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Resumo

O amendoim (Arachis hypogaea L.) € uma espécie de grande importancia nas regides semi-aridas dos
tropicos, porém altamente susceptivel a diversos fatores hiéticos e abidticos, para os quais algumas
espécies silvestres séo resistentes ou tolerantes. Dentre os fatores bitticos, o nematdide de galha
Meloigogyne arenaria é responséavel pela diminuigédo do crescimento e até morte prematura da planta,
ocasionando perdas na produtividade. Estudos anteriores avaliando a expresséao diferencial de genes apo6s
inoculagcdo com M. arenaria raca 1 por meio de RT-PCR e Northern Blot indicaram que o gene da
metalotioneina do tipo 2 (AS2) tem sua expresséao reduzida enquanto que o da metalotioneina do tipo 3
(AS5) aumenta em plantas de A. stenosperma. Estes genes estdo possivelmente associados aos
mecanismos de defesa nesta planta, que é resistente a infeccao. Neste trabalho foi avaliada a distribuigdo
espacial e temporal da expressao desses dois genes em secc¢des de raizes de plantas de A. stenosperma
inoculadas com M. arenaria por meio de hibridizagdo in situ utilizando sondas de RNA. As analises
corroboraram a expressao diferencial desses dois genes em tecido radicular. Entretanto, a implicacdo dessa

regulacdo génica diferencial no processo de resisténcia a infec¢cdo ndo esta definida.
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Abstract

Peanut (Arachis hypogaea L.) is one of the most important oilseed crops in semi-arid regions, but it is very
susceptible to different biotic and abiotic stresses, which some wild species are resistant or tolerant. The
root-knot nematode Meloigogyne arenaria is responsible for stunted plant growth or even premature plant
death, resulting in loss of productivity. Previous studies by RT-PCR and Northern Blot showed gene
differential expression after nematode inoculation, suggesting up-regulation of metallothionein type 2 gene
(AS2) and down-regulation of metallothionein type 3 (AS5) in A. stenosperma. These genes are potentially
related to the pathogenesis defence process in this resistant species. The present study shows the spatial
and temporal expression of these two genes in root sections of A. stenosperma in response to M. arenaria
race 1 inoculation by in situ hybridization using RNA probes. The analyses corroborated the differential
expression of these two genes in A. stenosperma. However, the role of the differential regulation during the

resistance process is yet unknown.

KEY WORDS: differential expression, root knot nematode, in situ hibridization, metallothionein



Introducao

O amendoim, Arachis hypogaea L., esta entre as oleaginosas mais cultivadas no mundo, ocupando a 42
posicdo dentre as mais produzidas, sendo superado apenas pela soja, canola e algodao (USDA, 2008).
Devido ao seu grande valor energético e nutricional, 0 amendoim é importante matéria-prima para a
inddstria alimenticia (farelo para racdo animal, extracdo de 6leo e para consumo humano), além de produtos

medicinais.

Diferentemente das outras espécies que pertencem ao género, a espécie cultivada é tetrapléide com dois
genomas (2n=4x=40, genoma AABB), tendo surgido provavelmente de um cruzamento eventual entre duas
espécies silvestres dipldides, A. duranensis (genoma AA) e A. ipaénsis (genoma BB), que sofreu duplicacao
do numero de cromossomos, formando assim um hibrido tetraploide fértil (VALLS e SIMPSON, 2005; SEIJO
et al, 2007). Possivelmente, devido a esse isolamento reprodutivo, A. hypogaea apresenta uma base
genética estreita quando consideradas caracteristicas de interesse agronémico. Ja as espécies silvestres
apresentam maior variabilidade genética, sendo entdo uma importante fonte de genes associados a

resisténcia e tolerancia a estresses bidticos e abidticos (FAVERO e SUASSUNA, 2007).

Um dos maiores responsaveis pela perda de produtividade, crescimento reduzido e morte prematura de
plantas de amendoim é a infeccdo pelo nematdide de galha Meloidogyne arenaria raga 1. Genes
associados a resisténcia foram encontrados apenas nos cultivares NemaTam e COAN de A. hypogaea
(SIMPSON, 1991), sendo portanto essencial a identificagdo de novos mecanismos de defesa e o
desenvolvimento de novas variedades resistentes, uma vez que o uso de nematicidas é economicamente

invidvel e ambientalmente prejudicial.

Para tal, estudos envolvendo andlises da expressao génica vém sendo conduzidos visando identificar e
caracterizar genes associados a resisténcia a M. arenaria em Arachis silvestres. Bibliotecas de cDNA
contendo genes diferencialmente expressos foram obtidas a partir de plantas de A. hypogaea e A.
stenosperma, susceptivel e resistente, respectivamente. Estudos comparativos dessas bibliotecas e
andlises histopatolégicas confirmaram que o mecanismo de resisténcia a infeccéo se da por reacéo de
hipersensibilidade (HR) (PROITE, 2007).

Varios genes relacionados a defesa foram identificados nos ESTs (Expressed Sequence Tags) da biblioteca
de cDNA de A. stenosperma infectada. Por meio de Northern Blot, RT-PCR e andlises in silico, foi
observado que algumas dessas sequéncias apresentavam expresséo diferencial durante o processo de
infecc@o na espécie resistente (Fig. 1), sugerindo que estes genes estdo potencialmente associados ao
processo de resisténcia a esse patégeno (PROITE, 2007). Dentre esses genes com expressao diferencial,
dois foram selecionados para caracterizacdo mais detalhada do perfil de expressao utilizando hibridizagéo
in situ: o primeiro que apresentou identidade com a metalotioneina do tipo 3 (AS5 — contig 874), e outro com

identidade a metalotioneina do tipo 2 (AS2 — contig 154).



Metalotioneina é uma familia de proteinas envolvidas com a protecao contra os efeitos danosos das

espécies reativas de oxigénio (ROS), atuando como agentes antioxidantes (INACIO, 2006).

Para compreendermos melhor os mecanismos de resisténcia a M. arenaria em Arachis, a distribuicéo
espacial e temporal da expressdo de AS2 e AS5 foi analisada em secc¢fes de raizes de plantas de A.

stenosperma inoculadas e nédo-inoculadas com nematoides da galha por meio de hibridizac&o in situ.

Materiais e Métodos

Raizes de cinco plantas de A. stenosperma germinadas 90 dias antes foram inoculadas com 5.000
individuos de M. arenaria raca 1 em estadio de desenvolvimento juvenil 2 (J2). As plantas foram mantidas
em casa de vegetacao juntamente com outras cinco plantas controle (ndo inoculadas) e a irrigacdo iniciada

trés dias apds inoculacdo, com agua estéril.

A porc¢édo central de vérias raizes de uma planta inoculada e outra planta controle foi coletada 2, 4, 9 ou 16
dias ap6s a inoculagdo (DAI). As amostras foram fixadas em solucéo de tamp&o cacodilato de sodio 0,05M
pH 6,8 contendo 0,5% de glutaraldeido e 2% de paraformaldeido por 24h a 4°C. Apés desidratagio em
solucdo aquosa de etanol em concentragées crescentes (30% a 100%) durante dois dias a 4° C, as
amostras foram lentamente infiltradas com resina de metacrilato (butil metil metacrilato) por 3-4 dias a 4°C.
Amostras foram colocadas em microtubos e polimerizadas a -20°C, sob luz UV por 24h. Sec¢des semi-finas
com 2,5-4um de espessura foram obtidas e montadas sobre laminas Probe On Plus® (Fisher Scientific #
15-188-52).

Para verificar a integridade da sec¢éo e conservacdo do RNA no tecido, uma lamina de cada material foi
tratada com acetona para remocéo da resina e corada com tampéao acetato 0,05%, pH 2,1 contendo laranja
de acridina, que se liga a acidos nucléicos. Estas sec¢des foram observadas em microscépio de
epifluorescéncia Zeiss Axiophot com iluminagédo ultravioleta (faixa de comprimento de 395 nm e 510 nm) e
imagens com amostras contendo fluorescéncia verde, que correspondiam a presenca de RNA, foram

adquiridas utilizando o software AxioVision.

As sequiéncias selecionadas dos contigs 154 e 874 foram amplificadas por PCR e clonadas com o kit
pGEM-T Easy (Promega, #A1360). Med-preps foram preparadas e os clones linearizados com enzima de
restricdo SSTI ou SSTII. As sondas senso e anti-senso dos clones linearizados foram obtidas a partir da
transcrigcdo in vitro utilizando as RNA polimerases T7 e SP6 e o kit DIG-RNA Labeling (Roche #11 175 025

910), onde moléculas de digoxigenina foram adicionadas durante a sintese.

ApOs remocao da resina das secc¢des e desidratacdo das amostras utilizando soulu¢des de etanol em
concentracdes crescentes, as laminas foram hibridizadas com as sondas de RNA (2ng/pl de solucéo de
hibridizag&o) por 12h a 42°C em camara Umida. Os sitios de hibridizagéo foram detectados em microscopio
epifluorescente por reagcao imunocitoquimica utilizando o anticorpo anti-digoxigenina associado a enzima

fosfatase alcalina. Apds a imunoreagao, as amostras foram incubadas com BCIP/NBT (5-bromo-4-chloro-3*
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indolyphosphate p toluidine salt/nitro-blue tetrazolium chloride) por 6h em ambiente escuro. Apés lavagem

em tampao Tris EDTA, as laminas foram montadas em glicerol para observacéao.

Resultados

A integridade das seccdes e preservacdo de RNA nelas foi comprovada por meio da coloracdo com laranja
de acridina e observacdo em microscopia de fluorescéncia (Fig. 2). Portanto, as demais amostras puderam

ser utilizadas para deteccdo dos transcritos dos genes selecionados por hibridizacao in situ.

As raizes coletadas 2 e 4 DAI ndo apresentaram sinal evidente apos hibridizagdo com nenhuma das duas

sondas testadas (ndo mostrada), tanto nas amostras de planta inoculada quanto na controle.

Apos hibridizacdo com a sonda AS2, o sinal observado foi mais intenso e freqliente nas amostras ndo-
inoculadas do que naquelas inoculadas. O nivel de expresséo detectado nas raizes coletadas 9 e 16 DAl e

hibridizadas com AS2 foi similar (Figura 3).

O sinal de hibridizac@o apdés incubacdo com a sonda AS5 foi detectado tanto nas raizes de plantas
inoculadas quanto nas nao-inoculadas. Entretanto, o sinal foi mais intenso e freqtiente no primeiro grupo
(Figura 4). O nivel de expressédo detectado nas raizes coletadas 9 e 16 DAI e hibridizadas com AS5 foi

similar.

Discusséo

A técnica de hibridizacdo em secg¢fes de tecidos permite determinar a distribuicdo espacial e temporal de
transcritos de genes especificos, permitindo uma avaliagao mais detalhada do seu perfil de expresséo e
regulacdo. Essas analises auxiliam na elucidagéo do papel desses genes no processo de resposta de
defesa de plantas contra doengas, sendo assim uma importante ferramenta em estudos de genémica
funcional. A identificacdo e caracterizagdo de genes de resisténcia em A. stenosperma ao nematoéide de
galha M. arenaria vem sendo buscadas com o objetivo de trazer mais informacdes sobre funcéo e regulacéo

de genes candidatos durante o processo de infec¢ao.

Analises realizadas anteriormente indicaram uma expresséo diferencial de genes do tipo metalotioneinas
em A. stenopserma inoculadas com M. arenaria raca 1. Resultados da hibridizac&o in situ confirmaram a

ocorréncia de expresséo diferencial desses genes do tipo metalotioneina.

Metalotioneinas sdo proteinas de baixo peso molecular (4-7 kDa), ricas em cisteina (Cys), e que
desempenham um papel importante na protecéo contra os efeitos danosos das espécies reativas de
oxigénio (ROS), atuando como agentes antioxidantes (INACIO, 2006). A fungéo bioldgica das
metalotioneinas envolve detoxificagdo e homeostase de metais, representando uma resposta especifica de

exposi¢cdo a metais como zinco e cadmio, podendo estar envolvidas em reacdes de hipersensibilidade (HR)



e respostas de defesa a fatores bidticos e abidticos. As metalotioneinas também estao envolvidas no
“sequestro” de ROS, protegendo o tecido. Acredita-se que a metalotioneina do tipo 2 em A. stenosperma
atua como um sequestrador de ROS, e sua diminuicdo de expressao em resposta ao patdégeno pode estar
associada a supressao de mecanismos de desintoxicacdo, que conseqientemente resulta em morte celular
no sitio de alimentagdo do nematoide, impedindo assim um desenvolvimento maior do patégeno (PROITE,
2007). A metalotioneina do tipo 3, possivelmente esté relacionada a desintoxicagdo de metais com o

objetivo de prevenir mutacdes.

Portanto, as analises por hibridizac&o in situ corroboraram a expressao diferencial dos genes AS2 e AS5
em raizes de plantas da espécie selvagem A. stenosperma apos inoculacdo por M. arenaria raca 1.
Entretanto, a implicacdo dessa regulacéo génica diferencial no processo de resisténcia ainda ndo esté
esclarecida. Outros estudos estdo em andamento para definir o papel desses genes no processo de

resisténcia.
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FIGURAS

Genes diferencialmente expressos em resposta
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Figura 1. ESTs diferencialmente expressos das bibliotecas de cDNA de
raiz de A. stenosperma infectada com M. arenaria analisadas por
Fisher (p<0,005). ARP1 — Auxin Repressed Protein , Hypot(Nt) —
Proteina hipotética com identidade com proteina hipotética de
Nicotiana tabacum, Mettalo-2 — Metalotioneina do tipo 2, CytocOx —
citocinina-oxidase hidrogenase, AlcDeh - &lcool desidrogenase,
Mettalo-3 — metalotioneina do tipo 3, Hypot(Os) — Proteina hipotética
com identidade com proteina hipotética de Oryza sativa, ResvSynth —
resveratrol sintase.
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Figura 2: Micrografias de secc¢des transversais de raizes de A. stenosperma
inoculadas (c e d) e ndo inoculadas (a e b) com M. arenaria raca 1 incubadas com
laranja de acridina para confirmar a integridade da amostra e preservacdo do RNA
no tecido (em verde) em microscopia de epifluorescéncia. Barras = 50um
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Figura 3: Micrografias de seccdes de raizes ndo inoculadas de A. stenosperma (a, c) e
inoculadas e coletadas 9 DAI (b) e 16 DAI (d) hibridizadas com sonda de RNA AS2
(metalotioneina do tipo 2). Barras = 50um.
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Figura 4: Micrografias de secc¢bes de raizes ndo inoculadas de A. stenosperma (a, c) e

inoculadas e coletadas 9 DAI (d) e 16 DAI (b) hibridizadas com sonda de RNA AS 5
(metalotioneina do tipo 3). Barras = 20pm.
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