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RESUMO 

Perfil transcricional de genótipos de feijoeiro-comum contrastantes para a resposta à 

infecção por Meloidogyne incognita 

O feijoeiro-comum (Phaseolus vulgaris L., Fabaceae) é uma cultura anual herbácea, de importância 
econômica e social, cujos grãos proveem uma das principais fontes de proteína de origem vegetal. 
Problemas fitossanitários causam severos impactos sobre o cultivo de feijoeiro. Dentre os 
patógenos mais frequentes e danosos à cultura do feijoeiro estão os do gênero Meloidogyne, 
chamados ‘nematoides das galhas’ (RKN), com destaque para M. incognita, amplamente 
disseminado nas regiões produtoras brasileiras. É consenso que a base genética e molecular da 
resistência/suscetibilidade de plantas aos RKNs é complexa e o seu entendimento demanda o 
emprego de variadas abordagens. Por exemplo, a análise do transcritoma pode ser uma excelente 
estratégia para a identificação de genes envolvidos na resposta do feijoeiro a este patógeno. O 
objetivo do presente trabalho foi avaliar o perfil transcricional de genótipos de feijoeiro 
contrastantes para a resposta à M. incognita (IAC-Tybatã, resistente vs. Branquinho, suscetível) e, 
assim, identificar os genes diferencialmente expressos em dois tempos durante a interação (4 e 10 
dias após a inoculação, DAI). No total, foram 8 tratamentos, com 3 repetições, gerando 24 
bibliotecas de RNA que foram construídas e sequenciadas. Foi obtido um total de 587 milhões de 
reads. Em média, considerando ambos os genótipos, o alinhamento das sequências ao genoma de 
referência produziu 537 milhões de reads (~92%). Foram encontrados 4.862 e 4.835 genes 
diferencialmente expressos em IAC-Tybatã (R) e Branquinho (S), respectivamente. Foi realizada a 
anotação funcional de 6.938 genes (89%) pela plataforma Blast2GO, com o maior número de 
genes atribuídos às categorias funcionais “atividade catalítica e ligação”, “processos metabólicos e 
celulares” e “membrana”. Usando o banco de dados KEGG, as categorias funcionais 
“biossíntese de metabólitos secundários”, “processos celulares” e “sinalização” apresentaram-se 
mais enriquecidas em IAC-Tybatã (R) comparativamente a Branquinho (S), onde a categoria 
“metabolismo de carboidratos” se mostrou mais enriquecida. Mudanças nos níveis de expressão 
gênica em resposta à infecção por M. incognita foram identificadas em ambos os genótipos. Por 
exemplo, genes que codificam proteínas putativas de resistência a doenças com domínios LRR, 
proteínas quinases, citocromos, fatores de transcrição myb e WRKY e receptores de membrana 
mostraram-se superexpressos no genótipo resistente. Por outro lado, genes envolvidos nas vias 
hormonais, com destaque para a via da auxina, mostraram-se superexpressos no genótipo 
suscetível, e genes que codificam fatores de transcrição (WRKY, myb e MYC2), proteínas com 
domínios ANK, proteínas com repetições tetratricopeptídicas e beta glucosidases mostraram-se 
reprimidos. Um modelo foi proposto na tentativa de elucidar as respostas do feijoeiro-comum à 
infecção por M. incognita.  

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

Transcriptional profiling of common bean contrasting genotypes in response to 

Meloidogyne incognita infection 

The common bean (Phaseolus vulgaris L., 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 are those of Meloidogyne genus, known as 'root-knot 
nematodes' (RKN), predominantly M. incognita, 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-Tybatã, 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-Tybatã 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-Tybatã (R) in comparison to 
Branquinho, in which “carbohydrate metabolism” was the most enriched category. Genes 
showing changes in expression levels under M. incognita 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 
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1. INTRODUÇÃO 

O feijoeiro-comum (Phaseolus vulgaris L., Fabaceae) é uma cultura anual herbácea, cujos grãos são uma das 

principais fontes de proteína de origem vegetal, especialmente em países em desenvolvimento, com importância 

econômica e social (Akibode e Maredia, 2011). O Brasil, em 2021, foi classificado como o 3º maior produtor mundial 

de feijão, sendo o continente americano responsável por 32,4% do total da produção (Faostat 2018).   

A produtividade e a qualidade de grãos de feijão podem ser limitadas por fatores abióticos, relacionados ao 

ambiente de cultivo, bem como por fatores bióticos, quais sejam, a presença de plantas daninhas, pragas e doenças 

causadas por fungos, bactérias, vírus e nematoides. Podendo ser cultivado em 3 safras ao longo do ano, o feijoeiro 

está exposto a uma ampla gama de problemas fitossanitários, com cerca de 15 doenças observadas com maior 

frequência nas áreas agrícolas brasileiras (Wendland et al. 2018).  

Nematoides fitopatogênicos podem causar perdas econômicas anuais de até R$ 35 bilhões para as culturas 

afetadas no território nacional (Embrapa 2017) e perdas de até 50% na produtividade de feijoeiro (Machado 2011). 

Dentre os nematoides mais frequentes e danosos à cultura estão os do gênero Meloidogyne, também chamados 

‘nematoides das galhas’, que são endoparasitas obrigatórios, com destaque para as espécies M. javanica e M. incognita, 

que têm seu desenvolvimento favorecido em clima tropical e em solos com baixa fertilidade (Santos et al. 2012), 

consequentemente, estes patógenos são amplamente disseminados nas principais regiões produtoras brasileiras 

(Baida et al. 2011). O ciclo de vida de M. incognita, em uma temperatura de 27 ºC, se completa em cerca de 25 dias. 

Os juvenis de segundo estágio (J2) penetram nas raízes das plantas e estabelecem sítios de alimentação por 

diferenciação de células radiculares, formando as galhas (Perry e Moens 2011; Teillet et al. 2013).   

M. incognita é um patógeno devastador, podendo atingir mais de 3000 espécies de plantas hospedeiras, 

havendo a presença de 4 raças fisiológicas nos solos brasileiros (Silva 2015; Ferreira et al. 2010). O manejo e controle 

de nematoides das galhas é complexo. Algumas medidas buscam reduzir a infestação do solo, como a rotação de 

culturas e a solarização, mas têm eficácia limitada. Quanto ao controle químico, existem poucos nematicidas 

disponíveis no mercado e são produtos de alto custo e alta toxicidade aos animais e ao 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 interação 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 patógeno através de receptores de 

membrana e citoplasmáticos, ativa o seu sistema imune denominado como PTI (PAMP-Triggered Immunity), e uma 

série de eventos de sinalização molecular são iniciados (Jones e Dangl 2006; Holbein et al. 2016). Exemplificando, 

em plantas de algodão resistentes, genes associados à detoxificação e deposição de lignina dificultam a progressão de 

M. incognita (Kumar et al. 2019); já em soja, quatro genes associados a modificações da parede celular foram 

identificados (Pham et al. 2013). Outros possíveis eventos são mencionados: a deposição de calose, produção de 

metabólitos secundários e de fito-hormônios e a ativação de fatores de transcrição (Hamamouch et al. 2011; Tripathy 

e Oelmuller 2012). O patógeno pode liberar efetores de forma a superar a imunidade da planta e reestabelecer a 

doença, resultando em ETS (Effector Triggered Susceptibility) (Jones e Dangl 2006). Alguns efetores de M. incognita já 

foram identificados (Jaouannet e Rosso, 2013; Niu et al. 2016; Shi et al. 2018a), os quais atuam pela supressão da 

morte celular do hospedeiro, pela manutenção dos sítios de alimentação durante o parasitismo e pela interferência 

em rotas metabólicas como as do ácido salicílico e jasmônico. Em uma segunda linha de defesa, a planta pode 
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reconhecer os efetores especificamente pela ação de um gene R, ativando a ETI (Effector Triggered Immunity); nestes 

casos, observa-se resistência completa, qualitativa e raça-específica (Jones e Dangl 2006). Genes R de resistência a M. 

incognita já foram identificados em feijão-caupi (Petrillo et al. 2006), bem como seis genes análogos aos de resistência, 

com superexpressão frente à infecção (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 resistência a nematoides (Ferreira et al. 

2010; Santos et al. 2012; Bozbuga 2015; Costa et al. 2019; Oliveira et al. 2018), entretanto, as fontes de resistência são 

escassas e têm se mostrado pouco eficientes. Nesta cultura, predominam os casos de resistência parcial e quantitativa.  

O estudo da resistência/suscetibilidade a patógenos, em si, é complexo e a sua compreensão demanda o 

emprego de variadas abordagens. Estudos vêm sendo feitos no sentido de compreender a arquitetura genética da 

resistência ao nematoide das galhas, como o uso de marcadores moleculares (Wang et al., 2012; Parsons et al. 2015), 

o mapeamento de QTLs associados à resistência (Li et al. 2018; Ndeve et al. 2019), além do mapeamento associativo 

(Zhang et al. 2017; Sallam et al. 2016). Entretanto, pouca informação tem sido gerada do ponto de vista celular e 

molecular, salvo a clonagem de genes de resistência (Gomes et al. 2015) e os perfis transcricionais de plantas 

inoculadas (Santini et al. 2016; Shukla et al. 2018), não havendo estudos voltados à compreensão do mecanismo 

molecular envolvido na resistência para a cultura do feijoeiro-comum. 

Neste cenário, a análise do transcritoma pode ser uma excelente estratégia para a identificação de genes 

envolvidos na interação feijoeiro-nematoide, ao possibilitar a avaliação do padrão global de expressão associado a 

condições variáveis. Atualmente, a principal tecnologia para a obtenção do transcritoma ou conjunto completo de 

transcritos tem por base o sequenciamento em larga escala do RNA (RNA-Seq), gerando fragmentos (reads) com 

tamanho variável de acordo com a plataforma de sequenciamento (Westermann et al. 2012). A tecnologia de RNA-

seq aplicada a estudos de expressão diferencial possibilita identificar genes putativamente associados à defesa do 

hospedeiro em plantas resistentes comparativamente a plantas não-inoculadas ou suscetíveis, permitindo obter uma 

visão das rotas metabólicas e reunir informações para definir um modelo molecular do patossistema, indicando 

eventos possivelmente associados a PTI ou ETI (Rubiales et al. 2015).  

A primeira análise do perfil transcricional envolvendo a resposta do feijoeiro-comum ao patógeno M. 

incognita foi realizada pelo nosso grupo de pesquisa, no Laboratório de Genética Molecular de Plantas Cultivadas da 

ESALQ/USP, a qual permitiu conhecer os genes e mecanismos moleculares implicados na suscetibilidade. 

Primeiramente, foram construídas e sequenciadas bibliotecas de RNA-Seq do genótipo suscetível ‘IPR-Saracura’ 

inoculado com M. incognita raça 3. Os transcritos foram mapeados contra o genoma de referência de P. vulgaris 

(G19833), resultando na identificação de 27.195 unigenes. A quantificação da expressão dos transcritos mapeados 

permitiu identificar 797 genes diferencialmente expressos. Aos 4 DAI, houve a superexpressão de genes de respostas 

a ferimentos (wound induced – Phvul.005G108000 e Phvul.005G18400) e genes associados a reação de 

hipersensibilidade (TIR-NBS-LRR – Phvul.008g195000), o que foi interpretado como uma tentativa do hospedeiro 

de resistir ao ataque do patógeno. Aos 10 DAI, a resposta do hospedeiro foi afetada pela repressão da rota do 

etileno/ácido jasmônico, resultando em uma reação compatível (Santini et al. 2016).   

Recentemente, em nosso laboratório, 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 

genótipos de feijoeiro infectados por M. incognita, constatando-se que há variabilidade no painel para a resistência ao 

nematoide. Nessa avaliação, destacaram-se os genótipos ‘IAC-Tybatã’ e ‘Branquinho’, para a resistência e 

suscetibilidade, respectivamente. Neste mesmo estudo, foi feita a detecção de regiões genômicas associadas à 
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resposta do feijoeiro ao nematoide das galhas, via mapeamento associativo, permitindo avançar no entendimento da 

arquitetura genética da interação (Giordani et al. 2021).   

Neste cenário, no presente estudo, se pretende avaliar o perfil transcricional dos genótipos contrastantes, 

IAC-Tybatã (R) e Branquinho (S), e identificar os genes diferencialmente expressos envolvidos na resistência. Em 

resumo, se busca compreender o mecanismo molecular envolvido na complexa interação do feijoeiro-comum e o 

nematoide das galhas, reconhecendo as vias de sinalização e rotas específicas ativadas em reações compatíveis e 

incompatíveis, e indicar genes candidatos à resistência. Ademais, os resultados poderão ser aliados àqueles obtidos 

em estudos prévios sobre a arquitetura genética da resposta do feijoeiro ao nematoide, favorecendo um grande 

avanço na compreensão da interação. A presente pesquisa se insere na interface da fitopatologia molecular e do 

melhoramento genético, ao fornecer subsídios para a seleção e o desenvolvimento de linhagens resistentes à M. 

incognita.  
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1. A cultura do feijoeiro-comum no Brasil 

O feijoeiro-comum (Phaseolus vulgaris L., Fabaceae) é uma cultura que representa uma das principais fontes 

de proteína de origem vegetal no mundo, com grande importância econômica e social. É uma espécia diplóide 

(2n=22), autógama, com taxa de fecundação cruzada de até 5% e com flores que permanecem fechadas mesmo após 

o amadurecimento dos órgãos reprodutores (cleistogamia), o que favorece a autogamia (Burle et al. 2010). Do ponto 

de vista nutricional, os grãos são ricos em ferro e zinco, além do aminoácido lisina, com elevados teores de minerais, 

fibras, carboidratos e vitaminas, com destaque para o alto teor de proteínas, que pode chegar 28,7% em feijão 

comercial (Sathe 2008; Pereira et al. 2011).  

A cultura tem origem no México, com posterior propagação para a América do Sul, nas regiões do Peru 

até a Argentina, sendo que existem dois pools gênicos: o Andino e o Mesoamericano. A domesticação data de 5.000 

anos a.C., no México, e de 3.000 anos a.C., no Peru. Os pools gênicos apresentam grãos que diferem para várias 

características, dentre elas, observam-se grãos grandes, com maior teor de ferro, presença de faseolina dos tipos ‘T’, 

‘C’, ‘H’e ‘A’, e três raças distintas (Granada, Peru e Chile) com hábito de crescimento das plantas variável entre I, II, 

III e IV, em feijões andinos, e grãos pequenos, faseolina tipo ‘S’, e duas raças (Durango e Jalisco) com hábito de 

crescimento do tipo II e III, em feijões mesoamericanos (Blair et al. 2010; Gepts e Debouck 1991; Chiorato 2004). 

Estudos recentes indicam maior diversidade genética no pool gênico mesoamericano em comparação ao andino, no 

que diz respeito ao número de sítios variáveis, aos sítios informativos sob o critério de parcimônia, ao número e a 

diversidade de haplótipos (Bitocchi et al. 2013), além de polimorfismos SNPs (Rodriguez et al. 2015). 

O Brasil é o terceiro maior produtor de feijão do mundo, com produção nacional de 3.179 mil t-1 e 

produtividade média de 1000 kg ha-1, em uma área total de 2.939 mil ha-1, na safra 2020/21, sendo que do total 

produzido apenas cerca de 179 mil t-1 foram exportadas, demonstrando a importância do grão na dieta dos 

brasileiros, com alto consumo interno. Cerca de 99% dos produtores de feijão realizam o cultivo em menos de 50 

hectares, o restante cultiva entre 50 e 200 hectares ou acima de 200 hectares (Silva e Wander, 2013). Sendo assim, a 

cultura tem grande importância socioeconômica, com a produção nacional sendo creditada principalmente a 

pequenos produtores e à agricultura familiar, destacando a sua importância como uma lavoura de subexistência. Este 

aspecto também influencia a média nacional, mesmo considerando o pouco acesso a recursos tecnológicos por parte 

dos pequenos produtores. Por outro lado, há grandes produtores que conseguem alcançar uma produtividade de até 

3000 kg ha-1 (Moura e Brito 2015). O feijoeiro-comum é cultivado em três safras no Brasil e os principais estados 

produtores são Minas Gerais, São Paulo, Goiás, Paraná, Rio Grande do Sul e Santa Catarina, sendo que a região Sul 

se destaca na produção de feijão preto, sendo responsável por 96% da produtividade deste tipo do grão (Conab 

2020). 

O consumo de feijão varia de acordo com as características morfológicas do grão, como formato, cor e 

tamanho da semente (Carneiro et al. 2005). Os principais tipos de grãos consumidos no Brasil são o ‘carioca’ e o 

‘preto’, além destes, também ocorre o consumo em menor escala dos tipos ‘vermelho’, ‘roxo’, ‘mulatinho’ e ‘rosinha’ 

(Vieira 2005). O Brasil é o único produtor mundial de feijão do tipo carioca, de sementes pequenas, constituído 

como o tipo de maior consumo e interesse comercial no país (Ibrafe 2022), ocupando 53% da área de cultivo 

nacional (Morgante et al. 2014). O feijão carioca foi lançado em 1969, pelo Instituto Agronômico (IAC), a partir de 

uma mutação no genótipo I-38700 selecionado a campo e posteriormente melhorado por seleção massal. Quando 
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lançada, as características da cultivar eram ciclo entre 90 e 100 dias, cultivo em até 3 safras no estado de São Paulo, 

hábito de crescimento indeterminado e produtividade entre 2 e 3 t ha-1 (Bulisani 2008).  

Os programas de melhoramento genético de feijoeiro-comum no Brasil são restritos e pouco numerosos, 

sendo predominantemente de iniciativa de órgãos públicos. Os primeiros programas iniciaram em 1930, com a 

maioria das atividades iniciando em 1970 (Voysest 2000). Instituições que se destacam são a Empresa Brasileira de 

Pesquisa Agropecuária (EMBRAPA) - Arroz e Feijão, o Instituto Agronômico (IAC) e Instituto Agronômico do 

Paraná (IAPAR), além de universidades públicas, como a Universidade Federal de Lavras (UFLA) e a Universidade 

Federal de Viçosa (UFV) (Borém e Carneiro 2015). Dentre os objetivos dos programas estão o melhoramento 

visando à (ao):  

1. Fixação Biológica de Nitrogênio (FBN), pois ainda não há uma interação simbionte de alta eficiência, 

como na soja (Pereira e Braidotti 2001);  

2. resistência a doenças como a antracnose (Colletotrichum lindemuthianum) (Bianchini 2005), a murcha-de-

Cutobacterium (Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens) (Morais 2012), ao nematoide das galhas (Meloidogyne 

incognita) (veja Giordani et al. 2021) e insetos como o Zabrotes subfasciatus (Baldin e Pereira 2010);  

3. tolerância à seca (Gonçalves et al. 2019);  

4. aumento na produção de grãos (Mambrin et al. 2015; Zeffa et al. 2020); e 

5. menor tempo de cozimento (Ribeiro et al. 2003).  

Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastaecimento (Mapa 2022), existem 47 registros de 

proteção de cultivares de feijoeiro-comum, distribuídas em 12 instituições detentoras das cultivares; entretanto, em 

cerca de 81% das áreas plantadas é feito o uso de sementes não certificadas. Apesar do esforço dos programas de 

melhoramento genético de feijão, o uso das cultivares lançadas pelas instuições em áreas de cultivo ainda é baixo e 

existem poucas cultivares registradas com resistência a doenças, não havendo cultivares com resistência a algumas 

das principais doenças observadas em áreas de cultivo de feijão (Abrasem 2022). 

 

2.2. Problemas fitossanitários 

O feijoeiro-comum é cultivado em três safras distribuídas ao longo do ano e em diversas regiões do país, 

estando sujeito ao ataque de diversas doenças, havendo cerca de 70 doenças descritas, causadas por fungos, bactérias, 

vírus e nematoides (Pria e Silva 2010). Alguns patógenos fúngicos e bacterianos podem ser transmitidos pela 

semente, levando à sobrevivência por longos períodos e à infecção de novas áreas, com um novo ciclo de infecção a 

partir da semeadura. Os patógenos podem sobreviver e permanecer presentes na área de cultivo e causar a doença na 

presença de condições ambientais favoráveis, podendo afetar os cotilédones, o sistema radicular, o caule, as folhas, as 

vagens e os grãos (Epagri 2020).  

No Brasil, as doenças fúngicas, bacterianas e virais têm sido foco dos programas de melhoramento, 

havendo cultivares com níveis de resistência à antracnose, como a BRS Esteio (EMBRAPA) e a IAC-Diplomata 

(IAC), à mancha-angular, como a BRS Sublime (EMBRAPA) e ao crestamento bacteriano, como a BRS Notável 

(EMBRAPA) (Wendland et al. 2018). Para o vírus do mosaico dourado, existe a cultivar transgênica BRS FC410 

RMD (EMBRAPA, comercializada com o nome de RMD), resistente ao patógeno. Entretanto, para as doenças 

causadas por nematoides existem poucos estudos desenvolvidos para a obtenção de linhagens resistentes (Souza et 

al. 2016).  
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Os principais nematoides que causam doenças em feijão são os nematoides das lesões, Pratylenchus 

brachyurus spp., e os nematoides das galhas, do genêro Meloidogyne spp. Os nematoides das lesões causam manchas 

escuras sobre as raízes, sendo que o patógeno entra e sai das raízes, provocando destruição, dificultando o uso dos 

nutrientes e o estande das plantas. Os nematoides do genêro Meloidogyne spp. mais comuns em áreas agrícolas de 

feijão são M. incognita e M. javanica, que causam sintomas no sistema radicular, que se torna mal-formado com o 

engrossamento característico das galhas e na parte aérea provocam amarelecimento das folhas, redução no 

crescimento, murcha nas horas mais quentes do dia e queda prematura das folhas, com agravamento dos sintomas 

quando da interação com o fungo Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli. O controle dos nematoides é de difícil execução, 

considerando a falta de cultivares resistentes, a grande quantidade de hospedeiros, a sobrevivência na área de cultivo, 

dificultando a rotação de culturas, e a pressão por alternativas aos nematicidas, visando à proteção ambiental (Lilley 

et al. 2011; Wendland et al. 2018).  

Considerando a alta disseminação de doenças nas áreas de cultivo de feijão, buscando opções alternativas 

ao controle químico, o investimento no desenvolvimento de linhagens resistentes aos principais patógenos via 

melhoramento genético seria de grande valor, entretanto, uma das dificuldades encontradas é a obtenção de 

cultivares que reúnam a resistência com o tipo de grão exigido pelo consumidor (Pádua 2013).  

 

2.3. Nematoides das galhas (Meloidogyne incognita) 

Os nematoides do genêro Meloidogyne spp. são os mais disseminados e economicamente relevantes (Khan 

et al. 2019), especialmente em países tropicais e subtropicais, considerando o favorecimento da reprodução em 

temperaturas elevedas e em áreas de solos arenosos (Cabi 2020). Mais de 100 espécies do genêro já foram descritas 

no mundo, destas, M. incognita, M. javanica, M. arenaria e M. hapla são as mais encontradas em áreas agrícolas. Com 

uma variedade de hospedeiros de mais de 3.000 espécies, o patógeno pode afetar quase todas as plantas cultivadas 

(Archana e Saxena 2012). A perda em produtividade causada por nematoides parasitas de plantas varia de 5 a 35% do 

total, dependendo da cultura. Estes nematoides são endoparasitas obrigatórios, biotróficos, sedentários e altamente 

polífagos (Jones et al. 2013). Podem completar seu ciclo de vida em 25 dias a 27 ºC, com uma variação de 3 a 8 

semanas, dependendo da espécie do nematoide e das condições ambientais (Favery et al. 2016).  

Meloidogyne incognita é uma das espécies de maior dano, considerando a grande quantidade de hospedeiros e 

a alta taxa de reprodução (Ferraz e Brown 2016). Estes nematoides causam a formação de galhas, que afetam a 

absorção de água e nutrientes, a translocação dos produtos da fotossíntese e podem afetar a incidência e severidade 

da doença da murcha do Fusarium, causada pelo patógeno Fusarium oxysporum f. sp. Phaseoli. Além disso, as folhas 

tornam-se amareladas e murchas e o crescimento é estagnado, tanto da parte aérea quanto das raízes, que se tornam 

mais curtas (Priya et al. 2011; Ma et al. 2013). As lesões causadas por este patógeno favorecem patógenos 

secundários, como bactérias, fungos e vírus patogênicos (Smant et al. 2018).  

Existem quatro distintas raças fisiológicas de M. incognita, definidas pelos hospedeiros do algodoeiro e do 

fumo: a raça 1 mostra incompatibilidade com o algodoeiro e fumo, a raça 2 e a 3 apresentam incompatibilidade com 

o algodoeiro e com o fumo, respectivamente, e a raça 4 é compatível com as duas espécies (Sasser 1980). A raça 3 é a 

mais encontrada nos solos brasileiros em áreas de produção agrícola (Inomoto 2001). A determinação de raças 

fisiológicas auxilia na escolha de cultivares resistentes a uma raça específica que seja predominante em uma 

determinada região (Franzener et al. 2005).  
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Dentre as estratégias de manejo, o uso de nematicidas é o mais eficiente, entretanto, há diversos agentes 

prejudiciais que podem afetar o meio ambiente e os animais, pois os resíduos podem se manter presentes na cadeia 

alimentar (Onkendi et al. 2014; Walter e Heil 2017). Pode ser feito o controle biológico com alguns fungos que se 

mostram antagonistas à M. incognita, como os pertencentes aos gêneros Acremonium, Chaetomium, Paecilomyces e 

Trichoderma (Sharon et al. 2009). Controles culturais tais como limpeza de implementos agrícolas, uso de sementes ou 

mudas sadias, rotação de culturas e solarização podem ser utilizadas, sendo que a solarização por três semanas ajuda 

a reduzir a população de M. incognita; entretanto, é uma técnica difícil de ser executada em áreas produtivas (Nicol et 

al. 2011). O uso de cultivares resistentes é altamente recomendado, sendo que genes de resistência já foram 

identificados para certas culturas, como o gene Rmc-1 em batata silvestre (Solanum commersonii) (Brown et al. 2006), o 

gene Mi-1.2 em tomate (Solanum lycopersicum) (Corbett et al. 2011) e os genes Me e N em pimenta (Capsicum annuum) 

(Mitkowski e Abawi 2022), sendo que para a cultura do feijoeiro-comum ainda nenhum gene de resistência foi 

identificado.  

O ciclo de vida de M. incognita se dá a partir da penetração dos juvenis de segundo estádio (J2) nas raízes da 

planta hospedeira, havendo três mudas até a formação do adulto, com a produção dos ovos em uma massa 

gelatinosa (Figura 1). A temperatura afeta o ciclo, podendo durar de 20 a 30 dias em condições de 25 a 30 ºC. A 

temperatura ótima para a incubação dos ovos varia de 15 a 30 ºC e os J2 podem sobreviver em temperaturas de 10 a 

30 ºC e por até 380 dias a 15 ºC (Zhao-Hui et al. 2006). No solo, os J2 sobrevivem em um estado quiescente se 

alimentando de reservas lipídicas armazenadas no intestino (Perry e Starr 2009). A primeira muda do juvenil de 

primeiro estádio (J1-J2) ocorre no interior do ovo. Os J2 têm um período de vida livre no solo próximo a rizosfera das 

plantas antes de penetrar as raízes na zona de elongação, secretando pelo estilete enzimas que degradam a parede 

celular do hospedeiro. No interior das raízes, os J2 se direcionam até o ápice radicular e entram no cilindro vascular, 

migrando pelo espaço intercelular até se estabelecer em uma região da zona de diferenciação onde se tornam 

sedentários e injetam secreções da glândula faríngea pelo seu estilete em células do parênquima, induzindo a divisão 

nuclear sem citocinese, as tornando multinucleadas e hipertrofiadas, assim formando sítios de alimentação 

conhecidos com células gigantes, culminando nas estruturas das galhas, com rediferenciação de 6 a 8 células por 

nematoide (Abad et al. 2003; Caillaud et al. 2008). Em condições favoráveis, ocorrem mudas para o juvenil de 

terceiro (J3) e quarto (J4) estádio e, finalmente, para o adulto. Os machos não são parasitas, têm vida livre e deixam as 

raízes da planta hospedeira, enquanto as femêas permanecem sedentárias e produzem os ovos na superfície da raiz 

em uma matriz gelatinosa que fornece proteção contra o ataque de predadores e à perda de água, a partir de 

reprodução por partenogênese, sendo que cada femêa pode ovopositar entre 500 e 2.000 ovos (Abad et al. 2009).  
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Figura 1. Ciclo de vida do patógeno Meloidogyne incognita, incluindo os cinco estádios de desenvolvimento (J1, J2, J3, J4 

e adulto) até a formação dos ovos. 
Fonte: Mugniéry e Phillips (2007).  
 

A resistência ou suscetibilidade de genótipos vegetais pode ser avaliada conforme o desenvolvimento e a 

reprodução de M. incognita, como pelo índice de galhas (IG), pelo índice de massa de ovos (IMO) e pelo fator de 

reprodução (FR). O FR representa a multiplicação da população de nematoide, sendo FR = População final (Pf) / 

População inicial (Pi) (Oostenbrink 1966), sendo feita a contagem de juvenis sobre uma lâmina em microscópio 

ótico. O IMO é obtido de acordo com uma escala de notas que varia de 0 a 5, onde: 1) 0 massas de ovos; 2) 3 a 10; 

3) 11 a 30; 4) 31 a 100 e 5) mais que 100 (Taylor e Sasser 1978). O IG é obtido pela escala de notas de Bridge e Page 

(1980), que varia de 0 a 10, onde: 0) nenhuma galha; 5) 50% das raízes com galhas e 10) presença de galhas grandes 

em todo o sistema radicular, planta morta. 

 

2.4. Interações planta-nematoide 

As plantas, seja no ambiente natural ou agrícola, estão expostas a diversos agentes biológicos como 

bactérias, vírus, fungos e nematoides, o que faz com que necessitem de mecanismos de reação contra estes estresses. 

Ao longo da evolução, as plantas desenvolveram mecanismos diversos de defesa contra patógenos, acionados em 

decorrência da infecção, desencadeando a percepção em vias de resposta (Garcia et al. 2015).  

As plantas possuem duas estratégias para detectar patógenos, descritas de acordo com o modelo zig-zag 

de Jones e Dangl (2006), que representa as etapas da imunidade das plantas (Figura 2). Na face externa da célula do 

hospedeiro, Padrões Moleculares Associados a Patógenos (em inglês, Pathogen-Associated Molecular Patterns ou PAMPs) 

são reconhecidos por proteínas receptoras ou receptores de reconhecimento de padrão (em inglês, Pattern Recognition 

Receptors ou PRRs). Os compostos que constituem PAMPs são componentes essenciais para classes de patógenos, 

como flagelinas para bactérias ou quitina para fungos. A percepção das moléculas do patógeno leva ao estímulo de 
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uma primeira linha de defesa chamada imunidade desencadeada por PAMPs (PAMP Triggered Immunity ou PTI). A 

segunda linha de percepção envolve o reconhecimento por receptores intracelulares de moléculas de virulência do 

patógeno chamadas efetores. Patógenos podem suprimir as respostas de PTI, através dos efetores, e assim causar a 

doença. Ao contrário dos PAMPs, os efetores são componentes variáveis e dispensáveis dos patógenos, existindo 

uma grande diversidade de efetores e dos receptores que os reconhecem até mesmo dentro de uma mesma espécie, 

enquanto os PRRs constumam ser altamente conservados entre famílias. O reconhecimento dos efetores pode 

desencadear em uma segunda linha de defesa chamada de imunidade desencadeada por efetores (Effector Triggered 

Immunity ou ETI). A PTI e a ETI podem levar a respostas de defesa similares, entretanto, a ETI costuma 

desencadear uma resposta mais forte e rápida, normalmente envolvendo a morte celular localizada, conhecida como 

reposta hipersensitiva ou reação de hipersensibilidade. A PTI costuma ser efetiva contra um maior número de 

patógenos em um processo chamado de resistência de não-hospedeiro, enquanto a ETI é efetiva para patógenos 

específicos (Boller e Felix 2009; Dodds e Rathjen 2010). A amplitude da resistência ou suscetibilidade a doença seria 

proporcional a [PTI – ETS +ETI] (Jones e Dangl 2006).  

 

 

Figura 2. O modelo zig-zag da resposta imune das plantas. Inicialmente, as plantas detectam os PAMPs pelos PRRs 
e desencadeiam a PTI, de amplitude média de defesa. A seguir, patógenos podem suprimir a PTI ejetando efetores, 
resultando em ETS. O efetor pode então ser reconhecido por uma proteína NB-LRR, ativando a ETI, que possui 
uma amplitude alta de defesa, muito comumente resultando em uma reação de hipersensibilidade. Novos efetores 
podem surgir, que podem ser reconhecidos por outras NB-LRR, e assim consecutivamente. 
Fonte: Jones e Dangl (2006). 
 

Os PRRs mais conhecidos são os receptores transmembranas quinases e os receptores como proteínas 

(Zipfel 2008), enquanto os PAMPs reconhecidos podem ser carboidratos, proteínas e lipídeos (Boller e Felix 2009). 

Os nematoides do genêro Meloidogyne injetam secreções, incluindo moléculas efetoras, nas células dos hospederios 

pelo seu estilete, sendo que uma análise proteômica da saliva de M. incognita identificou 486 potenciais proteínas 

efetoras (Bellafiore et al. 2008). A maior parte das proteínas receptoras intracelulares de reconhecimento de efetores 

possuem os domínios LRR, de repetições ricas em leucina, e NB (nucleotide binding), de ligação de nucleotídeos, sendo 

que muitas proteínas NB-LRR também contém um domínio TIR (Toll, interleukin-1 receptor) ou um domínio CC (coiled-

coil), ambos N-terminal (Gay e Gangloff 2007).  

M. incognita possui oito moléculas efetoras já identificadas, com atuação no apoplasto (Jaouannet et al. 

2013), no citoplasma (Xie et al. 2016; Shi et al. 2018b), participando na manutenção das células gigantes e 
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interferindo nas vias de sinalização mediadas por ácido jasmônico e ácido salicílico, no núcleo (Shi et al. 2018a), 

interferindo na via de sinalização de ácido jasmônico, no citoplasma e no núcleo (Niu et al. 2016; Wang et al. 2018; 

Nguyen et al. 2018), suprimindo a morte celular e interferindo na via de sinalização do ácido salicílico em estádios 

iniciais do parasitismo, e em localização desconhecida (Leelarasamee et al. 2018), ligando e manipulando monômeros 

de actina nas plantas, que passam por reorganização para formação das células gigantes. Rocha et al. (2021), em um 

estudo do perfil transcricional ao longo de quatro estádios de desenvolvimento de M. incognita, identificaram um motif 

nomeado Mel-DOG, altamente conservado no genêro Meloidogyne, putativamente associado a genes efetores, 

indicando proteínas como uma L-Fucosidase (GH29), relacionada a família de CAZymes (Carbohydrate-Active 

enZymes), com funções na patogenicidade.  

Os vegetais possuem mecanismos de resistência natural contra agentes bióticos, que se baseiam em 

barreiras e mecanismos de defesa pré-existentes ao ataque pelo patógeno, que permanecem inativos ou latentes, 

sendo ativados apenas quando expostos a esses agentes indutores (Carvalho e Barcelos 2012). Estas defesas podem 

ser estruturais, como ceras cuticulares, tricomas e o movimento dos estômatos, ou químicas, como a presença de 

metabólitos secundários, a exemplo das fitoalexinas. Os mecanismos pré-formados podem ficar inoperantes, 

havendo ativação de mecanismos pós-formados quando do reconhecimento do patógeno. Neste caso, diversos 

eventos celulares associados a PTI e ETI são conhecidos, como o rápido influxo de cálcio do meio externo, a 

formação de espécies reativas de oxigênio, a ativação de MAP quinases (Mitogen-Activated Protein Kinase), a 

reprogramação da expressão dos genes, aposições de parede celular como deposições de calose no sítio de infecção e 

a reação de hipersensibilidade (HR) ou morte localizada (Boller e Felix 2009). A expressão de genes “assinatura” em 

PTI e ETI é similar, indicando que as respostas podem ser as mesmas, com diferença na magnitude.  

As vias à jusante da ativação das proteínas PRR e NB-LRR ainda não são completamente conhecidas (Tao 

et al. 2003), entretanto, uma das vias mais compreendidas é a da sinalização por MAP quinases (MAPK), que 

transferem sinais de receptores extracelulares a respostas celulares, que normalmente consiste de uma MAPK 

quinase quinase (MAPKKK), que fosforila uma MAPK quinase (MAPKK), que fosforila, por fim, a MAPK, sendo 

uma via associada tanto a PTI como a ETI e que regula a atividade de substratos diversos, como proteínas quinase e 

fatores de transcrição. Uma via alternativa a das MAPKs é a das CDP quinases (Calcium-Dependent Protein Kinase) 

(Boudsocq et al. 2010). A sinalização de ETI é pouco conhecida, envolvendo genes específicos de cada patossistema 

ou membros de um complexo de chaperonas necessário para a função de muitas proteínas NB-LRR (Shirasu e 

Schulze-Lefert 2003); entretanto, poucas proteínas sinalizadoras de receptores como os NB-LRR já foram 

identificadas, sendo a mais conhecida a EDS1 (Enhanced Disease Susceptibility 1) (Wiermer et al. 2005). 

Apesar da lacuna no conhecimento das vias de sinalização que levam à resposta, existem vias de resposta 

desencadeadas por ETI e PTI já bem caracterizadas, como as vias do ácido salicílico e do etileno/ácido jasmônico 

(Bari e Jones 2009), que constumam atuar de forma antagonista, com ácido salicílico envolvido na resistência a 

patógenos biotróficos e etileno/ácido jasmônico na resistência a necrotróficos e insetos; entretanto, existem estudos 

que indicam interação complexa destes hormônios, atuando de forma sinérgica na amplificação da resposta de defesa 

(Tsuda et al. 2009). Mesmo na ausência de ácido salicílico, a via etileno/ácido jasmônico pode contribuir mantendo 

um nível substancial de resistência ao patógeno (Dodds e Rathjen 2010).  

As plantas possuem mecanismos de defesa em reposta ao ataque dos patógenos, entretanto, em alguns 

casos, os patógenos conseguem superar as respostas de defesa e estabelecer a doença, em uma reação de 

compatibilidade.  
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2.5. Resistência a doenças: aspectos conceituais 

A resistência é a capacidade da planta de bloquear ou retardar a entrada ou desenvolvimento de um 

patógeno em seus tecidos através de barreiras morfológicas ou bioquímicas, sendo caracterizada de acordo com o 

número de genes atuantes na defesa da planta contra o patógeno, podendo ser um gene (monogênica) ou vários 

genes (poligênica). Os genótipos de uma espécie vegetal são afetados por raças de um patógeno, podendo ser 

resistência de hospedeiro ou de não-hospedeiro (Dallagnol 2018).  

Na resistência monogênica, também chamada de resistência completa, vertical e qualitativa, toda a 

resistência é conferida por um único gene ou poucos genes (oligogênica) de efeito maior, sendo o gene único 

denominado como gene R, que reconhece e responde ao sinal emitido pela proteína do gene de virulência Avr, do 

patógeno. Não existem graus intermediários, apenas resistência ou suscetibilidade, ou seja, fenótipo chamado tudo 

ou nada. Quando há resistência, os sintomas da doença não são observados, podendo ser observadas, entretanto, 

pequenas lesões necróticas decorrentes de reação de hipersensibilidade, que correspondem a morte de células na 

região da tentativa de penetração do patógeno. Alternativamente, quando os sintomas da doença são observados, 

caracteriza-se a suscetibilidade (Trigiano et al. 2010). Já a resistência poligênica é controlada por vários genes de 

efeito menor, podendo ser chamada de resistência parcial ou moderada, horizontal e quantitativa. Neste caso, 

ocorrem graus intermediários, sendo possível quantificar um nível de resistência, variando entre o máximo de 

suscetibilidade e o máximo de resistência para os genótipos hospedeiros. Neste caso, a resistência não é específica 

para raças do patógeno, sendo efetiva para um amplo espectro de raças patogênicas, e é mais durável e estável, já que 

é menor a possibilidade de quebra de resistência para vários genes. Sendo assim, o progresso da doença é mais lento 

na planta resistente comparativamente a um genótipo suscetível (Camargo 2011; Dallagnol 2018).  

A resistência pode ser classificada como de hospedeiro ou de não-hospedeiro. A resistência de todos os 

genótipos de uma determinada espécie vegetal contra todos os indíviduos da espécie do patógeno é denominada 

resistência de não-hospedeiro (RNH), enquanto, inversamente, a resistência de hospedeiro (RH) é aquela de 

genótipos específicos de uma espécie vegetal contra indivíduos específicos do patógeno. A resistência de não-

hospedeiro é considerada mais durável, pois permanece eficaz por um maior período em uma cultivar de uso 

generalizado. Plantas RNH são imunes, apresentando mecanismos que impedem a infecção e o desenvolvimento do 

patógeno (Niks e Marcel 2009).  

Um termo frequentemente utilizado em nematologia é a tolerância, sendo referente a capacidade da planta 

de suportar ou de se recuperar de efeitos adversos causados pelo parasitismo dos fitonematoides. A tolerância é 

diferente da resistência ao proteger a planta hospedeira enquanto mantém um efeito que varia de neutro a positivo 

em relação a aptidão do patógeno, reduzindo o efeito da infecção em sua aptidão independentemente do nível de 

multiplicação do patógeno, enquanto a resistência depende da habilidade do hospedeiro em afetar o 

desenvolvimento, reprodução ou sobrevivência do patógeno (Mccarville et al. 2017). Existe divergência entre autores 

quanto à existência de polimorfismos para tolerância a doenças (Pagán et al. 2008; Carr et al. 2006), entretanto, Pagán 

e García-Arenal (2018) indicam que, apesar da teoria que prediz a fixação de alelos de tolerância em plantas 

hospedeiras, existe evidência de polimorfismos para tolerância independentemente do patógeno considerado.  
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2.6. RNA-Seq 

A transcrição é a primeira etapa do processo que culmina na expressão de genes, antes da sua tradução em 

proteínas ou enzimas. Um transcriptoma constitui o conjunto completo de transcritos em uma célula (mRNA, 

rRNA, tRNA e RNA não codante), incluindo a sua quantidade, de acordo com um estádio de desenvolvimento 

(embrionário, por exemplo) ou uma condição fisiológica. A metodologia do RNA-Seq permite conhecer o conjunto 

de transcritos e, assim, obter entendimento do ponto de vista molecular sobre um processo biológico, examinando 

sequências de RNA e suas quantidades em uma amostra, utilizando tecnologias de sequenciamento de nova geração 

(NGS) (Wang et al. 2009).  

O principal objetivo da técnica é a determinação de quais são e em que quantidade os genes estão 

diferencialmente expressos sob uma ou mais condições experimentais, comparativamente a um controle. Neste caso, 

o workflow usual inicia com a extração do RNA, seguido da construção de bibliotecas com enriquecimento de mRNA 

(removendo moléculas de rRNA, tRNA e RNAs pequenos), síntese de cDNA e ligação de adaptadores, com 

sequenciamento em plataformas de nova geração. Os resultados são analisados utilizando ferramentas de 

bioinformática. A técnica também pode ser utilizada em estudos de splicing alternativo de mRNA, detecção de 

polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs), identificação de novas isoformas, regulação da expressão dos genes por 

moléculas de RNA não codantes e níveis de expressão alelo-específico (Stark et al. 2019). 

O surgimento das plataformas de NGS alavancou as análises de transcriptomas, eliminando dificuldades 

impostas por metodologias como os microarranjos baseados em hibridização e abordagens baseadas sequenciamento 

de Sanger, permitindo obter dados em larga escala e em pouco tempo, com custo cada vez mais baixos. As 

plataformas NGS começaram a ser comercializadas em 2005 e, atualmente, existem diversas plataformas disponíveis, 

com predomínio das plataformas Illumina, que usam a abordagem de sequenciamento por síntese (Bentley et al. 

2008) para reads curtas. Há também a plataforma Pacific Biosciences (PacBio) para reads longas, adequada para a 

montagem de novo de transcriptomas e para a identificação de isoformas de splicing (Au et al. 2013). Outras 

plataformas disponíveis são a 454 FLX (Roche), a primeira a ser desenvolvida, a Ion Torrent (Life Technologies), a 

SOLiD (Applied Biosystems) e a Nanopore (Oxford Nanopore Technologies), sendo que a PacBio e a Nanopore 

são plataformas de terceira geração (Suk e Aluru 2014). 

 

2.7. Estudos genéticos e moleculares envolvendo o patossistema P. vulgaris – M. 

incognita 

O Laboratório de Genética Molecular de Plantas Cultivadas (LGMPC), da Escola Superior de Agriculura 

“Luiz de Queiroz” – ESALQ/USP, no qual o presente estudo foi desenvolvido, conta com uma linha de pesquisa 

em feijoeiro-comum e sua interação com o nematoide das galhas, visando gerar resultados de natureza genética e 

molecular, em parceiria com o Programa de Melhoramento de Feijão do Instituto Agronômico. Frutos desta 

parceria, inicialmente, foi gerada uma core collection de 180 genótipos, representativa da diversidade do banco ativo de 

germoplasma de feijoeiro do IAC, composta de 87 linhagens do IAC, 62 linhagens do CIAT (International Center for 

Tropical Agriculture), 12 da EMBRAPA, 9 variedades brasileiras e 10 cultivares comerciais. Este painel de diversidade 

foi genotipado por GBS (Genotyping by Sequencing), permitindo dectectar marcadores e explorar SNPs (Perseguini et al. 

2015; Diniz 2016). O painel também foi fenotipado para a resposta a M. incognita (Giordani et al. 2021), sendo que 
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175 genótipos puderam ser avaliados para a sensibilidade a M. incognita, com número de massa de ovos variando de 1 

a 470 e o índice de galhas de 0 a 5, com apenas três genótipos com menos de 100 massas de ovos e 27 com índice de 

galhas inferior a 2. Utilizando a estratégia GWAS (do inglês, Genome Wide Association Studies), em um conjunto de 

10.362 SNPs, foram encotrados 4 SNPs associados ao índice de massa de ovos nos cromossomos Pv06, Pv07, Pv08 

e Pv11 e 4 SNPs associados ao índice de galhas nos cromossomos Pv01, Pv02, Pv05 e Pv10. Neste mesmo trabalho, 

foi feita uma validação por mapeamento de QTLs, utilizando uma população construída pelo cruzamento de dois 

genótipos do IAC contrastantes para a resposta fenotípica ao nematoide das galhas, sendo que um QTL controlando 

o índice de galhas foi encontrado no cromossomo Pv05, na posição 18.6 cM, explicando 9,24% da variação 

fenotípica e com efeito aditivo de -0.17. Dentro das regiões genômicas associadas, foram preditos 14 genes análogos 

aos de resistência (RGAs), contendo domínios NB-ARC, CC, LRR ou TIR, e 5 genes que haviam sido detectados 

com expressão diferencial em um estudo prévio de análise de transcriptoma (Santini et al. 2016). Também foi feita 

uma avaliação histoquímica da produção de peróxido de hidrogênio (H2O2) nas raízes de quatro genótipos de 

feijoeiro, sendo que os genótipos moderadamente resistentes IAC-Tybatã e Puebla-152-CIAT apresentaram maior 

produção de H2O2 em 24 h após a inoculação, indicando que estas moléculas possam atuar em mecanismos de 

resistência ao patógeno.  

Santini et al. (2016) estabeleceram o estudo do perfil transcricional de uma cultivar suscetível de feijoeiro-

comum, IPR Saracura, ao patógeno M. incognita, em um estádio inicial e um estádio intermediário da interação, i.e., 4 

e 10 dias após a infecção (DAI), respectivamente. Foram encontrados 797 genes diferencialmente expressos, dentre 

os quais, genes envolvidos em resposta a ferimentos (Phvul.005G087200, Phvul.005G108400), um gene de 

resistência TIR-NBS-LRR (Phvul.008G195000) superexpresso (com expressão induzida em resposta à infecção pelo 

patógeno) no ínicio da interação, representando uma tentativa do hospedeiro de resistir ao ataque, genes de heat shock 

proteins (Phvul.001G039700) e genes das vias de sinalização de etileno/ácido jasmônico (Phvul.001G160200) 

reprimidos no estádio intermediário, culminando em suscetibilidade. Apesar da expressão de um gene de resistência 

no início da interação em resposta à infecção pelo patógeno, a repressão de proteínas heat shock (necessárias para a 

resistência do hospedeiro mediada por genes R), levou à falta de acúmulo de espécies reativas de oxigênio e, por 

consequência, ausência de uma resposta hipersensitiva. Além disso, a defesa basal contra o patógeno é quebrada pela 

repressão nas vias do etileno/ácido jasmônico, fazendo com os sítios de alimentação pudessem ser estabelecidos e 

que o patógeno fosse capaz de continuar o seu desenvolvimento nas raízes do hospedeiro, resultando em uma reação 

de compatibilidade.  

Santos et al. (2018) realizaram o mapeamento de QTLs e a análise de transcriptoma em feijão-caupi (Vigna 

unguiculata L.) frente à infecção por M. incognita, no sentido de encontrar genes candidatos à resistência. No estudo de 

QTLs, uma população de 84 linhas obtidas do cruzamento entre dois genótipos contrastantes foi genotipada, e uma 

população oriunda do cruzamento entre duas linhas quase isogênicas constrastantes para a resistência foi fenotipada 

para o número de massa de ovos. O genoma de P. vulgaris foi usado como referência. Foram obtidos 14.202 SNPs e a 

fenotipagem mostrou uma variação de 31 a 216 massas de ovos, sendo encontrado um QTL importante, associado à 

reduzida produção de massa de ovos na posição 13.37 cM do grupo de ligação LG9, responsável por 64% da 

variação fenotípica. Para o transcriptoma, foram encontrados 386 genes diferencialmente expressos (GDEs). As 

informações dos GDEs e dos QTLs foram associadas, sendo assim, 15 genes candidatos foram identificados, sendo 

que seis pertencem à família de genes de resistência TIR-NBS-LRR (Phvul.004G139900, Phvul.004G140400, 

Phvul.004G140500, Phvul.004G140700, Phvul.004G140800 E Phvul.011G030000), dentre os quais três estão 

superexpressos em pelo menos um dos dois tempos avaliados (3 e 9 dias após inoculação).  
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1. Genótipos contrastantes 

Foram utilizados os acessos de feijoeiro-comum IAC-Tybatã e Branquinho como moderadamente 

resistente e suscetível, respectivamente, os quais se destacaram dentre 175 acessos de um Painel de diversidade do 

Banco Ativo de Germoplasma do IAC – Centro de Grãos e Fibras, segundo os resultados de Giordani et al. (2021) 

(Figura 1). 

 

 

Figura 3. Resposta dos 175 acessos do painel avaliado para: A. Valores Preditos (Best Linear Unbiased Predictors - 
BLUPs) para o número de massas de ovos, onde IAC-Tybatã foi o 1º mais resistente e Branquinho foi o 14º mais 
suscetível e B. BLUPs para o índice de galhas, onde IAC-Tybatã foi o 3º mais resistente e Branquinho foi o 13º mais 
suscetível. Puebla e Jamapa foram usados como padrão de resistência e de suscetibilidade, respectivamente. 
Fonte: Giordani et al. (2021). 

 
Além do notável contraste fenotípico quanto à resposta ao nematoide, ambos os acessos também são 

contrastantes para outros caracteres agronômicos, quais sejam doenças foliares (mancha angular e antracnose), porte 

e ciclo de maturação (Perseguini et al. 2011; Silva 2011), denotando o seu potencial para o melhoramento da cultura 

pela condução da população derivada do cruzamento entre eles. 

 

3.2. Preparo do inóculo de M. incognita 

O inóculo de M. incognita raça 3 foi multiplicado em tomateiro (Solanum lycopersicum) suscetível da cultivar 

‘Santa Clara VF5600’, da empresa Sakata Seed Sudamérica (https://www.sakata.com.br), com condução em casa de 

vegetação durante 60 dias. Para a extração dos ovos, as raízes dos tomateiros infectados foram coletadas, lavadas, 

cortadas e agitadas por 2 min em 500 ml de solução de NaOCl – 10%. A solução passou por peneiras consecutivas 

de 425, 90 e 25 μm, sobrando apenas os ovos retidos, os quais foram alocados sobre papel extrafino (Kimwipe®) em 
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placa de Petri com água destilada, onde permaneceram por um período de 5 a 8 dias, permitindo a eclosão e 

obtenção dos nematoides juvenis (J2) que transpassaram o papel. Sob microscópio ótico, foi estimada a concentração 

de nematoides J2/ml através da contagem em lâmina de Peters. Por fim, a solução de inoculação foi preparada por 

diluição, resultando em 200 J2 ml-1. 

 

3.3. Determinação dos períodos de coleta de RNA 

No sentido de determinar os períodos mais adequados para a extração do RNA e construção das bibliotecas 

de RNA-Seq, foi realizado um ensaio inteiramente casualizado, com três repetições, em casa de vegetação, com 

avaliação do desenvolvimento dos nematoides nas raízes de IAC-Tybatã (R) e Branquinho (S). O ensaio foi 

conduzido em ausência de solo, pelo método Atamian et al. (2012) com adaptações, utilizando sacos plásticos com 

fechamento de zíper (24 x 17 cm) contendo papel de germinação, acomodados em uma caixa em posição vertical, 

nos quais foram semeadas as plântulas previamente germinadas em camâra de crescimento do tipo BOD a 28 ºC. A 

irrigação foi feita com solução nutritiva de Hoagland (50%) (Hoagland e Arnon 1950), conforme necessidade, e com 

água autoclavada. Após um período de 10 a 14 dias, com a formação de raízes terciárias, foi realizada a inoculação 

com 10 ml de solução contendo 200 J2 ml-1 de M. incognita, distribuída uniformemente ao longo das raízes de cada 

planta.  

A coleta das raízes para avaliação foi feita em 7 períodos: 2, 4, 7, 10, 14, 22 e 30 DAI. Em cada um destes 

períodos as raízes foram coradas com fúcsina ácida (Byrd et al. 1983). Inicialmente, as raízes foram separadas da 

parte aérea com o auxílio de um bisturi e mantidas em uma solução com NaOCl 1,5%, por 6 min., com posterior 

lavagem em água corrente. Em seguida, foram inseridas em uma solução aquosa 30:1 do corante fúcsina ácida (3,5 

g.l-1 fúcsina ácida, 250 ml ácido acético e 750 ml água destilada), e submetidas ao banho-maria por 30 s a 100 ºC, 

posteriormente sendo esfriadas em temperatura ambiente. Por fim, as raízes foram colocadas em lâmina para 

visualização e fotografia sob microscópio de campo escuro.  

Para cada um dos períodos, também foi realizada a contagem do número de nematóides por estádio de 

desenvolvimento, considerando as características de cada estádio do patógeno, de acordo com Eisenback e 

Triantaphyllou (1991) e Karssen e Moens (2006) (Figura 1), sendo: 

J2: Corpo vermiforme, penetram as raízes intercelularmente; 

J3/J4: Em J3, o nematoide tem formato de garrafa, perde o estilete e a ponta da cauda torna-se transparente. 

Femêas e machos começam a desenvolver órgãos reprodutivos. Formado após a segunda troca de cutícula. Em J4, as 

femêas tem maior diâmetro e formato piriforme, após a terceira troca de cutícula. O macho tem forma alongada e 

vermiforme e é formado dentro da terceira cutícula, permanecendo dobrado no interior da quarta cutícula;  

Adultos: A fêmea adulta é piriforme e, posteriormente, globosa e produz uma matriz gelatinosa que 

contém os ovos. O macho, de forma vermiforme, após a quarta ecdise, tem o estilete e os órgãos reprodutivos e 

digestivos reconstituídos.  
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Figura 4. Ciclo de vida do nematoide das galhas (M. incognita), representando os juvenis de segundo (J2), terceiro (J3) 
e quarto (J4) estádio, as fêmeas e os machos adultos. 
Fonte: Moens et al. (2009), adaptado de Karssen e Moens (2006). 

 

3.4. Ensaio de inoculação 

As sementes dos genótipos contrastantes foram semeadas em rolos de papel de germinação umedecidos 

com água autoclavada e mantidas sob temperatura de 28 ºC em câmara de crescimento do tipo BOD, até que as 

radículas atingissem de 1 a 2 cm. O ensaio foi conduzido segundo Atamian et al. (2012) com adaptações. As caixas 

contendo os saquinhos zip lock com papel de germinação e as plântulas foram alocados em câmara de crescimento 

durante 18 dias, até o desenvolvimento adequado do sistema radicular com raízes terciárias, a 28 ºC, fotoperíodo de 

16 h, irrigações diárias com água destilada e autoclavada, sendo fertirrigadas com solução de Hoagland (50%) 

(Hoagland e Arnon 1950) durante os primeiros três dias.  

 

 
Figura 5. Ensaio de inoculação de feijoeiro-comum infectado com M. incognita; A. Experimento implantado segundo 
o protocolo de Atamian et al. (2012), em câmara de crescimento; B. Genótipos Branquinho (S) e IAC-Tybatã (R), 18 
dias após ínicio do ensaio, com desenvolvimento adequado para a inoculação com o patógeno. 
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O ensaio foi feito com 2 genótipos contrastantes (IAC-Tybatã e Branquinho), 2 períodos de coleta das 

raízes (4 e 10 DAI) e 2 condições de inoculação (inoculado e controle), resultando em 8 tratamentos, com 3 

repetições, totalizando de 24 parcelas.  

As raízes de feijoeiro foram inoculadas com 10 ml de solução, considerando o valor de 200 J2 ml-1 obtido 

no preparo do inóculo, resultando em 2.000 J2, distribuída uniformemente sobre toda a superfície radicular com 

auxílio de uma pipeta. As plantas referentes ao controle foram inoculadas com água destilada. Após a inoculação, as 

plantas foram mantidas por 24 h em posição horizontal para facilitar a infecção e a distribuição do inóculo, e foram 

cobertas com papel alumínio. Após este período, as plantas retornaram para posição vertical em caixas e 

permaneceram em câmara de crescimento até completar os períodos de 4 e 10 DAI, com irrigações conforme 

necessidade.  

As raízes foram coletadas em duas etapas de acordo com os períodos (4 e 10 DAI). Inicialmente, a parte 

aérea foi separada do sistema radicular com um bisturi esterilizado em uma lupa, e as raízes foram divididas 

longitudinalmente em duas porções, com uma porção sendo preservada em nitrogênio líquido e armazenada em 

ultrafreezer (-80 ºC), para a extração de RNA total, e a outra porção sendo corada com fucsina ácida (Byrd et al. 

1983) para verificar a presença de nematoides em todas as repetições biológicas, com o auxílio de microscópio 

óptico. 

 

3.5. Extração do RNA 

O RNA total foi extraído das raízes de cada tratamento usando o reagente TRIzol® (Invitrogen, Carlsbad, 

CA) e purificado com DNase (Promega, Madison, WI, USA), seguindo o protocolo dos fabricantes, resumido a 

seguir.  

Para a extração do RNA total, o tecido radicular foi macerado em nitrogênio líquido e transferido para 

tubos Falcon de 15 ml, onde foi adicionado 1 ml de Trizol para cada 100 mg de tecido vegetal, incubando o 

macerado em temperatura ambiente por 5 min. Foi feita a transferência de 1 ml do macerado em Trizol para 

eppendorfs de 1,5 ml, nos quais foram adicionados 200 µl de clorofórmio, com posterior agitação e incubação em 

temperatura ambiente por 5 min. Os eppendorfs foram transferidos para centrífuga a 13.000 rpm por 15 min a 4 ºC, 

sendo que nesta etapa ocorre a separação em três fases: fase aquosa superior (transparente – RNA); interfase (branca 

– clorofórmio + DNA + proteínas) e fase inferior orgânica (avermelhada – fenol). Foram transferidos 400 µl da fase 

superior aquosa para um novo eppendorf (1,5 ml), ao qual foram adicionados 500 µl de isopropanol, com posterior 

homogeneização em vórtex e incubação (temperatura ambiente, 10 min). Após nova centrifugação (12.000 rpm, 10 

min, 4 ºC), foi observada a formação do pellet. O sobrenadante foi descartado, e foi feita a adição de 1 ml de etanol 

75% gelado, com homogeneização em vórtex para soltar o pellet. Após outra centrifugação (11.000 rpm, 5 min, 4 

ºC), o sobrenadante foi descartado e os eppendorfs foram mantidos em câmara de fluxo laminar até secar o pellet, 

em temperatura ambiente. Por fim, foi feita a ressuspensão do pellet em 20 µl de água DEPC. Para a purificação, 

foram adicionadas 2 U da enzima RQ1 RNAse-Free DNAse (Promega) e 2 µl de tampão da reação 10 x (Promega) a 

cada uma das amostras, que foram incubadas a 37 ºC por 30 min. As amostras de RNA foram armazenadas em 

ultrafreezer a −80 ºC.  

A concentração e qualidade do RNA extraído foi estimada por espectrofotometria, em equipamento 

NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), nos comprimentos de onde de 260 nm e 280 nm, 
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sendo consideradas como amostras de boa qualidade aquelas com razão de absorbância (A260/A280) entre 1,8 e 2,0. A 

concentração também foi inferida pelo fluorômetro Qubit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). A integridade foi 

inferida por eletroforese convencional (60 V.cm-1) em gel de agarose (1,5%), com formaldeído 2% e corante SYBR 

SAFE (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) (0,5%), em tampão TAE 1x, com visualização do resultado em equipamento 

Multi Doc-It Digital Imaging System (UVP).  

 

3.6. Construção e sequenciamento das bibliotecas 

As etapas de construção e sequenciamento das 24 bibliotecas de RNA foram realizadas pela empresa NGS 

Soluções Genômicas (https://ngsgenomica.com.br/), pela abordagem de RNA-Seq. Previamente, foi feita uma nova 

análise da integridade das amostras no equipamento Agilent 2100 Bioanalizer (Agilent Technologies) e as amostras de 

RNA que apresentaram alta qualidade, considerando o número de integridade do RNA (RIN) superior a 9, foram 

utilizadas. A construção das bibliotecas foi executada usando o kit TruSeq® Stranded mRNA library prep (LS) 

(Illumina), seguindo os procedimentos recomendados pelo fabricante, representado ilustrativamente na figura 6 e 

descrito resumidamente a seguir, em 7 etapas: 

1. Inicialmente, foi feita a purificação do RNA mensageiro (mRNA) a partir das amostras de RNA total, em 

uma concentração de 500 ng, por enriquecimento da cauda poli-A usando beads magnéticas ligadas a oligo-(dT). Para 

a purificação, o RNA foi eluído em 50 µl de água ultrapura livre de nucleases e foram adicionados 50 µl de solução 

RNA purification beads (Illumina) a cada amostra, com homogeneização por pipetagem. As amostras foram incubadas 

a 65 ºC por 5 min e em gelo por 1 min para desnaturação, e mantidas em temperatura ambiente por 5 min. A placa 

contendo as amostras foi colocada em um suporte magnético, até o líquido se tornar claro e o mRNA ficar 

temporariamente aderido à lateral da placa, para remoção do sobrenadante por pipetagem. Foram adicionados 200 µl 

de Bead Washing Buffer (Illumina) e as amostras foram colocadas em suporte magnético para descarte do 

sobrenadante. Por fim, foram adicionados 50 µl de Elution Buffer (Illumina), e as amostras mantidas a 80 ºC em um 

sistema de aquecimento por 2 min e em gelo por 1 min, para a eluição do mRNA das beads magnéticas. Para a 

fragmentação do mRNA, foram adicionados 50 µl de Bead Binding Buffer (Illumina) a cada amostra, com 

homogeneização por pipetagem, incubação a temperatura ambiente por 5 min, sendo as amostras mantidas em 

suporte magnético por 5 min, com descarte do sobrenadante. O Bead Washing Buffer (Illumina) foi adicionada para 

lavagem. Por fim, foram adicionados 19,5 µl de Fragment, Prime, Finish Mix (Illumina) a cada amostra, que foram 

levadas ao termociclador para a eluição, fragmentação e preparo do mRNA para a síntese de cDNA.  

2. A etapa seguinte é de síntese da primeira fita de cDNA. Para tal, as amostras foram retiradas do 

termociclador e mantidas em suporte magnético por 5 min. 17 µl do sobrenadante de cada amostra foram 

transferidos para uma nova placa. Foram adicionados 8 µl de uma mistura de First Strand Synthesis Act D Mix 

(Illumina) e transcriptase reversa SuperScript II (Illumina) (7:1), com homogeneização por pipetagem. A placa foi 

levada ao termociclador e mantida a 25 ºC por 10 min, 40 ºC por 50 min e 70 ºC por 15 min.  

3. A seguir, procedeu-se a síntese da segunda fita de cDNA. Foram adicionados 20 µl de Second Strand 

Marking Master Mix (Illumina), como homogeneização por pipetagem e incubação a 16 ºC por 1 h em termociclador. 

Posteriormente, foram adicionados 90 µl de AMPure XP beads (Illumina) a cada amostra. feitas amostras foram 

incubadas em temperatura ambiente por 15 min e alocadas em suporte magnético por 5 min, com remoção de 135 µl 

de sobrenadante de cada poço. As amostras foram lavadas em duas etapas com 200 µl de etanol 80% (v/v), com 

posterior descarte de sobrenadante e remoção do etanol residual com pipeta (20 µl), deixando-as secarem em 
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temperatura ambiente por 15 min no suporte magnético. Em seguida, 17,5 µl de Resuspension Buffer (Illumina) foram 

adicionados a cada amostra, com incubação em temperatura ambiente por 2 min e alocação em suporte magnético 

por 5 min. Por fim, 15 µl do sobrenadante, contendo cDNA dupla fita purificado, foram transferidos para uma nova 

placa.  

4. A etapa seguinte consistiu na adenilação das extremidades 3’, no sentido de evitar a formação de 

quimeras proveniente da ligação dos fragmentos uns aos outros, durante a etapa de ligação de adaptadores. A cada 

amostra foram adicionados 2,5 µl de uma diluição 1:1000 de A-Tailing Control (1 µl de A-Tailing Control + 99 µl de 

Resuspension Buffer) (Illumina). Foi adicionada 12,5 µl de A-Tailing Mix (Illumina), com homogeneização por 

pipetagem. A placa foi incubada em termociclador a 37 ºC por 30 min, 70 ºC por 5 min e, em gelo, por 1 min.  

5. A seguir, os adaptadores foram ligados às extremidades do cDNA, possibilitando a hibridização a flowcell 

do sequenciamento. A cada amostra, foram adicionadas2,5 µl de Ligation Control (Illumina) diluído, 2,5 µl do Ligation 

Mix (Illumina) e 2,5 µl de RNA Adapters (Illumina), com homogeneização por pipetagem e incubação a 30 ºC por 10 

min. Para finalizar a ligação, foram adicionados 5 µl de Stop Ligation Buffer (Illumina). As amostras passaram por 

limpeza, adicionando-se 42 µl de AMPure XP Beads (Illumina), que foram homogeneizadas e incubandas em 

temperatura ambiente por 15 min. A placa foi colocada em suporte magnético por 5 min e o sobrenadante foi 

descartado. Foi feita uma nova limpeza (2 x), utilizando etanol 80% (v/v), conforme descrito na etapa 3. 52,5 µl de 

Resuspension Buffer (Illumina) foram adicionadas, com incubação a temperatura ambiente por 2 min. A placa foi 

colocada em suporte magnético e houve a transferência de 50 µl de sobrenadante para uma nova placa.  

6. A etapa seguinte foi a de enriquecimento dos fragmentos de DNA, no sentido de selecionar e aumentar o 

número de cópias dos fragmentos que possuem adaptadores ligados a ambas as extremidades. Para tal, a placa de 

PCR foi mantida em gelo e adicionados 5 µl de PCR Primer Cocktail (Illumina) e 25 µl de PCR Master Mix (Illumina), 

com homogeneização por pipetagem. A amplificação se deu em 15 ciclos de 10 s a 98 ºC, 30 s a 60 ºC e 30 s a 72 ºC, 

com extensão final em 72 ºC por 5 min. A seguir, foram adicionados 50 µl de AMPure XP Beads (Illumina), com 

homogeneização e incubação a temperatura ambiente por 15 min. A placa foi colocada em suporte magnético, com 

descarte do sobrenadante. Foi feita a lavagem com etanol 80% (conforme descrito na etapa 3). Foram adicionados 

32,5 µl de Resuspension Buffer (Illumina), com homogeneização e incubação por 2 min. 30 µl foram transferidos para 

uma nova placa de PCR.  

7. As bibliotecas tiveram sua qualidade checada usando o equipamento Agilent 2100 Bioanalizer (Agilent 

Technologies); a seguir, foi feita a quantificação por PCR quantitativa (qPCR), usando o termociclador StepOne 

(Applied Biosystems). Para a normalização, 10 µl das amostras das bibliotecas foram transferidas, com posterior 

diluição com Tris-HCL 10 mM (pH 8,5) com Tween 20 (0,1%). Para as reações de amplificação, foram utilizados 2 

µl de DNA, 0,2 µM de primer 1 e 0,2 µM do primer 2, 2x do tampão KAPA SYBR FAST Master Mix Universal 

(Kapa Biosystems) e água ultrapura livre de nucleases para completar 20 µl. Para fazer um pool das bibliotecas, fez-se 

a transferência de 10 µl de cada biblioteca normalizada em um único poço de uma nova placa.  

O sequenciamento foi realizado pela estratégia paired-end (2x100 pb), utilizando 30 milhões de leituras 

pareadas por amostra (15 milhões de clusters), em equipamento NovaSeq 6000, pela empresa NGS, no Laboratório 

de Biotecnologia Animal da ESALQ/USP. 
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Figura 6. Esquema ilustrativo das etapas para a construção e sequenciamento de bibliotecas. 
Fonte: Adaptado de Illumina (2017) (https://support.illumina.com/). 
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3.7. Análises de bioinformática dos dados do sequenciamento 

Os dados resultantes do RNA-Seq foram entregues no formato .fastq, sendo, então, utilizados em análises 

de bioinformática em etapas de controle de qualidade, alinhamento ao genoma de referência e análise da expressão 

quantitativa e diferencial dos genes (Figura 7).  

 

 

Figura 7. Fluxograma das etapas das análises de bioinformática a partir dos dados .fastq obtidos do sequenciamento, 
com indicação dos softwares e formatos de arquivos utilizados em cada etapa. 

 

3.7.1. Avaliação da qualidade das sequências  

Primeiramente os dados passaram por pré-processamento, buscando determinar as sequências de alta 

qualidade. Para tal, parâmetros de qualidade das reads foram verificados usando o software FastQC (Andrews 2010), 

para determinar as estratégias de filtragem dos dados. Dentre os parâmetros, foram considerados o conteúdo de 

adaptadores, os scores de qualidade Phred, a presença de reads vazias, de reads pequenas e de sequências contaminates, 

considerando o genoma de referência de M. incognita MINJ2, projeto PRJBD9394, disponível no banco de dados do 

National Center for Biotechnology Information (NCBI) 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/GCA_014132215.1).  

A remoção de contaminantes se deu usando a ferramenta de alinhamento Bowtie2 (Langmead e Salzberg 

2012). A ferramenta Atropos (Lonnberg et al. 2011) foi adotada a fim de remover resquícios de sequências de 

adaptadores utilizados no sequenciamento e de, eventualmente, corrigir bases de leituras pareadas quando há 

sobreposição entre elas. Com a ferramenta Prinseq (Schmieder e Edwards 2011) se fez a remoção de 5 nucleotídeos 
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das extremidades 3’ e 5’, de cada uma das sequências analisadas, no sentido de remover resquícios de cauda poli-A, 

além da seleção de sequências com Q-score ≤30 e tamanho mínimo das reads de 50 pb.  A ferramenta FASTQ foi 

usada para observação dos dados trimados. Neste sentido, as reads remanescentes após as etapas elencadas formaram 

o conjunto de dados base para o mapeamento.  

3.7.2. Mapeamento de reads  

Para a identificação dos genes e demais transcritos, as reads foram alinhadas ao genoma de referência de 

Phaseolus vulgaris v2.1 (ID: 442), disponível no banco de dados Phytozome 1.4 (https://phytozome-

next.jgi.doe.gov/info/Pvulgaris_v2_1). Para tal, foi usado o software STAR (Dobin et al. 2013), utilizando como 

parâmetros: número máximo de hits por read: 20; tamanho mínimo do íntron: 30; tamanho máximo do íntron: 10000; 

raio de mismacthes em relação ao tamanho da read: 0,02 e número máximo de mismatches por par: 999. Ademais, foi 

feita a remoção de junções não-canônicas. Também, empregou-se o software Cufflinks (Trapnell et al. 2010), para a 

montagem dos transcritos e do transcriptoma final em cada condição, utilizando os seguintes parâmetros: número 

máximo de hits por read: 20; tamanho mínimo do transcrito montado: 200 pb; porcentagem mínima de reads para a 

cobertura do transcrito: 4; gap entre reads para disparar uma nova montagem: 25; FPKM mínimo para o transcrito: 4; 

média do tamanho do fragmento: 160 pb; desvio padrão do tamanho do fragmento: 60; tamanho mínimo do íntron: 

30; tamanho máximo do íntron: 10000; .  

O pacote Cuffquant foi empregado para a quantificação e estimativa da abundância de transcritos, gerando 

arquivos .cxb que foram repassados ao pacote Cuffnorm, para obter as matrizes de contagens de reads por 

gene/isoforma/cds. O Cuffnorm executa a normalização FPKM, que foi retirada utilizando a função ‘de-normalize’ 

no ambiente R (R Core Team 2022) no sentido de obter os dados brutos de contagem sem normalização.  

3.7.3. Análise quantitativa da expressão gênica 

Para análise da expressão diferencial de genes foi usado o pacote DESeq2 v. 3.14 do R/Bioconductor (Love 

et al. 2014), através da função DESeq e em design multi-fatorial, considerando os seguintes tratamentos: genótipos 

contrastantes, períodos de coleta e inoculações. Como input, foi usada a matriz de contagem não normalizada, com 

os dados brutos de contagem do número de reads associada a cada transcrito para cada grupo experimental, obtida 

após a etapa de alinhamento. A normalização foi executada pela metodologia de median of ratios (Anders e Huber 

2010), que considera a profundidade de sequenciamento e composição do RNA, onde é determinada a média 

geométrica da contagem do transcrito para as amostras, usada como divisor para a contagem dos transcritos em cada 

amostra (dividendo), gerando razões que determinam uma nova média, a qual serve como fator de normalização por 

amostra.  

Para checar a significância estatística da expressão diferencial dos genes adotou-se a metodologia FDR 

(False Discovery Rate) (Benjamini e Hochberg 1995), considerando o p-valor corrigido para múltiplos testes, 

segundo o nível de significância α ≤ 0,05, e valores mínimos absolutos de fold-change (FC) iguais a 2, permitindo 

identificar os genes com expressão reprimida ou aumentada comparativamente entre os tratamentos. Os valores 

significantes de expressão foram transformados na escala logarítmica de log2 fold change (log2 FC), utilizando o 

ambiente R (R Core Team 2022). 

Foram feitas comparações entre os tratamentos controles com aqueles inoculados com M. incognita (Tabela 

1).  



36 

 

Tabela 1. Descrição das comparações entre os tratamentos e as respectivas as siglas de cada comparação. 

Sigla da amostra Descrição 

PVRIT1 * PVRCT1 Resistente aos 4 DAI, inoculado com M. incognita * Resistente aos 4 DAI, controle 

PVRIT2 * PVRCT2 Resistente aos 10 DAI, inoculado com M. incognita * Resistente aos 10 DAI, controle 

PVSIT1 * PVSCT1 Suscetível aos 4 DAI, inoculado com M. incognita * Suscetível aos 4 DAI, controle 

PVSIT2 * PVSCT2 Suscetível aos 10 DAI, inoculado com M. incognita * Suscetível aos 10 DAI, controle 

 

3.7.4. Anotação funcional das sequências e análise de enriquecimento  

A anotação funcional das bibliotecas de expressão visou determinar a função putativa dos transcritos. 

Inicialmente, fez-se a associação dos IDs dos genes com o arquivo de anotação de feijoeiro-comum 

(Pvulgaris_442_v2.1.annotation_info.txt), disponível no Phytozome (https://phytozome-

next.jgi.doe.gov/info/Pvulgaris_v2_1), pela função merge, no ambiente R (R Core Team 2022).    

Em seguida, procedeu-se a busca por similaridade usando o algoritmo BLAST, considerando o número 

máximo de 20 hits por sequência e assumindo como limiar de significância o e-value ≤1x10-5. O mapeamento e a 

anotação de termos Gene Ontology (GO) foram executados segundo os parâmetros padrão do Blast2GO. O 

enriquecimento dos termos GO foi implementado na plataforma WEGO v.2.0 (Ye et al. 2018). Finalmente, para 

visualizar os processos e as rotas metabólicas às quais os transcritos diferencialmente expressos se relacionam, foi 

utilizado o banco de dados KEGG (Kyoto Enciclopedia of Genes and Genomes), pela ferramenta BlastKOALA 

(https://www.kegg.jp/blastkoala/). 

 

  



37 
 

4. RESULTADOS 

4.1. Determinação dos períodos de coleta de RNA  

No ensaio realizado para avaliar a penetração e o desenvolvimento de M. incognita, foi feita a contagem dos 

nematoides em diferentes estádios de desenvolvimento, em cada um dos sete períodos, em ambos os genótipos. Os 

J2 penetraram nas raízes em quantidade superior aos 4 DAI em comparação aos 2 DAI, entretanto, em ambos os 

períodos, houve um maior número de nematoides no interior das raízes de Branquinho (S). Aos 7 DAI, os 

nematoides sofrem ecdises para J3/J4, sendo observadas diferenças no número de J3/J4 entre os genótipos aos 10 e 

aos 14 DAI, demonstrando atraso no desenvolvimento do patógeno em IAC-Tybatã (MR). Observou-se uma 

tendência de queda no número de nematoides em estádio avançado de desenvolvimento, o que prevalece dos 22 aos 

30 DAI, quando foram observados nematoides no estádio de vida adulto, com diferença entre os genótipos e menor 

número de adultos apenas no genótipo moderadamente resistente (Figura 8).  

 

 

Figura 8. Número médio de indivíduos de M. incognita por estádio de desenvolvimento (J2, J3/J4 e adultos) 
encontrado nas raízes dos genótipos de feijoeiro-comum: MR, moderadamente resistente (IAC-Tybatã); S, suscetível 
(Branquinho).  
 
 

Sob microscopia de campo escuro, os nematoides puderam ser visualizados penetrando as raízes aos 4 

DAI em ambos os genótipos. Aos 7 DAI, foi observado o seu desenvolvimento no interior das raízes, para a forma 

de vida sedentária em J3/J4. Aos 10 DAI, houve o estabelecimento de sítios de alimentação em células do cilindro 

vascular e o início da formação das galhas. As fêmeas adultas puderam ser observadas aos 22 DAI, com continuidade 

no desenvolvimento de células gigantes multinucleadas, sendo que aos 30 DAI pôde ser observada a produção de 

ovos, iniciando um novo ciclo de infecção em ambos os genótipos (Figura 9).  
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Figura 9. Estádios de desenvolvimento de M. incognita no interior das raízes dos genótipos IAC-Tybatã (R) e 
Branquinho (S), sob microscopia de campo escuro. Aos 4 DAI, os J2 penetram as raízes; aos 7 DAI, os J2 sofrem 
ecdise para J3/J4; aos 10 DAI são formadas as galhas (G, galls) e estabelecidos os sítios de alimentação (FS, feeding 
sites); aos 22 DAI observam-se femêas adultas, as quais produzem ovos (E, eggs) aos 30 DAI.  
 

Os períodos de 4 e 10 DAI foram escolhidos para a coleta de RNA de ambos os genótipos, sendo os 4 

DAI representativos de um período inicial da interação, onde há a penetração dos patógenos no interior das raízes, e 

os 10 DAI representativos de um período intermediário, onde uma visível distinção entre os genótipos no 

desenvolvimento dos juvenis pôde ser observada, com atraso na formação de J3/J4, além de diferenças na formação 

das galhas e no estabelecimento dos sítios de alimentação.  
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4.2. Extração do RNA 

As amostras coletadas no ensaio de inoculação foram submetidas a extração do RNA, sendo selecionadas 

aquelas que passaram no controle de qualidade. A concentração do RNA variou entre cerca de 100 e 500 ng µl -1, em 

um rendimento total de 2.000 e 5.000 ng µl-1. As razões de absorbância (A260/A280) variaram entre cerca de 1,8 e 2,0, 

atendendo aos critérios de qualidade estabelecidos. O RIN (RNA Integrity Number) foi satisfatório para todas as 

amostras, variando de 9,0 a 10 (Tabela 2). Foram selecionadas 3 amostras inoculadas e 3 amostras controle de cada 

genótipo, nas duas épocas de avaliação, para o sequenciamento, quais sejam, amostras mais concentradas e com 

maior integridade de acordo com o padrão de bandas, resultando em 24 bibliotecas de RNA-Seq.  

 

Tabela 2. Controle de qualidade das 24 amostras de RNA total selecionadas para sequenciamento, segundo os 
parâmetros de concentração, razão de absorbância A260/A280 e número de integridade do RNA (RIN), de acordo 
com o tratamento, a nomenclatura e o volume total de diluição do RNA. 

 Tratamento Nomenclatura Volume1 Concentração2  A260/A280 RIN 

1 

IAC-Tybatã inoculado 4 DAI 

PVRIT1R1 20 143 1,92 9,3 

2 PVRIT1R2 20 516 1,78 9,9 

3 PVRIT1R3 20 196 1,90 10 

4 

IAC-Tybatã inoculado 10 DAI 

PVRIT2R1 20 218 1,93 9,9 

5 PVRIT2R2 20 212 1,87 9,8 

6 PVRIT2R3 20 206 1,84 9,9 

7 

IAC-Tybatã controle 4 DAI 

PVRCT1R1 20 248 1,90 9,6 

8 PVRCT1R2 20 568 1,96 9,7 

9 PVRCT1R3 20 320 1,99 9,6 

10 

IAC-Tybatã controle 10 DAI 

PVRCT2R1 20 190 1,97 9,6 

11 PVRCT2R2 20 163 1,93 9,1 

12 PVRCT2R3 20 214 1,93 9,6 

13 

Branquinho inoculado 4 DAI 

PVSIT1R1 20 191 1,93 9,8 

14 PVSIT1R2 20 252 1,86 9,8 

15 PVSIT1R3 20 104 1,89 9,7 

16 

Branquinho inoculado 10 DAI 

PVSIT2R1 20 172 1,91 10 

17 PVSIT2R2 20 200 1,94 9,9 

18 PVSIT2R3 20 149 1,93 9,9 

19 

Branquinho controle 4 DAI 

PVSCT1R1 20 292 1,92 9,8 

20 PVSCT1R2 20 304 1,91 10 

21 PVSCT1R3 20 408 1,99 10 

22 

Branquinho controle 10 DAI 

PVSCT2R1 20 161 1,93 9,9 

23 PVSCT2R2 20 204 1,93 9,8 

24 PVSCT2R3 20 173 1,94 9,6 
1Volume em µl; 2Concentração em ng µl-1. Nas siglas: R, resistente; S, susceptível; I, inoculado; C, controle; T1, 4 
DAI; T2, 10 DAI; R1, 2 e 3, repetição. 
 

A eletroforese capilar, realizada em equipamento 2100 Bioanalyzer (Agilent), revelou RNAs íntegros em 

todas as amostras, com padrão bem definido de bandas correspondentes aos RNAs ribossomais, sem rastros 

significativos abaixo das bandas. A banda que corresponde aos RNAs 28S apresentou o dobro da intensidade 

daquela dos 18S (Figura 10). 
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Figura 10. Padrão de bandas do RNA total obtido em equipamento Bioanalyzer. A visualização das bandas dos 
RNAs ribossomais indica integridade. Em A estão as amostras do genótipo IAC-Tybatã (R) e em B as de 
Branquinho (S). 
 

Pelo equipamento Bioanalyzer também foi obtido um eletroferograma, gráfico com picos de fluorescência 

por segundo, sendo cada pico correspondente as bandas dos RNAs ribossomais 5S, 18S e 28S. Os eletroferogramas 

das 24 amostras atenderam aos parâmetros de qualidade necessários ao sequenciamento, com os picos bem 

definidos, sem ruídos à sua volta, indicando RNA total com boa integridade (Figuras 11 e 12).  

 

 
Figura 11. Eletroferograma das amostras de RNA total de IAC-Tybatã (R) utilizadas para a construção de bibliotecas 
de RNA-Seq. 
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Figura 12. Eletroferograma das amostras de RNA total de Branquinho (S) utilizadas para a construção de bibliotecas 
de RNA-Seq. 

 

4.3. Dados do sequenciamento 

O sequenciamento das bibliotecas de RNA-Seq na plataforma Illumina gerou cerca de 587 milhões de 

reads, sendo 305 milhões (51,95%) para o genótipo IAC-Tybatã (R) e 281 milhões (48,05%) para o genótipo 

Branquinho (S).  

Por época de avaliação, para o genótipo IAC-Tybatã (R), foram geradas 153 milhões de reads aos 4 DAI e 

152 milhões aos 10 DAI, enquanto para o genótipo Branquinho (S), foram geradas 142 milhões de reads aos 4 DAI e 

139 milhões aos 10 DAI. As médias dos números de reads para cada um dos genótipos relativamente aos tempos de 

interação estão apresentadas na Tabela 3.  
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Tabela 3. Número total e média de reads obtidas nos genótipos IAC-Tybatã (R) e Branquinho (S) de acordo com os 
tratamentos inoculados e controles nos dois períodos avaliados da interação P. vulgaris - M. incognita. 

Genótipo Tratamento Período Repetição Número de 

reads 

Total de 

reads 

Média de 

reads 

IAC-Tybatã 

Inoculado 

4 DAI 

1 27.660.674 

74.278.599 24.759.533 2 22.897.889 

3 23.720.036 

10 DAI 

1 24.103.529 

77.825.283 25.941.761 2 27.070.641 

3 26.651.113 

Controle 

4 DAI 

1 27.900.235 

78.767.395 26.255.798 2 28.484.203 

3 22.382.957 

10 DAI 

1 23.466.495 

74.878.180 24.959.393 2 25.5907.11 

3 25.8209.74 

Branquinho 

Inoculado 

4 DAI 

1 25.876.023 

72.760.278 24.253.426 2 25.701.448 

3 21.182.807 

10 DAI 

1 23.985.069 

68.262.748 22.754.249 2 21.543.978 

3 22.733.701 

Controle 

4 DAI 

1 22.381.629 

69.315.491 23.105.164 2 22.806.432 

3 24.127.430 

10 DAI 

1 21.816.273 

70.914.686 23.638.229 2 24.896.402 

3 24.202.011 

    587.002.660   

 

4.4. Análises de bioinformática 

4.4.1. Filtragem das sequências de alta qualidade 

A filtragem das sequências para eliminação de reads com baixa qualidade foi executada conforme descrito 

em 3.7.1. Com a filtragem, foram formados dois subgrupos para cada biblioteca, um subgrupo referente a sequências 

únicas, provenientes de reads cujos pares foram eliminados devido à baixa qualidade, e outro subgrupo referente as 

reads paired-end. As bibliotecas apresentaram alta qualidade, com variação de 98 a 99% no aproveitamento de reads 

após filtragem e remoção das sequências de adaptadores, de contaminantes e de baixa qualidade de acordo com o 

score Phred de qualidade, comparativamente às sequências totais antes da filtragem (Tabela 4). A média do rendimento 

foi similar para o genótipo IAC-Tybatã (R) (99,45%) e Branquinho (S) (99,51%). 
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Tabela 4. Número total de reads para cada biblioteca antes e após a filtragem visando selecionar sequências de alta 
qualidade. Nas siglas: R, resistente; S, suscetível; I, inoculado; C, controle; T1, 4 DAI; T2, 10 DAI; R1, 2 e 3, 
repetição. 

Amostra 
Antes da filtragem Após filtragem 

Rendimento2 
Paired-reads total1 Sequências únicas1 Paired reads total1 

PVRIT1R1 27,60 1,68 25,78 99,49 

PVRIT1R2 22,89 1,45 21,20 98,95 

PVRIT1R3 23,72 1,54 22,09 99,62 

PVRIT2R1 24,10 1,2 22,54 98,51 

PVRIT2R2 27,07 1,32 25,57 99,34 

PVRIT2R3 26,65 1,8 24,59 99,02 

PVRCT1R1 27,90 1,73 26,09 99,71 

PVRCT1R2 28,48 1,22 27,18 99,72 

PVRCT1R3 22,38 1,06 21,27 99,78 

PVRCT2R1 23,46 1,01 22,40 99,79 

PVRCT2R2 25,59 0,76 24,75 99,69 

PVRCT2R3 25,82 1,66 24,09 99,73 

PVSIT1R1 25,87 0,9 24,87 99,61 

PVSIT1R2 25,70 1,33 24,29 99,69 

PVSIT1R3 21,18 1,42 19,65 99,48 

PVSIT2R1 23,98 0,84 22,96 99,25 

PVSIT2R2 21,54 0,95 20,41 99,16 

PVSIT2R3 22,73 1,46 21,02 98,90 

PVSCT1R1 22,38 1,24 21,05 99,60 

PVSCT1R2 22,80 1,13 21,61 99,74 

PVSCT1R3 24,12 1,27 22,79 99,75 

PVSCT2R1 21,81 1,18 20,56 99,68 

PVSCT2R2 24,89 0,65 24,14 99,60 

PVSCT2R3 24,20 1,52 22,60 99,67 
1Número em milhões de reads; 2Rendimento em porcentagem das sequências após filtragem em relação as sequências 
antes da filtragem.  
 

4.4.2. Alinhamento das reads ao genoma de P. vulgaris  

O alinhamento das sequências ao genoma de referência de P. vulgaris gerou resultados muito satisfatórios, 

ou seja, 279 milhões de reads de IAC-Tybatã (R), com aproveitamento de 92,07% daquelas usadas no mapeamento 

contra o genoma de referência (303 milhões), obtidas após controle de qualidade (item 4.4.1).  

De Branquinho (S), foram obtidas 257 milhões de reads, com aproveitamento de 90,11% daquelas usadas 

no mapeamento contra o genoma de referência (279 de milhões). 

A média do aproveitamento, considerando ambos os genótipos, foi de 92,05%, com uma variação de 90 a 

94%, em IAC-Tybatã (R), e variação de 86 a 94%, em Branquinho (S), e o número total de reads alinhadas foi de 537 

milhões, considerando sequências únicas e paired-end. Para as sequências únicas, a variação no número total de reads 

alinhadas foi de cerca de 210 a 420 mil, em IAC-Tybatã (R), e de cerca de 190 a 330 mil, em Branquinho (S). Já para 

as sequências paired-end, a variação no número total foi de cerca de 20 a 26 milhões, em IAC-Tybatã (R), e de 18 a 23, 

em Branquinho (S). No geral, houve um maior número de reads de IAC-Tybatã (R) alinhadas ao genoma de 

referência (Tabela 5).  
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Tabela 5. Número total de reads paired-end e sequências únicas alinhadas ao genoma de referência de P. vulgaris e 
rendimento das reads alinhadas. Nas siglas: R, resistente; S, susceptível; I, inoculado; C, controle; T1, 4 DAI; T2, 10 
DAI; R1, 2 e 3, repetição. 

Amostra Paired-end1 Sequências únicas1 Reads alinhadas2 

PVRIT1R1 24,82 0,28 91,41 

PVRIT1R2 20,19 0,30 90,46 

PVRIT1R3 21,18 0,33 91,03 

PVRIT2R1 21,58 0,32 92,25 

PVRIT2R2 24,59 0,30 92,56 

PVRIT2R3 23,39 0,42 90,22 

PVRCT1R1 25,20 0,38 91,95 

PVRCT1R2 26,36 0,29 93,84 

PVRCT1R3 20,59 0,25 93,33 

PVRCT2R1 21,51 0,28 93,08 

PVRCT2R2 23,80 0,21 94,12 

PVRCT2R3 23,04 0,38 90,95 

PVSIT1R1 23,95 0,22 93,79 

PVSIT1R2 23,16 0,27 91,45 

PVSIT1R3 18,78 0,25 90,32 

PVSIT2R1 22,13 0,19 93,78 

PVSIT2R2 19,64 0,20 92,88 

PVSIT2R3 20,03 0,28 90,35 

PVSCT1R1 20,29 0,33 92,51 

PVSCT1R2 20,93 0,26 93,18 

PVSCT1R3 22,02 0,33 92,89 

PVSCT2R1 19,64 0,30 91,72 

PVSCT2R2 23,23 0,20 94,51 

PVSCT2R3 20,63 0,25 86,57 

 530,68 6,82  
1Número em milhões de reads; 2Porcentagem do total das reads alinhadas (paired-end e únicas) em relação ao número 
de reads de entrada.  
 

4.4.3. Detecção de genes diferencialmente expressos  

Um total de 34.226 isoformas foram identificadass usando o pacote DESeq2, do ambiente R, entre as 

amostras comparadas (log2 FC ≥ 1,0 e ≤ 1,0; p-valor ≤ 0,05). Considerando a totalidade dos tratamentos inoculados 

comparativamente aos controles, foram encontrados 6.994 genes diferencialmente expressos (GDEs), dentre os 

quais, 94 genes apresentaram expressão diferencial em todas as comparações.  

Em IAC-Tybatã (R), foram observados 4.862 GDEs considerando ambos os períodos, do quais, 3.621 e 

713 se mostraram expressos exclusivamente aos 4 DAI e aos 10 DAI, respectivamente, enquanto outros 528 se 

mostraram diferencialmente expressos nos 2 períodos. Aos 4 DAI e 10 DAI, 63% e 77% dos GDEs se apresentaram 

com superexpressão no tratamento inoculado comparativamente ao controle, respectivamente. A variação nos 

valores de expressão em log2 FC foi de –28 a 22, no 1º período, e de –24 a 39, no 2º período.  

Em Branquinho (S), foram observados 4.835 GDEs considerando em ambos os períodos, com 4.106 e 

452 se mostrando expressos exclusivamente aos 4 DAI e aos 10 DAI, respectivamente, com 277 GDEs em comum 

nos 2 períodos. Cerca de 43% e 35% dos genes se apresentaram superexpressos no tratamento inoculado em 
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comparação ao controle, aos 4 e 10 DAI, respectivamente. A variação nos valores de expressão foi de –30 a 49, no 

1º período, e de –48 a 36, no 2º período.  

Um maior número de genes diferencialmente expressos foi detectado aos 4 DAI para ambos os 

genótipos. Entretanto, comparativamente, IAC-Tybatã (R) apresentou um maior número de GDEs superexpressos 

em ambos os períodos, enquanto Branquinho (S) apresentou maior número de genes reprimidos (Figura 13).  

 

 

Figura 13. Número de genes diferencialmente expressos nos diferentes estádios de infecção com M. incognita em 
IAC-Tybatã (R) e Branquinho (S) em comparação com os respectivos controles. Up indica genes superexpressos e 
Down indica genes reprimidos. Nas siglas: R, resistente; S, susceptível; I, inoculado; C, controle; T1, 4 DAI; T2, 10 
DAI. 
 

Pela construção do diagrama de Venn, foi possível identificar genes com expressão diferencial em comum 

entre os tratamentos: 94 genes se apresentaram diferencialmente expressos nas quatro comparações, 421 genes se 

apresentarm diferencialmente expressos em ao menos três comparações e 1.061 genes em duas comparações. O 

maior número de GDEs em comum entre três tratamentos foi de 237, nas comparações entre IAC-Tybatã (R) aos 4 

DAI, IAC-Tybatã (R) aos 10 DAI e Branquinho (S) aos 10 DAI.  

O maior número de GDEs em comum aos dois tratamentos foi de 2.293 genes ao se comparar IAC-

Tybatã (R) com Branquinho (S) aos 4 DAI. Considerando os genes exclusivamente expressos em cada comparação 

de um tratamento inoculado com o controle, aos 4 DAI, Branquinho (S) apresentou o maior número de GDEs, ou 

seja, 1.175 genes, seguido por IAC-Tybatã (R), com 1.065 genes. Aos 10 DAI, de IAC-Tybatã (R) e Branquinho (S) 

foram detectados 379 e 452 GDEs específicos, respectivamente (Figura 14).  
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Figura 14. Diagrama de Venn mostrando a intersecção entre o conjunto de dados e o número de genes 
diferencialmente expressos amostrados em IAC-Tybatã (R) e em Branquinho (S). A elipse 1 corresponde ao IAC-
Tybatã aos 4 DAI; 2, IAC-Tybatã aos 10 DAI; 3, Branquinho aos 4 DAI e 4, Branquinho aos 10 DAI.   
 

A respeito dos valores de expressão, em log2 FC, resultados variando entre 1 e 2 foram encontrados para 

a maioria dos genes de IAC-Tybatã (R) em ambos os períodos, sendo 31,9% dos genes do total aos 4 DAI e 43,5% 

dos genes aos 10 DAI. Valores entre –2 e –1 foram encontados para a maioria dos genes de Branquinho (S), em 

ambos os períodos, com 38% do total de genes expressos aos 4 DAI e 35,6% aos 10 DAI.  

Em todos as comparações, a maior concentração de GDEs foi observada entre os menores intervalos de 

log2 FC, de –3 a –2, –2 a –1, 1 a 2 e de 2 a 3. A comparação entre PVRIT1/PVRCT1 se destacou para a maior 

quantidade de genes com expressão entre 3 a 5 (12,1%) e 10 a 20 (0,4%) em relação ao total, enquanto a comparação 

PVRIT2/PVRCT2 se destacou para os genes com expressão superior a 20 (2,1%), reafirmando a maior quantidade 

de genes superexpressos no genótipo moderadamente resistente. Interessantemente, Branquinho (S) se destacou na 

expressão de genes reprimidos nos valores extremos de <–20 (1,6%), –10 a –5 (7,0%) e –5 a –3 (8,1%), na 

comparação PVSIT2/PVSCT2 (Tabela 6).  

 
Tabela 6. Distribuição das expressões nas comparações entre os tratamentos inoculados e controles. Nas siglas: R, 
resistente; S, susceptível; I, inoculado; C, controle; T1, 4 DAI; T2, 10 DAI. 

Log2 Fold Change PVRIT1/PVRCT1 PVRIT2/PVRCT2 PVSIT1/PVSCT1 PVSIT2/PVSCT2 

<–20 8 (0,19%) 5 (0,45%) 13 (0,29%) 15 (1,66%) 

–20 a –10 2 (0,04%) 1 (0,09%) 3 (0,06%) 3 (0,33%) 

–10 a –5 33 (0,79%) 31 (2,83%) 67 (1,52%) 63 (7,00%) 

–5 a –3 52 (1,25%) 25 (2,28%) 177 (4,04%) 73 (8,12%) 

–3 a –2 277 (6,68%) 35 (3,19%) 534 (12,19%) 109 (12,12%) 

–2 a –1 1.156 (27,88%) 154 (14,06%) 1.666 (38,03%) 320 (35,59%) 

1 a 2 1.326 (31,99%) 478 (43,75%) 944 (21,55%) 169 (18,79%) 

2 a 3 585 (14,11%) 149 (13,60%) 536 (12,23%) 44 (4,89%) 

3 a 5 504 (12,15%) 107 (9,77%) 323 (7,37%) 48 (5,33%) 

5 a 10 176 (4,24%) 83 (7,57%) 101 (2,30%) 44 (4,89%) 

10 a 20 17 (0,41%) 3 (0,27%) 4 (0,09%) 1 (0,11%) 

>20 9 (0,21%) 24 (2,19%) 12 (0,27%) 10 (1,11%) 

Em parênteses, porcentagem dos genes em cada intervalo em relação ao total.  
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4.4.4. Anotação funcional 

Foi identificado um total de 34.226 isoformas de transcritos (92%), sendo que 31.091 transcritos tiveram 

as suas funções anotadas. Em relação aos GDEs, foi feita a anotação funcional de um total de 6.938 (99%). A lista 

completa dos GDEs e respectivos valores de expressão e anotação funcional está disponível sob consulta ao autor, 

os genes de destaque foram aqui mencionados. Ademais, a anotação funcional também foi obtida considerando 

termos de ontologia gênica (GO) na plataforma Blast2GO e pela ortologia KEGG (KO).  

 

4.4.4.1. Plataforma Blast2GO 

A anotação de termos GO foi feita para os GDEs. Do total, 6.790 genes (97%) foram identificados por 

BLASTx e 3.781 genes (55%) foram anotados. Para alguns genes foi atribuído mais de um termo GO, em mais de 

uma categoria funcional, resultando em 6.722 termos GO relacionados às sequências anotadas. Na categoria 

funcional de nível 2, 2.568 termos GO pertencem a “processos biológicos”; 766 pertencem à “componente celular” 

e 3.388 à “função molecular”. As funções às quais o maior número de genes foram atruibuídos são: processos 

metabólicos e celulares, dentro de “processo biológico”, à atividade catalítica e ligação, dentro de “função molecular” 

e à membrana, dentro de “componente celular”, para ambos os genótipos (Figura 15 A e B). 

Em IAC-Tybatã (R), aos 4 DAI e 10 DAI, respectivamente, 742 e 136 termos GO foram atribuídos a 

genes com expressão reprimida e 1.559 e 472 termos GO foram atribuídos a genes com superexpressão. Já em 

Branquinho (S), aos 4 DAI e 10 DAI, respectivamente, 1.239 e 281 termos GO foram atribuídos a genes com 

expressão reprimida e 1.153 e 169 a genes com superexpressão. Ademais, ainda em “processos biológicos”, podem 

ser destacadas as funções de sinalização, onde o maior número de genes superexpressos foi atribuído à transdução de 

sinais. Quanto à resposta a estímulos, o maior número de genes superexpressos foi atribuído à resposta a estresse e 

resposta a estímulo biótico, em IAC-Tybatã (R), e à resposta a estresse e resposta celular a estímulo, em Branquinho 

(S). Em “função molecular”, na função atividade antioxidante, foi observada superexpressão de 29 peroxidases, em 

IAC-Tybatã (R), e superexpressão e repressão de 31 e 25 peroxidases, respectivamente, em Branquinho (S).  

Comparativamente ao genótipo moderamente resistente, em todas as funções, a diferença entre o número 

de termos GO em genes reprimidos e superexpressos foi menor em Branquinho (S). Importante, neste genótipo, em 

todas as funções de “componente celular”, nas funções de atividade de transportador e regulador de função 

molecular, dentro de “função molecular”, e nas funções de organização de componente celular e localização, dentro 

de “processos biológicos”, o número de genes reprimidos foi superior ao de genes superexpressos. Ainda em 

Branquinho, às funções adicionais de complexo supramolecular e região extracelular (“componente celular”) foram 

atribuídos apenas genes reprimidos.  

Igualmente relevante, em IAC-Tybatã (R), todas as funções apresentaram maior número de genes 

superexpressos comparativamente ao de genes reprimidos.  
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Figura 15. Número de genes diferencialmente expressos e anotação funcional levando em conta os termos GO 
(Ontologia Gênica) em resposta à infecção por M. incognita em IAC-Tybatã (R) (A) e Branquinho (S) (B). Genes 
superexpressos (up, em azul) e reprimidos (down, em vermelho). As linhas verticais indicam as funções de acordo com 
a categoria funcional, PB, Processo Biológico; FM, Função Molecular e CC, Componente Celular. 
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4.4.4.2. Enriquecimento funcional de vias metabólicas por KEGG 

Com base na anotação funcional no banco de dados KEGG, os GDEs enriquecidos foram analisados 

para identificar as vias metabólicas nas quais atuam (p <0,05).  

Aos 4 DAI, foram anotados 44% dentre os 1.823 GDEs do genótipo IAC-Tybatã (R). Dentre as 

principais categoriais funcionais enriquecidas estão a família de proteínas envolvida no processamento de informação 

genética, a família de proteínas envolvida em processos celulares e sinalização, na qual se destacaram vias de 

crescimento e morte celular (26 genes anotados), a biossíntese de metabólitos secundários (108 genes anotados), e o 

processamento de informação ambiental, onde se destcaram vias de transdução de sinais, como vias de sinalização de 

MAP quinases (19 genes anotados) e vias hormonais (18 genes anotados) (Figura 16A).  

Já aos 10 DAI, foram anotados 36,4% dentre os 427 GDEs de IAC-Tybatã (R). A principal categoria 

funcional anotada permaneceu sendo a de famílias de proteínas envolvidas no processamento de informação 

genética. Ademais, foi observado enriquecimento das categorias metabolismo de carboidratos e das famílias de 

proteínas envolvidas em processos celulares e sinalização. Foram anotados 18 genes envolvidos no crescimento e 

morte celular (Figura 16B). No processamento de informação ambiental, foram anotados 13 genes envolvidos em 

sinalização por MAP quinases, 3 envolvidos em sinalização de cálcio e 8 em transdução de sinais por hormônios. 

Além disso, foram anotados 81 genes na categoria de biossíntese de metabólitos secundários.  

Aos 4 DAI, foram anotados 34,2% dentre os 1456 GDEs do genótipo Branquinho (S). As principais 

categorias funcionais anotadas foram a do metabolismo de carboidratos, das famílias de proteínas associadas ao 

processamento da informação genética e das famílias de proteínas associadas ao metabolismo (Figura 16C). Foram 

anotados genes envolvidos em crescimento e morte celular (10 genes), de biossíntese de metabólitos secundários (77 

genes), de vias de sinalização por MAP quinases (13 genes) e de vias hormonais (15 genes).  

Aos 10 DAI, foram anotados 35,6% dentre os 303 GDEs do genótipo Branquinho (S). As principais 

categorias enriquecidas foram a de família de proteínas associadas à informação genética, do processamento de 

informação genética e do metabolismo de carboidratos (Figura 16D). Foram anotados 5 genes associados a 

crescimento e morte celular, 9 genes de cascatas de MAP quinases e 10 genes de vias hormonais. Ademais, esta foi a 

única comparação onde o metabolismo de lipídios não esteve entre as 11 categorias principais enriquecidas, estando 

no lugar a categoria de metabolismo de energia. Dentre as comparações, esta foi aquela em que a categoria de 

biossíntese de metabólitos secundários se mostrou com menor número de GDEs anotados (54).  
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Figura 16. Distribuição de categorias funcionais do KEGG para os genes diferencialmente expressos nas 
comparações entre PVRIT1/PVRCT1 (A); PVRIT2/PVRCT2 (B); PVSIT1/PVSCT1 (C) e PVSIT2/PVSCT2 (D). 
Nas siglas: R, resistente; S, susceptível; I, inoculado; C, controle; T1, 4 DAI; T2, 10 DAI.  
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4.4.4.3. Genes diferencialmente expressos (GDEs) em todas as condições 

Dentre os 94 GDEs em todas as comparações (tratamentos versus controles), foi possível fazer a 

anotação funcional de 80 deles. Para ambos os genótipos, a maioria dos genes apresentou repressão aos 4 DAI e 

superexpressão aos 10 DAI, entretanto, houve diferença entre os genótipos na intensidade de expressão (Figura 17). 

Proteínas heat shock ou chaperonas foram as mais predominantes. Dentre os genes que as codificam, oito 

foram expressos em todas as comparações, aos 10 DAI, cinco superexpressos e um reprimido, em ambos os 

genótipos, e dois superexpressos apenas em IAC-Tybatã (R). Genes de proteínas quinases também apresentaram 

expressão diferencial em todas as comparações, duas com expressão superior aos 4 DAI em IAC-Tybatã (R) 

comparativamente a Branquinho (S), mas reprimidas aos 10 DAI, em ambos os genótipos.  

O gene de uma NSP-interacting kinase 1 (NSP1) quinase mostrou superexpressão aos 10 DAI, em ambos os 

genótipos, e outro de Receptor-Like Kinase (RLK) mostrou superexpressão aos 4 DAI apenas em IAC-Tybatã (R). 

Além disso, os genes de uma MAP quinase (MAPK) e uma MAP quinase quinase quinase (MAPKKK) 

apresentaram-se diferencialmente expressos em todas as condições. Em relação às vias hormonais, o gene de uma 

ACC sintase, enzima envolvida na rota do etileno, mostrou repressão apenas aos 4 DAI em IAC-Tybatã (R), e o de 

uma giberelina oxidase mostrou superexpressão aos 10 DAI, em ambos os genótipos. Ademais, o gene de uma 

proteína quitinase apresentou alta superexpressão em IAC-Tybatã (R) aos 4 DAI.  

 

 
Figura 17. Heatmap dos genes de feijoeiro-comum com expressão diferencial (log2 FC ≥ 1,0 e ≤ -1,0 e FDR ≤ 0,05) 
em ambos os períodos e genótipos. Foi feita a clusterização dos valores de log2 FC, gerando o dendrograma 
mostrado à esquerda. As cores indicam mudança no nível de expressão, azul indica aumento e vermelho indica 
diminuição. Na direita, estão os IDs dos genes de acordo com suas categoriais funcionais. Nas siglas: R, resistente; S, 
susceptível; I, inoculado; C, controle; T1, 4 DAI; T2, 10 DAI. 
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4.4.4.4. GDEs em IAC-Tybatã  

Dentre os 4.862 GDEs de IAC-Tybatã (R) (tratamentos versus controles), foi possível realizar a anotação 

funcional de 4.435 (91%) deles. A maioria dos genes se mostrou superexpresso, em ambos os períodos.  

Dentre os 528 GDEs nos dois períodos, foi possível realizar a anotação funcional de 496 (94%), 

destacando-se os genes com função de: proteínas putativamente associadas a resistência a doenças com domínios 

LRR, TIR ou NB-ARC e proteínas quinases (Figura 18B); peroxidases e fatores de transcrição WRKY (Figura 18C), 

havendo superexpressão, além de proteínas heat shock ou chaperonas, havendo repressão. Ademais, genes de 

proteínas com domínios ANK (Ankyrin) também se destacaram. Importante, dentre os citados, pode ser destacar um 

gene que codifica uma proteína quinase com domínio LRR (Phvul.008G245600) com valores elevados de expressão, 

com log2 FC de 18 e 46, aos 4 DAI e 10 DAI, respectivamente.  

Ademais, 16 genes relacionados a vias hormonais se mostraram DEs nos dois períodos, sendo cinco 

envolvidos na via do etileno e três associados à rota do ácido jasmônico. São eles: uma ACC sintase, um fator de 

resposta a etileno 1, uma enzima formadora de etileno, um fator de ligação responsivo a etileno e uma proteína PR4 

(pathogenesis-related), assinatura da via do etileno/ácido jasmônico, duas lipoxigenases associadas a transmissão de sinal 

euma proteína com domínio ZIM, repressora da via do jasmonato.  

Dos genes da via do etileno/ácido jasmônico, apenas um que codifica uma lipoxigenase e outro um fator 

de ligação responsivo ao etileno se mostraram reprimidos, aos 4 DAI e aos 10 DAI, respectivamente.  

Quanto à via do ácido salicílico, houve superexpressão do transcrito de uma fenilalanina amônia-liase, 

associada a biossíntese, em ambos os períodos, e de uma proteína PR1 (Pathogenesis-Related), assinatura da via de 

resposta do ácido salicílico, cujo transcrito mostrou superexpressão aos 10 DAI.  

Quanto à giberelina, houve expressão diferencial dos transcritos de duas giberelinas oxidases, de uma 

família de proteína regulada por giberelina e de um gene PYR1, da via de biossíntese hormonal (Figura 18A).  

GDEs associados a cálcio também foram anotados, dentre eles, calmodulinas, proteínas de ligação a 

cálcio e uma proteína quinase dependente de cálcio (CDPK). Transcritos de quitinases, de receptores como quinases 

(RLKs) e de fatores de transcrição myb se mostraram superexpressos.  
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Figura 18. Heatmap dos genes de feijoeiro-comum com expressão diferencial (log2 FC ≥ 1,0 e ≤ -1.0 e FDR ≤ 0,05) 
em ambos os períodos no genótipo IAC-Tybatã (R), de acordo com sua atuação em vias hormonais (A); como 
proteínas quinases ou com domínios LRR, TIR ou NB-ARC (B) e fatores de transcrição WRKY ou myb (C). Foi 
feita a clusterização dos valores de log2 fold change, gerando o dendrograma mostrado à esquerda. As cores indicam 
mudança no nível de expressão, azul indica aumento e vermelho indica diminuição. À direita, estão os IDs dos genes 
de acordo com suas categoriais funcionais. Nas siglas: R, resistente; I, inoculado; T1, 4 DAI; T2, 10 DAI.  
 
 

As anotações funcionais com maior abundância de GDEs associados são apresentadas nas tabelas 7 (4 

DAI) e 8 (10 DAI).  

Aos 4 DAI, 72% dos GDEs relacionados a oito anotações mais relevantes se mostraram superexpressos. 

Ademais, funções de proteínas com domínios ANK, proteínas heat shock, proteínas com repetições ARM também 

apresentaram elevado número de GDEs. O transcrito codificador de uma proteína com domínio NB-ARC 

(Phvul.004G009521) se mostrou altamente superexpresso (valor de log2 FC 20). Dois genes com repetições 

tetratricopeptídicas também apresentaram expressão elevada (valores log2 FC de 18 (Phvul.009G175100) e 22 

(Phvul.008G285500).  

Em relação àqueles envolvidos em vias hormonais, destacam-se os genes: das rotas de biossíntese e de 

transmissão de sinal de ácido salicílico, das rotas de etileno e ácido jasmônico, com expressão diferencial de 

transcritos de proteínas PR1, PR3 e PR4 (Pathogenesis-Related), do fator de transcrição MYC2, de auxina, com 
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expressão diferencial de transcritos de proteínas responsivas à auxina tipo SAUR e GH3, de giberelina e de 

brassinoesteróides (Tabela 7).  

 

Tabela 7. Anotação funcional dos GDEs mais abundantes e dos GDEs envolvidos em vias hormonais em Tybatã 
(R) aos 4 DAI. 

Anotação funcional Nº de GDEs Superexpressos Reprimidos 

Domínios LRR, TIR ou NB-ARC 176 130 46 
Proteínas quinases 118 93 25 

Citocromos p450 e b561 57 28 29 
Fator de transcrição myb 47 32 15 

Fator de transcrição WRKY 30 29 1 
RLKs 44 38 6 

Proteínas RING/U-box 37 15 22 
Proteínas com repetições pentatricopeptídicas  35 30 5 

GDEs envolvidos em vias hormonais 

Anotação funcional Nº de GDEs Superexpressos Reprimidos 

ACC sintase 4 3 1 
Enzima formadora de etileno 6 6 0 

Fator de resposta a etileno 6 6 0 
Fator responsivo a etileno 7 7 0 

Proteína insensível a etileno 4 4 0 
PR3 1 0 1 
PR4 1 1 0 
PR1 6 4 2 

Lipoxigenase 4 3 1 
Metiltransferases de ácido jasmônico 2 2 0 

Aleno ciclase 3 3 0 
Aleno oxidase 2 2 0 
Domínio ZIM 6 5 0 

Fator de transcrição MYC2 1 1 0 
Isocorismato sintase 1 0 1 

Fenilalanina amônia-liase 3 2 1 
Supressor da atividade da NPR1 3 2 1 

Fator de transcrição bZIP 5 1 4 
Regulador transcricional AUX/IAA 2 2 0 

Proteína de efluxo de auxina 4 3 1 
Fator de resposta a auxina 1 0 1 

Proteína responsiva a auxina (GH3) 7 4 3 
Proteína responsiva a auxina SAUR 8 5 3 

Giberelina oxidase 3 3 0 
PYR-1 3 2 1 

Regulador de brassinoesteróides (BZR1) 2 1 1 

 

Outros genes que podem ser destacados são codificadores de duas proteínas de autofagia, uma com 

elevada superexpressão (Phvul.003G295800) (valor de log2 FC 20). Um gene codificador de uma glutationa S-

transferase (Phvul.002G098300) e uma pectina-liase (Phvul.005G022500) também apresentaram expressão elevada 

(valores de log2 FC 22 e 10, respectivamente). Quitinases, proteínas de síntese de calose, glutationas S-transferase, 

peroxidases, calmodulinas e quinases associadas à parede celular mostraram os respectivos transcritos 

superexpressos, principalmente, enquanto laccases, proteínas de resposta oxidativa, nodulinas, e tiorredoxinas se 

destacaram por mostrarem os respectivos transcritos reprimidos. Cascatas de sinalização de MAP quinases e de 

proteínas associadas a cálcio também apresentaram os respectivos transcritos com expressão diferencial.  

Aos 10 DAI, 75% dos GDEs relacionados a oito anotações mais relevantes se mostraram superexpressos, 

sendo que houve redução no número de GDEs nesta fase da interação. Genes codificadoras de duas proteínas 

putativas de resistência a doenças com domínios TIR-NBS-LRR (Phvul.010G029700) e NB-ARC 
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(Phvul.004G012801) apresentaram expressão elevada, (valores de log2 FC de 21 e 23, respectivamente), além de duas 

proteínas de 2-oxoglutarato (Phvul.004G049500, Phvul.004G049600), ambas com valor de log2 FC de 23.  

Em relação aos genes envolvidos em vias hormonais, houve expressão diferencial daqueles envolvidos nas 

rotas do ácido salicílico, etileno e ácido jasmônico, especialmente, a superexpressão de um transcrito de uma PR1 e 

de um transcrito de uma PR4, além da superexpressão de proteínas SAUR, na rota da auxina. Transcritos das rotas 

de giberelina e brassinoesteróides também mostraram expressão diferencial.  

 

Tabela 8. Anotação funcional dos GDEs mais abundantes e dos GDEs envolvidos em vias hormonais em Tybatã 
(R) aos 10 DAI.  

Anotação funcional Nº de GDEs Superexpressos Reprimidos 

Domínios LRR, TIR ou NB-ARC 43 42 1 
Citocromos p450 e b561 12 3 9 
Proteína 2-oxoglutarato 10 7 3 

Domínio ANK 7 7 0 
Proteína quinase 7 5 2 

Proteína UDP-glicosiltransferases 7 3 4 
Domínio NADP com dobra de Rossmann 6 1 5 

Proteína Bhlh (basic helix-loop-helix) 5 5 0 

GDEs envolvidos em vias hormonais 

Anotação funcional Nº de GDEs Superexpressos Reprimidos 

ACC sintase 2 1 1 
Enzima formadora de etileno  1 1 0 

S-adenosilmetionina  2 2 0 
PR4 1 1 0 
PR1 1 1 0 

Lipoxigenase 3 3 0 
Aleno oxidase 1 1 0 

Supressor da atividade da NPR1 1 1 0 
Ácido indolacético 2 2 0 

Proteína responsiva a auxina SAUR 3 2 1 
Giberelina oxidase 2 2 0 

Proteína regulada por giberelina 2 2 0 
Proteína responsiva a brassinoesteróides 1 1 0 

 

Outros genes que podem ser destacados como superexpressos são: um gene de morte celular acelerada 

(ACD2) (Phvul.008G280200), com valor de log2 FC 7, genes de quitinases, nodulinas, pectina-liases, PPRs, TPRs, 

peroxidases, glutationas S-transferases e laccases, genes associados a cálcio, dentre eles, quinases dependentes de 

cálcio (Calcium Dependent Protein Kinases, ou CDPKs), uma proteína de ligação a cálcio e calmodulinas, sendo que uma 

calmodulina (Phvul.007G263950) apresentou valor de log2 FC 23. 

Em resumo, houve maior quantidade de GDEs em ambos os períodos e, exclusivamente, aos 4 e 10 DAI, 

relativamente àqueles análogos aos de resistência, com domínios LRR, TIR ou NB-ARC, com destaque para a sua 

expressão elevada. Proteínas quinases também apresentaram alta atividade, com superexpressão da maior parte dos 

genes codificadores. Houve elevado número de GDEs das vias hormonais aos 4 DAI (116 genes), com queda aos 10 

DAI (36 genes), embora ainda ativadas, culminando na superexpressão de proteínas PR4 e PR1. Transcritos de 

proteínas associadas a cálcio, peroxidases, RLKs e fatores de transcrição WRKY e myb mostraram-se superexpressos 

nos dois períodos de análise.  
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4.4.4.5. GDEs em Branquinho  

Dentre os 4.865 GDEs de Branquinho (S), (tratamentos versus controles) foi possível realizar a anotação 

funcional de 4.276 (87%) deles. A maioria dos genes se mostrou reprimido, em ambos os períodos.  

Dentre os 277 GDEs nos dois períodos, foi possível realizar a anotação funcional de 233 (84%). Dentre 

estes, destacam-se genes com expressão reprimida, com funções de: proteínas heat shock; de citocromo p450, de 

UDP-glicosiltransferases, de proteínas de detoxificação; de proteínas com domínios de ligação NADP com dobra de 

Rossmann e de proteínas fosfatases piridoxal, além de peroxidases, cujos transcritos mostraram superexpressão.  

Quanto às vias hormonais, apenas seis genes relacionados se mostraram DEs nos dois períodos, que 

codificam: duas enzimas formadoras de etileno, um fator de resposta a etileno ERF1, duas giberelinas oxidases e uma 

lipoxigenase.  

Uma glutationa S-tranferase (Phvul.002G098300) merece destaque já que o transcrito mostrou altos 

valores de expressão, aos 4 e 10 DAI, com valores de log2 FC de -21 e -38, respectivamente. GDEs associados a 

cálcio foram anotados, dentre eles, duas proteínas de ligação a cálcio e duas calmodulinas. Transcritos de quitinases, 

de proteínas com domínios LRR e NB-ARC, de proteínas quinases, de uma MAPK e uma MAPKKK e de fatores de 

transcrição WRKY e myb se mostraram diferencialmente expressos (Figura 19).  

 

 
Figura 19. Heatmap dos genes de feijoeiro-comum com expressão diferencial (log2 FC ≥ 1,0 e ≤ -1.0 e FDR ≤ 0,05) 
em ambos os períodos no genótipo Branquinho (S). Foi feita a clusterização dos valores de log2 FC, gerando o 
dendrograma mostrado à esquerda. As cores indicam mudança no nível de expressão, azul indica aumento e 
vermelho indica diminuição. À direita, estão os IDs dos genes de acordo com suas categoriais funcionais. Nas siglas: 
S, suscetível; I, inoculado; T1, 4 DAI; T2, 10 DAI.  
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As anotações funcionais com maior abundância de GDEs associados são apresentadas nas tabelas 9 (4 

DAI) e 10 (10 DAI).  

Aos 4 DAI, 57% dos GDEs relacionados às oito anotações mais relevantes se mostraram superexpressos. 

Dentre estes, os transcritos codificadores de uma TPR (Phvul.009G175100), de uma proteína quinase 

(Phvul.004G043800) e de uma TIR-NBS-LRR (Phvul.002G323712) mostraram valores de log2 FC iguais a -32, 18 e 

20, respectivamente.  

Em relação às vias hormonais, genes das rotas de biossíntese e de transmissão de sinal de ácido salicílico, 

etileno e ácido jasmônico mostraram-se DEs e codificam PR1, PR3 e PR4 (Pathogenesis-related), com destaque para a 

via da auxina, quais sejam, transcritos de proteínas responsivas à auxina tipo SAUR e GH3, da giberelina, os 

brassinoesteróides e do ácido abscísico (Tabela 9). Um transcrito de uma proteína com domínio ZIM 

(Phvul.009G221800) apresentou alta expressão (log2 FC 21).  

 

Tabela 9. Anotação funcional dos GDEs mais abundantes e dos GDEs envolvidos em vias hormonais em 
Branquinho (S) aos 4 DAI. 

Anotação funcional Nº de GDEs Superexpressos Reprimidos 

Domínios LRR, TIR ou NB-ARC 182 106 76 
Proteínas quinases 114 96 18 

Citocromos p450 e b561 63 20 43 
Proteína heat shock 51 6 55 

Fator de transcrição myb 44 23 21 
Fator de transcrição WRKY 41 36 5 

RLKs 45 39 6 
Proteínas RING/U-box 40 9 31 
UDP-glicosiltransferases 40 20 20 

GDEs envolvidos em vias hormonais 

Anotação funcional Nº de GDEs Superexpressos Reprimidos 

ACC sintase 1 1 0 
ACC oxidase 1 0 1 

S-adenosilmetionina  2 1 1 
Enzima formadora de etileno 5 5 0 

Fator de resposta a etileno 4 4 0 
Fator responsivo a etileno 5 5 0 

Proteína insensível a etileno 4 4 0 
PR3 1 0 1 
PR4 2 2 0 
PR1 9 3 6 

Lipoxigenase 8 5 3 
Metiltransferases de ácido jasmônico 1 1 0 

Aleno ciclase 2 2 0 
Aleno oxidase 2 1 1 
Domínio ZIM 6 6 0 

Fenilalanina amônia-liase 5 3 2 
Supressor da atividade da NPR1 3 3 0 

Fator de transcrição bZIP 5 3 2 
Regulador transcricional AUX/IAA 5 2 3 

Proteína de efluxo de auxina 3 2 1 
Fator de resposta a auxina 4 1 3 

Proteína responsiva a auxina (GH3) 3 3 0 
Proteína responsiva a auxina SAUR 11 4 15 

Giberelina oxidase 3 3 0 
Proteína regulada por giberelina 2 0 2 

PYR-1 4 1 3 
Proteína responsiva a ácido abscísico 5 0 5 

Regulador de brassinoesteróides (BZR1) 1 0 1 
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Destacam-se ainda os transcritos codificadores de:uma proteína de autofagia (Phvul.003G295800) com 

valor de log2 FC 39, uma proteína com repetição ARM (Phvul.004G026300) e uma proteína com domínio zinc finger 

(Phvul.008G200300), ambas com valor de log2 FC -25. Beta-glucosidases, celulose sintases, expansinas, laccases, 

pectina-liases e tiorredoxinas mostraram transcritos predominantemente reprimidos. Glutationas S-transferases e 

oxidases de queima respiratória mostraram os respectivos transcritos superexpressos. Os transcritos relacionados à 

cascata de sinalização de MAP quinases e sinalização por cálcio se mostraram predominantemente superexpressos.  

Aos 10 DAI, 22% dos GDEs relacionados às oito anotações mais relevantes se mostraram 

superexpressos. Dentre estes, podem ser destacados os transcritos codificadores de duas proteínas TPR 

(Phvul.002G054600 e Phvul.003G222100), com valores de log2 FC 20 e -23, respectivamente, além de uma proteína 

com domínio NB-ARC (Phvul.004G016000), com valor de log2 FC -22.  

Em relação às vias hormonais, genes das rotas de biossíntese e de transmissão de sinal etileno e ácido 

jasmônico mostraram-se DEs; entretanto, aqueles de proteínas PR1, PR3 e PR4 DEs não foram detectados. 

Relativos à via da auxina, foram observados transcritos de proteínas responsivas à auxina tipo SAUR e GH3 e à 

giberelina, os brassinoesteróides. Nesta fase da interação, não foram detectados GDEs associados às vias de ácido 

abscísico e ácido salicílico (Tabela 10).  

 

Tabela 10. Anotação funcional dos GDEs mais abundantes e dos GDEs envolvidos em vias hormonais em 
Branquinho (S) aos 10 DAI. 

Anotação funcional Nº de GDEs Superexpressos Reprimidos 

Citocromos p450 e b561 11 1 10 
Domínios LRR, TIR ou NB-ARC 9 5 4 

Proteína heat shock 8 2 6 
UDP-glicosiltransferases 8 0 8 

Proteína quinase 6 4 2 
Domínio NADP com dobra de Rossmann 8 0 8 

Proteína Bhlh (basic helix-loop-helix) 6 0 6 
Proteína com repetições tetratricopeptídicas 6 2 4 

GDEs envolvidos em vias hormonais 

Anotação funcional Nº de GDEs Superexpressos Reprimidos 

ACC sintase 5 1 4 
Proteína insensível a etileno  1 0 1 
Fator responsivo a etileno  1 1 0 

Lipoxigenase 3 0 3 
Domínio ZIM 1 1 0 

YUCCA 1 0 1 
Proteína responsiva a auxina SAUR 3 2 1 
Proteína responsiva a auxina GH3 1 0 1 

Giberelina oxidase 1 0 1 

 

Outros genes que podem ser destacados codificam uma proteína com repetição ARM (Phvul.L001951) e 

uma beta-glucosidase (Phvul.007G134300) sendo o primeiro fortemente reprimido (log2 FC -22) e o outro 

fortemente expresso (log2 FC 23). Proteínas RLK, uma peroxidase e expansinas mostraram transcritos com 

superexpressão, enquanto proteínas de detoxificação, fatores de transcrição myb, nodulinas, proteínas de estresse 

oxidativo e tiorredoxinas se mostraram reprimidos. Houve a repressão de genes associados a cálcio e a cascatas de 

MAP quinases.  

Resumidamente, houve maior número de GDEs que codificam proteínas heat shock, proteínas de 

resistência a doenças com domínios LRR, TIR ou NB-ARC e citocromos p450 e b561.Aos 4 DAI, mesmo em 

Branquinho (S), a resposta de defesa se encontra ativa, com superexpressão de genes codificadores de proteínas com 
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domínios LRR, TIR ou NB-ARC, proteínas quinases, peroxidases, cascatas de sinalização MAPK. Destacam-se 

também, genes associados a cálcio, codificadores dos fatores de transcrição WRKY e myb, além daqueles das vias 

hormonais do etileno/ácido jasmônico, já que houve superexpressão de transcritos de proteínas PR4 e PR1. 

Entretanto, aos 10 DAI, diminuem os transcritos de proteínas LRR, TIR ou NB-ARC e quinases. Os genes das 

cascatas de MAPK e genes associados a cálcio mostraramse reprimidos, além disso, houve repressão na via do 

etileno/ácido jasmônico. 

 

4.4.4.6. Panorama geral das respostas dos genótipos à M. incognita 

Um modelo explicativo da resposta dos genótipos de feijoeiro-comum à infecção por M. incognita é aqui 

proposto (Figura 20).  

O genótipo moderamente resistente, IAC-Tybatã, mostrou maior número de genes superexpressos 

envolvidos em vias hormonais do etileno/ácido jasmônico e do ácido salicílico, por consequência, levando à ativação 

de fatores de transcrição MYC2 e proteínas PR, atuantes em respostas de defesa a patógenos. Entretanto, o genótipo 

suscetível, Branquinho, mostrou repressão em genes que codificam proteínas envolvidas em vias de biossíntese e 

sinalização dos hormônios, levando à ausência de fatores de transcrição MYC2 diferencialmente expressos e à 

repressão de proteínas PR. A via da auxina culminou em superexpressão de proteínas responsivas à auxina do tipo 

SAUR, aos 10 DAI, em ambos os genótipos.  

A sinalização por cálcio mostrou-se favorecida no genótipo com resistência, com superexpressão de genes 

codificadores de calmodulinas, no período inicial da interação, e de proteínas quinases dependentes de cálcio e 

proteínas de ligação a cálcio, em ambos os períodos. Por outro lado, no genótipo suscetível, houve repressão de 

calmodulinas e proteínas de ligação a cálcio, no período intermediário (10 DAI), e superexpressão de CDPKs apenas 

no início da interação (4 DAI).  

Ademais, alta atividade de receptores como os genes de RLKs, de proteínas quinases e de proteínas com 

repetições ricas em leucina foi observada em ambos os genótipos no início da interação (4 DAI), com queda na 

atividade no período intermediário, embora mantida em níveis elevados no genótipo moderadamente resistente. A 

atividade de cascatas de sinalização de MAP quinases foi favorecida no genótipo com resistência, especialmente no 

período intermediário da interação, culminando em alta atividade de peroxidases, laccases, glutationas S-transferases 

e de uma proteína de morte celular acelerada, indicando atividade em respostas de estresse oxidativo. Fatores de 

transcrição WRKY e myb apresentaram alta expressão no genótipo moderamente resistente.  

No genótipo suscetível, genes envolvidos em cascatas de MAP quinases e em respostas de estresse 

oxidativo também se apresentaram DEs; entretanto, sua atividade foi desfavorecida pela repressão dos genes em 

questão, como de laccases, glutationas S-transferases e proteínas de estresse oxidativo, especialmente no período 

intermediário. Além disso, a maioria dos genes de fatores de transcrição WRKY e myb se mostrou reprimida no 

período intermediário, comprometendo a defesa da planta.  
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Figura 20. Modelo explicativo da resposta dos genótipos IAC-Tybatã (R) (A) e Branquinho (S) (B) à M. incognita. 
AST, aspartato aminotransferase; YUCCA, indol-3-piruvato monoxygenase; AUX/IAA, GH3 e SAUR, proteínas 
responsivas a auxina; ARF, fator de resposta a auxina; ACS e ACO, ACC sintase e oxidase; EFE, enzima formadora 
de etileno; LOX, lipoxigenase; AOS e AOC, aleno sintase e ciclase; JMT, jasmonato metiltransferase; JAZ, domínio 
ZIM; ERF, fator de resposta a etileno; EIN3, proteína insensível a etileno; PR, pathogenesis-related; PAL, fenilalanina 
amônia-liase, SNC1, supressor da NPR1; bZIP, WRKY e myb, fatores de transcrição; RLK, receptor como quinase; 
PK, proteína quinase; LRR, repetições ricas em leucina; CAM, calmodulina; CML, proteína de ligação a cálcio; 
MAPK, MAPKK e MAPKKK, proteínas MAP quinases; CDPK, proteína quinase dependente de cálcio; PER, 
peroxidase; LAC, laccase; GST, glutationa S-transferase; OXI3, proteína de estresse oxidativo e ACD2, morte celular 
acelerada. Números subescritos indicam quantidade de GDEs com repressão ou superexpressão/quantidade total de 
GDEs.  
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5. DISCUSSÃO 

O RNA-Seq é uma ferramenta relevante em estudos de interação planta-patógeno, permitindo 

compreender, pelo menos em parte, a base molecular da interação no que tange ao perfiis transcricionais da planta 

hospedeira e do patógeno, caso sejam sequenciados ambos os transcritomas. 

Neste trabalho, a análise do perfil transcricional de genótipos de Phaseolus vulgaris inoculados com 

Meloidogyne incognita permitiu determinar o contraste nas respostas de defesa do hospedeiro em reações compatíveis e 

incompatíveis e destacar genes relevantes envolvidos no período inicial e intermediário da interação. Até então, o 

único relato sobre a interação P. vulgaris – M. incognita havia apresentado os genes envolvidos na suscetibilidade ao 

patógeno (Santini et al. 2016). O presente estudo é pioneiro em indicar os genes candidatos putativamente 

envolvidos na resistência.  

Uma das primeiras etapas em análises de transcriptoma é determinar períodos chave para o estudo. Para 

os genótipos IAC-Tybatã (R) e Branquinho (S), a penetração de nematoides foi significativa aos 4 DAI, com 

formação de galhas aos 10 DAI, entretanto, a ocorrência destes eventos não necessariamente indica que os 

nematoides são capazes de produzir ovos ou se reproduzir satisfatoriamente.  

Uma clara distinção entre os genótipos pôde ser visualizada a partir dos 10 DAI até os 30 DAI. Houve 

atraso no desenvolvimento do patógeno no interior das raízes de IAC-Tybatã (R), culminando em menor número de 

fêmeas adultas aos 30 DAI, o que pode estar associado ao menor número de massas de ovos neste genótipo, tal 

como relatado por Giordani et al. (2021), ao analisar um painel de genótipos de feijoeiro-comum infectados por M. 

incognita. 

Esta complexa interação já foi estudada em muitas plantas hospedeiras, havendo espécies onde a 

resistência está associada à supressão da produção de massas de ovos ou da formação de galhas, como em feijoeiro-

comum (Mullin et al. 1991) e em feijão-caupi (Santos et al. 2018). Por outro lado, há espécies onde a resistência está 

associada ao atraso no desenvolvimento do patógeno, como em pepino (Li et al. 2021; Ling et al. 2017; Wang et al., 

2018), com bloqueio em estádios coincidentes à formação de galhas (J3/J4), culminando em poucas fêmeas adultas. 

Os resultados sugerem que a ativação das respostas de defesa leve ao atraso no desenvolvimento do patógeno, 

afetando a sua reprodução e multiplicação.  

Logo, decidiu-se que os períodos chave para o patossistema sob estudo são o período inicial da interação 

(4 DAI), definido pelo elevado número de J2 penetrando as raízes, em quantidade superior em Branquinho (S), e o 

período intermediário (10 DAI), no qual os genótipos claramente se distinguem e é observado o estabelecimento de 

sítios de alimentação em células do cilindro vascular e o início da formação das galhas, com os nematoides em 

estádios J3/J4. Nossos resultados corroboram os achados de Santini et al. (2016), que igualmente identificaram os 

períodos de 4 e 10 DAI estudando a resposta da cultivar suscetível de feijoeiro-comum, IPR-Saracura, quando 

infectada com M. incognita.  

A extração de RNA de alta qualidade a partir de amostras biológicas radiculares costuma ser um processo 

difícil quando da condução do ensaio em solo, pois, na etapa de coleta, as raízes passam por lavagens consecutivas, 

podendo sofrer danos mecânicos, culminando em efeitos do processo de amostragem nos perfis de expressão 

detectados, tal como relatado por Okamura et al. (2020). Assim, aqui, foi adotado um protocolo na ausência de solo.  

A morfologia e a constituição das raízes, dado o alto conteúdo de fibra e metabólitos secundários, 

dificulta a extração do RNA. No entanto, neste trabalho, foram obtidos bons resultados referentes a todos os 

parâmetros indicativos de qualidade do RNA. O rendimento foi adequado para o protocolo de construção de 
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bibliotecas, o qual demanda de 0,1 a 1 µg de RNA total (Illumina 2017). Relativamente à razão de absorbância, 

resultados foram igualmente satisfatórios, entre 1,8 e 2,0, pois valores inferiores indicam contaminação por proteínas 

ou fenóis (Morgante et al. 2015). O valor de integridade de RNA indica quão íntegra ou degradada está uma 

molécula de RNA e varia de 1 (totalmente degradada) a 10 (molécula intacta), sendo que um RIN >7 já é adequado 

para aplicações de RNA-Seq (Schroder et al. 2006). 

Devido à disponibilidade dos genomas de referência, foi possível a separação dos transcritos do 

hospedeiro e do patógeno por alinhamento. As sequências alinhadas ao genoma de M. incognita foram consideradas 

como contaminantes e foram eliminadas. Pelas análises de mapeamento, notou-se que as bibliotecas de expressão 

foram constituídas predominantemente por transcritos de P. vulgaris, o que era esperado, considerando que a extração 

do RNA foi feita em regiões variadas do sistema radicular, incluindo aquelas onde os nematoides não estavam 

presentes.  

Um total de 6.994 GDEs foi identificado adotando-se um limiar abrangente comparativamente à literatura 

(Przybylska et al. 2018) para classificar um gene como DE, no que diz respeito aos critérios de valor de expressão 

(fold change) e significância estatística. Santini et al. (2016), estudando o mesmo patossistema, observaram 120 GDEs 

aos 4 DAI e 71 GDEs aos 10 DAI, utilizando um critério mais restrito, i.e., log2 FC ≥2 e ≤-2, e a metade do número 

de tratamentos utilizados neste estudo (4 tratamentos). Caso o mesmo critério de valor de expressão tivesse sido aqui 

utilizado, o número de GDEs seria reduzido em ~50%, resultando em 3.471 GDEs para todas as condições, 

portanto discrepante. É comum em análises de transcriptomas que os GDEs estejam concentrados em valores de 

expressão menos extremos, i.e., log2 FC entre 2 e -2, pois apenas os genes de maior efeito na condição sob estudo 

irão se mostrar altamente expressos ou reprimidos (Castañeda et al. 2017). Chandrasekar et al. (2022), avaliando dois 

genótipos (4 tratamentos, no total) contrastantes de batata (Solanum tuberosum) aos 14 DAI, obtiveram um total de 

3.016 genes GDEs, utilizando outra ferramenta de bioinformática (NOISeq) e um limiar de log2 FC ≥1 e ≤−1 e p-

valor=0,09. Concluindo, o total de GDEs varia muito de acordo com os limiares adotados de p-valor e log2 FC, 

critérios e ferramentas de bioinformática, com o patossistema sob estudo, número de tratamentos adotados e 

momento da interação.  

A anotação das sequências segundo os termos do Gene Ontology revelou categorização em diversos 

processos, demonstrando a complexidade da interação. Uma tendência de repressão de genes putativamente 

associados à defesa foi observada apenas em Branquinho (S), em particular, os referentes às categorias de sinalização, 

de atividade de antioxidantes e de transportadores, de resposta a estímulo, de atividade catalítica e de membrana. 

Houve um maior número de genes anotados em “processos biológicos”, com predomínio de superexpressão em 

todas as subcategorias apenas em IAC-Tybatã (R). De acordo com o que é relatado na literatura em investigações 

sobre as interações planta-M. incognita (Santos et al. 2018; Li et al. 2021; Chandrasekar et al. 2022; Ling et al. 2017), 

houve predominância de termos ontológicos atribuídos às categorias “processos celulares” e “processos 

metabólicos”, o que pode ser, em parte, atribuído a hiperatividade das células metabólicas, que servem como fonte 

de alimento para o nematoide (Caillaud et al. 2008). As categorias “resposta a estímulo” e “atividade antioxidante” 

mostraram-se enriquecidas; o ataque pelo patógeno pode ser identificado como um estímulo ao qual a planta reage, 

desencadeando respostas como a produção de espécies reativas de oxigênio (EROs). Esta resposta é comum em 

casos em que a resistência é conferida por genes R, estando associada à atividade de enzimas antioxidantes, como 

peroxidases (com expressão favorecida em IAC-Tybatã (R), especialmente aos 10 DAI), que atuam sobre os radicais 

livres e protegem as células contra os efeitos deletérios do estresse oxidativo (Aggarwal et al. 2011).  
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A anotação funcional pelo KEGG também permitiu identificar quais vias metabólicas estão enriquecidas. 

Houve maior número de GDEs na categoria “metabólitos secundários”, com superexpressão em IAC-Tybatã (R), 

corroborando os achados da literatura (Li et al. 2021; Ling et al. 2017) quanto à biossíntese e atuação de metabólitos 

secundários em reações incompatíveis, na deposição de calose, no acúmulo de EROs e na ligação a proteínas 

receptoras (Kantz et al. 2015; Erb e Kliebenstein 2020).  

A categoria “sinalização” também se apresentou enriquecida, com padrões de expressão distintos entre os 

genótipos. Sinalizações por hormônios, em especial etileno/ácido jasmônico e ácido salicílico, e por cascatas de MAP 

quinases se mostraram favorecidas em IAC-Tybatã (R). Os hormônios citados estão envolvidos em rotas que ativam 

proteínas relacionadas à patogênese (PR) que, por sua vez, ativam respostas de defesa.  

As cascatas de MAP quinases são as mais estudadas em interações planta-patógeno, regulando respostas 

de defesa à jusante de múltiplos receptores, alterando níveis de fitohormônios como ácido jasmônico, etileno e ácido 

salicílico, atuando no acúmulo de metabólitos e em resposta de estresse oxidativo (Bigeard e Hirt 2018). Ademais, a 

categoria funcional de “metabolismo de lipídios” se mostrou enriquecida apenas em IAC-Tybatã (R) nos dois 

períodos; mudanças no metabolismo de lipídios podem tanto estar envolvidos em facilitar a defesa e adaptação da 

planta, através de sinalização ou como precurssores de hormônios e fitoalexinas, quanto em manipulação pelo 

patógeno em facilitar a colonização (Beccaccioli et al. 2019).   

Ao penetrar os tecidos radiculares, os nematoides provocam danos mecânicos similares aos decorrentes 

de estresses abióticos. Transcritos de heat shock proteins podem se mostrar DEs em resposta a esses danos, sendo a 

superexpressão favorável ao acúmulo de EROs e à reação de hipersensibilidade. Ademais, estas proteínas podem 

atuar em receptores de reconhecimento de padrão, como os RLKs, e em genes R, conferindo estabilidade devido ao 

seu envolvimento no dobramento, montagem, translocação e degradação de proteínas (Park e Seo 2015).  

Os GDEs anotados como heat shock proteins estiveram entre os mais enriquecidos apenas em Branquinho 

(S), com 55% dos transcritos mostrando-se reprimidos, indicando prejuízo na defesa da planta. É comum que 

transcritos destas proteínas se mostrem DEs em resposta a patógenos, com comportamentos discrepantes, de 

superexpressão em feijoeiro-comum resistente ao nematoide dos cistos (Heterodora glycines) (Jain et al. 2016) e de 

repressão em alfafa resistente ao nematoide das galhas (Postnikova et al. 2015). Santini et al. (2016) destacaram a 

repressão de um transcrito de heat shock protein (Phvul.001g039700) com impacto no acúmulo de EROs em feijoeiro-

comum suscetível ao nematoide das galhas, resultado similar ao encontrado em Branquinho (S), aos 10 DAI, 

indicando possível relevância deste transcrito ao se mostrar DE em dois genótipos suscetíveis de um mesmo 

patossistema. 

Como esperado, um maior número de GDEs codificadores de proteínas putativamente associadas à 

resistência a doenças com domínios LRR, TIR ou NB-ARC foi detectado em IAC-Tybatã (R), em ambos os 

períodos. Estas proteínas estão envolvidas no reconhecimento de efetores de patógenos, com mudanças 

conformacionais nos seus domínios quando interagem com as moléculas do patógeno. Acredita-se que há a troca de 

ADP por ATP pelo domínio NBS, favorecendo cascatas de sinalização por mecanismos complexos ainda não 

completamente elucidados, levando à resistência do hospedeiro (Lee e Yeom 2015). Giordani et al. (2021), 

analisando o painel de diversidade de feijoeiro do IAC (que inclui IAC-Tybatã e Branquinho) detectaram 15 RGAs 

putativos nas regiões genômicas associadas aos fenótipos de massas de ovos e índice de galhas. Neste estudo, quatro 

deles mostraram-se diferencialmente expressos exclusivamente em IAC-Tybatã (R). Santos et al. (2018), trabalhando 

com genótipos contrastantes de feijão-caupi, detectaram cinco RGAs putativos, os quais, neste estudo, também se 

mostraram DEs aos 4 DAI, sendo três deles superexpressos em ambos os genótipos e um superexpresso apenas em 
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IAC-Tybatã (R). Estes genes têm alta homologia com genes R de feijão-caupi contra o vírus do mosaico do tabaco 

(Dinesh-Kumar et al. 2000). Ademais, seis genes podem ser destacados pela superexpressão em ambos os períodos 

apenas em Tybatã (R), corroborando a importância dos genes com domínios LRR no estabelecimento da resistência. 

As proteínas quinases estiveram entre as categorias funcionais mais enriquecidas em comum nos dois 

períodos em IAC-Tybatã (R), com a maioria dos transcritos mostrando-se superexpresso. Apesar disso, 

especificamente aos 4 DAI, um elevado número de transcritos de quinases superexpressos foi observado também no 

genótipo suscetível. As proteínas quinases são compostos chave na defesa da planta (Chandrasekar et al. 2022; 

Padder et al. 2016; Foucher et al. 2020), atuando como receptores na percepção de diversos PAMPs e na atividade de 

proteínas envolvidas em vias de sinalização em resposta a um estresse biótico, no controle da atividade e síntese de 

fatores de transcrição, enzimas, hormônios, peptídeos e compostos químicos antimicrobianos, através da fosforilação 

de proteínas pela transferência de grupos ATP ou GTP para resíduos de serina, treonina ou tirosina (Shukla et al. 

2018; Romeis e Herde 2014; Tena et al. 2011). Mesmo em casos de suscetíbilidade, componentes do sistema imune 

podem ser ativados, especialmente em períodos iniciais da interação, como observado para as proteínas quinases em 

Branquinho (S), entretanto, o patógeno é capaz de superar as respostas de defesa e se estabelecer, enquanto em IAC-

Tybatã (R) uma atividade elevada de quinases permanece aos 10 DAI.  Santini et al. (2016) observaram a presença de 

cinco transcritos de quinases DEs apenas aos 4 DAI, corroborando os resultados aqui obtidos.   

Li et al. (2021) propõem um modelo de resistência de um genótipo de pepino contra M. incognita onde a 

regulação mediada por cálcio funciona como um acionador entre cascatas de MAPK, PTI, ETI e vias de ácido 

salicílico e acido jasmônico. Neste estudo, a superexpressão em IAC-Tybatã (R) de transcritos das principais vias de 

sinalização em resposta a patógenos indica ativação de proteínas de defesa.   

Genes envolvidos em estresse oxidativo se mostraram DEs, com padrão geral de expressão distinto entre 

genótipos, de superexpressão em IAC-Tybatã (R) e de repressão em Branquinho (S). EROs atuam contra o patógeno 

ou promovem a morte celular, impedindo a progressão do patógeno nos tecidos da planta ao mesmo tempo em que 

causa danos àquela região. Peroxidases, laccases e glutationas S-transferases, proteínas cujos transcritos se mostraram 

superexpressos em IAC-Tybatã (R), atuam como antioxidantes atenuando os efeitos deletérios das EROs, afetando a 

reação de hipersensibilidade; para que a morte celular seja favorável à planta, deve ocorrer de forma rápida e 

localizada no sítio de infecção do patógeno, sendo assim, tanto a indução quanto a limitação da produção e atuação 

de EROs pode proteger as espécies vegetais (Leitão et al. 2021; Arantes e Goodell 2014; Gullner et al. 2018).  

Interessantemente, uma ezima similar a uma peroxidase (Phvul.001G201300) foi detectada nos estudos de 

Santini et al. (2016), com base na análise do transcritoma da cultivar IPR-Saracura (S) em resposta à M. incognita e, 

neste estudo, em IAC-Tybatã (R) aos 10 DAI. Segundo Giordani et al (2021), esta enzima está localizada em uma 

região genômica associada à formação de galhas e foi igualmente detectada em estudos de mapeamento associativo 

examinando a resposta individual de acessos de feijoeiro-comum à M. incognita. Ainda no estudo de Giordani et al. 

(2021), análises histoquímicas permitiram detectar produção elevada de peróxido de hidrogênio (H2O2), uma ERO, 

em IAC-Tybatã (R) comparativamente ao seu controle quando da infecção pelo nematoide das galhas. Também, um 

transcrito de proteína de morte acelerada apresentou superexpressão em IAC-Tybatã (R) aos 10 DAI. Em Arabdopsis, 

esta proteína modula a profundidade de morte celular em suas folhas quando da infecção por Pseudomonas syringae 

(Matthews et al. 2014) enquanto em nas raízes de soja a superexpressão desta proteína reduziu o índice de fêmeas em 

55%, em reposta ao nematoide Heteredora glycines (Yao e Greenberg 2006). 

A principal classe de proteínas na regulação de genes são os fatores de transcrição, que estão envolvidos 

em vias de sinalização hormonal e de proteínas quinases, como as MAPKs e CDPKs, em resposta a estresses 
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(Abdullah-Zawawi et al. 2021). A maioria dos GDEs com função de fatores de transcrição WRKY e myb se 

mostraram superexpressos aos 4 e 10 DAI, em IAC-Tybatã (R), e reprimidos aos 10 DAI, em Branquinho (S). 

Diversos trabalhos indicam transcritos de fatores de transcrição superexpressos em respostas de resistência ao 

nematoide das galhas (Chandrasekar et al. 2022; Kumar et al. 2019; Wang et al. 2018). Santini et al. (2016) 

observaram repressão em transcritos de fatores de transcrição WRKY e myb, destacando um WRKY53, bem 

estudado em sua atuação contra Pseudomonas syringae em Arabdopsis, cuja repressão afeta a resposta do sistema basal de 

defesa, o qual se mostrou superexpresso em IAC-Tybatã (R) (Murray et al. 2007). 

Fatores de transcrição WRKY70, superexpressos em IAC-Tybatã (R), já foram citados em resistência em 

soja após infecção com M. incognita (Ibrahim et al. 2013) e na resistência de tomate à M. javanica mediada pelo gene R 

Mi-1, atuando na interferência das vias do ácido salicílico e do etileno/ácido jasmônico (Derksen et al. 2013; Atamian 

et al. 2012).  Já os MYC2 favorecem o acúmulo de ácido jasmônico e regulam genes de metabolismo e de resposta a 

danos mecânicos. Concluindo, a superexpressão de transcritos de diversos fatores de transcrição em IAC-Tybatã (R), 

que regulam genes que codificam proteínas chave em respostas de defesa por quinases e hormônios vegetais, 

explicam a ocorrência de resistência. 

As auxinas são hormônios envolvidos na manutenção de sítios de alimentação dos nematoides, 

favorecendo o aumento das células e a ativação do ciclo celular em células gigantes (Perrot-Rechenmann 2010). O 

GH3 (IAA-amido sintetase), promotor responsivo a auxina, que se mostrou reprimido em Branquinho (S) aos 10 

DAI, tem sua atuação inibida em genótipos de pepino resistentes à M. incognita, portanto, se distinguindo dos 

resultados aqui obtidos (Wang et al. 2018; Li et al. 2021). 

Convém mencionar que a resistência em IAC-Tybatã (R) não é completa, a formação de células gigantes 

ainda ocorre, embora os sintomas se apresentem com menor severidade (Giordani et al. 2021), ademais, fatores de 

respostas à auxina (ARFs), que se mostraram reprimidos em IAC-Tybatã (R), podem se ligar a promotores dos genes 

e regular a sua expressão, o que pode explicar a ausência de transcritos de GH3 DEs aos 10 DAI. Genes AUX/IAA 

codificam uma proteína responsiva a auxina que causa repressão transcricional e genes codantes de proteínas SAUR 

(do inglês, small auxin up-regulated RNA) são responsivos e induzidos por auxina. Assim, os resultados de Li et al. 

(2021) corroboram os aqui apresentados, de superexpressão de transcritos de proteínas AUX/IAA, no genótipo com 

resistência, e repressão de transcritos de SAUR, aos 4 DAI, no genótipo suscetível, o que poderia indicar uma menor 

concentração de auxina em IAC-Tybatã (R). Santini et al. (2016) relataram superexpressão de genes relacionados a 

auxina ao 4 DAI, mas não aos 10 DAI. A resposta diferencial de genes relacionados a auxina entre os genótipos 

permite entendimento do desenvolvimento discrepante dos J2 e das células gigantes.  

A via do etileno/ácido jasmônico se mostrou favorecida em IAC-Tybatã (R). A MYC2 e a proteína 

insensível a etileno (EIN3) interagem entre si, onde MYC2 depende de EIN3 para realzar sua atividade 

transcricional, seja de forma antagonista ou sinérgica (Zheng et al. 2017), justificando a atividade de MYC2 apenas 

em IAC-Tybatã (R), onde não há repressão de transcritos de EIN3.  

A atividade de proteínas relacionadas à patogênese PR3 e PR4 é assinatura da via de etileno/ácido 

jasmônico; fatores de resposta a etileno (ERFs) ativam a transcrição destas proteínas (Fujimoto et al. 2014). Efetores 

de patógenos podem interagir diretamente com proteínas PR, podendo reduzir a carga do patógeno em tecidos 

infectados (Breen et al. 2017). É mais comum que patógenos necrotróficos estejam associados ao estímulo da via do 

etileno/ácido jasmônico, i.e., à resistência sistêmica induzida, desencadeando acúmulo de PR3 e PR4 (Ali et al. 2017). 

Entretanto, estudos indicam a atuação destas proteínas e desta via hormonal na ativação da defesa da planta também 
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contra patógenos biotróficos, com superexpressão de transcritos com tal função em genótipos resistentes a 

nematoides com M. incognita e M. arenaria (Li et al. 2021; Przybylska et al. 2018). 

Genes de proteínas relacionadasà patogênese do tipo PR1, assinatura da via do ácido salicílico, i.e., à 

resistência sistêmica adquirida, se mostraram com expressão elevada em IAC-Tybatã (R) em ambos os períodos. Li et 

al. (2021), analisando um genótipo de pepino resistente à M. incognita, relataram superexpressão de transcritos como 

os detectados neste estudo, exceto pela SNC1, relatando superexpressão do transcrito da NPR1, e não de seu 

supressor (SNC1). O papel da proteína NPR1 é bem conhecido: atua como reguladora positiva da SAR, à jusante do 

ácido salicílico na indução de genes PR (Cao et al. 1994; Cao et al. 1997). A SNC1, por sua vez, atua numa via 

dependente de ácido salicílico, mas independente da NPR1, na indução de resistência local após infecção pelo 

patógeno pela expressão constitutiva de genes de proteínas PR (Li et al. 2001).  Neste sentido, o ácido salicílico atua 

na resistência em feijoeiro-comum através de uma via alternativa para indução de proteínas PR, a qual já foi descrita 

em resistência de soja ao nematoide dos cistos (Heterodora glycines) (Maldonado et al. 2014). Santini et al. (2016) 

apontaram que as vias do etileno/ácido jasmônico e do ácido salicílico atuam de forma antagonista no genótipo IPR-

Saracura e sugerem que a ativação da via do etileno/ácido jasmônico afetou negativamente a ativação da via do ácido 

salicílico, levando a uma interação compatível. Todavia, estudos de pepino infectado por M. incognita (Li et al. 2021) e 

Fusarium oxysporum (Di et al. 2017) demonstram que as vias também podem atuar sinergicamente, apesar de outros 

estudos demonstrarem o oposto (Does et al. 2013; Caarls et al. 2015). 

Até onde se sabe, este é o primeiro estudo que elucida os mecanismos moleculares envolvidos na 

suscetibilidade de feijoeiro-comum ao nematoide das galhas. Foi possível elucidar vias até então desconhecidas no 

patossistema, a exemplo da (i) atuação da auxina no favorecimento da suscetibilidade; (ii) repressão da via do ácido 

salicílico e de uma possível interação sinérgica com os hormonios etileno/ácido jasmônico, (iii) repressão de GDEs 

em resposta a um influxo de cálcio desencadeado pelo estresse, possivelmente afetando cascatas de sinalização de 

proteínas quinases e, por fim, (iv) levando à ausência de uma reação de hipersensibilidade.  

Outros genes (não alocados nas vias de resposta de defesa mais bem descritas), codificadores de proteínas 

com domínios ANK, beta-glucosidases e proteínas com repetições tetratricopeptídicas (TPR) também se mostraram 

reprimidos no genótipo suscetível. 

O avanço no conhecimento dos mecanismos moleculares envolvidos na resistência é ainda maior, pois, 

pela primeira vez, genes candidatos puderam ser indicados, dentre eles, codificadores de proteínas com domínios 

LRR, TIR ou NB-ARC, com elevado número de GDEs superexpressos, receptores de PAMPs ou efetores, fatores 

de transcrição WRKY, myb e MYC2, sendo o último exclusivamente DE no genótipo resistente. 

A validação dos resultados por RT-qPCR deve confirmar o papel dos genes aqui apontados como 

candidatos, confirmando a confiabilidade da técnica de RNA-Seq e dos resultados obtidos neste estudo, podendo ser 

utilizados em estudos funcionais, incluindo a edição gênica, com vistas à melhor compreensão do mecanismo 

molecular de resistência e à contribuição com o melhoramento da cultura.   
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6. CONCLUSÕES 

Os genótipos IAC-Tybatã (moderadamente resistente) e Braquinho (suscetível) se mostraram 

contrastantes quanto ao desenvolvimento dos J2 de Meloidogyne incognita, com atraso no desenvolvimento em IAC-

Tybatã, culminando em um menor número de fêmeas adultas aos 30 DAI;  

As bibliotecas de expressão aqui construídas representam satisfatoriamente os dois momentos da 

interação P. vulgaris – M. incognita e disponibilizam um grande número de sequências do transcriptoma do hospedeiro;  

Um padrão geral contrastante na expressão de genes pôde ser observado entre os genótipos, com os 

GDEs em Branquinho (S) mostrando uma tendência de repressão e, em IAC-Tybatã (R), uma tendência de 

superexpressão.  

Genes candidatos putativemente associados à resistência puderam ser indicados, pela superexpressão em 

IAC-Tybatã (R), com funções de: proteínas PR, ativadas pelas vias hormonais do ácido salicílico e do etileno/ácido 

jasmônico; proteínas quinases em cascatas de sinalização, como MAP quinases e quinases dependentes de cálcio; 

proteínas de biossíntese e processamento de EROs, as quais podem atuar em reação de hipersensibilidade e 

proteínas putativas de resistência com domínios LRR, TIR ou NB-ARC, com elevado número de GDEs com alto 

nível de superexpressão.  

Genes candidatos associados a suscetibilidade puderam ser indicados em Branquinho (S), especialmente 

os com funções de biossíntese e transmissão de sinal de auxina, favorecendo a manutenção de sítios de alimentação, 

além da repressão nas principais vias de defesa supracitadas como superexpressas em IAC-Tybatã (R). A ausência do 

gene do fator de transcrição MYC2 como DE pode ter afetado a defesa da planta.  

Genes não alocados nas principais vias de defesa, mas altamente reprimidos em Branquinho (S), com 

funções de proteínas com domínios ANK (ankyrin), beta-glucosidases e proteínas com repetições tetratricopeptídicas 

(TPR) podem ter contribuído para o estabelecimento de uma reação compatível.  

Um modelo explicativo dos mecanismos moleculares envolvidos na resistência e na suscetibilidade de 

feijoeiro-comum à M. incognita foi proposto.  
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