tween 20 a 0,5% (Figura 16).
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Figura 16 — Esquema de inoculagdo, coleta e armazen amento das plantas de A. stenosperma e A.
hypogaea cv. IAC-Tatu, durante os bioensaios. (A) Inoculacéo das plantas. (B) Coleta. (C)
Identificacdo. (D) Armazenamento durante a coleta (N liquido). (E) Acondicionamento final apds a
coleta (refrigerador -80C).

A parte aérea de plantas do grupo controle e do grupo inoculado, de ambas as
espécies estudadas, foram coletadas as 24, 48 e 72 horas ap0s a inoculacdo (HAI),

seguindo o mesmo procedimento de coleta realizado no ponto zero.

Este ensaio foi realizado oito vezes, em épocas diferentes do ano, porém,
somente quatro deles (42 bioensaio — Dezembro/2009; 52 bioensaio — Margo/2010; 62
bioensaio — Julho/2010 e o 8¢ bioensaio — Maio/2011), foram utilizados neste estudo,

tendo em vista a obtencao de repeticGes bioldgicas para estudos de expressao génica.

4.2.Extracao de RNA total

Para o isolamento de RNA total utilizou-se o protocolo modificado de LiCl por
Morgante e colaboradores (2011). Usando-se as seguintes solucdes: tampdo NTES
(NaCl 0,1M, Tris-HCI 0,01M, EDTA 1mM, SDS 1% e quantidade suficiente de H,O DEPC
0,1% para 100 mL de tamp&o), Clorofane (25:24:1 — Fenol:Cloroférmio:Alcool Isoamilico),
AcNa — Acetato de Sodio 3M pH 4,5, LiClI — Cloreto de Litio 4M, H,O DEPC
(Dietilpirocarbonato) 0,1%, Etanol absoluto (100%) a -20C e Etanol 70% a -20C. Com
excecdo do SDS, clorofane e etanol, todas as outras solu¢des foram autoclavadas a
120<C por 20 minutos.

No primeiro dia, o tecido vegetal coletado e armazenado no refrigerador -80C foi
macerado em almofariz, previamente refrigerado com nitrogénio liquido, até obtencao de
um po fino. O material foi mantido congelado durante todo o processo de maceracao.
Cerca de 650mg do p6 obtido com a maceracéo foi transferido, com o auxilio de espatula
estéril refrigerada, para tubo Falcon de 15 mL, também refrigerado, o equivalente a
aproximadamente 2,5 mL, voltando a ser mantido em nitrogénio liquido até a etapa inicial

de extracdao.
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Foram adicionados tamp&o NTES e clorofane, em quantidades equivalentes ao
volume inicial de material vegetal, aos tubos, agitando-os vigorosamente, a temperatura
ambiente, a fim de obter uma homogeneizacdo da amostra, sendo logo em seguida,
centrifugados a 10.000 rpm por 30 minutos a 4C. Tr ansferiu-se a fase superior aquosa
para novo tudo Falcon de 15 mL. Centrifugou-se a 10.000 rpm por 30 minutos a 4C, para
retirada de qualquer resquicios de contaminantes. Transferiu-se, cuidadosamente, a fase
aquosa para hovo tubo Falcon de 15 mL. A partir desse ponto, todas as amostras foram
constantemente mantidas em gelo. Ao volume obtido desta fase aguosa foi adicionado
1/10 de acetato de sédio e 2,5 vezes de etanol absoluto gelado. As amostras foram
agitadas manualmente, tentando homogeneiza-las, e incubadas a -20C por 2 a 4 horas.
Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm por 20 minutos a 4C. O
sobrenadante foi descartado por inversdo do tubo. O pellet (precipitado) obtido foi
dissolvido em 1 mL de H,O DEPC 0,1%, transferido para microtubo de polietileno de 1,5
mL e centrifugado a 5.000 rpm por 3 minutos a 4C. Transferiu-se o sobrenadante, por
inversdo, para microtubo de polietileno de 2,0 mL e adicionou-se 0 mesmo volume de
LiCl, sendo incubadas durante toda a noite (overnight) a 4C. No segundo dia, as
amostras precipitadas foram centrifugadas a 10.000 rpm por 20 minutos a 4<.

Descartou-se o sobrenadante e o pellet foi ressuspendido em 500 pL de H,O DEPC.

Adicionou-se 1/10 de acetato de sédio e 2,5 vezes de etanol absoluto gelado ao
volume ressuspendido em H,O DEPC. Os tubos foram agitados manualmente e
incubados a -20<C por 2 horas. Em seguida, centrifu gou-se a 10.000 rpm por 20 minutos
a 4. Descartou-se o sobrenadante, e lavou-se o pellet com 500 pL de etanol 70%
gelado. Centrifugou-se as amostras a 10.000 rpm por 5 minutos a 4T, descartando o
sobrenadante. Secou-se o pellet a temperatura ambiente, e o RNA foi ressuspendido em
30 pL de H,O DEPC 0,1%.

4.3.Analise qualitativa e quantitativa do RNA tota | e preparacdo das

amostras para sequenciamento

A avaliacdo qualitativa de integridade do RNA total extraido foi conduzida por
meio da andlise de eletroforese em gel de agarose 1,5%, ndo deshaturante, corado com
brometo de etidio, com tampao de corrida TAE (Tris-Acetato-EDTA) 1% e voltagem de

80V, por aproximadamente 30 minutos.

A avaliagcdo quantitativa deu-se pela quantificacdo do RNA total a 260nm,

utilizando o espectrofotdmetro Nanodrop ND-1000 (Thermo Scientific). Sua pureza foi
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confirmada com a relagdo 260/280nm acima de 1,8 U.A. (Unidade de Absorbancia). Apos
a quantificagdo do RNA total de cada planta extraida individualmente, formou-se dois
pools, de cada ponto e para cada grupo, denominados A e B (Figura 17). Para isso,
juntou-se o material extraido de diferentes plantas do mesmo grupo (controle ou
inoculado) e ponto (24, 48 e 72hs), com perfis de rendimento proximos. Tomou-se 0
cuidado para que cada pool contivesse no maximo 150ug de RNA total.

RN XRXRN

Figura 17 — Esquema ilustrativo da formacéo dos dois pools (A e B), por meio da jungdo equitativa do
RNA total de diferentes plantas extraidas individua  Imente, do mesmo ponto de coleta (24, 48 ou 72h) e
mesmo grupo (controle ou inoculado).

Estes materiais foram entdo purificados em colunas do Kit Invisorb® Spin Plant
RNA Mini (Invitek), adicionando-se 900 pL da solucdo de lise DCT, agitando-os
manualmente. As amostras foram centrifugadas na velocidade maxima (13.200 rpm) por
1 minuto, a temperatura ambiente, formando um pellet gelatinoso e transparente. O
sobrenadante transparente foi transferido, por inversdo do microtubo, para o pré-filtro
contido em um tubo receptor de 2,0 mL (tubo e filtro verdes), os quais foram
centrifugados a 10.000 rpm por 1 minuto. Descartou-se o pré-filtro. Ao filtrado,
aproximadamente 800 pL contendo o RNA, foi adicionado, misturando completamente
por pipetagem, 500 pL de etanol absoluto gelado. Transferiu-se 750 pL desse filtrado
para o filtro RTA spin (filtro amarelo), incubando-o por 1 minuto a temperatura ambiente,
sendo logo em seguida, centrifugado a 10.000 rpm por 1 minuto. Descartou-se o filtrado,
e retornou o filtro RTA spin ao seu tubo receptor RTA (tubo amarelo). Repetiu-se essa
etapa, transferindo o volume residual do filtrado, para o filtro RTA spin, centrifugando
novamente por 1 minuto e descartando o filtrado. Ao filtro RTA spin, adicionou-se 500 pL
do tampao de lavagem R1. Centrifugou-se a 10.000 rpm por 30 segundos. Descartou-se
o filtrado. Ao filtro RTA spin adicionou-se 700 pyL do tampéo de lavagem R2 e centrifugou-

se a 10.000 rpm por 30 segundos, descartando o filtrado. Esta etapa de lavagem com o
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tampédo R2 foi repetida mais uma vez. Para eliminar qualquer traco de etanol, as
amostras foram centrifugadas a 12.000 rpm por 3 minutos. O filtro RTA spin foi
transferido para o tubo de eluicéo livre de RNase, onde foram adicionados, diretamente
na membrana do filtro RTA spin, de 30-60 pL (dependendo do volume de RNA inicial
usado) do tampdo de eluicho R. As amostras foram incubadas por 2 minutos a
temperatura ambiente, sendo logo em seguida, centrifugadas a 10.000 rpm por 1 minuto

e adicionadas imediatamente ao gelo, apos o descarte dos filtros RTA spin.

A qualidade e quantidade das amostras de RNA foram novamente avaliadas
conforme descrito acima. Em seguida, um novo pool contendo 100ug, de forma
equitativa, de todas as amostras dos pools A e B do grupo controle (24, 48 e 72hs) foi
formado (Figura 18). O mesmo foi feito com as amostras dos pools A e B do grupo
inoculado. A estes dois novos pools (SFC — Stenosperma Folha Controle e SFI —
Stenosperma Folha Inoculada) foram adicionados 2,5 vezes (volume inicial) de etanol
absoluto. Esse material foi acondicionado em refrigerador -80 e transportado para a
empresa de sequenciamento massal, CD-Genomics, Nova lorque — EUA, em gelo seco.
O restante do RNA total purificado foi armazenado em refrigerador -20C para posterior

uso na validacao de genes-candidatos identificados pelo sequenciamento.

Figura 18 — Esquema ilustrativo da formacdo de um pool controle e outro inoculado, contendo, de
forma equitativa, as amostras dos pools A e B, de todos os pontos de coleta (24, 48 ou 72h ),
adicionados de etanol absoluto, para envio a empres a de sequenciamento massal
(pirossequenciamento). SFC — A. stenosperma Folha Controle.

4.4.Pirossequenciamento massal

Todo o processo de constru¢cdo de bibliotecas de cDNAs e o proprio

sequenciamento 454 foi realizado pela empresa CD Genomics.  (http://www.cd-
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genomics.com). O ds-cDNA (DNA complementar de dupla fita) foi sintetizado usando o kit
Creator™ SMART™ cDNA Library Construction (Clontech) e a biblioteca de DNA, a PCR

em emulsdo (emPCR) e o sequenciamento foi realizado utilizando o GS-FLX Titanium

Fragment Series Kits, da empresa Roche/454 (http://www.my454.com), de acordo com 0

protocolo da Roche, a partir dos dois pools (SFC e SFI) de RNA total enviados a

empresa.

Esse protocolo de preparacéo elimina a necessidade de clonagem e repicagem de
colénias, portanto, a primeira etapa, de preparagdo das bibliotecas de DNA/cCDNA,
consiste em algumas etapas simples, individualizadas por amostra, onde para isso,
utilizou-se o método de sintese de cDNA SMART que utiliza caracteristicas especificas
da transcriptase reversa (RT) do virus da leucemia murina de Moloney para adicionar
dNTPs, principalmente citosina, sem molde, a extremidade 3’ de uma fita recém
sintetizada de cDNA, ao chegar na extremidade 5 do RNA molde (Schmidt & Mueller,
1999). Quando adicionados a reacéo de RT, oligonucleotideos contendo uma sequéncia
de oligo-riboG na extremidade 3’ (também chamados TS-oligo - Template-switch
oligonucleotide) formam pares com o trecho de desoxicitidina produzido pela RT. A RT,
em seguida, continua a replicacdo usando o TS-oligo como um molde, levando a adicao
3’ da sequéncia TS complementar, servindo como sitio terminal 5’ para pareamento do
primer para obtencdo de amostras amplificadas de sequéncias completas de cDNA
enriquecido (Figura 19) (Matz, et al., 1999). De acordo com Zhu e colaboradoes (2001), a
tecnologia SMART (Switching mechanism at the 5’ end of the RNA transcript) de sintese

de cDNA é bem adequada para geracdo de bibliotecas de cDNA para diversas

aplicacdes.
mRNA
Sintese da 12 =TTT-3 Adaptador-3’
fita de cDNA l - (G6G)-3 Oligo-TS
L‘.::;. .
@CCC—TTTQ
 m—
- ECCC—TTTQ
@ =aTTT  Primer-3’
PCR l | s— | Primer-15
C=lcas AAACT
L L U & s |

cDNA fita dupla amplificado

Figura 19 — Esboco esquematico da sintese de cDNA SMA  RT. Imagem adaptada (Evrogen, s/d).
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Para amostras de acidos nucléicos com tamanho entre 70-800 pb, ndo se faz
necessaria a etapa de nebulizagédo (fragmentacdo mecénica). Portanto, todos os produtos
de PCR passaram, diretamente, para a etapa de avaliagdo de qualidade, para serem
analisados no sistema Agilent 2100 Bioanalyser (Capiler, USA), em chip de DNA - DNA
1000 LabChip (Agilent Technologies), verificando se os fragmentos obtidos estavam entre
o intervalo determinado de 70-800pb. Os fragmentos abruptos s&o submetidos ao
procedimento de polimento e desfosforilagdo de suas extremidades, para ligacdo dos
adaptadores necessarios para a PCR em emulsdo (emPCR) e o pirossequenciamento
(Roche, 2009). Adaptadores com sequéncias especificas, denominados “A” (contendo a
sequéncia complementar, para pareamento do primer contido nas microesferas) e “B”
(contendo biotina), sdo ligados as extremidades 3’ e 5’, respectivamente, dos fragmentos,
formando quatro tipos de produtos: a) fragmentos com adaptadores “AB”, nas
extremidades 3' e 5', respectivamente; b) fragmentos com adaptadores “BA”, nas
extremidades 3’ e 5’, respectivamente; c¢) fragmentos apenas com adaptador “B” (BB) e d)
fragmentos apenas com adaptador “A” (AA). Contudo, apenas os fragmentos “AB” séo
eluidos na reacdo de purificagdo, onde a extremidade 5’, contendo o adaptador “B”
(hidrofilico), é imobilizada nas microesferas revestidas de estreptavidina, que possui alta
afinidade a biotina, enquanto que a extremidade 3, contendo o adaptador “A”
(hidrofébico), é mantida expostas a superficie das microesferas. Os gaps presentes nos
fragmentos de DNA s&o reparados pela DNA polimerase. Os ds-DNAs séo, entéo,
desnaturados pela aplicacdo de tampdes especificos. E os fragmentos moldes
(templates) de DNA fita simples (ssDNA), contendo os adaptadores “A” e “B” em cada
uma de suas extremidades 3’ e 5, respectivamente, sdo, portanto, os fragmentos
selecionados para sequenciamento (Figura 20A) (Margulies, et al., 2005; Roche A. S.,
2006; Carvalho & Silva, 2010).

Logo depois, os fragmentos de ssDNA selecionados pelo procedimento de
purificacdo sado ligados a microesferas magnéticas, por meio do pareamento de milhares
de oligbmeros existente, com a sequéncia complementar e exata ao adaptador “A”,
presentes em sua superficie. Apenas um Uunico tipo de fragmento se liga a uma
determinada microesfera (Figura 20B). Logo em seguida, adiciona-se as microesferas
magnéticas, que jA possuem polimerase, uma emulsdo contendo uma mistura de agua,
Oleo e reagentes para PCR. Essas microesferas sdo, entdo, capturas, individualmente,
em goticulas oleosas, onde a emPCR — in vitro ocorre, parecendo microrreatores para
amplificacéo clonal, produzindo assim, muitas cdpias idénticas de um mesmo fragmento
alvo, isoladamente, em um microssuporte (Figura 20C) (Margulies, et al., 2005; Ellegren,
2008; Mardis, 2008a; Mardis, 2008b; Carvalho & Silva, 2010).
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Para o sequenciamento em si, as microesferas magnéticas, com os fragmentos
amplificados ligados a ela, séo liberadas das micelas (goticulas de 6leo) e carregadas em
uma placa de picotitulagdo de chip de fibra Otica, com uma mistura de incubagéo,
contendo DNA polimerase e co-fator. Nanoesferas de enzimas (contendo sulfurilase e
luciferase) séo, também, depositadas por toda a placa, envolvendo por completo as
microesferas, garantindo, portanto, que elas permanegam posicionadas Nnos pocos
durante a reacdo de sequenciamento, e permitindo que uma Unica microesfera esteja
contida em cada poco de =44um. Esse procedimento faz com que as reacdes de
sequenciamento ocorram em pocos distintos, contendo uma dnica microesfera, com um
anico tipo de fragmento ligado a ela, evitando a competicdo por reagentes com 0S outros
fragmentos da biblioteca e propiciando o sequenciamento paralelo dos 1,6 milhdes de
pocos (Ellegren, 2008; Mardis, 2008a; Carvalho & Silva, 2010).

Com isso, ocorre entdo o0 sequenciamento baseado na sintese por
pirossequenciamento, onde a cada ciclo, apés um determinado nucleotideo ser
incorporado a sintese, um sinal de luz € emitido, e capturado pela cAmera acoplada ao
sistema (CCD). A intensidade do sinal capturado € o reflexo do nimero de nucleotideos
especificos, incorporados, sucessivamente, na molécula. O sinal capturado é plotado em
um pirograma, onde a altura de cada sinal é proporcional a intensidade do sinal (Figura
20D). No entanto, a intensidade do sinal para homopolimeros se estende até oito

nucleotideos consecutivos, apos isso, o sinal cai rapidamente.

As leituras geradas sdo processadas pelo software de andlise do 454, sendo em
seguida, analisadas por varios filtros de qualidade para removerem as sequéncias de ma
qualidade, sequéncias mistas ou distintas (mais de um fragmento de DNA inicial),
advindas da mesma microesfera, bem como as leituras sem as iniciais TCGA

(correspondente aos quatro primeiros nucleotideos do adaptador “A”).

Ligacao dos 1 fragmento =
A adaptadores B 1 microesfera C Amplificagdo clonal D Pirograma
A A A Fiow order

3

E> B
Figura 20 — Esquema ilustrativo das diferentes etapa s de sequenciamento 454 (Ellegren, 2008): A)
DNA fragmento utilizado como molde, com os adaptado res A e B ligados as suas extremidades 3’ e 5/,
respectivamente. B) Fragmentos de DNA imobilizados por uma sequéncia alvo de biotina (adaptador
B), que se liga as microesferas cobertas com estrep  tavidina. C) As microesferas sdo emulsionadas

em agua e Oleo, contendo 0s reagentes necessarios p ara reagdo de PCR, funcionando, como
microrreator para amplificagdo clonal. Apos a depos icdo dessas microesferas em placa de

Key sequence
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picotitulagdo, da-se o inicio do pirossequenciament 0, realizado por meio do fluxo seqiiencial de
reagentes sobre a placa. D) A intensidade do sinal captado por meio da incorporagdo de um novo
nucleotideo a nova fita, € gerado um sinal luminoso , representado em um pirograma. A altura de cada
sinal é proporcional ao nimero de nucleotideos idén ticos incorporados consecutivamente.

4.5. Andlise bioinformatica dos dados

Os dados gerados pelo pirossequenciamento massal em 454 foram submetidos a
um pré-processamento, que incluiu a leitura dos arquivos *sff (formato de arquivo binério
usado para codificar resultados de pirossequenciamento) fornecidos pela CD Genomics,
seguido da extracdo das informacdes deste arquivo e conversdo em formato
FASTA/Phred-compativel, com a identificacdo de pequenas sequéncias de adaptadores
com o software SSAHA2 (Sequence Search and Alignment by Hashing Algorithm —

http://www.sanger.ac.uk/resources/software/ssaha2/), bem como a identificacdo e

mascaramento de sequéncias indesejadas com o auxilio do programa Blast2GO (Basic
Local Alignment Search Tool), além do mascaramento de sequéncias repetitivas,
realizada com o software RepeatMasker (http://www.repeatmasker.org) e remocdo da
poliA/T.

Logo em seguida, realizou-se a avaliacdo de cobertura k-mer mais freqientes, de
forma empirica. O conjunto de sequéncias geradas por esse método foi submetido ao

procedimento de montagem com o software Mira (http://sourceforge.net/projects/mira-

assembler/files/). Uma nova inspecao com 0 programa Blast2GO

(http://www.blast2go.com/b2ghome) foi realizada para conciliar as montagens (unigenes)

obtidas anteriormente para cada um dos conjuntos de sequéncias visando eliminar
possiveis redundancias de agrupamentos de sequéncias (Figura 21). Apds a obtencao
desses agrupamentos (clusters) a anotacdo foi realizada com o uso dos programas
Blast2GO, com o programa BLASTXx para obtencéo de proteinas/genes conhecidos e o
com o InterproScan, para anotacdo de dominios protéicos com funcdes celulares

especificas.

Uma andlise de expressdo diferencial foi conduzida mediante o emprego da
técnica de DDD (Digital Differential Display). Essa técnica faz uso do método estatistico
de comparacdo — o teste de Audic-Claverie (1997), para identificacdo de diferencas
significativas de alteracdo da expressdo génica a partir da diferenca do ndmero de
sequéncias de cada biblioteca comparada presentes em um agrupamento particular.
Testes estatisticos foram realizados com o software IDEG6 (ldentification Differentially
Expressed Genes) confirmando os genes diferencialmente expressos indicados pela

subtracdo in silico.
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Figura 21 — Fluxograma utilizado para analise  in silico dos dados gerados pelo sequenciamento 454.
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4.6. Avaliacao dos unigenes para selecéo de genes-c  andidatos

A partir da andlise da expressao diferencial e da anotagdo em BLASTx (Tabela 4
— Apéndice), foram selecionados 11 genes como candidatos. A escolha foi realizada
nesta tabela pela avaliagdo da fungéo putativa, a eles relacionados, de genes que
possivelmente estdo associados a resposta de defesa ou ao estresse bidtico, ja

previamente, descritos em literatura.

A selegdo dos cinco RGAs candidatos foi realizada por meio da busca por
similaridade das sequéncias das duas bibliotecas (SFI e SFC) obtidas com RGAs NBS-
LRR de Arabidopsis thaliana (L.) Heynh, utilizando-se o programa BLASTx e o software

BioLayout Express®® (http://www.biolayout.org/).

4.7.Validacao dos genes-candidatos por RT-gPCR

4.7.1. Desenhos dos primers para os genes-candidatos selecionados

A partir das sequéncias dos 11 genes-candidatos selecionados, realizou-se um
BLASTnN contra o banco de ESTs, o qual foi limitado a sequéncias do género Arachis

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cqgi?PAGE=Nucleotides), visando a verificacdo de

sequéncias similares existentes. JA para os cinco RGAs candidatos, por estarem
usualmente presentes em regides conservadas do genoma, tentou-se identificar o(s)
dominio(s) conservado(s) presente(s) no contig avaliado, e a similaridade entre as
proteinas depositadas no banco de sequéncias de proteinas ndo-redundantes (nr), por
meio do BLASTxX. Esses dominios foram identificados pelo banco de dados Conserved
Domain Database v2.32 (CDD - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cdd.shtml),

pelo alinhamento das sequéncias pesquisadas com as depositadas neste banco. As
sequéncias com similaridade ao dominio pesquisado, e que ndo fazem parte do dominio
conservado, foram selecionadas para desenho dos primers (iniciadores) gene-

especificos.

Com o auxilio do programa Gene Runner versdo 3.05 (Hastings Software, Inc.,

disponivel em http://www.generunner.net), o intervalo de bases similares localizado entre

as sequéncias resultantes dos BLAST acima citados, foi selecionado e, a partir dele, pelo

programa Primer3Plus (http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cqi),

foram desenhados os primers a serem utilizados na validagdo desses genes por RT-
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gPCR. Os parametros utilizados neste programa para desenho dos primers foram:
fragmento amplificado (amplicon) com tamanho entre 150-200pb, primers com tamanho
entre 19-22pb, com temperatura de dissociacdo (Tm) entre 59-61TC e porcentagem de

bases GC no primer entre 45-55%.

4.7.2. Preparacao das amostras para validacdo dos g enes-alvo em RT-
gPCR

Os pools A e B de RNA total, formados e purificados em colunas do Kit Invisorb®
para cada um dos trés pontos coletados e para cada grupo (controle e inoculado), como
descrito no item 4.3, armazenados a -20TC, foram utilizados como molde para sintese de

cDNA utilizado na validacdo da expresséao génica por qPCR, a seguir.

Tratamento das amostras com DNase e sintese de cDNA

Para eliminacdo de eventuais contaminacdes das amostras de RNA total com
DNA gendmico, as amostras foram tratadas com desoxirribonuclease (DNase). Para isso,
2ug de RNA total de cada pool (Figura 17), individualizados por ponto e tratamento, foi
tratado com 2U de TURBO™ DNase (Ambion® - Applied Biosystem™), em uma reacao
com 10 pL de volume final, a qual foi incubada a 37 por uma hora, seguida da

desativacdo da enzima, com 2,5mM de EDTA por 10 minutos a 65<C.

Apoés o tratamento com a DNase, cada amostra de RNA total foi diretamente
usada para a sintese de cDNA. Primeiramente, para desestabilizar a estrutura secundaria
do RNA, adicionou-se um mix, contendo 1 pL de Anchored Oligo (dT),, 50mM
(Invitrogen™), 1 uL de dNTP 10mM ao volume final de cada amostra tratada com DNase.
Incubaram-se as amostras a 65C por 5 minutos e dep ois ho gelo por mais 5 minutos. Em
seguida, adicionou-se para cada amostra 0 mix para transcricao reversa, contendo 4 pL
do tampao 5X FS (First Strand Buffer) da enzima, 2 uL de DTT 0,1M e 1 uL da enzima
transcriptase reversa SuperScript Il (Invitrogen™), e incubou-se a 42C por 60 minutos e

por ultimo, a 70T por 15 minutos, para desativacdo da enzima.

Para conferir a auséncia de contaminacdo por DNA genbmico, nas amostras de
cDNA sintetizadas, realizou-se uma PCR convencional, utilizando-se um par de primers
leg066, leg066_Forward (*AGCTCCACCTCTTTCCGACAGA®) e leg066_ Reverse
(CAGTTTCTACAGCACGTATCCTTTCC?®), que flanqueiam uma regido intrdnica
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conservada em Arachis (Hougaard, et al., 2008; Morgante, et al., 2011) e permite a
distincao entre os produtos de PCR amplificados a partir de um DNA genémico ou de um
cDNA (Morgante, et al., 2011). A reacdo de PCR foi realizada em um volume final de 13,5
pL, contendo tampéo 1x, MgCl, 1,44mM, dNTP 2,44mM, BSA 0,5mg/mL, 0,15uM de cada
primer, 1,5U da enzima Taq DNA Polimerase Recombinante (Invitrogen™®) e 1 uL de
cDNA. Esta reacdo foi realizada no termociclador Master Cycler (Eppendorf), sendo
submetida a 94C por 5 minutos, para uma desnaturac 8o inicial, seguido de 30 ciclos
repetitivos de amplificacéo: 94<C por 1 minuto, 56° C por 1 minuto e 72T por 1 minuto, e
a um ciclo final de extensdo a 72 por 5 minutos. O resultado da PCR foi analisado por

eletroforese em gel de agarose 1,5%, ndo desnaturante, corado com brometo de etidio.

4.7.3. PCR guantitativa (RT-gPCR)

A reacdo de RT-gPCR (PCR quantitativa precedida de transcricdo reversa
utilizando o cDNA como molde) foi realizada no F7300 Real Time PCR System (Applied
Biosystem) utilizando-se o reagente Platinum® SYBR® Green RT-qgPCR SuperMix-UDG
w/ROX (Invitrogen™), composto por um mix que contém, com excec¢ao dos primers e da
fita molde, todos os outros componentes necessarios para amplificacdo e deteccao do
DNA por gPCR (PCR quantitativa). Em um volume final de 10 pL, esta reacgéo foi
preparada com 5 pL do SuperMix SYBR Green, 0,2uM de cada primer e 2 uL do cDNA
diluido a 10™. Esta diluicdo foi determinada a partir da analise de uma curva de diluicéo,
com a qual se pode estabelecer pardametros como a eficiéncia dos primers, que deve
estar entre 90 e 110%, o coeficiente de correlacdo (R?), a qualidade do primer, fornecida
pela curva de dissociacdo, e a diluicdo ideal de cDNA a ser utilizada no RT-gPCR. Para o
estabelecimento da curva de diluicdo, um pool formado por amostras dos pools A e B,
contendo quantidades iguais de cDNA dos trés pontos coletados (24, 48, e 72hs) dos
dois grupos, controle e inoculado (Figura 22). Esse pool foi diluido a 10, 102, 103, e a
diluicdo ideal foi determinada para obtengéo de C, com valores entre 18 e 25. As reagdes
de RT-gPCR foram realizadas em triplicatas (trés repeti¢cdes técnicas da mesma amostra)
para cada amostra testada, e, como controle negativo dessas reacdes, utilizou-se para
cada primer testado, o NTC (No template Control) composto pelo mesmo mix de reacdo
utilizado nas demais amostras, porém sem a adi¢do da fita molde, isto €, sem o cDNA.
Além disso, a fim de determinar a auséncia de contaminacdo com DNA gendmico, nas
amostras de RNA total usadas para sintese de cDNA, realizou-se também o controle
negativo NAC (No Amplification Control), onde ao mix da reacéo, foi adicionado o RNA

total. Os ciclos da RT-gPCR consistiram em quatro etapas: 50C por 2 minutos, 95T por
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10 minutos, 40 ciclos de 95T por 15 segundos e 60° C por 1 minuto, e por fim, uma curva
de dissociacdo de 95C por 15 segundos, 60C por 60 segundos e 95T por 15
segundos. As eficiéncias de amplificacdo e os valores de coeficiente de correlacdo (R?)
foram calculados pelo método da curva-padréo, avaliando os C, das triplicatas das trés

diluicdes utilizadas (10", 102 e 10°) para cada primer.

Figura 22 — Esquema ilustrativo da formacao de um Gn  ico pool contendo amostras dos pools A e B de
todos os pontos (24, 48 e 72h) e dos dois grupos tr  abalhados, controle e inoculado, para andlise da
curva de diluicdo pelo RT-gPCR. SFC — A. stenosperma Folha Controle; SFI — A. stenosperma Folha
Inoculada.

Andlise da expressao dos genes-candidatos seleciona  dos

A analise da expressdo dos genes-candidatos (genes-alvo) selecionados foi
realizada, separadamente, isto é, por ponto e por grupo, para cada amostra de cDNA, em
triplicatas, todas com fator de diluicdo 10". Para essa andlise, a quantificacdo da
expressao génica foi baseada na expressdo de um gene-alvo em relacdo a um gene de
referéncia, previamente selecionado (Morgante, et al., 2011). Um gene de referéncia ideal
deve ter um nivel constante de expressao, no tecido escolhido, ndo sendo afetado por
nenhum tipo de tratamento ou por alguma variabilidade inter-individual existente. Este
gene é utilizado como controle enddégeno no intuito de normalizar os niveis de mRNA

entre as amostras testadas.
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Com base em estudos realizados por Morgante e colaboradores (2011), acerca
dos genes de referéncia para estudo de expressao génica em organismos do género
Arachis, os genes mais indicados para essa andlise, baseado na espécie, 6rgéo e tipo de
estresse, estudados, foi 0 a Actina (C23_Foward — *TGGTCTCGGTTTCCTGAGTT?® e
C23_Reverse >AATACCACTCCAAAGCAAACG®) e a proteina ribossomal 60S
(C43_Foward - *TGGAGTGAGAGGTGCATTTG® e C43 Reverse -
*TCTTTTGACGACCAGGGAAC?).

Os dados gerados pela RT-gPCR foram analisados utilizando-se o software 7500
Real Time PCR System (Applied Biosystem) v2.0.4, compativel com o arquivo gerado
pelo F7300, pelo método de quantificacéo de C, comparativo. Para tanto, utilizou-se a
proteina ribossomal 60S como controle enddgeno. Identificou-se as amostras testadas
em dois grupos biolégicos a serem analisados, (grupo controle e grupo inoculado), além
da indicacdo da amostra de referéncia, a qual todas as demais amostras foram
comparadas, para obtencéo do seu perfil de expressdo. Uma analise utilizando o método
C4 comparativo ou 20A5C9) (Livak & Schmittgen, 2001) foi realizada, em Excel, utilizando
os dados de C, gerados pela RT-qPCR, para confirmacéo dos resultados de expresséo
génica relativa obtidos pelo 7500 Software v2.0.4 do RT-gPCR. Para que o método C,
comparativo de quantificacdo relativa seja validado, as eficiéncias de amplificacdo do

gene-alvo e do gene de referéncia devem ser aproximadamente iguais.
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5. RESULTADOS

5.1.Desenho experimental, inoculacao e coleta das  plantas

O objetivo dos ensaios de inoculacao de A. stenosperma com o P. personata foi o
de se obter populacbes de mRNA de pontos distintos da interagdo, ampliando a
variabilidade da expressdo génica. Quatro ensaios realizados com A. stenosperma e A.
hypogaea cv. IAC-Tatu foram utilizados neste trabalho (42, 52, 62 e 82 bhioensaio). A
primeira espécie citada, A. stenosperma, foi coletada em trés pontos distintos, 24, 48 e
72h apos a inoculacdo (HAI), escolhidos com base na cinética da infec¢do, para andlise
da expressdo por meio do pirossequenciamento massal e avaliada por RT-gPCR. A
espécie cultivada, conhecida pela sua suscetibilidade & mancha preta e outras doengas e
pragas, serviu como controle positivo da viruléncia do in6culo usado, sendo possivel a
visualizacdo de sintomas a partir do 242 ao 312 dia apds a inoculacdo em placa de Petri e
em casa de vegetacdo, respectivamente (Figura 23). Enquanto que plantas de A.
stenosperma, ndo apresentaram nenhum sintoma visivel, nesse mesmo periodo avaliado

(dados ndo mostrados).

Figura 23 — Controles positivos ( A. hypogaea cv. IAC-Tatu inoculado com P. personata). (A e B)
Controle realizado no 6 ¢ bioensaio, com plantas mantidas durante todo o exp erimento até a aparigdo
dos primeiros sintomas em casa de vegetacdo. (A) Sin  tomas registrados 31 dias apds a inoculagao.
(B) Sintomas registrados 35 dias apés inoculagéo. (C e D) Controle realizado no 8 ¢ bioensaio, com a
técnica de folhas destacadas (Moraes & Salgado, 1982 ) acondicionadas em placas de Petri, mantidas
em camara de crescimento. (C) Sintomas registrados 2 4 dias ap6s a inoculagdo dos foliolos em placa
de Petri. (D) Sintomas registrados 27 dias apds aino  culag&o.
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5.2. Extragéo e purificagdo de RNA total

O isolamento de RNA de folhas de espécies de Arachis, incluindo A. stenosperma,
pode resultar em pequenas quantidades de RNA total e contaminagdo com
polissacarideos. A aplicagdo do método de precipitagdo com LiCl, descrito no item 4.2 de
Material e Métodos, permitiu o isolamento de maiores quantidades de RNA total e
amostras de alta qualidade, embora com contaminagéo visivel de DNA genémico (gDNA
— Figura 24). Além disso, observou-se também a contaminagdo com algumas impurezas,
tais como, presenca de grandes quantidades de polissacarideos, que no processo de
extragdo podem co-precipitar com o acido nucléico, e dos compostos fendlicos, que séo
facilmente oxidados, dificultando, assim, a quantificacdo precisa das amostras por

espectrofotometria, e até mesmo inviabilizando a utilizacdo de determinadas amostras.

M 8 9 10

-

= 1 | EsHED

Figura 24 — Gel ndo desnaturante de agarose a 1,5%, corado com brometo de etidio, contendo RNA
total de folha de A. stenosperma (1 pL de RNA total/pogo). Amostras no gel: (M) Mar  cador molecular
(1Kb Plus — Invitrogen); (1-2) SFC 24h; (3-4) SFI 24h; (5-6) SFC 48h; (7-8) SFI 48h e (9-10) SFI 72h.
Onde, SFC = A. stenosperma /Folha/Controle, SFI = A. stenosperma /Folha/lnoculada e 24, 48 e 72h
refere-se aos pontos de coleta.

Visando purificar o0 RNA total extraido para sua utilizacdo em RT-gPCR, utilizou-se
o Kit Invisorb® Spin Plant RNA Mini (Invitek), o que provocou perda entre 30-50% da
qguantidade de RNA inicial, mas, gerou material de qualidade para continuidade das

analises.

A qualidade da analise utilizando-se RT-gPCR depende da integridade do mRNA
utilizado (Almeida & Saddi, 2007), desta forma, a avaliagdo da integridade do RNA é o
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primeiro passo critico na obtencdo de dados de expressdo génica. Esta avaliacdo pode
ser feita de varias formas, dentre elas, as mais usadas s@o o gel de eletroforese e a
espectrofotometria. A presenca de DNA genbmico na amostra avaliada pode
comprometer a medicdo OD 260 (densidade o&tica com absorbancia a 260nm)
superestimando a concentracdo real de RNA (Fleige & Pfaffl, 2006). O resultado da
purificacdo foi conferido tanto pela quantificacdo do RNA total obtido, por meio de
espectrofotometria (NanoDrop — ND-1000), quanto por eletroforese em gel nao

desnaturante a 1,5% (Figura 25).

Figura 25 — Gel ndo desnaturante de agarose a 1,5% corado com brometo de etidio, contendo
amostras combinadas de RNA total de folha de A. stenosperma e passadas nas colunas do Kit
Invisorb® Spin Plant Mini (Invitek). Amostras no gel: (M) Marcador de peso molecular (DNA do fago
Lambda digerido com Hind 1ll); (1) SFC 24h  Pool A; (2) SFC 24h Pool B; (3) SFC 48h Pool A; (4) SFC
48h Pool B; (5) SFC 72h Pool A; (6) SFC 72h Pool B; (7) SFI 24h Pool A; (8) SFI 24h Pool B; (9) SFI 48h
Pool A; (10) SFI 48h Pool B; (11) SFI 72h Pool A; (12) SFI 72h Pool B. Onde SFC = A.
stenosperma /Folha/Controle, SFI = A. stenosperma /Folha/lnoculada e 24, 48 e 72h refere-se aos
pontos de coleta.

5.3. Andlise bioinforméatica dos dados gerados pelo pirossequenciamento

massal (sequenciamento 454)

Dois pools de cDNA (pool SFC e pool SFI — Figura 18) foram criados a partir do
RNA total extraido de folhas de A. stenosperma, controle (ndo inoculada) e inoculadas
com o P. personata, e sequenciadas na CD-Genomics. Uma Unica corrida (placa inteira),
das duas amostras em uma plataforma 454 GS FLX Titanium XLR70 (pool folha controle
e pool folha inoculada), produziu um total de 362.631 leituras (reads), destas, 194.076
foram obtidas a partir da biblioteca de folhas de A. stenosperma inoculadas com P.
personata (SFI), e 168.555 da biblioteca de folha controle (ndo inoculada — SFC),

apresentando comprimento médio de 266 e 289 bases, em um comprimento total de,
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aproximadamente, 52 e 48 Mpb, respectivamente. Apés filtragem e limpeza dessas
sequéncias, pela remocdo dos adaptadores e sequéncias curtas, bem como pelo
“mascaramento” de sequéncias indesejadas, tais como DNA ribossomal (rDNA), DNA
mitocondrial (MtDNA) e DNA repetitivo, obteve-se 162.393 e 148.037 leituras de alta
gualidade, com comprimento médio de 270 e 291 bases e mediana de 275 e 298 bases,
somando um comprimento total de cerca de 42,9 e 42,8 Mpb, para as bibliotecas SFI e

SFC, respectivamente (Figura 26).
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Figura 26 — Frequéncia dos comprimentos de leituras (pb) obtidos por meio do sequenciamento 454.

A esquerda, em vermelho, dados referentes a bibliot  eca de folhas de A. stenosperma inoculadas com
P. personata . A direita, em verde, dados referentes & bibliotec a de folhas A. stenosperma , néo
submetidas a inoculagéo (controle).

As leituras de alta qualidade da plataforma 454 GS FLX Titanium XLR70 foram
entdo usadas no agrupamento (“clusterizacdo”) e montagem de novo das sequéncias

usando o software MIRA3 (http://mira-assembler.sourceforge.net), resultando em 17.912

unigenes (singletons e contigs) das duas bibliotecas de A. stenosperma, onde apos a
eliminacdo dos singletons, foi produzido 7.723 sequéncias consenso de alta confianca,
com cada contig contendo, em média, um numero relativamente alto de leituras (Tabela
1). A distribuicdo dos contigs tanto pelo nimero de genes transcritos quanto pelo seu
comprimento estéo apresentados nas figuras 27 e 28. A maioria dos contigs foi montada
a partir de 2-5 genes transcritos, com 90% dos contigs contendo até 30 leituras (Figura
27), com comprimento médio de 457 pb, sendo 27% dos contigs com mais de 500 pb
(Tabela 1 e Figura 28).

A cobertura do genoma (a partir do transcritoma) de A. stenosperma foi de 8,18
Mpb, o equivalente a 0,65% do tamanho estimado de 1.260 Mpb de uma espécie dipldide

normal (Temsch & Greilhuber, 2001; Varshney, et al., 2009). Para este célculo utilizou-se
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a seguinte férmula: C = Unigene x Contig, onde C = cobertura; Unigene = n° de

Unigenes; Contig = Comprimento médio do contig.

Tabela 1 — Resumo dos dados (em nameros) de leitura
pelo sequenciamento 454 GS FLX Titanium XLR70 e estim

s de sequéncias, unigenes e
ativa de cobertura genémica.

contigs obtidos

Ne de leituras de sequéncias 362.631
Ne de leituras apos clusterizacao 253.134
Leituras aceitas (%) 69,8
Ne de Unigenes 17.912
Ne de contigs 7.723
Comprimento médio do contig (pb) 457
Média do n2 de leituras/contig 33
Cobertura genémica dos unigenes (Mpb) 8,18
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Figura 27 — Distribuicdo dos contigs por numero de genes transcritos.
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Figura 28 — Distribuicdo dos contigs por comprimento.

As sequéncias consenso de alta confianca (contigs) foram analisadas utilizando o
BLASTZ2, com o algoritmo BLASTx para obtencéo de proteinas/genes conhecidos (Tabela
4 — Apéndice). No total, 52% dos contigs poderiam ser atribuidos a supostos genes
ortélogos envolvidos em varias vias e processos celulares. No entanto, devido ao
escasso numero de ESTs disponiveis nos bancos de dados publicos para A.
stenosperma, aproximadamente, 32% dos transcritos mostraram similaridade com
proteinas descaracterizadas, como aquelas anotadas como proteinas desconhecidas ou

hipotéticas.

Para anotacdo funcional foi aplicado o InterProScan, para a classificagcdo dos
contigs em niveis de superfamilia, familia e subfamilia, para prever a ocorréncia de
dominios funcionais, repeticdes e sitios importantes, e incluir a anotacdo de termos de
ontologia génica (GO — Gene Ontology) de assinaturas protéicas. Dos 7.723 contigs de A.
stenosperma, cerce de 96% (7.396) poderia ser atribuido a uma ou mais categoria de
anotacdo GO, sendo 2.935 (38%) atribuidos a um processo biolégico, 2.144 (27,76%) a

um componente celular e 2.317 (30%) a uma funcdo molecular (Figura 29).
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(A) Processos bioldgicos

Regulagéo dos processos bioldgicos (117)

Estabelecimento de localizagdo (210)

Processo de desenvolvimento (1)

Resposta a estimulos (68)

Regulagdo positiva dos processos biolégicos (2)

Processos celulares (930)

Organizagdo da parede celular ou biogénese (8)
Morte (4)

Processos multi-organismos (1)

Regulagdo negativa dos processos biologicos (1)
Biogénesis dos componentes celulares (59)
Processo do organismo multicelular (1)
Organizagdo do componente celular (75)
Localizagdo (210)

Processos metabdlicos (1.124) Regulacio biolégica (124)

(B) Componentes celulares

Parte da organela (118)

Membrane-enclosed lumen (7)

P
Complexo macromolecular (293)

Célula (694) Parte de regido extracelular (2)

,,.-/—
\Regiéoextracelular (14)

—_Organela (322)

Parteda célula (694) _/

(C) Funcoes moleculares

Atividade catalitica (907)
Atividade reguladora de enzima (11) I

Atividade de transportador (107) \
Athidade antiowidante (16) Atwidade metalochaperona (1)

Atividade transportadora de elétrons (52) _\
Atmdade reguladora da transcri¢do (41)

Atividade molécula estrutural [140]
&Mrvldade reservatdrio de nutrientes (2)
Atividade de transdutor molecular (16)

Ligagdo (1.024)

Figura 29 — Andlises de InterProScan e de anotacdo do s termos de ontologia génica (GO) dos  contigs
de A. stenosperma . (A) NUmero de termos de processo biolégico; (B) N  Umero de termos de
componentes celulares; (C) Numeros de termos de fun  ¢@o molecular.

Além disso, 68 contigs foram identificados na subcategoria de resposta a
estimulos da ontologia génica, o que incluiu peroxidases, catalases, quinases,

glicosinases e serina-treonina quinase.

Os fatores de transcricdo (FTs) constituiam menos de 1% do total das sequéncias
consenso de confianca, e foram classificados em familias TRF por comparacdo de
sequéncia de familias de gene de fatores de transcricdo conhecidos. Para identificacao

das familias de fatores de transcricao representados neste estudo, o conjunto de dados
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do unigene de A. stenosperma foi pesquisado contra todas as sequéncias de proteinas
de fatores de transcricdo do banco de dados de fatores de transcricdo de plantas
(PInNTFDB - Plant transcription factor database; http://pIntfdb.bio.uni-

potsdam.de/v3.0/downloads.php) usando BLASTx com um e-value de corte de 1e-205.

Os 50 fatores de transcri¢cdo identificados foram classificados em 20 familias,
sendo os dominios ziper de leucina basico (bZIP — basic-domain leucine-zipper), MYB e
APETALA2-Elemento de ligacdo a proteina responsiva ao etileno (AP2-EREBP —
Ethylene-responsive element-binding protein), os mais representados (Figura 30).

Jumonyji (4%) MYB (14%)

IWS1 (2%) MYB-related (2%)

HSF (6%) NAC(z%

" ' /-PLATZ (2%)
RWP-RK (2%)

/ TCP (4%)

FHA (2%)
CCAAT (4%)
— WRKY (4%)

mmmum
C2H2 (2%

C2C2-CO-like (6%) AP2-EREBP (10%)

ARF (4%)
bZIP (18%) 9
(18%) bHLH (6%) (Total 50)

Figura 30 — Distribuicdo de contigs por familias de fatores de transcricdo em  A. stenosperma .

Genes diferencialmente expressos in silico

O método estatistico de Audic-Claverie do programa IDEG6 identificou o perfil de
653 genes, significativamente diferencialmente expressos entre as bibliotecas de folhas
de A. stenosperma (V10309) controle (SFC) e inoculadas com P. personata (SFl), dos
quais 388 eram positivamente regulados (upregulated) e 265 negativamente regulados
(downregulated), dentre eles, 211 e 149 genes eram exclusivos das bibliotecas SFI e
SFC, com inducgdo variando entre 28,9 a 1,1 vezes e 105,5 a 1,1 vezes, respectivamente
(Tabela 4 — Apéndice). Ainda por essa analise estimativa de expresséo diferencial, 8%
dos genes positivamente regulados apresentaram alta similaridade com sequéncias de
fungbes analogas relacionadas a defesa ou ao estresse, com registros encontrados em
outras espécies de plantas tais como: Arabidopsis thaliana (L.) Heynh., Arachis hypogaea
L., Bruguiera gymnorhiza (L.) Savigny, Glycine max (L.) Merr., Medicago truncatula
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Gaertn., Oryza sativa L., Phaseolus vulgaris L., Populus trichocarpa Torr. & A. Gray e
Ricinus communis L., sdo alguns exemplos. Cerca de 53% desses genes positivamente
regulados sdo desconhecidos, com indugéo variando entre 272,0 a 1,1 vezes (Tabela 4 —

Apéndice).

5.4.Escolha dos genes-candidatos

Os 11 primeiros genes-candidatos foram selecionados a partir do seu score nos
diferencialmente expressos e sua similaridade encontrada com sequéncias depositadas
no banco de dados publico do NCBI (National Center for Biotechnology Information),
associadas a anotacdo gendmica de genes/proteinas relacionados a resposta de defesa
ou estresse bidtico (Tabela 2). Além disso, uma busca por similaridade dos 7.723 contigs
gerados a partir da andlise das duas bibliotecas (SFI e SFC) foi realizada contra o banco
de analogos a genes de resisténcia (RGA - Resistance Gene Analogs) de Arabidopsis
thaliana, gerando informacdes que foram representadas graficamente em 3D, para
visualizagdo da similaridade. Na figura 31 foi possivel observar o agrupamento de
sequéncias similares e de grupos com expressao diferencial, representados nesta figura
por aglomerados distintos, que sobressaem na parte lateral direta do grafico em 3D, em
forma de “caliandra” (Clusters de 1-5), mostrando varios transcritos de uma das
bibliotecas seqiienciadas (SFI ou SFC) associados a uma sequéncia de RGA de A.
thaliana com alguma similaridade. Isso destacou cinco RGAs candidatos, os quais foram
submetidos a avaliacdo da quantificacdo relativa de mRNA por meio do RT-qgPCR. As

sequéncias dos primers desenhados encontram-se na tabela 2.
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o — Cluster2

Cluster3

Figura 31 — Agrupamentos gerados no programa BioLay  out 3D, baseado na similaridade dos unigenes
das bibliotecas SFI e SFC com RGAs de A. thaliana, além de similaridades diferenciais de alguns
grupos.

Um total de 48 sequéncias do tipo NBS-LRR (sitio de ligacdo de nucleotideo rico
em repeticbes de leucina), foram identificadas nas bibliotecas de A. stenosperma, sendo
que cinco deles foram escolhidos para analise em RT-gPCR, justamente por
apresentarem uma expressao diferencial in silico.

Os primers citados na tabela 2 foram desenhados para sua utilizagcdo em RT-
gPCR e para validacdo da expressao génica dos genes-alvo selecionados.



Tabela 2 — Primers desenhados para os genes candidatos selecionados e
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4As7
4As8
4As11
4As13
4As20
4As22
4As23
4As24
4As26
4As27
4As31
RGA_c11
RGA_c122
RGA c256
RGA c390

RGA c391

Proteina Dissulfeto Isomerase
Citocromo P450
Redutase da Adenosina 5’ — fosfosulfato
Homeodominio Ziper de Leucina

Proteassoma

Dominio transmembrana da proteina quinase
rica em repeticdes de leucina

Proteinas de EF-hand ligadoras de Ca**
Fator de ribosilacdo da ADP
Localizagao de Proteinas Nucleares
DNA dependente de RNA polimerase Il
Proteina contendo dominio BURP
Aumento de resisténcia a doenga

Glicogénio Sintase Quinase

Proteina Calcineurina tipo B (CBL)
interagindo com proteinas quinases

Proteina Serina-Treonina Quinase

Receptores ricos em cisteina

m A. stenosperma . Valores de e-value obtidos pelo BLASTX.

P450
RAPS
HD-Zip
Proteassoma
LRR-TM-PK
Bomba Ca**
ARF
NPL
DNA-RNA Pol
BURP
EDR1
GSK
CIPKs
STPKs

CRKs

38—04
1e—52
7e—36
3e—101
0,32
1e—12
6e-l3l
4™
5e—97
7e—10
0.0
0.0
0.0
3e—73

2e-113

TACAGTGCTGCTCGCTCATC/
ACTGTTTCCGAGGCTCTTGA
CAAAGGCCTTCATATAGCTCCA/
ATGAGTGAAGGGTTAGGTGTGG
GGCCATGAGAACATTCGTTT/
GAATGCCCTCAGGTGATGAT
GATGTCTTCGTGTGGTGGTG/
AGGGTTGGTGCTTGTTCATC
TGGGTGGTCTTGACAATGAA/
CAGCCAATGGAGTAACAGCA
CAGTTTACATGGCCTCTCCTG/
GAGTGGTATTTGGGATGTTCCT
GCCTCTAGAGATTCTTCCCACA/
AGGCTTTCTATGGAAGAAGACG
TTTGTTGGCAAACACCAAGA/
GGATGTCGGAGGTCAAGAGA
ATCAAGGACGACGATGATCC/
CGGTTCTCAATGGGAAATGT
AAGCGATGATGGTGGAGAAC/
TTCAGAAGCAGGGATGGAGT
CTGGGTTCCCGGATCTTACT/
TTGATCCCCATACATCAAACC
GGCAAAGGTGATGCTACCTG/
TTCCCAAGGAAGTTGATCCT
TTGCACCAACTTCTGGTTTG/
CAATGATATGCCCCGTCTCT
AGCTTCACGGTGAGGAAGAA/
ATTCCGTGTTGCAGAACCTC
CAGAACAACGAGAACAATCG/
TTACCGTCATCCGAAACTTG
TCTAGAAAGCGAGGAGCTCAA/
TGGATTGACTGGGATATGCTC
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Sequéncia dos primers Foward/Reverse (5-3)
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5.5. Andlise da qualidade do cDNA

A qualidade do cDNA sintetizado de cada um dos diferentes pools de RNA total de
folha de A. stenosperma (controle e inoculada, dos pontos 24, 48 e 72h) foi avaliada pela
técnica de RT-PCR. Os pares de primers leg066 (forward e reverse) foram utilizados
nesta etapa, por amplificarem, no DNA genémico (gDNA), uma regido que inclui um
intron, permitindo a distingdo entre os produtos de PCR amplificados a partir do gDNA
(=570pb) (Figura 32A) e os amplificados do cDNA (=250pb) (Figuras 32A e B), com isso
foi possivel determinar se o cDNA sintetizado apresentava ou ndo contaminagcdo com
gDNA. Essa etapa de confirmagéo € essencial, pois isso pode comprometer a andlise por
RT-gPCR, possibilitando a geracdo de falsos positivos. Conforme a figura 32B, foi
possivel identificar a eficiéncia do tratamento com DNase das amostras sintetizadas,

onde nenhuma contaminacéo foi verificada.

cDNA e -E——_ §
" ' cDNA e D eae eas e=s o
(x250pb) (=250pb) 'E- —

M 8 9 10 11 12 13 14

——

gDNA €—==fe]
(=570pb) = = cDNA <—.E|--—--
) N

(=250pb)

Figura 32 — Gel ndo desnaturante de agarose a 1,5% corado com brometo de etidio. (A) Produto da RT-
PCR onde foram avaliadas as primeiras amostras de cD  NA sintetizadas; (1-4) Produto que teve como
molde cDNA (SFI 24h Pool A, SFI 24h Pool B; SFI 48h Pool A e SFI 72h Pool A; (5) Produto que teve
como molde DNA gen6mico ( A. hypogaea cv. IAC-Tatu — controle positivo) e (6) Controle n  egativo da
reacdo, sem cDNA molde. (B) Produto da RT-PCR dos cDN As sintetizados de todas as amostras. (1)
SFC 24h Pool A; (2) SFC 24h Pool B; (3) SFI 24h Pool A; (4) SFI 24h Pool B; (5) SFC 48h Pool A; (6)
SFC 48h Pool B; (7) SFI 48h Pool A; (8) SFI 48h Pool B; (9) SFC 72h Pool A; (10) SFC 72h Pool B; (11)
SFI 72h Pool A e (12) SFI 72h Pool B; (13) Controle negativo (sem cDNA molde) e (14) C ontrole
positivo (cDNA de A. stenosperma ). Marcador de peso molecular (M) utilizado foi 1Kb Plus (Invitrogen)
SFC = A. stenosperma /Folha/Controle, SFI = A. stenosperma /Folha/lnoculada, onde e 24, 48 e 72h
referem-se aos pontos de coleta.

5.6.Validacéo dos genes-candidatos por RT-qgPCR

Os pares de primers desenhados para andlise da expresséo génica, por RT-gPCR
foram analisados pelo estabelecimento de curva-padrdo de diluicdo seriada (Figura 33), a
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fim de avaliar sua eficiéncia bem como certificar-se de que apenas um produto de
amplificacéo foi gerado. Para tanto, um pool formado pela mistura equimolar dos trés
pontos de coleta dos grupos controle e inoculado, foram diluidos a 10", 102 e 10°. Os
valores médios de C, foram obtidos para cada diluicéo e para cada par de primers como
a media aritmética dos C, das triplicatas. Aquelas médias com valores de desvio padréo
superiores a 0,5 eram rejeitadas, porém nao antes de repetir a reagdo de RT-gPCR, para
confirmar a persisténcia desse desvio. A melhor diluicdo do cDNA a ser utilizada nas
reacdes de quantificacdo relativa foi escolhida como sendo aquela que estava dentro de
um intervalo de valor média de C, entre 18-25. Dois genes de referéncia (Actina e 60S
ribossomal), sugeridos por Morgante e colaboradores (2011) também foram avaliados

pela curva de diluicdo seriada.

Curva padrao
33
32
31
30

[

~

& O

N NN NN RNRN
@

w

Q.00001 0,0001 Q001 0002 Q01 a2 a1 a2
Quantidade

Alvo: RAPS Slope:-3,327 Y-Inter: 20,798 R2:0,994 Eficiéncia(%): 99,772

Figura 33 — Exemplo de uma curva padrédo de diluicdo seriada. Dados obtidos pela amplificacdo dos
primers RAPS, utilizando-se como molde o cDNA dos  pools de folhas controle e inoculadas de  A.
stenosperma , diluido a 10 *, 10% e 107

A partir da regressao linear da curva-padréo da diluicdo seriada, foi determinado o

coeficiente angular da reta (slope) usado no calculo da eficiéncia de amplificacdo pela

formula: Eficiéncia (€) = [10 (-1/coeficiente angular da reta)]. Valores de slope (exemplo
figura 33) iguais a -3,32 indicam uma reacdo com 100% de eficiéncia de amplificacéo,
onde o numero de moléculas amplificadas sobra a cada ciclo da PCR. O coeficiente de
correlacdo (R? com valores menores que 0,99 podem indicar problemas de preciséo
técnica, como problemas na pipetagem. Os pares de primers que apresentaram eficiéncia
entre 90-110% e apenas um pico ha curva de dissociacdo foram considerados validos

para a utilizacdo na analise de expresséao (Tabela 3 e Figura 33).
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Tabela 3 — Dados obtidos pela curva-padrdo de dilui  ¢&o seriada dos pares de primers selecionados
neste estudo. ID = Identidade do par de primers ; Indicativo dos valores do  Slope, R? (coeficiente de
correlacéo) e média dos C  das triplicatas na diluicdo 10

| Ne | IDs | Funcdo putativa_| Slope | _R* | Eficiencia (%) | Cqde 10

4AS7 PDI -3,238 0,971 103,64 26,7
4As8 P450 3,292 0,998 101,27 24,9
4As11 RAPS -3,327 0,994 99,77 22,2
4As13 HD-Zip -3,341 0,994 99,19 22,9
4As20 Proteassoma -3,273 0,998 102,09 20,4
Bl 4As22 LRR-TM-PK -3,414 0,983 96,30 24,3
4As23 Bomba de Ca?*  -3,476 0,994 93,95 22,4
El 4As24 ARF -3,547 0,993 91,38 23,7
BB 4As26 NPL -3,379 0,988 97,66 25,3
4AS27 DNA-RNA pol -3,188 0,987 105,91 26,8
4As31 BURP -3,453 0,992 94,80 18,5
RGA_cl11 EDR1 -3,425 0,996 95,86 25,9
RGA_cl122 GSK -3,464 0,979 94,41 25,4
RGA_c256 CIPKs -3,500 0,981 93,09 24,7
RGA c390 STPKs -3,213 0,999 104,76 26,9
RGA_391 CRKs -3,419 0,991 96,09 24,9
c23 Actina -3,499 0,981 93,10 20,5
C43 60S -3,392 0,997 97,15 19,8

Para todos os 18 pares de primers analisados, um unico pico na curva de
dissociacéo foi observado, indicando a presenca de um amplicon especifico e auséncia

de dimeros de primer (Figura 34).
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Curva de dissociagdo Curva de dissociag3o Curva de dissociagao Curva de dissociagio

Curva de dissociagio Curva de dissociagio

Curva de dissociagdo Curva de dissociagio

Curva de dissociagdo
T

Curva de dissociag3o Curva de dissociagio
i
|

Curva de dissociag3o Curva de dissociagio Curva de dissociagio

Curva de dissociagdo Curva de dissociao

Figura 34 — Curva de dissociacdo obtida para cada p ar de primers selecionados neste estudo,
mostrando a formacao de um Unico pico, referente a amplificacdo de um Unico fragmento especifico.

(A) Actina; (B) 60S; (C) PDI; (D) P450; (E) RAPS; (F) HD-Zip; (G) Proteassoma ; (H) LRR-TM-PK; (1)
Bomba de Ca **; (J) ARF; (K) NPL; (L) DNA-RNA pol ; (M) BURP; (N) EDR1; (O) GSK; (P) CIPKs; (Q)

STPKs e (R) CRKs. Tm = Temperatura de dissociagdo ( melting temperature ). OBS.: O pico a esquerda
observado em todas as imagens refere-se a um proble

ma gerado pela calibracdo do equipamento
F7300 Real-Time PCR System, da Applied Biosystem.
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Desse modo, a analise da curva-padrédo de diluicdo seriada dos pares de primers
dos genes de referéncia e dos genes-alvo pela RT-qPCR permitiu, inicialmente, a
determinagdo da viabilidade desses primers para o estudo da expressdo génica, bem
como a selecdo do melhor gene referéncia, isto €, aquele em que a estabilidade de
expresséo nos diversos pontos tenha sido a melhor. Os valores de C, médio obtidos para
os genes de referéncia Actina e 60S nos tratamentos controle e inoculado foram de 21,86
e 21,80; 19,88 e 19,84, respectivamente. Isso mostra que, embora a eficiéncia de
amplificacdo do cDNA tenha variado entre os pares de primers utilizados (93,10% para
Actina e 97,15% para 60S; Tabela 3), sua propor¢ao foi mantida durante a amplificagéao,
ndo favorecendo ou amplificando, diferencialmente, um outro cDNA nhas amostras

analisadas.

Em seguida, dois pools (controle — SFC e inoculado — SFI) contendo, de forma
equitativa, amostras dos trés pontos (24, 48 e 72hs) do sexto bioensaio, foram
submetidos a analise por RT-gPCR, a fim de quantificar a expresséo relativa dos 11
genes de A. stenosperma (V10309), candidatos a serem expressos diferencialmente na
interacdo planta-fungo (Tabela 2). Para esta andlise, utilizaram-se os genes de referéncia
Actina e 60S, conforme recomendacdo de Morgante e colaboradores (2011). A analise
dos niveis relativos de mRNA ou quantificacdo relativa (RQ) analisada por RT-qPCR é
dada pela razdo entre o gene-alvo (genes-candidatos) e o gene de referéncia (Actina ou
60S) no valor de 1. Dessa forma, 1 € o valor inicial comparativo, e portanto, todo valor
encontrado por esta razdo (SFI/SFC), acima de 1 entende-se que houve uma regulacao
positiva da expressao génica, enquanto que um valor abaixo de 1, significa que houve

uma regulacdo negativa da expressao génica.

A quantificacdo relativa desses 11 primeiros genes-candidatos mostrou uma
pequena expressdo diferencial entre as plantas inoculadas e seus controles
(inoculado/controle) para a maioria dos genes avaliados (Figura 35). O gene LRR-TM-PK
(Dominio transmembrana da proteina quinase rica em repeticdes de leucina) destacou-se
por ser o Unico a apresentar uma regulacdo positiva inoculado/controle (razdo acima de
1). Dentre os genes regulados negativamente, os genes Citocromo P450, Homeodominio
de ziper de leucina (HD-Zip), Localizacdo de proteinas nucleares (NPL) e proteina
contendo dominio BURP, foram aqueles que apresentaram a maior diferenca de
expressao relativa (0,74; 0,83; 0,99 e 0,67, respectivamente, normalizados com o0 gene
de referéncia Actina e 0,66; 0,74; 0,89 e 0,59, respectivamente, normalizados com o gene
de referéncia 60S) (Figura 35).
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Os resultados da expresséo relativa dos 11 primeiros genes-alvo avaliados foram
proximos para dois genes de referéncia (Actina e 60S) utilizados como normalizadores
(Figura 35), indicando que ambos possuem uma expressao altamente estavel entre as
amostras. Assim, para as analises posteriores, optou-se por usar somente o gene de
referéncia 60S, dispensando a utilizando de um segundo gene de referéncia, neste caso,
0 Actina (Figura 35), como normalizador.

62 bioensaio
Gene de referéncia - Actina Gene de referéncia- 60S

> 1,5 < 1,5
3 € o
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E PDI ®P450 W RAPS M HD-Zip W Proteassoma B LRR-TM-PK W Bomba de Ca2+ W ARF HNPL i DNA-RNA pol i BURP

Figura 35 — Andlise da quantificacdo relativa (RQ) por RT-qPCR para os 11 primeiros genes-
candidatos, a partir de dois pools de A. stenosperma (SFC e SFI) do 62 bioensaio. Os niveis relativos
de mRNA (razao entre SFI/SFC) estdo representados por  barras e o desvio-padrdo das triplicatas
pelas linhas verticais. (A) Dados normalizados com 0 gene de referéncia Actina. (B) Dados
normalizados com o gene de referéncia  60S.

A partir da analise de expresséao relativa dos 11 primeiros genes-alvo, 0s cinco
que apresentaram as maiores diferencas de expressdo relativa entre as plantas
inoculadas e seus controles (inoculado/controle) foram selecionados para uma anélise
mais refinada de expressao relativa. Sao eles: LRR-TM-PK, P450, HD-Zip, NPL e BURP
(Figura 36 e Tabela 2). Para validar essa primeira selecéo realizada com amostras do 62
bioensaio, 0s cinco genes-alvo selecionados foram posteriormente avaliados quanto a
sua expressao relativa com amostras de cDNA, oriundas dos 4¢, 52 e 82 bioensaios, e
avaliadas por ponto de coleta e por tratamento. Nesta avaliacdo, cada bioensaio foi
considerado como uma repeticao biolégica e a média entre os niveis relativos de mRNA
encontrados nos trés bioensaios foi avaliada separadamente por ponto de coleta e por

gene, a fim de analisar o perfil de expresséo global entre os ensaios (Figura 36).
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Figura 36 — Analise d a RQ por RT -gPCR para os genes -alvo P450; HD-Zip; LRR-TM-PK; NPL e BURP.
Os niveis relativos de mRNA (razéo SFI/SFC) estdo rep resentados por barras e o desvio- padrdo das
médias entre 0s mesmos pontos de coleta (24, 48 e 7 2h) do 49, 52 e 82 bioensaios pelas linhas
verticais.

A média de quantificacao relativa obtida entre os trés bioensaios mostra que todos
0s cinco genes candidatos acima avaliados, por ponto de coleta, apresentaram um perfil
de expressdo negativamente regulado (down-regulated), inclusive o gene LRR-TM-PK,
gue na avaliacéo global de expresséo havia mostrado uma regulagéo positiva (Figura 35).

Os demais genes confirmaram o perfil anteriormente observado.

Para cada gene avaliado, observa-se um perfil de comportamento de expressao
distinto ao longo do bioensaio (time-course) (Figura 36). Alguns genes (como HD-Zip e
NPL) comecam com uma expressao muito proxima (em torno de 1) entre material
inoculado e controle nas primeiras horas apés a infec¢do (24 e 48 HAI) para ter uma
queda brusca de expressao relativa no ultimo ponto de coleta (72 HAI). J4 o gene LRR-
TM-PK possui um comportamento completamente oposto, ou seja, comega com uma
expressao muito negativa (em torno de 0,5) entre o material inoculado e controle nas
primeiras horas apos a infeccéo (24 e 48 HAI) para igualar ao controle no ultimo ponto de
coleta (72 HAI). O gene BURP mostra um comportamento irregular ao longo do
bioensaio, enquanto que o gene P450 tem um comportamento proximo ao LRR-TM-PK,
isto é, comega com uma expressao muito negativa (em torno de 0,4) no inicio do
bioensaio (24 HAI) para em seguida chegar proximo ao controle nas horas posteriores
(48 e 72 HAI).

Entretanto, h4 uma variagdo dos dados dependendo de como eles sé&o
analisados. Observa-se um padrédo de expressdo com pequeno desvio-padréo entre as
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amostras quando as mesmas sdo comparadas entre si (triplicatas técnicas) dentro de um
mesmo bioensaio (andlise intra-bioensaio — dados ndo mostrados) e um grande desvio
padrdo na andlise que leva em consideracdo as repeticbes bioldgicas (analise inter-
bioensaios — Figura 36). Essa grande variacdo entre os bioensaios, j esperada, deve-se,
possivelmente, a fatores ndo controlaveis, aos quais esses bioensaios foram expostos,
uma vez que os mesmos foram realizados em casa de vegetacdo com condigcbes
parcialmente controlaveis de temperatura e umidade, com grupos de plantas distintos e

com diferentes inéculos de P. personata.

Em paralelo a analise dos 11 genes-candidatos, procedeu-se a analise por RT-
gPCR dos cinco genes RGAs-candidatos (Tabela 2), a fim de quantificar sua expressdo
relativa. Essa andlise foi realizada com dois pools (controle — SFC e inoculado — SFI)
contendo, de forma equitativa, amostras dos trés pontos (24, 48 e 72h) do 62 bioensaio.
Para essas andlises, utilizou-se somente o gene referéncia 60S, pois 0 mesmo mostrou-
se altamente estavel nas andlises de RT-qPCR anteriores, dispensando a utilizacdo de
um segundo gene de referéncia para a normalizagdo dos niveis de mRNA entre as

amostras testadas.

Todos o0s cinco RGAs candidatos analisados por RT-gPCR mostram-se
positivamente regulados quando comparado ao seu controle (razdo inoculado/controle,
acima de 1) (Figura 37). Os genes de Aumento de resisténcia a doen¢ca — 1 (EDR1),
Glicogénio sintase quinase (GSK) e proteina calcineurina tipo B interagindo com
proteinas quinases (CIPKs) apresentaram expressao relativa maior ou igual a 1,2.

Genereferéncia - 60S

1,6

g 1,4 T
= | ® EDRI1

s 12 I
S € 1,0 - . HGSK
33
>3 08 - - M CIPKs
=3
23 06 - ———  HESTPKs
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= 02 - —
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Figura 37 — Andlise da quantificacéo relativa (RQ) para os cinco RGAs-candidatos, a partir de dois
pools de A. stenosperma (SFC e SFI) do 6¢2 bioensaio. Os niveis relativos de mRNA (razdo entr e
SFI/SFC) estdo representados por barras e o desvio-pa  drdo das triplicatas pelas linha verticais. Dados
normalizados com o gene referéncia  60S.
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6. DiscussAo

A mancha preta, causada por P. personata, € uma das doencas foliares mais
graves e economicamente importantes do amendoim (A. hypogaea). Varios trabalhos tém
relatado a importancia dessa doenca no mundo e muitos esforcos tém sido realizados
para determinar meios mais eficientes de controle do patégeno, além de tentar identificar
caracteristicas morfoldgicas, bioquimicas, genéticas e moleculares da suscetibilidade e
resisténcia envolvidas na resposta a infeccdo desse fungo em espécies cultivadas e

silvestres do género Arachis.

As plantas utilizam tanto de barreiras pré-formadas quanto induzidas para se
proteger contra invasao de patdgenos. No entanto, quando essas barreiras pré-formadas
sdo superadas pelo patégeno, o mesmo é reconhecido, induzindo respostas precoces ou
tardias de defesa, a fim de inibir a invasdo ou lidar com o estresse ocasionado. Apesar
dos dois tipos de respostas serem importantes na defesa do hospedeiro, os genes de
resposta precoce constitui a chave de percepcao e amplificacdo de sinais de diferentes
estresses, além de serem responséveis pela indugdo da expressdo de genes mais a
jusante (Kumar & Kirti, 2011).

Trabalhos anteriores incluindo P. personata e outras espécies de Arachis (Nobile,
et al.,, 2008; Kumar & Kirti, 2011), demonstraram que entre as primeiras horas de
interacdo planta-patdgeno ocorrem eventos cruciais para o estabelecimento ou ndo da
doenca. Estes dados foram confirmados por microscopia 6Otica e microscopia eletrénica
de varredura, para A. hypogaea e A. stenosperma, demonstrando que ap6s a adesao do
conidio na superficie foliar, entre o periodo de 12-72h, ja havia o inicio do crescimento
dos tubos germinativos bem como a ocorréncia da penetracdo via estomatal, apenas na

espécie suscetivel, A. hypogaea (Nobile, et al., 2008; Leal-Bertioli, et al., 2010).

Estudos anteriores, incluindo a analise do transcritoma de A. hypogaea (Nobile, et
al., 2008) e A. diogoi (Kumar & Kirti, 2011), também observou-se o intervalo de 6-72h e 0-
48h, respectivamente, para identificacdo de genes regulados positivamente (upregulated)
durante a interagdo entre A. hypogaea/A. diogoi e P. personata. Dessa forma, neste
estudo, optou-se em realizar o experimento utilizando os pontos 24, 48 e 72h, visando
identificar genes de resposta precoce que estariam envolvidos na interacdo entre A.

stenosperma e P. personata.
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Até o momento existem trés relatos envolvendo a identificacdo de genes
envolvidos na interacdo Arachis—P. personata, sendo dois deles com a espécie cultivada,
A. hypogaea (Luo, et al., 2005b; Nobile, et al., 2008), e apenas um com uma espécie
silvestre, A. diogoi (Kumar & Kirti, 2011). Dessa forma, a analise do transcritoma da
interagdo P. personata e A. stenosperma serd de grande importancia para a melhor
compreensdo das bases moleculares desta resisténcia. Além disso, A. stenosperma € um
dos parentais da populacdo de mapeamento de referéncia de Arachis (Moretzsohn, et al.,
2005), na qual ja foram identificados loci de caracteres quantitativos (QTLs — Quantitative
trait loci) associados a resisténcia a doenca (Leal-Bertioli, et al., 2009). A identificacdo de
genes-candidatos e seu mapeamento neste mapa de referéncia contribuirdo para a
identificacdo de regibes associadas a resisténcia e, conseguentemente, a selecdo

assistida por marcadores para a producédo de amendoim mais resistente.

A obtencdo de RNA de alta qualidade em altas concentracdes a partir de folhas de
espécies silvestres de Arachis é bastante trabalhosa, possivelmente pela grande
concentracdo de polissacarideos que podem ter se agrupado ao RNA e co-precipitado,
tornando a amostra excessivamente viscosa. Essa viscosidade foi encontrada em varias
espécies de Arachis, tais como A. magna (KG30097), A. cardenasii (GKP10017) e A.
duranensis (K7988) (Brasileiro, et al., 2008; Martins, 2008; Morgante, et al., 2011), além
de outras espécies de plantas, tais como Cinnamomum tenuipilum — um tipo de canela
(Zeng & Yang, 2002), Pinus densiflora — pinho, Picea abies — Espruce-da-Noruega,
Ginkgo biloba — Ginkgo (Suzuki, et al., 2008), Fragaria x ananassa — morango (Mazzara

& James, 2000), Jatropha curcas — pinhdo manso (Sangha, et al., 2010), dentre outras.

A utilizacdo do Kit Invisorb® Spin Plant RNA Mini (Invitek) possibilitou a reducéo
da viscosidade encontrada no RNA total de folha de A. stenosperma, como ja descrito em
outras plantas (Czechowski, et al., 2005; Vrebalov, et al., 2009; Artico, et al., 2010;
Terefe-Ayana, et al., 2011). A tecnologia empregada nesse kit combina as propriedades
de ligacéo seletiva de uma membrana a base de silica com a velocidade da tecnologia
“microspin”. O isolamento de RNA total combina uma lise eficiente e uma
homogeneizacdo do material inicial na presenca de um tampé&o altamente desnaturante,
contendo isotiocianato de guanidina que inativa imediatamente as RNases, garantindo a
purificagdo de um RNA mais intacto, com remo¢do do gDNA. O gDNA é fixado na
superficie de particulas minerais transportadoras de acido nucléico, contido nas solugdes
de lise (DCT ou RP), simultaneamente durante a lise. O tampao de lise DCT ¢é otimizado
para materiais vegetais com alta concentracdo de polissacarideo, enquanto que o RP é
adaptado a materiais vegetais com alto teor de fenol. Apés a lise, as particulas minerais

transportadoras carregadas com o gDNA s&o removidos por centrifugacdo. A adicdo de
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etanol ao sobrenadante filtrado favorece condicbes adequadas de ligacdo do RNA total a
membrana contida no filtro RTA, enquanto que os contaminantes séo lavados em etapas

repetitivas. Assim, o RNA total purificado pode ser eluido e armazenado a -80C.

Muitos projetos com organismos ndo modelos publicados, tem-se utilizado da
plataforma de pirossequenciamento 454 da Roche, pois 0 sequenciamento de novo do
transcritoma depende de uma tecnologia de sequenciamento com comprimentos maiores
de leituras, como as geradas por esta tecnologia, por meio da quimica GS FLX Titanium
XLR70 (atualmente, cerca de 500-1.000pb, sédo gerados com a nova tecnologia GS FLX
Titanium XL+), facilitando, assim, a montagem dos genes transcritos sem um genoma de
referéncia (Kumar & Blaxter, 2010; Brautigam, et al., 2011; Roche, 2011). Embora ainda
seja um desafio montar um genoma complexo e completamente novo usando tecnologias
de sequenciamento de préxima geragdo (454/lllumina), com a montagem de novo do
transcritoma tem sido facilitado pelo aumento da profundidade de cobertura, devido ao
namero muito menor de nucleotideos no transcritoma do que em todo o genoma, além da
quantidade de DNA repetitivo ser menor quando comparado com regides codificantes
(Parchman, et al., 2010).

Além de proporcionar um sequenciamento em larga escala a um custo,
relativamente menor, os dados gerados pelo sequenciamento de genes transcritos
possibilitam o descobrimento de novos genes (Garg, et al., 2011), analise de expressao
em grande escala (Brautigam, et al., 2011), estabelecimento de rela¢des filogenéticas
(Tangphatsornruang, et al., 2010), estudos sobre a dindmica evolutiva do genoma
(Buggs, et al., 2010), desenvolvimento de marcadores moleculares (Parchman, et al.,
2010), identificacdo de sequéncias simples repetitivas (SSRs) (Kaur, et al.,, 2011) e

polimorfismo de Unica base (SNPs) (Moe, et al., 2011).

Apesar da existéncia de varios programas de montagem de sequéncias oriundas
de NGS, ndo h4d um consenso e nem uma padronizacdo indicando qual o melhor
programa a ser usado. Segundo Kumar e Blaxter (2010), o MIRA, em termos de recursos
e flexibilidade € o montador mais abrangente, apesar de mais lento. Além disso, Garg e
colaboradores (2011) testaram cinco montadores e dentre eles, o MIRA foi o que
produziu maiores montagens em termos de numero de bases (=52 Mb). Contigs com
sequéncias maiores permitem uma melhor comparagdo com sequéncias ja depositadas
em bancos de dados publicos, aumentando a identidade entre o alinhamento das

sequéncias comparadas.

Neste trabalho, essa tecnologia permitiu, em uma Unica corrida, a cobertura do

genoma de até 85Mbp de leituras de alta qualidade para o genoma dipléide de Arachis
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estudado. Com a producédo de 10.189 singletons, que em comparagao a outros estudos
com legumes, pode ser considerada uma pequena quantidade (Tangphatsornruang, et
al., 2010; Dubey, et al., 2011; Kaur, et al., 2011). O comprimento médio do contig foi de
457 bases. Um tamanho médio, parecido, de contig com 454 bases foi encontrado no
trabalho de Franssen e colaboradores (2011) com ervilha. Valores proximos foram
encontrados nos trabalhos com Artemisia (334 bases) (Wang, et al., 2009) e com pinheiro
(Pinhus contorta Douglas ex Loudon — 500 bases) (Parchman, et al., 2010), porém em
um trabalho com lentilha produziu contigs com o tamanho médio de 770 bases (Kaur, et
al., 2011). A montagem de contigs maiores é devido a nova quimica GS FLX Titanium
XLR70, permitindo a sequéncias de leituras de até 300-600pb, e, portanto a montagem

de contigs maiores (Kaur, et al., 2011).

Dos 7.723 contigs, 52% apresentou hits no BLASTx com similaridade as
sequéncias de peptideos no dominio publico. Este valor, em porcentagem, € 0 mesmo
encontrado em trabalhos com espécies que ndo tem genoma referéncia disponivel, tais
como, o apresentado por Russel e colaboradores (2011) em seu trabalho com groselha
(R. nigrum). Esse valor foi maior que os relatados para eucalipto (Novaes, et al., 2008) e

pinheiro (Parchman, et al., 2010), por exemplo.

A falta de um genoma de referéncia completamente seqiienciando e anotado,
torna muito dificil a estimava da cobertura do transcritoma alcancada neste estudo para
A. stenosperma, tendo-se em vista que mais de um contig ou singleton pode ter origem
de um Unico gene, isso devido a ndo sobreposicdo de uma sequéncia de leitura ou por
altos niveis de erros em uma Unica sequéncia de leitura (Kaur, et al., 2011), podendo

causar uma superestimacdo do nimero de contigs produzidos num estudo.

Dentre as sequéncias com similaridade encontrada pelo BLASTX, alguns
transcritos foram identificados como fatores de transcricdo (FTs). As familias FTs séo
altamente conservadas entre organismos eucariéticos, especialmente em plantas. Por
meio de trabalhos com transcritoma de plantas durante a interacdo com algum patégeno,
varios FTs tém sido encontrados entre os genes diferencialmente expressos, implicando-
0s em processos de regulacéo de desenvolvimento especifico ou respostas ao estresse
bidtico e abibtico (Udvardi, et al., 2007; O'Brian & Vance, 2007).

Alguns dos FTs aqui encontrados também foram relatados em estudos anteriores
em outras leguminosas: Lotus japonicus (Regel) K. Larsen, Medicago trunculata Gertn.,
Glycine max (L.) Merr. (Wang, et al., 2010) e A. diogoi Hoehne (Kumar & Kirti, 2011), com
bZIP (18%), MYB (14%) e AP2-EREBP(10%) mais representados. A familia com maior

representacdo foi a pertencente a familia de dominio ziper de leucina basico (bZIP),



72

sendo associados com reguladores de processos de desenvolvimento e fisiol6gicos, por
exemplo, via de sinalizagdo de horménios, bem como a mecanismos de defesa ao
estresse biotico e abidtico (Niggeweg, et al., 2000; Corréa, et al., 2008; Govind, et al.,
2009). A expressdo de bZIP relacionada a resposta de defesa ja foi descrita, por

exemplo, na interagdo entre trigo e Puccinia striiformis f. sp. tritici (Zhang, et al., 2008).

A segunda familia de FTs com maior representacdo durante a interacdo A.
stenosperma x P. personata, foi a de dominio MYB, um dominio altamente conservado
entre animais e plantas. Em plantas existem boas evidéncias para distintas fun¢des para
as diferentes proteinas MYB, sendo algumas de controle do metabolismo secundério, de
regulacdo da morfogénese celular e algumas servindo na via de transducao de sinal a
resposta a reguladores de crescimento vegetal. Dentro do controle do metabolismo
secundario, o MYB atua no metabolismo dos fenilpropandides, modificando os compostos
derivados a partir da fenilalanina, além de ser responsavel pela producdo de antocianinas
(maior grupo de pigmentos plantas). Como regulador da morfogénese celular, ele é
essencial em Petunia para o desenvolvimento da forma cénica das células epidérmicas
da pétala e em Arabidopsis, € essencial para diferenciacdo das células pilosas das folhas
e caule. E como sinalizador de transducéo, ele atua em resposta hormonal durante o
desenvolvimento e germinacéo (Martin & Paz-Ares, 1997). Em Arabidopsis esse fator de
transcricdo foi identificado sendo ativado durante as primeiras etapas a resposta de
hipersensibilidade (HR) em resposta a Xanthomonas campestris pv campestris (Xcc)
(Daniel, et al., 1999).

E por dltimo, a terceira familia de FTs, também com boa representacdo de
transcritos foi a APETALA2-Elemento de ligagcdo a proteina responsiva ao etileno
(AP2/EREBP), estando envolvido em varios aspectos de crescimento e desenvolvimento
da planta, tal como o desenvolvimento floral, transducdo de sinais hormonais e
diferenciacéo celular, bem como em resposta ao estresse bidtico e abibtico (Sharoni, et
al., 2010). Alguns genes tais como TERF1 de arroz, HYRAF de cevada e TSRF1 de
tomate estdo envolvidos na regulacdo da toleréncia tanto ao estresse bidtico quanto o
abidtico (Kim, et al., 2004; Jung, et al., 2007; Li, et al., 2011).

Apesar dos fatores de transcricdo funcionar como reguladores de diversos
processos celulares, muito ainda se tem a ser elucidado, principalmente acerca do papel
funcional ao qual estdo associados, bem como a sua dindmica na participacdo em

respostas de defesa a patdgenos.

As plantas tém desenvolvido estratégias notaveis para detectar e se adaptar a

estimulos ambientais pelo uso de receptores na superficie celular e dentro da célula
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(Gomez-Goémez & Boller, 2002), gerando uma cascata de transducao de sinais, que inclui
a percepcdo de um sinal ou um conjunto de sinais primarios, extracelular, que alteram a
interagdo do receptor associado, transmitindo sinais secundarios pela membrana
plasmatica, induzindo cascatas de fosforilacdo e desfosforilacdo especificas,
ocasionando mudancgas no metabolismo vegetal e assim, ativando genes envolvidos em

respostas de defesa (Gachomo, et al., 2003).

Os genes ativados na resisténcia a doencas em plantas podem ser divididos em
trés classes: 1) genes que codificam fatores de transcricdo; 2) genes que codificam
enzimas que estdo envolvidas nas vias metabdlicas secundérias e; 3) genes que sao
induzidos em uma fase tardia da resposta de defesa, ndo somente de forma local, mas
também sistematicamente (Takemoto, et al., 1999). Sendo assim, os genes-candidatos
selecionados enquadravam-se na primeira classe, acima citada. Para estes genes
procurou-se, também, analisar o perfil de expressédo para cada um pela técnica de RT-
gPCR.

O sistema de monooxigenases, conhecido como citocromo P450 (superfamilia
CYP450) € um grupo de proteinas redox que cataliza varias reacfes oxidativas (Isin &
Guengerich, 2007) de compostos enddgenos (via biossintética) e exdgenos toxicos (via
desintoxicante), propondo assim, que o CYP450 media a sintese e metabolismo de
muitos compostos fisiologicamente importantes, como compostos primarios e
secundarios que atuam como agentes de defesa vegetal contra uma ampla diversidade
de fitopatdbgenos e pragas, sendo alguns deles, esterdides, acidos graxos, ligninas,
terpenos, alcalbides, fenilpropandides, glicosideos cianogénicos e fitoalexinas (Kim &
Tsukaya, 2002; Gonzalez-Mendoza, 2007; Ohnishi, et al., 2009; Pinot & Beisson, 2011),
bem como mediando a desintoxicacdo herbicida (Werck-Reichhart, et al., 2000). No que
se atem as resposta de defesa pode-se incluir a resposta de hipersensibilidade
(Glazebrook, 2005) e a inibicAdo do crescimento de um determinado patdégeno
(Kliebenstein, et al., 2005). Centenas de genes CYP450 tém sido identificadas em
diferentes espécies de planta. Como, por exemplo, em Arabidopsis thaliana, onde 290
genes CYP450 estéo representados em 69 subfamilias, de 44 de um total de 59 familias
CYP450 existentes, em todas as espécies de planta (Kim & Tsukaya, 2002; Schuler &
Werck-Reichhart, 2003).

Dada a participacdo de genes CYP450s em diversas vias bioquimicas, ndo é de
se estranhar que o0s niveis de transcricdo possam variar significativamente em diferentes
tecidos e sob diferentes condi¢bes de estresse (Schuler & Werck-Reichhart, 2003). Por

exemplo, para t-CAH no core da via de fenilpropandides, sdo expressos em um nivel
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constitutivo significativo em muitos tecidos e moderadamente induzido em resposta a
alguns estimulos, incluindo os bidticos, outros genes de hidroxilase de &cidos graxos sao
expressos em niveis insignificantes, induzidos por ferimentos ou tratamentos quimicos
(Frank, et al., 1996; Pinot & Beisson, 2011).

Oh e colaboradores (1999) verificaram, o nivel de expressdo do gene PepCYP,
um CYP450, € maior em interagdes incompativeis do que em compativeis entre pimentdo
(Capsicum annuum L.) e o fungo causador da antracnose (Colletotrichum
gloeosporioides). O mesmo ocorreu com o0 gene CYP736B durante interagoes
compativeis e incompativeis entre videira e Xylella fastidiosa (Cheng, et al., 2010). Além
disso, Takemoto e colaboradores (1999) observaram que a expressdo de CYP82E1l
aumentada dentro de 6 horas apés a inoculacéo de folhas de fumo com Pseudomonas
syringae pv. glycinea, mostrando um pico de expressdo ainda maior as 12 horas apos a
inoculacdo (HAI), porém, posteriormente havia um decréscimo de expressdo, mas ha
area ao redor do local aonde o fungo foi inoculado, ndo foi detectado nenhuma inducao
do CYP82EL. Esse resultado foi contrastante com 0s baixos niveis e com a expressao
tardia observados em folhas de fumo inoculadas com P. syringae pv. tabaci, sugerindo
que a expressdo do gene CYP82E1l seja regulada pelo(s) sinal(is) envolvido(s) na
resisténcia a doenca e que o produto desse gene possa estar envolvido na resisténcia a
doenca. Em outro trabalho, analisando a inducdo de um agrupamento do gene CYP72A
pelo Magnaphorte grisea em arroz, no inicio da infec¢do (48HAI), Wang e colaboradores
(2004), verificaram que dentre os sete genes CYP72A detectados, quatro (CYP72A18,
CYP72A19, CYP72A22 e CYP72A23) foram regulados pelo M. grisea, mostrando
expressao diferencial na interacdo compativel e na interacdo incompativel. Na interacao
compativel (H7S), CYP72A18 foi negativamente regulado entre 4-8HAI, se recuperando
as 12HAI, e tornando a baixar a partir das 24HAI. Na interacdo incompativel (H7R), este
gene tinha padrdo de expressao similar, porém sem recuperacdo até as 24HAI apds
inoculacdo, indicando que este gene foi ritmicamente regulado pela infeccdo do
patégeno, sendo considerada uma caracteristica incomum para genes relacionados &
defesa. CYP72A19 foi positivamente regulada em H7R 24HAI, mas sem regulacdo
aparente em H7S. CYP72A22 teve sua expressdo um pouco reprimida as 12 e 24HAIl em
H7R. CYP72A23 foi positivamente regulada as 24HAI em H7R, mas negativamente
regulada em H7S. Esses resultam significam que esses quatro genes CYP72A
funcionam, provavelmente, de forma diferente na resposta de defesa no arroz. A
diferenciacdo de expressao encontrada entre os membros de CYP450 pode justificar o
perfil de expressdo negativamente regulado encontrado neste trabalho, para o gene

putativo P450, durante a interacdo incompativel entre A. stenosperma e P. personata,
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isso porque varios CYP450s em subfamilias diferentes respondam de forma
independente nesses estresses, podendo ser positiva ou negativamente regulados
(Schuler & Werck-Reichhart, 2003).

O HD-Zip é uma das familias (superfamilia) de fatores de transcricdo chamada
homeodominio, presente apenas em plantas (Javelle, et al., 2011). Essa superfamilia é
composta por quatro subfamilias, as quais se diferenciam uma da outra por apresentarem
combinagBes distintas do HD-Zip a outros dominios. HD-Zip subfamilia | (HD-Zip-I)
apresenta uma distribuicdo comum de introns/éxons de acordo com suas relacdes
filogenéticas, seu homeodominio é altamente conservado, enquanto que seu dominio
ziper de leucina (LZ) é menos conservado (Ariel, et al., 2007; Arce, et al., 2011). HD-Zip
subfamilia Il (HD-Zip-Il) possui um motivo CPSCE na extremidade C-terminal,
responsavel pela regulacdo redox da atividade da proteina (Ariel, et al., 2007), e um
motivo ZIBEL na extremidade N-terminal (Mukherjee, et al., 2009). HD-Zip subfamilias Il
e IV (HD-Zip-1ll e HD-Zip-1V) séo definidas pela presenca de mais dois dominios: proteina
esteroidogénica regulatéria aguda relacionada a transferéncia de lipidios (START)
(Ponting & Aravind, 1999) e o dominio adjacente ao START (SAD), podendo ser
distinguivel entre si, pelo quinto dominio, presente na familia HD-Zip-lll de um motivo
MEKHLA na extremidade C-terminal (Mukherjee & Birglin, 2006). Membros do HD-Zip-I
estdo geralmente envolvidos em respostas ao estresse abidtico, como estresse hidrico e
estresse a luz (Harris, et al., 2011). Genes da subfamilia HD-Zip-Il estdo envolvidos
principalmente no fototropismo e resposta a auxina (Elhiti & Stasolla, 2009). Membros do
HD-Zip-lll possuem papel importante durante a morfogénese, enquanto que a expressao
de varios membros do HD-Zip-IV é muitas vezes restrita nas células externas dos 6rgaos
vegetais, regulando processos como destino da epiderme, formacdo de tricomas e
acumulagdo de antocianina (Elhiti & Stasolla, 2009). Poucos s&o os trabalhos que
correlacionam, diretamente, a resposta de defesa vegetal contra um patdégeno, a alguma
proteina HD-Zip. No entanto, Park e colaboradores (2011), verificaram que 0s genes
ATHB7 e ATHB12 tiveram a expressao induzida pela infeccdo em A. thaliana com o
BSCTV (Beet severe curly top virus) e que o desenvolvimento de sintoma induzido por
BSCTV estava fortemente correlacionado com a ativagdo transcricional de ATHB12. Em
outro estudo, verificou-se que o gene HAHB4, uma proteina HD-Zip, participa na
regulacdo de respostas ao estresse biodtico e a ferida em girassol (Helianthus annuus L.),
sendo que essa inducdo depende de elementos presentes na regido promotora de
HAHB4 e também do acido metila jasménico (MeJA) e do etileno (ET). A superexpressao
de HAHB4 no girassol resulta no aumento do nivel de transcritos e na atividade da

proteina de varios genes associados com as respostas ao estresse bibtico e ao
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ferimento, sugerindo que este gene desempenha um papel na integracdo e na ativacdo
cruzada desses fitohorménios durantes essas respostas (Manavella, et al., 2008). Um
namero significante de genes relacionados as respostas de defesa foi identificado como
diferencialmente expresso, muitos deles negativamente regulados, em plantas
transgénicas expressando constitutivamente o gene HAHB10, contudo, este gene foi
induzido apos infeccdo de folhas de girassol com uma estirpe virulenta de P. syringae,
mostrando um pico as 48HAI. Além disso, 24HAI, um aumento significante nos niveis de
SA foi observado em plantas transgénicas, comparadas ao seu controle. Com 48HAI os
niveis foram reduzidos aos niveis do controle, isso enquanto os niveis de JA ndo tiveram
alteracdo significativa durante a infeccdo (Dezar, et al.,, 2011). Diferente do que foi
relatado nos trabalhos acima mencionados, o0 gene HD-Zip em A. stenosperma, foi
negativamente regulado, onde as 24HAIl ele apresentou um ligeiro decréscimo de
expressao, retomando a ativacdo de expressdo as 48HAI e voltando a cair as 72HAI,

gquando comparada ao seu controle.

As NPLs (Nuclear protein localization) contém uma sequéncia de localizacéo
nuclear (NPS — Nuclear localization sequence), sequéncia de aminoacidos capazes de
redirecionar proteinas ndo nucleares, permitindo o reconhecimento da proteina pelo
ndcleo, sendo assim transportada através do poro nuclear de forma ATP-dependente
(Sadler, et al., 1989; Silver, 1991; Bossie, et al., 1992).

Alguns mutantes NPL1 mostram deficiéncias na retencdo de proteinas nucleares
e, podendo ser importante para a translocacdo de proteinas através da membrana do
reticulo endoplasmatico. Suspeita-se que Npl6é também possa estar envolvido com

processo de translocacao (Osbhorne & Silver, 1993).

Npl3 codifica uma proteina nuclear com similaridade a uma classe de proteinas
que contém um motivo de ligagcdo ao RNA, propondo um papel na exportacdo de mRNA,
importacdo de proteina e processamento do rRNA (RNA ribossomal) (Bossie, et al., 1992;
Osborne & Silver, 1993; Henry, et al., 1996).

Os genes Npl4 estdo envolvidos nos mecanismos de transporte
nucleocitoplasmico, além de codificar um componente poro nuclear e estar implicado com
na biossintese dos acidos graxos insaturados. A deficiéncia desse gene implica em falhas
no transporte de importacdo de proteinas para o nucleo, exportacdo do mRNA, defeitos
na estrutura nuclear, separacdo das membranas interna e externa nuclear, e protrusées
na membrana contendo grandes acumulacées de mRNA (DeHoratius & Silver, 1996). Foi
verificado que o gene HRD4 era idéntico ao NPL4, o qual é necessario para diversos

substratos para degradacdo associada ao reticulo endoplasmatico (ERAD). Hrd4/Npl4
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nao interfere nem na ubiquitinagcdo nem na funcdo proteassomal, mas parecem exercer
um papel interessante entre essas duas etapas, ou anterior a ubiquitinagdo, como a
construcdo ou edicdo de cadeias poliubiquitinadas adicionadas as proteinas-alvo, que
sera reconhecida pelo complexo proteassoma 26S (Bays, et al., 2001; Hitchcock, et al.,
2001).

O gene NPL em A. stenosperma na presenca de P. personata, foi expresso
constitutivamente, mas mostrando uma regulagédo negativa as 72HAI. Provavelmente sua
expressdo ndo foi alterada no inicio do processo de infec¢do (24 e 48HAI), porque a
guantidade ubiquitinosa presente na célula, e frequentemente produzida, ndo precisaram
oscilar para manter os mecanismos que estavam sendo ativados. Contudo, a reducéo de
expressdo, diante do pouco que se sabe sobre esse gene, pode sugerir que a
desativacdo desse gene possa estar relacionada a ativagdo ou desativacdo de algum
mecanismo celular, ainda n&o conhecido. Pouco se sabe sobre os genes NPLs,
dificultando a inferéncia de sua atividade em processos de resposta a estimulos abiéticos

ou bidticos.

A familia de genes que contém proteina com dominio BURP, composto pelos
motivos de sequéncia de aminoacidos inicialmente identificados em BNM2 (Brassica
napus), USP (Vicia faba L.), RD22 (A. thaliana) e PG18 (Lycopersicon esculentum Mill.,
subunidade b de poligalacturonase isoenzima 1), é, aparentemente, exclusiva ao reino
vegetal, e estd localizado na regido C-terminal de cada proteina. Este dominio contém
varios residuos altamente conservados, um peptideo de transporte hidrofébico e uma
regido variavel interna que pode ser de natureza repetitiva. Embora as proteinas
contendo o dominio BURP compartilhem caracteristicas estruturais primarias, seus
padrBes de expressdo e as condicdes em que sdo expressas diferem, podendo assim

desempenhar diversos papeéis na célula (Hattori, et al., 1998; Granger, et al., 2002).

Apenas uma Unica proteina com dominio BURP tem funcéo conhecida, a PG1b,
que é uma glicoproteina ndo catalitica que forma um complexo com as isoenzimas

poligalacturonase catalitico, PG2 (Hattori, et al., 1998).

Shunwu e colaboradores (2004) verificaram que o gene BnBDC1, homoélogo ao
RD22, em B. napus era especificamente expresso na parte aérea, mas ndo nas raizes,
sugerindo ser 6rgao especifico. Além disso, a expressao desse gene foi positivamente
regulado por ABA e estresse osmético, como em tratamento com manitol e NaCl,
negativamente regulado por radiacdo UV e SA, enquanto que o tratamentos com frio e
H,O, ndo mostraram uma tendéncia clara no padrdo de expressdo, sugerindo o

envolvimento desse gene tanto no estresse abibtico quanto no bidtico. Em outro estudo,
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um gene com dominio BURP foi positivamente regulado em raizes de tomate (L.
esculentum cv. Kyouryoku-Beijyu) infectadas com Globodera rostochiensis (Woll.)
(Uehara, et al., 2007). Contudo, e reafirmando que os padrdes de expressao de genes
contendo o dominio BURP e as condicbes em que eles sdo expressos diferem, Xu e
colaboradores (2010), avaliaram o padrdo de expressdo em oito tecidos e 06rgaos
diferentes (raiz, caule, folha, flor, epicétilo, hipocatilo, cotilédone e semente) de soja cv.
Zhonghuang13, e verificaram que o0s genes GmBURP variam muito em suas
especificidades e nos niveis de expressao. O envolvimento de varios hormonios vegetais,
bem como outras respostas de defesa ativadas, pela presenca de P. personata em A.
sternosperma pode ter influenciado a expressao negativamente regulada desse gene,
apresentando uma queda na expressao desse gene as 48HAI, sendo retomada, logo em
seguida, as 72HAI. Pode ser que haja um pico de producdo, por exemplo, do acido
salicilico (SA), que ja foi identificado como regulador negativo desse gene, indicando,
provavelmente um reforco na indugdo da producdo de proteinas PR. O perfil de
expressao observado na infeccdo fungica em espécie silvestre de Arachis difere da
expressao verificada por Uehara e colaboradores, durante a interacdo tomate (L.
esculentum cv. Kyouryoku-Beijyu) e o nematoide Globodera rostochiensis, onde o gene

com o dominio BURP foi positivamente regulado (Uehara, et al., 2007).

Enfim, pouco se sabe acerca das funcbes desempenhadas pelas proteinas com
dominio BURP, principalmente, acerca da sua relacdo com infec¢des fungicas. A maioria
dos trabalhos publicados com o estudo de algum gene pertencente ao dominio BURP
estdo relacionados a respostas ao estresse abiotico ou processos de desenvolvimento
vegetal (Hattori, et al., 1998; Granger, et al., 2002; Shunwu, et al., 2004; Ding, et al.,
2009; Son, et al., 2009; Gan, et al., 2011).

Além das respostas de defesa acima citados, onde € possivel observar o
desencadeamento de cascatas de sinalizacdo, entrelacando o funcionamento de varios
genes ativados, que objetivam a retencdo ou o impedimento da invasao e dispersao do
patégeno, uma segunda linha de defesa € também ativada, caso o patdgeno consiga
ultrapassar essa barreira inicial, pelo reconhecimento especifico da molécula elicitora do
patdégeno, resultando em uma imunidade desencadeada pelo efetor (ETI — effector-
triggered immunity) (Jones & Dangl, 2006; Gbhre & Robatzek, 2008; Greenshields &
Jones, 2008). A ETI é muitas vezes expressa em alguns, mas ndo todos os genotipos
dentro de uma espécie vegetal, que no caso de uma interacdo incompativel, o patégeno
€ detectado pela planta contendo um gene R, sendo essa planta resistente, evidenciando
assim, que os genes R sdo determinantes polimérficos de resisténcia do hospedeiro

contra patdégenos especificos (Xiao, et al., 2008). Os genes R possuem um ou mais
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motivos com sequéncias de aminodcidos altamente conservados, facilitando n&o
somente a sua identificagdo, como também a identificacdo de analogos a genes de
resisténcia (RGAs — Resistance gene analogs), 0s quais sdo supostos genes de
resisténcia a doenca, que s&o identificados com base na similaridade de suas
sequéncias/estrutura, sendo eficazes na identificagdo e isolamento de genes R
(McDowell & Woffenden, 2003; Khan, 2009). Estudos tém mostrado que muitos genes R
putativos estdo agrupados, e foram submetidos a duplicacdo e evolucdo devido a
diversificacdo de selecdo (Lucas, 2011). Neste estudo, a partir de 48 diferentes RGAs
identificados a partir do transcritoma pirossequenciado, quando comparados contra o
banco de RGAs de A. thaliana, cinco RGAs se destacaram, formando grupos com
expressao diferencial quando desafiados por P. personata, quando comparadas a

expressao basal nas amostras controle.

A classe LRR-TM-PK ou eLRR-TM-Quinase € oriunda de uma combinacdo entre
trés diferentes dominios protéicos. Os genes desta classe codificam uma proteina
quinase citoplasmatica, que possui um dominio serina/treonina quinase (PK — Protein
kinase), um dominio transmembréanico (TM — transmembrane) e um dominio extracelular
com repeticBes ricas em leucina (LRR — Leucine-rich repeats), onde o dominio LRR
extracelular estaria apto a reconhecer a presenca de elicitores produzidos pelos
patdbgenos e o dominio quinase, no citoplasma, seria o0 ativador de cascatas de
transducao de sinais (Ellis & Jones, 1998; Hammond-Kosack & Jones, 1997; Wang, et al.,
2005). De acordo com Song e colaboradores (1995), para o gene Xa2l de arroz, que
confere resisténcia a Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xo00), pertencente a classe LRR-
TM-PK, sugere-se que a a¢ado deste gene ocorra no reconhecimento da superficie celular
do patdgeno, com subsequliente ativacdo de respostas de defesa intracelulares. Porém,
diferente das proteinas R associadas a classe NBS-LRR, a qual ndo apresenta outras
fungbes, a ndo ser a ja conhecida resisténcia a doencas, a familia de proteinas da classe
LRR-TM-PK, que ndo possui o dominio de sitio de ligagdo a nucleotideo (NBS -
nucleotide binding site) comporta-se de forma polivalente, incluindo, por exemplo,
proteinas de desenvolvimento, proteinas receptoras de hormdnios, proteinas de
imunidade nata e receptores extracelulares de sinais derivados do patdégeno (Ellis &
Jones, 1998; Vleeshouwers, et al., 2001; Ellis & Jones, 2003; Diener & Ausubel, 2005).

Ponciano e colaboradores (2006) verificaram que o gene Xa21 media a resposta
de resisténcia, induzindo a expressdo de outros genes (OsPR1la, OsPR1b, OsPRl1c e
OsPR10a) em resposta a inoculacdo de Xoo raca 6, em arroz. Enquanto que Gémez-
Gomez e Boller (2000) indicaram que o gene FLS2, isolado a partir de Arabidopsis, esta

envolvido no reconhecimento da flagelina como um sinal da presenca de bactérias e leva
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a ativacdo de respostas de defesa, porém sua expressdo € induzida por meio da
sinalizagéo de etileno (Boutrot, et al., 2010; Mersmann, et al., 2010; Lopez-Gomez, et al.,
2011; Zhao & Guo, 2011).

O gene mutante edrl (enhanced disease resistance 1), isolado de uma
Arabidopsis mutante, tipo selvagem, confere resisténcia aumentada a fungos e bactérias,
e apresentam indugcdo em vdrias respostas de defesa, entre elas a morte celular. Esse
gene codifica uma classe de proteinas chamada MAPKKK (Proteina quinase quinase
guinase ativada por mitdégenos), com funcdo de emitir sinais ativando e desativando
outros genes, podendo funcionar como um regulador negativo no topo da cascata MAPK
em plantas do tipo selvagem, na resposta de defesa dependente de &cido salicilico e em
resposta ao etileno, enquanto que a funcdo normal de EDR1 seria prevenir a iniciagdo
inadequada de morte celular, inibicdo do crescimento e senescéncia (Frye, et al., 2001;
Suzuki K. , 2002; Niu, et al.,, 2005; Tang, et al., 2005). Segundo Wawrzynska e
colaboradores (2008), edrl pode mediar a morte celular por um mecanismo de
direcionamento de fatores de transcricdo para o proteassoma, similar ao de regulacdo do
etileno pelo CTR1 (Constitutive triple response 1). O gene edrl, parece ser normal na
auséncia de patdgenos, mas apresenta maior resisténcia quando em contato com o
patdgeno. Além de regular as respostas a patdgenos, EDR1 também regula as respostas
a estresses abidticos, como a seca (Frye, et al., 2001; Niu, et al., 2005; Tang, et al.,
2005). Qutra evidéncia recém relatada por Gu e Innes (2011) é o funcionamento em
conjunto entre os genes EDR1 e KEG (Keep on going) para a regulacdo do trafico
endocitico e/ou formagdo do complexo de sinalizacdo de vesiculas a rede trans-golgi
para endossomo precoce (TGN/EE — trans-Golgi network/early endosome). Christiansen
e colaboradores (2011) tentando entender como ocorre a resisténcia mediada por edrl,
analisaram o transcritoma de plantas do tipo selvagem e plantas edrl inoculadas com o
fungo patogénico Golovinomyces cichoracearum (oidio) e observaram que a expressao
de muitos genes suposta ou conhecidamente associados a defesa foi mais rapidamente
induzida e com niveis mais elevados em plantas edrl em relagédo ao tipo selvagem. Além
disso, por meio de microscopia confocal mostrou que uma fracdo significativa de EDR1
foi localizada no nucleo, sugerindo que este gene poderia interagir com fatores de

transcricdo no nucleo.

Os GSKs sédo uma familia de serina/treonina quinases citoplasmatica, multigénica,
altamente conservadas, que pertencem a superfamilia das proteinas quinase mitégeno-
ativadas e sdo encontradas em animais, fungos e plantas (Tavares, et al., 2002), sendo
evolucionariamente conservada entre os eucariotos (Wrzaczek, et al.,, 2007). Todos

GSKs contém um residuo tirosina totalmente conservado entre os dominios VII e VIII que
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€ essencial para atividade quinase (Hughes, et al., 1993). Apesar do nome, sabe-se que
GSK-3 é uma proteina serina-treonina quinase, ndo receptora, multifuncional que atua
como regulador em varias vias de sinalizagdo. Abordagens genéticas e bioquimicas
indicam que os diferentes GSKs de plantas estdo envolvidos em diversos processos,
incluindo a sinalizagéo, resposta de desenvolvimento e estresse (Jonak & Hirt, 2002; Yoo,
et al., 2006; Wrzaczek, et al., 2007). Nas células em repouso, GSK3 é uma quinase
constitutivamente ativa que fosforila uma ampla gama de substratos de proteina para
inibir diretamente suas atividades bioquimicas. Sinais de estresse ativam o0 GSK por meio
de diferentes formas e substratos sdo fosforilados e a atividade é regulada. Como
exemplo, o produto do gene WIN (um GSK-3 induzido por ferida — wound-induced GSK-
3), membro da familia génica GSK3 de alfafa (Medicago sativa cv. Europa) foi
rapidamente induzido pela resposta a injuria mecéanica (Jonak, et al., 2000), o gene MsK1
de M. sativa mostra uma mudanca na atividade em resposta aos elicitores de defesa da
planta, sendo regulado pelo elicitor celulase, o qual provocou a degradacdo da proteina
MsK1 de maneira proteassoma dependente, mostrando que a superexpressado de MsK1l
refletia a suscetibilidade a Pseudomonas syringae (Wrzaczek, et al.,, 2007), o gene
TmGSK1 mostrando-se como regulador positivo, comumente envolvido na toleréncia ao
sal, aos danos mecéanicos, ao hormonio &cido abscisico (ABA), ao frio e a seca em trigo
einkorn (Triticum monococcum L.) (Xian-Guang, et al., 2011), ASK6 é um fator regulatorio
na sinalizacdo de brassinosteroides (BRs) (De Rybel, et al., 2009; Rozhon, et al., 2010)
(Rozhon, et al., 2010).

As proteinas sensoras de calcio do tipo calcineurina B (CBL — calcineurin B-like
proteins) sdo pequenas proteinas que contém varios dominios de ligacdo ao Ca’",
resultando na ativacdo de quinases envolvidas em respostas a estresses por excesso
salino e em sinalizagdo por ABA (Luan, et al., 2002; Hrabak, et al., 2003). Essas
proteinas sdo similares tanto com a subunidade B regulatéria de calcineurina quanto o
sensor neural de Ca** (NCS — neural Ca®* sensor), em animais (Rusnak & Mertz, 2000).
Vérios sinais extracelulares podem provocar mudancas na concentracdo de Ca** no
citoplasma de células vegetais, como: horménios vegetais, luz, fatores de estresse,
elicitores simbidticos e patogénicos (Shi, et al.,, 1999). Shi e colaboradores (1999)
identificaram uma familia de proteinas quinases (CIPKs) como proteinas-alvo para
AtCBLs/SOS3, onde AtCBL é altamente induzivel por sinais de estresse e SOS3 (Salt
overly sensitive 3) desempenha papel de resisténcia salina em Arabidopsis, podendo,
CIPK1 e AtCBL se associarem de forma Ca®* dependente. O célcio, assim como qualquer
outro mensageiro secundario, pode ser ativado e compartilhado, ao mesmo tempo, por

diferentes estresses e vias de sinalizacdo (Batistic & Kudla, 2004). Muitos séo os estudos
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acerca do complexo CBL-CIPK relacionado ao seu papel desempenhado em condi¢des
de estresse abidtico, tais como: deficiéncia de potassio, resposta ao nitrato, salinico,
seca, injuria mecanica (Amtmann & Armengaud, 2007; Hu, et al., 2009; Tripathi, et al.,
2009; Kabir & Wang, 2010; Piao, et al., 2010).

Proteinas quinase sdo elementos chave na regulacao de véarios eventos celulares
e tentando tornar a célula mais adaptavel as mudancas ambientais (Rajkarnikar, et al.,
2006). A proteina serina/treonina quinase (STK ou STPK) é uma das proteinas mais
importantes responsével pela transdugédo de sinal de defesa (Xu & Deng, 2010), pois
podem desempenhar o papel de receptores serina treonina quinase (RSTK) um tipo de
receptor proteina quinase (RLK), interagindo com outras proteinas e participando de
Varios processos, como a resisténcia a doengas e a regulacao do desenvolvimento (Afzal,
et al., 2008), em bactérias, fungos, animais e plantas (Liang, et al., 2011; Zorina, et al.,
2011). O dominio STK € o maior constituinte do gene Pto de tomate que ndo sé interage
com as proteinas de aviruléncia de Pseudomonas syringae, como também funciona como
um mediador de transducdo de sinal (Martin, et al., 1993). Além disso, esse dominio STK,
também esta contido no gene Xa2l de arroz, conferindo resisténcia a X. oryzae pv.
oryzae (Song, et al., 1995). Como ja se espera, esses dominios STKs sao conservados
entre as espécies de plantas, e tem sido isolado em vérias espécies de plantas. Uma
analise comparativa entre esses RGAs mostrou que eles estdo sob uma rapida evolucao
e sdo polimérficos entre gendtipos suscetiveis e resistentes (Xu, et al., 2008). Xu e
colaboradores (2010), encontraram um novo tipo de gene STK de cépia Unica e com
menos de 40% de similaridade com qualquer outra classe de STK. Cao e colaboradores
(2011) identificaram uma proteina serina-treonina quinase putativa, Stpk-V, que esta
localizado no locus Pm21 do brago curto do cromossomo 6V de Haynaldia villosa (L.)
Schur, o qual confere resisténcia ao oidio do trigo. Esta proteina Stpk-V, compartilha um
espectro de resisténcia ao oidio semelhante ao gene Pm21 transferido ao trigo, porém
ndo se sabe, ainda, se Stkp-V € o Unico gene necessério para conferir o fenétipo de

resisténcia.

Genes STKs polimorficos combinado com outros genes de imunidade da planta,
fornecem muitos recursos a serem utilizados para defesa contra o ataque de patégenos
(Xu & Deng, 2010). Semelhangas generalizadas tém derivado tanto da conservagéo
evolutiva quanto da convergéncia, o que sugere eventos comuns de sinaliza¢do, constitui

a base de cascatas de defesa (Afzal, et al., 2008).

Outro subgrupo da familia de RLKs, os receptores ricos em cisteina (CRKs), é

composto por pouco mais de 40 membros. Um deles é o DUF26 (Dominio de funcéo
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desconhecida 26 ou domain of unknown function 26), com motivos ricos em repeticoes de
cisteina. Esses residuos conservados de cisteina podem funcionar na manutencdo da
estrutura tridimensional e formar um motivo zinc finger para mediar interagbes proteina-
proteina ou a percepcao de alteracdes redox no espago extracelular durante respostas de
defesa vegetal (Chen Z. , 2001; Zhang, et al., 2009; Wrzaczek, et al., 2010). Os CRKs
sdo transcricionalmente induzidos pelo estresse oxidativo, ataque de patdgenos e
aplicacdo de &cido salicilico (SA) (Czernic, et al.,, 1999; Chen Z. , 2001; Chen, et al.,
2004). A superexpressao constitutiva de CRK5, em plantas transgénicas, levou ao
aumento de resisténcia a Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000, além de reforcar o
crescimento das folhas. Porém, ainda em plantas transgénicas, uma alta expressao de
CRKS5 sob controle do promotor induzido por esterdides, desencadeou uma resposta de
hipersensibilidade e morte celular (Chen, et al., 2003). Acharya e colaboradores (2007),
sugerem que o gene CRK13, outro membro da familia RLK, positivamente regulado, leva
a resposta de hipersensibilidade associada a morte celular e induz a defesa contra

patdgenos por causar o acumulo de SA.

O perfil de expressdo de cinco RGAs-candidatos, aqui avaliados, mostrou um
padrdo de expressdo génica, positivamente regulado quando comparados ao seu
controle. Com excecéo do gene LRR-TM-PK, que teve seu par de primers desenhado de
forma diferente dos demais RGAs analisados, ndo levando em consideracdo o desenho
fora de regido de dominio conservado, todos os outros cinco RGAs (EDR1, GSK, CIPKs,
STPKs e CRKSs) foram positivamente regulados, comparado com a expressao basal de
suas amostras controle (Figura 37). Entretanto, os niveis de diferenca de expressédo sao
muito sutis, embora significativos, variando de 1,1 a, no méaximo, 1,4. Este resultado esta
de acordo com dados da literatura que mostram que muitos genes R sd0 expressos
constitutivamente em um nivel baixo, estando presentes, constantemente, em plantas
ndo-desafiadas por um patégeno, isto €, sadias, facilitando uma resposta mais rapida ao

ataque microbiano (Hammond-Kosack & Jones, 1997).

Embora pareca concebivel que as plantas tiveram que desenvolver uma
estratégia evolutiva e adaptativa as adversidades ambientais, como estresses bidticos e
abidticos, ainda ndo é claro como as plantas conseguem respostas integradas para a sua
defesa, como organismos sésseis, acumulando indicagfes da existéncia de redes de
sinalizagdo de escala livre (Batistic & Kudla, 2004). Isso é visivel quando plantas sao
feridas ou atacadas por herbivoros e patégenos, e elas induzem uma cicatrizacao
especifica e respostas de defesa, onde um conjunto de moléculas sinalizadoras é
sintetizado a fim de coordenar e especificar essas respostas. O equilibrio entre o acido

jasmoénico (JA), etileno (ET), acido salicilico (SA) e acido abscisico (ABA), existente
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nessas interacdes de resposta de defesa, possuem um papel critico nessa regulagéo e
nas vias de sinalizacdo desses hormonios. Dessa forma, uma extensiva ativagado cruzada
(crosstalk) durante a defesa e resposta a ferimentos, ocorre entre esses hormonios,
agindo em sinergia, aditivamente ou antagonicamente para ativar a expressao de genes

de defesa (Manavella, et al., 2008).

Como demonstrado, muitos s&o os fatores que podem influenciar alteragbes nos
mecanismos de defesa da planta, ocasionando o desencadeamento de reacdes adversas
para sua protecdo e manutencdo. Como os experimentos foram desenvolvidos em casa
de vegetacdo, fatores como temperatura e umidade, ndo puderam ser muito bem
controlados, o que pode ter interferido na expressdo génica dessas plantas de A.
stenosperma. Para tanto esses dados serdo novamente avaliados, em bioensaios
conduzidos em camara de crescimento, com o método de folhas destacadas (Moraes &
Salgado, 1982) de A. stenosperma desafiadas e ndo desafiadas com o fungo P.
personata, com temperatura, umidade e fotoperiodos controlados, tentando verificar se

haver4 alteracdo de expressao.
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7. CONCLUSAO

Neste estudo, um namero substancial de genes transcritos (362.631) foi gerado a
partir do pirossequenciamento massal de folhas de A. stenosperma inoculadas e nao
inoculadas com P. personata, o agente causal da mancha preta do amendoim. A partir da
analise deste banco de dados, foram gerados 17.912 unigenes, dos quais, 7.723
constituiam contigs com dois ou mais genes transcritos. A andlise de similaridade de
sequéncia com banco de dados publicos (BLASTX) identificou 52% desta sequéncias as
quais classificadas em familias protéicas baseadas em fun¢fes putativas (GO — ontologia

génica).

Dentre as anotacdes obtidas, 50 fatores de transcricdo foram identificados, sendo
trés deles, bZIP, MYB e AP2/EREBP o0s mais representados, 48 RGAs e varios genes
envolvidos em processos de defesa da planta. Dentre eles, 16 genes-candidatos, sendo
cinco RGAs, foram avaliados através de RT-gPCR, quanto ao seu nivel de expressao

mediante a presenca do patégeno.

A variacdo de expressdo encontrada entre os genes-candidatos avaliados e os
descritos em literatura mostra que, os membros dessas diversas familias ou subfamilias
dos genes estudados, apesar de possuirem dominios conservados em suas estruturas,
podem exercer funcdes distintas das conhecidas. Isso por que o processo de co-evolucado
entre plantas e patdgenos é um processo continuo e de longo prazo, fazendo com que
pressbes seletivas do meio sobre os organismos envolvidos possam, aos poucos,
suprimir velhas fungbes, mutar ou deletar algumas regibes do DNA, conduzindo a
aparicao de novas fung¢des, porém sem, em alguns casos, apagar a informacao evolutiva

comum compartilhada entre 0s organismos ou grupos de organismos existentes.

Esta € a primeira analise massal do transcritoma de espécie silvestre de Arachis
(A. stenosperma) inoculada com P. personata, 0 agente causal da mancha preta do
amendoim, realizada até o momento. Os dados gerados neste trabalho promoverdo o
enriquecimento do banco de dados de genes transcritos de A. stenosperma, 0s quais
poderdo ser utilizados para descoberta de genes-candidatos a resisténcia e a outras
caracteristicas de interesse agronémico e novos marcadores moleculares (SNPs e
SSRs), que uma vez mapeados, poderdo auxiliar na identificagdo de QTLS no

melhoramento da cultura do amendoim.
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O desenvolvimento de novos marcadores moleculares contribuira no
enriqguecimento dos mapas genéticos existente, gerando ferramentas genéticas e
gendmicas mais informativas, permitindo assim, a identificacdo de genes ortélogos
através da analise de sintenia (Bertioli, et al., 2009), o que contribuir4 no desenvolvimento

dos escassos recursos gendmicos entre as espécies de leguminosas.

Além disso, uma melhor caracterizacado e compreenséo dos genes envolvidos nos
mecanismos de defesa oriundos da interacdo A. stenosperma e P. personata, possuem
importancia pratica e agrondmica, visando contribuir ndo somente para a producdo de
uma cultivar de amendoim mais resistente com maior capacidade de sobrevivéncia ao
estresse, reduzindo o estresse ocasionado e aumentando da produtividade da cultura,

com maior rendimento econémico.
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Tabela 4 — Cem primeiros unigenes (formados por doi

inoculadas (SFI — em roxo).

Tamanho (pb)

S ou mais contigs ), diferencialmente expressos indicados pela subtra
folhas de A. stenosperma controle (SFC) e inoculadas com P. personata (SFI). ID = identidade do contig ; SFI/SFC = razao entre amostras inoculadas e contr

vezes. Regulados negativamente (em azul); Regulados  positivamente (em vermelho); Exclusivos nas amostr

SFI/SFC

Melhor pontuacao

E-value

¢ao in silico , entre as bibliotecas de

ole, em

as controle (SFC — em verde) e exclusivo nas amostr  as

Identidade (%)

Astenosperma_large_rep_c136 425 377,00 Vitis vinifera Hypothetical protein isoform 2 4,76e”° 85,71
Astenosperma_large_rep_c77 1450 287,50 Glycine max Unknown 2,76e% 82,65
Astenosperma_small_rep_c128 280 272,00 No hit - - -
Astenosperma_large_rep_c83 672 217,00 Glycine max Unknown 1,48 54,19
Astenosperma_large_rep_c47 1230 210,50 Vitis vinifera Unnamed protein product 3,69¢ % 75,93
Astenosperma_large rep_c78 538 160,00 | Arabidopsis lyrata Predicted protein 2,63e¥ 60,17
Astenosperma_large_rep_c207 703 131,00 Glycine max Unknown 2,96 88,73
Astenosperma_large_rep_c66 441 122,00 No hit - - -
Astenosperma_small_rep_c168 267 117,00 No hit - - -
Astenosperma_large rep_cl44 477 116,50 Glycine max Unknown 4,09e% 72,15
Astenosperma_large_rep_c91 740 105,50 | Populus trichocarpa Unknown 1,13 88,78
Astenosperma_small_rep_c70 1795 103,00 | Ricinus communis Tubulin alpha chain, putative 0,00e® 94,44
Astenosperma_large_rep_c201 588 101,00 Glycine max Homeodomain-leucine zipper protein 56 | 7,96e* 72,73
Astenosperma_small_rep_c26 427 100,00 No hit - - -
Astenosperma_large_rep_c227 219 86,50 No hit - - -
Astenosperma_large_rep_c265 371 78,00 No hit - - -
Astenosperma_large_rep_c349 387 75,00 No hit - - -
Astenosperma_small_rep_c122 1751 68,00 Glycine max Glycogen synthase kinase 0,00e*® 97,80
Astenosperma_large_rep_c11 423 61,45 | Populus trichocarpa Predicted protein 3,66 76,92
Astenosperma_small_rep_c114 1146 61,00 Nicotiana tabacum Putative beta6 proteasome subunit 2,10e™® 92,25
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(pb) SFI/SFC Melhor pontuacédo Identidade (%)
Astenosperma_small_rep_c118 319 56,67 Glycine max Unknown 6,93e™° 72,73
Astenosperma_large_rep_c211 367 53,50 No hit - - -
Astenosperma_large_rep_c187 469 53,00 Sorghum bicolor SOSI%/FSIE? :g.?.iloqrgéi'g37o 3,21e™ 89,47
Astenosperma_small_rep_c100 1148 52,00 Glycine max Unknown 5,99 93,85
Astenosperma_large_rep_c270 911 52,00 GL:)I’/;)é r:;'éa Actin 1,17¢7° 100,00
Astenosperma_large_rep_c131 902 50,50 Vitis vinifera Hypothetical protein 3,366 74,42
Astenosperma_large_rep_c85 1042 49,20 Glycine max Unknown 4,86e"° 71,98
Astenosperma_small_rep _c390 2405 47,00 Populus trichocarpa Predicted protein 0,00e*® 61,67
Astenosperma_large_rep_c212 503 47,00 No hit - - -
Astenosperma_small_rep_c62 326 46,00 No hit - - -
Astenosperma_large_rep_c165 671 45,31 g?/xr?g:ﬁirja BURP domain-containing protein 4,74 57,45
Astenosperma_small_rep_c13 654 44,00 | Populus trichocarpa Predicted protein 3,33¢% 59,48
Astenosperma_small_rep_c503 269 44,00 No hit - - -
Astenosperma_large_rep_c206 1891 44,00 223;1%?:3: Heat shock transcription factor 5,53 67,49
Astenosperma_small_rep c310 354 42,00 No hit - - -
Astenosperma_large_c335 876 41,00 | Medicago truncatula Unknown 1,70e° 89,04
Astenosperma_small_rep_c17 368 39,67 No hit - - -
Astenosperma_large_rep_c145 1116 39,33 Glycine max Unknown 2,05e" 66,29
Astenosperma_large ¢395 1587 39,00 Vitis vinifera Hypothetical protein 0,00e*® 88,10
Astenosperma_large_rep_c364 301 38,00 No hit - - -
Astenosperma_large_rep_c93 543 37,60 No hit - - -
Astenosperma_small_rep_c179 1035 37,00 Glycine max Epsilon1-COP 8,10e** 90,36
Astenosperma_large_rep_c437 393 37,00 No hit - - -
Astenosperma_large_rep_c87 406 36,83 No hit - - -
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(pb) SFI/SFC Melhor pontuacédo Identidade (%)
Astenosperma_large_rep_c92 932 35,55 No hit - - -
Astenosperma_large_rep_c67 869 35,40 Glycine max Unknown 1,33e" 98,56
Astenosperma_large_rep_c456 194 35,00 No hit - - -
Astenosperma_large_rep_c160 791 35,00 Arachis hypogaea Putative L24 ribosomal protein 2,05 73,97
Astenosperma_small_rep_c142 771 34,00 | Arabidopsis thaliana Histone H3.2 3,27¢® 100,00
Astenosperma_large_rep_c513 298 33,00 Glycine max Unknown 4,39e™ 81,25
Astenosperma_small_rep_c271 1594 33,00 Vitis vinifera Hypothetical protein 1,13e™® 33,79
Astenosperma_large_rep_c445 207 31,00 No hit - - -
Astenosperma_large_rep_c497 187 31,00 Vitis vinifera Hypothetical protein 6,97e™° 95,12
Astenosperma_small_rep_c380 2263 30,00 Vitis vinifera Hypothetical protein 3,67e® 65,40
Astenosperma_large_rep_c53 709 29,94 No hit - - -
Astenosperma_large_rep_c150 854 29,67 Arachis hypogaea Galactose-binding lectin precursor 7,32 89,16
Astenosperma_large_c236 1367 29,67 Glycine max Unknown 0,00e*® 87,76
Astenosperma_large_rep_c118 412 29,00 No hit - - -
Astenosperma_small_rep_c373 833 29,00 Glycine max Unknown 1,76e® 71,97
Astenosperma_small_rep_c180 678 29,00 Glycine max Ferredoxin tgrig(r:i(:gg:n reductase 2,22 91,67
Astenosperma_large _c281 1520 29,00 Vitis vinifera Hypothetical protein 6,04 68,14
Astenosperma_large_c384 1017 29,00 Ricinus communis Conserved hypothetical protein 3,94 70,00
Astenosperma_large_rep_c104 567 28,90 No hit - - -
Astenosperma_large_rep_c342 312 28,50 Glycine max Unknown 1,46e™° 70,45
Astenosperma_small_rep_c10 444 28,14 No hit - - -
Astenosperma_large_rep_c129 1648 27,83 Glycine max Calreticulin-1 0,00e"® 84,51
Astenosperma_large_rep_c323 364 27,50 No hit - - -
Astenosperma_small_rep_c368 324 26,00 No hit - - -
Astenosperma_large_rep_c50 1670 25,57 Medicago sativa Fructose bisphosphate aldolase 0,00e*® 91,58
Astenosperma_small_rep_c347 1486 25,50 Glycine max Unknown 1,54 76,66
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(pb) SFI/SFC Melhor pontuacédo Identidade (%)
Astenosperma_large_rep_c74 507 25,21 Glycine max Unknown 1,03e™* 90,24
Astenosperma_large_c430 327 25,00 No hit - - -
Astenosperma_large_rep_c116 430 24,50 Jaoprgr?izasz:'\é)%p 0s09g0361200 5,15 91,14
Astenosperma_small_rep_c278 1051 24,33 | Phaseolus vulgaris Gag-pol polyprotein 8,04 30,00
Astenosperma_small_rep _c560 594 24,00 No hit - - -
Astenosperma_small_rep_c1042 221 24,00 No hit - - -
Astenosperma_large_rep_c322 994 24,00 Glycine max Unknown 2,866 81,18
Astenosperma_large_c346 527 24,00 Vitis vinifera Hypothetical protein 2,20e% 68,60
Astenosperma_large_rep_c111 828 23,40 Vitis vinifera Unnamed protein product 6,06e™° 99,10
Astenosperma_small_rep_c547 1340 23,00 Vitis vinifera Hypothetical protein 1,78¢e*% 69,83
Astenosperma_large_c324 718 23,00 Glycine max Unknown 2,14e¥ 68,29
Astenosperma_large_rep_c178 1407 22,60 | Medicago truncatula Unknown 1,10e"% 87,90
Astenosperma_large_rep_c12 1479 22,32 Vitis vinifera Hypothetical protein isoform 2 4,01e™ 52,36
Astenosperma_small_rep_c268 2022 22,00 Vitis vinifera Unnamed protein product 0,00e*® 93,32
Astenosperma_large_rep_c61 446 21,86 Glycine max Unknown 3,00e™ 80,00
Astenosperma_small_rep_c716 192 21,67 No hit - - -
Astenosperma_small_rep_c836 333 21,50 No hit - - -
Astenosperma_large_rep_c38 531 21,40 No hit - - -
Astenosperma_large_rep_c101 958 21,13 Phy;(;?gy;rella Predicted protein 1,27¢° 70,23
Astenosperma_small_rep_c354 691 21,00 Vitis vinifera Unnamed protein product 3,42e™ 73,91
Astenosperma_large_rep_c240 504 21,00 No hit - - -
Astenosperma_large_rep_c199 1039 20,50 Ipomoea batatas Cysteine proteinase precursor 5,20e " 84,35
Astenosperma_large_rep_c357 885 20,50 No hit - - -
Astenosperma_small_rep_c101 1613 20,50 Glycine max Unknown 1,94e*%° 67,81
Astenosperma_small_rep_c403 2363 20,50 Vitis vinifera Unnamed protein product 0,00e*® 74,36
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SFI/SFC Melhor pontuacédo Identidade (%)
Astenosperma_small_rep_c323 604 20,00 Glycine max Unknown 1,06e " 77,78
Astenosperma_small_rep_c659 252 19,50 No hit - - -
Astenosperma_small_rep_c269 783 19,00 Glycine max Magnesium chelatase subunit 1,338 96,67
Astenosperma_small_rep_c794 1022 19,00 Glycine max Unknown 4,77¢* 73,42
Astenosperma_large_c375 1114 19,00 Glycine max Unknown 1,01e™% 76,89




