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RESUMO

As plantas desenvolveram, ao longo do processo evolutivo, mecanismos moleculares de ajuste
fisioldgico para enfrentar mudancas adversas, tais como estresses abioticos e bidticos, assim
como a indugdo de respostas especificas as condigdes estressantes impostas, minimizando as
perdas agricolas. Existem moléculas com multiplos efeitos no metabolismo vegetal,
envolvidas nos mecanismos de adaptacdo, incluindo mudancas em nivel fisiologico, e
relacionados a producdo de mensageiros secundarios, desintoxicacdo, homeostase. Neste
trabalho, foram identificados transcritos e proteinas das vias metabdlicas em questdo, por meio
de andlise in silico, utilizando a técnica HT-SuperSAGE. Para validar o método, foram
identificadas e alinhadas unitags SuperSAGE de feijdo-caupi, a partir de BLASTn, em ESTs
de feijdo-caupi disponiveis nos bancos de dados locais. Posteriormente, as ESTs de feijdo-
caupi com tags ancoradas, foram alinhadas, via BLASTX, com sondas de feijdo comum e
feijdo azuki para a melhor compreensdo do modelo em feijdo-caupi, as quais contam com
enzimas mapeadas nas vias. Os resultados obtidos identificaram em relacéo ao estresse salino,
77.753 unitags alinhando com 196.764 ESTs de feijdo-caupi, e na via de inositol 385
transcritos de feijdo-caupi ancorando 57 unitags, envolvendo 21 enzimas de feijao comum.
No estresse de virose, 20.645 unitags SuperSAGE alinharam com 106.670 ESTs de feijao-
caupi. Na via do inositol, foram identificados 171 transcritos de feijao-caupi ancorando 46
unitags, cujos produtos de traducdo foram similares com 11 sequéncias sondas de proteinas
de feijdo azuki. Considerando o metabolismo de rafinose, foram identificados 77 diferentes
ESTs de feijdo-caupi ancorando 12 unitags, cujos produtos de tradugdo foram similares com
3 sequéncias sondas de proteinas de feijdo azuki. Com base nos resultados foi possivel: a)
identificar transcritos com unitags diferencialmente expressas; b) mapear componentes
previstos na via de inositol (58 %), em resposta a salinidade, e nas vias do inositol (45 %) e
rafinose (60 %) em reposta a estresse bidtico; ¢) propor nove primers eficientes para RT-
gPCR, amplificando componentes das vias analisadas; d) identificar respostas
individualizadas, de genotipos tolerante, sensivel e resistente, nas orquestragdes das vias de
metabolismo. Em conjunto, os resultados contribuem para uma melhor compreensao das
respostas de tolerancia e resisténcia da planta aos estresses estudados, a partir da acdo dos

genes expressos por diferentes genotipos de feijdo-caupi.

Palavras-chave: Feijao-caupi. Estresse. Bioinformatica. Expressdo génica.



ABSTRACT

During the evolutionary process, plants developed molecular mechanisms of physiological
adjustment to cope with adverse changes, such as abiotic and biotic stresses, as well as the
induction of specific responses to the stressful conditions imposed, minimizing agricultural
losses. There are molecules with multiple effects on plant metabolism, involved in the
mechanisms of adaptation, including physiological changes, and related to secondary
messenger production, detoxification, homeostasis. In this work, transcripts and proteins of
the metabolic pathways in question were identified by in silico analysis using the HT-
SuperSAGE technique. To validate the method, cowpea SuperSAGE unitags were identified
and aligned from BLASTn in ESTs available from local databases. Later, the tagged cowpea
ESTs were aligned via BLASTx with common bean and azuki bean probes for a better
understanding of the cowpea model, which have enzymes mapped in the pathways. In relation
to salt stress, 77,753 unitags aligned with 196,764 cowpea ESTs and 385 cowpea transcripts
anchoring 57 unitags, involving 21 common bean enzymes, were identified. In biotic stress,
20,645 SuperSAGE unitags aligned with 106,670 cowpea ESTs. In the inositol pathway, 171
cowpea transcripts were identified anchoring 46 unitags, whose translation products were
similar with 11 sequences of azuki bean protein probes. Considering the metabolism of
raffinose, 77 different cowpea ESTs were identified, anchoring 12 unitags, whose translation
products were similar with 3 sequences of azuki bean protein probes. Based on the results it
was possible to: a) identify transcripts with differentially expressed unitags; b) map predicted
components in the inositol pathway (58%) in response to salinity and inositol pathway (45%)
and raffinose pathway (60%) in response to biotic stress; c) propose nine efficient primers for
RT-gPCR, amplifying components of the analyzed pathways; d) identify individualized
responses of tolerant, sensitive and resistant genotypes in the orchestration of metabolism
pathways. Together, the results contribute to a better understanding of the tolerance and
resistance responses of the plant to the studied stresses, from the action of genes expressed by

different cowpea genotypes.

Keywords: Cowpea. Stress. Bioinformatics. Gene expression.
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1 INTRODUGCAO

As plantas sdo capazes de perceber estimulos ambientais e se adaptar a diferentes
ambientes; no entanto, o grau de tolerancia e adaptabilidade a estresses abiéticos, tais como,
baixa disponibilidade de &gua, salinidade, temperaturas extremas, estresse oxidativo, hipoxia /
anoxia, varia entre espécies e variedades. As culturas expostas a esses estresses respondem
ativando os mecanismos de defesa. Portanto, tais fatores afetam o crescimento normal do vegetal,
impossibilitando que as plantas alcancem seu potencial genético, ja que em um estagio inicial de
estresse ndo mostram sintomas visiveis, mas sua fisiologia pode sofrer mudancas significativas
(CRAMER et al., 2011).

Adicionalmente, é valido ressaltar que 0s estresses abidticos interagem ndo apenas entre
si, mas também com estresses bioticos. Por exemplo, uma cultura que sofreu estresse abiotico
geralmente apresenta maior suscetibilidade a ataques de insetos, fungos, acaros, viroses, e uma
cultura propensa a esses ataques mostra maior sensibilidade ao estresse hidrico, uma vez que a
regulacdo dos estdmatos é alterada (MARIANI e FERRANTE, 2017).

Contudo, o custo metabdlico sofrido pelas plantas frente as condi¢cdes adversas resulta em
impacto negativos para producdo agricola, em que as culturas devem equilibrar a alocacédo de
recursos entre produtividade e acOes de defesa (ATKINSON et al., 2012). Assim, a defesa das
plantas contra os estresses abidtico e bidtico deve ser integrada pela identificacdo de genotipos
tolerante ou resistente associada a abordagens de pesquisa integrada, como a transcriptémica,
metabolémica e a protebmica, a fim de reduzir as perdas de produtividade (BUCHANAN et al.,
2015).

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, ha uma demanda pela aquisicdo de novas
fontes de resisténcia / tolerdncia aos principais estresses, em especial contra a salinidade (no
ambito abiotico) e o ataque por virus, podendo citar o virus do mosaico severo (CpSMV; cowpea
severe mosaic virus) e o potyvirus (CABMV; cowpea aphid-borne mosaic virus) no ambito
bidtico, que se destacam como fatores limitrofes da produtividade do feijdo-caupi (FREIRE-
FILHO et al., 2011; EMBRAPA, 2014).

Estudos envolvendo feijdo-caupi e inositol e seus derivados, engloba abordagens de
importancia nutricional, ja que alguns fosfoderivados do inositol atuam como antinutrientes,
sendo os metabdlitos quantificados por diferentes metodologias, com comparagéo de diferentes
gendtipos (KOKHAR E APENTEN, 2009). Sendo assim, dependendo do organismo analisado,

vegetal ou animal (incluindo humanos), metabdlitos representantes do inositol e seus derivados
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exercem um papel fisiolégico heterogéneo. Em vegetais, tais compostos exercem papéis
importantes, auxiliando na regulagdo da homeostase vegetal durante periodos de estresse. Em
animais (incluindo humanos), sua influéncia fisiologica tem repercussao diversificada, como na
prevencdo de doencas cardiacas, ou ainda detentor de propriedades anticarcinogénicas
(VUCENIK e SHAMSUDDIN, 2003; KUMAR et al., 2010b).

Para o estudo global das vias metabdlicas do inositol e da rafinose, a abordagem
transcriptbmica, em que uma grande quantidade de transcritos (expressos em condi¢Oes
especificas) é amostrada, permite tal caracterizacdo. A técnica HT-SuperSAGE é eficiente em
gerar transcriptomas compreensiveis, com a vantagem de ser de arquitetura aberta (permitindo a
descoberta de transcritos inéditos) e adequada as novas tecnologias de sequenciamento (Next
Generation Sequencing), gerando milhdes de tags de 26 pb dos transcritos amostrados,
aumentando a sensibilidade da analise e a cobertura desses transcriptomas (MATSUMURA,; et
al., 2012).

Para o feijao-caupi, a rede NordEST dispde de cerca de 13 milhGes de tags SuperSAGE
de tecidos de plantas de sob estresse abiotico (raizes) e bidtico (folhas), geradas a partir de dois
ensaios, disponiveis para o presente trabalho: o primeiro ensaio de feijao-caupi sob estresse
salino (100 mM de NaCl), com mais de quatro milhdes de tags de dois gendtipos [Pitilba
(tolerante a salinidade) e BR-14Mulato (sensivel)]; e o segundo ensaio de feijdo-caupi infectado
com o potyvirus CABMV (plantas do gendtipo resistente 1T85F-2687), com mais de nove
milhGes de tags (KIDO et al., 2011).

Desta forma, a importancia desses compostos na fisiologia vegetal, aliada a capacidade de
influenciar tanto positiva quanto negativamente o bem-estar humano, permite vislumbrar um
grande potencial biotecnoldgico. Logo, a disponibilizacdo de informacdes sobre a identificacdo
de genes codificantes das enzimas pertencentes as suas vias metabdlicas e sua orquestracdo
transcricional sob condicdes estressantes em feijdo-caupi agregardo dados de relevancia aos
mecanismos de tolerancia a estresses nas leguminosas. Por conseguinte, 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 adversas.



21
1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Identificar e validar alvos moleculares de feijdo-caupi relacionados com as vias de
metabolismo do inositol e oligossacarideos de rafinose, com base em tags HT-SuperSAGE
diferencialmente expressas sob condicGes de estresses de salinidade (duas bibliotecas
contrastantes: cultivar tolerante Pitiba — bulk de 30, 60, 90 minutos; cultivar sensivel BR-14
Mulato — bulk de 30, 60, 90 minutos) e de virose (cultivar IT85F-2687, resistente ao potyvirus
CABMV; tempo precoce — bulk de 30, 60, 90 minutos, e tempo tardio apds 16 horas).

1.1.2 Objetivos Especificos

a) ldentificar as vias metabdlicas do inositol e oligossacarideos de rafinose e suas
enzimas;

b) Identificar as unitags SuperSAGE diferencialmente expressas envolvendo
bibliotecas de raizes e folhas de plantas resistente / tolerante e sensivel, apos o periodo de
eXposicao ao estresse;

c)  Gerar banco de dados local composto por transcritos presentes nas vias metabdélicas
estudadas, para cada estresse, incluindo as respectivas frequéncias das unitags nas bibliotecas,
regulac@es (inducdo e repressdo) e valores de modulacdo de expresséo;

d)  Mapear transcritos associados as unitags diferencialmente expressas pelos bulks de
feijdo-caupi, nas comparacOes sob estresse em relacdo aos respectivos controles negativos, em
diagramas das vias metabdlicas em questéo;

e)  Desenhar e propor, a partir dos transcritos investigados, pares de primers para RT-
gPCR;

f)  Validar as expressdes diferenciais observadas por RT-gPCR, de alvos moleculares

selecionados das diferentes vias, buscando reforcar a importancia dos dados obtidos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ASPECTOS GERAIS DO FEIJAO-CAUPI
2.1.1 Caracterizacao botanica

A familia Fabaceae, ordem Fabales, € composta por espécies conhecidas como
leguminosas, abrangendo cerca de 720 géneros e mais de 19.300 espécies, e é a terceira familia
de angiospermas em termos de espécies, depois de Asteraceae e Orchidaceae (LPWG, 2017).
E formada de pequenos vegetais herbaceos a grandes arvores florestais, crescendo sob as mais
diversas condig6es edafoclimaticas (SINGH et al., 2007; RAHMAN et al., 2015). Esta familia
compreendia as subfamilias Caesalpinioideae, Mimosoideae e Papilionoideae (LPWG, 2013),
no entanto, sua circunscricao foi reformulada a partir de estudos filogenéticos e passou a incluir
seis subfamilias, a Caesalpinioideae (incluindo Mimosoideae), Cercidoideae, Detarioideae,
Dialioideae, Duparquetioideae e Papilionoideae, sendo as quatro primeiras e a Gltima com
distribuicdo Pantropical, e a Duparquetioideae exclusiva da Africa (LPWG, 2017).

Dentre as leguminosas, o género Vigna contém espécies importantes para a agricultura,
incluindo V. reflexo-pilosa var. glabra, V. mungo (feijao-da-china), V. umbellata (feijdo-arroz),
V. aconitifolia, V. angularis (feijao azuki) e V. unguiculata (feijdo-caupi). O tamanho do
genoma das espécies de Vigna € variavel, podendo ser de 416 a 1,39 Mb (PARIDA et al., 1990;
LAKHANPAUL e BABU, 1991). A maioria das espécies sdo diploides (2n = 2x = 22), mas a
V. reflexo-pilosa € tetraploide (2n = 4x = 44) (TOMOOKA et al., 1992).

O feijdo-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp] é uma planta dicotileddnea que se reproduz
de preferéncia por autogamia, a qual é facilitada pelo mecanismo da cleistogamia
(autopolinizacdo antes da abertura da flor), podendo a taxa de fecundagdo cruzada variar.
Assim, a biologia floral dessa leguminosa demonstra que é uma espécie evoluida, ja que é
autopolinizada, mas mantém a capacidade de polinizacdo cruzada (APG lll, 2009). A espécie
apresenta um genoma estavel, sendo um dos menores genomas entre as leguminosas (= 450-
500 Mb), e é uma espécie diploide 2n=22 cromossomos, composta por um cromossomo menor,
cinco médios e cinco maiores (BENKO-ISEPPON, 2001; PIGNONE et al., 1990).

Na especie V. unguiculata, a subespécie “unguiculata” inclui as formas cultivadas de
quatro cultigrupos, sendo eles: biflora ou cylindrica (forrageira cultivada principalmente na
Asia), textilis (cultivado na Africa para producdo de fibras), sesquipedalis (feijdo de metro,
comum na Asia) e unguiculata (forma mais comum nas culturas que fornecem gr&os). No

Brasil, dois cultigrupos sdo cultivados, “unguiculata”, compreendendo a maioria das cultivares
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locais e melhoradas para producdo de gréo seco e feijdo-verde, além do “sesquipedalis” para
producéo de vagem (VIJAYKUMAR et al., 2010; DIFO et al., 2014).

Acredita-se que essa leguminosa tenha o nome popular de feijdo-caupi, por ser derivado
do inglés cowpea (ervilha de vaca), sendo comumente utilizada como fonte de feno para animais
nos Estados Unidos, assim como em outras regides do mundo (TIMKO et al., 2007). Além de
feijdo-caupi, apresenta diversos nomes populares, sendo comumente conhecida, na regido do
Nordeste brasileiro, como feijdo macéagar ou macaca; na regido Norte, € denominado de feijao-
de-corda, feijdo-de-praia, feijdo-da-colbnia ou feijdo-de-estrada; ja na regido Sul, é conhecido
como feijdo-miudo (FREIRE FILHO et al., 2000; 2011). Além dos ja citados, existem outros
nomes populares, a exemplo de feijdo mineiro, feijdo de vaca, feijdo de frade, feijaozinho da
india, feijdo mucunha, feijdo congo, feijdo fradinho e feijdo catador (Figura 1) (WILK e
BARBOSA, 2012; RIBEIRO et al., 2013).

Figura 1 — Planta de feijao-caupi.

Fonte: Antonio Félix da Costa (2018).

O feijao-caupi apresenta ciclo curto, baixa necessidade em agua e rusticidade para se
desenvolver em solos de baixa fertilidade e, é capaz de utilizar o nitrogénio fixado por rizébios,
por meio de simbiose. A estrutura da planta feijao-caupi possui variacao de porte, desde ereto
até prostrado e habito de crescimento determinado a indeterminado; e resulta da interacéo de
habito de crescimento; comprimentos do epicolito, hipocotilo, entrends, ramos principal e
secundarios; pedunculo; disposic¢éo dos ramos e pedinculos, e consisténcia dos ramos (FREIRE
FILHO et al., 2005b).

As sementes variam do formato arredondado ao reniforme, podendo apresentar halo de

formato irregular que circunda o hilo, sendo capazes de permanecer viaveis ou dormentes no
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solo até que a umidade esteja favoravel, o que caracteriza a germinacao da espécie como de alta
percentagem (KIGEL et al., 2015). Quanto ao tegumento da semente, pode variar na textura
(liso ou rugoso), na coloracao (branco, creme, verde, amarelo-claro, vermelho, marrom e preto)
(Figura 2), na uniformidade (uniforme, com estritas, manchas ou pontuacdes); na presenca ou
n&o de hilo e ser opaco ou brilhoso (FREIRE FILHO et al., 2005a; OKON, 2013). A cor do
tegumento, o hilo e as caracteristicas relacionadas a ele (membrana, anel, halo) além de fazerem
parte do aspecto visual do feijdo-caupi, também séo caracteristicas comerciais fundamentais,
podendo influenciar inclusive no preco (FREIRE FILHO et al., 2011).

Figura 2 — Variacdo na coloragdo do tegumento da semente de feijao-caupi.

Fonte: Freire Filho et al. (2011).

As flores sdo classificadas como perfeitas (pistilo e estame na mesma flor), zigomorfas
(simetria bilateral) e estdo distribuidas aos pares no racemo, na extremidade do pedunculo,
regido que antecede a flor ou o fruto (Figura 3). O célice é composto por cinco sépalas
(pentdmero) unidas e soldadas entre si, podendo variar de verde a roxo. A corola também é
pentdmera e com pétalas livres entre si. A maior pétala é chamada de estandarte e esta localizada
na parte posterior da flor. As duas pétalas laterais sdo as asas e cobrem as pétalas inferiores.
As duas pétalas inferiores sdo fundidas e formam a quilha, que tem de coloragdo branca,
independentemente da cor das outras pétalas (Figura 3) (ROCHA et al., 2007).
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Figura 3 — Estrutura da flor de feijdo-caupi.

Fonte: Antonio Félix da Costa (2018).

2.1.2 Origem, introducéo e dispersdo do feijao-caupi

A evolucéo do feijdo-caupi ocorreu em ambientes semiaridos, com alteragcdes durante a
domesticacdo, que incluem a mudanca de perene para anual, de alogama para autdbgama e
adaptacdo as condi¢des semiaridas (RAWAL, 1975). Outras alteracdes ocorreram, tais como a
reducdo no nimero de vagens no pedunculo, reducdo na taxa de crescimento relativo na fase

inicial da planta, e aumento do tamanho das vagens e sementes (LUSH e EVANS, 1981).

O centro primério de diversidade dessa espécie seria o oeste da Africa, especificamente a
Nigéria, de acordo com alguns autores (NG e MARECHAL, 1985; STEELE e MEHRA, 1980).
Contudo, experimentos moleculares, sugeriram que mesmo o0 centro de diversidade se
localizando na Africa, o género Vigna, o qual inclui V. unguiculata, pode ter surgido na Asia,
onde ainda advém algumas subespécies primitivas (SIMON et al., 2007). Assim, através de
ensaios relacionados a variacdo morfoldgica, fitogeografica, molecular e citogenética indicam
o feijao-caupi como uma das espécies mais primitivas ocorrentes na Africa, o que pode sugerir

que a evolucdo e dispersdo possam ter ocorrido neste continente (FARIS, 1965).

A partir do Nordeste da Africa, por volta de 2.300 a.C., o feijio-caupi alcangou o sudoeste
da Asia, expandindo-se para o sudeste da Europa por volta de 300 a.C. Por meio de uma segunda
rota, migrou do leste da Africa para a India, ha mais de 2.100 anos, onde foi submetido a uma
grande diversidade de ambientes e de sistema de producdo, chegando posteriormente ao sudeste
da Asia (FREIRE FILHO, 1988).

O feijdo-caupi foi introduzido simultaneamente por espanhois e portugueses no

continente americano ainda no século XVI, sendo introduzido no Brasil por volta da segunda
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metade do século X VI pelos colonizadores portugueses, na Bahia, de onde se disseminou por
todos os outros estados (ALVES et al., 2009). Em 1568, j& havia a indicacdo da existéncia de
muitos feijoes no Brasil. Ha fortes evidéncias de que o feijdo-caupi era um deles, uma vez que
desde a fundacdo da Bahia como capital administrativa do Brasil, o0 comércio com o oeste da
Africa, de Guiné a Angola, era muito intenso (FREIRE FILHO et al., 2011). Atualmente é uma
das espécies cultivadas mais importantes nas regifes tropicais e subtropicais do mundo
(NEVES et al., 2011).

2.1.3 Importancia socioecondmica do feijao-caupi

O feijdo-caupi € uma leguminosa importante nos sistemas de cultivo nas regides mais
secas e areas marginais dos tropicos e subtropicos que ocupam a Asia, Oceania, Oriente Médio,
Europa, EUA, Africa, América Central e América do Sul (FATOKUN et al., 2000). A producéo
mundial média de feijdo-caupi no periodo de 2012 a 2014, ¢ 7,36 milhGes de toneladas,
colocando a Africa Ocidental como maior area mundial produtora. O principal pais produtor é
a Nigéria que responde por 54% do volume médio mundial, seguida de Niger com 21%, e em
terceiro Burkina Faso com 8%. Os trés paises respondem por 83% do total mundial do feijao-
caupi seco (FAO, 2017).

Por outro lado, o Brasil apresenta grande parte da producdo de feijdo-caupi para o
mercado interno brasileiro. No Norte (muita chuva, alta umidade, solo argiloso) e Nordeste
(seca, solo arenoso, salino, clima quente), o sistema de cultivo esta associado a agricultura
familiar, geralmente com baixo uso de tecnologias e sujeito a irregularidades pluviométricas, o
gue confere baixo rendimento de grdos. A regido Nordeste é responsavel por praticamente 80%
da area cultivada, mas, na producdo total, contribui com menos de 60%, devido as menores
produtividades obtidas na regido (SILVA et al., 2016). Ja na regido Centro-Oeste, predomina a
agricultura empresarial (SANTOS et al., 2014).

Estima-se que, para o ano agricola de 2018/2019, a producdo brasileira de feijdo-caupi
foi de 841,3 mil toneladas, sendo que quase 1/3 desta é produzida no Mato Grosso para fins de
exportacdo (CONAB, 2017). A variedade caupi, cultivada nas regides Norte e Nordeste e no
Mato Grosso, concentra-se na 22 safra, a excecdo da producdo da Bahia (CONAB, 2017). A
estimativa de area plantada, produtividade e producdo de gréos de feijdo-caupi no Brasil, safra
2017/2018, é apresentada na Tabela 1.
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Tabela 1 - Estimativa de area plantada, produtividade e producdo de graos de feijdo-caupi no Brasil.

Area Produtividade Producéo
Cultura (Em 1.000 t) (Em 1.000 t) (Em 1.000 t)
SAFRAS SAFRAS SAFRAS
2016/2017 mai/2018 2016/2017 mai/2018 2016/2017 mai/2018
1.069 3.399,5
Feijdo total 3.180,3 3.197.2 1.043 3.334,4
. . 1.409,3 506 713
Feijdo-caupi total 15331 563 863

Fonte: Companhia Nacional de Abastecimento - CONAB, 2017.

O feijdo-caupi é uma das fontes alimentares mais antigas e, provavelmente, tem sido
utilizada como uma planta de colheita desde os tempos neoliticos. Conhecido por ser uma
excelente fonte de proteina, € também rico em importantes vitaminas, minerais e fibras
alimentares. Todas as partes das plantas de caupi sdo usadas para alimentos ou forragem
(VIEIRA et al., 2010). Sua comercializacéo é realizada como vagens verdes, sementes, farinha
para acarajé, além de produtos pré-cozidos e congelados (RIBEIRO, 2002). Suas sementes sdo
fontes de tiamina e niacina, além de fibras dietéticas, sendo consumidas na forma de gréos secos
e de graos verdes, bastante apreciados por seu gosto e cozimento facil, utilizados em pratos
tipicos da regido nordestina (CORREA et al., 2012).

Além de sua importancia nutricional, a planta é usada como um agente multiterapéutico
para o cancer, tratamento de sangue na urina, inchacos e infecgdes. O conteudo de proteina da
semente varia de 23 a 32% do peso das sementes ricas em lisina e triptofano, e uma quantidade
substancial de minerais e vitaminas (&cido fdlico e vitamina B), necessarios para a prevencao
de defeitos de nascimento durante a fase de gestacdo (NIELSEN et al., 1993; HALL et al.,
2003). Como o feijao-caupi contém uma baixa quantidade de gordura e teor elevado de fibras,
pode prevenir doenga cardiaca, reduzindo a lipoproteina de baixa densidade (FROTA et al.,
2008). O consumo de feijdo-caupi aumenta a glucose no sangue mais lentamente devido a lenta
digestibilidade do amido, promovendo o seu uso por diabéticos e beneficiando a saude
gastrointestinal (PHILLIPS et al., 2003).

A espécie é considerada uma planta versatil. Adapta-se bem as diversas condicbes
edafoclimaticas devido a sua rusticidade e plasticidade, respondendo a diferentes niveis de
estresse ao longo dos diversos estagios de seu desenvolvimento (SUMMERFIELD et al., 1985).
Tolera déficit hidrico, altas temperaturas, salinidade, solos &cidos e alcalinos (DADSON et al.,
2005). Por apresentar plasticidade produtiva sob as mais diversas condi¢cbes ambientais, tal

leguminosa pode atenuar perdas econdmicas de outras culturas, em caso de periodos
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desfavoraveis (DADSON et al., 2005), sendo também importante componente da agricultura
de subsisténcia (SINGH et al., 2003). Assim, adiciona-se a tal fato a importancia do
melhoramento genético dessa cultura, em razao da necessidade de obtencéo de novas cultivares,
melhores que as pré-existentes, em termos de produtividade, associado, principalmente, a

resisténcia a pragas e patogenos (FREIRE FILHO et al., 2011).
2.1.4 Melhoramento do feijdo-caupi e potencial genético

O feijdo-caupi esté inserido em programas de melhoramento genético que tem focado no
desenvolvimento de cultivares com arquitetura moderna de planta, principalmente de portes
semiprostrado (agricultura familiar) e ereto (agricultura empresarial); resisténcia as principais
pragas (caruncho, pulgbes, mosca branca e trips) e doencas (viroses e fungos); tolerancia a altas
temperaturas, estresse hidrico e salinidade; altos teores de proteina e minerais, qualidade
comercial do grdo (cor, forma e aspecto do tegumento) e culinéria do grao; maior adequagéo ao
mercado; alta resposta a fixacdo bioldgica do nitrogénio; e alta produtividade, adaptacédo e
estabilidade aos varios biomas brasileiros (FREIRE FILHO et al., 2011). O melhoramento
genético do feijdo-caupi no Brasil comecou na segunda metade do século XVI com as primeiras

introducdes de cultivares, como pode ser exemplificada na Tabela 2.
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Tabela 2 - Periodos, metas e atividades realizadas durante a introducdo de cultivares de feijdo-caupi no Brasil.

Periodo Meta Atividades realizadas

1925 a 1963 Primeiras introducdes de Sem recomendacGes de cultivares.
germoplasma.

1963 a 1973 Inicio da integracdo das pesquisas Primeiras  coletas  realizadas,
com feijdo-caupi entre alguns juntamente com a caracterizacdo e
institutos de pesquisa e as avaliagdo de germoplasma, sendo
universidades. liberadas as primeiras cultivares

pela Universidade Federal do
Ceard.
1973 a 1991 Embrapa (Empresa Brasileira de Melhoramento da espécie,

Pesquisa Agropecuaria) estruturou
uma rede nacional de pesquisa de
feijdo-caupi sob a lideranca da
Embrapa Arroz e Feijdo, em Goias.

utilizando-se 0s métodos
genealdgico (Pedigree), de
descendéncia de uma Unica vagem
(SPD) e selecdo massal.

1991 até o momento

Ampliacdo da rede de
melhoramento,  incluindo  os
estados da regido Norte, Nordeste e

Avancos obtidos para a qualidade
do grdo, resisténcia a virus,
arquitetura da planta e precocidade,

Centro-Oeste. que viabilizaram o cultivo em

grandes areas dos cerrados.

Fonte: Adaptado de FREIRE FILHO et al., 2011.

Desde a introducdo dessa leguminosa até 2010, foram lancadas 71 cultivares melhoradas
(FREIRE FILHO et al., 2011). Embora existam os esforcos dos programas de melhoramento
utilizando as metodologias convencionais, ha a necessidade de um impulso visando aumentar
sua eficiéncia, como o uso de ferramentas de biotecnologia, propiciando ao feijao-caupi
condicdes de competitividade e caracteristicas que atendam as necessidades comerciais locais
e internacionais (FREIRE FILHO et al., 2005b).

E valido ressaltar que a Embrapa Meio-Norte, por meio do programa de melhoramento
genético, tem conseguido atender as demandas dos diversos setores da cadeia produtiva, visto
que sao disponibilizadas cultivares adequadas para o pequeno, médio e grande agricultor. No
ano de 2004, foi lancado a primeira cultivar de porte semiereto no Brasil, BRS Guariba
(GONCALVES et al., 2009) um produto tipicamente nordestino, produzido sobretudo pelas
regides Norte e Nordeste, que vem sendo cultivado em areas extensas da regido Centro-Oeste.
Em 2007, foi lancada a cultivar BRS Novaera (VILARINHO, 2007) para os estados das regides
Norte (Rondbnia, Amazonas, Roraima, Amapa e Para), Nordeste (Maranhdo e Rio Grande do
Norte) e Centro-Oeste (Mato Grosso do Sul). Além das cultivares langadas, existem outras com
bom potencial produtivo e de excelente qualidade de gréo, que podem ser consideradas na hora
de implantar a lavoura, visando evitar o0 monocultivo. Entre elas estdo a BRS Marataod, BRS
Paraguacu, BRS Rouxinol, BRS Milénio, BRS Urubuquara, BR 17-Gurguéia, BR3 Tracuateua,
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BRS Xiquexique, BRS Tumucumaque, BRS Potengi, BRS Cauamé e BRS Pajell (SOUSA et
al., 2016).

No que diz respeito aos programas de melhoramento genético de feijao-caupi no Nordeste
brasileiro, encontra-se o IPA (Instituto Agronémico do Estado de Pernambuco), um dos mais
ativos do Brasil e desenvolvedor de diversas cultivares de elite (IPA, 1989). O melhoramento
genético do feijdo-caupi € feito considerando-se os interesses de agricultores familiares e
empresariais e com foco no sistema formado pelo produtor, comerciante, agroindustrial,
distribuidor e consumidor, e, nos Gltimos anos, no exportador (FREIRE FILHO et al., 2011). O
resultado desse trabalho tem sido a obtencdo e indicacdo de cultivares de feijdo-caupi
melhoradas para todos os tipos de produtores e regides com potencial no Brasil, a exemplo da
IPA 206 e Miranda IPA-207 (NASCIMENTO et al., 2004; COSTA et al., 2013)

Sendo assim, o feijdo-caupi, por ser um alimento béasico em mais de 65 paises de alto
valor nutritivo, pela plasticidade, adaptacdo a uma ampla faixa de ambientes (SINGH, 2005), e
ainda diante das perspectivas de mudancas climaticas e da necessidade de alimento em todo o
mundo, é uma cultura de potencial estratégico. Portanto, trata-se de um produto de valor
socioecondémico com uma excelente perspectiva no mercado brasileiro e internacional (SINGH
et al., 2002; FREIRE FILHO et al., 2011). Logo, experimentos que envolvam condicdes
estressantes (estresse bidtico e abiodtico) em feijao-caupi agregardo dados de relevancia aos
mecanismos de tolerancia a estresses nessa leguminosa, e possivelmente em outras

leguminosas.
2.2 ESTRESSES E FEIJAO-CAUPI: PRINCIPAIS ATORES E IMPACTOS

Em se tratando de fisiologia vegetal, estresse é considerado uma condicao ocasionada por
fatores que alteram o equilibrio (NILSEN e ORCUTT, 1996). E conhecido como os dois tipos
de condicdes principais: 0 eu-estresse e o dis-estresse. O primeiro é um fator que estimula o
crescimento da planta, ou seja, atribuido a condicao de estresse suave e estimulante que ativa o
metabolismo celular e aumenta a atividade fisiologica. Ja, o segundo é qualquer condicéo
desfavoravel (intensidade ou duracéo) que afeta 0 metabolismo, desenvolvimento e crescimento
vegetal (LICHTENTHALER, 2004). As plantas sdo normalmente expostas a diferentes
adversidades ambientais, incluindo estresses bidticos (como ataque de herbivoros, insetos e
patdgenos) e abidticos (como seca, temperaturas extremas, salinidade, alcalinidade, estresse
oxidativo). Tais fatores podem limitar severamente o crescimento vegetal, impedindo que as

plantas alcancem seu potencial genético, e consequentemente a produtividade agricola
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(CRAMER et al., 2011; FREIRE FILHO et al., 2011). Assim, ao longo do processo evolutivo,
as plantas desenvolveram mecanismos moleculares de ajuste fisiolégico para enfrentar

condicdes estressantes (Figura 4).

Figura 4 - Esquema da interago planta — estresse ambiental para geragdo de respostas ambientais.
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Fonte: Adaptado de Willadino e Camara (2010).

2.2.1 As viroses no cultivo do feijao-caupi

A cultura de feijao-caupi mesmo apresentando elevada resisténcia natural a doencas e
rusticidade, ainda sofre ataque de alguns patégenos capazes de reduzir a produtividade ou até
inviabilizar sua produgdo (FREIRE FILHO, 2008), contribuindo para o baixo rendimento e
causando grandes perdas econdmicas, especialmente na regido do nordeste brasileiro (FREIRE
FILHO et al., 2005a). De forma geral, a cultura do feijdo-caupi € suscetivel a varias doencas
causadas por fungos, bactérias, nematoides, virus. Entretanto, o ataque por virus, que incluem
0 Cowpea aphid borne mosaic virus (CABMV) (género Potyvirus, familia Potyviridae),
Cowpea severe mosaic virus (CPSMV) (género Comovirus, familia Secoviridae), Cucumber
mosaic virus (CMV) (género Cucumovirus, familia Bromoviridae) e Bean golden mosaic virus
(BGMV) (género Begomovirus, familia Geminiviridae), é o fator mais limitante na produgéo
da cultura (BESERRA JUNIOR, 2011).

No mundo todo, mais de 20 virus foram identificados infectando naturalmente o feijao-
caupi (THOTTAPPILLY e ROSSEL, 1985; MALI e THOTTAPPILLY, 1986). No Brasil, os

virus constituem um grupo importante, sendo 0s principais: mosaico severo do caupi (CPSMV;
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Cowpea Severe Mosaic Virus), mosaico rugoso (CPRMV; Cowpea Rugose Mosaic Virus) ,
mosaico dourado (CGMV; Cowpea Golden Mosaic Virus), mosaico do pepino (CMV;
Cucumber Mosaic Virus), e virus do mosaico do feijdo-caupi transmitido por pulgdo (CAMBYV;
Cowpea Aphid-Borne Mosaic Virus) (KITAJIMA, 1995).

A familia Potyviridae apresenta-se como uma das maiores e mais importantes familias de
virus que infectam plantas (FAUQUET et al., 2005). O cowpea aphid-borne mosaic virus
(CABMV), pertencente a esta familia, género Potyvirus, apresenta genoma de RNA fita
simples, e mede cerca de 11 x 680 nm a 11 x 900 nm (ZERBINI e MACIEL-ZAMBOLIM,
1999). Em relacdo a organizacdo do genoma dos potyvirus, a proteina capsidial apresenta uma
regido amino-terminal altamente variavel em tamanho e sequéncia, uma regido central
conservada com 215 a 227 aminoacidos, e uma regido carboxi-terminal com 18 a 20
aminoacidos. As regides amino e carboxi-terminal estdo voltadas para o exterior da particula
viral, e sdo responsaveis pelas propriedades antigénicas da proteina (BOCK e CONTI, 1974).
O genoma é composto por uma unica molécula de RNA de fita simples, e envolto por um

capsideo formado por cerca de 2.000 cdpias da proteina capsidial (BERGER, 1997).

O CABMYV foi isolado no Brasil, pela primeira vez, no Estado do Ceara, em 1981, sendo
considerado o mais importante das espécies de virus que infectam o feijdo-caupi no Nordeste
brasileiro (GHORBANI et al., 2008; LIMA, 2015). O CABMYV infecta também o feijdo comum,
a fava, e 0 maracujazeiro, causando a doenca conhecida como endurecimento dos frutos (P10
RIBEIRO et al., 1997).

Este virus é transmitido mecanicamente para uma série de espécies. No Brasil, o CABMV
ja foi relatado infectando naturalmente espécies como amendoim (Arachis hypogaea L.) (PIO-
RIBEIRO et al., 2000), crotalaria (Crotalaria juncea L.) (FREITAS et al., 2002) e feijdo-da-
praia (Canavalia rosea (Sw.) DC.) (KITAJIMA et al., 2008). Estudos realizados por RAHEJA
e LELEJI (1974) relataram a perda completa da colheita de feijdo-caupi por ataqgue CABMV
sob condi¢bes de campo irrigado das areas do norte da Nigeria. Uma perda de rendimento de
13 a 87% devido a infec¢éo natural do feijao-caupi por CABMYV foi relatado no Ird (KAISER
e MOSSAHEBI, 1975).

O estudo do virus do mosaico do feijdo-caupi que é transmitido pelo CABMYV tem se
tornado cada vez mais relevante, por ser um dos mais importantes fatores limitantes da producéo
na cultura, tanto pela forma de disseminacao, bem como pela dificuldade no controle (LIMA et
al., 2005; GHORBANI et al., 2008). Pode ser transmitido eficientemente por varias espécies de
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pulgdo, como Aphis cracivora e Myzus persicae ou internamente pela semente (FREIRE
FILHO et al., 2005a; SANTOS et al., 1999).

Os sintomas mais comuns causados pelo CABMV sdo mosaico intenso no limbo foliar,
formado por areas verdes normais entremeadas por areas clordticas, faixas verde escuras nas
nervuras (Figura 5), distorcdo das folhas e reducdo mais ou menos acentuada do crescimento
das plantas, dependendo da interagdo entre cultivar e estirpe, bem como da época de inicio da
infeccdo (BOCK e CONTI, 1974; ROSSEL e THOTTAPPILLY, 1988; SHOYINKA et al.,
1997).

Figura 5 - Sintomas do mosaico do feijdo-caupi transmitido por pulgdo (CABMV).

Fonte: Propria autora (2018).

O controle do CABMV em feijdo-caupi pode ser feito atraves da utilizagdo de sementes
livre de virus, eliminacdo de hospedeiros alternativos, controle de vetores, alteracdo do periodo
e local do plantio e emprego de cultivares resistentes (PIO RIBEIRO et al., 2000). Atraveés
desses exemplos fica evidente que o potyvirus CABMYV é considerado uma restri¢do importante
na cultura do feijdo-caupi em zonas agroecoldgicas, onde quer que seja cultivada (BASHIR et
al. 2002), e assim torna-se relevante seu estudo, tanto pela forma de disseminacéo (pulgdo),
quanto pela dificuldade no controle (GHORBANI et al., 2008).

2.2.2 A salinidade no cultivo do feijdo-caupi

A salinidade é um dos fatores de estresse abiotico mais importantes na limitacdo do
crescimento e produtividade das plantas (KHAN e PANDA, 2008; MOHAMED e GOMAA,
2012). A alta concentracao de sal no solo resulta em alto potencial osmético do solo, que resulta
em déficit hidrico dentro das plantas. Além disso, a maior concentracdo de Na* e CI provoca
desequilibrios nutricionais e, consequentemente a producdo de especies reativas de oxigénio
(ROS) aumenta, resultando em estresse oxidativo (LIANG et al. 2015; LI1U et al., 2015).
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O excesso de ROS, é prejudicial ao metabolismo e ao crescimento normal das plantas. As
ROS se acumulam nas folhas e levam a oxidacdo de véarias moléculas celulares, incluindo
lipidio, proteina e clorofila. Assim, a peroxidacdo de lipidios da membrana, oxidacdo de
proteinas e danos aos acidos nucléicos sdo alguns efeitos imediatos da acdo do excesso dessas
espécies reativas de oxigénio (WU et al., 2014). A peroxidagao lipidica induzida por radicais
livres também é importante na deterioragdo da membrana (KHAN e PANDA, 2008).

Adicionalmente, o excesso de sal afeta processos fisioldgicos e bioquimicos, como a
fotossintese e estresse osmotico (PORCEL et al., 2012; HASHEM al., 2015). A fotossintese
alterada esta associada ao disturbio no metabolismo do carbono e do nitrogénio (HASHEM et
al., 2014; EGAMBERDIEVA et al., 2015). O estresse osmético resulta em desequilibrio das
relacdes hidricas, alteragdes na absorcdo e utilizacao de nutrientes essenciais além do acimulo
de ions toxicos (ASSIS JUNIOR et al., 2007; CALVET et al., 2013).

Em feijdo-caupi, os efeitos da salinidade podem causar modifica¢do na anatomia radicular
e foliar (GARZON e GARCIA, 2011), podendo ocorrer reducio da massa seca e da nodulago,
devido aos efeitos toxicos e nutricionais que afetam a assimilagdo liquida de COg; reduzem a
area fotossintética e a producédo de fotoassimilados (LIMA et al., 2007; NEVES et al., 2009);
reduzem o teor de proteina dos grdos (DANTAS et al., 2002), assim como a area foliar, devido
a elevacdo do potencial hidrico da planta, ja que o déficit hidrico na zona radicular promove a
senescéncia e abscisdo das folhas (DANTAS et al., 2003), aumento de Na® e reducdo da
extracdo de N, K, Ca, P, Fe, Mn, Zn e Cu, a medida que a irrigacdo com &gua salina se torna
constante (NEVES et al., 2009).

Estudos investigando estresse salino em feijdo-caupi (DANTAS et al., 2003; ALMEIDA
etal. 2012; MAIA et al. 2012) sdo relatados. Em ensaio com a cultivar Epace 10 de feijédo caupi,
ASSIS JUNIOR et al. (2007) verificaram que a reducdo na produtividade ocasionada pela
salinidade deveu-se, em parte, as reducdes no crescimento vegetativo e na assimilacéo liquida
de carbono, durante as fases de floracdo e frutificacdo, associadas aos efeitos osmoticos e ao
acumulo de ions potencialmente toxicos (Na* e CI) nos tecidos foliares. LIMA et al. (2007),
testando a tolerancia a salinidade da cultivar Quarentinha de feijdo-caupi, verificaram que a
matéria seca da parte aérea da planta decresceu linearmente a medida que se aumentou a
salinidade da agua de irrigacdo, alcangando uma reducao de 66,94% no maior nivel salino (5,0
dS m 1) em relagdo a testemunha (0,5 dS m™).
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Assim, as plantas desenvolveram diferentes mecanismos para lidar com o dano oxidativo
induzido pelo estresse. O aumento das atividades de enzimas antioxidantes é um dos principais
mecanismos de defesa que ajudam as plantas a evitar danos ao estresse oxidativo. A superoxido
dismutase, a catalase, a peroxidase e a glutationa redutase estdo entre as varias enzimas
antioxidantes intrincadas que transportam a eliminacdo de ROS para proteger as células
(AHANGER et al., 2014; HASHEM et al., 2014). Além disso, o acumulo de prolina livre,
acucares e aminoacidos altera a osmorregulacdo da planta para que o teor de agua da célula
possa ser mantido. A reducdo da concentracdo toxica de ions no citoplasma por restricdo do
influxo de Na* ou seu sequestro no vacuolo também sdo mecanismos importantes que ajudam
as plantas a manter crescimento e protecdo de vérias vias metabdlicas (BINZEL et al., 1988;
BOHNERT et al., 1999; AHANGER et al., 2014).

Deste modo, gerar informacdes que permitam identificar no caupi alelos que contribuam
de forma positiva para tolerancia a estresses abioticos e bioticos sob condi¢des adversas, acaba
se tornando uma das prioridades para aumentar a produtividade, além de que esses alelos
poderiam ser usados em outras leguminosas (NELSON et al., 2004). Como a resposta a
estresses abidticos geralmente € de natureza poligénica e envolve um conhecimento
multidisciplinar (HONG-BO et al., 2006), essa problematica s6 podera ser solucionada com a
integracdo de metodologias associadas com diversos campos como a gendmica, protedbmica,

metaboldmica, entre outros.

2.3 VIAS METABOLICAS: INOSITOL E DERIVADOS

As plantas desenvolveram mecanismos moleculares e fisioldgicos como forma de
adaptacdo as condicBes estressantes. Tais organismos contam com uma maquinaria celular,
atuante em niveis estratificados que vao desde a percepcao, sinalizacao, controle transcricional,
ativacdo até a reorganizacdo de vias responsivas a estresses (BARTELS e SOUER, 2004).
Dentre as moléculas cujo conhecimento de sua fun¢do indica atuagcdo em mais de um dos niveis
mencionados, o inositol (Ins) tem despertado interesse, atuando como substrato na biossintese
de muitos compostos, especialmente os oligossacarideos da familia rafinose (RFOs) que se
acumulam nas plantas (LOEWUS e MURTHY, 2000; MAJUMDER e BISWAS, 2006).

O inositol é distribuido em abundéncia em todo o sistema bioldgico, podendo permanecer
como agucar livre, éster de fosfato e metil-derivados, podendo ainda ser precursor de
importantes metabolitos. Participa de varios processos metabdlicos (producéo de mensageiros
secundarios até sintese de antioxidantes), tais como sintese do cido fitico, estoque e transporte

de auxina nas células, producéo de moléculas relacionadas ao estresse, germinacgéo de sementes,
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transporte de agucar, nutricdo mineral, metabolismo de carboidratos, estrutura de membranas,
formacdo de parede celular e homeostase de hormonios. Seus derivados fosforilados
(fosfoinositideos, polifosfoinositideos, inositol fosfatos e inositol polifosfatos e metilados)
representam moléculas sinalizadoras versateis e dinamicas em todos 0s eucariotos,
especialmente em vegetais (MUNNIK e VERMEER, 2010).

Os papéis essenciais do inositol em muitos processos celulares, incluem formacéo de
membrana, biogénese da parede celular, resposta ao estresse (regulacdo da homeostase vegetal
durante periodos de estresse) e transducédo de sinal. Adicionalmente, o inositol atua na via de
metabolismo dos RFOs, os quais sdo carboidratos (correspondem a aproximadamente 99% dos
carboidratos sollveis presentes na semente de soja madura) representados por galactinol
sintase, alfa-galactosidase, estaquiose, invertase e rafinose sintase, e estdo presentes na via da
galactose (LOEWUS e MURTHY, 2000; MAJUMDER e BISWAS, 2006).

O metabolismo de um organismo é formado por vias metabdlicas, que compdem a sua
rede metabolica. As vias metabdlicas sdo uma série de reacdes quimicas que ocorrem nas células
dos organismos. Essas reacdes podem ser catalisadas por enzimas que muitas vezes precisam de
minerais, vitaminas e outros cofatores (MICHAL e SCHOMBUG, 2012). Os produtos de
algumas reagOes sdo utilizados como reagentes de outras reacdes, esse encadeamento forma
vias, que por conseguinte, formam redes de processamento de compostos quimicos em uma
célula. As vias metabodlicas sdo muitas vezes mostradas graficamente, como a representacéao da

via da sintese dos oligossacarideos, bem como das enzimas envolvidas, na Figura 6.

O metabolismo pode ser classificado em priméario ou secundario. O metabolismo primario
é 0 conjunto de processos metabdlicos que desempenham fungbes essenciais ao organismo,
como crescimento e divisdo celular e estocagem de energia. JA4 0 metabolismo secundario,
diferentemente do primario, ndo é essencial as funcbes do organismo. Apesar dos compostos
secundérios fazerem parte do metabolismo normal do organismo, sdo frequentemente
produzidos em células especializadas e tendem a ser mais complexos que 0s compostos
primarios (MICHAL e SCHOMBUG, 2012).
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Figura 6 — Esquema da via metabdlica de sintese de oligossacarideos de rafinose. UDP-Glc: uridina difosfato-
glicose; UDP-Gal: uridina difosfato-galactose; UDP: uridina difosfato; GIc6P: glicose-6-fosfato.

Uuoe
UDE - Glc— UDP - Gal

Sacaroza
{glicoze-futosa)

GlofP— — Alin-inositol

Acido fitico (sa:afﬁié:éﬁﬁcmsej

mmmmmm

Estaquiose sintase

Ajucoze Verbazcoze

— e
ik -— st e

(zalactosa-varbascoss) (zalactoze-estaguiose) (rafinose-zalactose)

aaaaaaaaaa

Fonte: Adaptado de SUAREZ et al. (1999).

2.3.1 Inositol e derivados: participacdo em mecanismos de tolerancia a estresses e

disponibilidade de informacdes para feijao-caupi

O mio-inositol (inositol) é importante para o crescimento e desenvolvimento normal da
planta. O inositol participa da via de sinalizacdo de fosfatidilinositol (PI), armazenamento e
transporte de auxina, biossintese do acido fitico e da parede celular, e produgdo de moléculas
relacionadas ao estresse. A modificacdo da biossintese de inositol pode oferecer solugbes
potenciais para problemas agricolas praticos. As ferramentas de biotecnologia, como a
tecnologia de plantas transgénicas, estdo disponiveis para regular a biossintese do inositol in
vivo (LOEWUS e MURTHY, 2000). Adicionalmente, inositol esta associado ao metabolismo
de RFOs, atuando na sua via biossintética (KELLER e PHARR, 1996). A enzima Galactinol
sintase (GolS; EC 2.4.1.123) catalisa a porta de entrada do metabolismo desses compostos, a

partir do uso de mio-inositol e UDP-galactose, produzindo galactinol, sendo que este serve
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como doador de galactose para a sintese posterior de membros da RFOs (LIU et al., 1998;
SPRENGER e KELLER, 2000).

Diversos artigos indicam o envolvimento de compostos das vias metabdlicas do Ins e seus
derivados na resposta a estresses, sendo que a totalidade desses dados esta associada a
transgenia de genes especificos, ou obtencdo de mutantes, e analise do comportamento dos
organismos obtidos perante condi¢Ges pré-determinadas. Exemplo disso € visto em PERERA
et al. (2008), os quais obtiveram Arabidopsis thaliana transformada com uma inositol
polifosfato 5-fosfatase (InsP 5-ptase; EC 3.1.3.56) tipo |, de humano. Estudos relacionados ao
estresse da seca revelaram que a planta transgénica exibiu aumento na tolerancia ao
mesmo. Em outra analise, SHEVELEVA et al. (1997) superexpressaram uma O-
metiltransferase (IMT1; EC 2.1.1.140) em tabaco (Nicotiana tabacum) e constataram que a
mesma acumulou maiores quantidades de D-ononitol (derivado metilado do inositol), além de
apresentar recuperacdo mais rapida do que o tipo selvagem, quando expostas a condicdes de
seca e alta salinidade (50 — 150 mM NacCl).

Hé evidéncias da importancia do Ins e derivados na resposta a outros tipos de estresses
(abidticos e bidticos). ZHU et al. (2012) expressaram, em Arabidopsis, uma myo-inositol-O-
metiltransferase (IMT1; EC 2.1.1.40), idéntica ao gene Imtl da planta halofita
Mesembryanthemum crystallinum. Foi observado que as plantas resultantes exibiram maior
crescimento quando comparadas a sua contraparte selvagem, além de maior tolerancia ao frio
(4 °C). SENGUPTA et al. (2008), adicionalmente, constataram um aumento na sintese de D-
pinitol (derivado metilado do inositol) em um tipo selvagem de arroz (Porteresia coarctata),
com caracteristicas halofiticas, quando submetido a alta salinidade (400 mM de NaCl). Tal
acentuacdo ocorreu tanto em nivel transcricional quanto protedmico de O-metiltransferase
(IMT1; EC 2.1.1.140); ele n&o foi observado no arroz domesticado sob a mesma situagéo.
Adicionalmente, os autores relataram um aumento coordenado na expressédo de L-myo-inositol
1-phosphate synthase (PcMIPS1; EC 5.5.1.4), juntamente com a expressdo de IMT1, o que

sugere que a acumulagdo de D-pinitol € um mecanismo regulado pelo estresse analisado.

No que tange a RFOs, LIU et al. (1998) observaram que a atividade de GolS (BnGolS-
1) é correlacionada positivamente com tolerancia a dessecac¢do em sementes de couve (Brassica
napus) durante o periodo de desenvolvimento vegetativo. Tal vegetal se tornou tolerante ao
referido fator exdgeno em torno de 21-24 dias ap6s a floragdo, sendo que esse periodo foi

coincidente com o acumulo de rafinose e estaquiose (membros da RFO). Adicionalmente, foi
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constatado que o acumulo de transcritos de BnGolS-1 foi concomitante a formagdo dos
membros RFOs acima citados.

Dados de genémica estrutural e andlise global de transcriptoma relativos a Ins e RFOs
ndo estdo disponiveis para nenhum vegetal, com excecdo de milho, onde ZHOU et al. (2012)
executaram a identificacdo gendmica de genes associados ao metabolismo de rafinose. Em
relacdo a leguminosas, a soja € a Unica que possui dados associados ao inositol com genes
pontuais analisados ou produtos quantificados associados ao referido composto. A totalidade
dos relatos na literatura englobam analises nas quais tais metabdlitos sdo quantificados por
diferentes metodologias e tal parametro comparado entre diferentes genétipos (VALVERDE et
al., 2005), sendo que tais abordagens possuem importancia nutricional, devido ao fato de

fosfoderivados do inositol atuarem como antinutrientes.

2.4 GENOMICA VEGETAL: CONCEITO, BREVE HISTORICO E PERSPECTIVAS

Em se tratando de melhoramento vegetal, a biologia molecular, até certo momento, era
utilizada para isolar e estudar um Gnico ou poucos genes, assim como averiguar os efeitos
fenotipicos interessantes para a agricultura, limitando o conhecimento acerca das bases
moleculares de genes e das caracteristicas fenotipicas advindas da acdo dos muitos genes, como
por exemplo, na resisténcia a doencas. Contudo, com as novas tecnologias, tem sido possivel o
estudo das “oomicas”, com o sequenciamento completo dos nucleotideos de um genoma e a
analise da expressdo de genes em plantas submetidas a diversas condi¢cfes (ARRUDA, 2004).

Logo, é possivel afirmar que as plantas também entraram na chamada era genémica.

A genbmica pode ser considerada como a ciéncia que estuda o sequenciamento dos
nucleotideos, mapeamento e anélise de genomas (RECH FILHO, 2004; FURLAN et al., 2007),
ndo se tratando apenas de uma técnica que auxilia a identificar a funcdo do gene com potencial
biotecnoldgico, mas considerando uma abordagem integrada, com o uso de técnicas de
transgenia, geracdo e caracterizacdo de mutantes e o mapeamento fisico e genético, por
exemplo. Comumente as analises gendmicas sdo divididas em gendmica estrutural, funcional e
comparativa.

A genbmica estrutural se refere ao inicio de um processo que visa compreender a analise
de um genoma e estudar organizacgéo e estrutura do mesmo, por meio da elaboragdo de mapas
fisicos, genéticos e de transcritos de alta resolucdo (HIETER e BOGUSKI, 1997; ONOFRE,
2012). Uma vez que a estrutura do genoma vegetal tenha sido elucidada, € importante

determinar os efeitos dessa organizacdo dos genes no desempenho celular, fisioldgico e
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molecular dos organismos. Por sua vez, a gendmica funcional surge como o desenvolvimento
e aplicagcbes de abordagens experimentais para avaliar a funcdo dos genes buscando
compreender as mudancas no comportamento do genoma em diferentes estagios do
desenvolvimento ou devido a uma resposta a diversos estimulos, a partir das informacdes
providas pela gendmica estrutural (HIETER e BOGUSKI, 1997). Assim, a gendmica funcional
envolve estudos de transcriptoma, proteoma e metaboloma e a biologias dos sistemas. Por
conseguinte, a gendmica comparativa surge como uma maneira de interligar e complementar
os estudos da genémica funcional e estrutural visando elucidaras relacGes entre genomas, a
homologia entre sequéncias e genes, determinando o grau de sintenia de entre espécies
correlacionadas. O fundamental dessa genémica é comparar a sequéncia de referéncia final de
uma espécie com o genoma de outros organismos, de maneira que seja possivel identificar
regibes similares e diferentes entre eles (HIETER e BOGUSKI, 1997; ONOFRE, 2012).

E valido ressaltar que durante a evolugéo, alguns genes permanecem em um mesmo
cromossomo (sintenia) e na mesma ordem (colinearidade) em espécies diferentes (TANG et al.,
2008). Regides onde ha conservacdo da ordem génica em organismos distintos séo comumente
referidas como sinténicas. Embora as relagdes genémicas das leguminosas ainda ndo sejam bem
elucidadas, estudos revelam sintenia entre os membros dessa familia. CHOI et al., 2004 e
MUDGE et al. (2005) descreveram macrossintenia dentro do genoma das leguminosas,
demostrando que é mais acentuada em espécies relacionadas e tende a diminuir quanto mais
filogeneticamente distantes forem os organismos.

Desde a publicacdo do sequenciamento completo de Arabidospsis thaliana no ano de
2000 (AGI, 2000), muitas culturas de importancia agricola e econdmica ja possuem genoma
montado, como Oryza sativa (YU et al. 2002), Medicago truncatula (MGSC, 2007), Lotus
japonicus (SATO et al. 2008), Glycine max (SCHMUTZ et al. 2010) e Jatropha curcas (SATO
et al. 2011). Dentro do género Vigna, as trés principais espécies (V. unguiculata, V. radiata e
V. angularis) de importancia agricola e econdmica dispdem de montagens disponiveis no NCBI
(National Center for Biotechnology Binformation). V. radiata apresenta trés montagens, sendo
uma delas em nivel de contigs (TANGPHATSORNRUANG et al., 2009), outra em nivel
scaffold (LIU et al., 2016) e o genoma representativo (KANG et al., 2014). Ja V. angularis
apresenta duas montagens referéncias completas (YANG et al., 2015; KANG et al., 2015) e
uma a nivel de scaffold (LESTARI et al., 2013). Para V. unguiculata, ha apenas uma montagem
disponivel no NCBI (MUNOZ-AMATRIAIN et al., 2017), contudo essa se encontra a nivel de
scaffold, ndo dispondo de genoma referéncia, e por isso ndo é muito informativa para analises

gendmicas, diferentemente das duas outras espécies citadas. Uma primeira versdo do
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sequenciamento do genoma foi divulgada em 2008 para o feijdo-caupi, por um grupo de
pesquisa dos Estados Unidos (The Timko Laboratory:
http://faculty.virginia.edu/timko/cowpea_genomics.htm), em que para reduzir os custos do
sequenciamento do genoma completo, foram sequenciadas as regides ricas em genes,
selecionadas a partir do padrdo de metilacdo (TIMKO et al., 2008).

Adicionalmente ha estudos de sintenia envolvendo espécies do género Vigna, em 1993,
MENANCIOHAUTEA observou consideravel conservacdo do genoma entre V. radiata e V.
unguiculata estendendo-se até por cromossomos inteiros. MUNOZ-AMATRIAIN et al. (2017)
esclareceu a relagéo de sintenia entre o feijao-caupi e o feijdio comum. KANG et al. (2015)
demonstrou sintenia entre o feijdo azuki e os legumes filogeneticamente préximos, feijdo
comum, feijdo mungo e a soja. Esse fendmeno de sintenia pode ser explorado pelos melhoristas
transferindo o conhecimento gerado a partir de analises genémicas em plantas modelos, ou que
sdo mais bem estudadas, para outras culturas de importancia agronémica relacionadas que néo
recebem tantos esforcos e ndo dispdem de banco de dados (NAYLOR et al., 2004). Na auséncia
do genoma do feijdo-caupi no banco de dados Phytozome, KIDO (2014) mapeou in silico
unitags SuperSAGE de feijdo-caupi em cromossomos da soja e feijdo comum, respectivamente.
Isso sO foi possivel porque as espécies sao filogeneticamente relacionadas e apresentam alta
conservagdo do seu material gendmico (MUNOZ-AMATRIAIN et al., 2017). Assim, as
informacdes providas pelas “oomicas” promovem aos pesquisadores uma ferramenta necessaria

para o melhoramento.
2.4.1 Métodos para analise do transcriptoma

O estudo do transcriptoma busca analisar o conjunto de RNAmMm, ou transcritos, em que a
expressao se da por um Unico organismo ou por um grupo de células em determinado momento,
refletindo genes ativos expressamente. O seu estudo permite comparar perfis de expressao
genica contrastantes assim como identificar genes ou proteinas de interesse de acordo com a
resposta dos mesmos (KIDO et al., 2011; 2012). BUSCH e LOHMANN (2007) separaram essas
abordagens em trés grandes grupos de acordo com a metodologia, sendo elas a hibridizagdo
(Northen blot e microarrays), variantes da PCR [RT-PCR (Reverse Transcription Polymerase
Chain Reaction), gPCR (Quantitative Polymerase Chain Reaction)], a combinacao das duas,
RT-gPCR e sequenciamento [(geracdo de ESTs, e variaveis da SAGE (Serial Analysis of Gene
Expression)]. Contudo, eventos como duplicacdo génica levando a existéncia de familias
génicas, sobreposicdo de genes, splicing incompleto e alternativo, contaminacdo do DNA

gnomico e polimorfismo genético podem gerar resultados confusos, impossibilitando que uma
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Unica técnica possa medir com precisdo a abundancia de um determinado transcrito, sendo
necessario uma mistura das abordagens para obter sucesso na descri¢do da expressao (MONTI,
2012).

Os estudos iniciais do transcriptoma tiveram como base a técnica Northen blot (ALWINE
et al., 1977) que consiste na separacdo do RNA por tamanho utilizando uma membrana de
nylon, onde o RNA imobilizado ¢ hibridizado com uma sonda contendo o DNA complementar
ao gene de interesse. Esse método determina 0 a abundancia e o tamanho dos transcritos
oriundos de um gene especifico, sendo uma maneira efetiva de detectar transcritos alternativos.
Porém, se o total de RNA disponivel para o experimento for limitado e o nivel de expressdo do
transcrito de interesse for baixo outras técnicas mais sensiveis devem ser utilizadas, como a RT-
gPCR (HE e GREEN, 2013).

J& os microarranjos (microarray), ou chips de DNA sdo a tecnologia mais popular para
tracar perfis de expressdo em larga escala, uma vez que permite detectar simultaneamente
dezenas de milhares de transcritos a um custo razoavel (BUSCH e LOHMANN, 2007),
analisando a hibridizacdo de alvos fluorescentes (representados por RNAm das células) a
sondas de cDNAs de genes especificos (SCHENA et al., 1995). Uma estratégia amplamente
utilizada é selecionar, com experimentos em microarray, muitos genes potencialmente
interessantes e confirmar esses candidatos a partir de analises RT-gPCR (KLOK et al., 2002).
A maioria dos bancos de dados para expressdo génica sdo com base em microarranjos
(SHERLOCK et al., 2001; BARRETT et al., 2007; BRAZMA et al., 2003). Embora V.
unguiculata ndo disponha de uma plataforma comercial microarray, ja foi demonstrado que um
GeneChip comercialmente disponivel para soja pode ser usado com eficécia para o feijao-caupi
(DAS et al., 2008; 2010).

A técnica mais conhecida para analise do perfil de expressdo em pequena-média escala é
a RT-gPCR (HEID et al., 1996), uma abordagem que segue o principio geral da PCR
convencional, cujo seu produto de amplificacdo do DNA é mensurado & medida que se acumula
na reacdo, em tempo real, apds cada ciclo de temperatura. Para tal abordagem, a amostra de
RNA precisa ser transcrita reversamente a cONA (DNA complementar) via uma enzima
conhecida como transcriptase reversa, processo chamado RT-PCR. Ao término de cada ciclo
sondas marcadas com fluoroforo florescem quando hibridizadas com o cDNA, e esses sinais de
fluorescéncia obtidos sdo analisados em softwares computacionais para calcular tanto a
expressao relativa de genes entre diferentes amostras como o nimero de copias de RNAm

baseado numa curva padrdo, aléem de amplificar a expressdao génica. Assim, a transcricdo
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reversa seguida associada a anélise de PCR em tempo real (QPCR) é um método extremamente
sensivel, rdpido e de custo-beneficio para quantificar genes transcritos em células vegetais
(UDVARDI et al., 2008). Essa técnica ja foi bastante utilizada dentro do género Vigna, como
na validacdo de microRNAs conservados em tecidos radiculares de feijdo-caupi sob estresse
salino (PAUL; KUNDU; PAL, 2011), ou ainda na deteccdo da expressdo de um fator de
transcrigdo de V. radiata envolvido em multiplos estresses (CHEN et al., 2016).

Por muito tempo essas foram as técnicas dominantes em termo de expressao génica, no
entanto abordagens de sequenciamento profundo tem ganhado crescente importancia,
especialmente por ndo serem limitadas a deteccdo de transcritos conhecidos. O mais simples
método de analisar uma populacdo de RNA é a geracdo de ESTs (Expressed Sequence Tags),
tida como uma técnica de descricdo da atividade transcricional em larga escala (ADAMS et al.,
1991). As ESTs sdo obtidas a partir de bibliotecas de cDNA com representatividade de todo o
conjunto de genes transcritos na célula ou tecido do organismo (MEYERS et al., 2004). A
principio, clones sdo selecionados aleatoriamente e somente a por¢do inicial e final séo
sequenciadas, ganhando tempo e reduzindo 0s custos que seriam gastos se todo o0 cDNA fosse
sequenciado. As ESTs geradas sdo altamente redundantes, além de sucessivas a erros, ja que
foram sequenciadas apenas uma vez. Essas ESTs passam entdo por um “pré-processamento”
onde as sequéncias repetidas, contaminadas e de baixa complexidade séo eliminadas e as que
restaram sdo clusterizadas, a fim de coletar ESTs de um mesmo transcrito que possam ser
sobrepostas em um unico grupo ou cluster para reduzir a redundancia (NAGARAJ et al., 2007).
Cada conting representa um provavel gene que deve ser anotado através de analises in silico
utilizando ferramentas computacionais, como o BLAST, que compara essas ESTs com
sequéncias ja descritas depositadas em banco de dados, através da similaridade entre elas,
permitindo identificar genes expressos em determinado tecido, tipo celular ou fase do
desenvolvimento, assim como inferir sua funcdo (MALONE et al., 2006).

Adicionalmente, merece destaque a técnica RNA-Seq (sequenciamento do RNA)
(MORIN et al., 2008), uma das mais atuais, a qual utiliza uma populacédo de transcritos (total
ou fracionada, como poli (A)+) que é convertida em uma biblioteca de fragmentos de cDNA
com adaptadores anexados a ambas as extremidades. Esses adaptadores ligados ao cDNA sdo
entdo amplificados e sequenciados para obter as reads (WANG et al., 2009; WOLF, 2013). A
técnica é de baixo custo, altamente sensivel e precisa para medir a expressdo de transcritos,
detectar isoformas de genes, miRNA, transcritos raros e pode ser aplicada a qualquer espécie,

com ou sem genoma de referéncia.
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A anélise de ESTs, embora valiosa para descoberta de novos genes, avalia um numero
limitado de genes por vez. Desta forma, entre todas as técnicas utilizadas para analisar
transcritos, a SAGE (Serial Analysis of Gene Expression; Andlise Serial da Expressdo Génica)
¢ a que permite uma andlise rapida e detalhada de milhares de transcritos. A metodologia SAGE
é baseada em trés principios, sendo eles uma curta sequéncia chamada tag que contém
informacdes para identificar exclusivamente um transcrito, desde que a tag seja obtida a partir
de uma posicao Unica dentro de cada transcrito; as tags podem ser ligadas umas as outras para
formar longas moléculas em série que sdo clonadas e sequenciadas; a frequéncia do nimero de
vezes que uma tag é observada, fornece o nivel de expressdo do transcrito correspondente. Para
obtencdo das tags, 0 RNA ¢é convertido em cDNA dupla fita através de transcricdo reversa
utilizando um primer dT ligado a biotina juntamente com estrepdovinia, 0s cDNAs sdo entao
isolados pela extremidade 3’ através de ligacdo magnética e digeridos por uma enzima de

ancoramento (Nlalll) (VELCULESCU et al., 1995).

O aperfeicoamento de uma técnica para outra, esta na modificacdo da tagging enzyme
(enzima para isolamento). Na SAGE é usada a enzima de restricdo BsmFI, uma endonuclease
do Tipo IS, que reconhece sequéncias de DNA assimétricas e clivam o DNA fora do sitio de
reconhecimento (PINGOUD et al., 2005), ja na LongSAGE a enzima é do Tipo IIS, a Mmel. A
SuperSAGE utiliza a EcoP15I, uma endonuclease Tipo Il com duas subunidades diferentes
que reconhecem sequéncias de DNA simétricas (VAN AELST et al., 2010). Essas modificacdes
permitiram a geracdo de tags cada vez mais longas (9-15 pb, SAGE; 18-20 pb, LongSAGE; 26
pb, SuperSAGE). Isso porgue quando a tagging enzyme reconhece seu sitio de reconhecimento
no adaptador, clivando alguns pares de bases a frente, sendo o tamanho da tag determinado pela

enzima usada.

Para os métodos SAGE, o RNA total é extraido do tecido alvo e 0 cDNA é sintetizado a
partir do RNAm. Esse cDNA é digerido com uma enzima de ancoragem, que cliva a maior
parte dos transcritos ao menos uma vez. A extremidade mais proxima da cauda poli-A do
transcrito é selecionada e adaptadores que contém o sitio de reconhecimento de uma tagging
enzyme séo ligados. Apos digestdo com essa ultima enzima, as tags sdo geradas, concatenadas
e clonadas para posterior sequenciamento (MATSUMURA et al., 2003; 2008). A analise do
sequenciamento é realizada com base na contagem de cada tag representando o nivel de
expressao do transcrito (JUNIOR et al., 2004). Aumentar tanto o nimero de tags sequenciadas
qguanto o tamanho delas deixam a abordagem SAGE mais eficiente melhorando a

reprodutibilidade e também a deteccgéo de transcritos menos abundantes, assim como promover
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uma melhor anotagdo ou identificacdo de tags correspondentes a genes (BRAUTIGAM e
GOWIK, 2010; KIDO et al., 2012).

Desta maneira diversas variacfes da SAGE emergiram, como a LongSAGE (SAHA et
al., 2002) que gera tags maiores com 21 pb utilizando uma endonuclease 11S diferente (Mmel),
a RL-SAGE (Robust-LongSAGE) (GOWDA et al., 2004) que gera cerca de 4,5 milhdes de tags
a partir de poucas amostras de RNAm, a SuperSAGE (MATSUMURA et al., 2003) que é capaz
de clivar o cDNA com uma endonuclease tipo Il (EcoP15l1) para gerar tags com 26pb. A
SuperSAGE ¢é uma técnica de “arquitetura aberta”, ndo necessitando o conhecimento prévio
sobre as sequéncias de transcritos, além de ter a capacidade de descobrir transcritos inéditos,
sendo Util para a expressao de perfis em organismos nos quais ha pouca informacao sobre o
genoma disponivel (MEYERS et al., 2004; TERAUCHI et al., 2008; MATSUMURA et al.,
2008). Os 26 pb da tag SuperSAGE tornam a técnica mais confidvel, aumentando a
sensibilidade da analise e a cobertura desses transcriptomas (KIDO et al., 2011), possibilitando
que ela seja anotada com mais precisdo com uso dos bancos de dados publicos (MATSUMURA
et al., 2005).

A SuperSAGE pode ser associada a tecnologias NGS (Next Generation Sequencig)
(KIDO et al., 2012b ; MATSUMURA et al., 2012a, 2012b), incluindo plataformas como
Roche® 454, Life Sciences (MOLINA etal., 2008; SHARBEL et al., 2009, 2010; GILARDONI
etal., 2010; ITO-INABA et al., 2012), lllumina (Solexa®) Genome Analyzer (YAMAGUCHI
et al.,2010; MATSUMURA et al., 2010, 2012b; KIDO et al., 2010, 2011, 2012c, 2012d), e
Applied Biosystems® SOLiID sequencer (MATSUMURA et al., 2012b). Essa combinacdo de
técnicas é chamada DeepSuperSAGE e permite realizar a analise de centenas de milhares de
tags simultaneamente eliminando a etapa de formacdo de ditags (MATSUMURA et al., 2011).
A variante mais recente da DeepSuperSAGE é a HT-SuperSAGE (High-Throughput
SuperSAGE) que incorpora um sistema de indexacdo para analisar maltiplas amostras em uma
Unica analise NGS (MATSMURA et al., 2012a).

As variantes da SuperSAGE tém sido amplamente usadas para estudo das respostas a
estresses, bidticos e abidticos em plantas. EL KELISH et al. (2014) estudaram o polen da planta
ambradsia comum (Ambrosia artemisiifolia), uma erva daninha que causa alergia nos humanos,
analisando os mecanismos moleculares no desenvolvimento de pélen e suas proteinas
alergénicas gerando bibliotecas SuperSAGE para identificar transcritos expressos
diferencialmente. KIDO et al. (2012) analisaram tecidos radiculares de cana-de-acucar

submetidos a 24 horas de estresse por déficit de agua utilizando a metodologia SuperSAGE
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associada ao sequenciamento de alto desempenho Solexa, permitindo a identificagdo de genes
alvo potenciais durante a resposta ao estresse e a identificagdo 213 tags induzidas com
categorizacao de genes. Em leguminosas, os estudos abrangem a soja [déficit hidrico radicular
e inoculacdo com Phakopsora pachyrhizi) (KIDO et al., 2010)], o feijdo comum (estresse por
aluminio na raiz) (YANG et al., 2011), o feijdo-caupi [inoculagdo com CPMSV, o virus
mosaico e CABMV, o potyvirus, déficit de salinidade radicular (100mM NacCl) e déficit hidrico
radicular (150 minutos de exposicao) (KIDO et al., 2010, 2011, 2014)], e o grao-de-bico [déficit
de salinidade (25mM NaCl) e inoculacdo com Mesorhizobium ciceri (MOLINA et al.,2011)].

Com essa expansdo na disponibilidade de dados genémicos, ha uma necessidade
crescente de armazenar e tratar esse grande volume de informagdes geradas. E nesse panorama
que os bancos de dados se tornam importantes desempenhando papel relevante dentro da
bioinformatica, possibilitando armazenar e integrar dados.

Considerando a quantidade de dados, e que tais dados podem e devem tornar-se acessiveis
a todos, ocorreu a construcdo de bancos de dados publicos e privados, assim como redes de
acesso, as quais possibilitam o fluxo continuo de informacéo entre tais bases. Um banco de
dados é uma colecdo de dados persistentes usados pelos sistemas das organizacdes (ARRAES
et al., 2005). Diversos bancos de dados estdo disponiveis online, dentre os quais se destacam o
banco de dados americano de sequéncias de DNA e proteinas (Genbank), o europeu EMBL
(European Molecular Biology Laboratory) e o japonés DDBJ (DNA Bank of Japan), todos os
trés geridos e integrados pelo NCBI (National Center for Biotechnology Information;
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Ha também bancos direcionados a espécies vegetais como o
Phytozome (www.phytozome.net), o Ensembl Plants (http://plants.ensembl.org/index.html) e o
PlantGDB (http://www.plantgdb.org), incluindo os bancos mais especificos para leguminosas,
como o LegumelP (http://plantgrn.noble.org/LegumelP/) que permite comparar 0 genoma e
transcriptoma de legumes modelos (L1 et al., 2011) e o ILDIS ( International Legume Database
& Information Service; http://www.ildis.org/).

Dentre as ferramentas computacionais disponiveis estdo as relacionadas a anotacdo de
proteinas, predi¢do de genes, bancos de dados bioldgicos e de vias metabdlicas, e 0 modelo de
banco de dados conhecido como Pathway/Genome Database (PGDB). O BioCyc é um
agregador de PGDBs, e suas ferramentas permitem a navegacdo, visualizacdo e analise de
dados, incluindo browser gendmico, visualizacao das vias metabdlicas, ferramenta para analise
comparativa e mapeamento com links entre cada componente das vias metabdlicas (CASPI et
al., 2012). Por sua vez, o UniPrtoKB (UniProt Knowledgebase; http://www.uniprot.org) é um

repositorio de informacdes acerca de proteinas, fornecendo sequéncias proteicas e informacoes
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funcionais, e é composto por duas se¢des, 0 UniProtKB/Swiss-Prot (curado manualmente) e
UniProtKB/- TrEMBL (gerados automaticamente e sdo enriquecidos com anotag¢do automatica e
classificacdo) (MAGRANE et al., 2011). Um sistema de informacdes de enzimas que ¢ bastante
conhecido € o BRENDA (Braunschweig Enzyme Database; http://www.brenda-enzymes.org),
em que grande parte dos dados sdo extraidos manualmente da literatura. Os dados abrangem
funcéo, estrutura, ocorréncia, aplicagéo de enzimas, assim como propriedades de mutacdes e
variacbes (SCHEER et al, 2011). JA& o CDD (Conserved Domain Database,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cdd) € utilizado para anotacdo de sequéncias de proteinas através
da identificacdo de dominios conservados e sitios funcionais, sendo curado manualmente e
utilizando modelos tridimensionais de proteinas para refinar os modelos de dominio e fornecer
informacdes sobre a sequéncia-estrutura-funcdo (MARCHLER-BAUER et al., 2011). E por
fim, um dos bancos mais utilizados para analise sistematica de funcdo genémica, 0 KEGG
(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes; http://www.genome.jp/kegg), em que a
informacdo genémica é armazenada num banco de dados de genes, com uma cole¢do de genes
para genomas totalmente ou parcialmente sequenciados (KANEHISA e GOTO, 2000; KARP et
al., 2010).

Adicionalmente, a anotacdo € o procedimento pelo qual uma funcéo bioldgica € atribuida
a sequéncia de residuos de aminoacidos (proteinas) ou nucleotideos (genes). Quanto ao formato
dos dados, 0 FASTA € um dos mais conhecidos, em que os dados sdo apresentados em formato
de texto representando as sequéncias proteicas ou nucleotidicas. Neste sentido, 0 nimero de
ESTs sequenciadas vem crescendo rapidamente para vérias espécies, e em 2013
aproximadamente 74 milhGes de ESTs estiveram disponiveis na plataforma Genbank. Essas
ESTs depositadas em banco de dados publicos ou dbESTs vem sendo muito empregadas em
estudos de plantas seja no mapeamento de transcritos (WU et al., 2002; CHOI et al., 2007;
STEIN et al., 2007; GUJARIA et al., 2011) na identificacdo genes expressos em condi¢cdes de
estresses bioticos e abidticos (CAMPOS et al., 2007; GUO et al., 2008; BLAIR et al., 2011;
YIN etal., 2011) e no desenvolvimento de marcadores funcionais com tracos agronomicamente
importantes (VARSHNEY et al., 2009b; ACUNA et al., 2011; MARCONI et al., 2011).

2.5 BANCO DE FEIJAO-CAUPI, A REDE NORDEST

No Brasil, diversos grupos de pesquisas dirigem esforgos para geracédo de bibliotecas de
ESTs  resultando  em projetos  ESTSs, como 0  consorcio NordEST
(http://bioinfo03.ibi.unicamp.br/vigna/), para o feijdo-caupi, estabelecido em 2005, agrupando

doze laboratorios de pesquisa com o intuito de gerar dados Uteis para o melhoramento do feijao-
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caupi, através da andlise gendmica funcional e estrutural. A partir do projeto transcriptoma do
feijdo-caupi (Cowpea Transcriptome Project) cerca de 30.000 ESTs foram sequenciadas a
partir de 12 bibliotecas distintas sob condi¢Ges de estresse abidtico (salinidade) e bidtico
(mosaico severo e potyvirus) (NOGUEIRA, 2012).

Outros projetos ESTs para culturas de relevancia no pais, incluem o GeneSoja que foi
estabelecido em 2008, liderado pela Embrapa Soja e financiado pelo CNPq
(https://bioinfo.cnpso.embrapa.br/genosoja/), com o objetivo de integrar instituicBes brasileiras
com o interesse comum em elucidar aspectos referentes ao genoma da soja, incluindo
informagdes da expressao génica e gerando dados relacionados a defesa da planta a estresses
bidticos e abidtico (BENKO-ISEPPON et al., 2012); o projeto genoma brasileiro de café
(CoffeaEST; http://www?2.iict.pt/?idc=15&idi=18340) (ESTEVES VIEIRA et al., 2006); o
projeto de sequéncias expressas de citrus (CitEST- http://biotecnologia.centrodecitricultura.br)
(NATIVIDADE TARGON et al.; 2007); e o projeto de etiquetas de sequéncias expressas de
eucalipto (FORESTS; https://forests.esalq.usp.br).

Apesar da importancia socioecondmica do feijdo-caupi, ha necessidade de novas
pesquisas de sequenciamento de transcriptoma dessa espécie, advindas de varios tecidos e
tratamentos, visando aumentar o conjunto basico de informacgdes e auxiliar nas estratégias
biotecnoldgicas e de melhoramento. Assim, estudos trancriptdmicos mais eficientes ajudardo a

estabelecer uma plataforma para a genémica do feijéo-caupi.
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Perspectives.”

The Transcripton Modulation of Inositols and Raffinose Family Oligosaccharides
Pathways in Plants

ABSTRACT

Among the multifunctional molecules that participate in processes of plant tolerance/
resistance to stresses, inositol (Ins) and its derivatives (phosphorylated, methylated,
oxygenated, and Raffinose Family Oligosaccharides) have attracted the attention of researchers.
These compounds represent versatile and dynamic signaling molecules and osmolytes in all
eukaryotes. Due to the impacts related to Ins and its derivatives in a plant cell, assays have been
conducted to understand how these biomolecules affect plant physiology. Thus, overexpression
or knockout of Ins-related genes has been shown as interesting strategies for generating more
efficient plants capable of growing under stress conditions. In this chapter, studies using
molecular tools are presented, and the impacts of their results are discussed based on the plant
stress tolerance/resistance. Furthermore, an informative panel is provided with transcriptional
modulation of genes related to Ins and its derivatives expressed in plants under stress. There is
a gap involving about two dozen enzymes associated with the synthesis of inositol related
compounds that have not been adequately studied, and they represent an area of high

biotechnological potential.
Keywords: Transgeny, tolerance, resistance, biotechnology.
RESUMO

Entre as moléculas multifuncionais que participam dos processos de tolerancia /
resisténcia das plantas ao estresse, o inositol (Ins) e seus derivados (fosforilados, metilados,
oxigenados e oligossacarideos da familia Raffinose) atrairam a atencdo dos pesquisadores.
Estes compostos representam moléculas e osmolitos de sinalizagdo versateis e dindmicos em
todos os eucariotos. Devido aos impactos relacionados ao Ins e seus derivados em uma célula
vegetal, foram realizados ensaios para entender como essas biomoléculas afetam a fisiologia da
planta. Assim, a superexpressdo ou nocaute de genes relacionados ao ins tem sido demonstrada

como estratégias interessantes para gerar plantas mais eficientes, capazes de crescer sob
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condigbes de estresse. Neste trabalho, sdo apresentados estudos usando ferramentas
moleculares e os impactos de seus resultados séo discutidos com base na tolerancia / resisténcia
ao estresse da planta. Além disso, é fornecido um painel informativo com modulacao
transcricional de genes relacionados ao Ins e seus derivados expressos em plantas sob estresse.
Existe uma lacuna envolvendo cerca de duas dlzias de enzimas associadas a sintese de
compostos relacionados ao inositol que ndo foram adequadamente estudados e representam

uma area de alto potencial biotecnoldgico.

Palavras-chave: Transgenia, tolerancia, resisténcia, biotecnologia

INTRODUCTION

To survive and integrate in the niche in which they germinate, plants constantly regulate
their internal environment to external fluctuations encompassing soil, climate, and biological
interactions. Thus, along its evolutionary processes, plants were selected through the need of
molecular mechanisms for physiological adjustments to inadequate conditions for develop-
ment, resulting from adverse conditions. In this way, plants have a diverse and active cellular
machinery at different stratified levels, covering perception, signaling, transcriptional control
of key metabolic pathways and synthesis of molecules responsive to stresses [1].

Among the molecules functioning in more than one of the afore mentioned levels, inositol
(Ins; CeH120s6) is a biomolecule of great interest. It is a cyclic carbohydrate (polyalcohol) that
anchors in each of the six carbons forming the ring, a hydroxyl group. Along with their
derivatives, Ins has multiple effects on plant metabolism. They act from the production of
secondary messengers to the synthesis of osmolytes and antioxidants (more details in the
reviews of [2, 3]). Phosphorylated Ins-derivatives [(poly)phosphoinositides and inositol
(poly)phosphates] are versatile and dynamic signaling molecules in all eukaryotes, particularly
in plants [4]. These two classes of compounds [highlighted in red and orange respectively, in
Figure 1] are interdependent. While (poly)phosphoinositides are used in the synthesis of inositol
(poly)phosphates through the action of phospholipases; the breaking of inositol (poly)phos-
phates produces inositol, which is a substrate for the synthesis of (poly)phosphoinositides.
Moreover, according to Ins metabolism, shown in Figure 1, another branch realizes the
synthesis of methylated derivatives (highlighted in green). These compounds act as important
osmoregulators during periods of unfavorable conditions [5]. Additionally, oxygenated Ins-

derivatives are observed (highlighted in yellow in Figure 1), which are involved in increasing
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plant tolerance to stresses by decreasing oxidative damage [6]. Still associated with Ins is the
metabolism of the Raffinose Family Oligosaccharides (RFOs) [7]. In this biosynthetic pathway,
the galactinol synthase (GolS; EC 2.4.1.123) uses myo-inositol and UDP-galactose to produce
galactinol, which serve as galactose donors for subsequent synthesis of RFO members ([8, 9];
highlighted in red in Figure 2). Recent reports indicate that RFOs may assist in the reactive
oxygen species (ROS) cleaning process. In periods of stress, ROS accumulation favors the

physiological imbalance of plants [10].

Due to the impacts related to the Ins and its derivatives in a plant cell, assays have been
conducted to understand how these biomolecules affect the physiology of plants. Thus,
overexpression or knockout of genes present in these pathways has been shown as interesting
strategy for generating more efficient plants capable of growing under abiotic stress conditions.
In this chapter, studies using molecular genetic tools will be presented, which affect the above-

mentioned metabolic pathways and the studied organisms.
The use of Ins and phosphorylated Ins-derivatives in plant cells under stress

Although there are several articles addressing the involvement of Ins and its derivatives
in plant stress responses, so far no report has described the overall transcriptional orchestration
of these components covering the metabolic pathways related to them. Information is available
only in particular assays covering few genes and their expression modulations, some individual
gene knockout analyses or a specific GMO (genetically modified organism) assay. In most

several stresses, promoting a biotechnological interest in these compounds.

Among the Ins-derivatives, those that are phosphorylated [(poly)phosphoinositides (high-
lighted in red in Figure 1) and inositol (poly)phosphates (highlighted in orange)] are the most
discussed in the literature. This fact reflects the importance of these compounds in plant
physiology in signaling activities. An example is a work developed by Hunt et al. [11] with
transgenic tobacco plants (Nicotiana tabacum cv. Wisconsin 38) expressing reduced levels of
a gene encoding phospholipase C (PI-PLC; EC 3.1.4.11). This enzyme catalyzes the hydrolysis
of phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate to InsP3 [inositol (1,4,5)-trisphosphate; (Figure 1)],
affecting from this point on the rest of the pathway. The obtained transgenic plants showed a
partial inhibition of stomatal opening due to the action of ABA (abscisic acid phytohormone).
A possible role of PI-PLC enzyme and InsP3 in ABA-dependent signaling pathway was also
reported, thus suggesting that a complete response to ABA phytohormone in guard cells
requires PI-PLC. However, other calcium-mobilizing pathways could also help in ABA guard
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cell signaling. The stomatal movement is a critical process for the plant under drought

conditions by enabling better use of its water supply.

Mills et al. [12] provide more details on this ABA-mediated stomatal regulation in
transgenic plants obtained by Hunt et al. [11]. A three-day assay under drought and in dark-
adapted conditions, to reopen the stomata in response to light, was carried out. The results
showed that transgenic plants with reduced PI-PLC as compared to control plants (with the
empty vector without the transgene insert) have a greater increase in stomatal conductance.
Thus, there is a strengthening of the role of inhibition due to PI-PLC in ABA-mediated stomatal
opening. Further analysis indicated tobacco PI-PLC acting on the inhibition of stomatal opening

by ABA, but not in promoting ABA-induced stomatal closure.

There are also reports of the involvement of Ins-derivatives in ABA-independent
mechanisms during periods of drought. Perera et al. [13] obtained A. thaliana plants
transformed with human type | gene for inositol polyphosphate 5-phosphatase (InsP5-ptase; EC
3.1.3.56; Figure 1). This enzyme hydrolysis InsP3, which is an essential element of the signal
transduction pathway in general response to stresses. Looking at the impact on plant response
to drought, the authors observed that transgenic plants showed increased stress tolerance after
12 days of watering suspension. After this period of stress, wild and controls plants (with the
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empty vector without the transgene insert) became brown and dry, while InsP5-ptase transgenic
lines remained green and turgid. Furthermore, transgenic plants under drought conditions
showed reduced levels of ABA compared with wild plants in the same condition as well as no
induction of several genes regulated by the phytohormone. The analyses of stomatal responses
in transgenic plants observed that guard cells are less responsive to the inhibition of opening

stomata promoted by ABA. Nevertheless, there is an increase in sensitivity to the closing of the
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stomata, induced by the phytohormone. The transgenic plants showed irregular behavior in
coordinated processes via ABA. Despite this, these plants showed a compensatory
overexpression of an ABA-independent pathway involving the transcription factor (TF)
DREB2A (dehydration-responsive element-binding protein 2A) and a subset of genes regulated
by this TF. In this way, the drought tolerance of Ins5-ptase plants was mediated in part via

DREB2A- dependent and that constitutive dampening of InsP3 signal revealed unforeseen

interconnections between signaling pathways.

Figure 1. Inositol phosphate metabolism from the KEGG Pathway database. The stereoisomers (highlighted in
blue); the phosphorylated derivatives [inositol (poly)phosphates (highlighted in orange) and
(poly)phosphoinositides (high- lighted in red)]; the methylated derivatives (highlighted in green); the oxygenated
derivatives (highlighted in green); and others (highlighted in purple).

In a similar assay, Khodakovskaya et al. [14] reported physiological consequences in
transgenic lines of Solanum lycopersicum (cv. Micro-Tom) overexpressing a human type |
InsP5-ptase gene. The transgenic lines presented a content of 15-30% of InsP3 observed in the
wild-type plants. This reduction led to increases in: (1) the total vegetative biomass (two- to
fourfold) with an increased ratio of root: shoot dry weight; (2) lycopene levels (in fruit); and
(3) the hexose concentration (on fruits and leaves). After 13 days of water stress, the leaf water
potential in transgenic plants was about -0.4 MPa higher than in control plants. Drought
tolerance in transgenic lines was associated with increased hexoses in the leaves. This would
contribute to maintaining a greater potential for water in transgenic leaves under drought.
Furthermore, increases in the number of root biomass may have contributed to this improved

performance.

The involvement of InsP3 in other stress tolerance processes, beyond drought, has also
been demonstrated. Alimohammadi et al. [15] obtained transgenic tomato plants (Lycopersicon
esculentum cv. MicroTom,) overexpressing a human type | InsP5-ptase gene. These plants
presented a decreased level of InsP3 and supported a continuous exposure to light longer than
wild plants. Prolonged exposure to light causes oxidative stress in plant cells and can result in
irreversible damage. However, the molecular mechanism involved in this tolerance process was
not reported, but these transgenic lines were characterized in more detail by Alimoham- madi
et al. [16]. These authors observed that under stress conditions, the transgenic plants maintained
high chlorophyll content and accumulated low levels of hydrogen peroxide. This fact was
attributed to the induction of genes related to multiple antioxidants [LeAPX1 (L. esculentum
ascorbate peroxidase 1), SICAT2, LeSOD (L. esculentum superoxide dismutase)] during

continuous exposure to light. Other effects included overexpression of the LePHYB



54

photoreceptor (L. esculentum phytochrome B) and a key enzyme [LeCHS1 (L. esculentum
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chalcone synthase)] in the biosynthesis pathway of flavonoids, which are plant nonenzymatic
antioxidants. There was also an overexpression of the SIMYB12 transcription factor, leading
to an increase in flavonoids in tomato plants by up-regulation of the LeCHS1 expression. A
relationship was established between change in phosphoinositol signaling pathway and increase
tolerance to continuous exposure to light, through the activation of ROS-scavenging enzymes,
and up-regulation of molecular activators of non-enzymatic antioxidants.

Figure 2. The galactose metabolism from the KEGG Pathway database. Highlighted in red are the enzymatic
reactions associated with the metabolism of Raffinose Family Oligosaccharides.

The biotechnological potential through the manipulation of compounds shown in Ins-
related metabolic pathways may also be seen in the work of Ahmad et al. [17]. These authors
per- formed a comprehensive analysis of A. thaliana genome, using the activation tagging
technique in dedifferentiated calli, to identify salt-tolerant mutants (NaCl 150 mM). To this
end, plants were modified with pRi35ADEN4 binary vector. Such vector contains four copies
of the 339 bp long cauliflower mosaic virus (CaMV) 35S enhancer in the construct that induces
the expression of adjacent genes after proper insertion. Of the 18 potential tolerant mutants (150
mM NacCl), a line (stc1; salt-tolerant callus 1) presented the gene for myo-inositol-1-P-synthase-
1 [At4g39800; MIPS1; EC 5.5.1.4; Figure 1] with induced expression in callus, with or without
salt. This gene expressed 45 and 15 times higher compared to wild-type under the control
condition. MIPS catalyzes the first step in the biosynthesis of inositol from glucose-6-P (Figure

1). The referred induction was greater in the mutant line than in the wild type (approximately,
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260 times higher), both under stress. The mips gene transcription in the wild type reduced
dramatically under stress condition. The tolerance analysis revealed that the mutant plants
regenerated from calli showed salt tolerance in germination and growth. However, the
mechanism involved was not disclosed, but the authors suggested that MIPS protect the calli
and the plants from salt stress as osmolytes or by providing a precursor in the regulation of
signal transduction pathways.

Kusuda et al. [18] went beyond the study of transformed lines overexpressing enzymes
from the Ins-related pathways. They analyzed the differences among wild type and
transformants lines in regard to salt tolerance in 3.5 days in medium with concentrations up to
250 mM NaCl. They also sought for differences by mining the metabolomes (the fourth leaf
tissue harvested at 0, 6, and 12 h after NaCl stress induction) of the studied plants. To this end,
a rice cultivar (Oryza sativa cv. Kitaake) was transformed with the construction Act::RINOL.
The RINOL1 gene encodes an MIPS (EC 5.5.1.4, Figure 1). It has been demonstrated that the
constitutive overex- pression of rice MIPS when compared to a wild type, results in greater
tolerance to salt stress. Furthermore, it leads to a range of metabolic changes, with increased
production of various metabolites (such as inositol, raffinose, ascorbate, amino acids). These
handle the protection of plants from abiotic stresses. Additionally, activation of basal
metabolisms such as glycolysis, the pentose phosphate pathway, and the tricarboxylic acid cycle

has been observed during induction of the Ins metabolism in those plants overexpressing MIPS.

Ins metabolism and phosphorylated Ins-derivatives are also associated with response to
biotic stresses in plants. This fact shows the plurality of actions of these compounds. Murphy
et al. [19] report evidence in this direction. They obtained transgenic potato [S. tuberosum L.
(cv. Desiree)] and A. thaliana lines, synthesizing low levels of phytic acid (1-D-myo-inositol-
P6 or InsP6, Figure 1). The transgenic potato lines were obtained by: (1) constitutive expression
of an antisense sequence of the myo-inositol 3-phosphate synthase gene. This enzyme (IPS, EC
5.5.1.4, Figure 1) catalyzes the first step in the InsP6 biosynthesis; (2) plants expressing the
Escherichia coli polyphosphate kinase (PPK, EC 2.7.4.1; Figure 1). PPK inserts inorganic
phosphate into chains of phosphate residues linked by phospho-anhydride bonds, and this
decreases the phosphate available to InsP6 biosynthesis. Genetically modified potatoes
presenting both (1) and of (2) showed increased susceptibility to avirulent pathogen potato virus
Y and the virulent pathogen tobacco mosaic virus (TMV). In relation to A. thalianai, the authors
obtained three loss-of-function mutants [two (atipsl and atips2) involving the gene for IPS (EC

5.5.4.1, Figure 1); and one (atipk1) involving the gene encoding inositol polyphos- phate kinase
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(IPK1; EC 2.7.1.158, Figure 1)]. IPK1 catalyzes the final step in InsP6 and without this enzyme,
very little InsP6 is done. The disruption of InsP6 biosynthesis in A. thaliana resulted in an
increased susceptibility to viruses (tobacco mosaic virus), bacteria [Pseudomonas syringae pv
tomato (Pst) DC3000 and Pst DC3000 AvrB], and fungus (Botrytis cinerea). The increased
susceptibility only occurred for atips2 and atipkl mutants. For atipsl mutants showing also
InsP6 depletion, the resistance to pathogens was not compromised. This suggests either that a
particular pool of InsP6 regulates defense against pathogens in A. thaliana, or IPS1 and IPs2
are differentially regulated, and one cannot compensate for the other. It was observed with
regard to the typical responses of both species that levels of salicylic acid (SA), a key molecular
signal for establishing local and systemic acquired resistance, were not diminished. Therefore,
SA was not responsible for increased susceptibility to pathogens analyzed. Fur- thermore, a
relationship between the inositol phosphate metabolism and basal resistance to pathogens
(fungi, bacteria, and viruses) has been established. This indicates that InsP6 is also required as
an essential operation signal for regulation and defense in plants, together with several other
well-known defensive signals (NO, cADPR, SA and Ca2").

Recently, Meng et al. [20] found that A. thaliana ipsl loss-of-function mutant (atipsi;
IPS; EC 5.5.4.1, Figure 1) exhibits spontaneous cellular death and increased resistance to
oomycete Hyaloperonospora arabidopsis pathogen. This result, together with the above,
supports the premise that a particular InsP6 pool may regulate defense pathways, since atipsl
mutants did not show increased susceptibility to the cultivar of testes pathogens (Tobacco
mosaic virus; Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst) DC3000 and Pst. DC3000 AvrB; and
Botrytis cinerea). Additionally, it was observed that spraying the atipsl mutant plants with Ins
could suppress the formation of spontaneous lesions, indicating that Ins production and not
AtIPS1 protein is required to prevent the lesion formation. The authors also found evidence for

the role of Ins (or Ins-derivatives) in the regulation of programmed cell death.

Reports presented in Table 1 also show the broad roles of Ins and its phosphorylated
deriva- tives in plant cells. From the wide spectrum of analyzed genes, a range of effects on
plants at different levels was observed. These effects have shown associations with hormone
signaling pathways, such as ABA [12], influences in photosystems [21, 22], with reactive
oxygen species (ROS; [23]), with relative water content, with osmotic adjustment [24], among
others (Table 1).
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Methylated Ins-derivatives in plant cell and the biotechnological use to increase stress

tolerance

Some plants use Ins as precursor of compatible solutes such as D-ononitol and D-pinitol,
which act as osmoprotectants (small molecules that act as osmolytes and help organisms survive
in extreme osmotic stress [35]). In halophyte ice plant (Mesembryanthemum crystallinum),
which is considered highly tolerant to drought, salinity, and cold, Ins is methylated to D-
ononitol and subsequently epimerized to D-pinitol [36]. The myo-inositol O-methyl transferase
gene (IMT1; EC 2.1.1.40; Figure 1) is transcriptionally induced by osmotic stress, whereas
neither transcriptional nor enzyme activities is detectable in ice plants under normal growth
conditions [37, 38]. Despite the positive influence of these metabolites in plant physiology
under abiotic stress conditions, there are less available data for these compounds compared with
phosphorylated Ins-derivatives.

Gene origin Transformant Gene Analysed Impact on

ECt Number Authors  Notes
(specie) (specie) Modulation Condition Tolerance

55.14 Pc Os and Bj Overexp. HS Raise [25] a.
55.14 Pc Nt Overexp. HS Raise [21] b.
55.14 As At Overexp. HS Raise [22] c.

HS, P, PEG, .
3.1.3.25 Ca At Overexp. Raise [26] d.

and HT

2.7.1.140; 2.7.1.151 At Nt Overexp. HS and OS Raise [27] e.

HS, D, and .
2.7.1.140; 2.7.1.151 Th Bn Overexp. Raise [28] f.

0s
31411 Zm Zm Overexp. D Raise [29] g.
2.7.1.159;2.7.1.134 Os Nt Overexp. HS Decrease [24] h.
3.1.3.57 At At Knockout HS, F, and D Decrease [30] i
2.7.1.137 At At Knockout HS Decrease [31] j-
2.7.1.67 At At Overexp. HS and ABA Raise [23] l.
2.7.8.11 Zm Zm Overexp. D Raise [32] m.
3.1.38 At At Overexp. HS and OSM Raise [33] n.
HS, D, and
2.7.1.149 At At Overexp. il [34] -
ABA

tEnzyme Commission; *According to KEGG Database Pathway; — Not observed; Overexp. (Overexpression);
Legend: HS (high salinity); P (paraquat); PEG (polyethylene glycol); HT (high temperature); OS (oxidative
stress); D (drought); DH (dehydration); ABA (ABA hormone); OSM (osmotic stress); F (freezing). a. Albeit to a
variable extent, overexpres- sion of this gene confers salt-tolerance to diverse evolutionary organisms (from

prokaryotes to eukaryotes), including crop plants; b. Transgenic individuals presenting retention of approximately
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40-80% of the photosynthetic competence under analyzed stress condition; ¢. Transgenic individuals retained
more chlorophyll and carotenoid by protecting the photosystem I1; d. Improving seed germination and seedling
growth in transgenic individuals under stress conditions; e. Expression patterns of various stress responsive genes
were enhanced, and the activities of antioxidative enzymes were elevated in transgenic plants; f. The transcripts
of various stress-responsive genes are increased in ThIPK?2 trans- genic plants under salt stress condition; g. The
sense transgenic plants had higher relative water content, better osmotic adjustment, increased photosynthesis
rates, lower percentage of ion leakage and less lipid membrane peroxidation, higher grain yield than the wild type;
h. The 1,3,4-trisphosphate 5/6-kinase is a negative regulator of osmotic stress signaling in tobacco; i. The genetic
evidence indicating that phosphoinositols mediate ABA and stress signal transduc- tion in plants, and their turnover
is critical for attenuating ABA and stress signaling; j. Salt stress responses, such as increased plasma membrane
endocytosis and the intracellular production of ROS, are coordinated by phospholipid-regulated signaling
pathways; I. AtP14Ky3 is activated by DNA demethylation and regulates the ROS accumulation induced by high
salt treatment or ABA treatment; m. ZmPIS regulates the plant response to drought stress through altering
membrane lipid composition and increasing ABA synthesis in maize; n. AtPAP15 (3-PHYTASE) may modu- late
AsA levels by controlling the input of myoinositol into this branch of AsA biosynthesis in Arabidopsis thaliana.
At: A. thaliana; Pc: P. coarctata; Sa: S. alterniflora; Ca: C. arietinum; Th: T. halophile; Zm: Z. mays; Os: O. sativa;

Nt: N. tabacum; Bn: B. napus; Bj: B. juncea.

Table 1. Transgenic and knockout plant assays available in the literature related to (poly)phosphoinositides and
inositol (poly)phosphates. Relevant information: EC number of the enzyme coded by the studied gene, plant donor
species, the genetically modified organisms (transformants), the modulation of the studied gene, the analyzed
stress condition, the impact on plant tolerance and physiology (additional details, please see the legends).

Sheveleva et al. [39] were one of the first to report the biotechnological potential of
methylated Ins-derivatives. In their work, the authors superexpressed O-methyltransferase
(IMT1; EC 2.1.1.40; Figure 1) of Mesembryanthemum crystallinum in tobacco (Nicotiana
tabacum cv. SRI). The transgenic plant increased its tolerance to abiotic stresses [drought and
high salinity (50-250 mM NaCl)] when compared to the wild control line. An accumulation of
methylated inositol D-ononitol in amounts of fresh weight exceeding 35 pumol g-1 in the
transformed lines was observed. Besides, the photosynthetic CO- fixation was less inhibited in
those plants during drought and salt stress. Further, transformed plants recovered faster than the
wild type after rehydration. In turn, Sengupta et al. [40] observed an increase of the D-pinitol
synthesis in a wild-type rice (Porteresia coarctata ) with halophilic characteristics when
subjected to high salt environment (400 mM NaCl). An increment also occurred in both
transcriptional and proteo- mic level of IMT1, not observable in domesticated rice under the
same condition. The authors also reported an increase in the expression of L-myo-inositol 1-
phosphate synthase (PcMIPS1; EC 5.5.1.4; Figure 1), along with the expression of IMT1.
According to the authors, this suggests that the accumulation of D-pinitol would be a

mechanism regulated by salt stress.
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Recently, Zhu et al. [41] used a similar strategy as the one developed by Sheveleva et al.
[39] to express in A. thaliana, a gene coding IMT1, from Mesembryanthemum crystallinum.
The transformed plants showed higher growth compared to the wild control line and increased
tolerance to cold stress (4°C). This increment in tolerance was attributed to different factors:
(1) the electrolyte leakage content in the transgenic plants was significantly lower than that of
the wild-type plants after freezing stress, showing less damage to the membranes of those
plants; (2) transgenic plants showed lower MDA content than wild-type plants, not only in
normal conditions but also after stress; and (3) a higher proline content presented in transgenic

lines than in wild type, after application of stress.
Oxygenated Ins-derivatives in plant cell and the plant strategy to tackle stress

So far, the myo-inositol oxygenase (MIOX; EC 1.13.99.1; Figure 1) is the only enzyme
known by the oxidation of Ins [42]. Its importance in plants stood out from the statement in the
Ins metabolism as a precursor in Ascorbic Acid (AsA) biosynthesis in Arabidopsis. In this
sense, Lorence et al. [43] observed the expression of a myo-inositol oxygenase (miox4)
increasing the content of AsA in leaves (approximately two- to threefold). By that, they
anticipated a potential use of the gene by genetic engineering, enhancing levels of this important
antioxidant in plants. Further analysis indicated that D-GICUA (Figure 1), a derivative from
MIOX reaction (EC 1.13.99.1, Figure 1), plays a negligible role for AsA biosynthesis [44].

However, MIOX can control the metabolite level of myo-inositol in plants [44].

Nevertheless, the metabolic consequences of MIOX action are still unclear. In order to
contribute with information from gene regulation and catalytic activity of this enzyme, Duan et
al. [6] performed a functional characterization in rice (Oryza sativa), observing its predomi-
nant expression in root, with induced transcription under drought stress (20% PEG6000
solution), H20z, high salt (200 mM NacCl), cold (4°C) and Abscisic Acid (100 uM). Transgenic
rice lines overexpressing an MIOX gene showed a higher survival rate than a wild line, when
in contact with 20% PEG6000 solution. In the same way, the authors also reported for the
transgenic lines, transcription levels significantly induced for genes coding enzymes associ-

ated with ROS scavenging, suggesting an MIOX activity in reducing oxidative stress.

Moreover, Alford et al. [45] reported MIOX enzymes responding to growing conditions
of A. thaliana in low energy/nutrient environment. Their data supported the hypothesis that
MIOX2 and MIOX4 enzymes would be encoded by multiple genes. Furthermore, on plants

growing in low energy conditions/nutrients environments, MIOX2 enzyme would have a
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significant role in providing Ins to many different tissues, whereas MIOX4 would act in
supplemental form at some tissues. An analysis of promoters was presented, considering
multiple lines of MIOX2p:GUS and MIOX4p:GUS seedlings growing on: (1) no nutrients
(agar); (1) low nutrients (agar + 0.5x MS salts); and (I11) optimal nutrients (agar + 0.5x MS
salts + 3% glucose) in low light (40 pE) during seven days. As a result, only MIOX2p:GUS
was expressed abun- dantly in condition I, whereas in condition Il, both MIOX2p:GUS and

MIOX4p:GUS showed moderate expression, having been more expressed previously.
Raffinose Family Oligosaccharides (RFOs) and plant strategy to address stresses

RFOs are a class of compatible solutes coming from Ins metabolism ramifications. As
men- tioned before, the enzyme GolS (EC 2.4.1.123, highlighted in red in Figure 2) connects
the metabolism of these compounds, producing galactinol (highlighted in red in Figure 2),
which serves as galactose donor for further synthesis of RFO members [8, 9]. To date, structural
genomics data and global transcriptome analysis concerning RFOs are only available for corn
[46]. For this crop, the authors have performed a genomic identification of genes associated
with raffinose metabolism, together with an expression analysis using data-mining from GEO
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo) and PLEXdb databases (http://www.plexdb.org).
Additionally some transgenic lines overexpressing specifics gene isoforms related to RFO
pathway, under particular growth conditions, are available for some species. These studies

showed a positive impact in some crops.

Taji et al. [47], for example, analyzed the expression of seven genes encoding GolS in A.
thaliana under different stresses. From those genes, only three (AtGolS1, 2 and 3) were stress-
responsive. AtGolS1 and AtGolS2 were induced by drought and high salt (250 mM NacCl), but
not by low temperature (4°C). On the other hand, AtGolS3 was induced by low temperatures,
but not high salinity or drought. The AtGolS2 overexpression in A. thaliana was associated
with an increase of raffinose and galactinol and resulted in a reduction of leaf transpiration with
a greater drought tolerance. In turn, Dos Santos et al. [48] analyzing three Coffea arabica
galactinol synthase isoforms (CaGolS1, CaGolS2, CaGolS3) observed a mainly tissue-specific
expression but differentiated regulation depending on the applied stress (drought, heat, and high
salinity). This reinforces the observation by Taji et al. [47], indicating that different galactinol
sets can be necessary for response to various stresses. The GOLS (BnGOLS-1) activity was
also positively correlated with desiccation tolerance in cabbage seeds (Brassica napus) during

the vegetative growth period [8]. The tolerance was observed around 21-24 days after flowering
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cabbage, coinciding with the accumulation of raffinose and stachyose. The BnGOLS-1
transcripts accumulation was concomitant with the formation of these two RFO members [8].

In Arabidopsis thaliana leaves overexpressing HsfA2 (Heat-Shock Transcription Factor
A2; [49]) was also found highly induced GolS1, -2, -4 and Raffinose Syntase 2 (RS2; EC
2.4.1.82, highlighted in red in Figure 2) transcriptions. The galactinol and raffinose levels in
the transgenic plants were higher compared to the wild-type lines, both in the control condition.
These higher levels were positively correlated with an increase in plant tolerance when exposed
to the studied stresses [mevalonate (50 mM), high salt (100 mM NaCl) and low temperatures
(4°C)].

Latter, Pennycooke et al. [50] studied the expression of a-galactosidase gene (EC 3.1.2.22
highlighted in red in Figure 2) from petunia (Petunia x hibrida "Mitchell™), monitoring
acclimated plants to low temperatures (4°C) and in response to increasing temperature (25°C).
Transcripts induction were observed after one hour of desacclimation occurring together with
an increase in enzymatic activity and decreased raffinose content, suggesting that the rise in
temperature can regulate the RFO catabolism of certain members, through gene regulation that

encoding a-galactosidase.

Thus, the diversity of functions performed by compounds presenting in the Ins
metabolism was shown in the described works. Also, studies of distinct isoforms showed
positive corre- lations with plant responses to various abiotic stresses. In this way, the
identification of new transcripts, as well as the understanding of its regulation (spatial and
temporal) in plants under unfavorable conditions for the development may lead to the discovery

of new genes with biotechnological potential.

According to the Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) Pathway database
(http://www.genome.jp/kegg/pathway.html), which provides diagrams of various metabolic
processes, at least 45 enzymes are associated with the metabolic pathways described here. Of
these enzymes, 21 (highlighted in green boxes in Figures 3A and 3B) have been studied in
previous works addressing the transcriptional expression of their genes or effects on plants
under stress. Therefore, there are at least 24 enzymes (in red boxes in Figures 3A and 3B) that
have not been targets of these analyses, with significant potential for further research in

biotechnology.

Ins and its derivatives in humans: Antinutrients versus disease prevention



62

Once Ins and its derivatives are present in vegetables and these are part of the daily diet
of large populations around the world, it is essential to analyze their potential effects on con-
sumers. The Ins and related metabolites play a heterogeneous physiological role, depending on
the concerned organism, plant or animal (including human). In plants, as already men- tioned,
such compounds help regulate plant homeostasis during periods of stress. In animals (including
humans), their influence has very diverse physiological repercussions. Initially, they were only
seen as harmful agents because some representatives when present in certain plants could act
as antinutritional factors, thereby reducing the bioavailability of important nutrients and the
nutritional value of the food. According to Kokhar and Apenten [51], this effect is present a
result of a selected adaptive mechanism due to a "chemical warfare" between higher plants and

herbivorous pests.
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1.Phosplasig.

1D 1y osiil 3,52
o

o

FaiE)

ey,
S —o—{3155

: %_m.m.m
1D-myo-nosil 3,4P2

—— 1Dmye el
it QiR
T

& cop-
N B T,
—— IR gttt -t © o} 5
o ol 3,56 Trhydhoxy- 5.Deoxy-  2Deory.5-ke ]
EE @E Pl Sou, o Lo
.
1D-myo-Inositol-P6.
4 g (ko Y ——0w—{TAT7}-0+——
1D-myo-Inositol- Acetyl.Coh Malonic
i3
EEE [Ei3 O i Malowe
- lycolysis | e IR
3 4 (Biotmit s Jo——0e{EE0
D-charo-inositol. Glycerakdehyde. 3P Phoshis

Iosiol 1234585 Isosink1,2456P5

Figure 3. KEGG Pathway database diagrams presenting: (A) Inositol Metabolism; (B) Galactose Metabolism,
showing the Raffinose Family Oligosaccharides (highlighted in red). Green Box: enzymes with transcriptional
modulation data available from stress assays. Red Box: enzymes without transcriptional modulation data available
in the literature. Yellow Box: enzymes not covered in this review.
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Among the various Ins-derivatives, phytic acid (1-D-myo-inositol-P6; Figure 1) is the
most studied, concerning the impacts on human and animal health. Its unique structure provides
the ability to chelate cations such as iron, zinc, potassium, magnesium, and copper, forming
insoluble salts denominated phytate. These salts adversely affect animal’s ability to absorb and
digest nutrients [52, 53]. Phytates can form complexes with proteins, changing their structures
and their enzymatic activities and characteristics of solubility and proteolytic digestibility [54].
However, there are reports that show positive aspects in phytates consumption. The presence
of these in the diet of patients with diabetes has positive effects in reducing the level of blood
glucose due to decreased starch digestion rate and slowing of gastric evacuation [55]. There are
also reports of activity against HIV replication, kidney stones prevention, reduction of
cholesterol and triglycerides levels, as well as assistance in prevention of heart diseases (for
review see [54]). Studies also indicate that both Ins [56] and phytic acid [56, 57] have anticancer
properties. With regard to RFOs, besides the fact that they are potential antinutritional factors,
there are indications that they may act as important immunostimulants in animals (including
humans). Also, RFOs’ involvement is suggested in universal mechanisms of oxidative balance

in several taxa [58].
CONCLUDING REMARKS AND PERSPECTIVES

Experimentally, mutants and transgenic analyses are being successfully carried out to
uncover the various roles played by Ins-related compounds. It is known today that some
phosphory- lated derivatives of inositol are connected with a large number of signaling
procedures which are regulated by both abiotic and biotic stress. Methylated and oxygenated
Ins-derivatives, including RFOs, have also proven to be active agents in the process of plant
acclimatization to unfavorable conditions, involved in a number of functions. However, there
IS a gap to be filled. About two dozen enzymes associated with the synthesis of these
compounds have not been adequately studied and they represent an area of high

biotechnological potential.
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ABSTRACT

Plants have evolved to survive in environments where adverse conditions such as abiotic
stresses are often imposed. For their survival, they have developed numerous mechanisms that
allow the detection of environmental changes, as well as the induction of specific responses to
the imposed stressful conditions, minimizing the losses. Among the molecules that act in the
response to stress, it is worth mentioning the inositol and its derivatives, with multiple effects
on plant metabolism. This emphasizes the impact that the identification of related transcripts
under unfavorable conditions of cowpea cultivation, since the identification of promising
candidate genes for the improvement of cultivated species in relation to the main stresses still
falls short of the needs. Thus, the identification of transcripts related to the plant response to
stresses in the inositol metabolism pathway was performed for the cowpea culture, based on the
KEGG Pathway. In the metabolic pathway, 385 ESTs of cowpea anchoring 57 unitags were
represented, which were similar with 21 sequences of common bean seeds. Five candidate
genes were selected for validation by RT-pPCR of the results found in the in silico analysis,
being MIOX, MMSDH, IpK2, MIK, PI-PLC. The proposed genes presented similar response

to the in silico result, being induced or with non-differential expression.

Keywords: Vigna unguiculata, EST, SuperSAGE, enzymes.
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RESUMO

As plantas evoluiram para sobreviver em ambientes onde frequentemente sdo impostas
condicdes adversas, como estresse abiotico. Para sua sobrevivéncia, eles desenvolveram
inimeros mecanismos que permitem a deteccdo de mudancgas ambientais, bem como a inducéao
de respostas especificas as condigdes estressantes impostas, minimizando as perdas. Dentre as
moléculas que atuam na resposta ao estresse, vale destacar o inositol e seus derivados, com
multiplos efeitos no metabolismo das plantas. Isso enfatiza o impacto de que a identificacao de
transcritos relacionados em condicdes desfavoraveis ao cultivo do feijdo caupi, uma vez que a
identificacdo de genes candidatos promissores para o aprimoramento de espécies cultivadas em
relagdo aos principais estresses ainda fica aquém das necessidades. Assim, a identificacdo de
transcritos relacionados a resposta da planta ao estresse na via do metabolismo do inositol foi
realizada para a cultura do feijdo caupi, com base na via KEGG. Na via metabdlica, foram
representadas 385 ESTSs de feijdo-caupi ancorando 57 unitags, semelhantes em 21 sequiéncias
de sementes de feijdo. Cinco genes candidatos foram selecionados para validagéo por RT-pPCR
dos resultados encontrados na analise in silico, sendo MIOX, MMSDH, 1pK2, MIK, PI-PLC.
Os genes propostos apresentaram resposta semelhante ao resultado in silico, sendo induzidos

ou com expressdo ndo diferencial.

Palavras-chave: Vigna unguiculata L., EST, SuperSAGE, enzimas.

INTRODUCTION

Cowpea [Vigna unguiculata (L.) Walp] plays an important role in the traditional diet of
many countries. Consumption of this legume has been associated with the fact that it is low in
fat and is an excellent source of protein, fiber and phytochemicals (Freire Filho, 2011; Baptista
et al, 2017). Allied to its nutritional and functional properties, this legume has some rusticity
and phenotypic plasticity, or allows to cultivate in adverse climate and soil conditions,
contributing to reduce the almost exclusive dependence on common bean (Phaseolus vulgaris
L.), the main bean consumed in the Brazil, but which does not grow well in the North and
Northeast, or which gives cowpea a certain strategic value (Dutra et al., 2011).

Like other crops, cowpea also suffers severe losses due to unfavorable crop conditions.
The main factors limiting agricultural production are due to abiotic stresses, such as soil salinity.

In the presence of high salt content, plants undergo significant reduction in growth and
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development due to the osmotic and ionic effects that cause toxicity in response to stress
(Munns and Tester, 2008; Taiz and Zeiger, 2013). In order to restore homeostatic conditions,
acclimatize to the new environment and resume growth and development, plants have
developed adaptive mechanisms that minimize the damage caused by excess salt, something
that can make them less sensitive to stress (Kantar et al., 2011).

Among the molecules that act in the physiological adjustment process to face adverse
conditions, inositol (Ins) together with its derivatives has aroused interest since it acts from the
production of secondary messengers, osmolytes, antioxidants and enzymes (Loewus and
Murthy, 2000; Majumder and Biswas, 2006). Consequently, the production of these compounds
counteracts environmental stresses that may unbalance plant physiology. For example,
antioxidants produced in inositol metabolism will stabilize reactive oxygen species (ROS)
during periods of stressful conditions (Elsayed et al., 2013). Plant stress tolerance involves
changes in the whole plant: tissue, cellular, physiological and molecular levels. Combination
of intrinsic changes ensures the plant ability to remain in unfavorable environmental conditions
(Lata et al., 2011). Studies that involve knowledge about genetical expression of organisms,
metabolic pathways and genes under certain situations such as salinity, water deficit, diseases
and other abiotic and biotic stresses are fundamental (Mittler and Blumwald, 2010; Todaka el
al., 2015).

Considering the global economic importance of cowpea, and the frequent problem of
salinity, the “Rede NordEST” represents a group of Brazilian research institutions, aiming at
advances in the study of functional and structural genomics, using different methodological
approaches (Expressed Sequence Tag (EST), HT-SuperSAGE). SuperSAGE (Matsumuraet al.,
2003) is one of the most efficient methodologies for transcriptome analysis (Matsumura et al.,
2012a) and has been reported in studies involving plant responses to biotic and abiotic stresses,
identifying genes differentially expressed in plants, such as rice (Matsumura et al., 2003),
sugarcane (Kido et al., 2012) and cowpea (Kido et al., 2009). Thus, this work aims to analyze
the HT-SuperSAGE libraries from roots of cowpea plants (cultivars Pitiiba and BR-14 Mulato)
subjected to saline stress (100mM NacCl), related to the metabolic pathway. inositol.

MATERIAL AND METHODS
Seeds of two cultivars were tested, derived from the Pernambuco Agronomic
Institute (IPA): Pitiuba (salt tolerant; PT) (Dantas et al., 2005; Praxedes and Ferreira, 2009) and
BR-14 Mulato (salt-sensitive; BR) (Kido et al., 2009). During the saline assay, 31-day-old
seedlings were exposure to salt for different periods (NaCl added to Hoagland’s solution to a

final concentration of 100 mM) (Hoagland and Arnon, 1950). The roots were collected at 0
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minutes (negative control), 30 (T1), and 90 (T3) minutes after saline Hoagland’s solution
irrigation. Subsequently, the samples were immediately frozen in liquid nitrogen, and stored at
-80C°. The experimental designs were factorial (cultivars x treatments) with three biological
replicates (three seedlings for each replicate). Total RNA was isolated from roots using CTAB
extraction technique with modification (Chang et al, 1993). Also, RNA was treated with DNase
Treatment and Removal Reagentes Kit (Ambion). After treatment, was quantified through
spectrophotometry NanoDrop (ND-1000 Sectrophotometer, Peglab), and RNA was converted
in cDNA using ImProm-11™ Reverse Transcription System Kit (Promega) then resuspended in
20 pL as instructions from manufacturer. cDNA synthesis were incubated at 70°C for 7 minutes
in buffer solution, 25°C for 5 minutes (genomic DNA removal), 42°C for 60 minutes (reverse
transcription) and 70°C for 15 minutes (enzyme inactivation) in a termocycler. Samples were
stored in freezer at -20°C until RT-gPCR reactions. Furthermore, genomic DNAs from accesses
were utilized for amplifications in 20uL PCR reactions (20 ng of genomic DNA, 1x PCR buffer,
1,5mM of MgCI2, 100mM of dNTPs, 0,15uM of each primer and 0,5U of tag DNA
polymerase). RNA integrity was verified in 1,5% agarose gel (p/v) utilizing bluegreen stain
(LGC Biotechnology®).

For available HT-SuperSAGE tags (26 pb) involving saline stress developed by Rede
NordEST comprised 133,694 unitags from the libraries (Kido et al., 2012). Considering the
contrast between two libraries, significance tests were applied (Audic and Claverie test) with
the same software. It was determined the “p” value at 5% probability level (p < 0.05) and
expressed unitags were classified in: DR — down-regulated, UR - up-regulated and n.s. — not-
significant. Modulation value of expressed tag (FC: Fold Change) was obtained after
normalizing the library to one million tags. The HT-SuperSAGE unitags were aligned using
BLASTN analysis (e-value < e1%) against cowpea ESTs of from the following databases: i) local
database (Rede NordEST — UFPE — Harvest: Cowpea Project; 273.434 ESTS), ii) Gene Index
Project (32,937 ESTSs), iii) NCBI (National Center of Biotechnology Information; 187,487
ESTs). Only BLASTn alignment (tag-EST) or one mismatch, but not compromising the first 4
initial bases (CATG) were considered to this study. In addition, the cowpea ESTs presenting
unitags were aligned through BLASTn (e-value < e with transcripts from Phaseolus
vulgaris. Domain annotation were confirmed through CDD (Conserved Domain Database),
using the respective tool at the NCBI website. Transcripts differentially expressed were
hierarchically clustered using Cluster 3.0 program for generate heatmaps (v.1.1.4r3; Eisen et
al., 1998). It was used standard parameters and modulation data of related unitags based on FC

values; the ratio of unitag abundance considering two libraries, the stressed and the negative
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control). Associated dendograms were visualized through TreeView program (Page, 1996).
Mapping ESTs presenting unitags in the Ins metabolic pathways was performed using the
KEGG Mapper - Search & Color Pathway tool from the KEGG website. The diagram of Inositol
Phosphate Metabolism of KEGG database presents 48 different enzymes; 24 of these enzymes
composed the seed sequences of mapped transcripts from common bean genome. Numbers ECs
(Enzyme Commission Numbers) have identify the enzyme.

Analysis of HT-SuperSAGE, target genes were selected for validation through RT-gPCR.
In order to confirm the identities of drawn ESTs used, primers were aligned BLASTn against
MRNA RefSeq, and there was a search for conserved domains in primary sequences of open
reading frames (ORFs). Primers, to amplify target cDNAs that aligned in the biosynthesis
pathway were designed through Primer3 program. Following parameters were used: (1) primer
size — minimum 20, optimal 22 and maximum 24; (2) amplicon size — 60 to 150bp; (3) primer
dissociation temperature (TM) — minimum of 57°C, optimum of 60°C and maximum 63°C; (4)
melting temperature — minimum of 65°C, optimum of 82°C and maximum of 95°C; (5) GC
content (%) — variation from 45 to 55% and (5) GC clamp -1. Other program parameters
followed the standard setting. Bioneer Corportation (South Korea) synthetize primers that were
tested in amplification of cDNAs utilizing conventional PCR (Hold 5min 95°C, followed by 35
cycles of 95°C for 15s, 58°C for 30s, and 72°C for 30s. PCR products were analyzed in 1,5%
agarose gel (p/v) with bluegreen stain (LGC Biotechnology®). RT-qPCR validate the gene
expression of five molecular candidates. Rt-gPCR assays followed the MIQE (Minimum
Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments) protocol guidelines.
RT-gqPCR reactions were performed in a 96-well BIOER® utilizing Platinum® SYBR® Green
gPCR SuperMix UDG kit (Invitrogen) following manufacturer instructions. The formula E =
[107Yslope] — 1 was used to calculate the efficiency of each oligonucleotides pair. Two
normalizing genes were used for each analysis, and the results were analyzed using Relative
Expression Software Toll (REST 4.0) version 2.0.1.3 (Pfaffl et al., 2002). Calibration curves
were made using cultivars tolerant and sensitive cDNA samples in serial dilutions (1, 102, 10°
2,10% e 10*). RT-gPCR reactions were performed in a 10 pL final volume, including: 1 pL
cDNA sample (diluted five times), 5 uL of g°PCR SYS Green ™ 2x (USB®) HotStart-IT
mastermix, 0,05 puL of ROX, 1,95 uL of ultrapure water and 1 pL of each primer (0,05 uM). A
negative control (cDNA sample) and two references genes actin and UE21D were used in all
RT-gqPCR reactions (96-well plates) with three biological replicates and three techniques
(Amorim et al., 2018). RT-qPCR reactions were performed in LineGene 9660, FQD-96A
(Bioer®) using SYBR green detection system. These reactions used the following program:
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initial denaturation of 95°C for 2 min, followed by 40 cycles of 95°C for 15s, 58°C for 30s and
72°C for 30s. The dissociation curves were analyzed between 65 and 95C for 20min after 40
cycles. LineGene 9600 software (version 1.1.10) determined the quantification cycles (Cq),
melting temperatures and absolute/relative quantifications. A brief outline of the methodology

can be seen below (Figure 1).
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Figure 1. Flowchart of the steps of the cowpea test under saline stress (100 mM NaCl).

RESULTS
Afterwards, BLASTn (e-value < et) of 133,694 tags with 493,858 ESTS of cowpea was

effectuated. Accetptable alignments (tag-EST alignment was perfect or with a range of 26bp,
which could not occur in the four initial bases — CATG) involved 77,753 unitags and 196,764
different ESTs of cowpea. Using Venn diagram it was possible to quantify commum tags for
the two main contrast, considering the differentially expressed tags in each contrast. Also, the
unique tags of each contrast and the type of regulation observed in stressed and non-stressed
groups were analyzed. After stress application, 5,199 and 4,102 unitags were considered UR
exclusively in the tolerant and sensitive, respectively (Figure 2A). On the other hand, 3,430
unitags were UR under saline stress in both cultivars. 509 unitags were UR in the sensitive
group and DR in the tolerant group, and 225 unitags were considered UR in the tolerant group
and DR in the sensitive (Figure 2A). Similarly, 3,300 unitags were exclusively DR in the
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sensitive and 2,163 in the tolerant group after application of the same stress (Figure 2A). In
addition, 1,036 unitags were DR in both cultivars (Figure 2A).

A DR (BR) DR (PT) B DR (BR) DR (PT)

2163 12407 4544
(10.9%) (11.4%) (4.2%)
1036 0 2075 1467
(5.2%) (0%) (1.9%) (1.3%)
5119 14629 21284
0 (25.7%) (13.4%) 1556 1772 (19.5%)
(0%) (1.4%)
0
(0%)
0%)

3430
(17.3%)

3300

(16.6%)
0
(0%)
4102
(20.6%) (1]

UR (BR)

UR (PT) UR (BR)

Figure 2. Venn Diagram with HT-SuperSAGE tags totals. (A) - up-regulated (UR) and down-regulated (DR) of
cowpea roots under saline stress (100 mM NacCl) of contrasts PT (cultivar Pitiuba, under stress versus non-stressed
control) and BR (cultivar BR-14 Mulato, under stress versus non-stressed control); (B) - ESTs of cowpea with
unitags UR or DR (until a mismatch in BlastN alignments) observed in the same contrasts PT and BR.

A summary of the quantitative ESTs of cowpea containing anchored tags can be seen in
Figure 2B. In this figure, a significant number ESTs was observed in the responses of two
cultivars [Pitiuba (PT) e BR-14 Mulato (BR)] when these were submitted to stress (Comparing
to respective negative controls). A total of 21,284 and 14,629 cowpea ESTs were avaible in
cultivars (Figure 2B), and 23,920 ESTs were avaible in tags considered to be upregulated in
both cultivars. They were aligned up to one error (Figure 2B).

In the metabolic pathway, it was represented 385 ESTs of cowpea anchoring 57 unitags,
which were similar with 21 seeds sequences, differently of common cowpea. In the cultivar
Pitiuba, 11 unitags were UR, 34 unitags n.s., and the other tags were non-determined (Figure
3A). Cultivar BR-14 Mulato had 11 unitags UR, 2 unitags DR, 34 unitags n.s., and the others
non-determined (Figura 3B). They were observed in different HT-SuperSAGE libraries with
root emphasis of cowpea under saline stress (30, 60, 90 minutes bulks) in relation to negative

control.
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34

Pitiuba BR 14-Mulato

ns ®UR ns WUR EDR

Figure 3. Quantitative distribution of unitags regulation observed in different HT-SuperSAGE contrasts libraries
of cowpea under saline stress (bulk 30, 60, 90 min) in relation to the negative control, with regulations UR (up-
regulated), DR (down-regulated) and not significant (n.s.; p < 0.05). A — cultivar Pitiuba; B — cultivar BR-14
Mulato.

Legend: red (UR / unitags), green (DR / unitags), yellow (ns / unitags).

In the mapping of metabolic pathway components, cowpea transcripts that anchored
unitags. It made possible to detect EC numbers, KO identifiers (KEGG Orthology), ID and
annotation (NCBI) compilated in Ins pathway (Table 1). In the Ins pathway, 21 enzymes were
expressed the varieties as shown in Table 1. From these 21 enzymes, unitags and anchored
ESTs were observed in order to design primers according to regulation expression in the
varieties. Usually, the studied enzymes clustered around three validated expression profiles:
enzymes expressed by both accesses showing similar transcriptional result, enzymes expressed
by both accesses showing a different transcriptional result and enzymes with transcriptional
results validated by an access (Figure 4). Of the 21 mapped components, 5 were less expressed
in Pitiuba. In addition, the cowpea ESTs mapped in the inositol pathway (Table 2), the domains
were identified and confirmed by the CCD database with their respective identification units of
cultivars under saline stress, modulation, regulation of their expression and quantitative analysis
by libraries analyzed in tags per million (PT3T, PTC, BR3T and BRC).
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Table 1. EC Number (Enzyme Commission Numbers) of the inositol pathway, KO (KEGG Orthology) of the protein seed sequences of common bean, with respectives
annotations and ID according to the KEGG database, confirmed by the NCBI database, and short name according to the CDD (Conserved Domain Database).

Anotacao ID
EC Number KO Enzyme (NCBI) (NCBI)

1.13.99.1 K00469 MIOX inositol oxygenase 2 XM_007158811.1
12118 1.2.1.27 K00140 MMSDH methylmalonate-semialdehyde XM_007159105.1

dehydrogenase -
2.7.1.137 K00914 PI3K phosphatidylinositol 3-kinase XM_007157375.1
2.7.1.140 2.7.1.151 K00915 IPk2 inositol polyphosphate XM_007133795.1

multikinase beta
1-phosphatidylinositol-3-

2.7.1.150 K00921 PIKfyve Dhobnhate 5-Kinass XM_007157660.1
2.7.1.158 K10572 IPPK '”Os'to"pe”;?r‘]‘;‘;hos'ohate 2 XM_007160666.1
2.7.1.1592.7.1.134 K00913 ITPK1 '”Os'to"tEtLai';':fehOSphate 1 XM_007158223.1
2.7.1.64 K19517 MIK inositol 3-kinase XM_007142148.1
2.7.167 K19801 PI4K phOSpha“dy"”osl'to' Akinasebeta  y\1 507159771.1
27.1.68 K00889 PIPSK phosphatidylinositol-4-phosphate v\ 157169036 1

5- kinase -
27811 K00999 PIS CDP-diacylglycerol--inositol 3- XM_007131657.1

phosphatidyltransferase 2 -
3.1.3- K22913 PI(3,5)P2 phOSphO'”Ozzdcesph“phatase XM_007154478.1

phosphatidylinositol-3,4,5-

3.1.3.16 3.1.3.48 3.1.3.67 K01110 PTEN trisphosphate 3-phosphatase and XM_007156703.1

dual-specificity protein -

phosphatase

3.1.3.253.1.3.93 K10047 IMPase inositol-phosphate phosphatase XM_007153960.1



3.1.3.62 3.1.3.80

3.1.3.64 3.1.3.95

3.1.3.73.1.3.57

3.14.11

3.14.3

5.3.11

5514

K03103

K18081

K15422

K05857

K01114

K01803

K01858

MINPP1

MTM1

SAL1

PI-PLC

PC-PLC

TPI

MIPS

type IV inositol polyphosphate 5-
phosphatase

phosphatidylinositol-3-
phosphatase myotubularin-1

SAL1 phosphatase

phosphoinositide phospholipase
C6é

non-specific phospholipase C2

triosephosphate isomerase

myo-inositol-1-phosphate
synthase

XM_007160733.1
XM_007143775.1
XM_007158831.1
XM_007163481.1
XM_007146058.1
XM_007162730.1

XM_007163574.1
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FCPT
FCBR

PIKfyveCpSal_116237
MMSDHCpSal_21204
PISCpSal_128667
ITPK1CpSal_15279

PIP5KCpSal_126477

IPPKCpSal_10706

IMPaseCpSal_4937

PI(3,5)P2CpSal_3461

PI3KCpSal_12679

PI4KCpSal_24956

IpK2CpSal_12858

TPICpSal_18448

MINPP1CpSal_12675

-0,70
PI-PLCCpSal_21250 -0,47

-0,23
MIPSCpSal_12429 -0.00
MIOXCpSal_23691 0,23

0,47
MIKCpSal_19864 0.70
PTENCpSal_12657
SAL1CpSal_2330 EC

PC-PLCCpSal_12429

Figure 4. Hierarchical clustering of the Inositol pathway in response to saline stress (bulk 30, 60, 90 min) in HT-SuperSAGE libraries in relation to the negative control. 1 - in
relation to enzymes and various contrasts - red: up-regulated unitags; green: down-regulated unitags; black: n.s. unitags. 2: Fold Change of the cultivar Pitiuba; Fold Change of
the cultivar BR-14 Mulato.
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Table 2. Identification of ESTs of cowpea mapped in the inositol pathway, were identified and confirmed domains by CCD database with their respective unitags of the cultivars
under saline stress, modulation [FC (Fold Change)], regulation of their expression and guantitative analysis by libraries analyzed in tags per million (PT3T, PTC, BR3T e BRC).

Short name
EC EST (CDD) Tag FC Reg PT3T PTC FC Reg BR3T BRC
1.13.99.1 Contig14444 MIOX CpSal_23691 43 UR 86 20 -19 ns 24 44
) PLNO02419 superfamily
12118 1.2.1.27 Contig7809 CpSal_21204 22 ns. 22 47 48 UR 107 22
2.7.1.137 S135583.4 C2 PI3K class I CpSal_12769 2.3 UR 14.0 6.1 3.2 UR 17.8 5.5
27.1.140 2.7.1.151 $132509.1 IPK superfamily CpSal_12858 28 UR 151 58 25 ns 166 6.6
2.7.1.150 TC2213 PIPKC superfamily Cpsal 116237  -13 ns. 0 13 12 ns 12 0
27.1.158 PO5770.2 Ins PS 2-kin CpSal_10706 17 ns. 205 121 47 UR 154 33
27.1.1592.7.1.134 PO12564.1 PLN02941 CpSal_15279 42 ns. 76 88 36 UR 118 33
2.7.1.64 TC12979 ribokinase_pfkB_like CpSal_19864 24 UR 130 54 -1.9 ns 12 2.2
superfamily
2.7.167 S132567.3 PlaKe 111 beta CpSal_24956 28 ns. 76 27 47 ns. 47 0
2.7.1.68 $124630.2 PLNO3185 superfamily ~ CpSal 126477  -07 ns. 0 07 24 ns. 24 0
27811 PO4687.1 PgsA Cpsal 128667  -13 ns. 0 13 24 ns. 24 0
3.13- SI31551.1 SH3 superfamily CpSal_3461 14 ns. 648 478 140 UR 615 44
3131031348 PO12285.1 TP PTEN CpSal_4937 20 UR 551 269 61 UR 402 66
3.1.3.253.1.3.93 Contig3467 PLN02553 CpSal_12657 12 ns 10,8 8,8 -1 ns. 107 12,1
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3.1.3.62 3.1.3.80

3.1.3.73.1.3.57

3.14.11

3.143

5.3.11

5514

PO15446.1

S128674.1

PO28361.1

SI25471.1

Contigl7725

Contig10395

EEP super family

FIG super family

PLN02952 superfamily

Phosphoesterase

TIM_phosphate_binding
superfamily
NAD_binding_5
superfamily

CpSal_12675
CpSal_2330
CpSal_21250
CpSal_12429
CpSal_18448

CpSal_10576

3,2

-1,3

4,0

1,6

11,2

21,4

n.s.

n.s.

UR

n.s.

UR

UR

21,6

48,6

10,8

10,8

151

43,2

6,7

64,0

2,7

6,7

1,3

2,0

13

-2,4

2,2

-6,5

10,7

13,0

n.s.

DR

n.s.

DR

UR

UR

8,3

42,6

4,7

3,6

10,7

13,0

6,6

102,2

2,2

231
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According to in silico analysis (Figure 5A and 5B), gene expression of five molecular
candidates (Table 3) was independently validated by RT-qPCR for each cultivar. All primers
designed for the proposed candidates (MIOX, MMSDH, IpK2, MIK, Pi-PLC) and reference
genes (actin and UE21D) amplified the cDNAs generated from the RNA samples. Also, the
dissociation curves for each pair of primers showed specificity, amplifying only one product.
Moreover, there wasn’t amplification amplification in model controls (NTCs) (data not
avaible). Efficiency of amplification (E), correlation coeficient (R) and slopes for each
candidate (S2 Figure), estimated from the standard curve using serial dilution (100, 102, 10-2,
102 e 10™) and a pool of root cDNA (tolerant and sensitive) of plants under or without stress
ranged, respectively, from 93.04% - 107,08%, 0.92 to 1.00 and -3, 16 to -3,50. These results
demonstrated favorable amplification conditions and acceptable variations to generate reliable
data of relative expression among samples. According to MIQE protocol (Bustin et al., 2009),
the acceptable values for efficiency are range from 90% to 110% and -3,10 to -3,58 for slope,
reaching 100% of slope efficiency when achieve -3,32. Proposed candidates incorporated
different metabolic processes: attenuation of different stresses (salinity, water deficit, H2O3,
cold and abscisic acid); root gwoth; oxidative decarboxylation; phytic acid synthesis; hydrolysis
of phosphatidylinositol). Usually, RT-qPCR results validated the in silico selected unitags data
showing differences between variaties (Table 3 and Figures 6A, B and C; 7A, B and C).
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Table 3. Proposed candidate genes and their results based on in silico analysis of HT-SuperSAGE unitags expressed by bulks of cultivars and relative expression by RT-gPCR
using cDNAs from cowpea of roots of each cultivar after 30 and 90 minutes under salinity stress.

HT-SuperSAGE

RTq-PCR

Candidate Genes Unitag EST Primer (bulk 30, 60, 90 min) (30 and 90 minutos)
Tolerant 30" 0,84**/n.s.
rant oY .
IoK2 Cosal 19858 S130500.1 (L) GTTCTGGTGGTGTATGAGAAGG Pitiuba 2,81* / UR Sensitive 30" 2,30"*/UR
P poal_ : (R) AGTCAACGAGTTTGACCAAAGG BR-14 Mulato 2,51*/ n.s. )
Tolerant 90 0,54** / n.s.
Sensitive 90" 0,87** / n.s.
Tolerant 30" 0,74**/ n.s.
it 7 *k
MIK Cosal 19864 TCL2979 (L) CTTAAGCTTGACTCCACCTTGG Pitiuba 2,41* / UR Sensitive 30" 1,40**/n.s.
poal_ (R) CTTTGACAGCAACAAGAGATGC Sensitive -1,86*/ n.s. )
Tolerant 90 0,84** / n.s.
Sensitive 90" 1,56** / n.s.
Tolerant 30" 0,41**/ns
it 7 **
MIOX Cosal 23691 Contialdddd (L) TCTGATACCACAGACCAACTCG Tolerant 4,28*/ UR Sensitive 30" 2,80**/ns
poal_ g (R) GAAATTCTCCACTCCTTCATGC Sensitive -1,86*/ n.s. .
Tolerant 90" 0,84** / n.s.
Sensitive 90° 1,56** /n.s.
Tolerant 30" 7,06 **/ UR
it 7 *x
MMSDH Cosal 21204 Contia7809 (L) CCGGTGATCTCAACTTCTATGG Tolerant -2,18* / n.s. Sensitive 30° 1,50**/n.s.
p=al_ g (R) GGAAGGATTCAACTGATGGTAGC Sensitive 4,85%/ UR .
Tolerant 90" 0,93** / n.s.
Sensitive 90” 0,30** / n.s.
Tolerant 30" 7,88 **/ UR
1+ i **
I CpSal 21250  PO2636LL (L) CACATATTGGGTGGATGTATGG Tolerant 4,01* / UR Sensitive 30" 1,41 /ns

(R) CATAACCACATCCTCCATTTGC

Sensitive 2,15*/ n.s.

Tolerant 90" 0,16** / n.s.
Sensitive 90" 0,70** / n.s.

Legenda: Primer (L) — Left; Primer (R) — Right.
*Fold Change: frequency ratio (normalized for 1,000,000) observed in the library under stress in relation to the respective control library;
** Relative expression based on software REST (v.2.0.13) after the method AACq; UR — up-regulated; DR — down-regulated; n.s.: not significant a p <0.05.



86

A NOSITCL PHOSPHATE METABOLISM — e P
it P [}

Tmm e .wnsmLiliPs
3 1347] M
aa
D-myn.!mdn\-( L ,,,,,,,
7 ] e R
1 Prosplasiyl | gl
- mosiah 3 s ool 3F
L2 Dot 3133][17 18] e it
10-gIceitol- 46210 myo-Inasiolh4F ) S FEAN ] =T n
[G135}—w0—{1357}-*0 1Pl

’
Dutiuconm-Rgy
1Dsego Ticeital | 3.4P)

s 31336] 1357 w0—{3135] =0

13450 4 1D sy reitol L4F2
[T

— e —
! ;m "
L-_, o it
=0l

e M.,“,,L- of gt

[EFET)
& g terta1 31
EiE N
it Mgyin oy

P [ ot

© O 31 |e0—b| i,,,",,’““m':“ﬁ““’““

3550 BT+ (15 +0 e ~0 30w
e

R i e 3 T
i BTty g™

. J—
;rwm e

—

(Toa e )ﬂ——c-—-—-zl o

AcelyhCok

T |
Qrotrst s — w3311

O
3133 [3138] A
Peatoss s gucuconts
iniesom s oreogrnesis |
mem;,ap; ]nnsmli,ZAinPs ez o

" Glyesraiiehych 37 D'hfm'f“"w"
e o ety Shebplt
Bt et
s
b Faonors

a1

INOSITOL PHOSPHATE METABOLISM e IHOSITOL PHOSFHATE METABOLISM iieephaidn, et getia
it P [t R
(8] e ""‘\ e 1119 m uw
T S F i mru)
{31387} 77 @] [513]
i) l it m
nmminu ,,,,,,, ihbmmioiase W )
{ ETa ey FOTE)
l-mwp i iyt m.,;,..m;; L rosshaiay
e 15y et 37 o 11 sy 30
L2 Dot [FERES]) 1Dauyo-mosdcl 14 7o 12 Diney et EeEE skt et SR s
10 IceifolL4Fs 1T myo-Tnasi i | ¥R FRE)
o o o—{31337 T-Phoapharidyl. -
L i P
,
Dheom-iFg thi? 2
. D-axpo Tl 3R i ngnlmnlnl 1Dy |mm1w e o lhosial__1D-wyo i P77 53]
o—m—bo_m—'o—(_)—g O%—[I135—0: 3~ o Obwrophospholipad Tngss m ma o—{3 188} on—H—va— of Omptorpiotid
RS 10y Inositol 3 4F2 lEﬁ‘lelﬂyLm metshalim L4 Dy noaitc 3,8 4113 Proshaity = J
ot
e i eI
-
& 10 o Inosizol. & 1Dy, Inositol. © myo-Dosial 1, 5F L L Doy ncainale mw‘wﬂ"“-lm
=t LaER Y] ) . e _»AEE EiaHee —
i) raesitol m”""’ D Taptunnste Ir— © Baesitol zyla osizn o o, rpr—
o—liL eo—of SRR - o L e e T
[ ——e.510 s frict D10y sl
e B !yn-mnﬂlnl) EiEl+o-Girmlro—EEim-o-{TTiml g ADwy eie [ B 1L me s [RNRT .. [FTTT#0 2 Drory S et
' plorplaie L plégiuts T e e g [t B phociiie Lploagh reyllo-Tosose 3566 Tl Deoy Shets. | B oo F
T BT B 27115] el LT Do Do
Dtwwone O o—{EEBI— m o D.luremnae G40
r—P”L? i L G 1 o 5]
\Da A i ot ek 1o ——Oo— RO 1D lmsitol- I o TCA cyele J9 ——O- o
i o B ot Y e i W ot (CED o
4 ey 4 =
[y p— Giyis ! o o Ghobms! Vo — —0a—{T317}-0
rserse Olworcprest | i Olioreograrss
Do AR T 243475 e © Clymiblyds P Dltpimzpntone Dol 23 miob 24328 = © ik P Do
Dicsim el e phospisl Dovtiolmonial Ry b
Bl ioenol Bt nosiol
coseaznsng ez
&) ki Libososes O Namion Lboratoris

Figure 6. Mapping of gene expression in the inositol pathway in the cultivar Pitiuba, according to in silico analysis of HT-SuperSAGE unitags and in RTg-PC R in: (A) HT-
SuperSAGE, (B) RTg-PCR in the time of 30 minutes, (C) RTg-PCR in the time of 90 minutes. Legend: red (UR / unitags), green (DR / unitags), pink (n.s. / unitags). UR: up-
regulated; n.s.: not significant, p < 0.05. (Enzyme Commission Numbers): 1.13.99.1: (MIOX) myo inositol oxigenase; 1.2.1.18 / 1.2.1.27: (MMSDH) methylmalonate
semialdehyde dehydrogenase; 2.7.1.140 / 2.7.1.151: (IpK2) inositol-polyphosphate multikinase; 2.7.1.64: (MIK) myo-inositol kinase, 3.1.4.11: (PI-PLC) phosphoinositide
phospholipase C.
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Figure 7. Mapping of gene expression in the inositol pathway in the cultivar BR-14 Mulato, according to in silico analysis of HT-SuperSAGE unitags and in RTg-PC R in:
(A) HT-SuperSAGE, (B) RTg-PCR in the time of 30 minutes, (C) RTg-PCR in the time of 90 minutes. Legend: red (UR / unitags), green (DR / unitags), pink (n.s. / unitags).
UR: up-regulated; n.s.: not significant, p < 0.05. (Enzyme Commission Numbers): 1.13.99.1: (MIOX) myo inositol oxigenase; 1.2.1.18/1.2.1.27: (MMSDH) methylmalonate
semialdehyde dehydrogenase; 2.7.1.140 / 2.7.1.151: (IpK2) inositol-polyphosphate multikinase; 2.7.1.64: (MIK) myo-inositol kinase, 3.1.4.11: (PI-PLC) phosphoinositide
phospholipase C.
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DISCUSSION

Both cultivars expressed 21 enzymes (Figure 4). In Pitiuba, the least expressed
components are phosphorylated derivatives, except MMSDH which has not been studied in
legumes so far. In BR-14 Mulato all are derived from myo-inositol. The myo-inositol
oxygenase (MIOX, EC 1.13.99.1) can control the levels of myo-inositol metabolites in plants
(Endres and Tenhaken, 2009). Also MIOX was recognized as an important enzyme due to its
role in the metabolism of inositol as a precursor in the synthesis of ascorbic acid (AsA) in
Arabidopsis thaliana (Arner et al., 2001). Myo-inositol kinase (MIK, EC 2.7.1.64) can produce
IP1 from inositol. MIPS (myo-inositol-1- phosphate synthase, EC 5.5.1.4) and MIK
transcription activities were detected in the rice seed aleurone layer, which is the predominant
site of phytic acid biosynthesis and accumulation (Kim et al. 2008). Sengupta et al. (2008),
demonstrating the accumulation of higher quantities of D-ononitol (methylated derivative of
inositol) in tobacco, the plant has a faster recovery when exposed a high salinity conditions (50-
150mM NacCl) and water deficit, reporting a coordinated increase in MIPS expression. Key
enzymes in the synthesis of inositol and derivatives such as MIK and IMPase (inositol
monophosphate synthase, EC 3.1.3.25) are increasingly understood and their functions better
characterized.

Based on the results of the five proposed and validated candidates, their genetic profile
allowed us to detect that the cultivar Pitiuba could detect overexpression in the first 30 minutes,
validating the response in SuperSAGE. However, after 90 minutes this expression can no longer
be verified, which may indicate that SuperSAGE was quite strict, or the number of replicas was
not enough, or even the material at 90 'may have degraded. Already cultivar BR-14 Mulato,
was able to detect overexpression in the first 30 minutes of a gene, validating the response in
SuperSAGE, but when considered the cultivar Pitidba. After 90 minutes of stress, this
expression can no longer be verified (Figures 6 and 7). The genes will be discussed individually
below.

I. 1D-myo-inositol tetrakisphosphate 5-kinase (IpK2, 2.7.1.140 / 2.7.1.151)

In silico data for unitag CpSal_12858 representative of IpK2 demonstrated UR of cultivar
Pitiuba and non-significant expression of cultivar Br-14 Mulato (FCPT = 2,81, FCBR = 2,51)
(Table 3 and 4; Figures 6A and 7A). RT-gPCR results for IpK2 revealed non-significant
expression of cultivar Pitiuba and significant UR for another cultivar in initial time (respectively
0,84 and 2,30; Table 3 and 4; Figures 6B, 6C, 7B and 7C). Further, in 90 minutes both cultivars
presented ns expression.

I1. myo-inositol quinase (MIK, EC 2.7.1.64)



89

In silico analysis indicated UR expression of tolerant cultivar and non-significant of
sensitive cultivar (Table 2 and 3; Figures 6A and 7A) for MIK unitag (FCPT = 2,41, FCbr = -
1,86). RT-gPCR results (Tables 2 and 3; Figures 6B, 6C, 7B and 7C) demonstrated non-
significant expression for cultivars in 30 and 90 minutes. Plants within MIK could convert myo-
inositol in myo-inositol-monophosphatase (IMPase, EC 3.1.3.25) presenting an importante
metabolic role (Loewus et al., 1982).

I11. myo-inositol oxygenase (MIOX; EC 1.13.99.1)

Until now, MIOX is the only known enzyme for inositol oxidation (Arner et al., 2001).
MIOX, represented for CpSal_23691 (FCPT = 4,28, FCBR= -1,86) unitag (Tables 2 and 3;
Figures 6A and 7A), presented significant UR of cultivar Pitiuba and n.s. of cultivar BR-14
Mulato in the in silico assay. Furthermore, all cultivars didn’t demonstrate significant
differences at 30 and 90 minutes in RT-gPCR assays (Tables 2 and 3, Figures 6B, 6C, 7B and
7C). The MIOX importance in plants was associated with inositol metabolism performing as a
precursor in the ascorbic acid biosynthesis in Arabidopsis (Lorence et al., 2004). In addition,
MIOX can control myo-inositol metabolite level in plants (Endres and Tenhaken, 2009).

IV. methylmalonate-semialdehyde dehydrogenase (MMSDH, EC 1.2.1.18/1.2.1.27)

MMSDH, represented here by unitag CpSal_21204 (FCPT =-2,18, FCBR =4,85) (Table
2; Figures 6A and 7A), presented UR of sensitive cultivar and ns expression in cultivar Pitiuba
for in silico analysis. RT-gPCR assays demonstrated UR of cultivar Pitiuba and non-significant
expression for cultivar BR-14 Mulato in 30 minutes. Constitutive expression of both cultivars
had a final time of 90 minutes (Tables 2 and 3; Figures 6B, 6C, 7B and 7C).

V. specific phospholipase C (PI-PLC, EC 3.1.4.11)

In silico analysis demonstrated that the unitag CpSal_21250 representative of PI-PLC UR
of tolerant cultivar (FCPT = 4,01, FCBR = 2,15) (Table 2; Figures 6A and 7A). PI-PLC’s
expression was validated for RT-qPCR (Tables 2 and 3; Figures 6B, 6C, 7B and 7C) for the
two cultivars. Cultivar Pitiuba demonstrated UR at 30 minutes and non-significant at 90 minutes
(respectively 7,88 and 1,41). The cultivar BR-14 Mulato presented ns expression in both stress
times. Hunt et al. (2003) observed in tobacco transgenic plants a gene encoding phospholipase
C with reduced expression levels. This enzyme catalyses the hydrolysis of phosphatidylinositol
4,5-biphosphate in InsP3 [inositol (1,4,5) — triphosphate] affecting the whole pathway acting at
this point.

The gene encoding PI-PLC is important since PI-PLC is identified in the literature as
involved in osmoprotective mechanisms in plants under water deficit and may also indicate

such involvement under salinity. Already MIK and MIOX have been DR is a disadvantage as
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they are involved in controlling the level of myo-inositol metabolites in plants, which may
indicate less substrate in the pathway.
CONCLUSIONS

Discovering the signaling components involved in cellular responses is important to
understanding how plants deal with stress. In silico data associated with the five validated genes
allowed to demonstrate important genes, but did not show distinct response in both cultivars.
This is because metabolic pathways may interact with other pathways, and signals from two
different metabolic pathways may be required to activate a response, or either pathway may
trigger the same response. Even so, the proposed molecular candidates can be used in cowpea
and other legume trials, since salt stress is a critical process for plants and related studies are
required.
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Analise transcriptdmica das vias metabdlicas de inositol e oligossacarideos da familia
rafinose em feijdo-caupi em resposta ao estresse bidtico
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RESUMO

O feijdo-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp] é uma leguminosa que desempenha
importante papel socioecondmico e na agricultura mundial, sendo amplamente cultivado nas
regides Norte e Nordeste do Brasil, principalmente por sua rusticidade e plasticidade fenotipica
em condi¢cbes adversas de solo e clima (com caracteristicas peculiares de resisténcia a
estresses). Os principais fatores limitantes a producdo agricola dessa leguminosa sdo
decorrentes de estresses bioticos, relativos as aces de agentes fitopatogénicos. Para enfrentar
tais condicGes adversas, as plantas desenvolveram mecanismos moleculares de ajuste
fisioldgico, responsiva a vias de estresse. Dentre as moléculas reconhecidas com funcao em tal
resposta, o Inositol e seus derivados, como RFOs séo de interesse. Assim, por meio de anélise
in silico de tags HT-SuperSAGE e utilizando os transcritos relacionados as vias especificas de
metabolismo, foi possivel analisar transcriptomas de folhas feijdo-caupi sob estresse biotico
(3T: tempo precoce, 90 min e T4: tempo tardio, 16h), em busca dos componentes das vias
metabdlicas em questdo, visando verificar as regulacfes in silico, mapear os transcritos nas
respectivas vias, bem como identificar especificidades nas respostas fisioldgicas perante cada
estresse em questdo. No presente estudo, foi realizado o BLASTn das tags com ESTs de feijao-
caupi, e os alinhamentos aceitaveis envolveram 20.645 unitags e 106.670 ESTs de feijao-caupi.
Posteriormente, as ESTs que ancoraram tags foram alinhadas, via BLASTX, com sequéncias
seeds de proteinas de feijdo azuki, totalizando o estudo de 14 enzimas disponiveis nas vias. Por
fim, quatro genes candidatos foram propostos e testados para validacdo dos resultados
encontrados na HT-SuperSAGE. Os dados de transcriptdmica os resultados apontaram
resultados de transcri¢cdo semelhante para pelo menos um dos tempos. Este estudo pretendeu
decodificar as vias de metabolismo (suas enzimas e transcri¢fes), revelando ainda candidatos

pouco explorados em cultivos em condic¢des desfavoraveis.

Palavras-chave: leguminosa, infec¢do por potyvirus, SuperSAGE, metabolismo.
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ABSTRACT

The cowpea [Vigna unguiculata (L.) Walp] is a legume that plays an important
socioeconomic role and in the world agriculture, being widely cultivated in the North and
Northeast of Brazil, mainly for its rusticity and phenotypic plasticity in adverse conditions of
soil and (with peculiar characteristics of resistance to stress). The main limiting factors for the
agricultural production of this legume are due to biotic stresses related to the actions of
phytopathogenic agents. To address such adverse conditions, the plants developed molecular
mechanisms of physiological adjustment, responsive to stress pathways. Among the molecules
recognized with function in such a response, Ins and its derivatives, such as RFOs, are of
interest. Thus, by means of in silico analysis of HT-SuperSAGE tags and using the transcripts
related to the metabolic pathways, it was possible to analyze the transcriptomes of cowpea
leaves under biotic stress (3T: early time, 90 min and T4: late time, 16h ) in search of the
components of the metabolic pathways in question, in order to verify the in silico regulation, to
map the transcripts in the respective pathways, as well as to identify specificities in the
physiological responses to each stress in question. In the present study, the BLASTn of tags
with ESTs of cowpea were performed, and the acceptable alignments involved 20,645 unitags
and 106,670 ESTs of cowpea. Subsequently, the ESTs that anchored tags were aligned, via
BLASTX, with seeds sequences of azuki bean proteins, totalizing the study of 14 enzymes
available in the pathways. Finally, four candidate genes were proposed and tested for validation
of the results found in HT-SuperSAGE. The data from transcriptomic results showed similar
transcript results for at least one of the times. This study aimed to decode metabolic pathways
(their enzymes and transcripts), revealing still poorly exploited candidates in crops under

unfavorable conditions.

Keywords: legume, potyvirus infection, SuperSAGE, metabolism.
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INTRODUCAO

O feijdo-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp] é uma leguminosa cultivada mundialmente,
com um numero cromossomico diploide 2n = 22 e tamanho estimado do genoma de 620 Mb,
colocando-o0 como um dos menores genomas dentre as leguminosas (Boukar et al., 2018).
Possui um elevado teor proteico, sendo utilizado tanto como cultura de subsisténcia quanto para
comercializacdo (Weng et al., 2017).

A maior parte da producio e consumo de feijao-caupi esta na Africa Ocidental e Central.
A Nigéria produz a maior quantidade de gréos de feijdo-caupi, apresentando em 2014, cerca de
2,14 milhdes de toneladas, seguida, respectivamente, de Republica do Niger e Burkina Fasso
com uma média de 1,59 e 0,57 milhdes de toneladas (Faostat, 2017). Apesar de sua relevancia
para a agricultura, ha fatores limitantes a producéo agricola decorrentes dos estresses bioticos,
relativos as acdes de agentes fitopatogénicos. No Brasil e em outros paises, as causas mais
comuns dessas perdas ocorrem por viroses, como o0 cowpea aphid-borne mosaic virus
(CABMV) (Kitajima, 1995).

O CABMV pode ser transmitido por meio de sementes infectadas e na natureza de forma
ndo persistente por afideos, podendo ocasionar sintomas severos como mosaico intenso no
limbo foliar, faixas verde-escuras nas nervuras, distorcao das folhas e redu¢do mais ou menos
acentuada do crescimento das plantas (Pio-Ribeiro et al., 2005). Neste sentido, uma melhor
compreensdo dos mecanismos moleculares relacionados ao estresse € um passo importante para
a melhoria da produtividade e qualidade das leguminosas.

As plantas desenvolveram uma gama de mecanismos moleculares de adaptacdo
fisiol6gica para suportar condigdes estressantes. Tais dependem de um maquinario celular
diversificado, operando em niveis estratificados como sensoriamento, sinalizacdo, ativacao e
reorganizacdo de vias que respondem a estresses (Bartels e Souer, 2004). Entre as moléculas
conhecidas para operar em mais de um nivel mencionado, o inositol tem se destacado, uma vez
que tem multiplos efeitos no metabolismo vegetal (Loewus e Murthy, 2000; Majumder e
Biswas, 2006). O inositol esta relacionado ao metabolismo dos oligossacarideos da familia
rafinose (RFOs) atuando na via biossintética deles. A partir do mio-inositol e UDP-galactose,
a enzima Galactinol Sintase (GOLS; EC 2.4.1.123) sintetiza o galactinol, que serve como um
doador de galactose para a sintese subsequente de membros de RFOs (Sprenger e Keller, 2000;
Liu et al., 1998). Pesquisas cientificas estdo disponiveis para leguminosas e outras espécies de
plantas, relacionadas a analise de genes particulares ou quantificacdo de compostos especificos

de inositol e derivados (Kumar et al., 2011).
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O presente estudo teve como objetivo analisar transcriptomicamente as vias metabdlicas
de inositol e oligossacarideos de rafinose, fornecendo uma analise de expressdo génica
comparando tempos contrastantes (90 minutos e 16 horas) em bibliotecas HT-SuperSAGE,
compostas por folhas de feijao-caupi infectado com o potyvirus CABMV, com 112.505 unitags
provenientes do gendtipo IT85F-2687 (resisténcia ao potyvirus CABMV) (Kido et al., 2011).

MATERIAL E METODOS

O gendtipo de feijao-caupi [V. unguiculata (L.) Walp.] utilizado no presente estudo foi
IT85F-2687, selecionados a partir de em ensaios anteriores. As sementes desses genoétipos
cultivadas em vasos com areia lavada regada com 200 ml de % forca da solucdo de Hoagland
(Hoagland e Arnon, 1950). Plantulas com 28 dias de idade foram submetidas ao desafio com o
potyvirus CABMV a diferentes periodos de tempo. As folhas foram coletadas aos 0 minutos
(controle) e irrigadas com solugdo de Hoagland, 90 minutos e 16 horas, ap6s serem injuriadas
mecanicamente com a abrasdo com p6 de carborundum e inoculadas com CABMYV e irrigadas
com solucdo de Hoagland. Posteriormente foram coletadas e imediatamente congeladas em
nitrogénio liquido e armazenadas a -80 °C. Os desenhos experimentais foram fatoriais
(cultivares X tempo do estresse) com trés repeti¢Ges bioldgicas (Kido et al., 2011).

As tags disponiveis foram oriundas de bibliotecas HT-SuperSAGE (26 pb), desenvolvido
pela rede Nordest (Kido et al., 2012). Considerando o contraste entre duas bibliotecas realizou-
se testes de significancia de Audic e Claverie, sendo determinado o valor p ao nivel de 5% de
probabilidade (p-value; p < 0.05) para se definir as tags diferencialmente expressas, as quais
foram classificadas em: UR — induzida, DR — reprimida, e n.s. — ndo significativa. O valor da
modulacdo da expressdo da tag (FC; Fold Change) foi obtido ap6s a normalizacéo da biblioteca
para um milh&o de tags; esse valor representa quantas vezes uma determinada tag (unitag) foi
mais ou menos expressa quando comparada com a frequéncia observada em outra biblioteca.

Posteriormente as tags HT-SuperSAGE foram alinhadas, a partir de analises via BLASTn
(e-value < e19), contra sequéncias expressas ESTs de feijdo-caupi disponiveis nos seguintes
bancos de dados: i) banco de dados local [clusters e singletons de ESTs da Rede NordEST
(UFPE) e Harvest: Cowpea Project], i) Gene Index Project
(ftp://occams.dfci.harvard.edu/pub/bio/tgi/data/):, iii) NCBI (National Center of Biotechnology
Information; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Para este estudo, foram considerados somente
alinhamentos BLASTnN (tag-EST) perfeitos ou com somente um mismatch em 26 pb, nédo
podendo este ocorrer nas quatro bases iniciais que caracteriza a tag (CATG), a fim de garantir

a idoneidade da tag HT-SuperSAGE e sua identidade com transcritos reconhecidos.
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Posteriormente, as sequéncias expressas ESTs de feijdo-caupi com tags ancoradas, foram
alinhadas via BLASTX (e-value < %), com proteinas de feijdo azuki [Vigna angularis (Wild)
Ohwi & Ohashi], as quais contam com enzimas mapeadas nas vias metabdlicas de INS e de
RFOs, na base de dados KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes). A confirmacao
da anotacdo de dominio foi realizada por meio do CDD (Conserved Domain Database;
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/cdd/).

O mapeamento das tags nas vias metabdlicas foi realizado a partir da base de dados
KEGG.O diagrama do metabolismo de inositol disponivel no KEGG apresenta 48 enzimas
diferentes (Figura 1). Destas, 24 enzimas foram mapeadas no genoma de feijdo azuki. O
diagrama de galactose, inclui 0 metabolismo de oligossacarideos da rafinose (RFOs), também
apresenta 48 enzimas diferentes (Figura 1A), das quais 16 enzimas ja foram isoladas do feijdo
azuki. Destas enzimas, cinco [galactinol sintase (GOLS, EC 2.4.1.123), alfa galactosidase
(aGAL, EC 3.2.1.22), rafinose sintase (RS, EC 2.4.1.82), estaquiose sintase (STS, EC 2.4.1.67)
e invertase (INV, EC 3.2.1.26)] sd&o componentes de RFOs de feijdo azuki (Figura 1B;
asteristicos azuis).

Numeros ECs (Enzyme Commission Numbers) identificaram a enzima em questdo. Tais
nameros foram associados as proteinas por meio de analises BLASTXx. Para gerar os heatmaps,
transcritos diferencialmente expressos foram clusterizados hierarquicamente com o auxilio do
programa Cluster 3.0 (v.1.1.4r3; Eisen et al., 1998), usando parametros padrdo e dados de
modulacdo das tags relacionadas (fold change; FC: quantas vezes uma tag foi mais expressa
em uma biblioteca em relacdo a outra). Os dendrogramas associados foram gerados por meio

do programa TreeView (Page, 1996).
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Os nés laranja representam enzimas com sequéncias seeds proteicas disponiveis para o feijdo azuki. * Asteristicos
azuis representam o metabolismo dos oligossacarideos da familia rafinose (RFOs).
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O RNA total foi isolado das folhas, a partir de extragdo com CTAB modificado (Chang
et al., 1993), sendo posteriormente tratado com o kit ‘DNase Treatment and Removal Reagents
(Ambion)’, quantificado via espectrofotdmetro NanoDrop (ND-1000 Spectrophotometer,
Peqglab), € o RNA convertido em cDNA usando o kit ‘ImProm-11™ Reverse Transcription
System (Promega)’, e ressuspendidos em volume de 20 pL, conforme instru¢des dos
fabricantes. A sintese de cDNA foi incubada a 70 °C por 7 min em tampé&o, 25 °C por 5 minutos
(para remocédo de DNA genémico contaminante), 42 °C por 60 min (transcri¢do reversa) e 70
°C por 15 min (inativacdo da enzima), em um termociclador. As amostras foram armazenadas
em freezer a -20 ° C até as reacOGes de RT-gPCR. Posteriormente, os DNAs genémicos dos
acessos foram utilizados para amplificagdes via PCR em reagoes de 20 pL [20 ng de DNA
gendmico, 1x PCR buffer, 1,5 mM de MgClz, 100 uM de dNTPs, 0,15 uM de cada primer e
0,5 U de Taq DNA polimerase]. As integridades de RNA foram verificadas em gel de agarose
1,5% (p/v), sendo visualizados apds coloragdo com corante de carregamento bluegreen (LGC
Biotechnology®).

Conforme a andlise in silico das tags SuperSAGE, genes-alvo foram selecionados para
validacao via RTg-PCR. Os primers, para amplificar cONAs alvos gque alinharam na via, foram
desenhados através do programa Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/), com os seguintes
pardmetros: (1) tamanho do primer — minimo 20, 6timo 22 e maximo 24; (2) tamanho do
amplicom — com 60 a 150 pb; (3) temperatura de dissociacdo (TM) do primer — minima de
57°C, 6tima de 60°C e maxima de 63°C; (3) temperatura de melting do produto — minima de
65°C, 6tima de 82°C e méaxima de 95°C; (4) conteddo GC (%) — com variacao de 45 a 55 % e
(5) GC clamp — 1. Os demais parametros seguiram o padréo do programa. Os inputs utilizados
no programa foram as sequéncias de ESTs de feijdo-caupi que alinharam com tags (plus / plus),

com no maximo um erro (mismatch) no alinhamento de 26 pb.

Apbs esta etapa, os primers foram submetidos ao programa OligoAnalyzer
(https://www.idtdna.com/calc/analyzer) para a verificacdo de possiveis formac6es de grampos.
Para analisar a formacdo dos grampos nos iniciadores foi verificada a Tm de cada uma das
estruturas. Se a Tm do grampo for superior a Tm das condigdes de reagdo, esse iniciador foi
considerado problematico. Os primers foram sintetizados pela Bioneer Corporation (Coréia do
Sul) e testados em amplificagcdes de cDNAs utilizando PCR convencional, nas condigdes de 5
min a 95 ° C, seguido por 35 ciclos de 95 ° C por 15 s, 58 ° C por 30 s, e 72 durante 30 s. Os
produtos de PCR foram analisados em gel de agarose a 1,5% (p / v) corado com corante

bluegreen (LGC Biotechnology®).
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O RT-gPCR validou a expressdo génica de seis candidatos moleculares. Os ensaios RT-
gPCR seguiram as diretrizes do protocolo MIQE (The Minimum Information for Publication
of Quantitative Real-Time PCR Experiments), com o objetivo de aumentar a confiabilidade dos
resultados. A técnica RT-gqPCR foi usada para validar a expressdo observada pela SuperSAGE.
As reacOes de RT-gqPCR foram realizadas em termociclador BIOER® de 96 pogos, utilizando-
se o kit Platinum® SYBR® Green qPCR SuperMix UDG (Invitrogen), conforme instrucoes do
fabricante. A formula E = [10—1/slope] — 1 foi utilizada para calcular a eficiéncia de cada par
de oligonucleotideos. Foram utilizados dois genes normalizadores para cada analise, sendo 0s
resultados analisados via programa Relative Expression Software Toll (REST) versdo 2.0.13
(Pfaffl et al., 2002).

O RT-gPCR promoveu curvas de dissociacdo (melting curve) para confirmar a
especificidade de amplificacdo dos candidatos propostos. Além disso, as curvas de calibracao
foram feitas utilizando amostras de cDNAs das cultivares tolerantes e sensiveis e diluicBes
seriadas (1, 10-1, 10-2, 10-3 e 10-4). Estas curvas tinham o objetivo de calcular a eficiéncia de
amplificacdo (E = 10 —1 / inclinacdo da curva padrdo) de cada candidato. As reacdes de RT-
qPCR foram realizadas em um volume final de 10 pL, incluindo: 1 pL da amostra de cDNA
(diluida cinco vezes), 5 uL. da Mistura Master gPCR SYS Green ™ 2x (USB®) HotStart-IT,
0,05 pL de ROX, 1,95 pL de agua ultrapura ¢ 1 pL de cada primer (0,05 pM). Em todas as
reacdes de RT-qPCR (em placas de 96 pocos), realizadas com trés repeti¢des bioldgicas e trés
técnicas, utilizou-se um controle negativo (amostra de cDNA) e dois genes de referéncia, f3-
tubulina e F-BOX (Amorim et al., 2018). As reacdes de RT-gPCR foram realizadas em
LineGene 9660, modelo FQD-96A (Bioer®), usando o sistema de deteccdo SYBR Green. Essas
reacOes utilizaram a seguinte programacdo: desnaturacgéo inicial de 95 ° C por 2 min, seguida
por 40 ciclos de 95 ° C por 155,58 ° C por 30 s e 72 ° C por 30 s. As curvas de dissociacdo
foram analisadas entre 65 e 95 ° C por 20 min apds 40 ciclos. O software LineGene 9600 (versao
1.1.10) determinou os ciclos de quantificagdo (Cq), temperaturas de fuséo e quantificagdes
absolutas e relativas. Os dados relativos a expressao relativa foram calculados pelo método

AACq e avaliados pelo software REST (Relative Expression Software Toll, versao 2.0.13).

RESULTADOS
Do universo de 112.505 unitags HT-SuperSAGE no ensaio desafiado com o potyvirus

CABMV, foi realizado o BLASTN dessas tags com ESTs de feijdo-caupi, e os alinhamentos



102

aceitaveis envolveram 20.645 unitags e 106.670 ESTs de feijdo-caupi, com no maximo um erro
em 26 pb. Através do diagrama de Venn (Figuras 2A e 2B), foi possivel quantificar as unitags
induzidas (UR), reprimidas (DR) e n&o significativas (n.s., p< 0.05) presentes nos tempos
precoce (3T: bulk 30, 60, 90 min) e tardio (T4: 16h), como aquelas exclusivas de cada um.
Nesse panorama, foram identificadas exclusivamente 198 e 1.747 unitags induzidas
(Figura 2A) nos tempos precoce e tardio, respectivamente. Ao passo que, 123 unitags induzidas
foram comuns em ambos 0s tempos. Enquanto, 502 unitags foram induzidas no tempo precoce
e reprimidas no tempo tardio. Subsequentemente, 4.633 e 1.751 unitags foram identificadas
como reprimidas nos tempos precoce e tardio, respectivamente. Também foram detectadas 290
unitags reprimidas nos tempos precoce e tardio, e 508 unitags reprimidas no tempo precoce e
induzidas no tempo tardio. Por fim, foram observadas também 6.603 unitags nao significativas
em ambos os tempos (Figura 2B). Posteriormente, as ESTs que ancoraram tags foram alinhadas,
via BLASTX, com 24 e 5 sequéncias seeds de proteinas presentes no metabolismo de INS e
RFOs, ambas da base de dados KEGG, a fim de mapear o maior nimero de componentes das

duas vias, visando uma melhor compreensao do modelo em feijdo-caupi.

A B

DR (3T) DR (T4)

4633 1751
(47.5%) (18%)
0 290 0
(0%) (0%)
(

n.s. (3T) n.s. (T4)

(3%)

198
(2%)

1747
17.9%)

0

| (0%)

Figura 2. Diagrama de Venn com tags HT-SuperSAGE de feijdo-caupi sob estresse biotico (CABMV; 3T: bulk
30, 60, 90 min; e T4: 16h). A- unitags induzidas (UR); unitags reprimidas (DR); B - unitags ndo significativas
(n.s.; p<0,05).

0
(0%)

508

4 (5.2%)
0%)

UR (3T) UR (T4)

No metabolismo de inositol foram identificados 171 diferentes ESTs de feijéo-caupi
ancorando 46 unitags, cujos produtos de traducéo foram similares com 11 sequéncias seeds de
proteinas de feijdo azuki. Para a resposta do estresse no tardio (T4), as expressdes apresentaram
5 unitags consideradas induzidas, 2 unitags reprimidas, e 5 unitags ndo significativa (Figuras
3A e 3B). Em relacdo a resposta ao estresse no tempo precoce (3T), 12 unitags foram

consideradas reprimidas e 3 unitags foram nao significativas (Figuras 3A e 3B). Para tal via, as
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proteinas similares foram curadas, sendo confirmados os dominios pela base de dados CDD, o
que possibilitou detectar os nimero EC (Enzyme Commission Numbers), KO (KEGG
Orthology) das seeds de feijdo azuki com suas respectivas anota¢fes, nome da enzima, ID de
acordo com o banco de dados KEGG, confirmado pelo banco de dados NCBI, e abreviacao de

acordo com o CDD (Conserved Domain Database) (Tabela 1).

A B

DR (37) DR (T4) n.s. (3T) n.s. (T4)

14

(63.6%)

UR (3T) UR (T4)

Figura 3. Diagrama de Venn com tags HT-SuperSAGE de feijdo-caupi sob estresse biotico (CABMV; 3T: bulk
30, 60, 90 min; e T4: 16h), presentes na via de inositol. A- unitags induzidas (UR); unitags reprimidas (DR); B -
unitags ndo significativas (n.s.; p < 0,05).
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Tabela 1. Namero EC (Enzyme Commission Numbers) do metabolismo de inositol, KO (KEGG Orthology) das
seeds de feijdo azuki com suas respectivas anotagdes, sigla da enzima, ID de acordo com o banco de dados KEGG,
confirmado pelo banco de dados NCBI, e abreviagdo de acordo com o CDD (Conserved Domain Database).

Numero KO Enzima Anotacéo ID Abreviacéo
EC (NCBI) (NCBI) (CDD)
1.2.1.18 K0014 MMSD methylmalonate- XP_01740717 .
1.2.1.27 0 H semialdehyde dehydrogenase 6 PLN02419 superfamily
K0092 1-phosphatidylinositol-3- XP_01743654 .
2.7.1.150 1 PIKfyve phosphate 5-kinase 0 PIPKc superfamily
2.7.1.159  KO0091 inositol-tetrakisphosphate 1-  XP_01741269
2.7.1.134 3 ITPK1 kinase 3 PLN02941
27168 K0088 PIP5K phosphatldyllnogltol—4— XP_01741187 PLN03185 superfamily
9 phosphate 5- kinase 5
31316 phosphatidylinositol 3,4,5-
31348 K0111 PTEN trlsphosphate_ S—phos_phatase XP_01740952 PTP_PTEN
31367 0 and protein-tyrosine- 5
- phosphatase PTEN2A
K2027  PI(4,5)P phosphoinositide 5- XP_01744283 .
3.1.3.36 9 5 phosphatase 0 EEP super family
3.1.3.64  K1808 phosphatidylinositol-3- XP_01741489 i
3.1.3.95 1 MTM1 phosphatase myotubularin-1 0 Myotub-related
K0585 phosphoinositide XP_01741593 .
3.1.4.11 7 PI-PLC phospholipase C6 9 PLNO02952 superfamily
3143 KOill PC-PLC non-speuflccpgosphol|pase XP_015742282 Phosphoesterase
53.1.1 K0180 TPI triosephosphate isomerase XP_01741006 TIM_phosphateTblndln
3 6 g superfamily
5514 K0185 MIPS myo-inositol-1-phosphate XP_01741849 NAD_bmdmg_S
8 synthase 7 superfamily

Considerando o metabolismo de RFOs, foram identificados 77 diferentes ESTs de feijdo-

caupi ancorando 12 unitags, cujos produtos de traducao foram similares com 3 sequéncias seeds

de proteinas de feijdo azuki. Na resposta ao estresse no tempo tardio, as expressdes identificadas

foram consideradas 2 unitags induzidas, 1 unitag reprimida e 2 unitags ndo significativas

(Figuras 4A e 4B). Em relacgdo a resposta ao estresse no tempo precoce, foram consideradas 3

unitags reprimidas, e 2 unitags nao significativas (Figuras 4A e 4B). Assim como para INS, foi

possivel detectar no metabolismo de RFOs, os numero EC (Enzyme Commission Numbers), KO

(KEGG Orthology) das seeds de feijdo azuki com suas respectivas anota¢des, nome da enzima,

ID de acordo com o banco de dados KEGG, confirmado pelo banco de dados NCBI, e

abreviacdo de acordo com o CDD (Conserved Domain Database) (Tabela 2).
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A B

DR (3T) DR (T4) n.s. (3T) n.s. (T4)
o
(42.9%)
0 0
(0%) (0%)

UR (3T)
Figura 4. Diagrama de Venn com tags HT-SuperSAGE de feijdo-caupi sob estresse biotico (CABMV; 3T: bulk
30, 60, 90 min; e T4: 16h), presentes no metabolismo de rafinose. A- unitags induzidas (UR); unitags reprimidas
(DR); B - unitags ndo significativas (n.s.; p < 0,05).

UR (T4)

Tabela 2. Nimero EC (Enzyme Commission Numbers) do metabolismo de rafinose, KO (KEGG Orthology) das
seeds de feijdo azuki com suas respectivas anotagdes, sigla da enzima, ID de acordo com o banco de dados KEGG,
confirmado pelo banco de dados NCBI, e abreviacéo de acordo com o CDD (Conserved Domain Database).

NUmero KO Enzima Anotacao ID Short name
EC (NCBI) (NCBI) (CDD)
galactinol-sucrose .
24182 KO06617 RS galactosyltransferase XP_017411686 GH_D super family
32122 KO7407 oGAL alpha-galactosidase XP_017408541 PLN‘g?ng“ZyS”per

3.2.1.26 KO01193 INV beta-fructofuranosidase XP_017406596 Glyco_32




106

Considerando o modelo experimental aplicado ao ensaio HT-SuperSAGE, envolveram-
se 11 enzimas relacionadas ao metabolismo de inositol e RFOs que apontaram resultados de
transcricdo semelhantes para ambos os tempos precoce ou tardio ou tempos mostrando
resultados transcricionais distintos, incluindo a expressdo nao detectada em algum dos tempos
(Figura 5).

=
» =
O O
[T TS

ITPK1CABMV_79755

PIPSKCABMV_54336
MTM1CABMV_68946
MMSDHCABMV_56297

PTENCABMV_89924

TPICABMV_46405

PI-PLCCABMV_17296

- PIKfyveCABMV_57427
o PI(4,5P2CABMV_88025
082378 PC-PLCCABMV_16438
080 MIPSCABMV_9166

Figura 5. Clusterizacdo hierarquica em resposta ao estresse de virose nas bibliotecas HT-SuperSAGE em relagdo
ao controle negativo na via de inositol. 1 - em relacdo as enzimas, e os varios contrastes - vermelho: unitags UR;
verde: unitags DR; preto: unitags n.s. 2 - Fold Change do tempo precoce (3T: bulk 30, 60 e 90 min); Fold Change
do tempo tardio (T4: 16 h).
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Os dados HT-SuperSAGE néo possibilitaram mapear todos os componentes das vias de
Ins e RFOs. Assim, componentes como o MIOX (EC 1.13.99.1) e GS (EC 2.4.1.123) ndo
puderam ser mapeadas com as unitags disponiveis (Tabelas 3 e 4). Conforme observado,
MMSDH e TPI estariam sendo induzidos no tempo inicial do estresse, e apresentou unitags
reprimidas no tempo tardio (FC de -1,6 e -1,3, respectivamente). A unitag referente a proteina
myo-inositol-1-phosphate synthase (MIPS; EC 5.5.1.4), foi néo significativa no tempo precoce
e induzida no tempo tardio. A ativacdo do metabolismo basal como a glicélise, a via das
pentoses fosfato e o ciclo do acido tricarboxilico ja foram observados durante a inducéo do
metabolismo de inositol nas plantas superexpressando MIPS. Os demais componentes nao
apresentaram expressoes diferenciais significativas, ou ndo apresentaram expressédo em pelo
um dos tempos (Figuras 6A, 6B, 7A e 7B).
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Tabela 3. Identificacdo das ESTs de feijdo-caupi mapeadas na via de inositol, com suas respectivas unitags sob estresse biotico (CABMV; bulk 30, 60, 90 min; e 16h),
modulacéo [FC (Fold Change)], regulagdo da expressdo das mesmas, e quantitativo dessas por bibliotecas analisadas em tags por milhdo [ITP3T/ ITPIC (3T/ic), ITPT4/ITPICn

(T4lic)].

EC Number Trancript Unitag FC Reg ITPIC ITP3T FC Reg ITPIC ITPT4
1.2.1.18 TC5286 CABMV _56297 -29 DR 72,2 243 -16 DR 72,2 45,2
2.7.1.150 S115736.1 CABMV _57427 -13 n.s. 15,5 116 1,0 n.s. 15,5 15,6

2.7.1.1592.7.1.134 PO12564.1 CABMV_79755 1,3 ns. 0,9 1,2 -0,9 ns. 0,9 0,0
2.7.1.68 FF541006 CABMV_54336 2,7 UR 0,9 2,3 1,4 ns. 0,9 1,2
3.1.3.16 S133500.9 CABMV_89924 04 n.s. 0,0 04 -04 ns. 0,4 0,0
3.1.3.36 PO14652.4 CABMV_88025 - - - - 0,8 n.s. 0,0 0,8
3.1.3.64 PO16163.1 CABMV_68946 -2,3 DR 2,3 0,0 - - - -
3.143 S128617.1 CABMV_16438 - - - - 24 UR 0,0 24
3.1.4.11 SI137058.1 CABMV_17296 -2,2 ns. 2,6 1,1 -6,4 ns. 2,6 04
5.3.1.1 0i|190518166|gb|FG902117.1|FG902117 CABMV 46405 -16 DR 1753 1043 -13 DR 1753 1358
55.1.4 TC4316 CABMV_9166 -1,7 n.s. 3,9 2,3 12,7 UR 3,9 49,7
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Tabela 4. Identificacdo das ESTs de feijdo-caupi mapeadas no metabolismo de RFOs, com suas respectivas
unitags sob estresse bidtico (CABMV; bulk 30, 60, 90 min; e 16h), modulagao [FC (Fold Change)], regulagdo da
expressdo das mesmas, e quantitativo dessas por bibliotecas analisadas em tags por milh&o [ITP3T/ ITPIC (3T/ic),

ITPT4 / ITPICn (T4/ic)].

EC

Number Trancript

FC

Reg ITPIC ITPT4

24182 TC2744

3.2.1.22  TC3033

3.2.1.26 SI28495.1 CABMV_58454 0,0

CABMV_50331 0,0

CABMV_86839

2,0

1,0
1,2

UR 0,0 2,0

n.s. 0,4 0,4

n.s. 0,0 1,2
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Conforme a analise in silico realizada, as expressdes génicas de trés candidatos
moleculares na via de inositol e um candidato molecular de rafinose (Tabela 5) foram validadas
independentemente por RT-gPCR nos tempos precoce (3T: 90 minutos) e tardio (T4: 16 horas).
Os primers projetados para os candidatos propostos (PIKfyve, PC-PLC, MIPS, RS) e os genes
de referéncia (B-tubulinaa e F-BOX) amplificaram os cDNAs gerados a partir das amostras de
RNA. Além disso, as curvas de dissociacao (melting curve) para cada par de primers mostraram
especificidade, amplificando apenas um produto. Eficiéncias de amplificacdo (E), coeficientes
de correlacdo (R) e declives, para cada candidato, estimados a partir da curva padrdao usando
diluicdo serial (100, 101, 102, 102 e 10*) e um pool de cDNAs de folhas (resistente ao
CABMYV) de plantas sob ou sem estresse (controle), variou, respectivamente, de 91,03 a 102,66
%, 0,87 a 0,98 e -3,31 a -3,53. Estes resultados apresentaram condi¢bes favoraveis de
amplificacdo e variacOes aceitaveis para gerar dados confiaveis de expressdo relativa entre

amostras.



Tabela 5. Genes candidatos propostos e seus resultados baseados na analise in silico de unitags HT-SuperSAGE expressas do genétipo IT85F-2687 e sua expressao relativa

por RT-gPCR, utilizando cDNAs de feijdo-caupi de folhas ap6s 90 minutos e 16 horas sob condicdes de estresse bidtico.

Primer

HT-SuperSAGE
(3T: bulk 30, 60, 90
minutos; T4: 16 horas)

RTqg-PCR
(3T: 90 minutos; T4: 16
horas)

Genes Candidatos Unitag EST
PIKfyve CABMV_57427 S115736.1
NPC ou PC-PLC CABMV_17296 S128617.1
MIPS CABMV_9166 TC4316
RS CABMV_50331 TC2744

(L) CAGCTCCATCAAATCCTAAACC
(R) TCACTTTGAGGTTTGTCTGAGG

(L) TGGATCCTGATAAAGTGAGACG
(R) TTGATGAGTCAATGCGAGTACC

(L) TTCAGCCTTGAACTGGATACG
(R) GATATTCATGGGTGGAAAGAGC

(L) ACAGTTCATGCTGATTGAGAGC
(R) GGAAGAAAGACGGTGTAGATGG

3T -1,34*/n.s.
T4 1,00%/n.s.

3T -2,23*/ns.
T4 -6,48*/ ns.

3T -1,67*/ns.
T4 12,75*/UR

3T 0,00*/-
T4 2,00*/UR

3T 0,06**/ DR
T4 0,36*%*/ n.s.

3T 0,28**/DR
T4 0,23**/ DR

3T 1,39**/ n.s.
T4 0,07**/ DR

3T 1,82**/n.s.
T4 0,19**/n.s.

Legenda: Primer (L) — Left; Primer (R) — Right.

*Fold Change: razdo de frequéncias (normalizada para 1.000.000) observada na biblioteca sob estresse em relacéo a respectiva biblioteca controle;
** Expressdo relativa baseada no software REST (v.2.0.13) ap6s o método AACq; UR - induzido; DR - reprimido; n.s.: ndo significativo (p < 0,05).
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A seguir, sdo apresentados os resultados de RT-qPCR (Figuras 8A, 9A) e comparados
aos dados in silico (Figuras 8B, 9B) das unitags selecionadas para a as vias metabdlicas,
mostrando ou nédo diferencas entre 0s tempos.

I. 1-phosphatidylinositol-3-phosphate 5-kinase (PI1Kfyve, EC 2.7.1.150)

A unitag CABMV _57427 apresentando FC3T =-1,34 e FCT4 = 1,00 nos dados in silico,
representante de PIKfyve, apresentou expressao reprimida no tempo precoce e néo significativa
no tempo tardio (FC3T=0,06; FCT4 = 0,36) na RT-qPCR (Tabela 5; Figuras 8A, 8B, 9A e 9B).
Poucos relatos estdo disponiveis mostrando genes que codificam PIKfyve e sua expressdo sob
condigdes estressantes em culturas. A validagdo por RT-gPCR confirmou a expressao nédo
significativa no tempo tardio.

Il. fosfolipase C2 ndo especifica ou fosfolipase C especifica de fosfatidilcolina (NPC ou PC-
PLC, EC 3.1.4.3)

As analises in silico para PC-PLC mostraram unitag ndo significativa (FC3T= -2,23;
FCT4 = -6,48) em ambos os tempos (Tabela 5; Figuras 8A, 8B, 9A e 9B). Por sua vez, dados
de RT-qPCR demonstram, certa repressao pelo genétipo (FC3T=0,28 FCT4 = ¢ 0,23).

I11. mio-inositol 1-phosphate synthase (MIPS, EC 5.5.1.4)

Para MIPS foi constatada unitag CABMV_9166 apresentando expressao néo
significativa no tempo precoce (Tabela 5; Figuras 8A, 8B, 9A e 9B), tanto na analise in silico
qguanto na validacdo, e respostas divergentes para o tempo tardio, sendo induzida na HT-
SuperSAGE e reprimida na RT-qPCR.

IV. rafinose sintase (RS, EC 2.4.1.82)

Para a transcricdo associada a RS, foi detectada a unitag CABMV_50331 que ndo
apresentou expressdo no tempo precoce (Tabela 5; Figuras 10A, 10B, 11A e 11B), mas se
mostrou induzida no tempo tardio na analise in silico, enquanto a validacdo por RT-qPCR
apresentou expressdo ndo significativa em ambos os tempos, podendo indicar uma resposta a

infeccdo pelo potyvirus.
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Legenda: vermelha (UR / unitags), verde (DR / unitags), amarelo (n.s. / unitags), rosa (ndo detectadas / unitags). UR: induzido; DR: reprimido; n.s.: ndo significativo. (Enzyme
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inositol-1-phosphate synthase).
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Figura 11. Mapeamento de expressdes génicas do feijdo-caupi sob estresse bidtico (CABMV) no metabolismo de RFOs, conforme a RTq-PCR e a analise in silico de unitags
HT-SuperSAGE. A - RTg-PCR (tempo tardio; T4: 16h); B - HT-SuperSAGE (tempo tardio; T4: 16h).

Legenda: vermelha (UR / unitags), verde (DR / unitags), amarelo (n.s. / unitags), rosa (ndo detectadas / unitags). UR: induzido; DR: reprimido; n.s.: ndo significativo. (Enzyme
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inositol-1-phosphate synthase).
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DISCUSSAO

Considerando o modelo experimental aplicado ao ensaio HT-SuperSAGE, envolveram-
se 11 enzimas relacionadas ao metabolismo de inositol e RFOs que apontaram resultados de
transcricdo semelhantes para ambos os tempos precoce ou tardio ou tempos mostrando
resultados transcricionais distintos, incluindo a expressdo néo detectada em algum dos tempos
(Figura 5). O heatmap referente a inositol, revelou que a maioria dos genes diferencialmente
expressos em folhas sdo induzidos ou ndo diferenciais no tempo de estresse precoce (3T: bulk
30, 60, 90 min) quando comparado com o controle. Tal fato reforca a ideia de que as plantas
precisam regular os niveis de expressao no inicio da percepgao de estresse, visando a expressdo
mais rapida de genes de protecdo que sdo responsivos ao estresse de sinalizacao.

Em plantas, a via metabdlica de sintese dos RFOs ja estd bem estabelecida. A sintese
destes oligossacarideos depende da acdo sequencial de uma série de galactosiltransferases e
galactosilhidrolases. No primeiro passo, UDP-galactose e mio-inositol formam galactinol mais
UDP, pela atividade da enzima galactinol sintase (GolS, EC 2.4.1.123). No segundo passo, a
enzima rafinose sintase (RFS, EC 2.4.1.82) transfere um residuo de galactose do galactinol para
a sacarose formando rafinose e mio-inositol. No terceiro passo, a enzima estaquiose sintase
(STS, EC 2.4.1.67) transfere outro residuo de galactose do galactinol para a rafinose, por meio
de uma ligacao a-(1-6), liberando os produtos estaquiose e mio-inositol (Suarez et al., 1999).

A galactinol sintase (GS, 2.4.1.123) é a enzima que catalisa a porta de entrada do
metabolismo desses compostos, a partir de mio-inositol e UDP-galactose, produzindo
galactinol, sendo que este serve como doador de galactose para a sintese posterior dos membros
da rafinose. Também envolve galactosideos (glicosideos- metabdlitos secundarios das plantas).
A reacdo inicial da RFO € catalisada pela GS, que requer manganés para sua atividade,
produzindo galactinol a partir de UDP-galactose e mio-inositol. Em seguida a reacdo inicial,
sintases especificas catalisam a sintese de cada componente da série, pela transferéncia do
galactinol paras sacarose (glicose-frutose), rafinose (sacarose-galactose), estaquiose (rafinose-
galactose) e verbascose, produzindo os 1-6 galactosideos tri, tetra, penta e hexassacarideos de
rafinose (Fujimoto et al., 2003).

Em relacdo as analises realizadas, na via de inositol, no tempo precoce, a resposta foi
validada para virose. Contudo, apds 16 horas a resposta detectada em MIPS e PC-PLC foi
diferente da SuperSAGE. Os genes e as correspondentes enzimas MIPS ja foram isolados em
mais de 70 organismos diferentes. Estudos realizados com as sequéncias do gene e da proteina
MIPS, encontradas em diferentes organismos, revelaram que seus dominios cataliticos

funcionais se encontram bastante conservados. Esta constatacdo indica que o gene praticamente
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ndo sofreu grandes mutagfes ao longo da evolucdo das espécies, e consequentemente, sua
funcionalidade tornou-se indispensavel para o0 metabolismo de diversos organismos.

Na via da galactose, a rafinose sintase (RS) foi nao significativa. em ambos os tempos,
sendo na SuperSAGE detectada a expressdo apenas no tempo tardio. A RS catalisa a sintese de
rafinose a partir de sacarose e galactinol (Lehle e Tanner, 1973). Os RFOs atuam como
osmoprotetores, em condigdes de deficiéncia hidrica, principalmente por serem capazes de
manter a integridade das membranas retendo, assim, &gua durante a dessecacao.
Adicionalmente, possuem acdo antioxidante, impedindo o acimulo de espécies reativas de
oxigénio (reactive oxygen species - ROS) durante o déficit hidrico.

CONCLUSOES

Considerando a analise in silico HT-SuperSAGE, a abordagem nem sempre produziu
resultados idénticos quando comparadas a validacdo por RT-gPCR, mas algumas evidéncias
complementam uma a outra. Assim, a partir das expressdes analisadas, envolvendo 14 enzimas
(onze relacionadas ao metabolismo de inositol, e trés ao metabolismo de RFOs), os resultados
apontaram resultados de transcricdo semelhante para pelo menos um dos tempos. Este estudo
pretendeu decodificar as vias de metabolismo (suas enzimas e transcri¢des), revelando ainda
candidatos pouco explorados em cultivos em condi¢bes desfavoraveis. Além disso, este
trabalho fornecerd mais informac6es sobre os mecanismos moleculares de adaptacao de plantas
a estresses bidticos. E valido ressaltar que a investigagdo das respostas moleculares contra
estresses, normalmente aborda a sobreposicdo de padrbes de transcricdo, sendo os padrdes de
expressao génica comparados. Os genes-chave dessas vias podem ser alvos para estudos de
resisténcia ao estresse em leguminosas. Tais fatos indicam que se torna necessario uma melhor
compreensdo sobre a atuacdo dessas enzimas nas vias em questdo, para que forneca novas
abordagens sobre os mecanismos moleculares da planta ao estresse.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Esse estudo representa a expressdo in silico e validagdo de genes das vias metabolicas
inositol de inositol e rafinose, associadas com respostas a estresses abiotico (estresse salino nas
cultivares tolerante e sensivel de feijdo-caupi, nos tempos de 30 e 90 minutos) e bidtico
(resisténcia ao potyvirus CABMV, nos tempos de 90 minutos e 16 horas) do gendtipo resistente
ao CABMV, apds 90 minutos e 16 horas, tendo por base a analise in silico de unitags HT-
SuperSAGE, com validagéo dos resultados por RT-qPCR.

Assim, com base nos objetivos propostos e na metodologia foi possivel identificar nas
duas vias estudadas, transcritos de feijao-caupi com unitags diferencialmente expressas, em
resposta ao estresse aplicado, assim como, mapear 0S componentes previstos nas vias, propor
nove primers eficientes para RT-gPCR, amplificagdo dos nove componentes das vias analisadas
e identificar respostas individualizadas, de gendtipos tolerante / resistente e sensivel, nas
orquestracOes das duas vias metabdlicas.

Assim, a via de inositol foi confirmada nos genoétipos tolerante e sensivel, de forma
parcial, ja que alguns candidatos aparentemente ndo expressaram de modo diferencial, apos
aplicacdo do estresse. Para o estresse bidtico, estudos mais aprofundados devem ser realizados
a fim de caracterizar melhor as vias. Para melhor caracterizar esses genotipos nas vias
propostas, se faz necessario trabalho similar envolvendo genes efetivos na tolerancia ao estresse
em questdo, para que, em conjunto com os candidatos aqui propostos, estes possam ser
eficientes na selecdo de gendtipos superiores e Uteis em programas de melhoramento de feijao-

caupi.
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