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RESUMO

Perfil transcricional de genétipos de feijoeiro-comum contrastantes para a resposta a

infeccdo por Meloidogyne incognita

O feijoeiro-comum (Phaseolus vulgaris 1., Fabaceae) ¢ uma cultura anual herbacea, de importancia
econdmica e social, cujos graos proveem uma das principais fontes de proteina de origem vegetal.
Problemas fitossanitarios causam severos impactos sobre o cultivo de feijoeiro. Dentre os
patégenos mais frequentes e danosos a cultura do feijoeiro estio os do género Meloidogyne,
chamados ‘nematoides das galhas’ (RKN), com destaque para M. zncognita, amplamente
disseminado nas regides produtoras brasileiras. F. consenso que a base genética e molecular da
resisténcia/suscetibilidade de plantas aos RKNs é complexa e o seu entendimento demanda o
emprego de variadas abordagens. Por exemplo, a analise do transcritoma pode ser uma excelente
estratégia para a identificacdo de genes envolvidos na resposta do feijoeiro a este patégeno. O
objetivo do presente trabalho foi avaliar o perfil transcricional de gendtipos de feijoeiro
contrastantes para a resposta a M. incognita IAC-Tybata, resistente vs. Branquinho, suscetivel) e,
assim, identificar os genes diferencialmente expressos em dois tempos durante a interagao (4 e 10
dias apds a inoculagio, DAI). No total, foram 8 tratamentos, com 3 repeti¢oes, gerando 24
bibliotecas de RNA que foram construidas e sequenciadas. Foi obtido um total de 587 milhoes de
reads. Em média, considerando ambos os genétipos, o alinhamento das sequéncias ao genoma de
referéncia produziu 537 milhdes de reads (~92%). Foram encontrados 4.862 e 4.835 genes
diferencialmente expressos em IAC-Tybata (R) e Branquinho (S), respectivamente. Foi realizada a
anotagao funcional de 6.938 genes (89%) pela plataforma Blast2GO, com o maior nimero de
genes atribuidos as categorias funcionais “atividade catalitica e ligacao”, “processos metabdlicos e
celulares” e “membrana”. Usando o banco de dados KEGG, as categorias funcionais
“biossintese de metabdlitos secundarios”, “processos celulares” e “sinalizacao” apresentaram-se
mais enriquecidas em IAC-Tybatd (R) comparativamente a Branquinho (§), onde a categoria
“metabolismo de carboidratos” se mostrou mais enriquecida. Mudangas nos niveis de expressao
génica em resposta a infeccao por M. zncognita foram identificadas em ambos os gendétipos. Por
exemplo, genes que codificam protefnas putativas de resisténcia a doengas com dominios LRR,
proteinas quinases, citocromos, fatores de transcricio myb e WRKY e receptores de membrana
mostraram-se superexpressos no genotipo resistente. Por outro lado, genes envolvidos nas vias
hormonais, com destaque para a via da auxina, mostraram-se superexpressos no genotipo
suscetivel, e genes que codificam fatores de transcricio (WRKY, myb e MYC2), proteinas com
dominios ANK, proteinas com repeti¢oes tetratricopeptidicas e beta glucosidases mostraram-se
reprimidos. Um modelo foi proposto na tentativa de elucidar as respostas do feijoeiro-comum a
infeccao por M. incognita.

Palavras-chave: Meloidogyne incognita, Phaseolus vulgaris, Resisténcia moderada, RNA-Seq,
Transcriptoma, Genes diferencialmente expressos



ABSTRACT

Transcriptional profiling of common bean contrasting genotypes in response to

Meloidogyne incognita infection

The common bean (Phaseolus vulgaris 1.., Fabaceae) is an annual herbaceous crop of economic and
social importance whose grains provide one of the main sources of plant proteins. Phytosanitary
problems may cause severe impacts on common bean cultivation. Of the most common and
harmful pathogens to the common bean crop ate those of Melvidogyne genus, known as 'root-knot
nematodes' (RKN), predominantly M. zncognita, which is widespread in Brazilian agricultural areas.
It is a consensus that the genetic and molecular basis of plant resistance/susceptibility to RKNs is
complex and its understanding requires the use of diverse approaches. For istance, the
transcriptome analysis may be an excellent strategy for the identification of genes involved in the
common bean response to this pathogen. The objective of the present study was to evaluate the
transcriptional profile of commom bean genotypes with contrasting responses against M. incognita
(IAC-Tybata, resistant vs. Branquinho, susceptible) in order to identify differentially expressed
genes at two different time points during this interaction (4 and 10 days after the inoculation,
DAI). In total, there were 8 treatments, with 3 replicates, generating 24 RNA libraries that were
constructed and sequenced. We have obtained 587 million reads. On average, taking into account
both genotypes, the sequence alignment to the reference genome produced 537 million reads
(~92%). A total of 4,862 and 4,835 differentially expressed genes were found in IAC-Tybata and
Branquinho, respectively. The functional annotation of 6,938 genes (89%) was performed using
the Blast2GO platform, with the largest number of genes assigned to the functional categories
“catalytic activity and binding”, “metabolic and cellular processes” and “membrane”. Using
KEGG database resource, the functional categories “biosynthesis of secondary metabolites” and
“cellular processes” and “signaling” were the most enriched in IAC-Tybata (R) in comparison to
Branquinho, in which “carbohydrate metabolism” was the most enriched category. Genes
showing changes in expression levels under M. Zncognita infection were identified in both
genotypes. For instance, genes coding for disease resistance proteins with LRR domains, protein
kinases, cytochromes, myb and WRKY transcription factors and receptors-like kinases were
overexpressed in the resistant genotype. On the other hand, genes involved in hormonal
pathways, namely auxin pathway, were overexpressed in the susceptible genotype, and genes
coding for transcription factors (WRKY, myb and MYC2), proteins with ANK domains, proteins
with tetratricopeptide repeats and beta glucosidases were repressed. A tentative model was
proposed to explain the responses of common bean to M. incognita infection.

Keywords: Meloidogyne incognita, Phaseolus vulgaris, Moderate resistance, RNA-Seq,
Transcriptome, Differentially expressed genes



1. INTRODUCAO

O feijoeiro-comum (Phaseolus vulgaris 1.., Fabaceae) é uma cultura anual herbacea, cujos grios sao uma das
principais fontes de proteina de origem vegetal, especialmente em paises em desenvolvimento, com importincia
economica e social (Akibode e Maredia, 2011). O Brasil, em 2021, foi classificado como o 3° maior produtor mundial
de feijdo, sendo o continente americano responsavel por 32,4% do total da produgao (Faostat 2018).

A produtividade e a qualidade de grios de feijaio podem ser limitadas por fatores abidticos, relacionados ao
ambiente de cultivo, bem como por fatores bibticos, quais sejam, a presenca de plantas daninhas, pragas e doengas
causadas por fungos, bactérias, virus e nematoides. Podendo ser cultivado em 3 safras ao longo do ano, o feijoeiro
estd exposto a uma ampla gama de problemas fitossanitarios, com cerca de 15 doencas observadas com maior
frequéncia nas areas agricolas brasileiras (Wendland et al. 2018).

Nematoides fitopatogénicos podem causar perdas econdmicas anuais de até R$ 35 bilhoes para as culturas
afetadas no territério nacional (Embrapa 2017) e perdas de até 50% na produtividade de feijoeiro (Machado 2011).
Dentre os nematoides mais frequentes e¢ danosos a cultura estdo os do género Melvidogyne, também chamados
‘nematoides das galhas’, que sdo endoparasitas obrigatérios, com destaque para as espécies M. javanica e M. incognita,
que tém seu desenvolvimento favorecido em clima tropical e em solos com baixa fertilidade (Santos et al. 2012),
consequentemente, estes patogenos sio amplamente disseminados nas principais regides produtoras brasileiras
(Baida et al. 2011). O ciclo de vida de M. incognita, em uma temperatura de 27 °C, se completa em cerca de 25 dias.
Os juvenis de segundo estigio (J») penetram nas rafzes das plantas e estabelecem sitios de alimentacio por
diferencia¢io de células radiculares, formando as galhas (Perry e Moens 2011; Teillet et al. 2013).

M. incognita é um patégeno devastador, podendo atingir mais de 3000 espécies de plantas hospedeiras,
havendo a presenca de 4 racas fisiolégicas nos solos brasileiros (Silva 2015; Ferreira et al. 2010). O manejo e controle
de nematoides das galhas ¢ complexo. Algumas medidas buscam reduzir a infestacdo do solo, como a rotagao de
culturas e a solarizagdo, mas tém eficacia limitada. Quanto ao controle quimico, existem poucos nematicidas
disponiveis no mercado e sdao produtos de alto custo e alta toxicidade aos animais e a0 meio ambiente (Husain et al.
2010). Desta maneira, a principal medida de manejo seria o uso de cultivares resistentes ou tolerantes selecionadas
em programas de melhoramento genético (Teixeira 2013).

Na interagéo planta-nematoide, inicialmente, os nematoides injetam compostos diretamente no citoplasma
das células do hospedeiro a fim de estabelecer o parasitismo (Baum et al. 2007). Em uma primeira linha de defesa, o
hospedeiro, ao reconhecer PAMP’s (Pathogen Associated Molecular Patterns) do patdgeno através de receptores de
membrana e citoplasmaticos, ativa o seu sistema imune denominado como PTI (PAMP-Triggered Immunity), ¢ uma
série de eventos de sinalizacdo molecular sio iniciados (Jones e Dangl 2006; Holbein et al. 2016). Exemplificando,
em plantas de algodao resistentes, genes associados a detoxificagdo e deposicao de lignina dificultam a progressao de
M. incognita (Kumar et al. 2019); j4 em soja, quatro genes associados a modificagdes da parede celular foram
identificados (Pham et al. 2013). Outros possiveis eventos sio mencionados: a deposicio de calose, producio de
metabolitos secundarios e de fito-hormoénios e a ativacio de fatores de transcricio (Hamamouch et al. 2011; Tripathy
e Oelmuller 2012). O patégeno pode liberar efetores de forma a superar a imunidade da planta e reestabelecer a
doenca, resultando em ETS (Effector Triggered Susceptibility) (Jones e Dangl 2006). Alguns efetores de M. incognita ja
foram identificados (Jaouannet e Rosso, 2013; Niu et al. 2016; Shi et al. 2018a), os quais atuam pela supressdo da
morte celular do hospedeiro, pela manutengao dos sitios de alimentagdo durante o parasitismo e pela interferéncia

em rotas metabdlicas como as do acido salicilico e jasmoénico. Em uma segunda linha de defesa, a planta pode



reconhecer os efetores especificamente pela acio de um gene R, ativando a ETT (Effector Triggered Immunity); nestes
casos, observa-se resisténcia completa, qualitativa e raca-especifica (Jones e Dangl 2006). Genes R de resisténcia a M.
incognita ja foram identificados em feijao-caupi (Petrillo et al. 2006), bem como seis genes analogos aos de resisténcia,
com superexpressio frente a infec¢do (Santos et al. 2018); em pimenta (Bucki et al. 2017; Dijan-Caporalino et al.
2007); e tomate (Seah et al. 2004). Para o feijoeiro-comum existem relatos de resisténcia a nematoides (Ferreira et al.
2010; Santos et al. 2012; Bozbuga 2015; Costa et al. 2019; Oliveira et al. 2018), entretanto, as fontes de resisténcia sao
escassas e tém se mostrado pouco eficientes. Nesta cultura, predominam os casos de resisténcia parcial e quantitativa.

O estudo da resisténcia/suscetibilidade a patégenos, em si, é complexo e a sua compreensio demanda o
emprego de variadas abordagens. Estudos vém sendo feitos no sentido de compreender a arquitetura genética da
resisténcia ao nematoide das galhas, como o uso de marcadores moleculares (Wang et al., 2012; Parsons et al. 2015),
o mapeamento de QTLs associados a resisténcia (Li et al. 2018; Ndeve et al. 2019), além do mapeamento associativo
(Zhang et al. 2017; Sallam et al. 2016). Entretanto, pouca informacdo tem sido gerada do ponto de vista celular e
molecular, salvo a clonagem de genes de resisténcia (Gomes et al. 2015) e os perfis transcricionais de plantas
inoculadas (Santini et al. 2016; Shukla et al. 2018), nido havendo estudos voltados a compreensio do mecanismo
molecular envolvido na resisténcia para a cultura do feijoeiro-comum.

Neste cenario, a analise do transcritoma pode ser uma excelente estratégia para a identificacdo de genes
envolvidos na interacio feijoeiro-nematoide, ao possibilitar a avaliacio do padrio global de expressio associado a
condi¢bes variaveis. Atualmente, a principal tecnologia para a obteng¢do do transcritoma ou conjunto completo de
transcritos tem por base o sequenciamento em larga escala do RNA (RNA-Seq), gerando fragmentos (reads) com
tamanho varidavel de acordo com a plataforma de sequenciamento (Westermann et al. 2012). A tecnologia de RNA-
seq aplicada a estudos de expressio diferencial possibilita identificar genes putativamente associados a defesa do
hospedeiro em plantas resistentes comparativamente a plantas nao-inoculadas ou suscetiveis, permitindo obter uma
visao das rotas metabolicas e reunir informagdes para definir um modelo molecular do patossistema, indicando
eventos possivelmente associados a PTI ou ETT (Rubiales et al. 2015).

A primeira analise do perfil transcricional envolvendo a resposta do feijoeiro-comum ao patégeno M.
incognita foi realizada pelo nosso grupo de pesquisa, no Laboratério de Genética Molecular de Plantas Cultivadas da
ESALQ/USP, a qual permitiu conhecer os genes e mecanismos moleculares implicados na suscetibilidade.
Primeiramente, foram construidas e sequenciadas bibliotecas de RNA-Seq do genétipo suscetivel TPR-Saracura’
inoculado com M. incognita raca 3. Os transcritos foram mapeados contra o genoma de referéncia de P. vulgaris
(G19833), resultando na identificagdo de 27.195 unigenes. A quantificagdo da expressio dos transcritos mapeados
permitiu identificar 797 genes diferencialmente expressos. Aos 4 DAL houve a superexpressio de genes de respostas
a ferimentos (wound induced — Phvul.005G108000 e Phvul.005G18400) e genes associados a reacdo de
hipersensibilidade (TIR-NBS-LLRR — Phvul.0082195000), o que foi interpretado como uma tentativa do hospedeiro
de resistir ao ataque do patégeno. Aos 10 DAI, a resposta do hospedeiro foi afetada pela repressio da rota do
etileno/acido jasmonico, resultando em uma reagio compativel (Santini et al. 20106).

Recentemente, em nosso laboratério, foi otimizada uma estratégia de fenotipagem de alto rendimento
baseada em Atamian et al. (2012), avaliando um painel pertencente ao Instituto Agronomico (IAC) composto de 175
genotipos de feijoeiro infectados por M. incognita, constatando-se que ha variabilidade no painel para a resisténcia ao
nematoide. Nessa avaliagdo, destacaram-se os gendtipos TAC-Tybatd’ e ‘Branquinho’, para a resisténcia e

suscetibilidade, respectivamente. Neste mesmo estudo, foi feita a detec¢do de regides gendmicas associadas a



resposta do feijoeiro ao nematoide das galhas, via mapeamento associativo, permitindo avancar no entendimento da
arquitetura genética da interacio (Giordani et al. 2021).

Neste cenario, no presente estudo, se pretende avaliar o perfil transcricional dos genétipos contrastantes,
TIAC-Tybata (R) e Branquinho (§), e identificar os genes diferencialmente expressos envolvidos na resisténcia. Em
resumo, se busca compreender o mecanismo molecular envolvido na complexa interacio do feijoeiro-comum e o
nematoide das galhas, reconhecendo as vias de sinalizagdo e rotas especificas ativadas em reagdes compativeis e
incompativeis, e indicar genes candidatos a resisténcia. Ademais, os resultados poderdo ser aliados aqueles obtidos
em estudos prévios sobre a arquitetura genética da resposta do feijoeiro ao nematoide, favorecendo um grande
avango na compreensio da interagdo. A presente pesquisa se insere na interface da fitopatologia molecular e do
melhoramento genético, ao fornecer subsidios para a selegdo e o desenvolvimento de linhagens resistentes a M.

ncognita.



2. CONCLUSOES

Os genétipos TAC-Tybata (moderadamente resistente) e Braquinho (suscetivel) se mostraram
contrastantes quanto ao desenvolvimento dos J» de Melvidogyne incognita, com atraso no desenvolvimento em IAC-
Tybati, culminando em um menor numero de fémeas adultas aos 30 DAI;

As bibliotecas de expressio aqui construidas representam satisfatoriamente os dois momentos da
interagdo P. vulgaris — M. incognita e disponibilizam um grande nimero de sequéncias do transcriptoma do hospedeiro;

Um padrao geral contrastante na expressdo de genes pode ser observado entre os genotipos, com os
GDEs em Branquinho (S) mostrando uma tendéncia de repressio e, em IAC-Tybata (R), uma tendéncia de
superexpressao.

Genes candidatos putativemente associados a resisténcia puderam ser indicados, pela superexpressao em
IAC-Tybatd (R), com fungdes de: proteinas PR, ativadas pelas vias hormonais do 4cido salicilico e do etileno/4cido
jasmonico; protefnas quinases em cascatas de sinalizacdo, como MAP quinases e quinases dependentes de calcio;
proteinas de biossintese e processamento de EROs, as quais podem atuar em reagdo de hipersensibilidade e
proteinas putativas de resisténcia com dominios LRR, TIR ou NB-ARC, com elevado numero de GDEs com alto
nivel de superexpressao.

Genes candidatos associados a suscetibilidade puderam ser indicados em Branquinho (S), especialmente
os com funcdes de biossintese e transmissao de sinal de auxina, favorecendo a manutencio de sitios de alimentacio,
além da repressdo nas principais vias de defesa supracitadas como superexpressas em IAC-Tybata (R). A auséncia do
gene do fator de transcricio MYC2 como DE pode ter afetado a defesa da planta.

Genes ndo alocados nas principais vias de defesa, mas altamente reprimidos em Branquinho (§), com
funcoes de proteinas com dominios ANK (ankyrin), beta-glucosidases e proteinas com repeti¢Ses tetratricopeptidicas
(TPR) podem ter contribuido para o estabelecimento de uma rea¢do compativel.

Um modelo explicativo dos mecanismos moleculates envolvidos na resisténcia e na suscetibilidade de

feijoeiro-comum a M. incognita foi proposto.
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