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Resumo

Os mecanismos de resposta ao estresse desencadeado por plantas submetidas a condicoes
de seca afetam o seu crescimento, causando sérias limitacOes a sua produtividade. As
respostas da planta ao estresse hidrico tém sido uma das acdes de pesquisa de interesse
estratégico em estudos celulares, fisiolégicos e moleculares e tornaram-se uma importante
tematica do melhoramento genético de plantas. Devido a complexidade das respostas a
seca, projetos voltados para a andlise em larga escala de ESTs (Expressed Sequence Tags)
podem contribuir para a identificacdo de genes associados e para um melhor entendimento
dos mecanismos de tolerdncia a seca. As espécies silvestres do género Arachis sdo muito
diversas geneticamente, apresentando adaptacdes aos mais variados ambientes e podem
oferecer uma rica e inexplorada fonte de diversidade alélica relacionada aos estresses
bidtico e abiético.

Como primeira etapa de identificacdo de genes envolvidos com a tolerancia ao estresse
hidrico em Arachis, o perfil de transpiracdao de 18 acessos silvestres foi comparado ao de
trés cultivares de amendoim (Arachis hypogaea). De maneira geral, as espécies silvestres
apresentaram um decréscimo mais rapido na sua taxa de transpiracdo em relacao as
cultivares de amendoim. Em particular, A. magna, uma espécie dipléide com genoma do
tipo BB, apresentou alta adaptacao sob condicdes de estresse hidrico. No presente estudo,
o transcritoma de A. magna acesso KG30097 submetida a estresse hidrico gradual foi
analisado. Para tanto, duas bibliotecas subtrativas de cDNA foram construidas a partir de
folhas de plantas em condicbes de estresse hidrico e do respectivo controle irrigado
regularmente. As bibliotecas foram construidas nas duas direcées, i.e., o cDNA das plantas
estressadas foi utilizado com driver e subsequentemente como tester, permitindo o
enriguecimento de genes induzidos ou inibidos durante o estresse hidrico. A andlise in silico
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revelou 759 leituras que foram agrupadas em 249 clusters (138 singlets e 111 contigs),
com um indice de novidade de 32,8%. Vérios genes regulados exclusivamente na condicéo
de estresse hidrico ou irrigacao regular foram identificados. Treze genes-candidatos,
expressos diferencialmente e relacionados a resposta ao estresse abidtico, foram
selecionados para posterior validacdo por RT-gPCR. Até o momento, este é o primeiro
estudo de andlise do transcritoma de uma espécie silvestre de Arachis sob estresse hidrico.
A informacao obtida neste estudo é uma rica fonte para a identificacao de genes,
caracterizacao de novos alelos e desenvolvimento de marcadores moleculares.

Palavras-chave: Arachis; seca; SSH; EST.



Abstract

The stress-responsive mechanisms triggered in plants under drought affect plant growth
and cause serious limitation to crop productivity. Therefore, plant responses to drought
stress have become an important field in plant molecular research. Given the complexity of
drought response, large-scale ESTs (Expressed Sequence Tags) projects have the potential
to aid gene discovery and the understanding of drought tolerance mechanisms in plants.
Due to its high genetic diversity and adaptation to a range of environments, wild relatives
of peanut (Arachis hypogaea) constitute a rich source of allele diversity for resistance to
biotic and abiotic stresses.

As a first step to identify drought-responsive genes in Arachis, transpiration profile of 18
wild species accessions was compared to three peanut cultivars. Wild species showed
overall a faster decrease of transpiration rate than the cultivars tested. Particularly A.
magna, a wild BB diploid species, showed high adaptability to water stress conditions. In
this study, the transcriptome of A. magna accession KG30097 under gradual water stress
was analyzed. For that, two subtractive libraries were constructed using cDNA from leaf
tissues of water-stressed and well-watered control plants. Subtractive hybridization was
performed in both directions, i.e., cDNA from stressed plants was used as driver and
afterwards as tester, allowing the enrichment for genes either induced or inhibited during
water stress. /n silico analysis revealed 759 reads, which were grouped into 249 clusters
(138 singlets and 111 contigs), with a novelty index of 32.8%. Several genes that were
up- or down-regulated exclusively in the stressed or control conditions were identified.
Thirteen differentially expressed candidate genes related to abiotic stress were selected for
further validation through RT-qPCR. This is, to date, the first report on the analysis of wild
Arachis transcriptome under abiotic stress. The information produced in this study is a
valuable resource for gene discovery, characterization of new wild alleles, and molecular
markers development.

Keywords: Arachis; drought; SSH; EST.



Introducéo

A identificacdao de genes envolvidos com a tolerancia ao estresse hidrico tem sido uma das
acOes de pesquisa de maior interesse para programas de melhoramento genético de plantas
em todo mundo. Pesquisas aplicadas a prospeccao de genes envolvidos com estresse
abidtico estdo sendo desenvolvidas para uma série de espécies vegetais (TUBEROSA e
SALVI, 2006; VALLIYODAN e NGUYEN, 2006). Nao obstante o esforco, a precisa
correlacao entre os genes, e sua regulacdo, com a tolerdncia a seca permanece
indeterminado (SREENIVASULU et al., 2007; VIJ e TYAGI, 2007). De fato, apesar dos
inUmeros estudos, inexistem aplicacdes biotecnolégicas que resolvam o problema. A
introducao de genes Unicos em plantas transgénicas, por exemplo, confere variaveis graus
de resisténcia/tolerancia, mas com inimeros efeitos para o desenvolvimento da planta,
inviabilizando sua aplicacao econdémica (DENBY e GEHRING, 2005; BHATNAGAR-MATHUR
et al., 2007). Isto se deve a complexidade da resposta das plantas em face de situagcoes
de estresse e indica que a abordagem deve ser holistica, com a anélise de diversos
componentes moleculares e celulares simultaneamente para que se tenha melhor
entendimento dos processos.

Assim, a identificacdo de genes expressos pela planta em resposta aos diferentes tipos de
estresse é um dos passos criticos que leva a elucidacao dos mecanismos de tolerancia a
seca. Até recentemente, a analise da expressao dos genes limitava-se ao estudo de um
gene de cada vez. Atualmente, os avangcos nas tecnologias em larga escala de
sequenciamento e de analise do transcritoma por arranjos de DNA possibilitaram o estudo
simultaneo da expressao e da regulacao de genes em diferentes processos biolégicos.
Além disso, esses dados nos permitem realizar comparacdes entre espécies, revelando
importantes informacdes sobre estrutura de genomas e mecanismos de evolucao,
divergéncia e domesticacao (BARRERO et al., 2006; CUI et al., 2006; SAMPEDRO et al.,
2006).

A prospeccao de genes relacionados a estresses abidticos encontra-se em estagio
avancado para espécies-modelo como Arabidopsis thaliana e arroz (Oryza sativa), devido a
disponibilidade das suas sequéncias gendmicas completas e ao tamanho reduzido de seus
genomas, além da facilidade de transformacao genética. A situacao para outras espécies,
como o amendoim cultivado (Arachis hypogaea), nao é tao vantajosa no aspecto
molecular, devido a diversos fatores intrinsecos a esta espécie como poliploidia, genoma
relativamente grande e abundancia de sequéncias repetitivas. Existem também poucos
dados de sequéncias para o género Arachis, tendo aproximadamente 92.000 ESTs
(Expressed Sequence Tags) disponiveis no banco de dados do NCBI

(http://www.ncbi.nim.nih.gov/dbEST/). A prospeccao e o estudo de genes de interesse

agrondmico ainda sao bastante limitados para amendoim, embora alguns genes
relacionados a resposta ao estresse hidrico ja tenham sido identificados para a espécie
cultivada (A. hypogaea) (LUO et al., 2005b; WAN e LI, 2005; GUO et al., 2006; DRAME
et al., 2007; SENTHIL-KUMAR et al., 2007).

Grande parte da dificuldade encontrada para o mapeamento de genes de interesse em A.

hypogaea é devida a sua origem, resultante da hibridizacdo de duas espécies silvestres


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST/

dipléides (uma contendo genoma do tipo AA e outra contendo genoma do tipo BB), que
produziu um hibrido estéril, cuja fertilidade foi recuperada através de uma rara e
espontanea duplicagdo de cromossomos (SIMPSON, 2001). O tetrapléide (AABB)
resultante tinha vigor hibrido, mas era geneticamente isolado dos parentes silvestres em
decorréncia da diferenca entre ploidias. Este isolamento criou um gargalo genético severo,
resultando em uma cultura com baixa diversidade, limitando diversos aspectos do
melhoramento, como produtividade e producao de variedades resistentes aos diferentes
estresses (RAINA et al., 2001).

As espécies silvestres do género Arachis sao, por outro lado, mais diversas geneticamente,
e foram selecionadas, ao longo da evolucao, na presenca de diversas pragas e em uma
variedade de ambientes, apresentando, portanto, uma grande amplitude de resisténcias aos
estresses bidticos e abidticos. Sendo assim, o poo/ génico Arachis pode oferecer rica e
inexplorada fonte de genes relacionados com a adaptacéo a condicOes adversas, que pode
ser utilizada para o melhoramento do préprio amendoim e de outras culturas e bem como
para o melhor entendimento dos fenbmenos biolégicos de resposta a estresses
(MORETZSOHN et al., 2005; LEAL-BERTIOLI et al., 2007; PROITE et al., 2007; ALVES et
al., 2008).

O presente estudo teve como objetivo a construcao, validagcado e andlise de duas bibliotecas
subtrativas de cDNA obtido de folhas da espécie silvestre Arachis magna submetida a
estresse hidrico gradual. Essa andlise do transcritoma visa a prospeccao de genes
associados a resposta a seca. Germoplasma silvestre constitui excelente fonte de genes de
tolerancia, que podem ser identificados e isolados para serem utilizados como marcadores
moleculares em programas de selecado assistida ou serem introgredidos/introduzidos em
espécies cultivadas, oferecendo importantes alternativas para o desenvolvimento de novas

variedades mais adaptadas a condicGes ambientais adversas.

Material e Métodos

1. Ensaio de desidratacdo gradual e controlada (tipo dry down) com plantas de Arachis
magna

Sementes de A. magna (acesso KG30097), uma espécie silvestre de genoma dipléide do
tipo BB, foram germinadas em vasos plasticos, perfurados na parte inferior em telado na
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (Brasilia - DF). O ensaio de desidratacao
gradual e controlada (dry down) iniciou-se 150 dias apés a germinacao, no periodo de 16 a
30 de Julho de 2007, utilizando o método descrito por Sinclair e Ludlow (1986). As
plantas foram divididas em dois grupos (controle e estressado), com 16 plantas cada:
grupo controle (irrigado regularmente) e grupo estressado (submetido a desidratacao
gradual). Os grupos foram compostos por individuos em estagio de crescimento similar
(Figura 1), com plantas menores (apenas com eixo central) e maiores (com eixo central e
ramos laterais desenvolvidos) distribuidas proporcionalmente nos grupos.

Os vasos foram entdo cobertos com saco plastico transparente amarrado com barbante na

coroa da planta, para que a evaporacao ocorresse somente pela parte aérea (Figura 1). As
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plantas foram mantidas em camara fechada de acrilico em um telado, visando diminuir os

efeitos de vento, umidade, incidéncia solar e variacao de temperatura (Figura 1).

Ny y
Sl S

Figura 1. Plantas de A. magna (acesso KG30097) com 150 dias apds a germinacdo, no primeiro dia do ensaio de desidratacédo
gradual e controlada (dry down). Os vasos estdo cobertos com saco plastico, deixando somente a parte aérea descoberta, e
dentro de uma camara fechada de acrilico.

Medidas gravimétricas foram realizadas pela manha ao longo do ensaio para estimar a taxa
de transpiracao diaria individual (expressa em gramas) nos dois grupos de plantas (controle
e estressado). A taxa de transpiracdo estimada corresponde ao peso do dia anterior
(expresso em gramas) somado ao volume de dgua adicionada no dia anterior (expresso em
mililitros) diminuido do peso do dia (expresso em gramas). A partir da taxa de transpiracao
estimada, calculou-se a Taxa de Transpiracdo Normalizada (NTR, Normalized Transpiration
Ratio) individual que é a razdo normalizada entre a taxa de transpiracao de cada planta
estressada e a média da taxa de transpiracdo das plantas-controle naquele dia.

O grupo de plantas-controle foi reidratado diariamente apds a pesagem de forma a manter
sua capacidade de campo (CC) em torno de 90% ao longo do ensaio. Para tanto, a
guantidade de dgua a ser acrescentada em cada planta foi calculada como a média da taxa
de transpiracao diaria das plantas-controle, expressa em mililitros. Em paralelo, o grupo de
plantas estressadas foi submetido a desidratacdo gradual, isto é, ndo se adicionou agua a
este grupo ao longo do ensaio.

As NTRs calculadas diariamente determinaram os pontos de coleta do ensaio. A coleta de
amostras foi realizada no dia em que a NTR sugeria uma alteracdo no padrao de
transpiracdo das plantas submetidas a desidratacdo gradual em relacdo as plantas-controle

mantidas em CC. Em cada ponto de coleta estabelecido, folhas de oito plantas-controle e
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de oito plantas estressadas foram coletadas, identificadas e congeladas imediatamente no
nitrogénio liquido. O material vegetal foi armazenado a - 80°C para posterior extracdo de
RNA total.

2. Extracdo de RNA total de folhas de A. magna

Seis diferentes protocolos foram testados para se determinar qual seria o melhor para
extracao de RNA total de folhas de A. magna, levando em consideracao o rendimento e a
qualidade do RNA obtido. Quatro desses protocolos sdo baseados na utilizacao de sais de
guanidina, como os reagentes: (i) TRIzol® (Invitrogen, Carlsbad, EUA; CHOMCZYNSKI e
SACCHI, 2006); (ii) Concert™ Plant RNA (Invitrogen, Carlsbad, EUA); (iii) Brazol (LGC
Biotecnologia Ltda., Sao Paulo, Brasil); e (iv) Tri-Phasis (Bio-Agency, Sao Paulo, Brasil). O
quinto protocolo testado foi o do kit illustra RNAspin Mini RNA Isolation (GE Healthcare,
Chalfont St. Giles, Reino Unido). O sexto protocolo é baseado na metodologia de extracao
com fenol e cloreto de litio (LiClI, BEZERRA, 1998). Entre esses, o método abaixo descrito,
utilizando o reagente TRIzol®, foi o que apresentou melhores resultados.

O RNA foi extraido segundo protocolo fornecido pelo fabricante, com modificacdes. Folhas
(250 mg) foram pesadas e maceradas em almofariz na presenca de nitrogénio liquido até
obtencao de um pé fino. O material macerado foi transferido para tubo do tipo Falcon de
15 mL, previamente resfriados em nitrogénio liquido, e 2,5 mL de TRIzol® Reagent foram
adicionados ao pé, seguido de imediata homogenizacao. As amostras foram centrifugadas
a 8.000 rpm por 10 minutos a 4°C e a fase aquosa transferida para um novo tubo. A
etapa de centrifugacao foi repetida e a fase aquosa novamente transferida. As amostras
foram incubadas a temperatura ambiente por 5 minutos e 500 pL de cloroférmio foram
adicionados a cada amostra, seguido de homogeinizagcdo por 15 segundos. As amostras
foram incubadas por 12 minutos a temperatura ambiente. Apds centrifugacédo a 8.000 rpm
por 15 minutos a 4°C, 500 pL da fase aquosa foram cuidadosamente transferidos para um
tubo do tipo Eppendorf de 1,5 mL e 300 pL de isopropanol e 300 puL de solugéao salina
(citrato de s6dio 0,8 M e NaCl 1,2 M) foram adicionados. Apés agitacdo manual para
homogeneizagdo, as amostras foram incubadas a temperatura ambiente por 10 minutos e
centrifugadas a 13.000 rpm por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e 1 mL
de etanol 75% (v/v) foi adicionado a cada amostra e o precipitado lavado por agitacao
manual. Apés centrifugacdo a 13.000 rpm por 5 minutos a 4°C, o sobrenadante foi
descartado. Nova centrifugacao a 3.000 rpm por 5 segundos a temperatura ambiente foi
realizada para precipitar qualquer residuo de etanol que tivesse ficado aderido ao tubo.
Retirou-se o sobrenadante com o auxilio de uma pipeta e o precipitado foi seco a
temperatura ambiente por 5 minutos e ressuspendido em 10 a 50 uL de agua livre de
RNAse. Para acelerar a ressuspensao, as amostras foram incubadas em banho seco a
55°C por 10 minutos e imediatamente incubadas em gelo. O RNA total isolado foi

armazenado a -80°C.

3. Andlise quantitativa e qualitativa do RNA total isolado
A avaliacdo qualitativa da integridade do RNA total extraido foi realizada pela anélise por

eletroforese de 5 uL de cada amostra em gel de agarose 1,5% (p/v), ndo-desnaturante,
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corado com brometo de etidio, com tampao de corrida TAE (Tris-Acetato 40 mM e EDTA 1
mM, pH 8,3) e voltagem de 60 V, por aproximadamente 35 minutos.

A avaliacdo quantitativa da concentracao e pureza do RNA total foi realizada por
espectrofotometria, utilizando o equipamento Nanodrop ND-1000 (Thermo Scientific,
Waltham, EUA).

4. Construcdo de duas bibliotecas subtrativas de cDNA de folhas de A. magna submetidas
a estresse hidrico

A partir de 3 mg de RNA total extraido de folhas de A. magna submetidas a desidratacao
gradual e seu respectivo controle mantido em CC, o RNA mensageiro (mRNA) foi purificado
com o kit Oligotex® (QIAGEN, Hilden, Alemanha), segundo o protocolo do fabricante
(Oligotex mRNA Batch Protocol). Aproximadamente 2 ug de mRNA purificado de cada
tratamento (estressado e controle) foram utilizados para a construcdo de duas bibliotecas
subtrativas de cDNA do tipo SSH (Suppression Subtractive Hybridization), conforme
instrucdes do fabricante (PCR-Select™ cDNA Subtraction Kit, Clontech, Mountain View,
EUA).

Os cDNAs amplificados ap6s a subtracao foram clonados no vetor pGEMTeasy, segundo
as instrucdes do fabricante (pGEM®-T Easy Vector System, Promega, Madison, EUA), e
introduzidos em células competentes de Escherichia coli DH5a (Invitrogen, Carlsbad, EUA)
por eletroporacao, segundo o protocolo descrito por Aragao e Rech (1998). As coldnias
bacterianas que cresceram em meio soélido LB (MILLER, 1972) contendo o agente seletivo
ampicilina (100 mg/L) foram selecionadas e repicadas em novas placas contendo o mesmo

meio de crescimento.

5. Sequenciamento e analise computacional dos ESTs

A miniextracdo de DNA plasmidial em placas de 96 pocos dos clones bacterianos
selecionados e o sequenciamento das extremidades 5’ desses clones de cDNA foram
realizados segundo os protocolos descritos pela Plataforma de Sequenciamento de DNA da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (http://www.cenargen.embrapa.br/
laboratorios/psd/servicos.html). para o sequeciamento, utilizaram-se os iniciadores forward
e reverse que flanqueiam os cDNAs amplificados, conforme o manual do PCR-Select™
cDNA Subtraction Kit (Clontech, Mountain View, EUA).

Os eletroferogramas gerados no sequenciamento dos clones de cDNA foram analisados
através de bioinforméatica. Primeiramente, um controle de qualidade das sequéncias foi
feito pelo programa Phred (EWING et al., 1998). Para esta analise, pardmetros de
aceitacado de sequéncias foram estabelecidos conforme Telles e Silva (2001), com
qualidade Phred superior a 20 e tamanho minimo de 100 pb. A remocao de sequéncias
ribossomais, de cauda poli-(A), de sequéncias de baixa qualidade, de regides do vetor e de
adaptadores, foi conduzida conforme Telles e Silva (2001).

As sequéncias de alta qualidade foram submetidas @ montagem utilizando o programa
CAP3 (HUANG e MADAN, 1999). As sequéncias consenso foram comparadas com as
existentes em bancos de dados GenBank nr (BENSON et al., 2008) através da ferramenta
BLASTx (Basic Local Alignment Search Tool; ALTSCHUL et al., 1990) e utilizadas para a
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criacdo de um banco de dados local. As sequéncias com similaridade aquelas de genes

relacionados a resposta aos estresses bidtico e abidtico foram selecionadas.

Resultados e Discussao

1. Ensaio de desidratacdo gradual e controlada (tipo dry down) com plantas de Arachis
magna

Durante os quinze dias de ensaio, a resposta a desidratacdo gradual de cada planta foi
acompanhada diariamente através da determinacado da perda didria de peso das plantas
para estimar a taxa de transpiracao individual. A NTR (transpiracdo normalizada) diaria
individual foi calculada como a relacdo entre a taxa de transpiracao de cada planta
estressada e a média da transpiracao plantas-controle. A NTR é um parametro que visa
minimizar as variacoes entre as plantas e as variagdes devidas aos efeitos ambientais,
através da normalizacdo (RAY e SINCLAIR, 1998).

A coleta das amostras (folhas) foi realizada em dois pontos (aos 10° e 15° dias apds o
inicio do ensaio), quando se observou alteracdao no padrao de transpiracdo das plantas
estressadas em relacdo as plantas-controle. A média da NTR individual das plantas nestes
dois pontos foi de 0,744 + 0,374. As coletas com NTRs individuais variando de 1,12 a
0,37 visam cobrir desde o estagio inicial (estagio ) até o estagio Il de uma curva tipica de
transpiracao NTR x FTSW (Fraction of Transpirable Soil Water), descrita por Sinclair e
Ludlow (1986). Nos dois pontos de coleta deste ensaio, consideramos no estagio | as
plantas que apresentaram NTR individual acima de 0,6 (oito plantas estressadas no total) e
no estagio Il aquelas com NTR individual entre 0,2 e 0,6 (sete plantas estressadas no
total). A relacao entre esses valores de NTR e a curva de transpiracdo NTR x FTSW foi
previamente determinada por nossa equipe para 18 diferentes acessos silvestres de
Arachis, incluindo A. magna (LEAL-BERTIOLI et al., 2007).

Segundo Sinclair e Ludlow (1986), no estagio |, as plantas submetidas a estresse gradual
ainda transpiram pelo menos 40% em relacdo as plantas-controle em 90% de CC (well-
watered). Nesse estagio |, a 4gua disponivel no solo é alta e as raizes ainda sdo capazes de
suprir 4gua necessdria para as folhas transpirarem. No estéagio Il, h4d um réapido declinio na
taxa de transpiracdo quando a agua disponivel no solo diminuiu e as raizes perdem a
capacidade de suprir de maneira adequada a 4gua para as folhas transpirarem,
caracterizando assim o estresse hidrico.

Como observado em estudo anterior (LEAL-BERTIOLI et al., 2007), as plantas de A. magna
apresentaram alta adaptacao sob as condicdes de estresse hidrico durante o ensaio,
mostrando mesma longevidade, aspecto anatomo-morfolégico foliar saudavel e aparéncia
similar a de plantas irrigadas regularmente, apesar de estar sob condicGes de estresse
hidrico (Figura 2).
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Figura 2. Plantas de A. magna (acesso KG30097), dez dias apds o inicio do ensaio (primeiro ponto de coleta). Direita: planta-
controle, irrigada regularmente. Esquerda: planta estressada, submetida a desidratagdo gradual.

2. Estabelecimento do protocolo de extracdo de RNA total para folhas de A. magna

Seis diferentes metodologias foram testadas para determinar o melhor protocolo para
extracdao de RNA total de folhas de A. magna, visto que nao havia protocolo publicado para
esta espécie. Quatro desses protocolos utilizam agentes desnaturantes fortes, como
solucdes monofésicas de sais de guanidina e fenol (reagentes TRIzol®; Concert™ Plant RNA;
Brazol e Tri-Phasis). Esses protocolos combinam as propriedades do fenol e dos sais de
guanidina, que inibem imediata e efetivamente a atividade da enzima RNAse. As células
presentes na amostra biolégica sdo rompidas/lisadas por esses reagentes e, apés
homogeneizacao, adicdo de cloroférmio e posterior centrifugacado, o produto resultante é
separado em duas fases. O RNA permanece exclusivamente na fase aquosa. Estas
metodologias baseadas em sais de guanidina tém se mostrado altamente eficazes na
purificacdo de RNA a partir de diferentes materiais vegetais (CHOMCZYNSKI e SACCHI,
20086). O quinto protocolo testado foi o do kit para isolamento de RNA illustra RNAspin. O
sexto protocolo testado foi extracdo com fenol, seguida de uma separacdao de RNA do
DNA por precipitacao seletiva, usando LiCl. Metodologias baseadas na extracao por LiCl
sdo amplamente utilizadas para a extracdo de RNA total de plantas, obtendo, de maneira
geral, um excelente rendimento (BEZERRA, 1998).

Dentre os protocolos testados, a metodologia utilizando o reagente TRIzol®, embora mais
oneroso, foi a que obteve o RNA total com melhor qualidade (sem contaminacdo com DNA
e outras impurezas) para folhas de A. magna (Figuras 3a e 3b). Os demais métodos

apresentaram contaminagdao com DNA ou baixa eficiéncia (Figuras 3a, 3c e 3d). A
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integridade do RNA total extraido pdde ser avaliada em gel de agarose, onde duas bandas
mais fortes correspondentes ao RNA ribossomal (28S e 18S) eram claramente visiveis e

sem contaminacao com DNA (Figura 3).

wul 2 345
=====

6 78 91011

—=====
b

Figura 3. Gel de agarose 1,5% (p/v) em TAE, corado com brometo de etidio, contendo amostras de RNA total extraido de folha de
A. magna: (a) Pocos 1 e 3 - RNA extraido com TRIzol®; poco 2 - RNA extraido com o protocolo de LiCl, apresentando
contaminacdo com DNA; (b) Pocos 1 a 11 - RNA extraido com TRIzol®; (c) Pocos 1 a 3 - RNA extraido com Brazol, apresentando
contaminacdo com DNA e (d) Pogcos 1 a 3 - RNA extraido com Tri-Phasis. A contaminacdo com DNA estd em destaque (circulo
vermelho) nos géis a e c. As duas bandas de RNA claramente visiveis nos géis sdo os RNAs ribossomais (28S e 18S), que
representam a maior populacao de RNA em plantas.

3. Qualidade do RNA total isolado de folhas de A. magna

Existem poucos trabalhos que descrevem o isolamento de RNA em espécies de Arachis. A
maioria esta relacionada ao isolamento de RNA total da espécie cultivada A. hypogaea
(JAIN et al., 2001; JAIN, 2004; LUO et al., 2005a, 2005b; BHATNAGAR-MATHUR et al.,
2007; DEVAIAH et al., 2007, entre outros) e apenas um trabalho, realizado por nossa
equipe, com uma espécie silvestre, A. stenosperma (PROITE et al., 2007). Esses trabalhos
utilizaram o método baseado na utilizacdo do TRIzol® ou kits para o isolamento do RNA. No
presente trabalho, o protocolo original de extracdo de RNA total com TRIzol®, fornecido
pelo fabricante, sofreu alguns ajustes para se adequar ao material vegetal silvestre
utilizado, tais como, a adicdo de uma solugao altamente salina durante a precipitacdo com
isopropanol para eliminacao de polissacarideos e centrifugacdes adicionais para melhor
limpeza do material.

Nas amostras de folhas de A. magna, houve dificuldade para ressuspensao do precipitado
de RNA total em 4dgua, possivelmente pela alta concentracdo de polissacarideos que podem
ter se agrupado ao RNA e co-precipitado, tornando a amostra excessivamente viscosa.
Essa mesma viscosidade, devida a contaminacao por polissacarideos, ja foi descrita em
outras espécies de plantas, como Cinnamomum tenuipilum (ZENG e YANG, 2002), maca
(GASIC et al., 2004), Dendrobium nobile (Ll et al., 2006), Hibiscus tiliaceus (YANG et al.,
2008), entre outras.

Apds corrida em gel de agarose ndao-desnaturante, as amostras de RNA extraidas que
apresentaram caracteristicas indesejaveis, tais como rendimento abaixo da média,
contaminacao com polissacarideos ou outros contaminantes, presenca de DNA ou
degradacao, foram novamente extraidas. Apdés a verificacao da qualidade, as amostras
foram quantificadas em espectroOmetro. Em média, um baixo rendimento (menos que 100

ug de RNA total extraido por 250 mg de material vegetal macerado) na extracdo de RNA
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total foi observado, principalmente para amostras submetidas ao estresse hidrico em

comparacao com as plantas-controle.

4. Andlise das sequéncias

A fim de se identificar os fatores moleculares envolvidos na resposta de A. magna ao
estresse hidrico, duas bibliotecas de cDNA foram construidas a partir de folhas de plantas
submetidas a desidratacao gradual e plantas-controle mantidas em capacidade de campo.
Na primeira biblioteca (AM1eh-c), cDNAs de folhas de plantas submetidas a desidratacao
gradual (cDNA tester) foram subtraidas dos cDNAs de folhas das plantas-controle (cDNA
driver). Dessa biblioteca, 611 clones foram selecionados para sequenciamento. Na segunda
biblioteca (AM2c-eh), cDNAs de folhas de plantas-controle foram utilizados como cDNA
tester para subtracdo dos cDNAs de folhas de plantas submetidas a uma desidratacao
gradual, como cDNA driver. Dessa biblioteca, 965 clones foram selecionados para
seguenciamento.

No total, 1.576 clones das duas bibliotecas foram sequenciados, dos quais 759 sequéncias
(48,2%) foram aproveitadas apds analise de qualidade, formando um total de 249 clusters,
sendo 225 da biblioteca AM1eh-c e 38 da biblioteca AM2c-eh. Dos 249 clusters, foram
obtidos 138 singlets (sequéncias Unicas) e 111 contigs (agrupamentos), com um indice de
novidade de 32,8%. A Tabela 1 mostra um sumario do nimero clones sequenciados e

montagem dos clones em contigs ou singlets das duas bibliotecas de folha de A. magna.

Tabela 1: Sumaério do nimero de clones sequenciados e montagem dos clones das bibliotecas de
folha de Arachis magna submetidas a estresse hidrico.

Bibliotecas Ndmero de Ndmero de Singlets Contigs indice de
clones clusters novidade %
AM1eh-c 586 225 128 97 38,39
AM2c-eh 173 38 17 21 21,96
AM1eh-c + 759 249 138 111 32,80

AM2c-eh (juntas)

O programa CAP3 (HUANG e MADAN, 1999) permitiu agrupar sequéncias similares e, para
cada biblioteca, visualizar a frequéncia de distribuicdo das sequéncias agrupadas (ndmero

de leituras x nimero de clusters, Figuras 4, 5 e 6)
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Figura 4. Frequéncia de distribuicdo das sequéncias da biblioteca AM1eh-c agrupadas mediante o uso da ferramenta CAP3.
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Figura 5. Frequéncia de distribuicdo das sequéncias da biblioteca AM2c-eh agrupadas mediante o uso da ferramenta CAP3.
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Figura 6: Frequéncia de distribuicéo das sequéncias da biblioteca AM1EH-C/AM2C-EH agrupadas mediante o uso da ferramenta CAP3.
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5. Sequéncias diferencialmente expressas

Através da busca de similaridade entre as sequéncias de cDNA das bibliotecas AM1eh-c e
AM2c-eh de folhas de A. magna submetidas ao estresse hidrico e as sequéncias protéicas
depositadas no banco de dados Genbank (nr), foi possivel predizer a funcao de algumas
dessas sequéncias. Esta estratégia de busca permitiu a identificacdo de clones com
sequéncias similares a de genes relacionados com resisténcia a estresse bidtico e abidtico.
A andlise in silico das sequéncias também permitiu a comparacao dos genes expressos nas
duas bibliotecas, sendo alguns expressos exclusivamente na biblioteca AM1eh-c e outros
exclusivamente na biblioteca AM2c-eh. Desses, as 13 sequéncias que apresentaram as
expressoes diferenciais mais significativas pelo Teste Exato de Fisher e que estao
relacionadas a resposta aos estresses bidtico e abiético foram consideradas como genes-
candidatos para posterior validagcdo da expressao diferencial, tais como disease resistance

protein (Figura 7), drought induced protein e catalase.

K Legenda
;\';? 17 515 =l
n?
{J
J\E‘-*
ol
J?eﬁ
.
1.1956%
Figura 7. Disease resistance protein preferencialmente expressa na biblioteca AM2c-eh (M ) em relacdo a

biblioteca AM1eh-c ( ). Dado obtido através do Teste Exato de Fisher.

Utilizando as informacdes geradas nessas duas bibliotecas subtrativas, os genes-
candidatos estdo sendo validados através de macroarranjos de DNA e pela tecnologia da
RT-gPCR em tempo real. Além disso, marcadores moleculares do tipo SSR e SNPs estéo
sendo desenvolvidos a partir de todas as seqliéncias e os mesmos serao utilizados nos
mapas genéticos de Arachis. Os marcadores moleculares desenvolvidos poderao ser
utilizados em programas de selecéo assistida. Genes-candidatos diferencialmente expressos
podem ser isolados através de bibliotecas BAC (GUIMARAES et al., 2008) e introgredidos
em espécies cultivadas, oferecendo importantes alternativas para o desenvolvimento de
novas variedades de amendoim, ou de outras culturas, mais adaptadas a condicdes

ambientais adversas.
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