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RESUMO
O feijao-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.) € uma importante fonte de proteinas em
regides tropicais e subtropicais. Entretanto, sua produtividade é restringida pelos
fatores adversos, incluindo as infecgbes virais. Em tais situa¢des, os metabdlitos
secundérios conferem uma plasticidade metabdlica para as plantas, fornecendo
barreiras fisicas e quimicas. Assim, este estudo identificou e analizou a expressao
de transcritos associados a via dos fenilpropanoides, seus derivados (flavonoides e
isoflavonoides) e precursores (via do acido chiquimico, fenilalanina e tirosina) no
transcriptoma do tecido foliar de feijdo-caupi resistente ao Cowpea aphid-borne
mosaic virus (CABMV) apoés 1 hora (h) e 16 h da injdria seguida da inoculagédo de
CABMV. Um total de 967 transcritos foram identificados por meio de BLASTn (e-
value < 1e?9). Tais transcritos codificaram todas as enzimas das vias precursoras e
da biossintese de fenilpropanoides, e a maioria das enzimas dos flavonoides
(92,31%) e isoflavonoides (83,33%). Desse total, 65 transcritos diferencialmente
expressos (DE), a maioria induzidos na primeira hora de exposicdo ao estimulo,
codificando enzimas da via precursora (trés enzimas), e da biossintese de
fenilpropanoides (sete enzimas), flavonoides (trés enzimas) e isoflavonoides (cinco
enzimas). Tais enzimas induzidas participam da sintese de aminoacidos (fenilalanina
e tirosina), monémeros da lignina, cumarinas e fitoalexinas, compostos de relevancia
fisiologica para a defesa das plantas a patdgenos. Esses dados sugerem
principalmente a ativagéo da via dos fenilpropanoides e isoflavonoides na defesa de
feijdo-caupi aos estimulos aplicados. Adicionalmente, a prospecc¢ao de Multidrug and
toxic compound extrusion (MATE), uma familia de transportadores multifuncional,
incluindo o transporte de metabdlitos secundarios, identificou 68 VUMATEs (MATEs
de V. unguiculata). A arvore filogenética associada a ortologia indicou alguns
VUMATESs como bons candidatos a desempenhar funcdes similares a de MATEs
funcionalmente caracterizados. O transcriptoma RNA-Seq de VUMATEs
compreendeu 244 transcritos associados a 54 loci. Desse total, 10 transcritos DE (9
UR e 1 DR) associados a seis loci VUMATEs em 1 h ap0s a injuria seguida da
inoculacdo de CABMV, evidenciando sua participacédo no processo de percepcéo do
estresse. Este estudo contribui para a compreensdo dos mecanismos moleculares

associados a injuria e a patégenos em feijdo-caupi.

Palavras-chave: RNA-Se(; Metabdlitos secundarios; Estresse biotico; Fabaceae.



ABSTRACT
Cowpea (Vigna unguiculata (L.) Walp.) is a relevant source of protein in tropical and
subtropical regions. However, their productivity is constrained by adverse factors,
including viral infections. In such situations, secondary metabolites confer a
metabolic plasticity to plants and provide physical and chemical resistances. Thus,
this study identified and analyzed the expression of transcripts of the
phenylpropanoid pathway, its derivatives (flavonoids and isoflavonoids) and
precursors (shikimic acid, phenylalanine and tyrosine pathway) in the transcriptome
of Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV)-resistant cowpea leaves after 1 hour
(h) and 16 h of the injury followed by CABMYV inoculation. A total of 967 transcripts
were identified by BLASTn analysis (e-value < 1e29). These transcripts encoded all
enzymes from the precursor pathways and phenylpropanoid biosynthesis. In
addition, it was identified the majority of enzymes from the flavonoid (92.31%) and
isoflavonoid (83.33%) pathways. Among all, 65 differentially expressed transcripts
(DETSs), most induced (UR; 54) in the first hour of exposure to the stimulus, encoding
enzymes from the precursor pathway (three enzymes), and from the biosynthesis of
phenylpropanoids (seven enzymes), flavonoids (three enzymes) and isoflavonoids
(five enzymes). Such induced enzymes participate in the synthesis of amino acids
(phenylalanine and tyrosine), lignin monomers, coumarins and phytoalexins,
compounds of physiological relevance for the defense of plants against pathogens.
These data mainly suggest the activation of the phenylpropanoids and isoflavonoids
pathway in the defense of cowpea to applied stimuli. Additionally, the search for
Multidrug and toxic compound extrusion (MATE), a family of multifunctional
transporters, including secondary metabolite transport, identified 68 VUMATEs (V.
unguiculata MATES). The phenetic tree associated with orthology indicated some
VUMATES as good candidates to perform similar functions to MATEs. The RNA-Seq
transcriptome of VUMATES comprised 244 transcripts associated with 54 loci. Among
the total, 10 DETs (9 UR and 1 DR) were associated with six VUMATES loci in 1 h
after the injury followed by CABMV inoculation, showing their participation in the
process of stress perception. Therefore, this study contributes to the understanding

of the molecular mechanisms associated with injury and pathogens in cowpea.

Keywords: RNA-Seq; Secondary metabolites; Biotic stress; Fabaceae.



LISTA DE FIGURAS

REFERENCIAL TEORICO

Figura 1 -

Figura 2 -
Figura 3 -

Figura 4 -

Figura 5 -

Figura 6 -

Figura 7 -

Figura 8 -

Figura 9 -

Figura 10 -

Figura 11 -

Figura 12 -
Figura 13 -

ARTIGO |
Figura 1 -

Flor de feijao-caupi (Vigna unguiculata) e os tipos de pétalas
gque CONSLItUEM @ COrOIA........ccoiiiiiiiieeeeeeeeee e e

Mecanismos de defesa das plantas contra patégenos...............

Representacdo esquematica de uma particula viral do género
POty VITUS. ..o e

Representacdo esquematica do genoma de Cowpea aphid-
borne mosaic virus codificando a poliproteina, que € processada
por proteases, gerando as proteinas funcionais........................

Representacdo dos principais eventos do ciclo de infeccdo de
0L T oL 0] 4 YAV U

Mapa da via do &cido chiquimico, destacando as enzimas
identificadas para feijdo-caupi (Vigna unguiculata) no banco de
dados Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG)

Mapa da biossintese da fenilalanina e tirosina, destacando as
enzimas identificadas (nas caixas verdes) para feijao-caupi
(Vigna unguiculata) no banco de dados Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes (KEGG) pathway..........ccccceveeeieiiiiieiiveiennn,

Mapa da biossintese de fenilpropranoides, mostrando as
enzimas identificadas (nas caixas verdes) para feijao-caupi
(Vigna unguiculata) no banco de dados Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes (KEGG) pathway..........cccceeeviieeeiiiiieiininennn,

Estrutura quimica basica da maioria dos compostos dos
FlAVONOIAES. ... ettt e

Mapa de biossintese dos flavonoides, mostrando as enzimas
identificadas (nas caixas verdes) para Vigna unguiculata no
banco de dados Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
(KEGG) pathway .........ccooiiiiiii e

Mapa de biossintese dos isoflavonoides, mostrando as enzimas
identificadas (nas caixas verdes) para feijdo-caupi (vigna
unguiculata) no banco de dados Kyoto Encyclopedia of Genes
and Genomes (KEGG) pathway..............vviiiiiiiiiieiieeeeeeeeeeeeeee,

Etapas bésicas de um experimento de sequenciamento de

Alternativas para a reconstrucdo dos transcritos a partir das
reads provenientes do sequenciamento de RNA...............ccccene.

Heatmap mostrando a clusterizacdo dos perfis de expressédo de
transcritos diferencialmente expressos em folhas de feijao-caupi
1 h apds injuria e infeccéo viral (CABMV), em comparacao aos
respectivos valores de expressado apés 16 h do tratamento.........

16
20

21

21

22

26

28

32

36

39

44

54

55

62



Figura 2 -

Figura 3 -

Figura 4 -

Figura 5 -

Figura 6 -

ARTIGO Il
Figura 1 -

Figura 2 -
Figura 3 -
Figura 4 -

Figura 5 -

Figura 6 -

Figura 7 -

Mapa das vias do acido chiquimico, fenilalanina e tirosina
mostrando as enzimas codificadas por transcritos expressos
nas folhas de feijdo-caupi (Vigna unguiculata) apos a injuria e
inoculacdo do CABMV (Cowpea aphid-borne mosaic virus).........

Mapa da biossintese de fenilpropanoides mostrando as enzimas
codificadas por transcritos expressos em folhas de feijao-caupi
(Vigna unguiculata) ap6s a injuria e inoculacdo de CABMV
(Cowpea aphid-borne mosaicC Virus)..........ccuuviiiieeieiiiineeeeiiiiiee e

Mapa da biossintese de flavonoides mostrando as enzimas
codificadas por transcritos expressos em folhas de feijao-caupi
(Vigna unguiculata) ap6s a injuria e inoculacdo de CABMV
(Cowpea aphid-borne mosaic VIirus)..........cccuuveieeeeeiiviiieeeeeeeeiiinnn,

Mapa de biossintese dos isoflavonoides mostrando as enzimas
codificadas por transcritos expressos em folhas de feijao-caupi
(Vigna unguiculata) ap0s a injaria e inoculacdo de CABMV
(Cowpea aphid-borne mosaic Virus)..........cccceevvieeeieiiiiiie e,

Diagrama de venn mostrando o total de genes de feijao-caupi
(Vigna unguiculata) com ortélogos preditos em diferentes
espécies de [egUMINOSAS. ........cceeeiiiiiiiiiiiie e

Filogenia da familia MATE de feijdo-caupi (Vigna unguiculata)
com proteinas caracterizadas funcionalmente de diversas
BSPECIES. ittt e e e e e e e e e e

Estrutura dos genes MATE de feijdo-caupi (Vigha
UNQUICUIALA).......eeeeeeeiiee e

Motivos conservados encontrados nas proteinas MATE de
feijdo-caupi (Vigha unguiculata)................eeeiiiiiiiiieeieeeees i

Distribuicdo cromossOmica dos VUMATEs em feijao-caupi
(Vigna unguiCulata)............ccoeiiiiiiiiiiieeeeer e

Circos representado as relacdes entre os pares de genes com
duplicacdes segmentais da familia génica MATE em feijao-caupi
(VIgNa uNgUICUIALA)........oooeiiiiiiiiee e

Sitios de ligagcdo a FTs nos promotores dos genes MATE de
feijjdo-caupi (Vigna unguiculata) preditos pela ferramenta
Binding Site Prediction (p-value < 1e°) no PlantRegMap.............

Transcritos associados a transportadores MATE identificados
nas bibliotecas de feijdo-caupi (Vigha unguiculata), obtidas das
folhas injuriadas com inoculacdo do patdogeno Cowpea aphid-
borne mosaic Virus (CABMV)........oeiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee e

63

65

67

69

70

96

97

98

99

100

101



LISTA DE TABELAS

REFERENCIAL TEORICO

Tabela 1 -

Tabela 2 -

Tabela 3 -

Tabela 4 -

Tabela 5 -

Tabela 6 -

Tabela 7 -

ARTIGO |

Tabela 1 -

ARTIGO Il
Tabela 1 -

Enzimas da via do acido chiquimico, identificadas para feijao-
caupi (Vigna unguiculata) no banco de dados Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) pathway, e seus
correspondentes niumeros EC (enzyme commission number).....

Enzimas da biossintese da fenilalanina e tirosina, identificadas
para feijao-caupi (Vigna unguiculata) no banco de dados Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) pathway, e seus
correspondentes  numeros EC  (enzyme  commission

Enzimas participantes da biossintese de fenilpropranoides,
identificadas para feijdo-caupi (Vigna unguiculata) na base de
dados Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG)
pathway, e seus correspondentes numeros EC (enzyme
COMMISSION NUMDET). ... e e e e

Estudos evidenciando a modulagao transcricional de genes da
via dos fenilpropranoides em resposta a injuria e
PALOGENOS. ... . cieeeeeee e e e e e e e e e e e e e —————————

Enzimas participantes da biossintese de flavonoides,
identificadas para feijdo-caupi (Vigna unguiculata) no banco de
dados Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG)
pathway, e seus correspondentes numeros EC (enzyme
COMMISSION NUMDET). ... e e

Estudos mostrando a modulag&o transcricional de genes da
biossintese de flavonoides em resposta a injuria e
PALOGENOS. ... et e a e e e e e e e e e e e e e —————-

Enzimas participantes da biossintese de isoflavonoides,
identificadas para feijdo-caupi (Vigna unguiculata) no banco de
dados Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG)
pathway, e seus respectivos numeros EC (Enzyme commission
NUMDET) ... e

Expressao relativa dos transcritos nas folhas de feijao-caupi
(Vigna unguiculata) ap6s 1 hora e 16 horas de injuria/inoculagéo
Viral pela gPCR.......oiic e

Expressao relativa dos transcritos via gq°PCR em 1 hora (h) e 16
h apdés a injaria seguida da inoculacdo de Cowpea aphid-borne
mosaic virus (CABMV) nas folhas de feijao-caupi (Vigna
UNQUICUIATA) ..o

25

27

30

33

37

40

42

71



2.1
2.2

3.1
3.1.1
3.2
3.2.1
3.3
3.4
3.4.1

3.4.2
3.4.3
3.4.4
3.5

3.6
3.6.1
3.6.2
3.6.2.1
3.7
3.7.1
3.7.1.1

4.1

4.2

SUMARIO
INTRODUGAOD ..ottt ettt
OBUJIETIVOS .o e et e e e e
OBJETIVO GERAL ..ottt e e e
OBJETIVOS ESPECIFICOS......coi ettt
REFERENCIAL TEORICO .....coooviiceveeececeeee e,
ASPECTOS GERAIS SOBRE FEIJAO-CAUPL.......ccoooieeeeeeeeeeeen
IMPOItAnCia ECONOMICA. . ..ciieeiii ettt
MECANISMOS DE INTERACAO PLANTA E PATOGENO................
Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV)........coovvviiiiiiiiiiiennnn,
ESTRESSE POR INJURIA. ... ..ottt
METABOLITOS SECUNDARIOS........ccoovevivieeieiiieteeeee e
Vias do &cido chiquimico, fenilalanina e tirosina...........ccccceevv....

FenilpropranOides. ..o
FlaVONOIAES ... oo
(1Yo} 1 F=\YZ0 T g o Y o [ =2 SRR
FAMILIA MATE ..ottt e
BIOINFORMATICA. .....oeeiteeeeeeeeeteeete e ae e e,
Banco de dados biol0giCOS......cceviiiiiiiiie e
Alinhamento de SEQUENCIAS...........oociiiiiiiiiiiiiiiieeeee e
Basic Local Alignment Search Tool (BLAST).......ccccuuviviiiiieiiieeennenenn.
OMICAS. ..ottt ettt er e

ARTIGO | - Analise do transcriptoma de fenilpropanoides e
derivados em plantas de feijdo-caupi inoculadas com Cowpea
aphid-borne MOSAIC VIFUS..........cceueiiriiieiiiie e e e s
ARTIGO Il - Genbmica estrutural e funcional de transportadores
MATE €M FeIJA0-CAUPI.....ciiiieeeeeeieeieieieeeeeiietis e e e e e e e e e e e e eeenaaan
CONCLUSOES......oiiiiiieiiiiieit ettt e
REFERENCIAS. ..ottt s e

13
14
14
14
15
15
17
18
20
23
23
25

29
35
41
45
47
48
50
51
51
52
52
56



13

1 INTRODUCAO

As plantas estdo expostas simultaneamente a multiplos estresses biéticos e
abidticos, que reduzem significativamente seu desenvolvimento e produtividade.
Para enfrentar tais desafios ambientais, as plantas desenvolveram mecanismos
sofisticados de defesa. Em situacfes de estresses combinados, tais respostas
moleculares sé@o Unicas e ndo mensuraveis pela exposicdo dos vegetais a fatores
adversos isoladamente (PANDEY; RAMEGOWDA; SENTHIL-KUMAR, 2015;
SUZUKI et al., 2014). Nesse contexto, a compreensao dos mecanismos moleculares
associados a estresses combinados é essencial para o desenvolvimento de
estratégias de melhoramento e a descoberta de biomoléculas para a geracdo de
culturas resistentes ou tolerantes a condicfes ambientais adversas, incluindo injaria
e infeccéao viral.

Uma rota metabdlita fisiologicamente relevante para as plantas em ambientes
desfavoraveis é a de metabolitos secundarios, inclusive as vias de biossintese de
fenilpropanoides, flavonoides e isoflavonoides. Elas fornecem barreiras fisicas
(sintese dos mondémeros da lignina) e quimicas, incluindo as fitoalexinas e
fitoanticipinas, compostos  antimicrobianos (DONG; LIN, 2021). A
compartimentalizacdo e a distribuicdo desses metabdlitos secundéarios sé&o
essenciais para o seu funcionamento e efetiva biossintese (BIALA; JASINSKI, 2018).
Nesse processo, multidrug and toxic compound extrusion (MATE), uma familia de
transportadores com multiplas fungdes, como regulacdo negativa da resisténcia a
doencas (TIWARI et al.,, 2014) e efluxo de acido abscisico (ABA; ZHANG et al.,
2014), desenvolve um papel importante (UPADHYAY et al., 2019).

O feijao-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.) é uma das leguminosas mais
versateis e resilientes, podendo crescer em regides mais quentes e secas, como a
do semiarido (MUNOZ-AMATRIAIN et al., 2017; CARVALHO et al., 2017). Tal
espécie colabora para a sustentabilidade dos sistemas de cultivo pela fixacdo de
nitrogénio atmosférico (MUNOZ-AMATRIAIN et al, 2017). Os seus Qraos
constituem um importante recurso de proteina (25% do seu peso) (SPRIGGS et al.,
2018). Entretanto, a produtividade de feijdo-caupi € prejudicada devido a varios
fatores adversos, inclusive as infec¢des virais, como a de Cowpea aphid-borne
mosaic virus (CABMV). Assim, o desvendamento dos mecanismos moleculares
associados a resisténcia em feijdo-caupi ao virus € crucial para a adicdo de

tecnologias aos seus programas de melhoramento.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar a expressdo de transcritos associados ao metabolismo de

fenilpropanoides e derivados a partir de bibliotecas RNA-Seq obtidas das plantas de

feijdo-caupi submetidas a injuria e a inoculacdo de Cowpea aphid-borne mosaic
virus (CABMV).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Anotar os transcritos disponiveis para folhas de feijao-caupi inoculadas com o
CABMV.

Identificar transcritos relacionados com as enzimas participantes do
metabolismo de fenilpropanoides, seus precursores (via do acido chiquimico e
sintese de fenilalanina e tirosina) e derivados [monolignéis (lignina),
flavonoides, isoflavonoides, coumarinas, entre outros].

Analisar a expressao diferencial (aumento ou diminuicdo da expressao) dos
genes codificadores das enzimas das vias estudadas, conforme mapeamento
dos transcritos nas vias metabdlicas da base de dados KEGG Pathway.
Validar a expressdo de cerca de 10 transcritos diferencialmente expressos,
envolvidos em etapas cruciais do metabolismo desses compostos na espécie

aqui analisada.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 ASPECTOS GERAIS SOBRE FEIJAO-CAUPI

O feijao-caupi, também conhecido por varios outros nomes populares, como
feijdo-macassa, feijao-de-praia, feijao-fradinho e feijdo-de-corda (RIBEIRO et al.,
2013), € uma leguminosa diploide (2n = 22), com tamanho do genoma estimado em
cerca de 620 milhdes de pares de bases (BOUKAR et al., 2019). E amplamente
cultivado na Asia, Africa, Oriente Médio, Sul da Europa, Sul dos Estados Unidos,
América do Sul e América Central (ANDARGIE et al., 2014).

A referida espécie é nativa da Africa, domesticada no periodo neolitico,
sendo, posteriormente, dispersa para Asia, Europa e América (CARVALHO et al.,
2017). No Brasil, foi introduzida pelos portugueses, inicialmente no estado da Bahia,
no século XVI, e, posteriormente, disseminado por todo o pais, sendo o cultivo
concentrado nas regides Norte e Nordeste (FREIRE FILHO, 1988).

Pertence a classe Equisetopsida, subclasse Magnoliidae, superordem
Rosanae, ordem Fabales, familia Fabaceae e género Vigna (TROPICOS, 2019).
Apresenta 11 subespécies (ZULUAGA et al., 2021), sendo que uma inclui formas
selvagens e cultivadas anuais, subsp. unguiculata, e as demais sédo representadas
somente por formas selvagens perenes: subsp. baoulensis, subsp. burundiensis,
subsp. letozeyi, subsp. aduensis, subsp. pawekiae, subsp. dekindtiana, subsp.
stenophylla, subsp. tenuis, subsp. alba e subsp. pubescens.

E uma herbacea anual de estacdo quente, que apresenta grande variacio
morfologica. O habito de crescimento pode ser determinado ou indeterminado, com
0 porte ereto, semiereto, prostrado ou trepador, dependendo da temperatura de
crescimento, gendtipo e fotoperiodo (TIMKO; SINGH, 2008). Tal espécie é
autogamica, com cleistogamia e taxas de polinizagdo cruzada relatada em 5% (BA
et al., 2018; TIMKO; EHLERS; ROBERTS, 2007). As folhas primarias sdo opostas,
sendo as demais alternadas e trifoliadas. As sementes de feijdo-caupi variam de
arredondadas ao formato de rim, sendo seu revestimento liso ou enrugado e de
cores variadas, como branco, verde, vermelho, marrom e preto. As vagens
cilindricas geralmente possuem de oito a 18 sementes e podem ser curvas ou retas
(TIMKO; EHLERS; ROBERTS, 2007; TIMKO; SINGH, 2008).

As flores sdo hermafroditas, ciclicas, diclamidea do tipo heteroclamidea e

apresenta simetria zigomorfa. A corola possui uma pétala superior, chamada
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estandarte, duas laterais, denominadas asas, e duas inferiores unidas, a quilha
(Figura 1) (RIBEIRO et al., 2013). As anteras apresentam deiscéncia longitudinal,
gue acontece horas antes da abertura das flores (TIMKO; SINGH, 2008). O feijao-
caupi pode ter florescimento precoce, fornecendo graos secos em 60 dias, ou tardio,
onde amadurecimento pode demorar mais de 150 dias, dependendo do fotoperiodo
(TIMKO; SINGH, 2008).

Figura 1 - Flor de feijao-caupi (Vigna unguiculata) e os tipos de pétalas que constituem a corola.
: m

Fonte: http://www.asergeev.com

O feijdo-caupi cultivado (V. unguiculata subsp. unguiculata) € dividido em
cinco grupos, especialmente com base nas caracteristicas dos 6vulos, sementes e
vagens (KEBEDE; BEKEKO, 2020). Esses grupos sédo unguiculata (cultivado como
pulso), biflora (usado principalmente como forragem), sesquipedalis (vagens longas
consumidas particularmente na china), textilis (pedinculos longos usados para
producdo de fibra na Africa) e Melanophthalmus (KEBEDE; BEKEKO, 2020). No
Brasil, o cultivo da referida leguminosa restringe-se aos cultigrupos unguiculata (para
a producao de feijdo-verde e gréos secos) e Sesquipedalis (objetivando a vagem)
(FREIRE FILHO et al., 2011).

O feijdo-caupi é cultivado em uma ampla faixa de temperatura, alcancando
um bom desenvolvimento entre 18 °C e 34 °C (COSTA; SOUZA; SILVA, 2020). Em
geral, o feijao-caupi cultivado em temperaturas em torno de 30 °C durante o dia e 22
°C durante a noite atinge elevada produtividade (CARDOSO; SOBRINHO; BASTOS,
2017). Temperaturas elevadas podem levar ao abortamento das flores e reducéo no
namero de graos por vagem vingada (CARDOSO; SOBRINHO; BASTOS, 2017).

Essa cultura exige relativamente menos agua para o rendimento normal quando
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comparado a outras leguminosas, sendo a quantidade total de agua requerida de
200 a 350 mm, dependendo do periodo de maturidade da variedade e localizac&o
(SINGH, 2014).

3.1.1 Importéncia econdémica

O feijdo-caupi € uma importante fonte de proteinas e constitui uma das
leguminosas mais resilientes e versateis entre as plantas cultivadas. Pela sua
plasticidade fenotipica, € cultivado em regifes mais secas e quentes, como 0
semiarido (AWIKA; DUODU, 2017; MUNOZ-AMATRIAIN et al., 2017) e também ¢é
capaz de crescer em solos com baixa fertilidade, devido a sua habilidade de
estabelecer associacdes com microrganismos, como as bactérias fixadoras de
nitrogénio (CARVALHO et al., 2017). Tais particularidades tornam tal espécie chave
para a seguridade alimentar e nutricional no mundo (OHLSON et al.,, 2018;
SPRIGGS et al., 2018).

Os gréos da cultura mencionada sdo importantes economicamente, sendo
ricos em proteinas e carboidratos, com teor de gordura relativamente baixo, além de
serem recursos de vitaminas e minerais (JAYATHILAKE et al., 2018). Boukar et al.
(2011) relataram que os gréos de feijao-caupi em média contém 25% de proteinas,
38,1 mg de zinco, 53,2 mg/kg de ferro, magnésio 1915 mg/kg, célcio 826 mg/kg,
fosforo 5055 mg/kg e potassio 14890 mg/kg. Também possuem vitaminas C e B,
além de aminoacidos essenciais, como triptofano, isoleucina e treonina
(JAYATHILAKE et al., 2018).

Além dos gréos, as folhas e as vagens verdes podem ser consumidas (KYEI-
BOAHEN et al.,, 2017). Adicionalmente, o feijdo-caupi é utilizado como forragem,
constituindo um recurso alimentar animal relevante na estacdo seca de muitos
paises (CHEN et al., 2017). Tal leguminosa € importante nos sistemas de cultivo,
onde, em associacdo com bactérias fixadoras de nitrogénio, melhora o suprimento
desse elemento quimico, contribuindo para a melhoria da fertiidade do solo,
especialmente na agricultura familiar, que usa pouco ou nenhum fertilizante (KYEI-
BOAHEN et al., 2017).

O feijao-caupi ocupa cerca de 14,5 milhdes de hectares (ha) distribuidos na
Africa, Asia, Europa e Américas (FAOSTAT, 2019). Em 2019, sua produ¢do mundial
foi estimada em cerca de 9 milhdes de toneladas, com a produtividade de 616,3

kg/ha (FAOSTAT, 2019). Os principais produtores sdo situados na Africa,
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representados por Nigéria, Niger e Burkina Faso (FAOSTAT, 2019). Tais dados séo
baseados na coleta de 37 paises produtores de feijao-caupi € ndo inclui o Brasil,
onde foram estimadas, em 2019, uma area de 1,3 milhdo de hectares e uma
producéo de 712,6 mil toneladas, com a produtividade de 545 kg/ha (CONAB, 2019).
A maior parte da producdo dessa cultura concentra-se na regido Nordeste. O maior
produtor de feijdo-caupi é o estado de Mato-Grosso, situado na regido Centro-Oeste,
e, em seguida, Ceara e Bahia (CONAB, 2019).

A cultura do feijdo-caupi enfrenta véarios desafios ambientais, incluindo fatores
biéticos, como insetos e virus, e abidticos, por exemplo, seca. Desta forma, a adi¢cao
de tecnologias visando a geracdo de culturas com bom desempenho em ambientes
hostis € necessaria para aumentar a produtividade, reduzir o uso de insumos
guimicos e suprir a sua crescente demanda (BOUKAR et al., 2016; HUYNH et al.,
2018).

3.2 MECANISMOS DE INTERACAO PLANTA E PATOGENO

Os virus sado responsaveis por perdas na producdo mundial de diversas
culturas economicamente importantes. Tais particulas possuem genomas pequenos
e dependem da interagdo de suas proteinas com os componentes celulares de seus
hospedeiros para facilitar as etapas da infeccdo viral, estabelecer as condicdes
ideais de suscetibilidade e alterar os processos fisiologicos do hospedeiro, de modo
a promover o seu estabelecimento, replicacdo e propagacao pelos tecidos vegetais
(PALLAS; GARCIA, 2011; SOUZA; GARCIA-RUIZ; CARVALHO, 2019).

A maioria dos virus de plantas possuem um genoma de RNA, que pode ser
de fita simples positiva, fita simples negativa ou dupla fita (ZANARDO; SOUZA,
ALVES, 2019). As particulas virais provocam além de lesBes locais, danos
sistémicos que causam, por exemplo, clorose e malformacdes nas diferentes partes
dos vegetais (GIMENEZ; SALINAS; MANZANO-AGUGLIARO, 2018).

Os virus séo parasitos intracelulares obrigatérios. As medidas profilaticas de
controle viral consistem na destruicdo de plantas infectadas e no combate dos
vetores por meio de pesticidas, entre outras (NICAISE, 2014). Uma alternativa mais
eficaz e ecolégica € aumentar a imunidade celular das plantas, melhorando a
resisténcia das culturas aos virus (MUSHTAQ et al., 2020). Entretanto, tal
abordagem depende do conhecimento dos mecanismos moleculares associados a

interacdo entre planta e patogeno (NICAISE, 2014).
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As interagBes entre plantas e patdgenos envolvem o reconhecimento
bidirecional, onde as plantas precisam detectar as moléculas dos patdégenos para
ativar a resposta imune e os patdégenos necessitam identificar proteinas alvos para
romper os sistemas de defesa dos vegetais e estabelecerem-se em seus tecidos (LI;
ZHANG, 2016). A imunidade inata das plantas contra patdégenos envolve dois
mecanismos, a imunidade desencadeada por padrdoes (PTI, pattern-triggered
immunity) e a imunidade desencadeada por efetores (ETI, effector-triggered
immunity) (TEIXEIRA et al., 2019; YUAN et al., 2021). Enquanto a ETI foi
reconhecida como um mecanismo de defesa eficiente das plantas contra virus, o
conceito de PTI antiviral € uma descoberta recente e tem sido integrado nos
modelos de interacdo entre hospedeiro e virus, entretanto, seus mecanismos
moleculares ainda n&o sdo bem compreendidos (NIEHL et al., 2016; TEIXEIRA et
al., 2019).

A PTI é desencadeada quando os padrbes moleculares associados a
patdbgenos (PAMPs, pathogen-associated molecular patterns), moléculas
estruturalmente conservadas derivadas dos patdgenos, ou os padrées moleculares
associados a danos (DAMPs, damage-associated molecular patterns) sé&o
reconhecidos pelos receptores de reconhecimento de padroes (PRRs; pattern-
recognition receptors) (BOUTROT; ZIPFEL, 2017; TARIQ et al., 2018). Tal
mecanismo de defesa é generalista, sendo ativado por patdgenos nédo especificos
(NAGAI et al., 2020). Estudo recente evidenciou que RNAs de dupla fita (dsRNA)
podem ser verdadeiros PAMPs em plantas, induzindo uma cascata de sinalizagéo
envolvendo SERK1 (somatic embryogenesis receptor-like kinase 1) e receptor
especifico para dsRNA (NIEHL et al., 2016).

Em resposta a essa primeira linha de defesa, os patégenos podem secretar
proteinas, chamadas efetoras, que atuam na supressdo da PTI e promocdo da
infeccdo, processo denominado suscetibilidade desencadeada por efetor (ETS,
effector-triggered susceptibility) (VAN DER BURGH; JOOSTEN, 2019). Entretanto,
as plantas utilizam a ETI, segunda linha de defesa, onde proteinas de resisténcia (R)
sdo capazes de reconhecer os efetores supressores da PTI (VAN DER BURGH,;
JOOSTEN, 2019). A ETI é uma resposta mais forte e especifica, sendo geralmente
associada a resposta de hipersensibilidade (HR), um tipo de morte celular
programada, que restringe a multiplicagdo dos patdogenos no sitio da infeccéo
(KANYUKA; RUDD, 2019).
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A PTIl e a ETI resultam em respostas moleculares similares, incluindo a
ativacao de proteinas quinases ativadas por mitdgenos (MAPKs, mitogen-activated
protein kinases), producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS, reactive oxygen
species), influxo de ions, como célcio (Ca?*), aumento da biossintese de hormonios,
como acido salicilico e acido jasménico (PENG; VAN WERSH; ZHANG, 2018) e a
ativacdo da biossintese de metabdlitos secundarios, compostos de relevancia
fisiologica para as plantas no controle dos patogenos (Figura 2) (LEE et al., 2019;
SILVA et al., 2018; SZATMARI et al., 2014; YOO et al., 2020).

Figura 2 - Mecanismos de defesa das plantas contra patdgenos. PRR, receptor de reconhecimento
padrdo; proteinas R, proteinas de resisténcia; ROS, espécies reativas de oxigénio; Ca?*, célcio;
MAPK, proteinas quinases ativadas por mitdgenos; JA, acido jasmonico; SA, acido salicilico.

Genes de defesa

= =

Fonte: A autora (2021).

3.2.1 Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV)

O CABMV, género potyvirus, familia Potyviridae, € encontrado em diversos
paises dos diferentes continentes, incluindo Asia, Europa, Africa, Oceania, América
do Norte e América do Sul (BASHIR; AHMAD; GHAFOOR, 2002). Esse virus infecta
diversas espécies da familia Fabaceae, como Arachis hypogaea L. e Crotalaria
juncea L., e de ndo leguminosas, como Passiflora edulis Sims (NICOLINI et al.,
2012).

E considerado um dos principais fatores limitantes de producéo do feijao-
caupi (BOUKAR et al.,, 2019). Estima-se que as perdas no rendimento dessa
espécie, devido ao referido virus, podem chegar a até 87% dependendo da
suscetibilidade da cultura, estirpe viral e condicdes ambientais (MAMMAN,;
SALAUDEEN; WADA, 2018). O CABMV ¢ transmitido por diversas espécies de
afideos ou via semente (CRUZ; ARAGAO, 2014; NEYA et al., 2015) e os sintomas
tipicos da infecgéo incluem clorose, padrdo mosaico, distor¢do das folhas e necrose
(MBEYAGALA et al., 2018).

O virus em questdo € uma particula alongada, ndo envelopado, com

capsideo flexuoso e genoma de aproximadamente 10 mil nucleotideos, constituido
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por uma molécula de RNA de fita simples positiva (Figura 3). Seu genoma possui a
extremidade 3' poliadenilada e a extremidade 5' ligada a uma proteina VPg
(genome-linked protein). Esse também funciona como RNA mensageiro, com uma
Unica fase de leitura aberta (ORF, open reading frame) longa, cuja traducdo gera
uma poliproteina, processada por proteases virais, dando origem aos produtos
funcionais (MLOTSHWA et al., 2002).

Figura 3 - Representacdo esquematica de uma particula viral do género Potyvirus.

Fonte: Wang (2015).

As proteinas codificadas pelo RNA gendmico, incluem P1 (first protein), HC-
pro (helper-component proteinase), P3 (third protein), 6kl (first 6 kDa protein), 6k2
(second 6 kDa protein), Cl (cylindrical inclusion), VPg, Nla-pro (nuclear inclusion
protein a), NIb (nuclear inclusion protein b) e CP (coat protein; Figura 4)
(MLOTSHWA et al., 2002; WYLIE et al., 2017).

Figura 4 - Representacéo esquematica do genoma de Cowpea aphid-borne mosaic virus codificando
a poliproteina, que é processada por proteases, gerando as proteinas funcionais.
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Fonte: A autora (2021).

Em virus do género potyvirus, inclusive em isolados de CABMV, também foi
relatada uma segunda ORF pequena, chamada PIPO, sobrepondo a regido P3 da
poliproteina (BARROS et al., 2011; CHUNG et al., 2008). PIPO é produzida pelo
deslizamento da polimerase viral (NIb) em uma sequéncia conservada GAAAAAA
(OLSPERT; CARR; FIRTH, 2016). Estudos prévios evidenciaram a participacdo de
PIPO no movimento das particulas virais entre células vizinhas via plasmodesmos
(CHENG et al., 2017; WEI et al., 2010), onde estdo envolvidas também as proteinas
P1, CP, Cl, HC-pro, VPg e 6K2 (DENG; WU; WANG, 2015; GELL; SEBESTYEN;
BALAZS, 2015; GRANGEON et al., 2015; REVERS; GARCIA, 2015). HC-pro e VPg
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também atuam como supressores da via de silenciamento de RNA, que € um
mecanismo de defesa antiviral das plantas (CHENG; WANG, 2017).

O ciclo de infeccdo de um potyvirus envolve sua transmissao a uma célula
vegetal por meio de afideo ou por dano mecéanico. No interior da célula, o capsideo
se desfaz e h4 a liberagcdo do RNA gendmico, cuja a traducéo pelos ribossomos do
hospedeiro, gera a poliproteina, que é processada, formando as proteinas funcionais
necessarias para sua replicacéo, traducao e montagem das novas particulas virais.
Os complexos de replicacao viral (VRCs, viral replication complexes) sdo montados
em vesiculas membranosas, como do reticulo endoplasmético, e, neles, pelo menos
seis proteinas estdo envolvidas, CIl, 6K2, Nla, NIb, HC-Pro e P3. Essas vesiculas
virais sdo transportadas em direcdo a parede celular por filamentos de actina e seu
movimento entre as células vizinhas ocorre via plasmodesmos. As vesiculas podem
fundir-se com as membranas do cloroplasto e o0 RNA viral derivado do VRC pode ser
traduzido e incorporado novamente no VRC, permitindo sua participagdo em
rodadas adicionais de replicacdo. Tal RNA também pode ser encapsidado, formando

novas particulas virais, ou degradado (Figura 5) (IVANQV et al., 2014).

Figura 5 - Representa¢do dos principais eventos do ciclo de infec¢do de um potyvirus.
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Fonte: Ivanov et al. (2014).
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3.3 ESTRESSE POR INJURIA

Na natureza, a injaria € um estresse comum em plantas, causada por fatores
abiodticos, como vento e granizo, e bidticos, por exemplo, herbivoros (SOZEN et al.,
2020). Tal estresse € a porta de entrada para fitopatdgenos, tornando-se essencial
a capacidade das plantas de senti-lo e respondé-lo adequadamente (HORAK, 2020).
Contra esse fator adverso, as plantas utilizam mecanismos de defesa constitutivos,
como a lignina, cuticula e metabdlitos toxicos, e induzidos para reparar os tecidos
lesados e restringir a entrada de patégenos (SAVATIN et al., 2014; SOZEN et al.,
2020).

Na ativacdo da resposta imune, moléculas liberadas pela ruptura dos tecidos
e células, por exemplo, oligossacarideos de xiloglucanos, acucares e Peps (plant
elicitor peptides), funcionam como DAMPs (HOU et al., 2019; TANAKA; HEIL, 2021).
Tais moléculas sdo detectadas por receptores presentes na membrana plasméatica
das células circundantes, dando inicio aos eventos das cascatas de sinalizacéo,
como MAPK, Ca?* e ROS. Isso resulta na modulacdo da expressdo dos genes de
defesa (LI et al., 2020; VEGA-MUNOZ et al., 2020), incluindo aqueles relacionados
com a producdo de compostos presentes na parede celular e na contencdo dos
patdgenos (SAVATIN et al., 2014). Dependendo da intensidade do dano, sinais
elétricos, Ca?* e ROS propagam-se do local da injdria para o resto da planta para
desencadear a resposta sistémica (VEGA-MUNO?Z et al., 2020).

3.4 METABOLITOS SECUNDARIOS

Os metabdlitos secundéarios exibem uma grande diversidade quimica, com
mais de 200 mil estruturas conhecidas no reino vegetal (PYNE; NARCROSS;
MARTIN, 2019), onde elas séo diferencialmente distribuidas dentro dos grupos
taxinbmicos (CARETTO et al., 2015).

A referida classe de metabolitos contribui em todos os aspectos para a
aclimatacdo e adaptacdo dos vegetais as condicbes ambientais desfavoraveis
(DONG,; LIN, 2021; SHARMA et al., 2019; ZAYNAB et al., 2018), possuindo uma
diversidade de papéis fisiolégicos e ecoldgicos, incluindo defesa contra herbivoros e
patégenos, atracdo de polinizadores e sinalizacdo (CHOMEL et al., 2016;
YONEKURA-SAKAKIBARA; HIGASHI; NAKABAYASHI, 2019). Além disso, os niveis
endogenos deles medeiam o crescimento e desenvolvimento das plantas (ASHRAF
et al., 2018).
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Os compostos secundarios estdo associados a cores, gosto e odores
especificos das plantas e também s&o utilizados na industria como recurso de
produtos quimicos, sabores, aditivos alimentares e farmacéutico (ASHRAF et al.,
2018). Eles sao derivados do metabolismo primério, como amino4cidos e
carboidratos, sendo sua producédo altamente influenciada pelos estresses abibticos e
bioticos (ASHRAF et al., 2018; YANG et al., 2018).

Com base na composicdo quimica, esses fitoquimicos podem ser divididos
em dois grupos: moléculas contendo nitrogénio, os alcaloides, e moléculas
deficientes em nitrogénio, terpenoides e fendlicos (PATRA et al., 2013).

Os alcaloides sao compostos de baixo peso molecular, que possuem muitas
atividades, como estimulante (cafeina e efedrina), analgésica (morfina),
anticancerigena  (vinblastina e vincristina), anti-inflamatéria  (berberina),
antibacteriano (sanguinarina) e antimalarica (quinina) (PYNE; NARCROSS;
MARTIN, 2019). Eles também s&o conhecidos como compostos defensivos das
plantas contra herbivoros, patdogenos e na radiacéo ultravioleta (PATRA et al., 2013).

Os terpenoides desempenham muitas funcbes, como atracdo de
polinizadores e defesa das plantas contra herbivoros e patégenos (NAGEGOWDA,
2010). Alguns terpenos sao importantes no crescimento e desenvolvimento das
plantas, como os fitormonios giberelina e brassinosteroides (PATRA et al., 2013).
Com base no numero de unidades de cinco carbonos (isopreno) no seu esqueleto,
os terpenoides sédo distribuidos em subgrupos, como monoterpenoides (C10),
triterpenoides (C30) e tetraterpenoides (C40) (YAZAKI; ARIMURA; OHNISHI, 2017).

Os compostos fendlicos sao importantes fisiologicamente ao longo do ciclo de
vida das plantas (SHARMA et al., 2019). Tais metabdlitos conferem uma notavel
plasticidade metabdlica para os vegetais, que possibilita sua aclimatacdo e
sobrevivéncia em situacdes de estresse (CARETTO et al.,, 2015). Eles estéo
intrinsecamente envolvidos na interacdo entre planta e patégeno, sendo sua
producdo e acumulo geralmente mais intensos em cultivares resistentes do que em
cultivares suscetiveis apos a infeccdo (MIKULIC-PETKOVSEK et al., 2013).

Ainda, protegem as plantas da luz solar, reduzindo o estresse oxidativo, e
com seus possiveis efeitos toxicos, podem proteger de predadores, como insetos,
além de serem importantes no estabelecimento de simbiose, atragdo de
polinizadores, entre outros (SHAHIDI; YEO, 2016). Entre os compostos fendlicos,

estdo os fenilpropranoides e seus derivados, flavonoides e isoflavonoides, que
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possuem como precursores a feninalanina e a tirosina, aminoacidos produzidos
pelas vias do acido chiquimico, fenilalanina e tirosina (SHAHIDI; YEO, 2016;
SHARMA et al., 2019). Tais compostos sdo essenciais para o reforco das barreiras
fisicas e quimicas dos vegetais envolvidas na defesa contra estresse (CARETTO et
al., 2015).

3.4.1 Vias do &cido chiquimico, fenilalanina e tirosina

A via chiquimato conecta o metabolismo de carboidratos com a biossintese de
metabolitos secundarios (TOHGE et al., 2013). Tal via € encontrada em bactérias,
fungos e plantas e possui grande relevancia, direcionando parte do carbono fixado
no metabolismo primario, mais de 30%, para processos fisioldgicos importantes para
a aclimatacdo das plantas as condicbes ambientais, representados pela biossintese
de aminoacidos aromaticos, como fenilalanina e tirosina, e de metabolitos
secundarios (TOHGE et al., 2013).

A referida via metabdlica € localizada nos cloroplastos, consistindo em sete
reacdes, envolvendo seis enzimas, para formar o produto final, o corismato (TZIN;

GALILI, 2010). Tais enzimas estédo representadas na tabela 1.

Tabela 1 - Enzimas da via do acido chiquimico, identificadas para feijao-caupi (Vigna unguiculata) no
banco de dados Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) pathway, e seus
correspondentes nimeros EC (enzyme commission number).

EC Enzima
2.5.1.54 3-deoxy-7-phosphoheptulonate synthase (DAHPS)
4234 3-dehydroquinate synthase (DHQS)
4.21.101.1.12.25  3-dehydroquinate dehydratase/shikimate dehydrogenase (DHD-SDH)
27.1.71 Shikimate kinase (SK)
2.5.1.19 3-Phosphoshikimate 1-carboxyvinyltransferase (EPSPS)
4.2.35 Chorismate synthase (CS)

Fonte: A autora (2021).

A via do &cido chiquimico inicia com a condensacdo de D-eritrose-4-fosfato,
proveniente da via pentose fosfato, e fosfoenolpiruvato (PEP), produzido na glicélise,
formando 7P-2-desidro-3-desoxi-D-arabino-heptonato, etapa realizada pela enzima
DAHPS. Em seguida, tal composto é convertido em 3-desidroquinato pela DHQS. As
terceira e quarta etapas da via sédo catalisadas pela enzima bifuncional DHD-SDH. A
atividade DHD é responsavel pela desidratacdo de 3-desidroquinato para formar 3-
desidrochiquimato, que é reduzido a chiquimato pela atividade de SDH. SK, a quinta
enzima da via, catalisa a fosforilacdo dependente de ATP de chiquimato, formando

chiquimato 3-fosfato. A pendultima reacgdo, catalisada pela EPSPS, é a condensacao
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de PEP (acido fosfoenolpirivico) a chiquimato 3-fosfato, formando 5-O-(1-
carboxivinil)-3-fosfochiquimato. Em seguida, na dltima etapa da via, a CS catalisa a
eliminacdo de fosfato de 5-O-(1-carboxivinil)-3-fosfochiquimato, produzindo o
corismato (Figura 6) (MAEDA; DUDAREVA, 2012; SANTOS-SANCHEZ et al., 2019;
TOHGE et al., 2013).

Figura 6 - Mapa da via do acido chiquimico, destacando as enzimas identificadas para feijao-caupi
(Vigna unguiculata) no banco de dados Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG)
pathway. Numero EC (Enzyme Commission Number): 2.5.1.54, 3-deoxy-7-phosphoheptulonate
synthase (DAHPS); 4.2.3.4, 3-dehydroquinate synthase (DHQS); 4.2.1.10 1.1.1.25, 3-dehydroquinate
dehydratase/shikimate dehydrogenase (DHD-SDH); 2.7.1.71, shikimate kinase (SK); 2.5.1.19, 3-
phosphoshikimate 1-carboxyvinyltransferase (EPSPS); 4.2.3.5, chorismate synthase (CS).
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Fonte: A autora (2021) com base no KEGG pathway.

O corismato é um metabdlico central em plantas, servindo como precursor do
acido salicilico, um horménio importante no crescimento, desenvolvimento e defesa
dos vegetais (HUANG, K. et al., 2019; REKHTER et al., 2019), além de filoquinona
(vitamina K1), folato (vitamina Bg) e de aminoacidos, como tirosina e fenilalanina, que
sdo essenciais para a sintese de proteinas e producdo de compostos importantes na
defesa das plantas (MAEDA; DUDAREVA, 2012).

A fenilalanina é um substrato do qual deriva aproximadamente 30 a 45% da
matéria organica vegetal, inclusive uma diversidade de compostos fendlicos, com
participacdo, em menor grau, da tirosina (RAZAL et al.,, 1996). A fenilalanina é

sintetizada via arogenato nos clorosplastos ou via fenilpiruvato no citosol (QIAN et
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al., 2019). As enzimas participantes dessas rotas metabdlicas estdo descritas na
Tabela 2.

Tabela 2 - Enzimas da biossintese da fenilalanina e tirosina, identificadas para feijdo-caupi (Vigna
unguiculata) no banco de dados Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) pathway, e
seus correspondentes nimeros EC (enzyme commission number).

EC Enzima
5.4.99.5 Chorismate mutase (CM)
2.6.1.1

Aspartate aminotransferase e glutamate/aspartate-prephenate

2.6.1.78 .

26179 aminotransferase (AAT-PAT)

4.2.1.91

42151 Arogenate/prephenate dehydratase (ADT-PDT)
1.3.1.78 Arogenate dehydrogenase (ADH)
26.1.1 Aspartate aminotransferase (AAT)
2.6.1.9 Histidinol-phosphate aminotransferase (HPA)
2.6.1.5 Tyrosine aminotransferase (TAT)

Fonte: A autora (2021).

A biossintese de fenilalanina e tirosina inicia com a CM catalisando a
transformacdo de corismato em prefenato por meio de um rearranjo de Claisen. A
fenilalanina € produzida predominantemente via arogenato, onde PAT catalisa a
transaminagdo de prefenato, formando L-arogenato, cuja descarboxilacdo e
desidratacdo, intermediada por ADT-PDT, forma fenilalanina, e desidrogenacao e
descarboxilacdo, catalisada pela ADH, produz tirosina. Na via fenilpiruvato,
prefenato € descarboxilado e desidratado, por intermédio de ADT-PDT, a

7

fenilpiruvato, que é transaminado a fenilalanina. Alternativamente, prefenato

D~

desidrogenado e descarboxilado, pela acdo da PDH (prephenate dehydrogenase), a
4-hidroxifenilpiruvato, que é transaminado a tirosina (Figura 7) (YOO et al., 2013;
QIAN et al., 2019).
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Figura 7 - Mapa da biossintese da fenilalanina e tirosina, destacando as enzimas identificadas (nas
caixas verdes) para feijao-caupi (Vigna unguiculata) no banco de dados Kyoto Encyclopedia of Genes
and Genomes (KEGG) pathway. Numero EC (Enzyme Commission Number): 5.4.99.5, chorismate
mutase (CM); 4.2.1.91 4.2.1.51, arogenate/prephenate dehydratase (ADT-PDT); 2.6.1.1 2.6.1.78
2.6.1.79, aspartate aminotransferase e glutamate/aspartate-prephenate aminotransferase (AAT-PAT);
2.6.1.1, aspartate aminotransferase (AAT); 2.6.1.5, tyrosine aminotransferase (TAT); 2.6.1.9,
histidinol-phosphate aminotransferase (HPA); 1.3.1.78, arogenate dehydrogenase (ADH).
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As vias do acido chiquimico e da biossintese de aminoacidos direcionam a
sintese de metabdlitos de defesa de elevada relevancia para as plantas nas
respostas aos estresses bidticos e abibticos, inclusive virus (BARROS; DIXON,
2019). A modulacado transcricional de enzimas dessas vias ou a deteccdo de
metabolitos relacionadas a elas foi relatada em estudos prévios em resposta a
fungos (ALIFERIS; FAUBER; JABAJI, 2014; BALAN et al., 2018; MUNIR et al., 2019;
WEI et al., 2013; ZHU et al., 2017), virus (ANJANAPPA et al., 2018), insetos (LIU, Q.
et al., 2016) e injaria (JACOBO-VELAZQUEZ; GONZALEZ-AGUERO; CISNEROS-
ZEVALLOS, 2015; TORRES-CONTRERAS et al.,, 2018). Além disso, estudos
prévios superexpressando ou suprimindo enzimas pontuais evidenciaram a
importancia fisioloégica delas para a resisténcia a patégenos e para a producgdo de
compostos fendlicos. Em Nicotiana tabacum L., a supressao por interferéncia de
RNA (RNAIi, RNA interference) do gene NtDHD/SHD retardou o crescimento e
diminuiu o conteudo de aminoacidos aromaticos e de fenilpropranoides, como acido
clorogénico e lignina (DING et al., 2007). Em Gossypium hirsutum L., a expresséo de
GhDHS1(DAHPS) foi aumentada apos a infec¢do por Verticillium dahliae e a sua
superexpressdao em Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. melhorou a resisténcia a esse
patogeno (YANG et al., 2015).
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Desta forma, essas rotas metabdlicas desenvolvem um papel importante na
defesa dos vegetais, contribuindo para a resisténcia a patdgenos, direcionando o
fluxo de carbono para a sintese de metabdlitos defensivos e de horménios, além de

aminoécidos, unidades estruturais das proteinas.

3.4.2 Fenilpropranoides

Os fenilpropanoides sdo uma classe de compostos com uma estrutura central
formada por um grupo fenil ligado a uma cadeia de trés carbonos, constituindo a
unidade fenilproprano (C6-C3) (VANHOLME; EL HOUARI; BOERJAN, 2019). Eles
estdo envolvidos em diversas funcbes, sendo importantes nas interacbes das
plantas com o ambiente, bem como no seu crescimento e desenvolvimento (BIALA;
JASINSKI, 2018).

A referida via metabdlica assimila cerca de 30-40% do carbono da biosfera, a
maioria como polimero de lignina, o segundo produto natural mais abundante da
terra (ALEJANDRO et al., 2012; ZHANG,; LIU, 2015). Além desse produto natural, os
fenilpropranoides incluem hidroxicinamatos (HCAs), hidroxicinamoil-CoAs (coenzima
A), hidroxicinamaldeidos, &cidos clorogénicos, monoligndis (hidroxicinamil &lcoois) e
cumarinas (LE ROY et al.,, 2016; VANHOLME et al., 2019). Os HCAs, como 0s
acidos p-cumarico, cafeico e ferdlico, e CGAs, como os acidos quinico cafeoll e
guinico p-cumaroil, sdo importantes mediadores da defesa e resisténcia das plantas
a patogenos (MHLONGO et al., 2014). Por exemplo, em N. tabacum, a diminuicao
de &cido clorogénico aumentou a suscetibilidade ao Cercospora nicotianae (MAHER,
1994). O acido cinamico, primeiro metabdlito da via dos fenilpropranoides, além de
servir para a sintese de compostos com relevancia fisiologica na defesa das plantas
contra estresses, € precursor do 4cido salicilico, importante hormdnio de sinalizacédo
para a ativacdo de defesas (KHAN et al, 2015; LIU et al., 2015; MAEDA;
DUDAREVA, 2012).

As cumarinas, como escopoletina e cumarina, sdo um grupo de compostos
importantes para o0s vegetais nas respostas aos estresses bidticos, onde podem
funcionar como fitoanticipinas ou fitoalexinas (STRINGLIS; JONGE; PIETERSE,
2019). As cumarinas também atuam na regulacdo do estresse oxidativo e
possilvelmente regulacdo hormonal (BOURGAUD et al., 2006; SALEH; MADANY,
2015).
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Além de defesas quimicas, os fenilpropranoides fornecem barreiras fisicas, as
unidades da lignina, um componente da parede celular, na maioria das vezes,
essencial na defesa das plantas a patégenos (TONG et al.,, 2015; YADAV et al.,
2020). Em arroz (Oryza sativa L.), a deposi¢cdo de lignina e a manutencao da sua
integridade estrutural foram cruciais para a resisténcia a planta parasita Striga
hermonthica (Delile) Benth. (MUTUKU et al., 2019). Estudo prévio em soja (Glycine
max (L.) Merr.) mostrou uma densa deposicdo de lignina nas paredes do
esclerénquima e no feixe vascular da folha em cultivar resistente em comparacao
com cultivar suscetivel apés a infeccdo de Corynespora cassiicola (FORTUNATO;
ARAUJO; RODRIGUES, 2017). Na biossintese das unidades da lignina, os
monolignadis, como os alcoois sinapil e p-cumaril, sdo os substratos imediatos, que
séo derivados dos hidroxicinamaldeidos, tais como p-cumaraldeido e sinapaldeido,
por sua vez, produzidos a partir dos hidroxicinamoil-CoAs, por exemplo, p-cumaril-
CoA e sinapil-CoA. No processo de lignificacdo, outros fenilpropranoides, como
hidroxicinamatos e hidroxicinamaldeidos, podem ser incorporados, sendo, portanto,
um polimero de composicéao flexivel (VANHOLME et al., 2019).

A biossintese dos fenilpropranoides consiste em uma série de reacdes

guimicas catalisadas por varias enzimas (Tabela 3).

Tabela 3 - Enzimas participantes da biossintese de fenilpropranoides, identificadas para feijao-caupi
(Vigna unguiculata) na base de dados Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) pathway,
e seus correspondentes niumeros EC (enzyme commission number).

EC Enzima
4.3.1.24 Phenylalanine ammonia-lyase (PAL)
1.14.14.91 Trans-cinnamate 4-monooxygenase (C4H)
6.2.1.12 4-coumarate-CoA ligase (4CL)
1.2.1.44 Cinnamoyl-CoA reductase (CCR)
1.1.1.195 Cinnamyl-alcohol dehydrogenase (CAD)
1.11.1.7 Peroxidase (POD)
24.1.111 Coniferyl-alcohol glucosyltransferase (CAGT)
2.3.1.133 Shikimate O-hydroxycinnamoyltransferase (HCT)
1.14.14.96 5-0-(4-coumaroyl)-D-quinate 3'-monooxygenase (C3’H)
2.1.1.104 Caffeoyl-CoA O-methyltransferase (CCoAOMT)
1.14.11.61 Feruloyl-CoA ortho-hydroxylase (F6H)
2.4.1.128 Scopoletin glucosyltransferase (SGT)
3.1.1.-- Caffeoylshikimate esterase (CSE)
2.1.1.68 Caffeic acid 3-O-methyltransferase (COMT)
1.14.-.- Ferulate-5-hydroxylase (F5H)
1.2.1.68 Coniferyl-aldehyde dehydrogenase (CALDH)
3.2.1.21 Beta-glucosidase (BGL)

Fonte: A autora (2021).
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A PAL direciona grande parte do carbono fixado no metabolismo primario
para o secundario, catalisando a desaminacdo da fenilalanina, formando &cido
cinamico (CASS et al., 2015). A C4H converte o acido cinamico em acido p-
cumarico. A 4CL transforma acido cindmico e outros hidroxicinamatos, incluindo p-
cumarico, acido cafeico, &cido ferulico, acido 5-hidroxifertlico e acido sinapico em
seus correspondentes tioésteres de CoA (GAO et al., 2015). A CCR converte tais
tioésteres de CoA em hidroxicinamaldeidos (CHAO et al., 2017). A CAD catalisa a
transformacdo desses hidroxicinamaldeidos em seus derivados de alcoois
(PREISNER et al., 2018). A POD catalisa a polimerizacdo dos monolignois nas
unidades da lignina, p-hidroxifenil (H), guaiacil (G) e siringil (S; Figura 8)
(HERRERO; ESTEBAN-CARRASCO; ZAPATA, 2013; DIXON; BARROS, 2019).
Ainda, os monolignois podem ser glicosilados pela CAGT, formando 4-hidroxicinamil
alcool 4-D-glicosideo, coniferina e siringina (Figura 8).

Ainda, HCT transforma o p-cumaroil-CoA nos acidos chiquimico p-cumaroil e
qguinico p-cumaroil (HOFFMANN et al., 2004), que sao convertidos pela C3’H nos
acidos chiquimico cafeoil e quinico cafeoil, respectivamente (SCHOCH et al., 2001).
Esses compostos sdo substratos da HCT para formar cafeoil-CoA (HOFFMANN et
al., 2004). A CCoAOMT transforma cafeoil-CoA em feruloil-CoA (SUN et al., 2015),
composto utilizado pela F6H para produzir 6-hidroxiferuloil-CoA, espontaneamente
convertido em escopoletina (SUN et al.,, 2015). Tal metabdlito € convertido em
escopolina pela SGT (TAGUCHI et al., 2000). A CSE converte o acido chiquimico
cafeoil em &cido cafeico (HA et al.,, 2016). Tal composto é convertido em acido
ferdlico pela COMT. Além disso, COMT catalisa a transformacéo de: cafeilaldeido
em coniferaldeido, alcool cafeil em alcool coniferil, 5-hidroxiconiferaldeido em
sinapaldeido e alcool 5-hidroxiconiferil em &lcool sinapil (XIE et al., 2018). A F5H
transforma é&cido ferulico em &cido 5-hidroxiferdlico, coniferaldeido em 5-
hidroxiconiferaldeido e o alcool coniferil em alcool 5-hidroxiconiferil (WU, Z. et al.,
2019). A CALDH converte coniferaldeido e sinapaldeido em acido ferulico e acido
sinapico, respectivamente (NAIR et al., 2004). A BGL utiliza B-D-glicosil 2-

cumarinato para formar cumarinato (Figura 8).
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Figura 8 - Mapa da biossintese de fenilpropranoides, mostrando as enzimas identificadas (nas caixas verdes) para feijao-caupi (Vigna unguiculata) no banco
de dados Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) pathway. Nimero EC (Enzyme Commission Number): 4.3.2.1, phenylalanine ammonia-lyase
(PAL); 1.14.14.91, trans-cinnamate 4-monooxygenase (C4H); 6.2.1.12, 4-coumarate-CoA ligase (4CL); 2.3.1.133, shikimate O-hydroxycinnamoyltransferase
(HCT); 1.14.14.96, coumaroylquinate (coumaroylshikimate) 3'-monooxygenase (C3'H); 1.2.1.44, Cinnamoyl-CoA reductase (CCR); 2.1.1.68, caffeic acid 3-O-
methyltransferase (COMT); 1.1.1.195, cinnamyl-alcohol dehydrogenase (CAD); 1.11.1.7, peroxidase (POD); 2.4.1.111, coniferyl-alcohol glucosyltransferase
(CAGT); 3.1.1.-, caffeoylshikimate esterase (CSE); 1.2.1.68, coniferyl-aldehyde dehydrogenase (CALDH); 2.1.1.104, caffeoyl-CoA O-methyltransferase
(CCoAOMT); 1.14.-.-, ferulate-5-hydroxylase (F5H); 1.14.11.61, feruloyl-CoA ortho-hydroxylase (F6H); 2.4.1.128, scopoletin glucosyltransferase (SGT);
3.2.1.21, beta-glucosidase (BGL).
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7

A producdo de fenilpropanoides € intrinsecamente associada a defesa das
plantas, sendo a sua relevancia fisiologica evidenciada pelos diversos estudos
prévios que mostram a intensa reprogramacdo transcricional dessa via em
condi¢cOes adversas (Tabela 4).

Tabela 4 - Estudos evidenciando a modulagéo transcricional de genes da via dos fenilpropranoides
em resposta a injUria e patégenos.

Espécie Estresse Tecido Tempo Técnica Referéncia
Brassica clc:]rjrtI :‘gcgcgrtl?a TORRES-
Flor 1 e 9 horas RNA-Seq CONTRERA et
oleracea processador de
. al., 2018
alimentos)
Injaria JACOBO-
(cenouras em 05 1 2 4 VELAZQUEZ;
Daucus tiras Raiz 6, 8 1’2 ,18, PCR GONZALEZ-
carota armazenadas e’ 24’1 ho’ras q AGUERO;
em jarra de CISNEROS-
vidro) ZEVALLOS, 2015
Oryza sativa Mag?;zp;oerthe Folha 24 horas Microarray WEI et al., 2013
. Chilo 24,48 e 72 LIU, Q. et al.,
Oryza sativa suppressalis Caule horas RNA-Seq 2016
Brassica rapa Pectobacterium Folha 6,12e24 RNA-Seq LIU et al., 2019
carotovorum horas
Camellia Colletotrichum 24e72 . WANG, L. etal.,
. . . Folha Microarray
sinensis camelliae horas 2016
. Xanthomonas 12, 24,36 e TARIQ et al.,
Oryza sativa oryzae Folha 48 horas RNA-Seq 2018
Camellia . . 3,6,9,12e WANG, Y. et al.,
sinensis Ectropis oblique Folha 24 horas RNA-Seq 2016
. Phytophthora : MUNIR et al.,
Gerbera hybrida cryptogea Raiz - RNA-Seq 2019
Solanum Verticillium . 12 e 48 WU, L. etal.,
sisymbriifolium dahlia Raiz horas RNA-Seq 2019
Musa Fusarium . 1,7e14 ZHANG et al.,
; Raiz . RNA-Seq
acuminata oxysporum dias 2019
Manihot Cassava prown Folha 28 dias RNA-Seq ANJANAPPA et
esculenta streak virus al., 2018
Nicotiana Tomato zonate . HUANG et al.,
tabacum spot virus Folha 12 dias RNA-Seq 2017
Solanum Tomato yellow 1,3e7
lycopersicum leaf curl virus Folha dias qPCR SADE etal., 2015
. . Cucumber .
Passiflora edulis mosaic virus Folha 10 dias RNA-Seq CHEN et al., 2021
Mungbean
Vigna radiata yellow mosaic Folha 7 dias RNA-Seq DASGUPTA et
D al., 2021
India virus
Glycine max Lamgir(c:)astzma Folha 48 horas RNA-Seq ZENG et al., 2017
Glycine Pseudomonas 2,8e24 . ZABALA et al.,
. Folha Microarray
max syringae horas 2006
Marssonina 6, 26 e 96 ZHANG et al.,
Populus spp. brunnea Folha horas RNA-Seq 2018

Fonte: A autora (2021).
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A andlise do transcriptoma de brocolis (Brassica oleracea L.) em resposta a
injuria em duas intensidades, corte por faca e via processador de alimentos, e em
dois tempos, 1 hora e 9 horas, mostrou uma alteracdo na expressao de genes da
biossintese de fenilpropanoides, incluindo PAL, C4H, 4CL, HCT, C3’H, CCoAOMT,
CCR e CAD, os quais foram seletivamente e diferencialmente influenciados pela a
intensidade e o tempo do estresse (TORRES-CONTRERA et al., 2018). Uma intensa
modulacéo transcricional da via dos fenilpropanoides, com o aumento da expressao
dos genes PAL, C4H, 4CL, CCoAOMT, F5H, COMT, CCR, CAD e POD, foi
observada em arroz 24 horas apods a inoculagdo de Magnaporthe oryzae (WElI et al.,
2013). Brassica rapa subsp. pekinensis aumentou a expressdo de PAL, CCR,
CCoAOMT, COMT1 e CAD em 12 horas ap6s a infeccao da bactéria Pectobacterium
carotovorum ssp. carotovorum (LIU et al., 2019).

Ainda, uma analise de microarray de Camellia sinensis (L.) Kuntze em
resposta ao Colletotrichum camelliae mostrou a modulagéo significativa dos niveis
de expressao de PAL, CAD, CCR, POD, BGL e ALDH (CALDH) (WANG, L. et al.,
2016). Arroz infectado por Xanthomonas oryzae pv. oryzae aumentou a expressao
de PAL, 4CL, C4H, CCR, CAD e POD e diminuiu a expresséo de F5H (TARIQ et al.,
2018). Em C. sinensis, o ataque de Ectropis oblique modulou a expresséo, obtida da
mistura do RNA das amostras de 3, 6, 9, 12 e 24 horas ap0s a exposicao ao inseto,
de varios genes, incluindo a inducéo de PAL, C4H, 4CL, CCR e CAD (WANG, Y. et
al., 2016). Em Prunus avium (L.) L., houve o aumento da expressédo de PAL, C4H,
4CL, HCT, F5H, CAD e POD apos a infeccdo das folhas por fitoplasma (TAN et al.,
2019). Passiflora edulis alterou o perfil de transcricdo dos genes PAL, 4CL, HCT,
COMT, CAD, POD e BGL apos sete dias da infeccdo das folhas por Cucumber
mosaic virus (CHEN et al., 2021). Essa modulacao transcricional da biossintese de
fenilpropranoides fortalece a sua importancia na defesa das plantas a tais estresses.

Estudos anteriores também apontam a relevancia de enzimas individuais dos
fenilpropanoides no processo de resisténcia a patdégenos. Por exemplo, em
Capsicum annuum L., o silenciamento de caPAL aumentou a suscetibilidade a
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria e comprometeu o acumulo de acido
salicilico, producédo de ROS e a morte celular programada, importantes estratégias
da resposta imune das plantas para a contencdo de patdégenos e ativacdo de
defesas (KIM; HWANG, 2014). A superexpressdo de GmPAL2.1 em soja melhorou a

resisténcia a Phytophthora sojae e sua supressdao por RNAiI aumentou a
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suscetibilidade (ZHANG, C. et al.,, 2017). O nocaute de OsPALO6 em arroz
aumentou a suscetibilidade ao fungo Magnaporthe oryzae, reduziu o acumulo de
fitoalexinas, acido salicilico e acido jasmonico, e aumentou o acumulo de etileno
(DUAN et al., 2014). Em Brachypodium distachyon (L.) P. Beauv., a reduzida
expressdo de BAPAL por RNAI aumentou a suscetibilidade aos fungos Fusarium
culmorum e Magnaporthe oryzae (CASS et al., 2015). Plantas transgénicas de N.
tabacum com supressdo de PAL tiveram niveis reduzidos de acido salicilico e nédo
desenvolveram a resisténcia sistémica adquirida apés a infeccdo de Tobacco mosaic
virus (PALLAS et al., 1996). Em milho (Zea mays L.), o silenciamento de ZmPAL
diminuiu o acumulo de &cido salicilico e aumentou a infec¢cdo por Sugarcane mosaic
virus (YUAN et al., 2019).

Ainda, plantas transgénicas de soja superexpressando GmPI4L (4CL) tiveram
maior resisténcia a P. sojae e 0s conteldos de daidzeina, genisteina e gliceolinas
aumentados (CHEN et al., 2019). A superexpressao do gene TaCAD12 em trigo
(Triticum aestivum L.) aumentou a resisténcia ao fungo Rhizoctonia cerealis,
engquanto a diminuicdo de sua expressao reduziu a resisténcia (RONG et al., 2016).
Também em trigo, o nivel de expressdo de TaCOMT-3D foi maior em linhagens
resistentes do que em linhagens suscetiveis e essa expressao foi elevada apés a
inoculacdo de R. cerealis (WANG et al., 2018). Além disso, os autores relataram
uma grande suscetibilidade ao fungo R. cerealis em plantas de trigo com TaCOMT-
3D silenciado e 0 aumento da resisténcia em plantas superexpressando TaCOMT-
3D.

Desta forma, a via dos fenilpropranoides pode contribuir significativamente
para a defesa das plantas, sendo recurso tanto de defesas quimicas como de

barreiras fisicas contra patégenos.

3.4.3 Flavonoides

Os flavonoides sdo metabdlitos com diversas funcbes nas plantas, como
fotoprotecdo, protecdo contra patdgenos e herbivoros, antioxidantes e reguladores
do movimento de auxina (BRUNETTI et al., 2013). Eles compreendem compostos
com esqueleto C6-C3-C6, onde os dois anéis aromaticos, A e B, séo ligados por
uma cadeia de trés carbonos, geralmente organizada em um anel heterociclico
pirano, configurando o arranjo 2-fenilcromano (C; Figura 9) (SANTOS-BUELGA;
FELICIANO, 2017; POURCEL et al., 2007).
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Figura 9 - Estrutura quimica basica da maioria dos compostos dos flavonoides.

Fonte: Adaptada de Wen et al. (2020).

Sendo diversos quimicamente, tal classe de compostos pode ser subdividida
em varios subgrupos, incluindo chalconas (naringenina chalcona e isoliquiritigenina),
dihidrochalconas (floretina e florizina), flavanonas (pinocembrina, naringenina,
eriodictiol e butina), flavonas (crisina, apigenina, luteolina, tricetina), flavanondis ou
dihidroflavondis (dihidrokaempferol ou aromadendrina, dihidroquercetina ou taxifolina
e dihidromiricetina), flavonodis (quercetina, kaempferol e miricetina), antocianidinas
(pelargonidina, cianidina e delfinidina) e flavan-3-6is (epicatequina e
epigalocatequina) (MIERZIAK; KOSTYN; KULMA, 2014; SHARMA; TULI; SHARMA,
2019).

Os flavonoides contribuem para a contencdo de patdégenos nas células
vegetais, sendo transportados para os sitios da infeccdo, onde participam na
inducdo da reacdo de hipersensibilidade e morte celular programada (MIERZIAK;
KOSTYN; KULMA, 2014). Estudos prévios evidenciam que o acumulo de tais
metabdlitos secundérios desenvolve um papel importante na resisténcia a patégenos
(LU et al., 2017; SIVANKALYANI et al., 2016). Mutante G. hirsutum de cor vermelha,
gue apresenta maiores concentracdes de flavonoides, tais como isoliquiritigenina,
naringenina chalcona, fustina, kaempferol, miricetina e quercetina, em relacdo a
cultivar controle, foi mais resistente aos patdégenos V. dahliae e Botrytis cinerea
(LONG et al.,, 2019). Frutos de manga (Mangifera indica L.) de cor vermelha
apresentaram maiores concentracdes de flavonoides e antocianinas em relacdo aos
frutos de cor verde e maior resisténcia ao fungo Colletotrichum gloeosporioides
(SIVANKALYANI et al., 2016).

Ainda, tais compostos fazem parte dos métodos ndo enzimaticos das plantas
de eliminar ROS (MARTINEZ et al.,, 2016), que tém dupla funcdo nas células,
podendo atuar na sinalizacdo, como nos estresses de injaria e infeccao viral, além
de serem danosas em altas concentracdes, reagindo com moléculas organicas, por
exemplo, o DNA, danificando-as (CAMEJO; GUZMAN-CEDENO; MORENO, 2016;
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HUANG, H. et al, 2019; JACOBO-VELAZQUEZ; GONZALEZ-AGUERO;
CISNEROS-ZEVALLOS, 2015). Realmente, flavonoides com substituicdo dihidroxi
no anel B, como quercetina, possuem um elevado potencial de inibir a producéo de
ROS e elimina-los uma vez produzidos (AGATI et al., 2012). Em arroz, a aplicagédo
de quercetina (50 pM) na raiz reduziu peréxido de hidrogénio (H202) e anion
superoxido (O2) e alterou a expresséo de genes envolvidos na homeostase redox,
remodelamento da parede celular e sinalizacdo da auxina (XU, Y. et al., 2019),
evidenciando que os flavonoides impactam significativamente a fisiologia vegetal,
inclusive podendo atuar de forma positiva na reducdo de ROS.

A referida classe de metabdlitos é sintetizada no citosol, a partir da via dos

fenilpropanoides, pelas enzimas descritas na Tabela 5.

Tabela 5 - Enzimas participantes da biossintese de flavonoides, identificadas para feijao-caupi (Vigna
unguiculata) no banco de dados Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) pathway, e
seus correspondentes nimeros EC (enzyme commission number).

EC Nome da enzima

2.3.1.74 Chalcone synthase (CHS)
2.3.1.170 Polyketide reductase (PKR)

5.5.1.6 Chalcone isomerase (CHI)
1.14.11.9 Naringenin 3-dioxygenase (F3H)
1.14.20.6 Flavonol synthase (FLS)

1.1.1.2191.1.1.234 Dihydroflavonol 4-reductase/flavanone 4-reductase (DFR-FNR)

1.14.20.4 Anthocyanidin synthase (ANS)

1.3.1.77 Anthocyanidin reductase (ANR)

1.17.1.3 Leucoanthocyanidin reductase (LAR)
1.14.14.82 Flavonoid 3'-monooxygenase (F3'H)
1.14.14.81 Flavonoid 3',5'-hydroxylase (F3',5'H)
2.4.1.357 Phlorizin synthase (PGT)
1.14.19.76 Flavone synthase Il (FNS I1)

Fonte: A autora (2021).

A CHS é a primeira enzima da via que canaliza o fluxo de carbono dos
fenilpropranoides para os flavonoides (ZHANG, X. et al., 2017), transformando os
tioésteres de CoA em chalconas (YAHYAA et al., 2017) e coatuando com PKR na
conversdo de p-cumaroil-CoA em isoliquiritigenina (VADIVEL et al., 2018). A CHI
catalisa a reacao ciclizacdo intramolecular, convertendo as chalconas biciclicas em
flavanonas triciclicas (YIN et al., 2019). A F3H transforma tais flavanonas em
dihidroflavonéis (LATEEF; PRABHUDAS; NATARAJAN, 2018). FLS e DFR
convertem dihidroflavondis em flavondis e leucoantocianidinas, respectivamente
(Figura 10) (KATSU et al., 2017; LATEEF; PRABHUDAS; NATARAJAN, 2018).



38

Ainda, ANS e LAR transformam leucoantocianidinas em antocianidinas e
flavan-3-0is, respectivamente (ZHANG et al., 2020; JUN et al., 2021). A ANR
converte antocianidinas em flavan-3-6is (JUN et al., 2021). A FNR converte
flavanonas (naringenina e eriodictiol) em flavan-4-éis, incluindo apiforol e luteoforol,
respectivamente (LATEEF; PRABHUDAS; NATARAJAN, 2018). F3H e F3',5H
determinam o padrédo de hidroxilacdo do anel B de varios flavonoides atuando, por
exemplo, na conversdo de naringenina e dihidrokaempferol em eriodictiol e
dihidroquercetina, respectivamente (SEITZ; AMERES; FORKMANN, 2007). A PGT
transforma floretina em florizina (JUGDE et al., 2008), enquanto FNS |l catalisa a
produgao de 7,4’-dihidroxiflavona e apigenina utilizando os substratos liquiritigenina

e naringenina, respectivamente (Figura 10) (JIANG et al., 2019).
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Figura 10 - Mapa de biossintese dos flavonoides, mostrando as enzimas identificadas (nas caixas verdes) para Vigna unguiculata no banco de dados Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) pathway. Nimero EC (Enzyme Commission Number): 2.3.1.74, chalcone synthase (CHS); 2.3.1.170,
polyketide reductase (PKR); 2.4.1.357, phlorizin synthase (PGT); 5.5.1.6, chalcone isomerase (CHI); 1.14.14.81, flavonoid 3',5'-hydroxylase (F3',5’H);
1.14.14.82, flavonoid 3'-monooxygenase (F3'H); 1.14.19.76, Flavone synthase Il (FNS II); 1.1.1.219 1.1.1.234, dihydroflavonol 4-reductase/flavanone 4-
reductase (DFR-FNR); 1.14.11.9, naringenin 3-dioxygenase (F3H); 1.14.20.6, flavonol synthase (FLS); 1.14.20.4, anthocyanidin synthase (ANS); 1.17.1.3,
leucoanthocyanidin reductase (LAR); 1.3.1.77, anthocyanidin reductase (ANR).
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A expressao de genes da biossintese de flavonoides foi demontrada em

varios estudos em resposta a injaria e a infec¢éo por patdogenos (Tabela 6).

Tabela 6 - Estudos mostrando a modulacao transcricional de genes da biossintese de flavonoides em
resposta a injaria e patégenos.

Espécie Estresse Tecido Tempo Técnica Referéncia
C_amell_|a Injaria (corte das Folha 3,6,12e€ RNA-Seq Ll etal., 2018
sinensis folhas com tesoura) 24 horas
Rosa rugosa Injuria (corte das Folha 24 horas gPCR SHEN et al., 2019
folhas com tesoura)
. 3,6,9,12
Cgmell_|a Ectropis oblique Folha e24 RNA-Seq WANG, Y. etal.,
sinensis 2016
horas
o Grapevine leafroll- GUTHA et al.,
Vitis vinifera associated virus 3 Folha - gPCR 2010
Populu; X Lonsdalea quercina Caule 6 dias RNA-Seq HOU et al., 2016
euramericana
Populus
. Melampsora 1,3,6e9 . MIRANDA et al.,
trlchocar_pa x P. medusae Folha dias Microarray 2007
deltoides
Prunus avium Phytoplasma Folha - RNA-Seq TAN et al., 2019
Lagerstroemia - . WANG; SHI;
indica Oidio Folha 14 dias RNA-Seq RINEHART, 2015
Glycine Pseudomonas 2,8e24 . ZABALA et al.,
) Folha Microarray
max syringae horas 2006
Marssonina 6, 26 e 96 ZHANG et al.,
Populus spp. brunnea Folha horas RNA-Seq 2018

Fonte: A autora (2021).

Camellia sinensis aumentou a expressao de DFR, ANS e ANR e diminiu a
expressdo de LCR (LAR) ap6s o dano nas folhas (corte com tesoura; LI et al., 2018).
Em Rosa rugosa Thunb., o aumento da expressao de RrCHS, RrF3H, RrF3H,
RrDFR, RrLAR, RrANR e RrANS foi observado em 24 horas apés a injuria das folhas
(corte com tesoura; SHEN et al., 2019). O ataque de Ectropis oblique a C. sinensis
aumentou a expressao de CHS, CHI, F3’H, ANS e LAR, além de aumentar e diminuir
a expressao de F3’,5’H, F3H, FLS, DFR e ANR (WANG, Y. et al., 2016). Uva (Vitis
vinifera) alterou a expressdo dos genes CHS2, CHS3, CHI1, F3'H, F3’5’H, F3H1,
F3H2, DFR, LDOX (ANS), LAR1 e LAR2 apds a inoculacdo de Grapevine leafroll-
associated virus 3 (GLRaV-3; GUTHA et al., 2010).

Ainda, Populus x euramericana alterou 0s niveis de expressdo de varios
genes, incluindo aumento e diminuicdo da expressao de CHS, PKR, F3H, FLS, F3'H,
LAR e LDOX (ANS), aumento da expressdo de CHI, DFR-FNR e ANR e diminuicdo
da expressao de F3’,5’H apos seis dias da infeccdo de Lonsdalea quercina (HOU et
al., 2016). Em alamo hibrido (Populus trichocarpa x Populus deltoides), houve o
aumento da expressao dos genes CHS, CHI, F3H, LAR, ANS e ANR apo0s seis e

nove dias da inoculacédo do fungo Melampsora medusae (MIRANDA et al., 2007). A
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infeccao das folhas de P. avium por fitoplasma resultou no aumento da expresséo de
CHS, CHI, F3H, FLS, F3'H, FNR, ANS, ANR e LAR (TAN et al., 2019). Em
Lagerstroemia indica L., o aumento da expressao de CHS, CHI, F3H, FNR-DFR,
F3'H, ANS e ANR foi observado em genoétipo resistente ao fungo Erysiphe
australiana comparado com o genétipo suscetivel (WANG; SHI; RINEHART, 2015).
Tais estudos evidenciam que a via dos flavonoides é importante para a protecédo das
plantas em condicfes de estresses bibticos.

A analise de genes pontuais da via dos flavonoides por meio da supresséo ou
indugdo mostrou o envolvimento deles no processo de resisténcia a estresses
bidticos. Por exemplo, o silenciamento do gene CHR na raiz de soja, também
conhecido como PKR, por RNAI aumentou a suscetibilidade a infeccdo de P. sojae
(GRAHAM et al., 2007). Também na raiz de soja, a superexpressdao de GmCHI1A
aumentou a resisténcia a P. sojae, reduzindo o acumulo de biomassa do patdgeno,
0 comprimento da lesdo e a germinacdo de zoosporos (ZHOU et al., 2018). Ainda
em soja, 0 nocaute simultaneo dos genes GmF3H1, GmF3H2 e GmFNSII-1 pelo
sistema CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats)/Cas9
(CRISPR-associated protein 9) aumentou o conteudo de isoflavonoides (isoflavona)
e a resisténcia ao Soya bean mosaic virus (SMV) (ZHANG et al., 2020). A diminuicéo
da expressao do gene GhCHS em G. hirsutum aumentou a suscetibilidade ao fungo
V. dahliae (LEI et al., 2018). Em Gossypium barbadense L., o silenciamento do gene
GbANS diminuiu a producdo de antocianinas, reduziu a resisténcia ao fungo V.
dahliae e aumentou a producéo de H202 (LONG et al., 2018).

Desta forma, a via dos flavonoides parece desenvolver um papel fisiolégico de
elevada relevancia para as plantas em condicbes adversas, atuando como

antioxidandes ou como moléculas quimicas para a contencao dos patdgenos.

3.4.4 Isoflavonoides

Os isoflavonoides sdo metabdlitos caracteristicos das leguminosas
(KADUCOVA et al., 2019). Eles desenvolvem um papel importante na interagdo das
plantas com ambiente (NAKATA et al., 2016), sendo moléculas de sinalizacdo no
estabelecimento de simbiose, parte integrante dos mecanismos de defesa das
plantas contra patogenos, entre outras funcdes (LIU et al., 2017; RIPODAS et al.,
2013; VADIVEL et al., 2016). Inclusive, os flavonoides constituem a principal classe
de fitoalexinas em legumes (HASSAN; MATHESIUS, 2012).
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As fitoalexinas, como medicarpina e maackiain, sao compostos
antimicrobianos de baixo peso molecular, que ajudam as plantas a controlar os
patogenos invasores (JEANDET, 2015). A alteracdo do perfil metabdlico dos
isoflavonoides em resposta a patdgenos foi demonstrada em estudos prévios
(ALIFERIS; FAUBERT; JABAJI, 2014; JASINSKI et al., 2009). Por exemplo, soja, em
resposta a Rhizoctonia solani, aumentou o acumulo de daidzeina, 2’-
hidroxidaidzeina, cumestrol, 2’-hidroxiformononetina e maackiain 24 e 48 horas ap0s
a infeccdo e de 2,7-dihidroxi-4’-metoxiisoflavanona, daidzina e gliceolina em 24
horas, além de acumular 3,9-dihidroxipterocarpano e 7,2’-dihidroxi-4’-metoxi-
isoflavonol em 48 horas apds esse estimulo biético (ALIFERIS; FAUBERT; JABAJI,
2014). Os autores também relataram a diminuicdo do acumulo de isoformononetina
em 24 horas e de 2,7-dihidroxi-4’-metoxiisoflavanona e (+)-6a-hidroximaackiain em
48 horas.

Os isoflavonoides sao derivados dos flavonoides, dos quais se distinguem
pelo esqueleto estrutural, baseado em 3-fenilcromano (LI et al., 2016). A biossintese
dos isoflavonoides inicia com dois flavonoides, isoliquirigenina e naringenina, o0s
quais por uma série de reacdes catalisadas por diversas enzimas originam 0s
diversos compostos fisiologicamente importantes na aclimatagcdo das plantas sob

estresse. As enzimas participantes dessa via estdo descritas na Tabela 7.
Tabela 7 - Enzimas participantes da biossintese de isoflavonoides, identificadas para feijao-caupi

(Vigna unguiculata) no banco de dados Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG)
pathway, e seus respectivos himeros EC (Enzyme commission number).

EC Nome da enzima
1.14.14.87 2-hydroxyisoflavanone synthase (IFS)
1.14.13.- Flavonoid 6-hydroxylase (FL6H)
4.2.1.105 2-hydroxyisoflavanone dehydratase (HIDH)

2,7,4'-trihydroxyisoflavanone 4'-O-methyltransferase / isoflavone 4'-

2.1.12122.1.1.46 O-methyltransferase (HI4’'OMT-14'OMT)

1.14.14.88 Isoflavone 3'-hydroxylase (13'H)
2.1.1.150 Isoflavone-7-O-methyltransferase (170MT)
2.4.1.170 Isoflavone 7-O-glucosyltransferase (IF7GT)
1.14.14.90 1.14.14.89 Isoflavone/4'-methoxyisoflavone 2'-hydroxylase (12'H-M2'H)
1.3.1.45 2'-hydroxyisoflavone reductase (IFR)
1.1.1.348 Vestitone reductase (VR)
4.2.1.139 Pterocarpan synthase (PTS)
1.23.1.- Pterocarpan reductase (PTR)

Fonte: A autora (2021).

A IFS é a enzima que direciona o fluxo de carbono dos flavonoides para os

isoflavonoides (GUPTA et al., 2019), convertendo liquiritigenina e naringenina em
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isoflavanonas (FELDMANN, 2001). A liguiritigenina é transformada em 6,7,4'-
trinidroxiflavanona pela FL6H. A HIDH catalisa a conversédo de isoflavanonas, 7,4’-
trinidroxiisoflavanona e 2-hidroxi-2,3-dihidrogenisteina, em isoflavonas, daidzeina e
genisteina, respectivamente (SHIMAMURA et al.,, 2007). A I14OMT catalisa a
transformacdo de daidzeina em formononetina e de genisteina em biochanina A. A
I3H converte formononetina e biochanina A em calicosina e pratenseina,
respectivamente. A I[7OMT transforma daidzeina em isoformononetina e genisteina
em prunetina. Os compostos formononetina, daidzeina, gliciteina, genisteina e
Biochanina A sao convertidos em seus respectivos glicosideos pela enzima IF7GT
(SUGIYAMA, 2019). A 12’H-M2'H catalisa a formacdo de isoflavonas, como 2'’-
hidroxidaidzeina, 2’-hidroxiformononetina e 2’-hidroxigenisteina. A IFR converte 2’-
hidroxiformononetina em (-)-vestitona, além de catalisar a formacé&o de (+)-soforol e
(-)-soforol (COOPER; QIU; PAIVA, 2002). A VR transforma (-)-vestitona em 7,2'-
dihidroxi-4’-metoxi-isoflavanol, que € convertido em (-)-medicarpina pela PTS
(UCHIDA; AKASHI; AOKI, 2017). A PTR converte medicarpina em (-)-vestitol (Figura
11).
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Figura 11 - Mapa de biossintese dos isoflavonoides, mostrando as enzimas identificadas (nas caixas verdes) para feijao-caupi (vigha unguiculata) no banco
de dados Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) pathway. Niamero EC (Enzyme Commission Number): 1.14.14.87, 2-hydroxyisoflavanone
synthase (IFS); 1.14.13.-, Flavonoid 6-hydroxylase (FL6H); 4.2.1.105, 2-hydroxyisoflavanone dehydratase (HIDH); 2.1.1.212 2.1.1.46, 2,7,4-
trihydroxyisoflavanone 4'-O-methyltransferase/isoflavone 4'-O-methyltransferase (HI4’OMT-14’0OMT); 2.1.1.150, isoflavone-7-O-methyltransferase (I7OMT);
1.14.14.88, Isoflavone 3'-hydroxylase (I13’H); 2.4.1.170, isoflavone 7-O-glucosyltransferase (IF7GT); 1.14.14.90 1.14.14.89, isoflavone/4'-methoxyisoflavone
2'-hydroxylase (12'H-M2'H); 1.3.1.45, 2'-hydroxyisoflavone reductase (IFR); 1.1.1.348, vestitone reductase (VR); 4.2.1.139, pterocarpan synthase (PTS);
1.23.1.-, pterocarpan reductase (PTR).
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A participacdo de genes dos isoflavonoides na resposta a patdégeno e injaria
foi evidenciada em estudos anteriores. Em Medicago truncatula Gaertn., alteracdes
significativas nos niveis de expressao de IFS, HI4’'OMT, HID, I2’H, IFR e VR foram
observadas nas raizes apdés sete dias da inoculacdo de R. solani, e a
superexpressdo de um desses genes, IFS, melhorou a resisténcia a esse patégeno
(LIU et al., 2017). Em soja, a injuria (folhas cortadas com tesoura) e a inoculacdo de
P. sojae alteraram os niveis de expressdo de IFR e, quando foi superexpresso,
melhorou a resisténcia a esse patdgeno e reduziu os niveis de ROS (CHENG et al.,
2015). A expressao do gene IFS foi aumentada nas sementes de soja em resposta
ao mildio (DENG et al., 2019). Em Psoralea corylifolia L., a expressao do gene
PclIFS aumentou significativamente apos a injuria (corte das folhas com lamina de
barbear; MISRA et al.,, 2010). Em soja, foi sugerido a participacdo de gmHID na
imunidade inata, porquanto a sua expressdo foi aumentada apds a infeccdo de
Pseudomonas syringae e o seu silenciamento génico induzido por virus (VIGS)
aumentou a suscetibilidade a esse patdgeno (ZHOU et al., 2011). O silenciamento
de IFS em soja resultou na quebra da resisténcia mediada pelo gene Rps a raca 1
de P. sojae e suprimiu a resposta de hipersensibilidade (GRAHAM et al., 2007).
Esses estudos apontaram a notavel relevancia dessas enzimas na resposta das
plantas a patégenos e a injuria, as quais por meio da producao dos seus respectivos

compostos, contribuem para a aclimatacao das plantas em situacdes de estresse.

3.5 FAMILIA MATE

MATE (multidrug and toxic compound extrusion) € uma familia de
transportadores secundarios ativos conservados em todos os dominios da vida. Tais
proteinas utilizam o gradiente eletroquimico de H* ou Na* para o transporte de seus
substratos, desenvolvendo um papel importante na homeostase celular (MIYAUCHI
et al., 2017). A maioria das proteinas MATE sdo compostas de 400 a 700
aminoacidos (XU, L. et al, 2019) e apresentam comumente 12 hélices
transmembrana (TM), com os lobos N e C formados pelas TMsde 1 a6 e de 7 a 12,
respectivamente (KUSAKIZAKO et al., 2020). Com base na filogenia, tais proteinas
sao divididas em procaridticas Norm e Dinf e eucariética MATE (eMATE) (BROWN;
PAULSEN; SKURRAY, 1999; OMOTE et al., 2006).

Em plantas, os transportadores MATE sé&o numerosos, e foram caracterizados

em diversas espécies, como arroz (46 MATEs; DU et al., 2021), Malus x domestica
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Borkh. (66 MATEs; ZHANG et al.,, 2021), Solanum tuberosum L. (64 MATEs;
HUANG et al., 2021), P. trichocarpa (71 MATES; LI et al., 2017), Gossypium
raimondii Ulbr. (70 MATEs; LU et al., 2018), Gossypium arboreum L. (68 MATEsS; LU
et al., 2018), N. tabacum (134 MATEs; GANI et al., 2021), Cajanus cajan (L.) Huth
(67 MATESs; DONG et al., 2019) e soja (117 MATEs; LIU, J. et al., 2016).

Estudos evidenciam a multifuncionalidade desses transportadores em
vegetais. Por exemplo, OsMATE1 e OsMATE2 de arroz, expressos em Orgaos
reprodutivos e em desenvolvimento, alteram o crescimento e a morfologia floral de
Arabidopsis, e negativamente afetam a resisténcia a doenga (TIWARI et al., 2014).
AtADS1 (Activated Disease Susceptibility 1) de A. thaliana, também conhecido como
ABS3 (Abnormal shoot3) e ADP1 (altered development program 1), regula o
alongamento celular no hipocétilo e os niveis de auxina em regibes meristematicas,
afetando a arquitetura vegetal, e promove a senescéncia, além de ser um regulador
negativo da resisténcia a doenca, influenciando no acimulo de acido salicilico e na
expressao do gene PR1 (Pathogenesis-Related 1) (JIA et al., 2019; LI et al., 2014;
SUN et al.,, 2011; WANG et al., 2015). AtELS1 € um transportador envolvido na
homeostase de ferro e senescéncia foliar (WANG et al., 2016). AtZRIZI/ABSA4,
AtBIGE1A (Big embryo 1) e AtBIGE1B séo relatados na regulagéo da iniciacdo dos
orgaos laterais (BURKO et al.,, 2011; SUZUKI et al., 2015). AtEDS5 participa da
resposta imune inata exportando acido salicilico do cloroplasto para o citoplasma
(NAWRATH et al., 2002; SERRANO et al., 2013). AtDTX50 € expresso nas ceélulas-
guarda e em tecidos vasculares, e sua proteina, localizada predominantemente na
membrana plasmatica, transporta acido abscisico (ZHANG et al., 2014).

Alguns transportadores MATE séo relatados no transporte de citrato, um
acido orgéanico quelante do aluminio e do ferro, promovendo a desintoxicacao por
aluminio e facilitando a translocacdo de ferro (TAKANASHI; SHITAN; YAZAKI,
2014). Por exemplo, o gene AtFRD3, expresso nas raizes, codifica um transportador
de citrato requerido para translocacéo de ferro (DURRETT; GASSMANN; ROGERS,
2007; ROGERS; GUERINOT, 2002). Com funcéo e sequéncia similar a tal gene,
GmFRD3a e GmFRD3b foram descobertos em soja (ROGERS et al.,, 2009). A
proteina MtMATEG67 de M. truncatula, encontrada na membrana plasmatica de
células nodulares e na membrana do simbiossoma, é requerida para a homeostase
de ferro e fixacdo de nitrogénio simbidtica (KRYVORUCHKO et al., 2018). O gene

HVAACT1 de cevada (Hordeum vulgare L.) € envolvido na tolerancia ao aluminio e
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na translocacgao de ferro (FUJII et al., 2012; ZHOU et al., 2013). Os genes ScFRDL1
e ScFRDL1 de centeio (Secale cereale L.), expressos nas raizes, codifica proteinas
envolvidas na translocacdo de ferro e na desintoxicagdo por aluminio,
respectivamente (YOKOSHO; YAMAJI; MA, 2010).

As proteinas MATE também realizam o transporte de metabdlitos
secundarios, que Sao essenciais para a interacdo das plantas com ambiente,
participando da resposta aos estresses bibticos e abidticos (KHARE et al., 2020).
Por exemplo, o gene AtTT12, expresso em évulos e sementes em desenvolvimento
(DEBEAUJON et al., 2001), codifica proteina que atua no sequestro de flavan-3-6is
glicosilados na membrana vacuolar de células do revestimento da semente de A.
thaliana para a producdo de proantocianidinas (MARINOVA et al., 2007). MtMATE1
realiza o transporte preferencial de epicatequina 3’-O-glicosideo na membrana do
vacuolo (ZHAO; DIXON, 2009). MtMATE2 é um transportador vacuolar de
glicosideos de flavonoides preferencialmente malonilados (ZHAO et al., 2011).
NtMATEL e NtMATEZ2 de N. tabacum realizam o sequestro vacuolar de nicotina, um
alcaloide, na raiz (SHOJI et al., 2009). Nt-JAT1 e Nt-JAT2 translocam alcaloides no
vacuolo, incluindo a nicotina, em folhas (MORITA et al., 2009; SHITAN et al., 2014).
VVAM1 e VVAM3, localizadas no vacuolo, transportam antocianinas aciladas
(GOMEZ et al., 2009). CJMATEL1 é encontrada no vacuolo das células de Coptis
japonica translocando berberina (TAKANASHI et al.,, 2017). AtDTX18 transporta
amidas de acido hidrocinamico como parte das defesas quimicas de A. thaliana
contra Phytophthora infestans (DOBRITZSCH et al., 2016).

Portanto, é notavel a relevancia fisiol6gica dessa classe de transportadores
nos processos de crescimento e desenvolvimento vegetal e na resposta aos
estresses bioticos e abidticos, tornando-se potenciais alvos biotecnolégicos para

aumentar a produtivamente das culturas economicamente importantes.

3.6 BIOINFORMATICA

A bioinformética é uso de ferramentas computacionais para armazenar,
gerenciar e analisar os dados biologicos (KUMAR; CHORDIA, 2017). Como uma
ciéncia interdisciplinar, reine técnicas e ferramentas da biologia molecular (fonte da
informacédo a ser analisada), ciéncia da computacédo (fornece o hardware e as redes
para analise e compartilhamento dos resultados) e matematica (algoritmos usados
na analise dos dados) (BRANCO; CHOUPINA, 2021).
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Seus fundamentos foram estabelecidos na década de 1960, com Margaret
Dayhoff sendo a pioneira na aplicacdo de métodos computacionais para dados
bioquimicos (GAUTHIER et al., 2019). Em 1962, Margaret Dayhoff e Robert Ledley
desenvolveram o COMPROTEIN para determinar a estrutura primaria de proteinas a
partir de dados de sequenciamento de peptideo pelo método de degragacdo Edman
(DAYHOFF; LEDLEY, 1962; GAUTHIER et al., 2019).

Com surgimento de técnicas que permitram a manipulacdo e
sequenciamento do DNA, bem como avangos na ciéncia da computagcao, emergiu as
andlises provenientes do DNA (GAUTHIER et al., 2019). Os primeiros métodos de
sequenciamento eram demorados e caros, sendo mais abordados no
sequenciamento de genomas pequenos (GIANI et al., 2020). O primeiro genoma
completo de DNA sequenciado foi o do bacteri6fago X174 (5375 nucleotideos)
(SANGER, 1977).

Nas décadas de 1980 e 1990, a automatizacdo do sequenciamento e as
constantes melhorias realizadas no seu processo, aumentaram a velocidade de
obtencdo dos dados. Tais avangos foram acelerados pelo projeto genoma humano
na década de 1990, que impulsionou a introducdo das plataformas de
sequenciamento de nova geracdo (NGS) (GIANI et al., 2020).

O NGS aumentou consideravelmente a quantidade de dados produzidos,
reduzindo o tempo de processamento e 0s custos para a sua geracao (MARDIS,
2017), promovendo o aumento dos projetos de sequenciamento de plantas (BAYER
et al., 2020). Isso resultou na geracdo de um grande volume de dados, com a
bioinformatica desenvolvendo um papel essencial, fornecendo banco de dados,
ferramentas e outros recursos necessarios para analisar e atribuir significado
bioldgico aos dados (KANEHISA, 2019; BLATKE et al., 2021).

3.6.1 Banco de dados bioldgicos

O acumulo de sequencias provenientes do sequenciamento levou ao
desenvolvimento dos bancos de dados biologicos (KANEHISA, 2019), que
armazena, organiza e compartilha os dados de forma estruturada e pesquisével para
facilitar a visualizagdo e recuperacdo das informagdes (ZOU et al.,, 2015).
Atualmente, varios bancos de dados estdo disponiveis para consulta, como NCBI
(National Center for Biotechnology Information; https://www.ncbi.nlm.nih.gov),

Phytozome (https://phytozome-next.jgi.doe.gov/), LIS (Legume information System;
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https://legumeinfo.org/) e KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes;
https://www.kegg.jp).

O NCBI prové um grande conjunto de recursos online para informacoes e
dados bioldgicos, incluindo o GenBank (banco de dados de acidos nucleicos) e o
PubMed (banco de dados de citacbes e resumos de publicagBes cientificas)
(SAYERS et al., 2021). O GenBank partipa com ENA (European Nucleotide Archive;
https://www.ebi.ac.uk/ena) e DDBJ (DNA Data Bank of Japan;
http://www.ddbj.nig.ac.jp) como parceiros do INSDC (International Nucleotide
Sequence Database Collaboration; http://www.insdc.org/) (SAYERS et al., 2019).

Uma das facilidades do NCBI é o Entrez, um sistema de recuperacdo das
informacdes depositadas em 34 bancos de dados do GenBank, como Nucleotide
(sequéncias de DNA e RNA), Assembly (informacdes de montagem de genomas),
Sequence Read Archive (SRA; permite 0 armazenamento, recuperacao e analise de
dados de sequenciamento de nova geracdo) e Protein (sequéncias de proteinas)
(SAYERS et al., 2021). Entre as informacdes disponiveis pelo NCBI, encontra-se
dados gendmicos de diversas espécies, incluindo procariotos, eucariotos e virus. Em
relacdo a feijdo-caupi, existem trés projetos, dos quais um tem a representagcao
gendmica total, a nivel cromossémico.

O Phytozome é um portal de gendmica comparativa de plantas do JGI (Joint
Genome Institute), que fornece a comunidade cientifica 0 acesso, a visualizacéo e
analise de genomas de plantas sequenciados pelo JGI e outras instituicdes
(GOODSTEIN et al.,, 2012). Entre as suas ferramentas, o PhytoMine permite o
acesso a dados baseado em uma sequéncia de busca (query), fornecendo a
recuperacao de informacdes, como anotacdo, termos GO (Gene Ontology), genes
homélogos e expressdo. O Phytozome v13 (https://phytozome-next.jgi.doe.gov/)
abriga genomas de algas vermelhas (Rhodophyta) e Viridiplantae, inclusive
genomas montados de sete acessos de feijao-caupi (IT97K-499-35, CB5-2, Suvita2,
Sanzi, UCR779, TZ30 e ZN016), a maioria com restricbes de uso.

O LIS é um portal de dados gendmicos para leguminosas, fornecendo acesso
a informacdes genéticas das principais culturas e espécies modelos de leguminosas,
como soja, feijao-caupi, feijdo-comum (Phaseolus vulgaris L.), gréo-de-bico e M.
truncatula. Tal banco de dados fornece ferramentas para acesso e exploracéo de
genomas, mapas genéticos, sintenia, dados de expressdo, familias génicas e
filogenia (DASH et al., 2016; BERENDZEN et al., 2021).
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O KEGG é um dos bancos de dados mais utilizados para a interpretacéo
biolégica de sequéncias provenientes do genoma e de outros dados de alto
rendimento. Tal recurso possui curadoria manual e integra 18 bancos de dados
categorizados em informagfes de sistemas (interacdo molecular e reacdes),
gendmicas (genes e proteinas), quimicas (substancias quimicas e reacdes) e de
saude (doencas humanas e drogas). O KEGG PATHWAY consiste em uma colecéo
de mapas de vias manualmente desenhadas, categorizadas em metabolismo
(Metabolism), processamento de informacdo genética (Genetic information
processing), processamento de informacédo ambiental (Environmental information
processing), processos celulares (Cellular processes), sistemas do organismo
(Organismal systems), doencas humanas (Human diseases) e desenvolvimento de
medicamentos (Drug development) (KANEHISA et al., 2021).

3.6.2 Alinhamento de sequéncias

O alinhamento de sequéncias, um processo fundamental para bioinformatica,
compara duas ou mais sequéncias de acidos nucleicos ou proteinas, de modo a
identificar regides de similaridade. Tal procedimento é fundamental na analise de
genes e genomas, inferéncias filogenéticas, predicdo de estrutura e funcdo de
macromoléculas, particularmente RNA e proteinas, e identificacdo de sequéncias
(JUNQUEIRA; BRAUN; VERLI, 2014).

Quanto a sua extencéao, pode ser dividido em global e local (AYO et al., 2020).
O primeiro considera toda a extensdo da sequéncia para encontrar um padréao
semelhante, enquanto o segundo busca regides da sequéncia altamente similares
(FRITH, 2020). Quanto ao numero de sequéncias, € classificado em par-a-par e
multiplo. O primeiro encontra elementos comuns entre duas sequéncias, assim,
especifica a relacédo de similaridade entre elas, enquanto o segundo inclui mais de
duas sequéncias, sendo frequentemente aplicado para identificar similaridade
estrutural, motivo regulatério comum, regido conservada em um grupo de
sequéncias para estabelecer relacdo evolutiva e montagem de dados provenientes
do NGS (BAICHOO; OUZOUNIS, 2017).

No processo de alinhamento, as sequéncias sdo ordenadas em linhas e os
caracteres compdem as colunas. Desta forma, os algoritimos buscardo a melhor

correspondéncia entre as sequéncias alinhadas, permitindo a criacdo gaps
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(lacunas), indicando possiveis eventos de insercdo ou delecdo (JAFARZADEH,;
IRANMANESH, 2020).

Uma sequéncia pode ser alinhada a varias sequéncias de um banco de
dados. Assim, um sistema de pontuacéao foi criado para indicar o melhor alinhamento
para cada sequéncia. Em tal sistema, matches (caracteres idénticos) e mismatches
(caracteres diferentes) recebem pontuacdes positivas e negativas, respectivamente,
e 0s gaps sao penalizados (JUNQUEIRA; BRAUN; VERLI, 2014).

3.6.2.1 Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)

O BLAST (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) € uma ferramenta de
bioinformatica mais amplamente utilizada para a rapida pesquisa de similaridade
entre sequéncias de &cidos nucleicos ou proteinas (YIM; CUSHMAN, 2017). Tal
ferramenta encontra regides de correspondéncias curtas entre as duas sequéncias
biolégicas, tenta extender o alinhamento a partir desses pontos e fornece a
significancia estatistica dele (YE; MCGINNIS; MADDEN, 2006).

Diferentes tipos de BLAST estéo disponiveis e a escolha depende do objetivo
e do tipo de sequéncia utilizada. O BLASTn e o BLASTp séo utilizados para alinhar
sequéncias de nucleotideos e proteinas, respectivamente. O BLASTx compara uma
sequéncia nucleotidica traduzida contra um banco de dados de proteinas. O
tBLASTn alinha uma sequéncia de proteinas contra um banco de nucleotideos
traduzido (DONKOR; DAYIE; ADIKU, 2014).

A significAncia e a acuracia dos alinhamentos sdo mensuradas por Varios
parametros, incluindo e-value, score, identidade e cobertura do alinhamento. O e-
value revela a probabilidade da sequéncia de interesse (query) ter alinhado ao acaso
com as sequéncias do banco de dados (subject). Desta forma, quando mais
proximos de zero, mais significativos sdo alinhamentos. O score depende da
guantidade de matches, mismatches e gaps encontrados no alinhamento das
sequéncias. A identidade refere-se a porcentagem de nucleotideos ou aminoacidos

idénticos no alinhamento.

3.7 OMICAS

O desenvolvimento das tecnologias que permitiram a abordagem das
moléculas biologicas, como acidos nucleicos, proteinas e metabdlitos, em larga
escala revolucionaram as ciéncias biolégicas, dando inicio a um novo campo de

estudos, a era das 6micas (RAUPACH et al., 2016). A adicdo da palavra 6mica a um
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termo molecular refere-se a uma analise global de um conjunto de moléculas de
uma célula, tecido ou organismo (HASIN; SELDIN; LUSIS, 2017).

Atualmente, existem varios tipos de 6micas, incluindo genémica (estudo da
sequéncia do genoma e das informagfes contidas nele), transcriptomica (fornece
informacbes sobre a presenca e a abundancia relativa de RNAS), proteGmica
(identifica e quantifica os niveis de cada proteina codificada pelo genoma),
metabolémica (estuda a dindmica dos metabdlitos em resposta a uma perturbacéo
genética ou estimulo ambiental), entre outras (JOYCE; PALSSON, 2006).

3.7.1 Transcriptémica

A transcriptdmica aborda os padrdes de expressdo dos RNAs de uma célula
para uma condicao fisiologica ou estagio de desenvolvimento especifico, refletindo,
assim, 0s genes ativamente expressos. Dessa forma, tal 6mica é poderosa para a
compreensao dos elementos funcionais do genoma (EMON, 2016), sendo
amplamente utilizada para o desvendamento das redes moleculares associadas a
estresses bidticos e abibticos, que sdo os principais fatores limitantes da
produtividade das culturas (ATKINSON et al., 2015).

A identificacdo dos produtos génicos funcionais determinantes do fenoétipo é
de suma importancia para o melhoramento genético dos vegetais, uma vez que
reduz o tempo e 0s gastos para a obtencédo de culturas tolerantes e resistentes a
estresses e, consequentemente, mais produtivas, bem como de alimentos de melhor
gualidade em relacdo ao sabor, composi¢ao nutricional, entre outros (EMON, 2016).

A transcriptémica possui como obijetivos principais a catalogacédo de todas as
espécies de transcritos, incluindo mRNAs, RNAs nao codificantes e pequenos
RNAs, determinar a estrutura transcricional dos genes, em relacdo aos sitios de
inicio, extremidades 5 e 3’ e padrao de splicing, e quantificar mudancas nos niveis
de expressao dos transcritos durante o desenvolvimento e sob diversas condicdes
ambientais (WANG; GERSTEIN; SNYDER, 2009).

Nessa Omica, uma das tecnologias mais utilizadas para a obtencdo de um
mapa geral de transcricdo de um tecido especifico em plantas € o sequenciamento
de RNA (RNA-Seq; NAGALAKSHMI et al., 2008; SUDHEESH et al., 2015).

3.7.1.1 RNA-Seq
O RNA-Seq é método de sequenciamento de alto rendimento e de arquitetura

aberta (WANG et al., 2019). Essa técnica tem sido o método padrdo para estimar e
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comparar niveis de expressdo de transcritos em uma grande diversidade de
espécies e condicbes (PERTEA et al., 2016). Ela possibilita a mensuracdo da
expressdo de milhares de genes e fornece informacdes sobre vias funcionais e
redes regulatérias nos sistemas bioldgicos (ZHAO et al., 2018).

A referida tecnologia é eficaz para o estudo dos padrbes de expressédo global
de espécies de genomas grandes e complexos (DAVIDSON et al., 2011), possuindo
como vantagens a identificacéo, caracterizacdo e quantificacdo de transcritos novos
e de transcritos em baixa abundéancia, pode determinar a localizacdo precisa dos
transcritos no genoma, com uma resolucao de base Unica, permitindo a deteccdo de
SNIPs (polimorfismos de nucleotideo Unico), tem alta reprodutibilidade para
replicatas técnicas e biolégicas e custo relativamente baixo (COSTA et al., 2010;
WANG; GERSTEIN; SNYDER, 2009).

Uma etapa importante do experimento de RNA-Seq € a extracdo de RNA. As
células possuem uma grande quantidade de RNA ribossémico, cerca de 90% do
RNA total, e 0 mMRNA, geralmente as moléculas de interesse, constitui de 1 a 2%.
Dessa forma, é necessario isola-lo a partir do RNA total, o qual € geralmente
realizado pela cauda poli (A) (CONESA et al., 2016). O mRNA extraido deve ter
gualidade adequada para a geracdao de uma biblioteca de sequenciamento. A
integridade do RNA é frequentemente analisada no Agilent Bioanalyzer, que gera o
namero de integridade do RNA (RIN) entre 1 e 10, sendo considerado de baixa
gualidade aquele com RIN < 6. RNA com baixa qualidade afeta consideravelmente
os resultados do sequenciamento, como cobertura (nUmero de vezes que uma base
especifica € sequenciada), levando a conclusGes bioldgicas errbneas. Apds o
isolamento do RNA, € necessario converté-lo em DNA complementar (cCDNA), que é
fragmentado e ligado a adaptores para amplificagdo e sequenciamento.
Ultimamente, uma das plataformas de NGS frequentemente aplicadas ao RNA-Seq
€ a lllumina HiSeq (Figura 12) (KUKURBA; MONTGOMERY, 2015).
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Figura 12 - Etapas basicas de um experimento de sequenciamento de RNA.

| Extragdo do RNA | | Conversao em cDNA |
AAAAAAAA
B TTTTTTTT
K AAAAAAAA
= i = TTTTTTTT
AAAAAAAA
TTTTTTTT

[ Ligacao dos adaptadores | | Sequenciamento | | Reads do sequenciamento

=

TGATTTCGCC A
Fonte: A autora (2021).

As milhdes de reads geradas pelo sequenciamento sdo submetidas a andlise
de qualidade (GENIZA; JAISWAL, 2017). Os parametros comuns a serem
analisados incluem o numero total de reads sequenciadas, conteudo GC e o score
de qualidade da base, dado em Phred, que mensura a probabilidade de uma base
estar incorreta (SHENG et al., 2017). Durante o pré-processamento, as sequéncias
de baixa qualidade e os adaptadores sao removidos (WILLIAMS et al., 2016).

As reads podem ser montadas com base na referéncia ou de novo. Na
abordagem por referéncia, as reads sdo alinhadas a um genoma e, portanto, é
inadequada para espécies com genoma de referéncia faltante ou parcial
(GRABHERR et al., 2011; YANG et al., 2019). A estratégia de montagem de novo
nao utiliza genoma de referéncia, aproveitando-se da redundancia das reads para
encontrar locais de sobreposicdo entre elas e, assim, monta-las em transcritos
(Figura 13) (MARTIN; WANG, 2011; KOVAKA et al., 2019). Ap6s a montagem,
realiza-se a quantificagcdo dos niveis de expressdo de cada gene ou transcrito. A
abundéancia dos transcritos ou genes é geralmente expressa como FPKM (fragments
per kilobase of transcript per million mapped reads), uma normalizacdo que permite
a comparacdo da expressao dos transcritos entre amostras (SIMS et al., 2014). O
calculo da expressao diferencial é realizado por varios métodos estatisticos, por
exemplo, EdgeR (ROBINSON; MCCARTHY; SMYTH, 2010).
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Figura 13 - Alternativas para a reconstrucdo dos transcritos a partir das reads provenientes do
sequenciamento de RNA

Reads do RNA-Seq
= = - | -
e Y e [ | = e = =
0 = g3 = s | :]l:I = -]
DDDDEE:D%:}:}ED
o e I | -]
e e e Y e [
Montagem baseada
gem bas Montagem de novo
na referéncia
O—a = :':I
" i -
Alinhamento das reads = Ao = =
= = I
no genoma = o0 o—A = — Sobreposi¢éo dos reads

— e e | | | s e
= =

Genoma —» | | \ | €= Transcrito
Fonte: Adaptada de Haas e Zody (2010).

Os dados provenientes de tecnologias de alto rendimento necessitam de
validacdo por uma segundo método. Nesse sentido, a reacdo em cadeia da
polimerase quantitativa em tempo real (QPCR) € considerada a técnica padrao ouro
para mensuracao rapida, precisa e sensivel da expressao génica (FOQUET; SONG,
2020). Ela proporciona a quantificacdo dos produtos gerados ao longo da reacéo de
amplificacdo por meio da deteccdo de fluorescéncia emitida por fluoroforos. A
correlacéo linear entre os produtos amplificados e a intensidade da fluorescéncia é
utilizada para calcular a quantidade de acidos nucleicos alvos presentes na amostra
(TUOMI et al., 2010).

Nos ultimos anos, grandes esforcos na area das Omicas vém sendo
realizados para o feijdo-caupi, devido a sua importancia socioecondmica (SINDHU et
al.,, 2019). No Brasil, o Cowpea Genomics Consortium (CpGC) conta com
transcriptomas, gerados via RNA-Seq, de resposta de feijdo-caupi a estresses
abidticos e bidticos, incluindo desidratacao radicular e injaria mecanica seguida de
inoculacéo viral, visando a identificacdo de genes uteis para seu melhoramento
genético (JESUS-PIRES et al., 2019; FERREIRA-NETO et al., 2021). Em relacdo ao
estudo de enzimas das vias de metabdlitos secundarios em feijao-caupi utilizando
tecnologias de alto rendimento, ha poucos estudos evidenciando a resposta de
genes pontuais (HUANG et al., 2012). Dessa forma, este estudo visa realizar a
primeira abordagem global da modulacdo da expressao de transcritos da via dos
fenilpropanoides e derivados, incluindo flavonoides e isoflavonoides, em resposta a

injuria e infeccao viral.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ARTIGO 1

Andlise do transcriptoma de fenilpropanoides e derivados em plantas de feijao-
caupi inoculadas com Cowpea aphid-borne mosaic virus

Resumo

Nas regides tropicais e subtropicais, o feijdo-caupi € uma importante fonte de
proteina para reduzir a inseguranca alimentar. No entanto, sua produgdo é
comprometida devido aos estresses abidticos e biodticos. Entre os virus, Cowpea
aphid-borne mosaic virus (CABMV) é considerado um dos principais patégenos de
feijdo-caupi. Em tal situacao, os metabdlitos secundarios, incluindo fenilpropanoides,
flavonoides e isoflavonoides, s&o relevantes para promover a resisténcia das
plantas. Este estudo realizou a primeira analise global de componentes da via de
biossintese dos fenilpropanoides, seus precursores (das vias do acido chiquimico,
fenilalanina e tirosina) e também das vias de biossintese de flavonoides e
isoflavonoides no transcriptoma do tecido foliar de gendtipo resistente de feijdo-caupi
apos 1 hora (h) e 16 h da injuria seguida da inoculagdo de CABMV. Assim, 967
transcritos foram identificados, codificando enzimas das vias precursoras e das vias
de biossintese. Desse total, 65 transcritos foram diferencialmente expressos (DE), a
maioria (54) induzidos na primeira hora de exposi¢cdo a injuria e a inoculacdo de
CABMV. Ortélogos dos genes de feijao-caupi associados aos componentes das vias
estudadas em Vigna angularis, V. radiata, Phaseolus vulgaris e Glycine max (tribo
Phaseolae) mostraram um conjunto de genes conservados na tribo Phaseolae. Além
disso, 11 transcritos DE em 1 h ap6s a injdria e a inoculagéo viral foram avaliados
por gPCR, sendo que a maioria deles (81,8%) confirmou a indugdo na primeira hora
apos o estimulo. Com relacdo aos fatores de transcricdo (FTs) provavelmente
regulando genes associados a transcritos DE, a maioria dos FTs enriquecidos das
familias WRKY, MYB, bHLH e TCP poderiam ser bons candidatos a transgenes.
Este estudo contribui para o entendimento da resposta molecular do feijdo-caupi a
injuria/inoculacdo de CABMV, auxiliando os seus programas de melhoramento a
melhorar a tolerancia das plantas aos estresses biéticos.

Palavras-chave: Estresse Bibtico; Fabaceae; RNA-Seq; Bioinforméatica.
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Introducéo

Estresses bidticos e abioticos afetam adversamente o desenvolvimento das
culturas, reduzindo a qualidade e a produtividade (PANDEY et al., 2017). Tais
fatores limitantes do crescimento e desenvolvimento vegetal ameacam a seguridade
alimentar e, assim, medidas de mitigacdo dos seus efeitos nas plantas sé&o
necessarias para garantir a sustentabilidade da producao agricola (HE; LI, 2020).

A injdria € um estresse comum nos vegetais, sendo desencadeado por fatores
abidticos, por exemplo, granizo, e interagdes bidticas, como insetos (SOZEN et al.,
2020). Tal fator adverso compromete a primeira barreira de protecdo das plantas,
sendo a porta de entrada para diversos patdgenos, como virus e bactérias, que
competem por energia e nutrientes, afetando significativamente o seu metabolismo e
desenvolvimento (SAVATIN et al., 2014).

Entre os estresses bidticos, as infec¢des virais produzem além de lesbes
locais, danos sistémicos que levam a clorose, retardo do crescimento e
malformacdes nas diferentes partes dos vegetais (GIMENEZ; SALINAS; MANZANO-
AGUGLIARO, 2018). Por sua vez, Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV), virus
de RNA de fita simples positiva, pertencente a familia Potyviridae, género Potyvirus,
limita o rendimento de espécies economicamente importantes (CRUZ; ARAGAO,
2014).

A exposicdo dos vegetais a estresses combinados resulta em respostas
moleculares Unicas, ndo mensuraveis pela exposicdo das plantas a fatores adversos
individuais (PANDEY; RAMEGOWDA; SENTHIL-KUMAR, 2015; ZANDALINAS;
FRITSCHI; MITTLER, 2020). Assim, torna-se importante a compreensao das vias
moleculares em resposta aos estresses simultaneos, especialmente em tempos de
mudancas climéticas, para o desenvolvimento de plantas mais produtivas em
diferentes cenarios ambientais (ZANDALINAS; FRITSCHI; MITTLER, 2020).

A percepcgédo da injuria e da infecgdo pelas plantas leva a reprogramacgéo de
seu metabolismo, com a producdo de compostos relacionados a regeneracdo dos
tecidos danificados e a prevencao da colonizacdo do patdgeno no corpo da planta
(DURIAN et al., 2016; SOZEN et al., 2020). Nesse processo, os fenilpropanoides e
seus derivados, incluindo flavonoides e isoflavonoides, desempenham papéis
importantes, fornecendo barreiras fisicas (monémeros de lignina) e defesas
guimicas, algumas delas envolvendo fitoalexinas e fitoanticipinas (DONG; LIN,

2020). Estudos tém mostrado a modulacao transcricional dessas vias em resposta a



58

virus (CHEN et al., 2021; HANSSEN et al., 2011) e injaria (SHEN et al., 2019;
TORRES-CONTRERA et al., 2018), e também o0 envolvimento de suas enzimas no
processo de resisténcia a patogenos (DUAN et al., 2014; WANG et al., 2018;
ZHANG et al., 2020).

O feijdo-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp) € uma das leguminosas mais
versateis e resilientes, podendo crescer em regides mais quentes e secas, como a
do semiérido brasileiro (CARVALHO et al., 2017; MUNOZ-AMATRIAIN et al., 2017).
Tal leguminosa colabora para a melhoria da fertilidade do solo e sustentabilidade
dos sistemas de cultivo pela fixacdo de nitrogénio atmosférico (MUNOZ-AMATRIAIN
et al., 2017; KYEI-BOAHEN et al., 2017). A cultura é uma importante fonte de
proteinas, sendo uma espécie essencial para a seguranca nutricional nas
comunidades agricolas ao redor do mundo (SPRIGGS et al., 2018). Entretanto, a
produtividade do feijao-caupi ainda € baixa devido a fatores ambientais adversos,
inclusive as infecgdes virais por CABMV (BOUKAR et al., 2019).

Portanto, o estudo dos mecanismos moleculares associados a resisténcia em
feijdo-caupi ao virus é fundamental para o desenvolvimento de alternativas
tecnoldgicas para os programas de melhoramento. Porém, o transcriptoma da
cultura ainda € pouco explorado (CHEN et al., 2017), inclusive com auséncia de
dados referentes ao comportamento transcricional da espécie em resposta a injuria
e patégenos, com énfase aos metabdlitos secundarios. Assim, o presente estudo
objetivou identificar transcritos associados ao metabolismo de fenilpropanoides e
derivados e analisar o perfil transcricional do tecido foliar de feijao-caupi apds a
injuria e a inoculacdo de CABMV.

Materiais e Métodos

Origem dos dados RNA-Seq

As informacdes do ensaio RNA-Seq e da montagem do transcriptoma estéo
disponiveis em Ferreira-Neto et al. (2021). Neste estudo, utilizou-se os dados das 12
bibliotecas do ensaio de injuria mecanica seguida da inoculacdo de CABMV.
Brevemente, as folhas de gendtipo IT85F-2687 de feijao-caupi resistente ao CABMV
(OLIVEIRA et al., 2012) foram injuriadas com carborundum (carbeto de silicio) e, em

seguida, inoculadas com o CABMV. As folhas foram coletadas apo6s 1 hora (h) e 16
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h da aplicacdo do estresse e mantidas em freezer a -80 °C até a extracdo de RNA
total com o kit SV Total RNA Isolation System (Promega, Estados Unidos).

As amostras com alta integridade de RNA (RIN = 8) foram usadas para gerar
as bibliotecas RNA-Seq. O sequenciamento foi realizado em plataforma Illlumina
HiSeq® 2500 (Paired-end 100 bp) no Centro de Gendmica Funcional da
Universidade de Séo Paulo (Piracicaba, Brasil). As reads foram avaliadas quanto a
qualidade e aquelas de alta qualidade (Phred = 30) foram montadas de novo com o
projeto GenPipes (BOURGEY et al., 2019). As métricas do RNA-Seq foram relatadas

anteriormente por Ferreira-Neto et al. (2021).

Expresséao diferencial dos transcritos

A analise da expressao diferencial dos transcritos realizada pela ferramenta
edgeR (ROBINSON; MCCARTHY; SMYTH, 2010) refletiu os efeitos decorrentes da
acdo combinada de injuria mecéanica e inoculagao viral. Os trancritos com valor de p-
value < 0,001, taxa de falsa descoberta (FDR) < 0,05 e Log2FC = 1 (UR, up-
regulated) ou Log2FC < -1 (DR, down-regulated) foram consideradas
diferencialmente expressos. Os transcritos diferencialmente expressos (DE) foram
hierarquicamente agrupados, com base nos valores Log2FC, usando o programa
Cluster 3.0. A visualizagdo do heatmap ocorreu por meio do programa Java
Treeview (SALDANHA, 2004).

Anotacdao funcional dos transcritos

Os mapas metabdlitos de V. unguiculata da base de dados Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) pathway
(https://www.kegg.jp/kegg/pathway.html) compreenderam: ‘phenylalanine, tyrosine
and tryptophan biosynthesis’ [vun00400, shikimate pathway (M00022), phenylalanine
biosynthesis (M00024 e MO00910), tyrosine biosynthesis (M00025 e MO00040)],
‘phenylpropanoid biosynthesis’ (vun00940), ‘Flavonoid biosynthesis’ (vun00941) e
‘Isoflavonoid biosynthesis’ (vun00943). Os transcritos identificados nas vias
mencionadas (Tabela S1) foram obtidas do banco de dados do National Center for
Biotechnology Information (NCBI, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Os transcritos foram anotados via BLASTn (e-value < 1e?%) contra o
transcriptoma putativo de feijdo-caupi (NCBI,
GCF_004118075.1_ASM411807v1_rna.fna.gz). Com base em best hits recuperou-

se os transcritos alinhados com aqueles codificadores das enzimas estudadas.
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Frames de leituras previstas para os transcritos identificados usando o BioEdit
(HALL, 1999) foram definidas via BLASTp (e-value < 1le'%) contra o proteoma
putativo de feijdo-caupi. As proteinas preditas tiveram potenciais dominios
conservados identificados com a ferramenta HMMER (POTTER et al.,, 2018),
reforcando a anotacéo da sequéncia.

Andlise de ortologia

A ferramenta orthovenn (XU et al., 2019) foi utilizada para pesquisar ortdlogos
dos genes das vias estudadas em quatro leguminosas da tribo Phaseolae,
aplicando-se o e-value de 1e'® e os proteomas de referéncia (RefSeq) de soja
(Glycine max; montagem GCF_000004515.6), feijjao comum (Phaseolus vulgaris;
montagem GCF_000499845.1), Vigna radiata (montagem GCF_000741045.1) e
Vigna angularis (montagem GCF_001190045.1).

Predicédo de sitios de ligacdo a fatores de transcricdo nos promotores

Regibes promotoras (1500 pb anterior a base +1) dos genes participantes das
vias estudadas foram extraidas via TBtools (CHEN et al., 2020). Esses promotores
foram avaliados na plataforma online PlantRegMap (TIAN et al., 2020), utilizando a
ferramenta ‘Binding Site Prediction’ (p-value < 1e®) para identificar potenciais sitios
de ligacdo a fatores de transcricdo (FTs). Adicionalmente, através da ferramenta
‘Regulation Prediction’, FTs super-representados foram identificados comparando as
interacdes previstas para os alvos (genes com transcritos UR) com os dados de
background de Vigna angularis, espécie evolutivamente proxima, em decorréncia da
auséncia de dados para a espécie analisada na respectiva plataforma.
Validac&o da expresséo por gPCR

Com base na expresséao in silico, 11 transcritos foram selecionados para
validacdo da expresséo por gPCR (Tabela S2), usando trés repeticdes biologicas e
técnicas por amostra, reforcando a confiabilidade estatistica do processo. Os pares
de primers propostos foram desenhados com a ferramenta online Primer3
(http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/), seguindo os seguintes parametros: temperatura
de melting de 58 a 62 ° C (6timo de 60 °C), tamanho do primer de 20 a 24 pb (6timo
de 22 pb), contetdo GC entre 45 e 55% (6timo de 50%) e tamanho do amplicon de
80 a 150 pb. A eficiéncia de amplificacdo (E = 10-"/slre)-1) dos pares de primers foi
determinada a partir de curva padréo de cinco pontos gerada por diluicbes seriadas

de cDNAs, em triplicatas técnicas. Primers com eficiéncias de amplificacdo entre
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90% e 110% foram aceitos. Para a normalizacdo dos dados de gPCR foram usados
0s genes de referéncia B-TUB (AMORIM et al., 2018) e UBQ10 (AMORIM et al.,
2018; FERREIRA-NETO et al., 2021).

As reacgdes de gPCR foram realizadas em termociclador LineGene 9660
(Bioer, Bioer, Hangzhou, China), com volume final de 10 uL, contendo: 1 uL de
cDNA 10x diluido, 5uL de SYBR Green (GoTag® qPCR Master Mix, Promega),
0,3 uL de cada primer e 3,4 yL de agua livre de nucleases. A ciclagem da PCR
consistiu em uma desnaturacdo inicial a 95 °C durante 2 minutos, seguido por 40
ciclos de 95 °C durante 15 segundos e 60 °C durante 60 segundos. Apos as
amplificacfes, foram produzidas curvas de dissociacdo (60-95 °C) para confirmar a
especificidade dos amplicons obtidos na gPCR. O software Relative Expression
Software Tool (REST 2009 v.2.0.13, PFAFFL; HORGAN; DEMPFLE, 2002) foi usado
para analise de expressao relativa dos genes alvos, utilizando a randomizacéo e
bootstrapping de 10000 interacfes. Testes de hipotese (p < 0,05) determinaram se
as diferencas na expressdo dos genes alvos nas condicGes controle e apos

tratamento foram significativas.
Resultados

Perfil de expressdo dos transcritos associados com fenilpropanoides e seus
derivados em feijdo-caupi ap0s injuria e inoculagéo viral

Um total de 967 transcritos putativos codificadores de enzimas das vias
metabdlicas estudadas foram identificados, sendo: 146 das vias do acido chiquimico,
fenilalanina e tirosina (aqui denominada como via precursora), 652 da via de
biossintese de fenilpropanoides, 96 da via de biossintese de flavonoides, e 73 de via
de biossintese de isoflavonoides. Desse total, 65 foram transcritos DE (p-value <
0,001 e FDR = 0,05), sendo 55 UR (Log2FC > 1) e 10 DR (Log2FC < -1). Tais
transcritos foram distribuidos na via precursora (5 UR) e nas vias de biossintese
[fenilpropanoides (30 UR e 8 DR), flavonoides (8 UR) e isoflavonoides (12 UR e 2
DR)]. A maioria dos transcritos DE (64) tiveram a expressdo modulada na primeira

hora apds a injuria e inoculacédo de CABMV (Figura 1 e Tabela S3).
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Figura 1 - Heatmap mostrando a clusterizacdo dos perfis de expressdo de transcritos
diferencialmente expressos em folhas de feijao-caupi 1 hora apoés injlria e infeccéo viral (CABMV),
em comparacdo aos respectivos valores de expressdo apés 16 h do tratamento. Transcritos
representam componentes de diferentes vias: A) vias do acido chiquimico, fenilalanina e tirosina; B)
via dos fenilpropanoides; C) via dos flavonoides; D) via dos isoflavonoides. As cores vermelha e azul
indicam up-regulation e down-regulation, respectivamente, com base em p-value < 0,001, taxa de
falsas descobertas (FDR) < 0,05 e LogzFoldChange (Log2FC) = 1 ou < -1. DAHPS (EC 2.5.1.54, 3-
deoxy-7-phosphoheptulonate synthase); ADT-PDT (EC 4.2.1.91 4.2.1.51, arogenate/prephenate
dehydratase); ADH (EC 1.3.1.78, arogenate dehydrogenase); PAL (EC 4.3.1.24, phenylalanine
ammonia-lyase); 4CL (EC 6.2.1.12, 4-coumarate-CoA ligase); HCT (EC 2.3.1.133, shikimate O-
hydroxycinnamoyltransferase); CCR (EC 1.2.1.44, cinnamoyl-CoA reductase); CAD (EC 1.1.1.195,
cinnamyl-alcohol dehydrogenase); POD (EC 1.11.1.7, peroxidase); BGL (EC 3.2.1.21, beta-
glucosidase); CHS (EC 2.3.1.74, chalcone synthase); PKR (EC 2.3.1.170, polyketide reductase); CHI
(EC 5.5.1.6, chalcone isomerase); IFS (EC 1.14.14.87, 2-hydroxyisoflavanone synthase); 12’H-M2’'H
(EC 1.14.14.90 1.14.14.89, isoflavone/4'-methoxyisoflavone 2'-hydroxylase); HIDH (EC 4.2.1.105, 2-
hydroxyisoflavanone dehydratase); IFR (EC 1.3.1.45, 2'-hydroxyisoflavone reductase); VR (1.1.1.348,
vestitone reductase).
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Perfil transcricional das enzimas das vias do acido chiquimico, fenilalanina e
tirosina

Nesse conjunto compreendendo a via precursora, 0s transcritos codificaram
13 enzimas, e alguns deles codificando as enzimas 3-deoxy-7-phosphoheptulonate
synthase (DAHPS; EC 2.5.1.54), arogenate/prephenate dehydratase (ADT-PDT; EC
42191 4.2151) e arogenate dehydrogenase (ADH; EC 1.3.1.78) foram
considerados UR ap6s 1 h a injuria e a inoculacdo de CABMV. Por sua vez,
transcritos das enzimas 3-dehydroquinate synthase (DHQS; EC 4.2.3.4), 3-
dehydroquinate dehydratase/shikimate dehydrogenase (DHD-SDH; EC 4.2.1.10
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1.1.1.25), shikimate kinase (SK; EC 2.7.1.71), 3-phosphoshikimate 1
carboxyvinyltransferase (EPSPS; EC 2.5.1.19), chorismate synthase (CS; EC
4.2.3.5), chorismate synthase (CM; EC 5.4.99.5), aspartate aminotransferase e
glutamate/aspartate-prephenate aminotransferase (AAT-PAT; EC 2.6.1.1 2.6.1.78
2.6.1.79), aspartate aminotransferase (AAT; EC 2.6.1.1), tyrosine aminotransferase
(TAT; EC 2.6.1.5) e histidinol-phosphate aminotransferase (HPA) ndo tiveram a
expressdo modulada significativamente apds injuria seguida da inoculagédo viral
(Figura 2).

Figura 2 - Mapa das vias do acido chiquimico, fenilalanina e tirosina mostrando as enzimas
codificadas por transcritos expressos nas folhas de feijao-caupi (Vigna unguiculata) apés a injaria e
inoculacdo do CABMV (Cowpea aphid-borne mosaic virus). As cores dos circulos a esquerda e a
direita indicam a expresséo dos transcritos, respectivamente, em 1 hora e 16 horas apdés a injiria e
inoculacdo viral [vermelho, indugdo e amarelo, expressdo néo significativa, baseada no p-value <
0,001, taxa de falsa descoberta (FDR) < 0,05 e LogzFoldChange (Log2FC) = 1 (indug&o) or < -1
(repressao). Numero EC (Enzyme Commission Number): 2.5.1.54, 3-deoxy-7-phosphoheptulonate
synthase (DAHPS); 4.2.3.4, 3-dehydroquinate synthase (DHQS); 4.2.1.10 1.1.1.25, 3-dehydroquinate
dehydratase/shikimate dehydrogenase (DHD-SDH); 2.7.1.71, shikimate kinase (SK); 2.5.1.19, 3-
phosphoshikimate 1-carboxyvinyltransferase (EPSPS); 4.2.3.5, chorismate synthase (CS); 5.4.99.5,
chorismate mutase (CM); 4.2.1.91 4.2.1.51, arogenate/prephenate dehydratase (ADT-PDT); 2.6.1.1
2.6.1.78 2.6.1.79, aspartate aminotransferase e glutamate/aspartate-prephenate aminotransferase
(AAT-PAT); 2.6.1.1, aspartate aminotransferase (AAT); 2.6.1.5, tyrosine aminotransferase (TAT);
2.6.1.9, histidinol-phosphate aminotransferase (HPA); 1.3.1.78, arogenate dehydrogenase (ADH).
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Perfil transcricional das enzimas da biossintese de fenilpropanoides
Considerando a via dos fenilpropanoides, os transcritos codificaram 17
enzimas. Transcritos UR apés 1 h da injuria e inoculacdo viral codificaram
phenylalanine ammonia-lyase (PAL; EC 4.3.1.24), 4-coumarate-CoA ligase (4CL; EC
6.2.1.12), shikimate O-hydroxycinnamoyltransferase (HCT; EC 2.3.1.133) e
cinnamyl-alcohol dehydrogenase (CAD; EC 1.1.1.195). Por sua vez, transcritos UR
em 1 h e 16 h apds a injuria e inoculacéo viral codificaram cinnamoyl-CoA reductase
(CCR; EC 1.2.1.44), enquanto transcritos UR e alguns DR codificaram beta-
glucosidase (BGL; EC 3.2.1.21) e peroxidase (POD; EC 1.11.1.7) em 1 h apos a
aplicacao do estimulo. Os demais transcritos, codificadores de 10 enzimas, incluindo
trans-cinnamate 4 monooxygenase (C4H; EC:1.14.14.91), coumaroylquinate
(coumaroylshikimate) 3'-monooxygenase (C3'H; EC 1.14.14.96), caffeoylshikimate
esterase (CSE; EC 3.1.1.-), caffeic acid 3-O-methyltransferase (COMT; EC 2.1.1.68
2.1.1.4), coniferyl-aldehyde dehydrogenase (CALDH; EC 1.2.1.68), coniferyl-
aldehyde dehydrogenase (CCoAOMT; EC 2.1.1.104), feruloyl-CoA 6-hydroxylase
(F6H; EC 1.14.11.61), scopoletin glucosyltransferase (SGT; EC 2.4.1.128), ferulate-
5-hydroxylase (F5H; EC:1.14.-.-) e coniferyl-alcohol glucosyltransferase (CAGT,;
EC:2.4.1.111), foram detectados com expressdo nao significante estatisticamente

apos a injuria/inoculacao viral (Figura 3).
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Figura 3 - Mapa da biossintese de fenilpropanoides mostrando as enzimas codificadas por transcritos expressos em folhas de feijao-caupi (Vigna
unguiculata) apos a injuria e inoculagdo de CABMV (Cowpea aphid-borne mosaic virus). As cores dos circulos a esquerda e a direita indicam a expressao
dos transcritos, respectivamente, em 1 hora e 16 horas apés a injdria e inoculagéo viral [vermelho: inducao; roxo: inducéo/repressao; amarelo, expresséo nao
significativa, baseada no p-value < 0,001, taxa de falsa descoberta (FDR) < 0,05 e LogzFoldChange (Log2FC) = 1 (indug&o) or < -1 (represséo)]. Nimero EC
(Enzyme Commission Number): 4.3.1.24, phenylalanine ammonia-lyase (PAL); 1.14.14.91, trans-cinnamate 4-monooxygenase (C4H); 6.2.1.12, 4-coumarate-
CoA ligase (4CL); 2.3.1.133, shikimate O-hydroxycinnamoyltransferase (HCT); 1.14.14.96, coumaroylquinate (coumaroylshikimate) 3'-monooxygenase
(C3'H); 3.1.1.-, caffeoylshikimate esterase (CSE); 1.2.1.44, cinnamoyl-CoA reductase (CCR); 2.1.1.104, caffeoyl-CoA O-methyltransferase (CCoAOMT);
2.1.1.68 2.1.1.4, caffeic acid 3-O-methyltransferase (COMT); 1.2.1.68, coniferyl-aldehyde dehydrogenase (CALDH); 1.1.1.195, cinnamyl-alcohol
dehydrogenase (CAD); 1.11.1.7, peroxidase (POD); 2.4.1.111, coniferyl-alcohol glucosyltransferase (CAGT); 3.2.1.21, beta-glucosidase (BGL); 1.14.-.-,
ferulate-5-hydroxylase (F5H); 1.14.11.61, feruloyl-CoA 6-hydroxylase (F6H); 2.4.1.128, scopoletin glucosyltransferase (SGT).
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Perfil transcricional das enzimas da biossintese de flavonoides

Na via dos flavonoides, os transcritos codificaram 12 das 13 enzimas
previstas. Transcritos UR ap6s 1 h a injuria/inoculacéo viral codificaram as enzimas
chalcone synthase (CHS; EC 2.3.1.74), polyketide reductase (PKR; EC 2.3.1.170), e
chalcone isomerase (CHI; EC 5.5.1.6). Transcritos relacionados as enzimas
flavonoid 3',5'-hydroxylase (F3',5'H; EC 1.14.14.81) e leucoanthocyanidin reductase
(LAR; EC 1.17.1.3) foram detectados apenas em 1 h ap0s a injuria/inoculacéo viral,
com expressdo nao significativa estatisticamente. Adicionalmente, transcritos das
enzimas phlorizin synthase (PGT; EC 2.4.1.357), naringenin 3-dioxygenase (F3H;
EC 1.14.11.9), flavonol synthase (FLS; EC:1.14.20.6), dihydroflavonol 4-
reductase/flavanone 4-reductase (DFR-FNR; EC 1.1.1.219 1.1.1.234), anthocyanidin
reductase (ANR; EC 1.3.1.77), anthocyanidin synthase (ANS; EC 1.14.20.4) e
flavonoid 3'-monooxygenase (F3'H; EC:1.14.14.82) foram detectados com expressao
nao significativa em ambos os tempos analisados apds a injuria/inoculacao viral
(Figura 4).
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Figura 4 - Mapa da biossintese de flavonoides mostrando as enzimas codificadas por transcritos expressos em folhas de feijao-caupi (Vigna unguiculata)
apos a injaria e inoculacdo de CABMV (Cowpea aphid-borne mosaic virus). As cores dos circulos a esquerda e a direita indicam a expressao dos transcritos,
respectivamente, em 1 hora e 16 horas ap0s a injuria e inoculacdo viral [vermelho: inducéo; cinza, ndo detectado; amarelo, expressdo ndo significativa,
baseada no p-value < 0,001, taxa de falsa descoberta (FDR) < 0,05 e LogzFoldChange (Log2FC) = 1 (indugéo) or < -1 (represséo)]. Namero EC (Enzyme
Commission Number): 2.3.1.74, chalcone synthase (CHS); 2.3.1.170, polyketide reductase (PKR); 2.4.1.357, phlorizin synthase (PGT); 5.5.1.6, chalcone
isomerase (CHI); 1.14.14.81, flavonoid 3',5'-hydroxylase (F3’,5'H); 1.14.14.82, flavonoid 3'-monooxygenase (F3'H); 1.1.1.219 1.1.1.234, dihydroflavonol 4-
reductase/flavanone 4-reductase (DFR-FNR); 1.14.11.9, naringenin 3-dioxygenase (F3H); 1.14.20.6, flavonol synthase (FLS); 1.14.20.4, anthocyanidin
synthase (ANS); 1.17.1.3, leucoanthocyanidin reductase (LAR); 1.3.1.77, anthocyanidin reductase (ANR); 1.14.19.76, flavone synthase Il (FNS II).
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Perfil transcricional das enzimas da biossintese de isoflavonoides

Sobre a via dos isoflavondides, foram identificadas 10 das 12 enzimas
previstas. Transcritos UR apd6s 1 h da injaria/inoculagdo viral codificaram 2-
hydroxyisoflavanone synthase (IFS; EC 1.14.14.87), 2-hydroxyisoflavanone
dehydratase (HIDH; EC 4.2.1.105), 2'-hydroxyisoflavone reductase (IFR; EC
1.3.1.45) e vestitone reductase (VR; EC 1.1.1.348). Transcritos UR e alguns DR
codificando isoflavone/4'-methoxyisoflavone  2'-hydroxylase (12’H-M2’H; EC
1.14.14.90 1.14.14.89) foram detectados 1 h apds a injdria/inoculacdo viral.
Transcritos declarados com expressao nao significativa em ambos os tempos, apos
injuria/inoculacdo viral, codificaram as enzimas isoflavone-7-O-methyltransferase
(I7TOMT; EC 2.1.1.150), isoflavone-7-O-methyltransferase (IF7GT; EC 2.4.1.170),
pterocarpan synthase (PTS; EC:4.2.1.139) e pterocarpan reductase (PTR;
EC:1.23.1.-). Por fim, os transcritos da enzima flavonoid 6-hydroxylase (FL6H;
EC:1.14.13.-) foram detectados com expressao nao significativa somente apés 16 h

da injuria/inoculacéo viral (Figura 5).
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Figura 5 - Mapa de biossintese dos isoflavonoides mostrando as enzimas codificadas por transcritos expressos em folhas de feijao-caupi (Vigha unguiculata)
apos a injaria e inoculacdo de CABMV (Cowpea aphid-borne mosaic virus). As cores dos circulos a esquerda e a direita indicam a expressao dos transcritos,
respectivamente, em 1 hora e 16 horas apds a injuria e inoculagéo viral [vermelho: inducdo; roxo: inducdo/represséo; cinza, ndo detectado; amarelo,
expressdo nao significativa, baseada no p-value < 0,001, taxa de falsa descoberta (FDR) < 0,05 e Log2FoldChange (Log2FC) = 1 (inducdo) or < -1
(repressao)]. Nas caixas brancas estdo as enzimas com genes nao descritos em feijao-caupi. Nimero EC (Enzyme Commission Number): 1.14.14.87, 2-
hydroxyisoflavanone synthase (IFS); 4.2.1.105, 2-hydroxyisoflavanone dehydratase (HIDH); 2.1.1.150, isoflavone-7-O-methyltransferase (I70MT); 2.4.1.170,
isoflavone 7-O-glucosyltransferase (IF7GT); 1.14.14.90 1.14.14.89, isoflavone/4'-methoxyisoflavone 2'-hydroxylase (12'H-M2'H); 1.14.14.88, isoflavone 3'-
hydroxylase (13'H); 2.1.1.212 2.1.1.46, 2,7,4'-trihydroxyisoflavanone 4'-O-methyltransferase/isoflavone 4'-O-methyltransferase (HI4’OMT-14’OMT); 1.3.1.45, 2'-
hydroxyisoflavone reductase (IFR); 1.1.1.348, vestitone reductase (VR); 4.2.1.139, pterocarpan synthase (PTS); 1.23.1.-, pterocarpan reductase (PTR);
1.14.13.-, flavonoid 6-hydroxylase (FL6H).
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Ortologia com a tribo Phaseolae

Uma andlise comparativa envolveu o0s potenciais genes ortdlogos
identificados em espécies relacionadas da tribo Phaseolae (V. radiata, V. angularis,
feijdo comum e soja), a partir dos genes que codificam enzimas de vias precursoras
(37) e vias de biossintese [fenilpropanoides (227), flavonoides (44) e isoflavonoides
(42)]. Considerando os genes do feijao-caupi, os ortélogos identificados conservados
nas quatro leguminosas envolveram as vias precursoras (27) e as vias de
biossintese de fenilpropanoides (153), flavonoides (20) e isoflavonoides (20). Sobre
0s outros genes do feijao-caupi, os ortélogos detectados variaram de acordo com a
espécie de leguminosa (Figura 6 e Tabela S4), compreendendo as vias dos
precursores (10) e as vias de biossintese de fenilpropanoides (69), flavonoides (22)

e isoflavonoides (21).

Figura 6 - Diagrama de venn mostrando o total de genes de feijdo-caupi (Vigna unguiculata) com
ortélogos preditos em diferentes espécies de leguminosas. A) Vias do acido chiquimico, fenilalanina e
tirosina. B) Biossintese de Fenilpropanoides. C) Biossintese de flavonoides. D) Biossintese de

isoflavonoides.
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Fatores de transcricdo associados aos promotores dos genes codificando as
proteinas das vias metabdlicas estudadas

Os elementos regulatérios em cis na regido promotora (1.500 bp) dos genes
codificadores das enzimas da via precursora e da biossintese de fenilpropanoides,
flavonoides e isoflavonoides indicaram potenciais FTs regulando esses genes. Um
total de 6.468 sitios de ligacdo foram preditos (ferramenta Binding Site Prediction; p-
value < 1e®) envolvendo 270 FTs (de 37 familias) e 348 alvos (genes que codificam
as enzimas das vias estudadas; Tabela S5). Em relacdo aos promotores de genes
com transcritos UR, 36 FTs foram enriquecidos (p-value <0,02; de 12 familias),
sendo a maioria deles classificados nas familias WRKY, MYB, bHLH e TCP. Aqueles
da familia MYB foram previstos regular um maior nimero de genes induzidos
(Tabela S6).
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Validacdo da expressdao in silico pela técnicade qPCR

O perfil transcricional de 11 candidatos, UR no RNA-Seq na primeira hora, foi
analisado via gPCR. Os pares de primers apresentaram eficiéncias de amplificacéo
aceitaveis (Tabela S2) e os amplicons esperados nas curvas de dissociacéo (Figura
S1). Nove dos transcritos DE candidatos (81,8%) confirmaram a expresséao induzida
apos a primeira hora de injaria/inoculacao viral com ambas as técnicas. Sobre a
expressao nao significativa de todos esses candidatos no RNA-Seq apds 16 horas
de injdria/inoculacdo viral, seis deles (55,5%) confirmaram a expressao nao
significativa, enquanto cinco outros candidatos (45,5%) tiveram resultados de gPCR

diferentes (quatro UR e um DR; Tabela 1).

Tabela 1 - Expressao relativa dos transcritos nas folhas de feijdo-caupi (Vigna unguiculata) apos 1
hora e 16 horas de injaria/inoculacgéo viral pela gPCR. Os candidatos codificam proteinas das vias
precursoras e da biossintese de fenilpropanoides, flavonoides e isoflavonoides.

Transcrito Tempo Expressdao Std. Error 95% C.I. P(H1) Resultado
DAHPS? 1lh 1,345 1,033-1,764 0,796 - 1,975 0,005 UR
16 h 1,407 0,946 - 2,065 0,701-2,645 0,017 UR
ADH? 1lh 1,777 1,326 - 2,441 1,085-3,340 0,000 UR
16 h 0,831 0,526 - 1,224 0,316 - 1,707 0,248 n.s.
ADT-PDT® 1lh 4,179 2,805 - 6,168 2,107 - 8,685 0,000 UR
16 h 1,002 0,491 -1,831 0,241 -2,468 0,991 n.s.
PALP 1lh 1,856 1,267 - 2,723 0,936 - 3,819 0,001 UR
16 h 1,090 0,614 - 1,609 0,462 -1,839 0,566 n.s.
4CLD 1lh 23,256 12,790 - 41,365 7,452 -69,515 0,000 UR
16 h 0,734 0,514 - 1,050 0,375-1,328 0,023 DR
HCT® 1lh 2,925 1,940 - 5,003 0,974 - 8,163 0,000 UR
16 h 0,844 0,423 - 1,425 0,365-2,348 0,374 n.s.
CCR® 1lh 12,290 6,888 - 21,852 4,415 - 33,334 0,000 UR
16 h 0,922 0,720 - 1,208 0,598 -1,480 0,382 n.s.
CADP 1lh 3,380 1,593 - 5,407 1,120 -9,663 0,000 UR
16 h 1,492 0,977 - 2,348 0,660 - 3,048 0,022 UR
CHI® 1lh 1,050 0,530 - 1,909 0,357 -2,904 0,811 n.s.
16 h 1,496 0,914 - 2,347 0,600-2,995 0,021 UR
HIDHC 1lh 3,107 1,011-10,444 0,615-20,107 0,005 UR
16 h 1,064 0,669 - 2,089 0,451-2,803 0,736 n.s.
VRY 1lh 1,489 0,387-5546 0,229 -13,330 0,355 n.s.
16 h 2,336 1,160 - 5,174 0,525 -6,886 0,008 UR

P(H1), probabilidade de hipétese alternativa (a diferenca entre as amostras dos grupos tratado e
controle é devido ao acaso); UR, induzido; DR, reprimido; n.s., expressao nao significativa. a, vias do
acido chiquimico, fenilalanina e tirosina; b, biossintese de fenilpropanoides; c, biossintese de
flavonoides; d, biossintese de isoflavonoides; DAHPS (EC 2.5.1.54, 3-deoxy-7-phosphoheptulonate
synthase); ADH (EC 1.3.1.78, arogenate dehydrogenase); ADT-PDT (EC 4.2.1.91 4.2.1.51,
arogenate/prephenate dehydratase); PAL (EC 4.3.1.24, phenylalanine ammonia-lyase); 4CL (EC
6.2.1.12, 4-coumarate-CoA ligase); HCT (EC 2.3.1.133, Shikimate O-hydroxycinnamoyltransferase);
CCR (EC 1.2.1.44, cinnamoyl-CoA reductase); CAD (EC 1.1.1.195, cinnamyl-alcohol dehydrogenase);
CHI (EC 5.5.1.6, chalcone isomerase); HIDH (EC 4.2.1.105, 2-hydroxyisoflavanone dehydratase); VR
(EC 1.1.1.348, vestitone reductase).
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Discusséo

A injaria mecéanica seguida pela inoculacdo viral visa simular um processo
infeccioso em um ambiente natural, uma vez que os virus que afetam as plantas séo
incapazes de invadir a parede celular da planta e iniciar um processo infeccioso sem
0 auxilio de um organismo vetor ou dano fisico (NAVARRO; SANCHEZ-NAVARRO;
PALLAS, 2019).

Nesse sentido, a capacidade das plantas de alterar dinamicamente o seu
metabolismo as tornam capazes de colonizar tais ambientes desfavoraveis
(KOMIVES; KIRALY, 2019). Para interagir com o ambiente, as plantas produzem
uma grande diversidade de metabdlitos secundarios importantes nessa relacao e na
protecdo vegetal. Assim, o entendimento do comportamento transcricional de genes
codificando enzimas envolvidas na producdo de tais compostos € uma estratégia
promissora para o desenvolvimento de uma agricultura sustentavel (SILVA et al.,
2018).

Neste estudo, a aplicacdo do estresse combinado de injuria mecéanica seguida
de inoculacdo de CABMV em folhas de gendtipo de feijao-caupi resistente ao virus,
alterou significativamente os perfis de expresséo de varios transcritos codificadores
de enzimas associadas ao metabolismo de fenilpropanoides e seus derivados. Uma
expressiva modulacdo da expressdo dos transcritos aconteceu na primeira hora
apos a aplicacdo da injaria/inoculacdo viral, sugerindo, assim, uma rapida
reprogramacéo das vias metabdlicas envolvidas, durante o processo de percepcao.

As vias precursoras dos fenilpropanoides conectam o metabolismo primario e
secundario e sdo importantes para a defesa das plantas contra estresses bioticos
(PASCUAL et al., 2016; YANG et al., 2015). No presente estudo, a resposta inicial
de IT85F-2687 envolveu a inducdo de transcritos de DAHPS, ADT-PDT e ADH. A
proteina DAHPS exerce um papel fundamental no controle do fluxo de carbono
direcionado para a via do &cido chiquimico, catalisando a primeira reacdo. A via do
acido chiquimico esta conectada as vias de biossintese de fenilalanina e tirosina,
cujos aminoéacidos sintetizados pela ADT-PDT (fenilalanina) e ADH (tirosina) séo
precursores de metabolitos especializados, com fungdes fisioldgicas diversas, como
carreadores de elétrons, antioxidantes, atractantes, influenciando a nutricdo e a
defesa vegetal (PASCUAL et al., 2016; SCHENCK; MAEDA, 2018; YANG et al.,
2015). Plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana portando o gene GhDHS1
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(DAHPS) de Gossypium hirsutum tiveram sua resisténcia aumentada ao fungo
Verticillium dahliae (YANG et al., 2015).

Os fenilpropanoides sdo metabdlitos secundarios com participacdo ativa na
resposta a estimulos bioticos, fornecendo barreiras fisicas e quimicas para protecéo
vegetal (YADAV et al.,, 2020). No presente estudo, transcritos induzidos (UR)
codificando as enzimas PAL, BGL, 4CL, HCT, CCR, CAD e POD, sugeriram IT85F-
2687 ativando a biossintese de fenilpropanoides apds a injaria e infeccdo viral. A
enzima PAL é chave na biossintese de fenilpropanoides, convertendo fenilalanina a
acido cinamico, reacao que canaliza grande parte do carbono fixado no metabolismo
primario para o metabolismo secundario (CASS et al., 2015). O acido cinamico é
substrato para a sintese de compostos de defesa, como fitoalexinas, flavonoides e
lignina, além de precursor do &cido salicilico (SA), fitormonio de sinalizacdo durante
a resposta das plantas a estresse (DIXON et al., 2002; KHAN et al., 2015; LIU et al.,
2015). Em milho, as ZmPALs contribuiram para a resisténcia ao Sugarcane mosaic
virus, sendo requeridas para o acumulo de SA (YUAN et al., 2019). Estudos prévios
relataram o envolvimento de PAL na resisténcia das plantas a patégenos (CASS et
al., 2015; DUAN et al., 2014; PANT et al., 2021; ZHANG et al., 2017), e também sua
inducdo apds a exposi¢cdo das plantas a tais estresses (CHEN et al., 2021; KUNDU
et al., 2019; SUN et al., 2017; TORRES-CONTRERAS et al., 2018), reforcando sua
importancia fisiologica para plantas em ambientes desfavoraveis.

A via metabolica dos fenilpropanoides influencia na sintese de cumarinas e
lignina. Em relagdo as cumarinas, a enzima BGL, associada no presente trabalho
com transcritos UR/DR, foi previamente implicada na resisténcia a doencas de
plantas (LI et al., 2019). Além disso, o0 acumulo de cumarinas é comumente
associado ao nivel de resisténcia a doencas (ALIFERIS; FAUBERT; JABAJI, 2014;
STRINGLIS; DE JONGE; PIETERSE, 2019). Por sua vez, a lignina constitui uma
barreira ndo degradavel a muitos microrganismos, desenvolvendo um papel
importante na resposta das plantas a diversos estresses bidticos e abioticos
(MOURA et al., 2010). Neste estudo, transcritos UR codificando varias enzimas da
biossintese da lignina (4CL, HCT, CCR, CAD e POD) foram identificados. A
reprogramacao transcricional de componentes da via de biossintese da lignina em
resposta a injuria e patdgenos ja foi relatada (CHEN et al., 2021; SADE et al., 2015;
TARIQ et al., 2018; TORRES-CONTRERAS et al., 2018; YAO et al., 2020; ZABALA

et al., 2006), bem como o envolvimento dessas enzimas no processo de resisténcia
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a patogenos (KIM et al., 2008; RONG et al., 2016). A superexpressao de GmPI4L
(Phytophthora sojae-inducible 4CL gene) de soja aumentou a resisténcia a P. sojae
(CHEN et al., 2019). Assim, os dados sugerem que a ativacdo da biossintese de
fenilpropanoides pode ajudar nas estratégias de defesa de feijdo-caupi resistente ao
virus, possivelmente investindo na producdo de compostos antimicrobianos, bem
como no reforco da parede celular.

Considerando os flavonoides, esses metabdlitos secundarios apresentam
varias atividades biologicas, inclusive na protecdo das plantas contra estresses
bidticos e abidticos (MIERZIAK; KOSTYN; KULMA, 2014). Estudos prévios
reportaram o acUmulo de flavonoides e o aumento da resisténcia a patdgenos
(SIVANKALYANI et al., 2016; LONG et al., 2019). No presente estudo, transcritos
UR codificando as enzimas CHS, PKR e CHI foram observados apds a
injuria/inoculacao viral.

A enzima CHS canaliza o fluxo de carbono da biossintese dos
fenilpropanoides para a via dos flavonoides (ZHANG et al., 2019) e coatua com a
PKR na sintese das chalconas, compostos importantes para a sintese de diversos
flavonoides, inclusive fitoalexinas, que séo relevantes para as plantas em interacdes
com patdgenos (JEANDET et al., 2013), e antioxidantes (DAO; LINTHORST;
VERPOORTE, 2011; GARCIA-CALDERON et al., 2020). Estudos prévios mostraram
a modulacéo transcricional da CHS/PKR em plantas em resposta a injuria e infeccéo
viral (ABDELKHALEK; AL-ASKAR; HAFEZ, 2020; HANSSEN et al., 2011; SHEN et
al., 2019), bem como a sua participagdo no processo de resisténcia a patdgenos
(LEI et al., 2018; SEPIOL; YU; DHAUBHADEL, 2017). Por sua vez, o silenciamento
radicular do gene CHR de soja, também conhecido como PKR, reduziu o acumulo
de isoflavonoides (daidzeina) e diminuiu a resisténcia a P. sojae (GRAHAM et al.,
2007). Assim, a inducdo dessas enzimas pode contribuir positivamente para
fisiologia das plantas sob estresse biético.

Por outro lado, a enzima CHI catalisa a isomerizacdo de chalconas em suas
flavanonas (DAO; LINTHORST; VERPOORTE, 2011). A modulacéo transcricional de
CHI em plantas em resposta a injuria ou patégenos ja foi observada
(ABDELKHALEK; AL-ASKAR; HAFEZ, 2020; CHUNG et al., 2019; ZABALA et al.,
2006), e a superexpressdao de uma CHI de soja (GmCHI1A) na raiz melhorou a

resisténcia a P. sojae (ZHOU et al., 2018). Embora a regulacdo UR do transcrito de



75

CHI nao tenha sido confirmada nos resultados da gPCR, a literatura reforca a
importancia do CHI para as plantas que respondem ao estresse biotico.

Sobre o0s isoflavonoides, uma relevante classe de fitoalexinas em
leguminosas (HASSAN; MATHESIUS, 2012), importantes na interacdo das plantas
com o ambiente, incluindo estabelecimento de simbiose e defesa das plantas no
estresse bidtico (ALIFERIS; FAUBERT; JABAJI, 2014; DASTMALCHI et al., 2017),
alguns transcritos UR, codificando IFS, HIDH, I12’H-M2'H, IFR e VR, foram
observados apés a injuria e inoculagdo viral. Em tal via, a enzima IFS, catalisa a
conversdo de flavanonas a isoflavanonas, que sdo substratos para a sintese de
diversos derivados, inclusive as fitoalexinas. IFS desenvolve um papel importante na
resisténcia a patdégenos (CHENG et al., 2010; SUBRAMANIAN et al.,, 2005;
GRAHAM et al., 2007), uma vez que a sua superexpressao em Medicago truncatula
acentuou a resisténcia ao fungo Rhizoctomia solani (LIU et al., 2017).

Por sua vez, as enzimas HIDH, 12'H-M2'H, IFR e VR estdo envolvidas em
reacdes metabdlicas intermediarias da via que conduz a biossintese de fitoalexinas.
Estudo prévio sugeriu a participacdo do gene GmHID1 na imunidade inata de soja,
porquanto o seu silenciamento aumentou a suscetibilidade ao patdégeno
Pseudomonas syringae (ZHOU et al., 2011). Além disso, a superexpressao de IFR
melhorou a resisténcia a P. sojae, provavelmente reduzindo os niveis de espécies
reativas de oxigénio (CHENG et al., 2015). Assim, esses dados sugerem, no
presente caso, a participacao dos isoflavonoides na defesa do feijdo-caupi apos a
injuria/inoculacgéo viral.

Considerando que a predi¢éo ortolégica desempenha um papel importante na
gendmica comparativa, filogenética e predicdo de funcdo, uma vez que sdo 0s
candidatos mais provaveis a compartilhar a funcao ancestral (GLOVER et al., 2019),
sua conservacdo em espécies taxonomicamente relacionadas (tribo Phaseolae),
pode facilitar a troca de informagcdes por seus programas de melhoramento de
plantas. Embora os dados tenham confirmado a sintenia em leguminosa, refletindo
suas relacdes filogenéticas (LONARDI et al., 2019; NAWAE et al.,, 2020;
POOTAKHAM et al., 2021), a previsao ortolégica é importante uma vez que familias
de genes em diferentes espécies podem sofrer expansdo ou retracdo
(POOTAKHAM et al., 2021).

Também relevante para os processos bioldgicos, incluindo as respostas ao

estresse das plantas, € a regulacdo da expressao génica. Nesse processo, os FTs
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Sao essenciais para regular as taxas de expressao de seus genes-alvo ligando-se a
elementos regulatérios em cis presentes nas respectivas regides promotoras (WANG
et al., 2017). No presente estudo, as regides promotoras dos genes associados as
vias metabdlicas estudadas apresentaram sitios de ligacdo ao FTs de 37 familias. A
maioria dos FTs enriquecidos em promotores de genes com transcritos UR eram das
familias WRKY, MYB, bHLH e TCP, mas os FTs MYB foram previstos na regulacao
de um maior nimero de genes induzidos. Tais familias de FTs respondem a
estresse biodtico e abidtico, bem como regulam a sintese e o acimulo de metabdlitos
secundarios (LI; ZACHGO, 2013; MERAJ et al., 2020).

A superexpressdo de RrMYB5 e RrMYB10 em Ruso rugosa aumentou a
expressdo dos genes da via dos flavonoides e o acumulo de proantocianidinas,
melhorando a tolerancia ao estresse oxidativo e a injuria (SHEN et al, 2019). O FT
MYB15 foi necessario para a ativacdo de genes da biossintese da lignina durante a
imunidade desencadeada por efetores (ETI) (KIM et al.,, 2020), enquanto MYB30,
MYB55 e MY110 de arroz (Oryza sativa) induziram genes das vias do &cido
chiguimico e cinamatos/monolignois, refletindo no aumento da resisténcia a fungo e
bactéria (KISHI-KABOSHI et al.,, 2018). Por sua vez, HYWRKY23 de cevada
(Hordeum vulgare) regulou genes da biossintese de fenilpropanoides e flavonoides,
ajudando a controlar a infeccdo por Fusarium graminearum (KARRE et al., 2019),
enquanto FTs da familia bHLH regularam a biossintese de proantocianidinas e
antocianinas (LI et al., 2016). Esses estudos reforcam a importancia dessas familias
de FTs nas respostas a estresses/doencas, 0 que os tornam candidatos a estudos

de transgenia para analisar seu impacto na fisiologia vegetal.

Conclusbes

O presente estudo relata as primeiras respostas transcricionais globais dos
metabdlitos secundarios do feijdo-caupi, de acordo com suas vias biossintéticas,
cobrindo dois periodos de tempo ap0s a injaria/inoculacdo do CABMV. Os dados
sugerem a ativacdo, principalmente, na primeira hora apos o tratamento aplicado,
das vias biossintéticas dos fenilpropanoides e dos isoflavonoides, pelo genoétipo de
feijdo-caupi IT85F-2687 resistente ao CABMV, provavelmente reforcando a parede
celular e as defesas quimicas. Além disso, a conservagdo de ortdlogos de genes de
feijdo-caupi participantes das vias estudadas, em quatro diferentes espécies de

leguminosas da tribo Phaseolae, reforca a importancia desses compostos no taxon,
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que compreende culturas mundiais exploradas economicamente, mas apresentando
diferentes recursos tecnolégicos e cientificos disponiveis, favorecendo a
transferéncia de conhecimento de uma espécie para outra. Ainda, os potenciais FTs
reguladores constituem uma opg¢éo para manipular a expressédo de diversos genes
relacionados, com potencial para contribuir de forma positiva, para melhorar a

tolerancia da planta ao estresse aplicado.
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4.2 ARTIGO 2

Gendmica estrutural e funcional de transportadores MATE em Feijdo-caupi

Resumo

Multidrug and toxic compound extrusion (MATE) é uma familia de transportadores
atuantes em processos fisioldgicos diversos, incluindo desintoxicacéo, transporte de
metabdlitos secundarios e horménios. Um total de 68 genes MATE foram
identificados no genoma de feijdo-caupi, codificando proteinas de 201 a 567
aminoéacidos, com pontos isoelétricos preditos entre 4,94 e 9,59 e pesos moleculares
previstos de 22,95 a 61,89 kDa. Os VUMATESs formaram quatro grupos na geracao
da arvore filogenética e alguns deles representam bons candidatos a desempenhar
fungbes relacionadas a genes MATE funcionalmente caracterizados. Um pequeno
grupo de VUMATEs (sete) nao apresentou introns, enquanto o0s demais
apresentaram de 1 a 15 introns. As proteinas VUMATESs contiveram de 4 a 15
motivos, com alguns deles grupos especificos. Os VUMATES apresentaram uma
distribuicdo desigual nos 11 cromossomos e a maioria deles (80,88%) foram
envolvidos em duplicagbes em tandem e segmentais. Na regido promotora dos
VUMATES, sitios de ligacdo a varias familias de fatores de transcricdo foram
preditos, sugerindo sua diversidade funcional. A transcriptdmica revelou 10
transcritos diferencialmente expressos (DE; 9 induzidos e 1 reprimido) associados a
seis loci VUMATEs em 1 hora ap0s a injuria e inoculagdo do CABMV. A gPCR
confirmou a inducdo de quatro transcritos DE dos cinco alvos selecionados,
evidenciando a sua participagdo no processo de percepcdo do estresse. Este
trabalho adiciona informacGes importantes para a compreensdo das funcoes

fisiologicas dos genes MATE em feijao-caupi.
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Introducéo

Os transportadores de membrana sdo essenciais para a sobrevivéncia e
adaptacdo celular ao ambiente circundante. Tais estruturas permitem o
deslocamento (influxo e efluxo) de uma variedade de moléculas, desde nutrientes
essenciais a substancias de defesa (DOSHI et al., 2017). A familia multidrug and
toxic compound extrusion (MATE) é uma classe de transportadores secundarios,
conservados em todos clados, que utilizam o gradiente eletroquimico de H* ou N*
para transporte de seus substratos (MIYAUCHI et al., 2017). A maioria dessas
proteinas € composta de 400 a 700 aminoacidos, com topologia de 12 hélices
transmembrana (XU et al., 2019).

Os transportadores MATE participam de multiplas funcbes em vegetais,
incluindo: toleréncia ao aluminio (CANIATO et al., 2014); tolerancia ao frio, seca e
salinidade (LU et al., 2019); efluxo de &cido abscisico (ABA; ZHANG et al., 2014);
biossintese de &cido salicilico (YAMASAKI et al., 2013); senescéncia foliar e
homeostase idnica (WANG, Z. et al., 2016); regulacdo negativa da resisténcia a
doencas (SUN et al., 2011; TIWARI et al., 2014); modulacéo dos niveis de auxina na
raiz (UPADHYAY; KAR; DATTA, 2020); alongacgdo celular no hipocoétilo (WANG et
al., 2015); e regulacédo de turgor em Arabidopsis, por meio do transporte de ions,
especialmente cloreto (ZHANG et al., 2017). Desta forma, tal grupo de
transportadores € relevante para o crescimento e desenvolvimento dos vegetais,
bem como para o processo de resisténcia ou tolerancia a condicbes nao favoraveis,
tornando-se importantes alvos para estudo devido ao seu forte impacto fisiolégico e
elevado potencial biotecnolégico.

As proteinas MATE, adicionalmente, atuam no transporte de metabdlitos
secundarios (SHITAN; YAZAKI, 2020) - compostos naturais cruciais para a
reproducéo e interagao das plantas com o ambiente (SHIH; MORGAN, 2020). Tais
proteinas translocam, especialmente, flavonoides, que sdo metabdlitos com fungbes
diversas, incluindo antioxidantes, reguladores do movimento de auxina, protecao
contra patdégenos e fotoprotecdo (BRUNETTI et al.,, 2013). O transporte de
flavonoides por membros MATE é evidenciado em algumas espécies de plantas,
como Medicago truncatula (ZHAO; DIXON, 2009; ZHAO et al., 2011), Arabidopsis
thaliana (MARINOVA et al.,, 2007; ZHAO; DIXON, 2009) e Fragaria X ananassa
(CHEN et al., 2018).
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Devido a sua importancia e multifuncionalidade, varios estudos tém sido
realizados para caracterizar a familia MATE em plantas, inclusive em leguminosas
como, por exemplo, Cajanus cajan (DONG et al., 2019) e soja (Glycine max; LIU et
al.,, 2016). Entretanto, permanecem desconhecidas potenciais fungbes e
caracteristicas dessa familia génica em feijdo-caupi (Vigna unguiculata).

O feijao-caupi € uma leguminosa cultivada amplamente em regides tropicais e
subtropicais (HENG et al., 2020). Tal cultura melhora a fertilidade do solo pela
fixagdo de nitrogénio (KYEI-BOAHEN et al., 2017) e constitui uma importante fonte
de proteinas, sendo considerada uma espécie-chave para a seguridade nutricional,
principalmente em regides da Africa e América Latina (OHLSON et al., 2018;
SPRIGGS et al., 2018). Devido a essa importancia, grandes esforcos na area de
Omicas vém sendo executados para tal espécie. Recentemente, foi disponibilizado o
seu genoma de referéncia (LONARDI et al., 2019), ferramenta essencial para o
entendimento da fisiologia dessa cultura sob estresses e identificacdo de genes com
potencial biotecnoldgico. No Brasil, 0 Cowpea Genomics Consortium (CpGC) conta
com transcriptomas (RNA-Seq) de linhagens tolerantes|resistentes submetidas a
diferentes condicdes estressantes. Dentre o0s transcriptomas, destaca-se aquele
oriundo da resposta da linhagem resistente ao processo de injuria mecéanica seguida
de inoculagdo do Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV). Tal virus é um dos
principais agentes biologicos causador de perdas nas lavouras da leguminosa em
questdo (CRUZ; ARAGAO, 2014).

Com o exposto observa-se que os dados em 6micas do CpGC, somados aos
dados publicos do genoma de referéncia de feijdo-caupi, representam uma rica fonte
de informacéao bioldgica. Isso propicia estudar temas ainda ndo abordados por essa
Otica em feijdo-caupi. Dessa forma, o presente trabalho objetivou explorar dados em
Omicas da referida espécie, examinando seu genoma de referéncia e o
transcriptoma de resposta de uma linhagem resistente (IT85F-2687) sujeita a injuria
mecanica seguida de inoculacdo do CABMV, focando-se exclusivamente na
mineracdo de dados associados aos transportadores MATE. O presente trabalho
fornece um avanco significativo na tematica abordada, além de um ponto de partida

para futuras pesquisas experimentais no feijao caupi.
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Materiais e métodos

Identificacdo da familia génica MATE no genoma de referéncia de feijdo-caupi

Proteinas MATE de A. thaliana, alocadas no banco de dados
Uniprot/Swissprot (https://www.uniprot.org/), foram utilizadas como sondas para
minerar, via BLASTp (e-value < 1e19, o proteoma putativo de feijdo-caupi
(GCF_004118075.1_ASM411807v1_protein.faa.gz) depositado no banco de dados
do National Center for Biotechnology Information (NCBI;
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). A partir das sequéncias proteicas recuperadas via
andlises de similaridade, que tiveram a confirmag¢do de dominio (PF01554.18) pelo
software HMMER web server (POTTER et al., 2018), recuperou-se os identificadores
dos genes correspondentes, doravante denominadas VUMATEs - MATEs de Vigna
unguiculata)

As proteinas VUMATE tiveram suas hélices transmembrana preditas no
TMHMM Server v. 2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/servicessTMHMM/) e no Phobius
(http://phobius.sbc.su.se/). A massa molecular e pontos isoelétricos foram
computados com a ferramenta Compute pl/Mw no ExPASy server
(https://www.expasy.org/). A predi¢do da localizagéo subcelular ocorreu no DeeplLoc
1.0 (ALMAGRO ARMENTEROS et al.,, 2017), Plant-mSubP (SAHU; LOAIZA;
KAUNDAL, 2020) e TargetP-2.0 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/).

Andlise filogenética

O programa de alinhamento de sequéncias multiplas MAFFT v7 (KATOH;
STANDLEY, 2013) alinhou sequéncias proteicas representativas de 68 VUMATESs e
53 MATEs previamente caracterizadas quanto a funcdo em outras espécies de
plantas (Tabela S1).

A construcdo da arvore filogenética aconteceu via software IQ-TREE
(NGUYEN et al., 2015), pelo método maximum likelihood (ML), com 10000 réplicas
de ultrafast bootstrap (UFBoot; HOANG et al., 2018), e modelo de evolugéo
selecionado pelo software ModelFinder (LG+F+G4; KALYAANAMOORTHY at al.,
2017), sendo a sua visualizagdo executada no software FigTree v1.4.4
(https://github.com/rambaut/figtree/).

Para cada grupo formado na arvore resultante, identificou-se os VUMATES
potencialmente ort6logos aos caracterizados em A. thaliana, soja, M. truncatula e

arroz (Oryza sativa) no Phytozome (https://phytozome-next.jgi.doe.gov/). Dentro da



91

plataforma, o resultado é gerado pelo software InParanoid (SONNHAMMER;
OSTLUN, 2015). A associacéo dos IDs dos genes do banco de dados NCBI com os

seus correspondentes no Phytozome foi realizada via BLASTp (e-value < 1e19).

Anadlise estrutural dos genes VUMATEs

A localizagdo das regides codificantes e regides nao-traduzidas dos
transcritos representativos dos loci MATE de feijdo-caupi foi extraida de arquivo
GFF3, recuperado do NCBI, para visualizacdo da estrutura génica na plataforma
online Gene Structure Display Server 2.0 (GSDS; HU et al., 2015). Os potenciais
motivos conservados nas proteinas foram identificados via software Multiple Em for
Motif Elicitation (MEME) (BAILEY; ELKAN, 1994), com 0s seguintes parametros:
‘comprimento do motivo’ entre 6 e 50, ‘distribuicdo do sitio’ entre zero ou uma
ocorréncia por sequéncia e ‘numero maximo de motivos’ igual a 20.

Além do exposto, para verificar o compartilhamento de residuos conservados
sugeridos como importantes para a atividade de transporte em MATES com estrutura
definida, realizou-se alinhamento via software MAFFT das VUMATEs com trés
proteinas MATE, uma de eucarioto de A. thaliana (AtDTX14; eMATE UniProt ID
Q9C994) e duas de procariotos, incluindo uma de Vibrio cholerae (NorM-VC; NorM,
PDB ID 3MKT) e uma de Pyrococcus furiosus (PfMATE; DinF, PDB ID 3VVN).

Localizagdo cromossdmica e duplicacdo génica

O mapa de localizacdo dos genes nos cromossomos foi gerado com a
ferramenta TBtools (CHEN et al., 2020), a partir das coordenadas do arquivo GFF.
Os membros MATE foram nomeados de VUMATE1 a VUMATEG68 com base em suas
localizacbes cromossémicas. O software Multiple Collinearity Scan (MCScanX;
WANG et al., 2012) foi usado para a analise de duplicacdo génica, baseada nos
resultados do BLASTp (e-value de corte 1e2°%) e arquivo de anotacdo GFF, com
parametros padrao.

As relacdes de microssintenia da familia génica em estudo foram visualizadas
na ferramenta TBtools (CHEN et al., 2020). Por fim, estimou-se, também via TBtools,
as taxas de substituicdes ndo sinbnimas (Ka) e sindbnimas (Ks) para os pares de

genes duplicados em feijao-caupi.
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Predicédo de sitios de ligacdo a fatores de transcricdo em promotores VUMATES

Regides promotoras (1500 pb anterior a base +1) dos VUMATEs foram
escaneadas no PlantRegMap (TIAN et al., 2020). Nessa plataforma, empregou-se a
ferramentas Binding Site Prediction (p-value < 1e®) para predizer os potenciais sitios
de ligagcéo a fatores de transcricdo (FTs), utilizando os motivos de ligacdo a FTs
projetados para Vigna angularis, devido a auséncia de dados para a espécie

analisada.

Origem dos dados RNA-Seq e anotacdo dos VUMATEs

Os dados do experimento do RNA-Seq e montagem do transcriptoma estao
disponiveis em Ferreira-Neto et al. (2021). Neste estudo, foram utilizados os dados
das 12 bibliotecas do ensaio de injuria mecanica seguida da inoculacdo de CABMV.
Em resumo, as folhas de genétipo IT85F-2687 de feijdo-caupi resistente ao CABMV
(OLIVEIRA et al., 2012) foram injuriadas com carborundum (carbeto de silicio) e
inoculadas com o CABMV. Apés 1 hora (h) e 16 h da aplicacdo do estresse, as
folhas foram coletadas e mantidas em freezer a -80 °C até a extracdo de RNA total
com o kit SV Total RNA Isolation System (Promega, Estados Unidos). As amostras
de RNA integras (RIN = 8) foram usadas para gerar as bibliotecas RNA-Seq. O
sequenciamento foi realizado em plataforma Illlumina HiSeq® 2500 (Paired-end 100
bp) no Centro de Gendmica Funcional da Universidade de Sao Paulo (Piracicaba,
Brasil). As reads foram avaliadas quanto a qualidade e aquelas de alta qualidade
(Phred = 30) foram montadas de novo com o projeto GenPipes (BOURGEY et al.,
2019). As métricas do RNA-Seq foram relatadas anteriormente por Ferreira-Neto et
al. (2021).

Expressao diferencial dos transcritos e anotacdo dos VUMATES

A analise de expressao diferencial dos transcritos foi executada pela
ferramenta edgeR (ROBINSON; MCCARTHY; SMYTH, 2010) e refletiu os efeitos da
acdo combinada da injuria mecanica e inoculacao viral. Transcritos com p-value <
0,001, taxa de falsa descoberta (FDR) < 0,05 e LogzFoldChange (Log2FC) = 1
(induzidos) ou < -1 (reprimidos) foram considerados significativamente
diferencialmente expressos.

Os transcritos foram identificados via BLASTn (e-value < 1e2° contra os

transcritos do transcriptoma de referéncia de feijao-caupi, alocado na base de dados
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NCBI (montagem GCF_004118075.1). Posteriormente, resgatou-se 0s transcritos

com alinhamento plus/plus que apresentaram best hit com transportadores MATE.

Desenho de primers e PCR quantitativa em tempo real (QPCR)

A expresséo de cinco transcritos induzidos foi mensurada por gPCR. Para tal,
usou-se trés repeticdes bioldgicas e técnicas por amostra, visando garantir a
confiabilidade estatistica do processo. Os pares de primers propostos foram
desenhados por meio do software online Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/),
com os seguintes parametros: temperatura de melting de 58-62 °C (6timo de 60 °C),
extensado do primer de 20-24 pb (6timo 22 pb), contetdo GC de 45-55% (6timo 50%)
e extensdo do amplicon de 80-150 pb (Tabela S2). A eficiéncia de amplificacdo (E =
10(-"/slope).1) dos pares de primers foi determinada a partir de uma curva padrdo de
cinco pontos gerada por diluicbes seriadas de cDNA, em triplicatas técnicas. Primers
com eficiéncias de amplificagdo entre 90% e 110% foram aceitos para analises de
gPCR.

As reacdes de gPCR foram conduzidas em termociclador LineGene 9660
(Bioer, Bioer, Hangzhou, China) e preparadas para um volume total de 10 pL,
contendo: 1 yL de cDNA 10x diluido, 5 uyL de SYBR Green (GoTag® qPCR Master
Mix, Promega), 0,3puL de cada primer e 3,4 pL de agua livre de nucleases. A
ciclagem da PCR foi configurada para uma desnaturacdo inicial a 95 °C durante 2
minutos, seguido por 40 ciclos de 95 °C durante 15 segundos e 60 °C durante 60
segundos. ApGs amplificacdo, foram produzidas curvas de dissociacao (60-95 °C)
para confirmar a especificidade dos amplicons obtidos na qPCR.

B-TUB (AMORIM et al., 2018) e UBQ10 (AMORIM et al., 2018; FERREIRA-
NETO et al., 2021) foram selecionados como genes de referéncia para normalizacao
dos dados da gPCR. O software Relative Expression Software Tool (REST 2009
v.2.0.13, PFAFFL; HORGAN; DEMPFLE, 2002) foi usado para analise de expressao
relativa dos genes alvos, utilizando a randomizagdo e bootstrapping de 10000
interacdes. Utilizou-se teste de hipétese (p < 0,05) para determinar se as diferencas
na expressao dos genes alvos nas condicdes controle e tratadas foram

significativas.
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Resultados

Identificacdo da familia génica MATE

Um total de 68 possiveis genes codificadores de transportadores MATE
(VUMATE) foi identificado no genoma de feijdo-caupi, com alguns deles
apresentando transcritos alternativos (Tabela S3). Esses genes codificam proteinas
compostas de 201 (VUMATE45 e VUMATEA45) a 567 (VUMATES6 e VUMATEG4)
aminoacidos, com pontos isoelétricos (pl) preditos entre 4,94 (VUMATE14) e 9,59
(VUMATE®G4) e pesos moleculares (Mw) previstos de 22,95 (VUMATES3) a 61,89
(VUMATE®64) kDa (Tabela S3).

O numero de hélices transmembrana (TMs) preditos via TMHMM alternou
entre 3 e 12, com a maioria das proteinas apresentando de 10 a 12 TMs (Tabela
S3). Andlise adicional no Phobius apontou a presenca de 4 a 13 TMs, com
predominio de 12 TMs (Tabela S3). A maioria dos transportadores VUMATE foram
preditos para a estrutura subcelular lisossomo/vacuolo pelo DeepLoc. A analise no
Plant-mSubP apontou os VUMATES em cinco localizacdes subcelulares, com a
maioria deles preditos na membrana plasmatica (Tabela S3). Uma pequena
proporc¢ao, inferida nos cloroplastos, teve suas localizagBes confirmadas pelas pré-
sequéncias N-terminais, IUTP (thylakoid luminal transit peptide) e cTP (chloroplast
transit peptide), preditas pelo TargetP (Tabela S3).

Andlise filogenética com MATEs caracterizados

Arvore filogenética das proteinas VUMATES, juntamente a transportadores
MATE funcionalmente caracterizadas em diversas outras espécies, foi construida
para explorar possiveis funcdes dessa familia génica em feijdo-caupi. Tal analise
resultou na identificacdo de quatro grupos, nomeados G1, G2, G3 e G4 (Figura 1).
Dentro desses grupos, alguns VUMATEs foram identificados como ortélogos de
MATEs funcionalmente caracterizados, permitindo-se intuir suas potenciais fungdes.

O primeiro grupo consistiu em oito VUMATEs e 10 transportadores MATE
caracterizados previamente, distribuidos em dois subgrupos, identificados como G1-
1 e G1-2 (Figura 1). O primeiro subgrupo compds-se com dois VUMATEsS
(VUMATES4 e VUMATES1) e outros sete transportadores MATE relacionados ao
transporte de flavonoides. No segundo subgrupo, observou-se seis VUMATES e trés
transportadores associados a translocacdo de alcaloides ou glicosideos

cianogénicos. O segundo grupo compds-se com 25 proteinas, podendo ser
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classificado em dois subgrupos, identificados como G2-1 e G2-2 (Figura 1). O
subgrupo G2-1 consistiu em sete VUMATEs e oito transportadores MATE
caracterizados, principalmente, na translocacdo de metabdlitos secundarios. O
subgrupo G2-2 conteve oito VUMATEs e outros dois transportadores MATE
responsivos a estresse.

O clado G3 destacou-se como o maior agrupamento, com um total de 47
proteinas, podendo ser dividido em trés subgrupos: G3-1, G3-2 e G3-3 (Figura 1). O
primeiro subgrupo incluiu 15 VUMATES e trés transportadores MATE relacionados
ao transporte de metabdlitos secundarios, desintoxicacdo de compostos ou resposta
a estresse bidtico. O segundo subgrupo foi composto por 17 VUMATES e oito
transportadores MATE de outras espécies relacionados principalmente ao
crescimento e desenvolvimento vegetal. O terceiro subgrupo conteve VUMATES3G6,
VUMATE37 e dois transportadores MATE associados ao transporte de metabdlitos
ou compostos téxicos.

O grupo G4 compbs-se com 31 proteinas, sendo observado dois subgrupos
dentro dele, G4-1 e G4-2 (Figura 1). O primeiro subgrupo consistiu em VUMATEG7,
VUMATE68 e AtEDS5 (ENHANCED DISEASE SUSCEPTIBILITY 5), um
transportador de fitormdénio. O segundo subgrupo incluiu nove VUMATEs e 19

transportadores MATE ligados ao transporte de citrato (Figura 1).
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Figura 1 - Filogenia da familia MATE de feijdo-caupi (Vigna unguiculata) com proteinas
caracterizadas funcionalmente de diversas espécies.
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Estrutura dos genes e motivos das proteinas MATE

A andlise estrutural dos VUMATEs permitiu a compreensdo da sua
diversidade. Entre os 68 putativos VUMATES, sete ndo tiveram introns, enquanto os
demais genes foram compostos de 1 a 15 introns, com a maioria (51,47%) exibindo
7 ou 8 éxons. Além disso, 89,71% dos genes apresentaram as regides 5’ e 3’ néo
traduzidas (5’ e 3’ UTRs). Os genes de um mesmo grupo exibiram uma estrutura

génica mais similar em relacdo ao numero de éxons e introns. Os grupos G4 e G2



97

incluiram genes constituidos por 12 a 16 éxons e 7 a 9 éxons, respectivamente. O
grupo G1 e os subgrupos G3-1 e G3-3 compuseram-se de genes com 7 a 8 éxons,
exceto VUMATE45 (2 éxons), VUMATES3 (2 éxons) e VUMATEG1 (2 éxons). Por
outro lado, o subgrupo G3-2 conteve genes compostos por poucos éxons (1 a 4
exons) (Figura 2).

Figura 2 - Estrutura dos genes MATE de feijdo-caupi (Vigna unguiculata). Caixas azuis e amarelas
indicam as regides ndo traduzidas e as sequéncias codificantes, respectivamente, e as linhas pretas
representam os introns.
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Os motivos conservados das proteinas contém residuos importantes para sua
estrutura e fungdo. As proteinas VUMATES contiveram de 4 a 15 motivos. Em geral,
o arranjo dos motivos dos grupos G1, G2 e G3 foram similares e substancialmente
diferentes do grupo G4. As proteinas VUMATEs do grupo G4 frequentemente
tiveram menos motivos, dos quais cinco exclusivos (motivos 14, 15, 16, 17 e 20). Por



98

outro lado, os motivos 3 e 4 apareceram unicamente em todas as proteinas dos
grupos G1, G2 e G3. Os motivos 1, 2, 5, 8, 9 e 13 também foram encontrados
somente nos grupos G1, G2 e G3, entretanto sua presenc¢a ou auséncia variou entre

as diferentes sequéncias proteicas (Figura 3).

Figura 3 - Motivos conservados encontrados nas proteinas MATE de feijao-caupi (Vigna unguiculata).
(A) distribuicdo dos motivos nas proteinas VUMATEs. O comprimento das caixas coloridas é

proporcional ao tamanho dos motivos. (B) Sequéncia de aminoécidos de cada motivo.
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Além disso, na comparacdo das sequéncias de aminoacidos das proteinas
VUMATEs com transportadores MATE de procariotos e eucariotoS mostrou a
conservacdo naquelas relacionadas com transportadores de citrato (Grupo G4-2),
exceto em VUMATES55 e VUMATES6, dos residuos de acido aspéartico (D)
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equivalentes ao D41 (D36 NorM-VC) e D184 em PfMATE, enquanto as VUMATES
associadas com o0s transportadores de outros compostos, como metabdlitos
secundarios, com algumas excec¢des, mantiveram o residuo de acido glutamico (E)
correspondente ao E255 em Norm-VC (E265 em AtDTX14). Além disso, todas as
VUMATEs dos grupos G1, G2 e G3 contiveram o residuo de asparagina (N),
correspondente ao N406 em AtDTX14, exceto VUMATE39, VUMATE44, VUMATEA45,
VUMATES3 e VUMATEG1. Enquanto isso, os residuos equivalentes ao triptofano (W)
266 e D383 de AtDTX14 (D371 NorM-VC) mostraram uma conservagao grupo
especifica, sendo o primeiro e 0 segundo caracteristicos dos subgrupos G3-2 e G3-
1, respectivamente. O residuo de glutamina (Q) equivalente ao Q443 em AtDTX14
apresentou-se bem conservado nas VUMATES do grupo G2, G1 (exceto VUMATEA45,
VUMATES3 e VUMATE®61) e G3-1 e G3-3 (Figure S3).

Distribuicdo cromossomica e duplicacdo génica

Os VUMATES tiveram suas posicfes nos cromossomos mapeadas com base
nas coordenadas de localizacdo do arquivo GFF. Sua distribuicdo se apresentou de
maneira desigual em todos os 11 cromossomos de feijao-caupi. As maiores
guantidades de genes foram localizadas nos cromossomos 4 (13 genes) e 5 (10
genes). Por outro lado, 0 menor numero de genes foi encontrado nos cromossomos

6 e 10 (2 genes cada) (Figura 4).

Figura 4 - Distribuicdo cromossdmica dos VUMATEs em feijao-caupi (Vigna unguiculata). A escala
representa megabases (Mb). As linhas tracejadas identificam os pares de genes duplicados em
tandem.
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Eventos de duplicagdo génica foram investigados na familia MATE de feijdo-

caupi. Essa analise resultou na identificacdo de 55 genes envolvidos em eventos de
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duplicacdo em tandem (16 pares de genes) e/ou segmental (26 pares de genes)
(Figura 4 e Figura 5).

Figura 5 - Circos representado as relacBes entre os pares de genes com duplicagBes segmentais da
familia génica MATE em feijao-caupi (Vigna unguiculata).

A razdo Ka/Ks foi estimada para os pares de genes duplicados. Tal
abordagem resultou nos valores de Ka/Ks variando de 0,09 a 0,31 (com média de
0,19) e de 0,16 a 0,45 (com média de 0,30) para os pares de genes com duplicacédo
segmental e em tandem, respectivamente. Essa razao ka/ks menor que 1 para todos
0os pares de genes duplicados, sugere que 0s mesmos estdo sob selecdo
purificadora (Tabela S4 e Tabela S5).

Fatores de transcri¢cdo associados a promotores VUMATES

Os elementos regulatérios em cis identificados na regido promotora (1500 bp)
sugeriu os FTs que atuariam na regulacdo de VUMATEs. Um total de 1324 sitios de
ligacdo a 242 FTs (de 35 familias) foram preditos a partir dos promotores dos 68
VUMATEs. As familias Dof, MIKC_MADS, C2H2, MYB e NAC foram as mais
abundantes, com sitios de ligacdo nos promotores de 44, 41, 38, 36 e 25 VUMATEs,
respectivamente (Figura 6 e Tabela S6).



101

Figura 6 - Sitios de ligacdo a FTs nos promotores dos genes MATE de feijdo-caupi (Vigna
unguiculata) preditos pela ferramenta Binding Site Prediction (p-value < 1e’) no PlantRegMap.
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Expressdo dos VUMATES em feijdo-caupi sob estresse

A expressao dos VUMATEs foi investigada nas bibliotecas RNA-Seq geradas
de folhas de feijdo-caupi apés 1 h e 16 h da injuria seguida da inoculacdo de
CABMV. Os dados revelaram a expressao de 244 transcritos associados a 54 loci
VUMATES. A maioria dos transcritos (188) foram expressos em ambos 0s tempos
analisados. Além disso, 37 e 19 transcritos foram exclusivos das bibliotecas de 1 h e
16 h, respectivamente. Um total de 10 transcritos, associados a seis loci VUMATEsS
modulou os niveis de expressao significativamente (p-value < 0,001 e FDR < 0,05)
na biblioteca de 1 h apés a injdria seguida da inoculacédo viral, com 9 UR (Logz2FC >
1) e um DR (Logz2FC < -1) (Figura 7). Em 16 h, todos os transcritos foram detectados

com expressao nao alterada significativamente.
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Figura 7 - Transcritos associados a transportadores MATE identificados nas bibliotecas de feijao-
caupi (Vigna unguiculata), obtidas das folhas injuriadas com inoculagdo do patdégeno Cowpea aphid-
borne mosaic virus (CABMV). A) Diagrama de Venn mostrando os transcritos compartilhados e
exclusivos associados a transportadores MATE em 1 hora e 16 horas apos a injiria e inoculacéo
viral. B) Heatmap da clusterizacdo hierdrquica dos transcritos diferencialmente expressos (p-value <
0,001, FDR < 0,05, Log2FC = 1 (indugao, vermelho) ou < -1 (repressdo, azul)] em 1 hora e seus
respectivos valores de expressdo em 16 horas apés a injdria e inoculagao viral.
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Validacéo por gPCR

O perfil de transcrigcao de cinco transcritos VUMATES, quatro UR e um DR nas
bibliotecas RNA-Seq do tratamento de 1 h, foi monitorado via qPCR. Os pares de
primers apresentaram eficiéncias de amplificacdo aceitaveis (Tabela S2) e os
amplicons esperados nas curvas de melting (Figura S1). Quatro dos transcritos
(80%) tiveram a expressao UR confirmada na primeira hora de exposi¢cdo das folhas
de gendtipo de feijdo-caupi (resistente ao CAMBYV) a injuria e inoculacao viral. Em 16
h ap6s a injaria/inoculagao viral, quatro transcritos tiveram o perfil de expressao néo
alterado significativamente, concordando com os dados do RNA-Seq, e um transcrito
(VUMATE16), apresentou o quantification cycle (Cq) tardio e ndo amplificou em

algumas réplicas, impossibilitando o calculo estatistico (Tabela 1).
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Tabela 1 - Expresséo relativa dos transcritos via gPCR em 1 hora (h) e 16 h apés a injuria seguida da
inoculacdo de Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV) nas folhas de feijdo-caupi (Vigna
unguiculata).

Std

Transcrito Gene Tempo Expressao Erro.r 95% C.l. P(H1) Res
1h 9.467 3’55225; é’;ggé 0000 UR
Vung22754|c0_gl_i1  VUMATE10 ' ’
16 h 0,831 0435-  0,321- a9, g
: 1,513 2,793 : =
. 21,617 - 10,852 -
Vung93538|c3_gl_il  VUMATE16 1h 61,796 148.308 474508 0,000 UR
1h 1,873 12'2;?2' 05;867;7' 0,001 UR
Vung89112|c0_gl i6  VUMATE48 * '
16 h 1248 ~ 801- 1 0697- .5
: 1,915 2,669 : =
1h 1,892 1é212513' 04741216' 0004 UR
Vung85703|c4_g2_il  VUMATE36 : '
16 h 0,849 0567- 0408- 4,14 s
: 1,280 1,564 : =
1h 0,914 01’547076- 02’40159' 0565 n.s.
Vung108210|c0 g2 i7 VUMATEG65 0 ’735 ) 0 ,565 i
16 h 1,051 ’ : 0,725 n.s.

1,602 2,248
P(H1), probabilidade de hipétese alternativa (a diferenca entre as amostras dos grupos tratado e
controle é devido ao acaso); Res, resultado; UR, induzido; n.s., expressdo néo significativa.

Discusséo

O crescimento, desenvolvimento e produtividade das plantas sao afetados por
uma diversidade de estresses abibticos (como seca e salinidade) e bidticos (como
virus e insetos) (KUMAR et al.,, 2019). Em tais condicBes, 0os vegetais devem
responder rapidamente para atenuar as perdas metabdlicas e adaptar as suas
condicbes de crescimento. Nesse contexto, os transportadores de membrana
desenvolvem um papel essencial, promovendo o transporte de substancias de
defesa, ions e a desintoxicagéo celular (VISHWAKARMA et al., 2019).

No presente estudo, a prospeccdo desses transportadores de membrana
resultou na identificacdo de 68 VUMATEs distribuidos nos 11 cromossomos de
feijdo-caupi e divididos em quatro grupos funcionais de acordo com a arvore
filogenética. Estudos prévios tém confirmado a participacdo dos transportadores
MATE em processos fisioldégicos estreitamente relacionados as funcbes das
proteinas caracterizadas com as quais agruparam-se (MIN et al., 2019; LIU et al.,
2016). Dentro desses grupos funcionais, alguns VUMATEs configuram como
ortélogos de genes MATE caracterizados, reforcando seu potencial a desenvolver
funcdes fisiologicas similares a de tais genes.

Membros do primeiro grupo (G1) sdo candidatos ao transporte de metabdlitos

secundarios, como flavonoides e alcaloides. Por exemplo, VUMATES4 é candidato a



104

realizar a funcdo do seu ortdlogo MtMATE1, que transloca preferencialmente
epicatequina 3'-O-glicosideo (ZHAO; DIXON, 2009). VUMATES54 e VUMATEA41 sao
ortdlogos de AtTT12, que transporta flavon-3-ols glicosilados e antocianinas
(DEBEAUJON et al., 2001; MARINOVA et al., 2007). Membros do segundo grupo
(G2) sao candidatos a participar do transporte de metabdlitos secundarios, resposta
a estresse e do desenvolvimento vegetal. VUMATE46 € candidato a desempenhar a
funcdo de MtMATE2 no transporte glicosideos de flavonoides preferencialmente
malonilados (ZHAO et al, 2011). VuMATE46 e VUMATES51 s&o ortélogos,
respectivamente, de AtFFT/DTX35 e AtDTX33, que funcionam como canais de
cloreto vacuolar para a regulacdo do turgor durante os movimentos estomaticos e o
alongamento dos pelos radiculares (ZHANG et al., 2017). VUMATE14 é relacionado
por ortologia ao AtDTX30, que modula os niveis de auxina no desenvolvimento
radicular e promove a tolerdncia ao aluminio (UPADHYAY; KAR; DATTA, 2020).
VUMATES8 e VUMATES8 talvez possam participar do desenvolvimento vegetal e
afetar negativamente a resisténcia a doenca como seu ortdlogo OSMATEL (TIWARI
et al., 2014).

Membros do terceiro grupo (G3) séo candidatos a participar principalmente do
desenvolvimento vegetal. VUMATE48, VUMATE49 e VUMATESO séo relacionados
por ortologia ao OsMATE2, que afeta o desenvolvimento e negativamente a
resisténcia a doenca (TIWARI et al., 2014). VUMATEDS?2 talvez esteja associado no
desenvolvimento, homeostase de ferro e sinalizagdo hormonal como seu ortélogo
MtMATES5 (WANG, J. et al., 2017). VUMATES52 e VUMATEG6O sao candidatos a
participar da regulacdo da iniciacdo dos O6rgdos laterais como AtZRIZI/ABS4
(BURKO et al., 2011). VUMATE13 e VUMATE18 sao coortélogos de AtELS1/ABS3L1
e AtADS1/ABS3, ambos relacionados com a alongacao das células do hipocétilo e a
senescéncia (WANG et al., 2015; WANG, Z. et al., 2016; JIA et al., 2019). Além
disso, AtADS1/ABS3 regula os niveis de auxina em regides meristematica e afeta
negativamente a resisténcia a doenca (LI et al., 2014; SUN et al., 2011). AtBIGE1A e
AtBIGE1B, ambos relatados na regulacéo da iniciacdo dos orgaos laterais (SUZUKI
et al., 2015), sdo ortdlogos de VUMATE25 e de VUMATEl17 e VUMATES7,
respectivamente. VUMATEY talvez participe da via de sinalizacdo do dioxido de
carbono (CO32) para inducdo do fechamento estomético como AtRHC1 (TIAN et al.,
2015). AtDTX18 e AtALF5 sao coortdlogos de VUMATE36 e VUMATE37 e estao
relacionados a translocagcdo de amidas de &cido hidrocindmico (HCAAs,
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DOBRITZSCH et al., 2016) e na protecéo da raiz de compostos inibitérios (DIENER,;
GAXIOLA; FINK, 2001), respectivamente. Membros do quarto grupo (G4) sao
candidatos principalmente ao transporte de citrato. VUMATE1l € ortélogo de
GmFRD3a, GmFRD3b e MtMATEG9, que sdo envolvidos na translocacao de ferro
(Fe) (ROGERS et al., 2009; WANG, J. et al., 2017) e em conjunto com VUMATEG3 e
VUMATE®64 constituem co-0rtologos de AtFRD3, igualmente relacionado a
translocacdo de Fe (DURRETT; GASSMANN; ROGERS, 2007; ROGERS;
GUERINOT, 2002). VUMATEA40 talvez esteja associado a translocacdo de Fe e
desintoxicacdo por aluminio (Al) como MtMATE66 (WANG, J. et al., 2017).
VUMATE40 e VUMATEG66 sdo coortélogos de AtMATE, transportador associado a
desintoxicacao por Al (LIU et al., 2009; LIU et al., 2012).

Em relagcéo a estrutura dos genes, em geral, genes pertencentes ao mesmo
grupo exibiram uma estrutura génica similar. O subgrupo G3-3 exibiu estrutura muito
diferente dos demais, com poucos ou nenhum intron. Similarmente, em outras
espécies de plantas, evidenciou-se um grupo de genes MATE com nenhum ou
poucos introns, como em milho (Zea mays), Gossypium raimondii e Gossypium
arboreum, e sugeriram que a perda ou o ganho de introns pode desenvolver um
papel importante na expansao de membros dessa familia génica (LU et al., 2018;
ZHU et al., 2016). Ja em relacdo aos motivos conservados, 0s trés primeiros grupos
(G1, G2 e G3) apresentaram o arranjo estrutural dos motivos similares e divergiram
substancialmente do grupo G4, que apresentou cinco motivos exclusivos. Inclusive,
dentro desse grupo, os dois subgrupos também foram diferenciados por 3 motivos
presentes somente no subgrupo G4-2, associado ao transporte de citrato, indicando
sua divergéncia funcional em relacdo as demais proteinas.

Além disso, na comparacao das sequéncias proteicas das VUMATEs com
duas MATEs de procariotos, PIMATE e NorM-VC, e uma de eucariotos, AtDTX14,
para as quais alguns residuos de aminoacidos foram evidenciados como
importantes para a atividade de transporte, percebeu-se a divergéncia em relacéo
aos aminoacidos conservados entre aquelas relacionadas com transportadores de
citrato e as demais associadas a outros substratos. Em geral, as VUMATEs
associadas a transportadores de citrato contiveram os residuos de D41 (D36 NorM-
VC) e D84 de PIMATE conservados, que sdo supostos como sitios de ligagdo ao H*
(NISHIMA et al., 2016; TANAKA et al., 2013). Doshi et al. (2017) demonstraram que
a substituicdo de D127 (equivalente ao D36 em NorM-VC) por asparagina (N) em
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SbMATE, um transportador de citrato, afetou o transporte de cétions organicos. Isso
evidencia que esses residuos conservados podem desempenhar um papel
importante na atividade de transportadores em eucariotos. Os residuos
correspondentes E255 de NorM-VC (E265 em AtDTX14) e N406 de AtDTX14
demonstraram-se bem conservados nos grupos G1, G2 e G3, enquanto residuos
equivalentes ao W266 de AtDTX14, D371 de NorM-VC (D383 AtDTX14) e Q443 de
AtDTX14 demostraram uma conservacao grupo especifica. Jin et al. (2014)
mostraram um a drastica reducdo de atividade em NorM-VC mutante com a
substituicdo E255Q e o papel de D371 no acoplamento de protons. Em AtDTX14,
E265 ou D383 é suposto como provavel sitio de protonacédo e os mutantes W266A,
D383A e Q443A tiveram a atividade de transporte diminuida (MIYAUCHI al., 2017).
Tanaka et al. (2017) em uma analise filogenética de proteinas MATE de plantas e de
procariotos encontraram transportadores de citrato mais relacionados aos MATEsS
DinF e os demais aos MATEs NorM.

A duplicacdo génica € um evento comum em genomas de plantas, que
contribui para o surgimento de novas funcdes e adaptacao aos estresses (PANCHY;
LEHTI-SHIU; SHIU, 2016). Além disso, tal fator € importante na expansdo das
familias génicas (ZU et al., 2019). Nesse estudo, 80,88% dos VUMATES foram
identificados em duplicacbes em tandem e/ou segmentais. Similarmente, tais
eventos foram considerados importantes na amplificacdo da familia MATE de arroz,
A. thaliana e Populus trichocarpa (LI et al., 2017; WANG, L. et al., 2016).

A regulacao transcricional de genes especificos impacta diversos processos
fisiologicos dos vegetais, incluindo a resposta a estresse e fitorménios (WANG, H. et
al.,, 2017), dentre outros. Nesse processo, 0os FTs desenvolvem um papel
fundamental, controlando as taxas de expressdo de seus genes alvo por meio do
reconhecimento e ligacdo direta a sequéncias especificas no DNA, ou indireta via
interagdo proteina-proteina com um cofator (JONES; VANDEPOELE, 2020). Neste
estudo, a diversidade de sitios de ligacdo a diferentes familias de fatores de
transcricdo sinaliza a multifuncionalidade dessa familia génica. As familias de FTs
mais abundantes nos promotores dos VUMATEsS, incluindo Dof, MIKC_MADS, C2H2,
MYB e NAC, afetam diversos processos fisiolégicos associados ao crescimento e
desenvolvimento das plantas, bem como a resposta aos estresses abidticos e
bidticos (AGARWAL; KHURANA, 2019; EWAS et al., 2017; SHEN et al., 2018;
YANG et al., 2019; ZHAO et al., 2020). Por exemplo, plantas de tomate (Solanum
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lycopersicum) superexpressando Tomato Dof Daily Fluctuations 1 (TDDF1) tiveram a
inducdo do florescimento precoce, bem como o aumento da tolerancia a seca,
salinidade e da resisténcia ao Phytophthora infestans (EWAS et al., 2017). TaMADS
de trigo (Triticum aestivum) superexpresso em A. thaliana resultou no florescimento
precoce e tolerancia ao estresse térmico em relacdo ao crescimento e rendimento
(AGARWAL; KHURANA, 2019). GhSTOP1, um FT do tipo C2H2, é fundamental para
a iniciacdo da raiz lateral e tolerancia aos estresses de proton e aluminio em G.
hirsutum (KUNDU et al., 2019). Adicionalmente, FTs dessa familia s&o relatados na
regulacédo da expressédo de genes MATE de tolerancia ao aluminio (DASPUTE et al.,
2018; LIU et al.,, 2009; SAWAKI et al.,, 2014). MdMYB58 de Malus domestica é
induzido na deficiéncia de ferro, ligando-se ao promotor de MdJMATE43 para
modular a homeostase de ferro (WANG et al., 2018). Esses estudos reforcam a
atividade dos fatores de transcricdo na regulagédo de genes MATE e a importancia
fisiologica dessa familia génica para as plantas em condi¢des estressantes.

Este estudo evidencia a expressdo de transcritos associados a 54 loci
VUMATES nas folhas de acesso de feijao-caupi resistente ao CABMV exposto ao
estresse combinado de injdria seguida da inoculagédo viral (CABMV), a partir da
analise de bibliotecas RNA-Seq. Os VUMATES tiveram sua expressao induzida no
tempo precoce, 1 h apos a aplicacdo dos estimulos, sugerindo que essa classe de
transportadores sao importantes do processo de resposta inicial a esses estresses.
A gPCR confirmou a indugcdo de quatro transcritos (VUMATE10, VUuMATEL1S6,
VUMATE36 e VUMATE48) dos cinco alvos selecionados na primeira hora da injaria e
inoculacéao viral, bem como sua posterior expressao constitutiva no tratamento de 16
h. A inducdo de genes MATE também foi observada em soja (também leguminosa) 2
h apds a inoculacdo de Soybean mosaic virus (DEMERS et al., 2020), reforcando a
importancia desses transportadores na resposta inicial a patégenos. Em sintese, a
resposta encontrada nesse estudo, mostra a participagdo de genes MATE na

resposta vegetal precoce ao estresse analisado.
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Conclusdes

O presente estudo realizou a primeira abordagem em 6micas (caracterizacao
gendmica e transcriptdmica) de transportadores MATE em feijdo-caupi. Os
VUMATESs apresentam uma notavel variagdo na estrutura génica e de motivos,
sugerindo sua importancia e multifuncionalidade para as plantas. As duplicagcbes em
tandem e segmentais sdo as principais contribuintes para a expansdo dos
VUMATESs. A filogenética associada a ortologia apontou alguns VUMATES como
excelentes candidatos a processos fisiolégicos diversos em feijdo-caupi. Os dados
de transcriptémica de feijdo-caupi em resposta a injuria seguida da inoculagéo viral,
bem como sua confirmacgao por gPCR, revelam a modulacéo diferencial significativa
dos VUMATEs de forma tempo-especifica, evidenciando sua participacdo no

processo de resposta precoce ao estresse composto analisado.
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5 CONCLUSOES

A presente pesquisa realizou a primeira abordagem global das respostas
transcricionais das vias de biossintese de fenilpropanoides e derivados em feijao-
caupi. Os dados sugerem que, logo na primeira hora apds o estimulo, o gendtipo
IT85F-2687 (resistente ao CABMV) ativa principalmente as vias de biossintese de
fenilpropanoides e isoflavonoides, possivelmente visando o reforco de barreiras
fisicas e quimicas. Este estudo também realizou a primeira abordagem de
transportadores MATE em feijdo-caupi. Esses transportadores sao variaveis em
estrutura, evidenciando sua multifuncionalidade e importancia para os vegetais. Os
dados de transcriptbmica mostraram a inducdo tempo-especifica dos VUMATEsS,
sugerindo sua participacdo no tempo precoce de resposta (1 h) do feijdo-caupi ao
estimulo aplicado. Este estudo contribui para a compreensao da resposta molecular
do feijdo-caupi a injuria/inoculagdo de CABMV, auxiliando seus programas de
melhoramento no desenvolvimento de estratégias para melhorar a produtividade das

plantas sob estresse biotico.
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