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RESUMO

As plantas evoluiram para sobreviver em ambientes onde muitas vezes sdo impostas condi¢des
adversas, tais como estresses abioticos (temperatura, luz, seca, salinidade, frio), ou bioticos
(virus, bactérias, fungos e nematoides). Para sua sobrevivéncia, desenvolveram indmeros
mecanismos que permitem a deteccdo de mudancas ambientais, bem como a inducdo de
respostas especificas as condigdes estressantes impostas, minimizando as perdas. Existem
genes-chave nos mecanismos de adaptacdo, especialmente os relacionados a desintoxicacao, a
homeostase e a reprogramacéo dos padrbes de expressdo génica, envolvendo mudangas em
nivel fisiologico. A identificacdo de genes-candidatos promissores para o melhoramento de
espécies cultivadas com relacdo aos principais estresses ainda esta aquém das necessidades.
Assim, a identificacéo e caracterizacao de genes relacionados com a resposta vegetal a estresses
foi realizada para as culturas da soja e do feijdo-caupi, em seus respectivos transcriptomas, por
métodos computacionais. Quando estdo sob estresse, as plantas podem ativar respostas
celulares, incluindo a producéo de proteinas antioxidantes, com o intuito de minimizar os danos
e evitar a acdo toxica de ROS (Espécies Reativas de Oxigénio) nas células vegetais. Neste
contexto, foram identificados 1.273 transcritos em feijdo-caupi e 451 transcritos em soja,
distribuidos em 15 categorias de genes ROS que desempenham papéis importantes no estresse
oxidativo. Estes genes compdem um grupo de enzimas antioxidantes que trabalham em
conjunto para manter um nivel de estado estacionario intracelular, promovendo o crescimento
da planta, desenvolvimento, ciclo celular, a sinalizacdo hormonal, reforcando respostas aos
estressores ambientais abioticos e bidticos, semelhante ao observado em outras espécies de
plantas. Além das ROS fatores de transcricdo (FTs) representam um papel crucial, como os
principais reguladores da tolerancia vegetal ao estresse. Nesse contexto, foi realizada uma
identificacdo das familias de FTs, presentes no transcriptoma de duas variedades contrastantes
de feijdo-caupi (sensivel e tolerante a seca). Foram identificados 4.822 transcritos, classificados
em 64 familias, com expressao diferencial nos diferentes tempos de exposicdo ao estresse e
cultivares, exibindo inducdo da expressdo em condicOes de estresse. As interacOes entre as
familias génicas reguladoras e os genes regulados permitiram a criacdo de modelos
computacionais para a compreensao da arquitetura e funcionamento da rede de regulagdo génica
vegetal frente ao estresse, permitindo a identificacdo eficiente de candidatos para o
melhoramento vegetal e fins biotecnolégicos.

Palavras-chave: Estresses Ambientais, Leguminosas, Bioinformatica, Expressdo Génica, Genes
de defesa.



ABSTRACT

Plants evolved to survive in environments that often impose adverse conditions, such as abiotic
(temperature, light, drought, salinity, cold) and biotic stresses (viruses, bacteria, fungi and
nematodes). For survival, they developed several mechanisms that enable the detection of
environmental changes, as well as induction of specific responses to the imposed stress
conditions, minimizing losses. There are key genes associated to adaptation mechanisms;
especially those related to detoxification, homeostasis and gene expression patterns
reprogramming, involving changes at physiological level. The identification of promising
candidate genes for cultivated species improvement related to main stresses is still far from the
necessities. Thus, the identification and characterization of genes related to plant response to
stress was carried out for soybean and cowpea in their transcriptome by computational methods.
When under stress, plants can activate cellular responses, including production of antioxidant
proteins, in order to minimize damage and avoid toxic action of ROS (Reactive Oxygen
Species) in plant cells. In this context, 1,273 transcripts were identified in cowpea and 451
transcripts in soybean, distributed into 15 ROS gene categories that play important roles in
oxidative stress. These genes form a group of antioxidant enzymes that work in concert to
maintain a steady intracellular level state, promoting plant growth, development, cell cycle, and
hormonal signaling, reinforcing responses to biotic and abiotic environmental stressors, like
observed in other plant species. Apart from ROS, transcription factors (TFs) play a crucial role
as the primary regulators of plant stress tolerance. In this context, the identification of TF
families was conducted for transcriptome data for two contrasting cowpea varieties (sensitive
and tolerant to drought). 4,822 transcripts were identified, being classified into 64 families,
differentially expressed in different times of exposure to stress and cultivars, exhibiting
induction of expression under stress conditions. The interactions between regulatory gene
families and regulated genes allowed the creation of computational models for understanding
the architecture and operation of the plant against stress gene regulation network, allowing
efficient identification of candidates for plant breeding and biotechnological purposes.

Keywords: Environmental Stresses, Legume, Bioinformatics, Gene Expression, Genes of

Defense.
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Figure 3. Number of induced and repressed genes of comparisons after water deficit
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INTRODUCAO

As plantas séo frequentemente expostas a diferentes adversidades ambientais, incluindo
estresses abidticos (como temperaturas extremas, seca, salinidade, estresse oxidativo) e bioticos
(por exemplo, ataque de insetos, de herbivoros e de patégenos). Tais fatores afetam
negativamente o crescimento vegetal, impedindo que as plantas alcancem todo seu potencial
genético (CRAMER et al., 2011). Como forma de adaptacdo, os vegetais desenvolveram
mecanismos fisiolégicos e moleculares de adaptacdo a tais estresses. Entretanto, o custo
metabolico e energético sofrido pelas plantas frente as condi¢cdes adversas muitas vezes resulta
em impactos negativos para a producdo e produtividade agricola (WANG et al., 2001). Por
exemplo, estresses ambientais — tais como temperaturas extremamente elevadas, excesso ou
falta de chuvas, ventos fortes e geadas, dentre outros — tém ocasionado efeitos negativos nos
sistemas de producdo, nas mais diversas regides do planeta, contribuindo para perdas na
produtividade superiores a 50 % nas principais culturas agricolas (WANG et al., 2003;
MITTLER; BLUMWALD, 2010). Tais adversidades, aliadas ao atual cenéario de crescimento
da populacdo mundial tém levado a necessidade de desenvolvimento de novas tecnologias que
visem uma maior producdo agricola, de forma sustentavel, a fim de atender a crescente demanda
por alimentos.

No Brasil, a crescente expansao da soja [Glycine max (L.) Merr.] para novas fronteiras
agricolas com diferentes condi¢es ambientais tem aumentado a demanda por novas estratégias
que deem sustentabilidade a producéo dessa cultura nos diferentes locais, cujo rendimento ainda
é bastante afetado por diferentes fatores de estresse (POPP et al., 2003; ASSAD et al., 2007).
Por sua vez, o feijdo-caupi [Vigna unguiculata L. (Walp.)] constitui a segunda maior cultura
agricola do Nordeste brasileiro. Embora nessa regido existam acessos com caracteristicas
agrondmicas requeridas pelo mercado consumidor, hd uma demanda pela aquisicdo de novas
fontes de resisténcia / tolerancia aos principais estresses, em especial contra seca e salinidade
(no ambito abidtico) e o ataque por virus (no ambito bidtico), que se destacam como fatores
limitrofes da produtividade do feijdo-caupi (FREIRE-FILHO et al., 2011; EMBRAPA, 2014).

Em plantas superiores, a reprogramacao dos padrfes de expressdo génica figura entre
0S mecanismos-chave na adaptacdo a condi¢cbes ambientais limitantes. As plantas se adaptaram
para responder a essas tensdes tanto em nivel molecular, quanto fisiol6gico e bioquimico, sendo
controladas principalmente por fatores de transcri¢do (FTs) induzidos ou reprimidos por uma
variedade de estresses (BARTELS; SUNKAR, 2005). Considera-se que genes estresse-
induzidos incluam moléculas indutoras de tolerancia, assim como reguladores da expressdo
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ativos na transducdo de sinais de diversas vias metabodlicas (NAKASHIMA; YAMAGUCHI-
SHINOZAKI, 2009). O conjunto de todas as interacdes entre FTs e seus genes-alvo em uma
célula pode ser representado como uma rede, a qual fornece uma estrutura poderosa para
elucidar os principios gerais de organizacao da regulacdo da transcricdo (CHEN; ZHU, 2004).

Para entender a regulacéo e os mecanismos de adaptacdo aos estresses ambientais, torna-
se fundamental a identificagdo dos componentes que compdem estes sistemas regulatérios,
incluindo tanto os genes codificantes de FTs, como aqueles codificantes de seus efetores. Com
base no conhecimento destas interacdes é possivel a criagdo de modelos computacionais que
auxiliem na compreensdo e elucidacdo da arquitetura de uma determinada rede em células
qguando sob condicdes de estresse (CHEN; ZHU, 2004; LAl et al., 2011).

Estudos de transcriptomas em grande escala tém revelado muitos genes
“desconhecidos” ou sem func¢do predita, potencialmente envolvidos na resposta ao estresse em
plantas. Abordagens sistematicas, tais como localizacdo de genes no genoma e andlise global
da expressdo, combinadas com métodos computacionais, compreendem um importante passo
na investigacdo da biologia do estresse. Nesse contexto, a manipulacdo genética da expressao
de genes codificantes de FT ja se tornou uma ferramenta Util na engenharia metabdlica,
considerando-se que uma abordagem semelhante usando novos candidatos pode levar a uma
maior tolerancia a estresses ambientais em diferentes culturas (CHEN; ZHU, 2004).

Desta forma, a identificacdo de novos genes ou genes com novas caracteristicas em
culturas de importancia agricola, a exemplo da soja e do feijao-caupi (em especial para o
Nordeste brasileiro), podera trazer grandes avangos no melhoramento destas e de outras
leguminosas cultivadas. Consequentemente, para lidar com estresses torna-se necessario um
melhor entendimento dos mecanismos de respostas das plantas em nivel celular e molecular
frente a tais condi¢des ambientais.

O presente estudo objetivou a identificacdo de genes relacionados com a resposta
vegetal frente estresses ambientais (bidticos e abioticos) e suas vias de interacdo/regulacéo nas
culturas da soja e feijao-caupi, a partir de dados disponiveis em seus respectivos bancos de
dados, com énfase em genes codificantes para fatores de transcri¢do, favorecendo assim um
maior entendimento sobre os mecanismos de tolerancia e vias relacionadas a sobrevivéncia

vegetal sob condigOes adversas.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Estresses ambientais em plantas superiores

As plantas evoluiram para viver em ambientes onde, muitas vezes, sdo expostas a fatores
de estresse, ou até mesmo a uma combinacgdo destes, impedindo que alcancem seu potencial
genético de crescimento e reproducdo (ROCKSTROM; FALKENMARK, 2000; BRAY, 2004).
Para lidar com estas adversidades, os vegetais desenvolveram mecanismos especificos que lhes
permitem detectar mudancgas ambientais, desencadeando respostas moleculares (Figura 1)
visando minimizar danos e conservar recursos valiosos para seu crescimento e reproducédo
(RIZHSKY et al., 2004; MITTLER; BLUMWALD, 2010). Desta forma, torna-se fundamental
a compreensao da natureza das multiplas respostas vegetais aos estresses, para o delineamento
de estratégias mais eficientes para o desenvolvimento de plantas resistentes a multiplas
adversidades, com altos padrdes de rendimento.

Ao longo dos anos, estresses abidticos (calor, frio, seca, salinidade, nutrientes) tém
promovido impactos negativos sobre a agricultura mundial, principalmente em termos de
perdas na produtividade, observando-se perdas de mais de 50 %, nas principais culturas
agriculturaveis (WANG et al., 2003). Além destes fatores, as plantas precisam defender-se do
ataque de uma vasta gama de pragas e patdgenos, incluindo fungos, bactérias, virus, nematoides
e insetos herbivoros (HAMMOND-KOSACK; JONES, 2000).

Sabe-se que cada tipo de estresse (bidtico ou abidtico) promove o desencadeamento de
respostas complexas em niveis celulares e moleculares, a fim de minimizar ou evitar danos
maiores, garantindo a sobrevivéncia do individuo, ainda que se reduzam seus niveis de
crescimento e produtividade (HERMS; MATTSON, 1992).

Os diferentes fatores de estresse que ocorrem de mo