Analise do transcriptoma de Phaseolus vulgaris em resposta ao déficit hidrico.
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Introducao:

Os fatores climaticos, como a seca e as altas temperaturas, sdo alguns dos
principais problemas para o cultivo do feijoeiro comum e comprometem a produgao
em mais de 1,5 milhées de hectares do cultivo no mundo (Teran & Singh, 2002). A
deficiéncia hidrica ocorre geralmente na maioria das regides produtoras do feijao no
Brasil, ocasionando constantes frustracbes de safra, sendo a floragdo a fase mais
vulneravel, seguida pelo periodo do enchimento de grdos (Embrapa, 2010). Em
condicdes de seca, o cultivo do feijoeiro comum sofre severa queda de

produtividade, além de se tornar altamente vulneravel ao ataque de doencgas.

O feijoeiro comum destaca-se como uma cultura de grande valor nutricional
(Broughton et al., 2003), e como alimento acessivel as populacdes de baixa renda.
Contrariamente ao observado para culturas de grande interesse internacional, o
cultivo do feijao no Brasil ocorre principalmente em pequenas propriedades que
utilizam baixo nivel tecnolégico no processo produtivo, estando inserido em uma
cadeia produtiva que prové o sustento de milhares de familias de pequenos
agricultores que, em conjunto, contribuem para o fortalecimento do agronegdcio
nacional. A demanda constante por -cultivares mais produtivas, com melhor

qualidade de grao, resisténcia as principais doencas e tolerantes a estresses
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bidticos, estando adaptadas aos variados ambientes de cultivo, tem dado foco ao

programa de melhoramento do feijoeiro da Embrapa Arroz e Feijao.

Com o intuito de avangar no conhecimento dos mecanismos genéticos
envolvidos na tolerdncia a seca, esse estudo prevé identificacdo de genes-
candidatos envolvidos na resposta ao déficit hidrico, bem como contribuir para o
estabelecimento de um banco de sequéncias-alvo expressas (ESTs) que sejam
publicas e enriquecidas para genes diferencialmente expressos nos genotipos BAT
477 (tolerante) e Pérola (suscetivel) quando submetidos as condigbes de presencga e

auséncia do déficit hidrico.

Material e Métodos:

O experimento para a obtencao do tecido vegetal e RNA foi conduzido em
casa de vegetagcao, da Embrapa Arroz e Feijao, na presencga e auséncia de déficit
hidrico na fase de florescimento e enchimento de grdos das plantas. Foram
construidas quatro bibliotecas subtrativas de cDNA, baseadas na Analise de
Diferenca Representacional (RDA), método que analisa as diferengas nas

sequéncias expressas entre os dois gendtipos.

A analise pos-sequenciamento, utilizando o software SisGen (PAPPAS et al.,
2008), baseou-se na selegado das sequéncias quanto ao tamanho e qualidade, sendo
consideradas como validas aquelas com um numero minimo de 250 pares de base
com phred>20, e foi realizada uma analise do nivel de redundancia das bibliotecas.
As sequéncias validas foram submetida ao processo de anotacdo gendmica
utilizando o algoritmo BLASTnr contra diversos bancos de dados (GenBank, TAIR -
Arabidopsis thaliana , PlantGDB - Glycine max e TIGR Rice Genome - Oryza sativa).
As sequéncias exclusivas, com o E-value < 5, foram obtidas a partir de analises in
silico da presenga diferencial entre as bibliotecas. Categorias funcionais, baseadas
no Gene Ontology — Processos Biolégicos foram atribuidas as sequéncias
exclusivas. Foram considerados clusters exclusivos sequéncias com numeros de

reads = 5.
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Resultados e Discussao:

O sequenciamento realizado gerou 9.273 sequéncias, das quais 7.203 foram
validas, totalizando 81% de aproveitamento médio dos clones. A partir de 37% de
sequéncias unicas, o total de clusters e singletons formados foram de 384 e 174,

respectivamente.

As analises in silico da presenca diferencial de sequéncias entre as
bibliotecas revelaram 69 sequéncias exclusivas, provavelmente responsaveis pelas
diferengcas entre os gendtipos e sua resposta ao déficit hidrico. Em relagdo a
primeira biblioteca (Pérola — Enchimento de Graos), 25% das sequéncias exclusivas
se mostraram similares a produtos génicos envolvidos no ciclo celular; 9%
correspondem a genes envolvidos na defesa da célula e viruléncia; 8% estéo
associados a componente do fotossistema; 25% estdo relacionados com o
metabolismo; 8% a proteinas ndo classificadas e 25% estao relacionadas com a
transcricdo. A segunda biblioteca (BAT 477 — Enchimento de Graos) possui 6% das
sequéncias exclusivas similares as sequéncias de genes envolvidos na defesa da
célula e viruléncia; 23% as sequéncias do fotossistema; 23% as sequéncias do
metabolismo; 3% as sequéncias de proteinas nao classificadas; 39% a sintese de
proteinas e 6% a transcricdo. Com relagdo as sequéncias da terceira biblioteca
(Pérola — Florescimento), 59% se mostraram similares as sequéncias de genes
envolvidos na defesa da célula e viruléncia; 15% a componente do fotossistema; 7%
ao metabolismo; 4% a proteina hipotética; 7% a proteinas nao classificadas; 4% a
sintese de proteinas e 4% a transporte e proteinas de membrana. Ja as sequéncias
da quarta biblioteca (BAT 477 — Florescimento), 13% se mostraram similares as
sequéncias de genes envolvidos na defesa da célula e viruléncia; 17% as
sequéncias de componentes do fotossistema; 29% ao metabolismo; 8% a proteinas
nao classificadas; 8% a sinalizagao celular; 21% a sintese de proteinas € 4% ao

transporte e proteina de membrana.

As sequéncias exclusivas, obtidas para Phaseolus vulgaris, apresentaram
maiores indices de homologia com sequéncias de Glycine max (90,25%), seguido
por A. thaliana (88,75%) e Oryza sativa (72,75%). Em relagdo as 69 sequéncias
exclusivas, 37 foram diferencialmente expressas na variedade tolerante (BAT477),

com 19 predominantes na fase de floragdo e 18 no enchimento de gréos. Das 37
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sequéncias, 17 foram consideradas clusters exclusivos, com média do numero de
reads 14 vezes maior em relacdo aos demais. Ja em relacédo a variedade suscetivel
(Pérola) 32 sequéncias foram diferencialmente expressas, sendo 22 predominantes
na fase de floracdo e 10 no enchimento de graos, além de 12 clusters exclusivos

serem identificados de acordo com o critério de estrigéncia adotado.

Em relacdo as 69 sequéncias exclusivas, 40% apresentaram similaridade com
sequéncias obtidas sob condicbes de estresse, permitindo inferir que o
procedimento adotado foi satisfatério quanto a filtragem para genes responsivos ao
déficit hidrico. Foram identificadas regides genémicas contendo genes de grande
interesse econdémico, como por exemplo, fragmentos relacionados as proteinas
reprimidas por auxinas, relacionados as respostas a desidratacdo e a resposta ao

estresse oxidativo.

Conclusao:

Um conjunto de sequéncias-alvo diferencialmente expressas nas condigdes
de déficit hidrico foi identificado, a partir de experimento com gendtipos de feijoeiro
tolerante e suscetivel ao estresse, para as quais foram derivados oligonucleotideos
iniciadores visando a busca por SNPs entre os parentais de uma populagcédo para

tolerancia a seca, seguido por mapeamento e analise de QTLs.

Para os ESTs cujo processo de anotagdo resultou na identificacdo de
sequéncias com similaridade significativa a genes envolvidos em resposta a
estresses, assim como para ESTs sem fungao definida, porém com numero de reads
> 5, sera conduzida uma analise de gRT-PCR, objetivando a validacdo e

quantificacdo da expressao génica.

Todas as sequéncias transcritas exclusivas geradas para Phaseolus vulgaris
serdo disponibilizadas e compartilhadas através de bancos de dados publicos,

tornando-as acessiveis para fins de pesquisa em ambito mundial.
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