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RESUMO - Os mecanismos de resposta desencadeados por
plantas submetidas a condi¢des de seca afetam o seu crescimento,
causando sérias limitagdes a sua produtividade. As respostas da
planta ao déficit hidrico t€m sido assim uma das agdes de pesquisa
de interesse estratégico e tornaram-se uma importante tematica
do melhoramento genético de plantas. Devido a complexidade
das respostas a seca, a analise em larga escala de sequéncias
expressas pode contribuir para a identificacao de genes associados
aos mecanismos de tolerancia a seca. O presente estudo visa
estudar o perfil de expressdo (transcritoma) e identificar genes
responsivos ao déficit hidrico nas espécies silvestres de Arachis
magna e A. duranensis submetidas a estresse hidrico gradual. A

biblioteca SSH de A. magna gerou 759 etiquetas de sequéncias
expressas (ESTs) dos quais 249 unigenes foram identificados.
A biblioteca de A. duranensis sequenciada pela tecnologia
Roche/454 obteve 380.601 sequéncias e resultou num total de
12.792 unigenes. A partir da analise in silico desses unigenes, 46
genes candidatos relacionados com a resposta a seca tiveram sua
expressdo validada por RT-qPCR. As informagdes produzidas
neste estudo serdo um recurso valioso para a identificagdo de
genes, caracterizagdo de novos alelos, e desenvolvimento de
marcadores moleculares em amendoim.

Palavras-chave: Arachis spp.; seca; trancritoma; genes-
candidatos; amendoim

INTRODUCAO

A identificagdo dos genes de uma determinada espécie
vegetal, e de sua regulagio temporal e espacial sob determinadas
condi¢des, permite uma compreensio de como caracteristicas
de importancia agrondmica sdo controladas, sendo um passo
para a compreensdo da heranga dessas caracteristicas. A
resposta da planta aos estresses bidtico e abidtico tem sido
alvo de agdes de pesquisa de interesse estratégico e tornou-
se uma importante tematica do melhoramento genético de
plantas. A prospec¢do e a identificagdo de novos genes de
resisténcia/tolerdncia a estresses em plantas, assim como sua
disponibilizagdo para programas de melhoramento genético
sdo, portanto, prioridade de pesquisa a nivel mundial. Para tanto,
deve-se dispor todos os genes contidos em um determinado
genoma dentro de uma perspectiva funcional, tanto em termos
mais basicos, visando identificar qual proteina ¢ codificada
por cada gene, quanto no sentido mais amplo, decifrando
o papel de cada gene no funcionamento geral da célula e do
organismo. Paralelamente, o sequenciamento de genomas e
a analise massal do transcritoma de varias espécies vegetais
tém possibilitado a prospeccio e identificacdo de novos genes
de interesse, gerando um enorme acumulo de informacgdes e
dados. Entretanto, a func¢éo biologica da grande maioria dos
milhares de genes identificados em varios projetos genoma
permanecem desconhecidas e o controle genético da maioria
das caracteristicas agrondmicas ainda precisa ser determinado.

Torna-se, portanto, essencial a andlise e validagdo
dessas informagdes visando um estudo mais acurado da fun¢do
biologica dos genes identificados. A identificagdo de genes
expressos pela planta em resposta aos diferentes tipos de estresse
¢ um dos passos criticos que levam a elucida¢@o dos mecanismos
de tolerancia ao estresse hidrico. Até recentemente, a analise da
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expressdo dos genes limitava-se ao estudo de um gene de cada
vez. Atualmente, os avangos nas tecnologias em larga escala
de sequenciamento e de andlise do transcritoma possibilitam o
estudo simultineo da expressio e da regulag@o de varios genes
em diferentes processos biologicos. Em termos de plantas, essas
informagdes nos permitem realizar comparagdes entre espécies,
revelando importantes informagdes sobre estrutura de genomas
e mecanismos de evolugdo, divergéncia e domesticago.

O presente estudo visa a utilizagdo de tecnologias
e estratégias avangadas na area de gendmica funcional,
especificamente no transcritoma, para buscar genes associados
a resposta ao estresse hidrico em espécies silvestres de Arachis
que possuem um comportamento conservador (mais tolerante)
em relagdo a espécie cultivada (mais suscetivel). Germoplasma
silvestre constitui uma excelente fonte de genes de resisténcia
e tolerancia, que podem ser identificados e isolados para serem
utilizados como marcadores moleculares em programas de
selecdo assistida ou serem introgredidos/introduzidos em
espécies cultivadas, oferecendo importantes alternativas para o
melhoramento do amendoim cultivado (4. Aypogaea).

MATERIAL E METODOS

Para alcangar o objetivo da proposta, as seguintes etapas
foram realizadas: (i) realizacdo de ensaios de desidratacdo
gradual e controlada (tipo dry down) com plantas de Arachis
magna e A. duranensis em casa de vegetacdo; (ii) extracdo
do RNA total a partir de raizes de plantas em condi¢des de
estresse hidrico e do respectivo controle irrigado regularmente;
(ii1) andlise e preparo do material para sequenciamento pela
tecnologia 454 para o material de A. duranensis; (iv) construgéo
de uma biblioteca subtrativa (SSH) e sequenciamento pelo
método Sanger para o material de 4. magna; (v) anélise in
silico das sequéncias obtidas; (vi) identificagdo de sequéncias
associadas a resposta ao estresse hidrico e (vii) valida¢do da
expressdo dos genes candidatos por RT-qPCR.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O transcritoma de plantas de 4. magna submetidas a
estresse hidrico gradual, e seu respectivo controle ndo-estressado,
foi analisado pela constru¢do de duas bibliotecas subtrativas
de cDNA (SSH). A analise in silico revelou 759 etiquetas de
sequéncias expressas (ESTs) que foram agrupadas em 249
unigenes (138 singlets e 111 contigs), com um indice de novidade
de 32,8%. Varios genes foram identificados como sendo
regulados positiva- ou negativamente nas condi¢des de estresse
ou de controle. O perfil de expressdo de alguns desses genes
diferencialmente regulados foi validado pela técnica de RT-qPCR,
utilizando o ¢cDNA de raizes e folhas. Genes que codificam, por
exemplo, glycine descarboxilase, metallothionein-like protein,
drought stress responsive protein ¢ duas proteinas desconhecidas
sdo regulados positivamente durante o estresse hidrico enquanto
que o gene que codifica para uma disease responsive protein é
regulado negativamente durante o estresse hidrico. Assim, esses

resultados revelaram que a expressdo espacial e temporal desses
genes estdo fortemente correlacionados com os dados da analise
in silico e com a resposta ao estresse. Os genes-candidatos de
A. magna que se revelaram mais promissores serdo, no futuro,
introduzidos em plantas transgénicas modelo (como Medicago
truncatula) ou alvo (amendoim) a fim de avaliar a regulacdo da
sua expressdo e o seu potencial papel nos mecanismos de resposta
da planta ao estresse.

Dando continuidade as andlises do transcritoma, mais
recentemente, a equipe analisou o perfil global de expressdo
em dois tecidos (folha e raiz) de plantas de 4. duranensis
submetidas a estresse hidrico gradual, utilizando a tecnologia
454 de sequenciamento massal. Uma tnica meia-corrida de
sequenciamento 454 GS-FLX- Titanium de duas bibliotecas de
cDNA (plantas estressadas e ndo-estressadas) revelou 380.601
sequéncias com um tamanho médio de 293,24 nucleotideos apos
limpeza. Depois do agrupamento (clustering) e da montagem
(assembly), um total de 12.792 unigenes foram geradas para 4.
duranensis. A interpretagio funcional das sequéncias obtidas foi
realizada por atribui¢des de Gene Ontology (GO), mostrando
uma cobertura para uma ampla gama de categorias GO. Mais de
29% dos singlets e dos contigs ndo tiveram correspondéncia no
banco de dados publicos e um niimero significativo de sequéncias
foi identificado como sendo diferencialmente expressos entre as
duas bibliotecas. Assim como realizado para 4. magna, o perfil
de expressdo temporal e espacial dos genes-candidatos de A.
duranensis foi validado pela técnica de RT-qPCR. Um total de
18 genes candidatos mostrou-se significativamente regulado nas
condi¢des de estresse ou de controlo e dois deles (expansina e
nitrilase) revelaram niveis elevados de expressdo diferencial
em plantas estressadas, confirmando o seu envolvimento em
resposta seca.

CONCLUSAO

O estudo do perfil de expressdo em espécies silvestres
de Arachis submetidas a estresse hidrico gradual possibilitara
a rapida e eficiente identificacdo de genes e de suas interagdes
durante os processos de estresse abidtico. A andlise in silico
dessas sequéncias podera revelar genes-candidatos, auxiliando
na constru¢do de um quadro comparativo em termos
transcricionais do processo de resposta e adaptagdo das plantas
ao estresse hidrico, podendo ser integrado ao conhecimento
atual da tolerdncia das plantas ao estresse abidtico. Os
conhecimentos  gerados  proporcionardo  importantes
alternativas com potencial aplicagdo na biotecnologia
(selecdo assistida por marcadores, introgressdo/introdugdo
de genes candidatos no amendoim cultivado), visando o
desenvolvimento de cultivares de amendoim mais tolerantes a
seca e mais adaptadas a condi¢es ambientais adversas. Através
de estudos de sintenia e gendmica comparativa, sera possivel
também estender esses conhecimentos para outras culturas de
importdncia econdmica para o Pais. Até o momento, este é o
unico trabalho de analise de transcritoma de espécies silvestres
de Arachis submetidas ao estresse hidrico.
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