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Resumo — O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito isolado ou simultdneo dos estresses hidrico e térmico
na expressdo génica em nodulos de feijao-caupi. A bactéria Bradyrhizobium japonicum (estirpe BR 3267) foi
inoculada em sementes de feijao-caupi da cultivar IPA 206 e, 35 dias ap6s a germinagdo, as plantas foram
submetidas a diferentes regimes de disponibilidade hidrica e a estresse térmico, em casa de vegetacdo. Para a
identifica¢@o dos genes diferencialmente expressos, foi utilizada a técnica de cDNA-AFLP, tendo-se isolado
67 fragmentos derivados de transcritos (FDTs) diferencialmente expressos. Apos o sequenciamento dos FDTs
e das analises de similaridade, com uso do programa Blastx, foram identificados 14 genes diferencialmente
expressos envolvidos em diferentes processos metabdlicos. O padrao de expressao de seis genes sob estresse
abiotico foi confirmado por RT-qPCR, e observou-se inducao de genes pertencentes a diferentes categorias
funcionais, como biossintese de acido abscisico, sinaliza¢do celular, transportador de prolina ¢ biossintese de
lipideos de membranas. A expressdo desses genes indica sua participagdo em processos relacionados a prote¢ao
dos nédulos ao estresse abiotico.

Termos para indexacdo: Vigna unguiculata, cDNA-AFLP, fixacdo biologica de nitrogénio, genomica
funcional.

Gene expression induced by abiotic stress in cowpea nodules

Abstract — The objective of this work was to evaluate the isolated or concomitant effect of drought and
heat stresses on the gene expression of cowpea nodules. The bacterium Bradyrhizobium japonicum (strain
BR 3267) was inoculated in cowpea seeds from the cultivar IPA 206 and, 35 days after germination, the
plants were subjected to different water availability regimes and to heat stress under greenhouse conditions. To
identify differentially expressed genes, the cDNA-AFLP technique was used, and 67 differentially expressed
transcript-derived fragments (TDFs) were isolated. After TDFs sequencing and similarity analyses, using the
Blastx program, 14 differentially expressed genes were identified, which are involved in different metabolic
processes. The expression pattern of six genes under abiotic stress conditions was confirmed by RT-qPCR, and
the induction of different functional gene categories, such as abscisic acid biosynthesis, cell signaling, proline
transporter, and lipid membrane biosynthesis, was observed. The expression of these genes indicates their
participation in processes related to nodule protection under abiotic stresses.

Index terms: Vigna unguiculata, cDNA-AFLP, biological nitrogen fixation, functional genomics.

Introduciao

Em condigdes tropicais, a produtividade agricola
pode ser negativamente afetada por uma série de
estresses bioticos e abidticos que alteram o crescimento
eodesenvolvimento vegetal. Nesse contexto, destacam-
se a deficiéncia de nutrientes, como nitrogénio e
fosforo, bem como os estresses decorrentes da baixa
disponibilidade hidrica e das altas temperaturas.

A fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) ¢ um
processo complexo que pode ser negativamente afetado,
em suas diversas etapas, por estresses abioticos, como
altas temperaturas e deficit hidrico (Hungria & Vargas,
2000). Em condigées de campo, a interagdo entre
diferentes tipos de estresse tende a maximizar os efeitos
deletérios causados por cada estresse individualmente,
o que leva a alteragdes especificas na expressao génica.
Ao longo de sua evolugdo, as plantas desenvolveram
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uma série de mecanismos de tolerdncia a estresses
abidticos (Iuchi et al., 2000). Contudo, a ativagdo
desses mecanismos varia de acordo com a espécie
vegetal, o que determina o seu nivel de tolerancia ao
estresse.

O feijao-caupi (Vigna unguiculata L. Walp) € uma
espécie leguminosa cultivada no semiarido nordestino
(Freire Filho et al., 2005), em pequenas areas na
Amazonia e, ultimamente, no Cerrado, onde € cultivada
em areas de grandes produtores agricolas dos estados
do Piaui e do Maranhdo (Zilli et al., 2006). Além
disso, no Nordeste, onde o feijdo comum (Phaseolus
vulgaris L.) comumente ndo se desenvolve de forma
adequada, em razao de caracteristicas edafoclimaticas,
o cultivo do feijao-caupi € importante, por se tratar de
espécie capaz de suportar as elevadas temperaturas
e as secas comuns na Regido (Freire Filho et al,
2005). O amplo potencial adaptativo (Ehlers & Hall,
1997), a capacidade de se associar simbioticamente
com bactérias diazotrdficas (fixadoras de nitrogénio)
(Zilli et al., 2006) ¢ a tolerancia a estresses ambientais
sdo caracteristicas importantes para o cultivo do
feijao-caupi, para as quais ¢ relevante que se identifique
os genes expressos nos nodulos associados a elas
(Simdes-Araujo et al., 2008). A alteragao no padrao de
expressdo desses genes pode, direta ou indiretamente,
conferir boa capacidade de FBN mesmo sob condi¢des
limitantes.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito isolado
ou simultdneo dos estresses hidrico e térmico na
expressao génica, em nodulos de feijao-caupi.

Material e Métodos

O experimento com choque térmico e restricdo
hidrica foi conduzido em casa de vegetagdo, na
Embrapa Agrobiologia, Seropédica, RJ. Para isso,
sementes de feijdo-caupi da cultivar IPA 206 foram
superficialmente desinfestadas e semeadas em vasos
de plastico (500 mL) contendo, como substrato, uma
mistura de areia/vermiculita, na propor¢do de 2:1 (vv!),
previamente esterilizada. Em seguida, as sementes
foram inoculadas com 1,0 mL da estirpe BR 3267 de
Bradyrhizobium japonicum previamente crescida em
meio YM durante cinco dias, a 30°C e sob agita¢ao
de 120 rpm. Utilizou-se o delineamento experimental
inteiramente casualizado, com trés repeti¢des e dois
regimes de disponibilidade hidrica, além de estresse
térmico de 44°C por 30 e 60 min.
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As plantas foram mantidas em casa de vegetacdo
a 28+3°C, com fornecimento de solugdo nutritiva de
Norris, conforme Gruzman & Dobereiner (1968), isenta
de nitrogénio, até o momento da coleta. Inicialmente,
cinco sementes foram plantadas e, aos sete dias apos a
germinacdo, foi realizado o desbaste, tendo-se mantido
apenas trés plantas por vaso.

Aos 35 dias apds a germinagdo, as plantas foram
submetidas a dois regimes de disponibilidade hidrica:
irrigacdo plenaacapacidade de campo e restri¢ao hidrica
por suspensao da irrigagdo. As coletas dos nodulos de
feijdo-caupi foram realizadas 48, 72 e 96 horas apods
o inicio do periodo de restri¢do hidrica, e o valor do
conteido relativo de agua (CRA), utilizado como
indicador do nivel de estresse hidrico, foi determinado
em cada coleta.

Parte das plantas submetidas a restri¢do hidrica por
72 horas foi submetida a estresse térmico de 44°C,
por 30 e 60 min. Para a aplicacdo do tratamento
térmico, as plantas foram transferidas para camara
com temperatura controlada. Uma parcela das plantas
foi submetida a 1 hora de estresse térmico, reidratada
a capacidade de campo e, em seguida, coletada 1 hora
apos a reidratagdo (recuperagao).

Para a extracdo do RNA total dos nodulos de
feijdo-caupi, foi utilizado o reagente comercial Trizol
Reagent Total RNA Isolation System II (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EUA), de acordo com as especificagdes
do fabricante. O RNA foi quantificado ¢ avaliado
em gel de agarose antes do armazenamento a -70°C.
Para cada tratamento, foram colhidos nove vasos
(trés vasos para cada tempo de coleta), no total de
nove plantas por repeticdo (vaso) e 27 plantas por
tratamento.

O RNA mensageiro (mRNA) foi purificado a partir
de 1,0 mg de RNA total obtido dos nodulos. Para a
sintese do cDNA dupla-fita, foram utilizados 2,0 pg
de mRNA purificado com o kit PolyATtract mRNA
Isolation Systems II (Promega, Madison, WI, EUA)
e com o kit RiboClone — Universal RiboClone cDNA
Synthesis System (Promega, Madison, WI, EUA),
segundo as especifica¢des do fabricante.

O cDNA obtido dos nodulos de feijao-caupi em
diferentes condi¢des de estresse foi utilizado para o
cDNA-AFLP, realizado de acordo com Bachem et al.
(1996). Os fragmentos de cDNA foram digeridos
com as enzimas de restrigdo EcoRI/Msel e ligados a
oligonucleotideos adaptadores. A reacdo de ligagao foi
diluida(1:10)eutilizadanasreagdesde pré-amplificagdo
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e amplificagdo seletiva, conforme Simoes-Aratjo et al.
(2002).

O material da amplificagdo seletiva foi submetido
a eletroforese em gel de poliacrilamida (acrilamida/
bisacrilamida 19:1) corado com nitrato de prata, tendo-
se utilizado o procedimento descrito por Creste et al.
(2001).

Apbs a coloragdo do gel de poliacrilamida, as
bandas correspondentes aos FDTs diferencialmente
expressos foram excisadas do gel e eluidas em 100
uL de tampdo de PCR 2X — 40 mmol L' Tris-HCI
(pH 8,4) ¢ 100 mmol L KCI —, a 37°C por 16 horas
e, adicionalmente, a 95°C por 15 min. Cada FDT
foi reamplificado por PCR, tendo-se utilizado os
iniciadores  EcoRI+0 (GACTGCGTACCAATTC)
e Msel+0 (GATGAGTCCTGAGTAA), seguido
do sequenciamento em MegaBACE 1000 Analysis
Systems (GE Healthcare, Buckinghamshire, Reino
Unido).

As sequéncias obtidas foram submetidas a analises
de similaridade com sequéncias depositadas no
banco da base de sequéncias do National Center for
Biotechnology Information (NCBI), com uso do
programa Blastx (Altschul et al., 1997). Os FDTs cujas
sequéncias apresentaram similaridade com os genes
descritos na literatura, e que foram considerados mais
relevantes para o processo de tolerdncia a estresses
abidticos, tiveram o seu perfil de expressao avaliado
por RT-qPCR.

As reagdes de RT-qPCR foram realizadas com trés
repetigoes bioldgicas para cada tratamento. Além
disso, para cada repeticao bioldgica, foram realizadas
trés repeti¢des técnicas a partir da mesma dilui¢do de
cDNA (1:50). A 10 pL. de cDNA fita simples, foram
adicionados 4,3 pL de H,O livre de nucleases, 2,0 uL. de
tampao de PCR 10X — 200 mmol L' Tris-HCI (pH 8.,4)
¢ 500 mmol L' KCl—, 1,2 uLL de MgCl, (50 mmol L"),
0,2 uL de cada iniciador (10 pmol pL1), 2,0 uL de
SYBR Green I nucleic acid gel stain (Molecular Probes,
Paisley, Reino Unido) diluido em H,O (1:10.000)
e 0,05 uL da enzima Platinum Taq DNA polimerase
5,0 u pL! (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA).

Os experimentos de RT-qPCR foram realizados
no equipamento 7500 Fast Real-Time PCR System
(Applied Biosystems, Carlsbad, CA, EUA). Apds a
ativacdo da enzima Platinum Taq DNA polimerase por
5 min a 94°C, a reagdo prosseguiu por 40 ciclos de
desnaturagdo a 94°C por 15 s, anelamento a 60°C por
10 s e extensdo a 72°C por 15 s. Ao final de cada ciclo,

os dados de fluorescéncia foram coletados a 60°C por
35 s. Controles negativos para cada iniciador foram
incluidos, tendo-se utilizado H,O livre de nucleases em
substituicdo ao cDNA molde.

Para a determinagao da expressao relativa, os valores
do ciclo limiar (Ct), para cada amostra, foram obtidos
a partir de dados brutos de fluorescéncia, com uso do
programa Miner (Zhao & Russel, 2005). Os valores de
Ct foram utilizados para a quantificagao relativa (RQ),
associada ao controle hidratado (RQ = 1), para cada
tempo de coleta, pela equacdo RQ = 224 conforme
Livak & Schmigtten (2001). Como normalizador,
utilizou-se o gene JuUBQ28 (poliubiquitina
enzima 28), previamente selecionado como controle
endogeno para analise da expressdo génica em nodulos
de feijao-caupi sob condicdes de estresse abidtico.

Os dados de expressdo génica, representativos das
trés repeticdes bioldgicas independentes para cada
tratamento, foram submetidos a analise de variancia,
com uso do programa Sisvar 4.2 (Ferreira, 2008).
As médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott,
a 5% de probabilidade. A reprodutibilidade e a precisdo
dos valores de RQ obtidos foram estimadas pelos
valores de erro-padrao da média entre as repetigdes
bioldgicas.

Resultados e Discussao

Os valores do CRA das plantas (Figura 1) foram
utilizados como indicador fisioldogico do nivel de
estresse hidrico. Como esperado, houve declinio
do CRA das plantas ao longo do periodo de

Controle  Estresse Controle Estresse Recuperagdo Controle Estresse
8 Horas 72 Horas 96 Horas

Tratamento
Figura 1. Valores do contetido relativo de agua (CRA) de
plantas de feijao-caupi (Vigna unguiculata) submetidas a
diferentes periodos de restrigdo hidrica (48, 72 e 96 horas).
M¢édia de trés repetigdes bioldgicas independentes.
O estresse térmico de 44°C por 30 ¢ 60 min foi aplicado
72 horas ap06s o inicio do periodo de restrigao hidrica.
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restricdo hidrica. Apos 48 ¢ 72 horas sem irrigacao,
o CRA diminuiu para 87,66+1,28 e 82,09+2,29,
respectivamente. Valores de CRA em torno de 80%
indicam nivel de estresse moderado. Esse decréscimo
foi ainda mais pronunciado em plantas sob restricdo
hidrica de 96 horas, as quais atingiram CRA médio de
70,27£1,93% (estresse severo). Apos a reidratagdo,
foi observado valor de CRA de 101,73£1,86%, o que
indica que o tratamento de estresse hidrico associado
ao estresse térmico nao foi letal.

Foram considerados como diferencialmente
expressos os FDTs presentes apenas no tratamento de
estresse, ou com varia¢do na intensidade das bandas nas
diferentes condi¢des de estresse avaliadas (Figura 2).

O numero de FDTs considerados constitutivos e 0s
diferencialmente expressos para cada combinagdo
de oligonucleotideos foi bastante variavel, tendo-se
obtido total de 67 FDTs. Foram obtidos o minimo de
trés fragmentos, para a combinag@o II de iniciadores
(Msel+CAA/EcoRI+A), e o maximo de 11 fragmentos,
para a combinagado Il (Msel+AG/EcoRI+ACC). Esta
variagao tem sido observada na literatura. Zheng et al.
(2004), ao utilizar a técnica de cDNA-AFLP para
identificacdo dos genes induzidos por estresse hidrico
em milho, verificaram varia¢ao no nimero de FDTs em
funcdo da combinagdo de iniciadores utilizados.

A partir da combinac¢do de oligonucleotideos III
(Msel+AG/EcoRI+ACC) (Figura 2), que apresentou o

Combinagao (VII) Combinagao (III) Combinagdo (X) Combinagao (XI)
Msel+AG/EcoRI+AAC Msel+AG/EcoRI+ACC Msel+AT/EcoRI+ACG Msel+AC/EcoRI+T
i A 1 A

Figura 2. Regides dos géis de poliacrilamida de fragmentos derivados de transcritos (FDTs) diferencialmente expressos
obtidos a partir das combinagdes de iniciadores, Msel+AG/EcoRI+AAC (VII), Msel+AG/EcoRI+ACC (I1I), Msel+AT/
EcoRITACG (X) e Msel+AC/EcoRI+T (XI), utilizadas na analise de cDNA-AFLP. As amostras estdo dispostas de 1-7 para
cada combinagao de iniciadores: 1, controle de 48 horas; 2, 48 horas de restri¢ao hidrica; 3, controle de 72 horas; 4, 72 horas
de restri¢do hidrica; 5, 72 horas de restri¢ao hidrica mais 30 min a 44°C; 6, 72 horas de restrigdo hidrica mais 60 min a 44°C; e
7, recuperacao das plantas submetidas ao estresse térmico de 60 min a 44°C. Setas em branco indicam FDTs diferencialmente

expressos; * - FDT constitutivo.
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maior nimero de fragmentos polimorficos, foi possivel
obter 166 FDTs, dos quais 11 foram diferencialmente
expressos e reamplificaveis. Decorosi et al. (2005), ao
avaliar o perfil de transcritos na bactéria Cupriavidus
metallidurans em resposta ao cromato (K,CrO,),
utilizaram duas combinagdes de iniciadores e isolaram
131 FDTs, dos quais nove foram diferencialmente
expressos, o que correspondeu a aproximadamente
7% dos FDTs. Simdes-Aratjo et al. (2002), ao utilizar
seis combinagdes de oligonucleotideos, obtiveram
600 FDTs em nodulos de feijdo-caupi, dos quais
64 foram diferencialmente expressos em reposta ao
estresse térmico. Esses resultados sdo indicativos de
que a eficiéncia na obtencdo de FDTs diferencialmente
expressos ¢ extremamente dependente de variaveis,
como complexidade do organismo estudado,
combinacdo de iniciadores utilizada nas reagdes de
amplificagcdo e niimero de tratamentos aplicados. Para
organismos que apresentam genoma sequenciado,
uma alternativa para aumentar o numero de FDTs
diferencialmente expressos ¢ a realizagdo de
experimento inicial com cDNA-AFLP in silico, para
se selecionar as melhores combinagdes de iniciadores
a serem utilizadas para o experimento in vivo.

No presente trabalho, 54 dos fragmentos
diferencialmente  expressos identificados foram
reamplificados e purificados a partir do gel de agarose,
dos quais 36 foram sequenciados. As andlises de
similaridade das sequéncias permitiram identificar

alguns genes envolvidos em diferentes processos
metabolicos, como metabolismo antioxidante da
célula, metabolismo de lipideos, transporte de prolina,
sintese de agucares, vias de transducdo de sinal,
inibidores de proteases e biossintese de acido abscisico
(ABA) (Tabela 1). Embora essas analises tenham sido
dificultadas, provavelmente em razdo do tamanho dos
fragmentos obtidos e do baixo numero de sequéncias de
feijdo-caupi presentes nos bancos de dados, observou-se
alto valor E para grande parte dos FDTs. Quatorze FDTs
apresentaram similaridade com genes potencialmente
envolvidos nas respostas vegetais a estresses abioticos.
As sequéncias similares a seis FDTs foram obtidas do
banco de dados e utilizadas para desenhar iniciadores
que foram avaliados por RT-qPCR, para confirmagio
do padrao de expressao desses genes.

O perfil de expressio dos genes JuCPRDS
(VuNSR47), VuCPRDI12 e JVuCPRDI14 (VuNSR44),
VuCPRD65 (VuNSR49), 7uDGD1 (VuNSR4) e
JuCDPK (VuNSR10) (Tabela 1) foi avaliado por
RT-qPCR, com eficiéncia de amplificagdo proxima de
100%, o que permitiu a utilizagdo do método 24T para
quantificag@o relativa da expressdo génica (Livak &
Schmigtten, 2001). A alteracdo no perfil de expressao
desses genes (Figuras 3 e 4) indica a sua participagdo nos
mecanismos de protecdo ao estresse hidrico e térmico
nos noédulos durante a FBN. Os genes identificados
pertencem a diferentes categorias funcionais, que
incluem: produgdo e conversao de energia (VuCPRDS),

Tabela 1. Analise de similaridade das sequéncias dos fragmentos derivados de transcritos (FDTs) diferencialmente expressos
com as sequéncias depositadas no banco de dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI), com uso do

programa Blastx.

FDT® Sequéncia obtida (pb) Provavel fungdo Valor E 1D (%) Cob (%)™
VuNSR10 81 Proteina quinase calcio-dependente [Vigna radiata] (AAC49405.1) 0,014 38 88
VuNSR30 212 Proteina-2 de resisténcia especifica [Vigna radiata] (BAC22500.1) 0,021 71 9
VuNSR12 162 Leghemoglobina redutase férrica [Vigna unguiculata] (AADS53185.1|AF181096_1) 0,079 67 16
VuNSR24 159 Isoforma III da amido sintase [Vigna unguiculata] (CAB40374.1|) 0,021 38 30
JiNSRA44 258 Proteina CPRD12 [Vigna unguiculata] (BAA13541.1) le-08 58 65
149 Proteina CPRD14 [Vigna unguiculata] (BAA12161.1) 0,010 53 30
VuNSR13 129 Isoforma V da amido sintase [Vigna unguiculata] (CAB40375.1) 0,005 47 39
VuNSR4 92 Digalactosildiacilglicerol sintase 1 [Vigna unguiculata] (ABA55727.1) 0,022 58 39
VuNSR47 167 Proteina CPRDS (enzima “old yellow”) [Vigna unguiculata] (BAA12160.1) 0,055 50 25
VuNSR49 144 Proteina CPRD65 [Vigna unguiculata] (BAB11932.1) 0,022 33 31
VuNSR19 176 Transportador de prolina 2 [Vigna unguiculata] (BAG06274.2) 7e-04 38 57
VuNSR28 101 Fosfatidilglicerol fosfato sintase [Vigna unguiculata] (ABA55724.1) 0,002 58 35
VuNSR50 71 Inibidor de protease IIc (1102213C) 0,016 60 42
VuNSR22 96 Fosfolipase C fosfoinositideo especifica [Vigna unguiculata] (AAB41107.1) 0,006 62 40

MVuNSR, Vigna unguiculata “nodule stress responsive”. @Identidade maxima no BLASTx. ®Cobertura da sequéncia (%) apos alinhamento no BLASTXx.
Valores entre parénteses referem-se ao niimero de acesso no NCBI. Bancos utilizados na busca: Vigna (Taxid: 3913), Vigna unguiculata (Taxid: 3917) e
Vigna unguiculata Walp. subsp. alba (Taxid: 460247). As analises foram realizadas em 25/2/2012.
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metabolismo antioxidante da célula (JuCPRDI2 e
JuCPRD14), metabolismo de lipideos da membrana
(YuDGD1), cascatas de transdug¢@o de sinal (JuCDPK)
e sintese de ABA (JuCPRD65). Na literatura, ha relatos
da inducao de VuCPRDS, VuCPRDI12, JuCPRDI14 ¢
JuCPRDG65 em folhas de feijao-caupi, em reposta a
desidratacao progressiva (Iuchi et al., 1996b, 2000).
No presente trabalho, a indugdo desses genes foi
observada, pela primeira vez, em nodulos, o que indica
que parte dos mecanismos moleculares ativados em
folhas durante o estresse pode, também, atuar nos
nodulos e contribuir para a manutencdo da FBN sob
condigoes adversas. Contudo, estudos funcionais mais
detalhados precisam ser realizados para confirmar esta
hipotese.

O FDT JVuNSR44 apresentou similaridade ao
JuCPRD14, enquanto os resultados de RT-qPCR
mostraram que o VuCPRD14 foi induzido por estresse
hidrico ao longo dos trés periodos de restricao hidrica
(Figura 3 A). No entanto, seu perfil de expressdo
parece ndo ter sido influenciado pelo tratamento
térmico (Figura 4 A). O gene JuCPRD14, induzido
em folhas de feijdo-caupi submetido a desidratagdo
progressiva (Iuchi et al., 1996a), apresenta homologia
a dihidroflavonol-4-reductase (DFR) e vestitone
reductase (VR), ambas envolvidas na via de biossintese
de flavonoides (Treutter, 2006). Os flavonoides
apresentam propriedades antioxidantes, e a sua funcéo
em plantas, entre outras, esta relacionada a resposta a
estresses. Balakumar et al. (1993) relataram acumulo
desses compostos em resposta a seca. Em arroz, os
genes OsDfr e OsAns, envolvidos na biossintese de
flavonoides, foram induzidos por seca, salinidade e
ABA (Ithal & Reddy, 2004). A indugdo de J'uCPRD14
nos ndédulos em condi¢des de estresse hidrico pode estar
associada ao aumento na biossintese de flavonoides,
necessario parareduzir os danos oxidativos ocasionados
pelo estresse.

O FDT VuNSR49 apresentou similaridade ao gene
VuCPRD65, identificado em folhas de cultivar de
feijdo-caupi tolerante a seca (IT84S-2246-4) (Iuchi
et al.,, 1996b). Em razdo da sua homologia com a
9-cis-epoxicarotenoide dioxigenease (NCED), esse
gene foi posteriormente renomeado para JuNCEDI
(Tuchi et al., 2000). Essa enzima esta envolvida na
sintese de ABA ¢ catalisa a reacdo de clivagem de
epoxicarotenoides para produzir xantoxina, o primeiro
intermedidrio de 15 carbonos na via de biossintese de
ABA em plantas (Nambara & Marion-Poli, 2005).
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Estudos bioquimicos indicam que a clivagem de
9-cis-epoxicarotenoide dioxigenease ¢ uma etapa chave
na via biossintese de ABA (Kende & Zeevaart, 1997),
0 que torna essa enzima extremamente importante na
via de biossintese deste hormonio.

Na literatura, t€ém-se observado que a sintese de
ABA, além de controlar processos fundamentais de
desenvolvimentoemplantas, estarelacionadaaestresses
abidticos, como baixas temperaturas, condi¢des de seca
e alta salinidade (Wan & Li, 2006; Clement et al., 2008).
Em Arabidopsis, ha pelo menos sete genes relacionados
ao NCED, dos quais o A/NCED3 esta especificamente
envolvido nas respostas ao deficit hidrico. Plantas
transgénicas ANCED3 “sense” (superexpressando
o AINCED?3) apresentaram maior tolerancia a seca,
enquanto plantas nas quais 0 AfNCED3 foi reprimido
por RNA “antisense” (4A/NCED3 “antisense”) ou
inser¢do de T-DNA (T-DNA-A/NCED3) foram mais
sensiveis (Iuchi et al., 2001). Resultados semelhantes
foram obtidos por Wan & Li (2006), em que a expressao
ectopica de AANCEDI, um gene que codifica para
9-cis-epoxicarotenoide dioxigenase em amendoim
(Arachis hypogaea L.), foi correlacionada ao acumulo
de ABA nos tecidos em resposta ao deficit hidrico, o
que aumentou a tolerancia das plantas ao estresse.

Os dados de RT-qPCR mostraram que o VuCPRD65
(VuNCED1) foi induzido em todas as condi¢des de
estresse avaliadas e que a sua expressdao em nddulos
de feijao-caupi foi observada apos a aplicagdo do
estresse térmico (Figura 4 B); contudo, observou-
se forte indugdo em reposta ao deficit hidrico apenas
apos 96 horas (Figura 3 B). A indu¢do de JuNCEDI
em nodulos de feijao-caupi pode estar relacionada a
biossintese de ABA. Clement et al. (2008) verificaram
que, em nodulos de soja, apds cinco dias de deficit
hidrico, houve acumulo de ABA em niveis compativeis
aqueles obtidos em folhas. Portanto, apesar da expressao
de VuNCEDI nio ter sido observada em raizes de
feijdo-caupi em resposta ao deficit hidrico (Iuchi
et al., 2000), esse gene apresentou perfil de expressdo
diferente em nddulos. Além disso, uma vez que o
ABA atua em vias de transdugio de sinal em resposta
a estresses, o aumento da sua sintese nos noddulos
pode estar associado a indugdo de genes relacionados
a tolerancia ao deficit hidrico, o que contribui para a
manuten¢do da FBN nessas condicdes.

O FDT VuNSR47 apresentou similaridade ao gene
JuCPRDS, descrito pela primeira vez como expresso
em resposta ao deficit hidrico (Iuchi et al., 1996b).
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O JuCPRDS codifica para uma flavoproteina com  conversdo e na produ¢do de energia na célula. Embora
atividade de oxiredutase relacionada ao grupo de  a estrutura geral dessas proteinas ja tenha sido descrita
proteinas denominado “old yellow enzyme group”. (Fox & Karplus, 1994), até o momento, sua fungdo
Esta familia corresponde a proteinas envolvidas na  fisiologica permanece desconhecida. A inducdo de
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Figura 3. Perfil de expressdo dos genes diferencialmente expressos em nddulos de feijdo-caupi (Vigna unguiculata)
submetido a diferentes regimes de disponibilidade hidrica com uso de RT-qPCR. Controle, plantas plenamente irrigadas
submetidas a diferentes periodos de restrigdo hidrica (48, 72 ¢ 96 horas). Os dados de expressdo génica sdo representativos
de trés repeti¢des biologicas independentes para cada tratamento apds analise com o programa “Real-Time Miner Tool”, para
determinagdo dos valores do ciclo limiar (Ct). A quantifica¢do relativa (RQ) foi calculada por meio da equagdo: RQ = 2-44¢
(Livak & Schmigtten, 2001).
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JVuCPRDS foi observada em resposta ao estresse hidrico O FDT JuNSR4 apresentou similaridade ao gene
(Figura 3 C); no entanto, quando em associagdo ao  que codifica para a enzima digalactosil-diacilglicerol
estresse térmico, os niveis de expressdo ndo diferiram  sintase (JuDGGS1), envolvida na biossintese de

dos do controle (Figura 4 C). digalactosil-diacilglicerol (DGDG), que, em conjunto
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Figura 4. Perfil de expressao dos genes diferencialmente expressos em nodulos de feijao-caupi (Vigna unguiculata) com uso
de RT-qPCR. Controle, plantas submetidas a restri¢do hidrica de 72 horas e subsequente estresse térmico de 44°C por 30 e
60 min; e Recuperacdo, plantas submetidas a restri¢do hidrica de 72 horas e subsequente estresse térmico, coletadas 1 hora
apos a reidratagdo. Os dados de expressdo génica sdo representativos de trés repetigdes bioldgicas independentes para cada
tratamento apds analise com uso do programa “Real-Time Miner Tool”, para determinacgdo dos valores do ciclo limiar (Ct).
A quantificac¢do relativa (RQ) foi calculada por meio da equagdo RQ = 224 (Livak & Schimigtten, 2001).
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com o monogalactosil-diacilglicerol (MGDG), sdo os
principais componentes do envelope do cloroplasto e da
membrana do tilacoide (Torres-Franklin et al., 2007).
Interessantemente, foi observada inducao de VuDGD1
logo apds 48 horas sob estresse hidrico; porém, apds
72 horas de estresse, apesar do aumento da expressao
de pelo menos seis vezes, em comparagao ao controle,
ndo houve diferenca significativa (Figura 3 D). Também
nao foram observadas diferengas significativas entre
os niveis de expressao apds a aplicagao do tratamento
térmico (Figura 4 D), provavelmente em razdo do
alto desvio-padrao verificado para os valores de RQ
neste tempo de coleta. Além disso, apos 96 horas sob
restri¢do hidrica, a expressao de JuDGD1 foi induzida,
semelhantemente ao observado apds 48 horas.

As membranas celulares estdo entre as principais
estruturas afetadas pelo estresse hidrico. Nessas
condigdes, o metabolismo de lipideos da membrana ¢é
alterado e apresenta fun¢do importante na aclimatagdo
ao estresse (Gigon et al., 2004). Torres-Franklin et al.
(2007) também observaram acimulo de DGDG em
feijao-caupi em resposta ao deficit hidrico. Em plantas
de Arabidopsis thaliana submetidas ao deficit
hidrico, foram relatadas alteragdes no metabolismo
de lipideos de membrana em folhas (Gigon et al.,
2004). Embora esse galactosilglicerolipideo esteja
associado, principalmente, ao cloroplasto, verificou-
se seu acumulo em membranas nao cloroplasticas em
resposta ao estresse, o que indica sua participa¢do nos
mecanismos de tolerancia da planta ao deficit hidrico
(Torres-Franklin et al., 2007).

A atividade de FBN depende fundamentalmente
de membrana biologica denominada simbiossomo,
que estabelece uma interface planta-bactéria, o que
possibilita a troca de metabdlitos, um dos processos
importantes para manutengao da FBN. Em Medicago
truncatula, pelo menos 51 proteinas funcionais foram
identificadas no simbiossomo, as quais incluiram
H®-ATPase, ENOD16, ENODS, nodulina-25, BiP,
HSP70 e uma aquaporina multifuncional, entre outras
proteinas desconhecidas (Catalano et al., 2004).
Assim, a manutenc¢do da integridade do simbiossomo
¢ fundamental para manter a FBN durante o estresse, e
alteragdes no metabolismo dos lipideos constituintes
dessa membrana provavelmente estdo relacionadas
a protecdo contra estresses abidticos, uma vez que
alteragdes estruturais na membrana do simbiossomo
podem afetar a atividade de enzimas importantes

e, consequentemente, comprometer o processo de
FBN.

O FDT JVuNSR10 mostrou similaridade com
um gene que codifica para uma proteina quinase
calcio-dependente (JuCDPK) envolvida em vias
de transducdo de sinal (Klimecka & Muszynska,
2007). Em nodulos de feijdo-caupi, possivelmente
ha um padrdo complexo de expressdo de VuCPDK,
com indug@o em resposta ao estresse hidrico de 48 ¢
96 horas e expressao significativamente diminuida em
resposta ao estresse hidrico de 72 horas (Figura 3 E).
Além disso, ndo foi observada diferenca significativa
em relacdo ao controle absoluto, apos a aplicacdo
do estresse térmico associado a restricdo hidrica de
72 horas. E provavel que a diminui¢io dos niveis
de expressdo apos 72 horas de estresse hidrico teve
algum efeito nos niveis de expressao durante o estresse
térmico (Figura 4 E). A atuagdo de proteinas quinases
calcio-dependentes nas respostas vegetais ao estresse
térmico também foi observada por Kanchiswamy
et al. (2010). Possivelmente, essa proteina quinase
antecede a expressdo de outras proteinas importantes
para a resposta ao estresse térmico, como a VuHSP17.7
(Simdes-Araujo et al., 2008), por meio da ativagdo por
fosforilagdo de fatores de transcricdo (“heat shock
factors” — HSFs), necessarios para a expressdao das
proteinas de choque térmico (Kanchiswamy et al.,
2010).

O FDT JVuNSR44 apresentou similaridade ao gene
JuCPRDI12, que codifica uma enzima da familia das
alcool desidrogenases ndo metalicas de cadeia curta.
Essas proteinas apresentam dominio multifuncional
de oxiredutase e atuam em uma variedade de vias
metabolicas, que incluem: acidos graxos, glicose e
esteroides (Persson et al., 1991). Tuchi et al. (1996b)
isolaram esse gene de uma biblioteca de feijao-caupi
em condic¢des de desidratagao progressiva. No presente
trabalho, a inducdo de JuCPRDI12 foi observada em
nédulos em resposta ao estresse hidrico, com maior
acimulo de transcritos apos estresse de 96 horas
(Figura 3 F) e subsequente estresse térmico (Figura4 F).
Tuchi et al. (1996b) verificaram que VuCPRD12 nao
foi induzido por altas temperaturas. Portanto, sua
expressao pode estar relacionada ao estresse hidrico de
72 horas associado a aplicagdo do tratamento térmico.
E possivel que o JuCPRDI2 esteja envolvido na
tolerancia a seca em plantas. Além disso, foi mostrado,
em feijdo-caupi, que esse gene também ¢ induzido
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por ABA (Tuchi et al., 1996a). Cabe ressaltar que
nddulos apresentam um padrdo metabdlico complexo,
mesmo em condi¢gdes normais. Sob estresse abidtico,
a indu¢do de genes relacionados ao metabolismo de
diferentes biomoléculas, como glicose e acidos graxos,
pode auxiliar na manutencao de processos biologicos
fundamentais que ocorrem nessa estrutura radicular.

A expressdo diferencial dos genes identificados em
ndédulos de feijado-caupi provavelmente esta associada
a diferentes mecanismos de prote¢do da célula contra
estresses abioticos, o que contribui de forma direta ou
indireta para a manuteng¢ao da atividade de FBN nessas
condi¢des. A indugao de genes pertencentes a diferentes
categorias funcionais indica a existéncia de resposta
complexa nos nédulos, que vai desde a percepcao do
estresse e cascatas de transducdo sinal, até a expressio
de genes especificos, que atuardo diretamente nas
defesas celulares.

A caracterizacdo funcional mais detalhada desses
genes pode fornecer uma melhor compreensdao dos
processos adaptativos desenvolvidos no interior
dessas estruturas simbiodticas, o que permitiria o
desenvolvimento de estratégias biotecnologicas
pontuais para maior contribuicio da FBN em
leguminosas sob condigdes tropicais.

Conclusoes

1. Os estresses hidrico e térmico provocam
complexa alteracdo na expressdo gé€nica dos nodulos
de feijao-caupi.

2. Genes pertencentes a diferentes categorias
funcionais sdo induzidos em resposta aos estresses
térmico e hidrico, o que indica a sua participacdo nos
mecanismos de prote¢ao dos nddulos para manutengao
da fixagao biologica de nitrogénio nessas condigdes.

3. O padrao de expressdo durante todo o periodo de
estresse avaliado (96 horas) difere significativamente
entre os diferentes genes, com aumento continuo dos
niveis de expressao em alguns casos.
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