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Resumo

O feijao-caupi (Vigna unguiculata) constitui uma das espécies mais cultivadas no Brasil,
principalmente nas regides Norte e Nordeste onde, além de importante gerador de
empregos e renda, constitui um dos principais componentes da dieta alimentar do
nordestino. Porém, a produtividade do feijdo-caupi é constantemente ameacada por
agentes ambientais e patogénicos, afetando negativamente o seu desenvolvimento
vegetativo e reprodutivo. Dentre as doencas que afetam esta cultura, pode-se destacar a
meloidoginose, causada pelo nematéide Meloidogyne incognita, que interfere diretamente
na qualidade e quantidade dos graos produzidos. Bibliotecas subtrativas de cDNA de
genotipos resistente e suscetivel de feijao-caupi infectados com M. incognita foram
construidas e um total de 205 unigenes foram obtidos. Genes potencialmente envolvidos
com a resisténcia de feijao-caupi ao nematdéide foram identificados. Membranas de
macroarranjo de DNA foram construidas visando validar a expressao diferencial dos genes
de feijdo-caupi identificados neste estudo. Para avaliar a qualidade da impressao dos
unigenes nas membranas, uma hibridizacdo com sonda especifica para o gene da
ampicilina, presente no vetor, foi realizada. Os resultados obtidos revelaram o potencial da
técnica de macroarranjo para validar a expressao diferencial dos genes identificados.

' Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia, DF
2 Universidade de Brasilia



Abstract

The cowpea beans (Vigna unguiculata) is one of the most cultivated species in Brazil,
mainly in the North and Northeast regions. This culture has economic and social
importance, since it is a common diet component. However, the productivity of cowpea-
beans is threatened by several biotic and abiotic stresses, which affect the vegetative and
reproductive development. Among the pathogens that affect this culture is the nematode
Meloidogyne incognita, which interferes directly in the grain production. Subtractive cDNA
libraries were constructed using resistant and susceptible genotypes infected with M.
incognita. A total of 205 unigenes were obtained and genes potentially involved in
resistance were identified. Macroarray membranes were constructed in order to validate
the differential expression of the cowpea genes identified in this study. An Overgo
hybridization was performed by using the ampicilin gene present in the cloning vector as
probe. This was performed to observe the quality of the gene spotting process onto the
membrane. The results showed the potential of the macroarray technigue to validate the
differential expression of the identified genes.



Introducéo

O feijao-caupi (Vigna unguiculata) constitui uma das espécies de grande valor
socioeconémico no Brasil, principalmente nas regidoes Norte e Nordeste onde, além de
importante gerador de empregos e renda, constitui um dos principais componentes da dieta
alimentar do nordestino. Porém, a produtividade do feijao-caupi é constantemente
ameacada por agentes ambientais e patogénicos, afetando negativamente o seu
desenvolvimento vegetativo e reprodutivo. Um dos principais problemas desta cultura é a
infeccao pelo nematéide das galhas. Meloidogyne incognita e M. javanica sao as principais
causadoras de perdas econdémicas, que podem chegar a 31% na producao (Charchar et al.,
1995). O seu controle é realizado por rotacao de culturas e principalmente pelo uso de
nematicidas, que oneram significativamente a producao. Além do alto custo, os
nematicidas causam graves prejuizos ambientais e sociais, pois apresentam alta toxicidade
e seus residuos, altamente estaveis, contaminam o solo e mananciais hidricos por tempo

indeterminado.

Fontes de resisténcia tém sido encontradas em materiais silvestres, porém sua utilizacao
tem sido dificultada devido a incompatibilidade genética entre espécies e a necessidade de
varios retrocruzamentos, que tornam os programas de melhoramento muito longos. Tendo
em vista a baixa eficiéncia dos métodos de controle atuais e as limitacoes do
melhoramento genético convencional, fica evidente a necessidade do desenvolvimento de
cultivares resistentes a fitonematoéides através de métodos biotecnolégicos modernos.
Existem gendtipos nematdide-resistentes que, por ndao apresentarem outras caracteristicas
agronOmicas importantes desejaveis, ndo sao cultivados em escala comercial. Estes
gendtipos se constituem em excelentes fontes de genes de resisténcia, que podem ser
identificados e isolados para serem utilizados como marcadores moleculares em programas
de selecdo assistida ou serem incorporados diretamente em plantas, via transgenia,

oferecendo importantes alternativas para o controle de fitonematdides.

O objetivo deste estudo foi construir bibliotecas subtrativas de cDNA utilizando genétipos
resistente e suscetivel de V. unguiculata na tentativa de identificar genes possivelmente
envolvidos com a resisténcia a M. incognita. Para validar a expressao diferencial dos genes
de feijao-caupi identificados, membranas de macroarranjo de DNA foram também

construidas.



Material e Métodos
1. Cultura de nematéides, extracdo de ovos e eclosdo de juvenis

M. incognita mantidos em tomateiros em casa de vegetacao foram utilizados neste estudo.
Para a obtencado dos nematdides, o sistema radicular dos tomateiros foi lavado com agua
corrente e as raizes foram trituradas no ligUidificador com solucao de 0,5% (v / v) de
hipoclorito de sédio. O material resultante foi separado por um conjunto de peneiras de
100 a 400 mesh. Os ovos retidos na segunda peneira foram coletados e depois
depositados em papel toalha sobre uma peneira plastica dentro de um recipiente com agua
destilada. Apds a eclosao dos ovos, os juvenis foram coletados por centrifugacdo a 2500 x

g por 30 minutos e contados para a infestacdo de plantas de feijao.

2. Infestacao das plantas e coletas das raizes infectadas

As plantas de feijdo dos gendtipos CE31 (resistente) e CE109 (suscetivel) foram infectadas
com aproximadamente 5000 larvas de M. incognita ap6s atingir 2 meses de idade. As
coletas das raizes infectadas foram realizadas 3, 6 e 10 dias apds a infeccao. Todas as
raizes coletadas receberam o mesmo procedimento de limpeza e conservacao — lavagem

com agua, congelamento em nitrogénio liquido e armazenamento a -80° C.

3. Construcdo das bibliotecas subtrativas de cDNA, clonagem e sequenciamento

RNA total foi extraido utilizando Concert Plant RNA Reagent (Invitrogen) e a construcao
das bibliotecas de cDNA foi realizada utilizando o kit PCR-Select cDNA Subtraction
(Clontech). Foi realizada hibridizacdao de cDNAs de raizes do genétipo resistente CE31
contra cDNAs de raizes do genétipo suscetivel CE109 (biblioteca 1) e vise-versa (biblioteca
2), para identificar genes expressos exclusivamente em cada genétipo. Os produtos
diferenciais obtidos foram clonados em pGEM T-Easy (Promega) e seqlienciados em
Sequienciador Automatico ABI Prism 3700 DNA Analyser (Applied Biosystems Inc.). As
homologias das seqliéncias foram analisadas utilizando o programa Blast (Altschul et al.,

1997).

4. Confeccdao das membranas de macroarranjo e condicées de hibridizacao

Para a confeccao das membranas de macroarranjo, foram utilizados os clones das duas
bibliotecas subtrativas de cDNA de feijao-caupi construidas. O DNA plasmidial dos 205

clones representando o conjunto unigene foi extraido.



Apds a quantificacao e andlise da qualidade do DNA plasmidial extraido, estes foram
impressos em membranas de nailon utilizando-se um sistema robotizado (Q-BOT-GENETIX-
UK), onde cada clone foi depositado 20 vezes em duplicata. Como controle positivo, foi
utilizado o gene cromatina por apresentar expressao nos dois gendtipos. Apds a
transferéncia dos DNAs, as membranas foram desnaturadas, neutralizadas e
posteriormente fixadas em aparelho CrossLink (CL1000, UVP) e também em forno a 80° C
por 2 horas. Estas membranas foram posteriormente submetidas a hibridacao Overgo, que
consiste na marcacao com [32P]dCTP do gene hpt (ampicilina) presente no vetor pGEM-T-

Easy.

Resultados e Discussao

As raizes dos gendtipos CE31 e CE109 coletadas nos diferentes tempos foram utilizadas
para extracdao de RNA e foram obtidos aproximadamente 100 ug de cada material. Foi
realizada purificacdo do mRNA utilizando o kit Oligotex (Qiagen) e foram obtidos
aproximadamente 0,5 ug de mRNA dos tecidos dos dois gendétipos, que foram utilizados
para a sintese de cDNA utilizando o kit PCR-Select cDNA Subtraction (Clontech). As
seqgliéncias de cDNA diferenciais, obtidas apés as etapas de PCR primario e PCR
secundario foram visualizadas em gel de agarose 1,5%. A maioria dos fragmentos
apresentou tamanhos de 0.1 a 1.5 Kb (Figura 1). Estes fragmentos foram clonados em
vetor pGem-T-Easy (Promega) e seqlienciados. Foram obtidas 440 seqliéncias vaélidas,
sendo que o tamanho minimo de inserto considerado para anélise foi de 30 pb (phred >
20). A andlise das seqliéncias revelou 205 clusters e as bibliotecas foram finalizadas com
porcentagem de novidade de aproximadamente 50%.

A andlise das sequencias através do programa Blastx revelou véarios genes envolvidos com
a resisténcia a estresses bidticos conhecidos e alguns desses genes foram expressos
apenas no genotipo resistente (Tabela 1). Foram identificados genes que codificam para
proteinas hipotéticas e proteinas relacionadas com a resposta a ferimentos e resisténcia ao
ataque de insetos e patogenos, incluindo lipoxigenases (Silva, 2001), citochrome P450
(Young-Cheol, 2006), epoxido hidrolase (Guo, 1998), entre outras (Tabela 1). Esses genes
devem ser estudados através de técnicas de validacao de expressao e funcao,
principalmente aqueles que codificam proteinas de funcdo desconhecida, para determinar o
seu papel especifico durante o processo de resisténcia da planta a infeccao por M.
incognita.

Para validar a expressao diferencial dos genes identificados, membranas contendo o
conjunto unigene de feijao-caupi foram construidas para andlises de macroarranjo. O DNA

plasmidial extraido foi analisado por eletroforese em gel de agarose 1% (Figura 2). Foi



obtida uma membrana contendo os 205 unigenes de feijao-caupi em duplicata. A
hibridacao Overgo revelou que ndo houve sobreposicao do DNA dos clones e também
validou a impressdao dos mesmos na membrana (Figura 3).

Uma heterogeneidade na intensidade dos pontos hibridizados foi observada. Essas
diferencas na intensidade do sinal de hibridizacdo pode ter ocorrido devido as diferentes
concentracdes de DNA dos clones utilizados neste estudo (Figura 1). Os pontos de
hibridacdo e os sinais foram quantificados pelo programa MultiGauge - Fuijifilm através da
criacao de grides, as quais transformam a intensidade dos sinais em valores niameros
brutos. Estes valores serao utilizados para comparagdo com os valores obtidos em estudos
futuros de hibridizacdo com cDNAs dos genétipos resistente e suscetivel infectados com o

nematodide. A comparacao dos valores permitird a quantificacdo da expressao diferencial.

Os resultados obtidos neste estudo revelaram genes potencialmente envolvidos com a
resisténcia de feijao-caupi a M. incognita. Os experimentos de macroarranjo mostraram a
viabilidade da utilizacao desta técnica para validacao da expressao diferencial dos genes
identificados. Os pontos de hibridizacdo foram claramente definidos e apresentaram
intensidade de sinal adequada para a quantificacdo e normalizacao. Recentemente, o
genoma de V. unguiculata foi seqlienciado e uma grande quantidade de informacdes estara

disponivel no banco de dados em breve (http://cowpeagenomics.med.virginia.edu/; Chen et

al., 2007). Muitos trabalhos de expressado génica tém sido reportados nesta cultura
(Carvalho et al., 2006 ; Carvalho et al., 2006b ; Carvalho et al., 2004). Entretanto a
interacao feijdo-caupi-nematéide tem sido muito pouco estudada e os mecanismos de
resisténcia ainda nao sdo compreendidos. Ensaios de hibridacdo com as sondas de cDNA
estdo em andamento e apds a validacao da expressao dos genes identificados, sera
possivel utilizar os genes para transformacao de plantas visando obter gendtipos de feijao-

caupi resistentes a M. incognita.
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Tabela 1. Genes possivelmente envolvidos com a resposta de resisténcia, expressos no

genétipo CE31 (Resistente) de Vigna unguiculata

Contig/Read Proteina codificada Numero de Acesso

Contig 48 putative Lipoxygenase 2.3, chloroplast CAD45187.1
precursor

Contig 41 NADP-isocitrate dehydrogenase gb|AAD51361

RFEJO3_F F10 _.b 079 putative GH1 protein or auxin- gb|AAT93852

regulated protein
RFEJO3_F E12 .b 087 elongation factor 1A SMV resistance- gh|AAT72900
related protein

Contig 4 Anthranilate N-hydroxycinnamoyl/ gb|AAM61215
benzoyltransferase

RFEJO1_AO01 .b 001  Cysteine protease BAA96501

RFEJO1_GO01 .b 004  Putative epoxide hydrolase BAA84626

RFEJOL_A06_.b 037 NOHITS
RFEJOL_E08 .b 055 NOHITS

RFEJO1_GO01 .b 004  putative epoxide hydrolase dbj|BAA85201.1|
RFEJ02_C02 _.b 006  lipoxygenase 2 emb|CAD45187.1|
RFEJO3_EO7_.b 051  putative Mannosyl-oligosaccharide

1,2-alpha-mannosidase 1B dbj|BAD15724.1|
RFEJO3_FO03_.b_027  unknown gb|AAM65433.1|

RFEJO3_F08 .b 063 NOHITS
RFEJO3_GO08 .b 056  Cytochrome P450 family protein,

expressed gb|ABF97993.1|

RFEJO4 F03 .g 027  phosphoenolpyruvate carboxylase gb|AAG00180.1|
A) B)
B)

Kb

0.3-

Figura 1. Produtos diferenciais obtidos apés o PCR secundéario na biblioteca 1 (A) e 2 (B).

M, Ladder 1 kb (Invitrogen).
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Figura 2. Analise da extracdo de DNA plasmidial de alguns clones das bibliotecas subtrativas de

cDNA de feijdo-caupi em gel de agarose 1%.

Figura 3. Membrana contendo o conjunto unigene de feijdo-caupi apés hibridizacdo Ovego

e exposicado de 24h.



