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RESUMO

O estresse hidrico afeta as plantas em vdarios niveis de organizagcdo, do molecular ao
morfologico e tem relevancia na produtividade das culturas. Como resultado do aumento da
seca em todo o mundo, a produtividade das culturas tem sido drasticamente afetada, levando
a perdas significativas. Nas ultimas décadas, as secas aumentaram em intensidade e
frequéncia em muitas areas ao redor do mundo. Para lidar com o estresse hidrico, as plantas
desenvolveram diferentes estratégias para resistir ou tolerar baixos potenciais hidricos, que
podem incluir ajustes moleculares, fisioldgicos e morfologicos. No entanto, os mecanismos
usados variam amplamente entre as espécies, gendtipos, estagio de desenvolvimento da
planta e em resposta ao progresso da seca através do tempo. Nos ultimos anos, diversos
estudos tém buscado elucidar como as plantas respondem molecularmente a seca. Embora
esses estudos tenham se concentrado em plantas modelo, eles podem ndo refletir
mecanismos de tolerancia e resisténcia a seca em organismos diversos e de perfil arboreo.
Além disso, em plantas adaptadas ao semiarido, os mecanismos envolvidos em conferir
tolerancia a seca sdo pouco conhecidos. Por esta razdo, uma melhor compreensao das
consequéncias do déficit hidrico e estratégias adaptativas em espécies nativas e adaptadas a
seca torna-se de grande importancia para melhorar a produtividade agricola no semiérido. O
cajueiro (Anacardium occidentale) ¢ uma espécie naturalmente adaptada a ambientes com
baixa disponibilidade hidrica. Neste trabalho foi utilizada uma estratégia integrativa
combinando analise fisiologica com RNA-seq de alto rendimento para entender as
estratégias fisiologicas e moleculares adaptativas de Anacardium occidentale, variedade
BRS226, em resposta ao estresse por déficit hidrico. As analises fisiologicas indicam que o
cajueiro apresenta um comportamento isoidrico tipico, com fechamento estomatico precoce
e gradual, decréscimos tardios na folha e na quantidade relativa de agua e quase nenhum
dano oxidativo celular. Também foi caracterizado o perfil transcricional de genes em
resposta ao estresse hidrico moderado e severo e apos a re-irrigacdo. Foram identificados
1733 genes diferencialmente expressos em amostras submetidas a estresse hidrico por 26
dias, dos quais 705 foram induzidos e 1028 foram reprimidos. Apos a re-irrigagdo, 1330
(76,7%) genes retornaram a sua expressdao basal. Entre os grupos de genes mais
representativos estdo genes relacionados a fotossintese e cloroplasto, fatores de transcrigao,
transportadores, proteinas de choque térmico e genes envolvidos na eliminagdao de ROS.

Outros genes relacionados as respostas ao estresse hidrico sdo aqueles envolvidos no
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metabolismo dos osmoélitos e na sinalizacdo de ABA como PP2C e SnRKs. Para confirmar
os resultados do RNA-seq, foram escolhidos 13 genes para terem sua expressdo diferencial
validada por PCR quantitativo (qPCR). Para realizacao de estudos de gendmica funcional
em Arabidopsis thaliana, foram selecionados os genes DUF2 (dominio de funcao
desconhecida) e POR-A (protoclorofilideo oxidorredutase A), ambos genes validados por
qPCR. Este foi o primeiro estudo a mostrar respostas moleculares de folhas de cajueiros

submetidos ao estresse por déficit hidrico.

Palavras-chaves: estresse hidrico, expressao diferencial, cajueiro, RNA-seq, qPCR,

gendOmica funcional, POR-A.
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ABSTRACT

Water stress affects plants at various levels of organization, from molecular to
morphological, and has relevance to crop productivity. As a result of increasing drought
across the world, crop productivity has been drastically affected, leading to significant
productivity losses. In recent decades, droughts have increased in intensity and frequency in
many areas around the world. To deal with water stress, plants have developed different
strategies to resist or tolerate low critical water potentials, which may include molecular,
physiological and morphological adjustments. However, the mechanisms used vary widely
between species, genotypes, stages of plant development, and in response to the progress of
drought over time. In recent years, several studies have proposed to elucidate how plants
molecularly respond to drought in a variety of species. Although these studies have focused
especially on model plants, they may not reflect mechanisms of drought tolerance and
resistance in non-model organisms. Furthermore, in plants adapted to the semiarid region,
the mechanisms involved in providing drought tolerance are poorly understood. For this
reason, a better understanding of the consequences of water deficit and adaptive strategies
in native species adapted to drought becomes of great importance to improve agricultural
productivity in the semiarid region. The cashew tree (Anacardium occidentale) is a species
naturally adapted to environments with low water availability. In this work, we used an
integrative strategy combining physiological analysis with high-throughput RNA-seq to
understand the physiological and molecular adaptive strategies of Anacardium occidentale,
variety BRS226, in response to water stress. Physiological analyzes indicate that cashew
shows a typical isohydric behavior, with early and gradual stomatal closure, late decreases
in the leaf and the relative amount of water, and almost no cellular oxidative damage. The
transcriptional profile of genes in response to moderate and severe water stress and after re-
irrigation was also characterized. We identified 1733 differentially expressed genes in
samples submitted to water stress for 26 days, of which 705 were induced and 1028 were
repressed. After re-irrigation, 1330 (76.7%) genes returned to their basal expression. Among
the most representative gene groups are genes related to photosynthesis and chloroplast,
transcription factors, transporters, heat shock proteins, and genes involved in ROS
elimination. Other genes related to responses to water stress are those involved in osmolyte
metabolism and ABA signaling such as PP2C and SnRKs. To confirm the RNA-seq results,

13 genes were chosen to have their differential expression validated by quantitative PCR
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(qPCR). To carry out functional genomics studies in Arabidopsis thaliana, the genes DUF2
(domain of unknown function) and POR-A (protochlorophyllide oxidoreductase A) were
selected, both validated by qPCR This was the first study to show molecular responses of

cashew tree leaves subjected to water stress.

Keywords: water stress, differential expression, cashew, RNA-seq, qPCR, functional

genomics, POR-A.
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1. INTRODUCAO

1.1 Estresse abidtico

O que ¢ estresse? Em termos fisicos, estresse ¢ definido como uma for¢a mecanica por
unidade de area aplicada a um objeto. Em resposta a essa for¢a aplicada, o objeto sofre uma
mudanca na dimensao, que também ¢ conhecida como tensdo. Como as plantas sdo sésseis, medir
essa tensdo, ou estresse, se torna dificil, ainda mais quando uma condigdo bioldgica que pode ser
estresse para uma planta, pode ser 6tima para outra. Dessa forma, definir estresse em termos
biologicos torna-se um pouco complicado. Diversos autores tém diferentes defini¢cdes acerca do
conceito de estresse bioldgico, em especial devido a evolucdo do conhecimento desse fendomeno.
Levitt (1980) define estresse como qualquer fator que desfavoreca a vida de uma planta (LEVITT,
1980). Ja Larcher (2000) classifica como um desvio significativo das condigdes 6timas para a vida,
que induz respostas ¢ mudangas em um organismo (LARCHER, 2000). Ainda, de acordo com
Cramer (2011), estresse refere-se a qualquer condi¢do ou substancia desfavoravel que afeta o
metabolismo, a reproducao, o desenvolvimento da raiz ou o crescimento de uma planta (CRAMER
etal.,2011). Apesar de algumas diferencas pontuais nas defini¢ao, de ampla forma, concluem que
estresse € um estado em que a planta esta crescendo em condi¢des ndo ideais, em diferentes formas
e duracdes, que podem causar consequéncias permanentes e levar a morte se os limites de tolerancia
e capacidade adaptativa da planta nao forem capazes de lidar com a situacdo (LARCHER, 2000;
LICHTENTHALER, 2006).

Os estresses podem ser divididos em duas grandes classes: bidticos, causados por
patdgenos, pragas, fungos ou bactérias e abioticos, causados por falta de agua, salinidade, altas
temperaturas, entre outros (SUZUKI et al., 2014). Diariamente as plantas sdo expostas as mais
diversas situagdes que lhe sdo impostas. A primeira percepgao do estresse abiotico ¢ captada pelos
receptores de membrana das células vegetais. A seguir, esse sinal ¢ transduzido, resultando na
geracdo de mensageiros secundarios, como calcio, espécies reativas de oxigénios (do inglés
Reactive Oxygen Species — ROS) e formas de inositol fosfatos, que irdo modular o nivel de calcio
intracelular. A detecgdo dos niveis de Ca®" citosolico é feita por proteinas conhecidas como
sensores de Ca”’. Estes sensores irdo interagir com seus respectivos parceiros e iniciar uma cascata
de fosforilagdo, que por sua vez, tem como alvo os principais genes de respostas a estresse ou
fatores de transcri¢do que controlam estes genes (Figura 1). Em ultima instancia, os produtos destes
genes responsivos levam a adaptagdo da planta e ajudam a planta a sobreviver e superar condigdes

desfavoraveis.
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Figura 1. Exemplo de via de transducio de sinal em resposta a sinalizacio de estresse. O sinal
de estresse ¢ percebido primeiro pelo receptor de membrana, que ativa a fosfolipase C (PLC) e
hidrolisa o 4,5-bisfosfato de fosfatidilinositol (PIP2) para gerar o inositol 1,2,4 trifosfato (IP3), bem
como diacilglicerol (DAG). Ap0s o estresse, os niveis de célcio citoplasmatico sdao regulados por
meio de movimentos de ions Ca*" do apoplasto, do reticulo endoplasmatico e do vactiolo. Essa
mudanca no nivel de Ca®* citoplasmatico ¢ detectada por sensores de célcio que interagem com
seus componentes de sinalizagdo a jusante, que podem ser quinases e/ou fosfatases. Essas proteinas
afetam a expressao dos principais genes responsivos ao estresse, levando a respostas fisioldgicas.

(Adaptado de (MAHAJAN; TUTEJA, 2005))

Estresses, isolados ou combinados afetam a distribuicao geografica das plantas na natureza
e se tornam uma das maiores limita¢des a expansao de culturas e produtividade (HE; HE; DING,

2018; ZHU, J. K., 2016), uma vez que inibem o crescimento da planta devido aos efeitos negativos
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sobre os principais processos bioquimicos e fisioldgicos essenciais para o funcionamento celular
(KANT et al., 2008; KOTAK et al., 2007; KREPS et al., 2002; MITTLER, 2006; RIZHSKY et al.,
2004; TATAR; GEVREK, 2008).

1.2 Estresse hidrico no mundo e no Brasil

Estresse hidrico ou estresse osmotico ¢ o estresse que os vegetais sofrem em condig¢des
ambientais em que a quantidade de agua transpirada pela planta ¢ superior a quantidade que ela
absorve. O déficit hidrico ¢ caracteristico de periodos de seca, mas também pode ser consequéncia
de um aumento da salinidade do ambiente de cultivo (levando a uma queda no potencial osmotico
do ambiente) e ¢ um dos principais fatores ambientais responsaveis por causar estresse na plantas
e prejuizos na agricultura, afetando a produgao global de culturas (FEDOROFF et al., 2010).

Eventos climaticos extremos, como estiagem prolongada, t€ém se tornado cada vez mais
frequente em todo o mundo. Nos ultimos 40 anos, a porcentagem de areas afetadas pelas secas mais
que dobrou, estimando-se que 12 milhdes de hectares de terra sdo perdidos devidos a seca e
desertificag@o a cada ano. Além disso, 80% das perdas causadas pela seca afetam o setor agricola
nos paises em desenvolvimento (FAOSTAT, 2018). No total, o EM-DAT (Banco de dados de
eventos de emergéncia, do inglés Emergency Events Database) registrou 1,4 bilhdo de pessoas
afetadas por secas no periodo de 2000-2019 em todo o mundo, tornando as secas o segundo tipo de
desastre mais impactante por essa medida (EM-DAT, 2019).

No Brasil, a seca ¢ um fenomeno natural que tem registro historico desde o ano de 1552
(VILLA, 2001). A regido mais afetada por secas ¢ a denominada semiarido brasileiro, sendo
composta por oito estados da regido Nordeste (Alagoas, Bahia, Ceara, Paraiba, Pernambuco, Piaui,
Rio Grande do Norte e Sergipe) e parte do estado de Minas Gerais (Figura 2), e é nela onde estresses
abioticos além da seca, como salinidade, alta radiagdo solar e elevadas temperaturas predominam
(CAVALCANTI et al., 2004; MITTLER, 2006). O semiarido ¢ uma regido que ocupa cerca de 1,3
milhdo de km? (12% do territério nacional) e abrange 1262 municipios brasileiros, onde vivem
aproximadamente 28 milhdes de brasileiros/as (12% da populacdo do pais), considerando a
delimitagdo atual divulgada em 2017 (Resolucao 115, de 23 de novembro de 2017, da SUDENE).
Nessa regido hé significativa produgdo de alimentos, especialmente feijao, milho e mandioca, e
uma pecudria tradicional, incluindo galindceos, bovinos, ovinos e caprinos. Além disso, grande
parte da concentracdo de estabelecimentos ¢ baseada em agricultura familiar, que sdo pequenas

propriedades que utilizam o sistema sequeiro, ou seja, sem irrigagdo. Dessa forma, torna-se uma
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regido especialmente vulneravel a estiagem, apresentando perda de safras e rebanhos, e

consequentementeafetando outros setores produtivos e a economia regional e nacional.
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Figura 2. Mapa do Brasil com destaque na regido do semiarido. Fonte: IBGE, 2017.

1.3 Respostas das plantas ao estresse hidrico

Durante o processo evolutivo, as plantas desenvolveram estratégias morfologicas,
fisiologicas, bioquimicas e moleculares para superar esses obstaculos. Dessa forma, em situagdes
de estresse, um sistema interconectado ¢ iniciado com a percepg¢ao dos sinais ambientais e dispara
uma cascata de sinalizagdes para ativacdo de genes de respostas, regulados por fatores de
transcricdo especificos. Diferentes mecanismos sdo ativados, de forma a buscar a adaptagdo e
estabelecer um novo patamar de homeostase celular (ZHU, J. K., 2016).

A resposta das plantas ao estresse ocorre em quatro fases diferentes, como observado na

Figura 3. Com a introdu¢do do estresse, algumas fung¢des normais, como desempenho
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fotossintético, sofrem um declinio (alarm phase). Conforme o estresse se mantém, a planta passa
para a segunda fase de resposta, que ¢ o estagio de resisténcia (stage of resistance). Na fase 2, a
planta passa a se adaptar as condi¢des estressantes € podem ocorrer processos de reparagdo. A fase
3 (stage of exhaustion) ¢ a fase de exaustdao, onde ha uma alta na intensidade do estresse. Nessa
fase, a planta pode ser levada a um estado de estresse cronico e até mesmo a morte. Se o estresse

for retirado, a planta entra na fase 4 (regeneration phase), com recuperagdo parcial ou total de suas

fungdes fisiologicas.

STRESS SYNDROME RESPONSES OF PLANTS

Phase Alarm Stage of Stage of Regeneration
without phase resistance exhaustion phase
stress

resistance

maximum

9 ‘gJ removal
c = of the st
a8 IS ressor
o 9 o
@ e / &8 new
l B standards
resistance -
minimum
acute chronic damage,
damage cell death [

Figura 3. Conceito geral das sequéncias de fase e respostas induzidas em plantas pela
exposicao ao estresse. As plantas que crescem sob estresse comecam em uma condi¢do
fisiologica padrao para responder e lidar com o estresse. Varias respostas € mecanismos de
defesa serdao ativados. Apos a remocgao do (s) estressor (es), novos padrdes de fisiologia
podem, no entanto, ser alcangados na planta dependendo do tempo de remog¢ao do estresse,

bem como da duragao ¢ intensidade do estresse. (LICHTENTHALER, 2006)

O tipo de resposta ao déficit hidrico depende de diversos fatores, como: espécie, estagio de
desenvolvimento, estado metabdlico, capacidade adaptativa da planta e duragdo e intensidade do

estresse (REDDY; CHAITANYA; VIVEKANANDAN, 2004; SIMOVA-STOILOVA et al.,
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2008). Como trata-se de uma via complexa, diversos genes sdo afetados para que haja
reprogramagao dos padrdes de expressdo. Essa modulagdo da expressdo estd associada a diferentes
fatores: aspectos morfologicos (ex. redugao da area foliar, murcha, aparecimento de tricomas e
sistema radicular eficiente), fisioldgicos (transpiragdo reduzida, eficiente uso de dgua, limitagao da
fotossintese em nivel de cloroplasto, fechamento dos estomatos e ajuste osmotico) e bioquimicos e
moleculares (sintese de acimulo de solutos como prolina, trealose e poliaminas, aumento da
atividade da enzima nitrato redutase, aumento no armazenamento de carboidratos, sintese de HSPs,
LEA e enzimas envolvidas na produgdo e remocao de ROS) (BENKO-ISEPPON;
NEPOMUCENO; ABDELNOOR, 2012) (Figura 4). De forma geral, o estresse hidrico induz uma

série de respostas fisiologicas e bioquimicas, tanto a nivel celular quanto molecular.

Estresse Hidrico

Respostas Moleculares

Respostas Bioquimicas |

Respostas Fisiologicas

Reconhecimento de sinaisda raiz;

Perda de turgor e ajuste osmotico;

Reducdo do potencial hidrico
(bw);

Diminui¢ado da condutéancia
estomaticade CO2;

Reducdo na concentragaointerna
de CO2;

Declinio da fotossintese;
Redugdo nas taxasde

crescimento;

Diminuicdo na eficiéncia
fotoquimica;

Diminuicdo na eficiéncia da
Rubisco;

Acumulo de metabdlitosde
estresse (prolina, poliamidas...);
Aumento de atividades
antioxidativas;

Redugdo no acimulo de ROS;

Expressdo de genes responsivos
ao estresse;

Aumento na expressdo de genes
biossintéticose responsivos a
ABA;

Sintese de proteinasespecificas;

Tolerdncia ao déficit hidrico;

Figura 4. Mecanismos de resposta ao déficit hidrico em diferentes niveis. Adaptado de (SHAO

et al.,2009)

A nivel celular, o estresse hidrico afeta a planta através da redugdo do crescimento
vegetativo e pela redugdo da taxa fotossintética (WAGNER; DREYER, 1997). Sob condi¢des de
falta de 4gua, a reducdo na atividade de quinases dependentes de ciclina acaba resultando na divisao

celular mais lenta e na inibi¢ao do crescimento (SCHUPPLER et al., 1998). Processos como sintese
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da parede celular e de proteinas sdo afetados desencadeando uma reducdo da expansao foliar, uma
vez que quanto menor a area foliar exposta, mais reduzida seré a transpiracdo (NOGUEIRA RJMC,
ALBUQUERQUE MB, 2005; SADRAS; MILROY, 1996). Dessa forma, podera ocorrer a perda
de rigidez, mudangas na fluidez e composicdo de membrana, alteragdes nas concentracdes de
solutos e interagdes entre proteina-proteina e proteina-lipidio (VALLIYODAN; NGUYEN, 2006).
Ainda, o estresse hidrico pode estimular abscisao foliar e crescimento de raizes, o que ¢ considerado
uma segunda linha de defesa contra dessecacdo (TAIZ; ZEIGER, 2004). Embora a expansao celular
seja um dos primeiros processos a ser afetado, a fotossintese ¢ um dos processos fisiologicos mais
sensiveis a falta de 4gua (CHAVES, M. M.; FLEXAS; PINHEIRO, 2009).

Como resposta inicial ao estresse hidrico, hd perda de turgescéncia e fechamento
estomatico para evitar a perda de agua. Este processo altera as trocas gasosas e limita o influxo de
CO; para o mesofilo foliar, levando a uma reducao de fixacdo de CO., e a uma tendéncia a sofrer
fotoinibicdo (CHAVES, M.; MAROCO; PEREIRA, 2003; CORNIC, 2000). Dessa forma, ha
diminui¢do na taxa fotossintética (LAWLOR, D. W. AND UPRETY, 1993; SILVA et al., 2001),
o que pode resultar em alteragdes estruturais e quimicas (KULTZ, 2005). Com o fechamento
estomatico, a quantidade de O> aumenta em relagao a de CO», o que favorece a fotorrespiragao.
Além disso, pode afetar as membranas do cloroplasto e levar a inativagao do fotosssitema II (PSII)
e a biossintese de compostos organicos (GIGON et al., 2004). Com o progresso do estresse hidrico
e a desidratacdo do tecido, ocorre um prejuizo metabdlico gradual (KAISER, 1987), incluindo a
limitacdo da fotofosforilagdo (TEZARA et al., 1999; YOUNIS; BOYER; GOVINDIJEE, 1979),
regeneragdo da Ribulose 5-bifosfato (GIMENEZ; MITCHELL; LAWLOR, 1992;
GUNASEKERA; BERKOWITZ, 1993) e atividade da Rubisco (CHAVES, M. M. et al., 2002). Na
condicdo de fotorrespiragdo, a Rubisco ativa sua funcao oxidase e leva a reducao de O: e, portanto,
ha maior formagdao de ROS (DAT et al., 2000) promovendo o aumento de danos oxidativos
(BJIORKMAN; POWLES, 1984).

As plantas também respondem e se adaptam ao déficit hidrico a nivel bioquimico e
molecular. Estas alteragdes podem ser observadas através de mudangas em rotas metabolicas pela
variacdo em determinados produtos, tanto no metabolismo primario quanto no secunddario
(AUSTEN et al., 2019; FABREGAS; FERNIE, 2019a; ISAH, 2019). Sob condig¢des de estresse,
os vegetais superiores acumulam osmolitos, que podem ser agucares, prolina livre, acidos
organicos, ions, proteinas, entre outros solutos, com o principal objetivo de manter a turgescéncia

celular e estabilizar proteinas e estruturas celulares nas condigdes desafiadoras (BARTELS;
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SUNKAR, 2007; PADMAVATHI; RAO, 2013). O acimulo de osmolitos compativeis ¢ uma
estratégia de defesa a fim de evitar ao maximo a perda de 4gua na planta. Um aminoacido bastante
importante que possui acao osmorreguladora nas células ¢ a prolina. Sintetizada a partir do
glutamato, ela atua na planta de forma a manter a turgescéncia celular, estabilizando proteinas e
substancias que sdo essenciais ao metabolismo vegetal (JOSEMARA; QUEIROZ, 2006). Diversos
trabalham evidenciam que o acumulo de prolina e agiicares como trealose constitui-se em um
critério para estudos de tolerancia a seca e outros fatores. Dessa forma, estes osmoprotetores sao
utilizados como indicadores bioquimico-fisiologicos de estresse hidrico (EL-BASHITI et al., 2005;
NEPOMUCENO, A. L. NEUMAIER, N.; FARIAS, J. R. B.; OYA, 2001). De maneira geral, o
acumulo de osmolitos e proteinas especificas envolvidas na tolerancia ao estresse desencadeiam a
producao do fito-hormdnio acido abscisico (ABA), aumentando sua concentragao nos cloroplastos
(HSIAO, 1973).

Além disso, ocorre mudanga no nivel de expressao dos genes que codificam proteinas tipo
LEA (do inglés, Late Embryogenesis Abundant), na sintese de chaperonas moleculares, que
auxiliam na formagdo da estrutura nativa de polipeptidios e na prevencao de dobramento e
agregacao incorretos, € proteinases, que atuam na remogao proteinas desnaturadas danificadas. Por
fim, o estresse hidrico também leva a ativacdo de enzimas envolvidas na producgdo e remocao de
ROS (CUSHMAN; BOHNERT, 2000; ZHU, J.-K., 2011). Esta elimina¢ao ¢ realizada através de
diferentes enzimas, como superoxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase (APX) (IVANOV,
1998) e catalase (CAT) (ASADA, 2006), e alguns antioxidantes de baixo pelo molecular, como
carotenoides (vitamina A) (WOITSCH; ROMER, 2005), ascorbrto (vitamina C), o-tocoferol
(vitamina E) (HAVAUX et al., 2005) e glutationa (ASADA, 2006).

Todas estas alteracdes, a nivel bioquimico e molecular, criam uma complexa rede de
interacdes de sinais, hormonios e proteinas que permite a sinalizagcdo de estresse e a ativacao de
mecanismos de adaptacao e sobrevivéncia a condigdes ambientais adversas (ARBONA et al., 2016;
PELEG; BLUMWALD, 2011; RODZIEWICZ et al., 2014; SMEKALOVA et al., 2014). Embora
os mecanismos moleculares, bioquimicos e fisiologicos envolvidos nas respostas das plantas aos
estresses sejam complexos (KANT et al., 2008; KOTAK et al., 2007, KREPS et al., 2002;
MITTLER, 2006), o entendimento destes ¢ de suma importancia para identificagdo, caracterizagao
e melhor compreensdo das estratégias adaptativas utilizadas pelas plantas e os mecanismos

utilizados para a resisténcia e/ou tolerancia vegetal contra esses estresses. Sendo assim, espécies
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que demonstram ser aclimatadas a ambientes com estes fatores predominantes, sdo boas candidatas

para se estudar as respostas metabolicas envolvidas na protecdo celular contra essas condigdes.

1.4 Cajueiro — Anacardium occidentale

Apesar de o ambiente semiarido apresentar condi¢des desfavordveis para o desempenho
vegetal (baixas e irregulares precipitagdes e elevada evapotranspiracao), algumas espécies sao bem
adaptadas ao cultivo nessas regides. Devido a grande plasticidade fenotipica e genotipica, algumas
plantas nativas da regido Neotropical apresentam uma ampla distribui¢do geografica. Entre estas
estdo as espécies das tribos Anacardiaceae (género Anacardium), Spondiadeae (Spondias),
Semecarpeae (Semecarpus anacardium), Rhoeae (Rhus) e Dobineae. Alguns dos produtos de
Anacardiaceae, incluindo manga (Mangifera indica L.), pistache (Pistacia vera L.), pimenta rosa
(Schinus terebinthifolia L.) e caju (Anacardium occidentale L.), sao apreciados em todo o mundo
(PELL, 2004).

A familia Anacardiaceae pertence a ordem Sapindales e possui aproximadamente 81
géneros e 800 espécies, presentes em ambientes secos e umidos. Estas espécies possuem uma ampla
distribuicao geografica, concentrando-se principalmente nas regides tropicais e subtropicais,
estendendo-se até regides temperadas (KUBITZKI, 2014). Nas Américas, ¢ relatada a existéncia
de 32 géneros nativos, sendo que 77% das espécies sdo endémicas do continente americano
(TERRAZAS, 2017). O género Anacardium ¢é constituido por 22 espécies, sendo 21 originarias das
Américas do Sul e Central e uma da Malésia. Destas 22 espécies ja relatadas, apenas a espécie
Anacardium occidentale L., de origem brasileira, ¢ explorada comercialmente. No Brasil, estao
catalogados 14 géneros com 55 espécies de Anacardiaceae sendo que 16 delas sdo restritas ao pais
(VAN EIJNATTEN, 2018).

Embora a Amazonia e o Cerrado do Brasil central sejam centros de dispersao do género
Anacardium (MITCHEL; MORI, 1987), a maior diversidade de espécies com potencial econdmico
existe no Nordeste do Brasil. O cajueiro (Anacardium occidentale L.) ¢ uma planta nativa do
Nordeste Brasileiro, distribuida desde as regides dos Tabuleiros Costeiros a Caatinga (QUEIROZ
et al., 2012) e que possui uma consideravel capacidade adaptativa a solos de baixa fertilidade, a
temperaturas elevadas e ao estresse hidrico (FERREIRA-SILVA, Sérgio L. et al., 2008;
FERREIRA-SILVA et al., 2011).

Espécies como o cajueiro desenvolveram mecanismos fisioldgicos, bioquimicos e

moleculares para lidar com condi¢des adversas (SILVEIRA et al., 2003). Devido as caracteristicas
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edafoclimaticas apresentadas pela regido Nordeste aliada ao aspecto vigoroso das plantas, o cultivo
do cajueiro tornou-se uma das mais importantes atividades agricolas do Nordeste brasileiro, com
elevada importancia socioecondmica para a regido, principalmente para o Semiarido, por gerar
postos de trabalho e renda para os estados do Nordeste na época mais seca do ano.

Para entender os mecanismos que o cajueiro utiliza para tolerar as condigdes de estresse,
diversos trabalhos de bioquimica e fisiologia tém sido realizados, sendo que a maior parte destes ¢
em relacao ao estresse salino. Em 2003, Silveira e colaboradores demonstraram que frente a
condi¢do de estresse salino, ocorre acimulo de prolina nas folhas de Anacardium occidentale
(SILVEIRA et al., 2003). Para alguns vegetais, essa via ¢ conservada, apresentando importancia
para a osmoprotecao, reserva de carbono e nitrogénio, e estabilizagdo de proteinas e membranas
(SILVEIRA et al., 2003; SZABADOS; SAVOURE, 2009). No caso do cajueiro, quando submetido
a estresses simultaneo de déficit hidrico e alta luminosidade, diversos mecanismos de protecao sao
desencadeados, destacando um eficiente sistema antioxidante. Além de baixos niveis de ROS, as
plantas foram capazes de melhorar suas taxas de assimilacdo de CO2, contribuindo para a atenuagao
do acaimulo de ROS nos fotossistemas (LIMA et al., 2018). Ainda, o aumento de vias antioxidativas
enzimaticas e nao-enzimaticas vém sendo descrito para a espécie em reposta a condigdo de estresse.
Ferreira-Silva e colaboradores (2012) demonstraram aumento da atividade de catalase atrelado ao
aumento da concentracdo de NaCl. Essa resisténcia a salinidade parece ser comum para espécies
correlatas, A. occidentale e A. microcarpum (SILVEIRA et al., 2012). Diversos trabalhos
descrevem a tolerancia do cajueiro a salinidade, entretanto, estudos adicionais que permitam a
visualizagao global das mudangas, podem ampliar o entendimento das vias utilizadas pela espécie,

tanto frente ao estresse salino, como frente a outros tipos de estresses.

1.4.1 Cajucultura no Brasil e no mundo

De acordo com a FAOSTAT, até outubro de 2021 a area mundial colhida de castanha de
caju foi de aproximadamente 6,81 milhdes de hectares (ha) enquanto que a producdo chegou a 4,16
milhdes de toneladas (T) (FAOSTAT, 2021). Ja no Brasil, até julho de 2021, a area colhida atingiu
428,8 mil ha, com uma producao de cerca de 130 mil T (ICB, 2022).

Dentre os maiores produtores mundiais estio Costa do Marfim (21,6%), india (18,8%) e
Vietna (7,5%). Juntos, estes trés paises foram responsaveis pelo aumento de 1,8 milhdo de ha, de
2009 a 2019. Nesse mesmo periodo, o Brasil perdeu 332 mil ha, em fung¢do, principalmente, dos

longos periodos de estiagem na regido Nordeste, onde se concentra a producdo nacional. Essa
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situacdo acarretou a morte de grande ntimero de arvores e perda de 42% de sua area e fez com que
o Brasil perdesse sua posicao de quinto (5°) para nono (9°) maior produtor mundial, com 428,86
mil ha (2021), e de segundo (2°) para quinto (5°) exportador mundial de améndoa de castanha de

caju (Figura 5).

Vietna

(7,5%)
Filipinas
(6,3%)

india
(18,8%)

Tanzania
(6,7%)

Costa do

Marfi Benin

arfim

(21,6%) (6,9%)
Mali

(6,9%)

Guiné-Bissau (4,2%)

H 0,
Demais Paises Brasil (3,0%)

(18,2%)

Figura 5. Maiores produtores mundiais de castanha de caju em 2021. Nota: Dados mundiais

estimados; dados do Brasil — IBGE/LSPA (julho de 2021) (FAOSTAT, 2021).

A érea ocupada com o cajueiro no Brasil, em 2021, foi estimada em 428,9 mil ha,
localizados principalmente na regido Nordeste (99,7%), sendo que mais da metade da area colhida
esta localizada no Ceara (63,7%), que também possui a maior area no pais (Figura 6) (ICB, 2022).
Juntamente com o Ceard, as areas colhidas dos estados do Piaui e Rio Grande do Norte somam
28,8%, aproximadamente 400.000 ha, correspondendo a mais de 116.000 T da produgdo nacional
(INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2021). Em 2021, a produgao
nordestina foi de 122,5 mil T e as exportacdes de castanha de caju situaram-se em 14,9 mil T,
injetando um valor de US$96,5 milhdes na economia brasileira (CONAB - COMPANHIA
NACIONAL DE ABASTECIMENTO, 2021).
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Fonte: IBGE/LSPA (julho de 2021).

Figura 6. Participacio (%) dos estados na area colhida com cajueiro, no Nordeste, em 2021.
Cear4, Piaui e Rio Grande do Norte sdo os maiores produtores de castanha de caju no Brasil no ano
de 2020, representando 63,7%, 17% e 11,8%, respectivamente. Os outros 7,5% sao representados

pelos demais estados da regido. (IBGE, 2021; ICB, 2022)

A recuperagdo da producdo, a partir de 2017, ocorreu principalmente no estado de Ceara,
e suas exportacdes também comecaram a crescer. Apesar das adversidades do periodo de estiagem,
a castanha de caju continua sendo um produto gerador de divisas na regido, ou seja, além de gerar
renda atrai recursos financeiros externos. Em 2019, a castanha foi responsavel por 17,8% do valor
das exportagdes do agronegodcio do Ceara e por 7,6% do Rio Grande do Norte (BRAINER; VIDAL,
2020). De acordo com o Banco do Nordeste do Brasil, os principais compradores de améndoa de
castanha de caju no mercado internacional sdo os brokers (intermediarios) e a industria de
alimentos que realiza a torra e a salga para venda no mercado de snacks e também utiliza o produto
para a producdo na panificacdo e confeitaria (CARNEIRO, W, M, 2008). Dentre os maiores
importadores da castanha oriunda do Nordeste brasileiro, estdo Estados Unidos e Canada (Figura
7A). Mundialmente, os maiores importadores sao Estados Unidos, Alemanha e Paises Baixos

(Figura 7B).
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Alemanha (7%)

Paises Baixos (11%)

Estados Unidos (37%)

B
Améndoa de castanha de caju

Paises 1.000 USS Toneladas (%) *
Estados Unidos 1.580.528 153.448 30,4
Alemanha 544.737 53.922 10,7
Paises Baixos 528.041 52.411 10,4
Emirados Arabes 196.165 27.080 5,4
Reino Unido 215.609 22,220 4.4
Australia 150.066 15.342 3,0
Canada 119.956 11.950 2,4
Bélgica 106.226 10.788 21
Franca 113.918 10.626 2,1
lapdo 107.716 10.231 2,0
Demais Paises 1.286.745 136.877 271
Total 4.949.707 504.895 100,0

Figura 7. Principais destinos das exportacdes de castanha de caju e améndoa. A) Exportagdes
nordestinas em 2019. B) Maiores importadores mundiais em 2017. Fonte: (FAOSTAT, 2021;
MAPA, 2020) (BRAINER; VIDAL, 2020)

1.4.2 Morfologia do cajueiro

O cajueiro ¢ uma planta perene, com ramificacdo baixa (ramos préoximos ao solo) e
apresenta porte variado, podendo ser classificado como comum ou ando (Figura 8). O cajueiro-
comum possui em média 13 m de altura e de 5 m a 8 m de envergadura. Além disso, inicia a
producdo mais tardiamente e tem maior potencial produtivo individual, com periodo de safra mais
curto, do que o cajueiro-ando. Ainda, a castanha e o pedinculo podem atingir tamanho médio bem
superior. O cajueiro-ando possui em média 4 m de altura e varia de 6 m a 8§ m na envergadura. Por

ser mais baixo e proporcionar maior facilidade de colheita, possibilita maior aproveitamento do
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pedunculo para a comercializa¢do no mercado de fruta de mesa e de suco. Além disso, os pomares
deste tipo de cajueiro possuem maiores produtividades, pois permitem o plantio de um maior

numero de plantas por hectare.

Figura 8. Classificacdo dos cajueiros quanto a morfologia. A) Cajueiros do tipo comum
cultivado no estado do Ceara. B) Cajueiro do tipo ando cultivado no estado de Piaui. Ambos

pertencem a espécie Anacardium occidentale L. (Fonte: EMBRAPA)

Os mais encontrados no Nordeste sdo os cajueiros-comuns, que além de serem nativos,
também foram os primeiros a serem explorados comercialmente. Por outro lado, o cajueiro-ando ¢
proveniente de selegdes fenotipicas de cajueiros-comuns de porte baixo, que foram realizadas a
partir da década de 1960. O sistema radicular € constituido de uma raiz pivotante bem desenvolvida,

com raizes laterais que atingem até duas vezes a projecao da copa. As folhas sdo simples, inteiras,
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alternadas, normalmente com formato oval, de aspecto subcoridceo, com peciolo curto e
apresentam nervura salientes na face abaxial. E uma planta com predominancia de polinizagdo
cruzada, cujo numero de cromossomos ainda ¢ indefinido, sendo o mais aceito 2n = 42
Cromossomos.

No caso do cajueiro, acaba sendo interessante reunir na mesma planta as caracteristicas de
maior produtividade e maior tamanho de castanha (presente no cajueiro-comum) com as
caracteristicas de precocidade de porte baixo (cajueiro-anao). Dessa forma, atualmente, existem 14
clones registrados no MAPA e autorizados para comercializagdo, sendo 12 pertencentes a
EMBRAPA. Dentre estes, destaca-se o clone BRS 226 (cajueiro-ando), que foi o utilizado neste
trabalho, pelo fato de ter seu genoma sequenciado e disponivel no banco de dados Phytozome. O
clone BRS 226 ¢ destinado a producao de améndoa e foi originalmente recomendado para o
semiarido do Piaui, sendo posteriormente plantado também no litoral do Ceara, especialmente para
areas de ocorréncia de resinose, por ser resistente a doenga. E uma planta de porte baixo,
florescimento e frutificagdo precoce, com pedunculo de cor alaranjada e améndoa com peso média

de 2,7 g.

1.5 Parametros fisiologicos para avaliacdo de estresse

Para avaliar a presenca ou auséncia e o nivel de um determinado estresse, sdo utilizados
alguns parametros fisioldgicos. A condutancia estomatica (gs) e o rendimento quantico maximo do
fotossistema I (Fv/Fm) sdo alguns dos parametros afetados por estresses como deficiéncia hidrica,
altas temperaturas, excesso de radiagdo, entre outros (LICHTENTHALER; BABANI, 2000).
Quando a planta esta sob condigdes estressantes, estes parametros tém seus valores diminuidos.
Dessa forma, podem ser utilizados como indicadores sensiveis do desempenho fotossintético. O
processo de assimilacdo de CO> acontece nas cé€lulas do mesoéfilo, onde se encontram os
cloroplastos, sendo a Rubisco a principal enzima envolvida. Folhas adaptadas a alta exposi¢ao
solar, como as do cajueiro, sdo capazes de aumentar a assimilagdo de CO; por terem mais Rubisco,
e conseguem dissipar o excesso de energia luminosa por terem um grande pool/ de componentes do
ciclo da xantofila.

As alteragdes em gs estao relacionadas com o controle da perda de d4gua e com o controle
da assimilagdo de CO2 (A) para manutengdo da taxa fotossintética (KLICH, 2000; ROCAS;
BARROS; SCARANO, 1997; TAIZ; ZEIGER, 2004). Sendo assim, em situa¢des de baixa

disponibilidade de agua no solo as plantas reduzem a perda de agua ao reduzirem a gs. Além disso,
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a diminuicdo de gs pode restringir a taxa de fixagdo de CO», e consequentemente diminuir sua
concentra¢do nas cavidades subestomaticas e nos espagos intercelulares (DALEY et al., 1989). De
maneira geral, ambientes mais quentes limitam de forma significativa a eficiéncia de assimilagao
de CO,, porque o aumento progressivo da temperatura desloca o equilibrio em dire¢do a
fotorrespiracao (oxigenag¢ao), afastando-o da fotossintese (carboxilacdo) (Figura 9). Quando A e gs
variam proporcionalmente, em uma relacdo linear, pode-se dizer que a concentragao interna de CO2
e a eficiéncia intrinseca do uso da dgua (A/e) se mantém constante, a fim de otimizar as trocas

gasosas (SCHULZE, E.D., HALL, 1982).

CLOROPLASTO

Membrana NADP* |
dos tilacoides

Luz

PSIl + P CICLO DE
OROFILA CALVIN-BENSON

Reagdes de

Reacdes luminosas carboxilagao (estroma)

Figura 9. Reacoes luminosas e de carboxilacdo da fotossintese em cloroplastos de plantas
terrestres. Nas membranas dos tilacdides, a excitacdo da clorofila no sistema de transporte de
elétrons (fotossistema I [PSII] + fotossistema I [PSI]) pela luz induz a formacado de ATP e NADPH.
No estroma, tanto o ATP como o NADPH sdo consumidos pelo ciclo de Calvin-Benson, em uma
série de reacdes catalisadas por enzimas que reduzem o CO2 atmosférico a carboidratos (trioses

fosfato). Fonte: (TAIZ; ZEIGER, 2004)

Outro parametro fisiologico confiavel para quantificar a resposta ao estresse hidrico da
planta ¢ o potencial hidrico (yw) (ISLAM, 2000). O yw da folha indica o seu estado energético de
modo que variagdes neste podem afetar a assimilagdo de carbono na planta (HSIAO, 1973). Em
plantas, os componentes mais atuantes no WYw sao o turgor (‘PP pressao) e o osmotico (Ws solutos).
O potencial osmético (Ws) ¢ um componente do Ww e refere-se a presenca de sais dissolvidos na
solugdo, os quais reduzem o potencial hidrico da solugdo, fazendo com que haja diminui¢cdo da

disponibilidade de agua para a planta (HAMLYN G. JONES, 1992). Quando a planta perde 4gua a
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uma taxa superior a sua capacidade de absor¢do e transporte, tanto o yw quanto o ¥s da folha
diminuem (DA COSTA, G. F.; MARENCO, 2007). Quando o Yw cai abaixo de um determinado
limiar, inicia-se o fechamento dos estomatos, restringindo o influxo de CO> nas células dos
mesofilo e a reducdo da fotossintese, para entdo tolerar tal condicao (FANG; XIONG, 2015).
Assim, em resposta ao déficit hidrico, a reducdo do potencial osmotico pode resultar em uma
concentragdo passiva de solutos, devido a desidratacdo da célula ou ao acumulo de solutos (ajuste
osmotico) (PATAKAS et al., 2002). A diminui¢ao do yw causada pelo déficit hidrico leva a
redugdo no turgor celular (SAYAR et al., 2008). Uma das estratégias de tolerancia a esse tipo de
estresse se baseia a habilidade das células vegetais em manterem a atividade fisiologica mesmo
durante e redu¢ao do yw, propriedade esta que ¢ inerente das proprias células (BEWLEY, 1979;
LEVITT, 1980).

O conteudo relativo de agua (RWC) ¢ considerado uma medida do status hidrico da planta
e reflete na atividade metabolica dos tecidos, sendo um dos mais significativos indices de tolerancia
a desidratacdo. Plantas que sdo expostas a estresse abidtico, como hidrico e salino, apresentam
redugdo no yw foliar, no RWC, na taxa de transpiragao além do aumento da temperatura na folha,
afetando diversos processos na planta (ISLAM, 2000; M. FAROOQ, A. WAHID, 2009).

As membranas biologicas sao um dos primeiros alvos em condi¢gdes de estresse (BAJJI;
KINET; LUTTS, 2002; LEVITT, 1980) e a manutencdo de sua integridade e estabilidade pode ser
considerada um 6timo indicador fisiologico de tolerancia ao déficit hidrico (BAJJI; KINET;
LUTTS, 2002; BANDURSKA, 2001; KOCHEVA et al., 2004). De fato, sob condi¢des de déficit
hidrico, héa ocorréncia de alteracdes na estrutura das membranas (MCKERSIE; STINSON, 1980;
TETTEROO et al., 1996; TISSA SENARATNA AND BRYAN D. MCKERSIE, 1983) causadas
por modificagdes na compartimentalizacdo celular associadas ao aumento da atividade de enzimas
hidroliticas (EL HAFID, L. PHAN THI, A. T.; ZUILY-FODIL, Y.; VIEIRA DA SILVA, 1989).
Um sintoma tipico da injuria por desidratacdo ¢ um aumento na permeabilidade da membrana
celular (FAISAL; ANIS, 2009; LEVITT, 1980; SAYAR et al., 2008). Dessa forma, a desidratacao

aumenta a liberacgao de eletrolitos e solutos citoplasmaticos induzindo danos de membrana.

1.6 Metodologias de analise de expressao
Espécies como o cajueiro desenvolveram mecanismos para lidar com condi¢des adversas,
podendo representar um modelo de estudo capaz de apresentar respostas metabolicas compativeis

com a prote¢ao celular nessas condigdes. Assim, estudos de gendmica, transcriptomica e protedmica
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podem ser somados aos estudos fisiologicos e morfoldgicos para identificar genes-alvo que possam
estar relacionados a resisténcia ao estresse hidrico (JIA et al., 2017, RASMUSSEN et al., 2013;
RYMASZEWSKI et al., 2017).

Para entender como as redes moleculares associadas a adaptacao e tolerancia aos estresses
sdo reguladas, faz-se necessario compreender como que a expressao de genes especificos pode ser
modulada em resposta ao estresse em questdo. Uma das primeiras formas de controle da expressao
génica ¢ realizada a nivel transcricional, o que gera menor gasto energético para a célula e niveis
adequados de proteinas produzidas. Nos ultimos anos, cada vez mais novas ferramentas de alto
rendimento tém surgido para permitir e facilitar a analise de grandes conjuntos de dados,
demonstrando vias de respostas a estresse abidticos (DEBNATH; PANDEY; BISEN, 2011;
SHINOZAKI; YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2007). Dentre as ferramentas que tém permitido uma
maior analise sistematica da expressao de genes em diferentes estagios de desenvolvimento e em
variadas condi¢des de estresse estd o sequenciamento de nova geracao (do inglés, Next Generation
Sequencing — NGS) (NING et al., 2017; SAHI et al., 2006; SONG et al., 2016).

Uma das vertentes do NGS ¢ o sequenciamento de RNA (RNA-seq). O RNA-seq ¢ uma
ferramenta poderosa e econdmica para estudar a expressao génica (JAIN, 2012), que nao se limita ao
conhecimento prévio do genoma ou dos transcritos do organismo (WANG, Z.; GERSTEIN;
SNYDER, 2009). Além de detectar genes expressos em niveis baixos, permite descobrir genes novos
e unicos e identificar genes responsivos a estresses (WILHELM et al., 2008). Sendo assim, as
tecnologias voltadas a detec¢dao dos niveis de RNA mensageiro (mRNA) permitem a identificagdo
do padrao de transcrigao espago-temporal dos genes e correlagao destes com os processos bioldgicos,
permitindo a identificacdo de genes-chaves em redes de interagdo (SHIMKETS, 2004). Devido a
essas caracteristica e vantagens, a area de transcriptomica tem sido uma das grandes protagonistas
em estudos de expressao génica.

De maneira geral, a técnica baseia-se na obtencao de uma biblioteca de cDNA a partir da
conversdo do RNA total ou fracionado [poli(A)"]. Adaptadores sdo ligados em uma ou ambas as
extremidades dos fragmentos de cDNA, permitindo o reconhecimento da dire¢ao das reads apo6s o
sequenciamento de alto rendimento. A seguir, as sequéncias resultantes sao alinhadas a um genoma
de referéncia ou montadas de novo (quando a espécie nao possui genoma sequenciado). Dessa
forma, obtém-se um mapa transcriptomico em escala gendomica, que sera composto pela estrutura

transcricional e/ou nivel de expressao de cada gene (WANG, Z.; GERSTEIN; SNYDER, 2009).
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Esta abordagem ja foi utilizada para acessar os perfis transcriptdmicos de resposta a seca em
plantas como arroz (YOO et al., 2017), milho (LIANG; YANG, 2017), trigo (HU et al., 2018),
Brassica napus L. (WANG, Daojie et al., 2015) e tabaco (ZHANG, X. et al., 2019). No entanto, a
maior parte do nosso conhecimento acerca das bases moleculares das respostas das plantas aos
estresses abidticos vem de estudos de plantas anuais, como Arabidopsis e espécies de culturas,
enquanto as informacgdes sobre arvores geralmente sdo escassas e limitadas.

Por terem se tornado cada vez mais acessiveis, essa maior disponibilidade possibilita o
acesso aos genomas de espécies de arvores, fornecendo maior conhecimento das respostas
fisiologicas destas aos estresses abidticos. Os primeiros estudos de RNA-seq que investigaram a
expressdo génica sob estresses abidticos em arvores foram conduzidos em géneros
economicamente importantes, como Populus (PENG et al., 2012) e Eucalyptus (VILLAR et al.,
2011). Recentemente, foram realizados estudos de RNA-seq em gimnospermas (quatro espécies,
duas familias) e angiospermas (17 espécies, 11 familias) usando plantas juvenis (ESTRAVIS-
BARCALA et al., 2020). Uma caracteristica em comum a todos os estresses avaliados (seca, calor
ou fr10) no tecido foliar foi a regulacao negativa da fotossintese, indicando um rearranjo na alocagao
de recursos.

Ao permitir a identificagdo e quantificacdo da abundancia de mRNA dentro das células,
tecidos e organismos, a tecnologia de RNA-seq revolucionou o campo da transcriptomica. No
entanto, uma parte essencial em qualquer experimento de perfil de expressdo ¢ a validacdao
biologica dos resultados. Um dos métodos moleculares utilizados para quantificar a expressao de
um gene ¢ o PCR quantitativo (QPCR) em tempo real.

Juntamente com o sequenciamento massivo de transcritos com sequenciamento de nova
geracdo, o qPCR destaca-se entre as principais metodologias empregadas na identificagdo e analise
de genes associados a tolerancia da planta a determinada situacdo de estresse. A analise de
expressao diferencial baseia-se na regulagao de genes, ou seja, em situacdes fisioldgicas diferentes,
através da comparacdo de uma condigdo estressada versus controle. Dessa forma, a regulacdo do
gene pode ser aumentada (induzida), diminuida (reprimida) ou, ainda, permanecer inalterada
(CASASSOLA et al., 2013). Associado ao RNA-seq, mostram-se como umas das técnicas mais
eficazes para descobrir novos genes (HOWALD et al., 2012).

A reagdo da amplificacdo pode ser visualizada em tempo real através da captacdo de um

sinal fluorescente (intercalante de DNA). O fluoréforo mais utilizado nas reagdes ¢ o SYBR Green
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I, que se intercala a qualquer DNA de fita-dupla (cDNA) que esteja presente na amostra € emite a

fluorescéncia, que entdo ¢ detectada pelo termociclador (HUGGETT; BUSTIN, 2011).
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2. JUSTIFICATIVA

Entender os disturbios metabolicos causados pelo efeito de fatores abidticos € essencial
para a identificacdo e caracterizacdo de mecanismos responsaveis pela tolerancia vegetal
contra esses estreses. Dentre os estresses abioticos, o estresse hidrico ¢ um dos principais
fatores ambientais responsaveis por afetar o crescimento e desenvolvimento das plantas,
inclusive causando prejuizos na agricultura (FEDOROFF et al., 2010). No Brasil, a regido do
semiarido brasileiro ¢ a mais exposta e afetada por diversos estresses abioticos, como seca,
salinidade, radiagdo elevada e altas temperaturas (CAVALCANTI et al., 2004; MITTLER,
2006). Estes estresses, isolados ou combinados, podem afetar diferentes processos
fisiolégicos, bioquimicos e moleculares que sdo essenciais para o funcionamento celular
(KANT et al., 2008; KOTAK et al., 2007; KREPS et al., 2002; MITTLER, 2006)

Os mecanismos fisiologicos, bioquimicos ¢ moleculares envolvidos nas respostas da
plantas frente aos estresses sdo complexos (KANT et al., 2008; MITTLER, 2006). Entretanto,
para desenvolver novas estratégias de manipulagdo genética que visem ao aumento da
resisténcia das plantas aos estresses abidticos, € até¢ mesmo ao aumento da produtividade
agricola, ¢ essencial o entendimento das informagdes relacionadas a esses mecanismos de

defesa e das consequéncias causadas pelo estresse (VALLIYODAN; NGUYEN, 2006).

Apesar de apresentar condigdes desfavoraveis para o crescimento e desenvolvimento
vegetal, algumas espécies desenvolveram mecanismos genéticos, moleculares e fisiologicos,
sendo relativamente bem adaptadas ao ambiente semiarido, como ¢ o caso do cajueiro
(SILVEIRA et al., 2003). De fato, plantas de cajueiro apresentam bom desenvolvimento
quando expostas e cultivadas em diversas areas com restricdo hidrica, salinidade em excesso
e temperaturas elevadas, condi¢des caracteristicas do semiarido brasileiro (FERREIRA-
SILVA, Sérgio L. et al., 2008; FERREIRA-SILVA et al., 2011). Essa caracteristica, e sua
importancia econdmica para as regides produtoras, tem incentivado programas de
melhoramento genético da espécie. Além do apelo econdmico, o caju e seus derivados tém
apresentado atividade antioxidante (KAMATH; RAJINI, 2007; OLIVEIRA et al., 2011),
probiodtica (VERGARA et al., 2010), anti-inflamatéria (OLAJIDE et al., 2004), antimicrobiana
(AKINPELU, 2001), larvicida (OLIVEIRA et al., 2011), e outras, descritas em diversos
estudos.
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Técnicas moleculares de alto rendimento como microarrays ¢ RNA-seq, t€ém sido
utilizadas para identificar genes responsivos a estresses abioticos € muitos deles estdo sendo
funcionalmente caracterizados quanto a tolerancia a estresses abidticos. Genes responsivos a
estresses abioticos podem desempenhar fungdes essenciais na planta, tanto quanto a maior
tolerancia a estresses abidticos, como atuar na transducdo de sinais, prote¢do da célula sob
estresses, expressao de novos genes, producdo de enzimas e proteinas/enzimas de rotas
metabolicas essenciais, enzimas antioxidantes, proteinas chaperonas, fatores de transcricao,
microRNAs, genes relacionados a vias de hormonios vegetais, dentro outras fungdes
(ARBONA et al., 2016; BALFAGON et al., 2022; ZANDALINAS et al., 2021).

Através das informacdes relacionadas ao nivel de expressdo, genes de interesse
podem ser selecionados e, posteriormente, utilizando-se técnicas de engenharia genética,
estes genes podem permitir o desenvolvimento de plantas tolerantes a estresses abioticos
(CHEN, J. Q. et al., 2008; HIMABINDU et al., 2016; NING et al., 2017; QIU; YU, 2009;
WU et al., 2009). Dessa forma, utilizar dados de NGS de transcriptomas de plantas nativas
com caracteristicas naturais de tolerancia a estresse hidrico, ¢ uma forma segura e eficaz para

prospeccao, identificacdo e validacao de genes com potencial a aplicagao biotecnologica.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

O presente estudo tem como objetivo avaliar a modulagdo da expressdao génica do

cajueiro (Anacardium occidentale L.), variedade BRS226, espécie nativa tolerante a

estresses abioticos, como fonte para identificar, isolar e validar genes envolvidos na

tolerancia a seca.

3.2 Especificos

1.

Caracterizar, por meio de parametros fisioldgicos, a progressdo dos efeitos do
estresse hidrico causado pela suspensao da irrigagdo e a progressao da recuperagdo
apos o retorno da irrigagao em mudas de cajueiro;

Analisar o transcriptoma das folhas em diferentes condi¢des de disponibilidade
hidrica (controle, déficit hidrico e recuperacao);

Identificar genes candidatos relacionados a tolerancia a seca no cajueiro;

Validar genes candidatos relacionados a tolerancia a seca por meio de andlise
molecular;

Comparar e correlacionar os resultados das anélises fisioldgicas e do transcriptoma
e definir as vias metabolicas e processos celulares afetados pela seca;

Selecionar genes associados a tolerdncia a seca do cajueiro e realizar a clonagem
destes em vetor de superxpressao;

Transformar plantas de Arabidopsis thaliana com os vetores superexpressando genes

de tolerancia a seca e avaliar a tolerancia das plantas submetidas ao estresse hidrico;
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INTRODUCTION

logical to molecular, with a drastic drop in crop yield. Integrative studies involving
transcriptomics and physiological data in recognized tolerant species are appropriate
strategies to identify and understand molecular and functional processes related to
water deficit tolerance. The cashew tree (Anacardium occidentale) is a species naturally
adapted to environments with low water availability associated with adverse condi-
tions such as heat, high radiation and salinity.

We used an integrative strategy, combining classical physiological measurements with
high throughput RNA-seq to understand the main adaptive mechanisms of cashew to
water deficit followed by recovery.

Physiological analyses indicate that young cashew plants display typical isohydric
behaviour. They first exhibit rapid stomatal closure, followed by CO, assimilation,
thus preserving the relative water content, membrane integrity and photosystem II
activity. Differential expression was observed in 1733 genes from plant leaves exposed
to water deficit stress for 26 days. Among them, 705 were upregulated and 1028 were
downregulated. After rewatering, 1330 (76.7%) genes returned to their basal expres-
sion level.

Transcriptional, combined with physiological data, reveal that cashew plants display
high phenotypic plasticity and resilience to acute water deficit, and do not activate
senescence pathways. A series of genes/pathways and processes involved with drought
tolerance in cashew are evidenced, particularly in carbon metabolism, photosynthesis
and chloroplast homeostasis.

elongation and plant growth. It triggers stomatal closure and
compromises CO, photosynthetic assimilation, causing

Drought is defined as an imbalance between water availability
in the soil and plant transpiration demand, resulting in
changes in plant water status and decreased growth and pro-
ductivity (Tardieu et al. 2019). Over the last few decades,
water stress in agriculture has increased in both intensity and
frequency in many areas worldwide (Marengo 2008). As a
result, crop productivity has been drastically affected, leading
to significant yield loss. The combination of water deficit and
extreme temperatures results in decreased food production
and quality, representing a serious threat to world agriculture
(IPCC 2014). In Brazil, the most significant drought over the
last 50 years occurred between 2012-2013. It caused a loss of
US$ 1.6 billion to the ten most important crops in the coun-
try (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica—IBGE
2016), mainly in the northeast of Brazil, where drought
occurs with high frequency and intensity (Marengo et al.
2008). Drought causes cell dehydration and loss of turgor,
which directly affects the fundamental process of cell

changes in the redox balance inside the cells, affecting critical
physiological processes, such as photosynthesis and respira-
tion, leading to potential damage to cell components, such as
proteins, phospholipids and pigments. At the whole plant
level, critical decreases in plant water potential increase the
risk of xylem cavitation, hydraulic failure and mortality
(Hochberg et al. 2017). To cope with drought stress, plants
evolve different strategies to resist or tolerate critical low
water potentials, including morphological, physiological and
molecular adjustments. However, plant adaptation mecha-
nisms vary largely among species, genotypes, plant develop-
mental stages and in response to the progress of drought
through time (Fang & Xiong 2015).

In general, plants respond to drought at an early stage of
the stress development by resisting or avoiding critical
decreases in water potential to retain normal physiological
processes (Nolan et al. 2017). Plants may increase water
uptake through investments in the root system and water
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storage and/or reduce water loss through leaf rolling and
shedding, partial stomatal closure and adjustments to the
metabolism and growth rate to match current carbon avail-
ability. As the stress becomes more severe, plants tolerate the
adverse effects of drought stress by investing in mechanisms
to reduce or repair the stress damage and sustain a minimum
level of physiological activity. These mechanisms include the
accumulation of organic and inorganic molecules to maintain
cell turgor pressure and macromolecule structure, adjust-
ments in energy dissipation and oxidative protective enzymes,
and the activation of various repair mechanisms. After
drought stress, plant recovery depends on plant ability to
repair all the damage caused by the loss of turgor pressure
and hydraulic capacity and re-establish growth and yield
(Fang & Xiong 2015). To better sense environmental changes
and respond accordingly to drought, plants have developed a
broad spectrum of biochemical and molecular programmes
that presuppose the expression of several genes related to
stress signal transduction and the transcription and regula-
tion of several proteins, enzymes and metabolites (Shanker
et al. 2014). Plant responses to water deficit stress have been
further investigated by RNA-seq approaches in various crop
and model species. These studies have revealed many differ-
ent responses at the molecular level and have been success-
fully used for a genetic dissection of stress response pathways
(Hu et al. 2018; Morgil et al. 2019). However, many of these
studied plants, such as Arabidopsis, rice and soybean, are
drought-sensitive, and their response may not reflect drought
tolerance and resistance mechanisms. Besides, in non-model
plants, and especially tree species adapted to semiarid
regions, the mechanisms involved in conferring drought tol-
erance are poorly understood. For this reason, a better com-
prehension of water deficit consequences and adaptive
strategies in natural drought-adapted species becomes of
great importance to improve agricultural productivity in
semiarid regions.

The cashew tree (Anacardium occidentale L.) is a perennial
tropical species native to the semiarid coastal region of north-
east Brazil and is naturally adapted to low water availability
(Souza et al. 2005; Bezerra et al. 2007; Ferreira-Silva et al.,
2010; Ferreira-Silva et al., 2008). It is one of the most impor-
tant crop species of the tropics (De Oliveira 2008), covering an
estimated area of 5.97 million hectares globally, with 5.93 mil-
lion tonnes annual production (FAOSTAT 2018). Several phys-
iological and biochemical studies have been done regarding
cashew tree stress adaptation capacity (Souza et al. 2005;
Ferreira-Silva et al. 2012). However, no molecular study at the
gene expression level has been performed to understand better
the molecular mechanisms involved in drought resistance and
tolerance of the cashew tree.

In this study, we used an integrative strategy combining high
throughput RNA-seq with physiological analysis to understand
the adaptive strategies of A. occidentale in response to water
deficit stress. We used two main approaches to analyse the
transcriptome: (i) we first characterized transcriptomic regula-
tion of genes in response to moderate and severe water deficit
stress caused by withholding water, then (ii) identified and
quantified differentially expressed genes over a time course of
water deficit stress and after recovery. To our knowledge, the
current study is the first to present a transcriptional profile of
cashew leaves submitted to water deficit stress and recovery.
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MATERIAL AND METHODS
Plant material and growth condition

Full-sib seeds of cashew tree (Anacardium occidentale L.), var.
BRS226 (EMBRAPA), were disinfected with 1.5% (w/v)
sodium hypochlorite solution, immersed in distilled water
overnight and then sown in a substrate consisting of vermi-
culite and sand (3:1) and osmocote (3.5 kg-m_3). Seedlings
were kept well-watered near field capacity and nourished with
Hoagland nutrient solution (Hoagland & Arnon 1938) under
greenhouse conditions (32.0 &+ 7.8 °C day/28.2 + 1.7 °C
night), 62 4+ 10% RH, 11-h photoperiod with 15.3 mol-m~>
-day™' DLI (daylight integral).

Experimental design

The experiment was conducted as illustrated in Fig. 1A. After
45 days from sowing, some of the cashew seedlings was kept
well-watered while the other portion of seedlings was submit-
ted to water withdrawal. The progress of water deficit stress in
the plant was monitored using leaf gas exchange and chloro-
phyll a fluorescence, leaf water potential, relative water content
and oxidative stress. The experiment was repeated three times
(data not shown) to determine the optimal timing of severe
reversible stress, when a batch of seedlings was re-watered and
allowed to recover for 5 days. Samples for RNA extraction were
harvested at three time points during the experiment: (1) after
3 days for plants under mild water deficit stress; (2) on day 21,
when plants were under severe water deficit stress; and (3) on
day 26, after 5 days of re-watering. Figure S1 illustrates the
seedling growth profile after 26 days under control (C), water
withdrawal (WD) and recovery (R) conditions. An apparent
decrease in seedling size was visible in both WD and R groups,
compared to control plants of the same age. No other symp-
toms were visible.

Physiological characterization of plant water deficit stress

Photosynthetic CO, assimilation (A, pmol CO, m™*-s™") and
stomatal conductance (g, mol H,O m~2s7) were measured in
fully expanded leaves using a portable gas exchange measure-
ment system (IRGA Li-6400XT; LI-COR, Lincoln, NE, USA) and
internal parameters at 1000 pmol-m™>-s~' PPFD and 10% blue
light, 1.0 & 0.2 kPa VPD, 400 ppm CO, and 28 °C. The photo-
system II (PSII) maximum quantum efficiency was measured for
chlorophyll a fluorescence with a Dual PAM-100 (Walz, Effel-
trich, Germany), using the saturation pulse method (Schreiber
et al. 1995), where F,, F,, and F, are initial, maximum and vari-
able fluorescence, respectively, calculated using the formula:

F,/Fp=(Fp—F,)/Fp.

Leaf water potential was measured in detached leaves
between 12:00 and 13:00 h with a Scholander pressure bomb.
Osmolarity was measured in leaf discs using a vapour pressure
osmometer (Vapro 5520; Wescor, USA). Osmolality
(mmol-kg_l) was converted to osmotic potential (¥s) using
the relationship: 1 mmol-kg™" = 2.408 x 107> MPa. Leaf rela-
tive water content (RWC) was determined according to previ-
ous work (Cavalcanti et al. 2004). Leaf membrane damage
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Fig. 1. Physiological measurements of cashew seedlings submitted to water withdrawal for 21 and 26 days and rewatered for 5 days from day 21. (A) Experi-
mental design. Cashew seedlings were grown under well-watered conditions (C). Plants were then submitted to water withdrawal. After 21 days, a group of
plants was rewatered and allowed to recover for 5 days (R), while the other group was kept in the water withdrawal treatment until the end of the experiment
(WD). Samples for RNA were harvested from all plants 3 days after stress initiation, after 21 days of water withdrawal and on day 5 of rewatering (Recovery).
The severity of the stress in plants submitted to water withdrawal was monitored as (A) percentage change in gs, (B) change in A, (C) change in g, (D) reduc-
tion in leaf water potential, (E) reduction in leaf osmotic potential, (F) change in leaf RWC (%) of well-watered cashew seedlings (control, C) and cashew seed-
lings submitted to water withdrawal for 26 days (WD), seedlings submitted to water withdrawal for 21 days then allowed to recover for 5 days through
rewatering (R). Data are mean =+ SE (n = 5), significant difference between treatments and C indicated by asterisks (*). P < 0.05 (Student t-test).

(MD) was estimated based on K* leakage of leaf discs using
flame photometry, and percentage membrane damage was esti-
mated as MD (%) = (L,/L,) x 100.

Extraction of RNA

Leaves from five different individuals were assembled in a sin-
gle biological sample for each treatment and time point. Four
extractions were performed for each time point and each water
regime. Leaves were immediately frozen and ground in liquid
nitrogen and total RNA isolation was performed according to
previous work (Kasajima 2017).

Assembly of RNA-seq library and quality assessment

About 2 pg total RNA from each sample was precipitated in
ethanol and sent to Macrogen Inc. (Korea) for RNA-seq library
preparation. In total, 24 Truseq stranded mRNA libraries were
prepared. The sequencing platform used was Novaseq, with
100 bp paired-end (PE), and approximately 40 M reads (4G
per sample). Quality check of RNA-seq raw reads was per-
formed using FastQC software (Andrews et al. 2010). Adapter
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sequences and low-quality reads were removed using Trim
Galore. Only reads with a score >Q30 and a minimum length
of 50 nucleotides were kept for further analyses. Reads map-
ping was performed using TopHat2 (Kim et al. 2013). RNA-
seq data were deposited in the NCBI Gene Expression Omni-
bus under accession number PRJNA660252.

Differential expression analysis

To investigate the transcriptomic pattern of genes in A. occi-
dentale leaves in response to water deficit, we selected six
groups (C3, C26, WD3, WD21, WD26 and R26) to perform a
genome-wide RNA sequencing analysis and compare the effects
of moderate and severe water deficit with the control and
recovery treatments. To identify and quantify differentially
expressed genes (DEGs) between control, water deficit and
recovery treatments, high-quality reads were mapped to the
reference genome available in Phytozome (https://phytozome.
jgi.doe.gov/pz/portal.html) using TopHat2. Differential gene
expression was performed using SARtools with DESeq2 (Varet
et al. 2016). DEG comparisons were analysed peer-to-peer
between control (C3) and water deficit (WD3, WD21 and
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WD26) and between samples from day 26 (C26, WD26 and
R26) with P-value adjustment using the BH method (Ben-
jamini & Hochberg 1995). Homogeneity of control, water defi-
cit and recovery samples was evaluated after principal
components analysis (PCA). The threshold used to judge the
significance of gene expression was [Log2FCl > 1 and P < 0.01.
Genes that matched these criteria were designated as up- or
downregulated if water deficit RNA level was higher or lower,
respectively, than that of control plants, and were considered
for downstream analysis. All transcripts, including alternatives,
were considered for heatmap construction. A Venn diagram
with all water deficit collection days was constructed consider-
ing genes with |ILog2FCl > 1 and P < 0.01, in comparison to
the control (C). Statistically significant DEGs were subjected to
Gene Ontology and KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes) enrichment analysis using the Blast2GO program.
Classification of the groups containing the largest number of
DEGs was performed based on Blast2GO and Phytozome
annotations. A scatterplot was constructed using R (R Founda-
tion for Statistical Computing, Vienna, Austria).

Validation of differential gene expression using RT-qPCR

All ¢cDNA reactions contain 1 pg total RNA, 10 pm oligo
(dT24V) primers and 200 U MMLV Reverse Transcriptase.
Specific primer pairs for validation of differential gene expres-
sion were designed using the Primer3 tool (Rozen & Skaletsky
2000). All primer pairs used in RT-qPCR reactions and their
sequences are presented in Table S1. Samples were analysed in
technical triplicates and biological triplicates. Reverse tran-
scription followed by quantitative Polymerase Chain Reaction
(RT-qPCR) were performed using Platinum Taq DNA poly-
merase (Invitrogen) on the Applied Biosystems 7500 Real-
Time PCR system (Foster City, CA, USA). PCR was conducted
in a volume of 20 pl containing 10 pl diluted ¢cDNA (1:100),
0.4 mm dNTPs, 10X buffer, 3 mm MgCl,, 0.25 U Platinum Taq
DNA polymerase (Invitrogen) and 0.1 um of each oligonu-
cleotide. PCR conditions were: initial 3-min step at 95 °C fol-
lowed by 40 cycles of 10 s denaturing at 95 °C, 15 s annealing
at 60 °C and 15 s extension at 72 °C. Melting curves were per-
formed after a denaturation at 95 °C for 15 s, followed by a
sequential increase in temperature from 65 to 98 °C.
CYP27A154 (Anaoc.0001s2042), malate dehydrogenase (Ana-
0c.001750553) and Clp protease (Anaoc.0018s0700) were used
as reference genes. The relative gene expression levels were
determined using the 274#" method (Livak & Schmittgen
2001). To avoid division by zero and make the calculations fea-
sible, all those samples with genes whose amplification was not
detectable, even after 40 PCR cycles, have a Ct attributed as 42.

Metabolic pathways and network analysis

In order to illustrate modulation of some enzymes present in
carbon fixation pathways from photosynthetic organisms, we
used the KEGG output (https://www.genome.jp/kegg-bin/
show_pathway?map00710) and filled the enzyme boxes with
the respective effect in the transcript levels. The network analy-
sis was made using GeNeCK, a web server for network and
gene expression analysis at https://Ice.biohpc.swmed.edu/genec
k/analysis.php (Zhang et al. 2019). The input data correspond
to the differential expression profiles of all genes listed as
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associated with photosynthesis and chloroplasts, as described
in Table S8. The statistical method of choice was GeneNet,
which uses a partial correlation in the GeNeCK.

RESULTS

Physiological characterization of water deficit stress evolution
and intensity

The physiological state of the plants was monitored by moni-
toring significant changes in gas exchange, plant water status
and oxidative tissue damage (Table S2 and Table S3). Three
days after withholding water, plants still did not show signifi-
cant changes in CO, assimilation or stomatal conductance.
However, plants 7 days after water withdrawal showed mild
stress, with a decrease of 43% in A and 50% g than control
plants (Fig. 1B, C). On the following days, leaf gas exchange
decreased rapidly, so that after 18 days of water withdrawal, A
and g, were, respectively, 10.3% and 2.6% that of control
plants. After 21 days, water conductance through stomata and
CO, fixation was near zero, and this condition remained
unchanged to the end of the experiment. Stressed plants also
showed a 175% decrease in leaf water potential compared with
control plants (Fig. 1D). Based on these results, we characterize
day 21 as plants being under severe water stress.

Interestingly, plants did not show changes in leaf osmotic
potential or leaf relative water content (Fig. 1E, F). Moreover,
PSII maximum quantum efficiency was not affected, and no
oxidative membrane damage was detected (Figure S2A, B).
Since plants showed no signal of severe oxidative stress, we con-
sidered that they would recover from the stress imposed by
withholding water at that point. Therefore, after 21 days of
water withdrawal, we re-watered a group of the plants submit-
ted to water deficit stress for five more days and monitored their
recovery. After 1 day of rewatering, plants recovered 36% of A
and 18% of g, as compared to the control. Leaf gas exchange
increased progressively, and after 5 days of rewatering, plants
recover 62% of A and 37% of g. Curiously, leaf water potential
continued to decrease, although the drop was smaller than that
observed in plants under continued water withdrawal. In con-
trast, leaf RWC and osmotic potential of rewatered plants
remained unchanged, while plants kept in the water withdrawal
treatment for 26 days showed significant decreases of 26.7% in
leaf RWC and 37% in leaf osmotic potential than control plants.
Membrane oxidative damage and PSII maximum quantum effi-
ciency remained unaltered in plants submitted to continued
water withdrawal. Also, the osmotic potential of roots did not
change significantly (Figure S2C), indicating that no root osmo-
tic adjustment had taken place to ameliorate the effects of lower
moisture in the soil.

Effect of water availability on gene expression in cashew leaves

The genome-wide RNA sequencing analysis allowed compar-
ison of the effects of 3, 21 and 26 days of water withdrawal and
the control and recovery treatments. Quality filtering of
149,312,602 raw reads generated 148,317,238 high quality
reads, with a yield of 135,806,727 (91.55%) mapped reads.
Each treatment contained quadruplicate biologic replicates
with about 25 M reads, with an average alignment of 91.5%.
Information regarding all 20 assembled RNA-seq libraries is
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provided in Table S4. RNA-seq libraries for each sample group
were sequenced to identify the cashew molecular responses
during the water deficit stress treatments. Two sets of compar-
isons were performed: a time-course study and an analysis at
26 days of water deficit stress following recovery treatment.
Results are presented separately.

Differentially expressed genes over the time course of water
deficit stress

The relationship among control (C3) and the four different
water deficit levels (WD3, WD21 and WD26) were analysed by
PCA (Fig. 2A). A heatmap was generated to illustrate the DEG
expression profile of these groups and how the replicates were
related in each group (Fig. 3A). DEG comparisons were anal-
ysed peer-to-peer between control (C3) and water deficit
(WD3, WD21 and WD26). DEG analysis identified seven
(WD3 versus C3), 2098 (WD21 versus C3) and 1874 (WD26
versus C3) upregulated genes and two (WD3 versus C3), 3835
(WD21 versus C3) and 2778 (WD26 versus C3) downregulated
genes (Fig. 3B). Among these genes, five upregulated genes
were common to the three stages of water deficit: Ana-
0¢.0008s1284 (Phytepsin), Anaoc.0014s1050 (protein with no
annotated domains), Anaoc.0014s1081 (protein with no anno-
tated domains), Anaoc.0014s1084 (transcription factor SPN1)
and Anaoc.0014s1085 (DUF59). No common downregulated
gene was identified. All upregulated and downregulated genes
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are listed in Table S5 and Table S6, respectively. The total
number of transcripts differentially expressed during water def-
icit stress, including alternatives, are presented in Table S7.

Differentially expressed genes during severe water deficit
stress and after recovery

The variations among samples from control, water deficit and
recovery conditions were evaluated by PCA (Fig. 2B). As
expected, libraries from different treatments were separated,
whereas the replicates were similar. Another heatmap was con-
structed with the DEG expression profile of the three groups
evaluated and this shows how the replicates are related in each
group (Fig. 4A). Overall, 705 genes were upregulated and 1028
were downregulated under water deficit stress for 26 days.

The boxplots from Fig. 4B represent eight different expres-
sion profiles. The first group of 1264 genes had the recovery
group expression level equivalent to that defined as the control
group and was classified as ‘aba’. Only the water deficit plants
had a different expression profile, with increased expression in
488 and decreased expression in 776 genes. The ‘abb’ profile
corresponds to 403 genes down- (199) and up- (204) regulated
under water deficit that retained the same expression level in
the recovery group. A set of 32 genes had intermediate recovery
expression among control and water deficit (classified as ‘abc’).
Interestingly, 34 genes exhibited an opposite expression pattern
to water deficit than those of the control group (IV and VII,
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Fig. 2. Principal components analysis (PCA) of mRNA-seq libraries. (A) Biplot of the first and second PCA components of differentially expressed genes during
drought stress compared with control. The 12 different RNA-seq libraries correspond to three control samples on day 3 (C3; blue), three from 3 days of water
deficit (WD3; green), four from 21 days of water deficit (WD21; red) and four from 26 days of water deficit (WD26; purple). (B) Biplot of the first and third
components of PCA for control (C26), water deficit-responsive genes (WD26) and water recovery (R26) mRNA-seq libraries.
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Fig. 3. Differentially expressed genes during water deficit stress. (A) Heatmap depicting expression of all differentially expressed transcripts during water defi-
cit stress for day 3 (WD3), day 21 (WD21) and day 26 (WD26), in comparison to control day 3 (C3). Red shading indicate upregulated and blue shading corre-
spond to downregulated transcripts. (B) Venn diagram showing total number of differentially expressed transcripts for days 3, 21 and 26 of water deficit
stress, compared to control day 3. Red circles are upregulated and blue circles are downregulated genes, considering log2FC > I11and P < 0.01.

classified as ‘abd’). The number of transcripts differentially
expressed in severe water deficit stress is given in Table S7.

The most representative groups of DEGs sharing functional
and genetic relationships are provided in Table 1 and Table S8.
They encompassed genes related to photosynthesis and chloro-
plast metabolism (LHCII, carbonic anhydrase, RuBisCo, TIC),
transcription factors (bHLH, zinc finger, homeobox and auxin
response), transporters (aquaporins, amino acid, ions and sug-
ars), heat shock proteins (HSP70, HSP20 and DNAJ) and genes
involved in ROS scavenging (thioredoxin, peroxidase and
superoxide dismutase). Other genes related to drought stress
responses were also modulated, such as trehalose phosphate
synthase, galactinol synthase, asparagine synthase and ABA sig-
nalling PP2C (protein phosphatase-2C) and SnRKs (Snfl
related protein kinases).

To illustrate the range of variation in expression among the
three treatments (WD26 versus C26, R26 versus WD26 and R26
versus C26), we selected representative genes from each group,
as shown in Fig. 5. The expression profile within each group
was uniform, with minor exceptions, as in proteinases (B),
RNA processing (C), heat shock/chaperones (D), secondary
metabolite synthesis (E), receptors (F) and transcription factors
(I). The abscisic acid (ABA) signalling (A), antioxidant system
(G), transporters (H) and photosynthesis/chloroplast (J)
groups exhibited a wide variation in intra-group expression
profiles.

Validation of DEGs

To confirm the RNA-seq results, the differential expression of
13 representative genes associated with different mechanisms
of the stress response was validated by quantitative PCR (RT-
qPCR) (Fig. 6). Among them, ten genes were upregulated
while three genes were downregulated under drought stress.
Trehalose-6-phosphate synthase (TPS — Anaoc.0013s51148), Late
Embryogenesis Abundant (LEA —Anaoc.0011s1154) and
Nuclear transcription factor Y subunit A-1-related (NF-YA1 —

Anaoc.001850487) were the genes with higher expression varia-
tion under water stress. After 5 days of recovery, gene expres-
sion of rewatered plants resembled that of control plants,
except for Hydroperoxide lyase (HPL1 — Anaoc.0014s0438) and
Protochlorophyllide reductase (PORA — Anaoc.0020s0590).

Genes of carbon assiilation pathways and chloroplast network
under drought stress

In the pathways illustrated in Fig. 7A, it becomes clear that not
only pyruvate phosphate di-kinase, PPDK (E.C.2.7.9.1), an
enzyme previously associated with different abiotic stresses, as
well as a large number of other transcripts from genes of the
Calvin cycle and carbon fixation were downregulated under
water deficit. The original KEGG view of the Calvin cycle, tri-
carboxylic acid cycle (TCA) and pentose pathways with genes
affected by the drought stress is presented in Figure S3. It sug-
gests that cashew plants use mechanisms associated with a
reduction in carbon fixation to avoid senescence.

A network analysis of genes related explicitly to photosyn-
thesis and chloroplast targeting, as described in Table S8, is
presented in Fig. 7B. Four genes correspond to hubs in this
network: granule-bound starch synthase 1, chloroplastic/amy-
loplastic (GBSS1), protochlorophyllide reductase (PORA)
implicated in chlorophyll synthesis, STAY-GREEN protein
(SGR1) and a small heat-shock protein-a. These genes have
central roles in carbon metabolism, pigment turnover and pro-
tein stability in chloroplasts. The enrichment gene ontology
results also identified high effects on membrane-bound and, in
particular, organellar components (Figure S3).

DISCUSSION

Species use many different strategies in response to drought.
Some species retain tight regulation of leaf water potential
(Wiear) by closing stomata early in drought development. How-
ever, this increases the risk of carbohydrate depletion and
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Fig. 4. Differentially expressed genes under water deficit stress and after recovery. (A) Heatmap profile of all differentially expressed transcripts from control
(C26), water deficit (WD26) and recovery (R26) experiments. Red shading indicates upregulated and blue corresponds to downregulated transcripts. White is
genes not differentially expressed. (B) Boxplots representing the profile of DEGs, considering log2FC > 10.51and P < 0.01. Green, red and blue boxes represent
expression levels are equal, up- or downregulated in relation to the control (green). Orange boxes correspond to intermediate expression among control and
water deficit. Yellow boxes correspond to opposite expression pattern in response to water deficit compared to the control. Numbers at upper right corre-

spond to number of genes present in the profile.

Table 1. Most representative groups of differentially expressed genes
(DEGs) related to water deficit stress.

group up down total
Photosynthesis/chloroplast 103 80 183
Transcription factors 68 108 176
Transporters 43 104 147
Protein of unknown function 57 90 147
Antioxidant system 33 17 50
Heat shock/chaperones 29 12 41
Receptors 10 31 41
Proteinases 3 26 29
RNA processing 23 2 25
Secondary metabolite synthesis 16 5 21
ABA signalling 7 14 21
Other 340 548 888

carbon starvation (isohydric strategy). In contrast, other spe-
cies prefer to delay stomatal closure and deal with the conse-
quences of significant declines in cell water potential and the
risk of xylem cavitation and hydraulic failure (anisohydric
strategy). Depending on the prevalent strategy that the plant
displays in response to drought, species can be classified along
a continuum from isohydric to anisohydric. However, increas-
ing evidence suggests that plants may switch between isohydric
and anisohydric behaviours according to the development of
drought stress through time (Nolan et al. 2017). To better
understand cashew tree adaptive responses to drought and to
characterize the protective strategies used at different intensi-
ties of the water stress, we monitored the physiological plant
status during the evolution of water deficit stress and during
recovery.

Plant Biology © 2021 German Society for Plant Sciences and The Royal Botanical Society of the Netherlands

Additionally, we evaluated gene expression through time
and identified DEGs during the evolution of water deficit stress
and the recovery process after re-irrigation. We demonstrated
that cashew seedlings submitted to gradual soil water deficit
stress show typical isohydric behaviour, with early and gradual
stomatal closure, late decreases in W),y and RWC, and nearly
absent cell oxidative damage. These physiological responses are
most probably associated with the modulation of adaptive
molecular mechanisms, such as osmolyte biosynthesis, tran-
scription factor activation, chlorophyll biosynthesis and degra-
dation, ABA signalling and ROS detoxifying systems. Like
several other isohydric tree species that survive dehydration
(Delzon 2015; Hochberg et al. 2017), the early strategy of
cashew seedlings to cope with water stress over a short time
scale is to prevent or delay the negative impacts of water stress
by closing the stomata. In our experiment, cashew gradually
decreased g;, such that water potential decreases were observed
after 20 days of water withdrawal, when stomata were fully
closed. It has been demonstrated that g, and leaf water potential
are correlated during drought as a function of leaf turgor, con-
trolled by the accumulation of osmotically active solutes in
response to soil drying. However, the point at which a plant
loses leaf turgor varies among species. For example, in Hymie-
naea courbaril the leaf turgor loss point is at the earliest stage of
stomatal closure, while in Simarouba glauca the loss of leaf tur-
gor is reached when g; is reduced by 99% (Brodribb et al. 2003;
Nolan et al. 2017). Interestingly, in our study, cashew did not
show changes in leaf osmotic potential or in leaf RWC when
leaf water potential was reduced. Cell wall flexibility is affected
by the content of lignin and phenolic compounds during stress
(Moore et al. 2008), and caffeoyl-CoA 3-O-methyltransferase
(CCoAOMT) is an important enzyme involved in the biosyn-
thesis of lignin. Curiously, in the RNA-seq data obtained in
our study, we observed a decrease in expression of CCoOoAOMT
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Fig. 5. Comparison of DEGs from some genes for pathways and mechanisms of drought response. These were selected to illustrate expression patterns
between water deficit and control (WD versus C), recovery and control (R versus C) and recovery and water deficit (R versus WD). Each group is represented by
a letter in the upper left corner. A: ABA signalling, B: Proteinases, C: RNA processing, D: Heat shock/chaperones, E: Secondary metabolite synthesis, F: Recep-
tors, G: Antioxidant system, H: Transporters, I: Transcription factors and J: Photosynthesis/chloroplast. The x-axis represents value of log2FC. Asterisks indicate

genes validated by RT-gPCR.

and other genes involved in lignin, anthocyanin and phenyl-
propanoid biosynthesis in plants that were submitted to water
deficit. Other studies on trees also found a decrease in lignin
upon drought (Wildhagen et al. 2018). Yan et al. (2018)
demonstrated that plants engineered for a low lignin content
adapted to drought tolerance more rapidly, elevating ABA level
and positively regulating expression of drought-responsive
genes (Yan et al. 2018). This indicates that the modification of
secondary cell walls does not render plants less robust. Instead,
some plants use a low lignin content as an adaptation to
drought tolerance. However, the relationship between lignin
metabolism, drought tolerance and post-drought recovery has
received little attention (Li et al. 2013).

There was a decrease in leaf osmotic potential after 26 days
of water withdrawal. Differences in osmotic adjustment vary
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among species in relation to the types of solutes upregulated
during osmotic adjustment (Nolan et al. 2017). Proline,
asparagine and trehalose are the most common osmolytes
accumulated in response to drought, and are also associated
with increased stabilization of enzymes and proteins, mainte-
nance of membrane integrity and protection against ROS
(Kaur & Asthir 2017). The P5CS (delta-1-pyrroline-5-
carboxylate synthetase) genes involved in proline biosynthe-
sis, accumulated upon drought stress in our experiment.
Accumulation of proline in leaves of cashew in response to
rapid and severe salt stress has been reported previously (Sil-
veira et al. 2003; da Rocha et al. 2012). However, these
increases in proline were attributed to potential cellular
metabolic disorders, such as protein degradation and leaf
senescence, or to salt-induced increases in nitrogen recycling

Plant Biology © 2021 German Society for Plant Sciences and The Royal Botanical Society of the Netherlands
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Fig. 6. RT-gqPCR expression analysis of severe water deficit-modulated genes in A. occidentale leaves. Relative expression of 13 genes confirmed in A. occiden-
tale seedlings when submitted to different water regimes. Values are fold change of mean & SD. Three independent biological replicates were used for each
experimental condition. Statistics were performed using anova (P < 0.05). Small letters above each expression level indicate to which expression profile the

genes were classified, as presented in Fig. 4.

(Silveira et al. 2003; Li et al. 2016). Interestingly, we observed
accumulation of genes associated with asparagine synthetase
(ASN), an important enzyme for nitrogen storage and trans-
port during abiotic stress.

Another osmoprotectant and indicator that plants are expe-
riencing some stress is trehalose, which acts by lowering osmo-
tic potential and protecting membranes, enzymes and other
biological structures against irreversible damage and denatura-
tion (Benaroudj et al. 2001). Trehalose is synthesized by
trehalose-phosphate synthase (TPS). TPS, late-embryogenesis
abundant (LEA) and chaperones also have crucial roles in
osmotic adjustment of plant cells. LEA proteins are involved in
protection from desiccation and synthesized in vegetative tis-
sues in response to water deficit during drying or water short-
age. Also, our results show that cashew reduces expression of
three classes of aquaporin (AQP) (nodulin intrinsic protein,
NIP; tonoplast intrinsic protein, TIP; plasma membrane intrin-
sic protein, PIP). In general, negative regulation of many PIP
genes leads to a reduction in water loss, helping to prevent
water backflow and avoiding loss of water to the dry soil (Afzal
et al. 2016).

A further highlight of our study is that, even at the late stage
of water stress, cashew leaf samples did not show signs of mem-
brane damage or decreases in potential photochemical effi-
ciency. Previous studies have revealed that cashew has an
effective antioxidant defence system based on SOD (superoxide
dismutase), APX (ascorbate peroxidase) and CAT (catalase)
activity, and this is integrated with other protective mecha-
nisms to regulate light harvesting, excess energy dissipation
and cell membrane integrity. A combination of water deficit
stress and high light stress leads to an increase in activity of
SOD and a decrease in CAT activity (Lima et al. 2018). Also,
Ferreira-Silva et al. (2011) showed that APX activity decreases
in response to salt stress (Ferreira-Silva et al. 2011). Our results
agree with previous studies, as SOD mRNA level was increased
in response to water deficit, although no there was no variation
in expression level of CAT mRNA. The removal of hydrogen
peroxide by peroxidases requires small reducing molecules,
such as thioredoxin, to act as regeneration cofactor (Mhamdi
et al. 2012). In our experiment, thioredoxin expression was

Plant Biology © 2021 German Society for Plant Sciences and The Royal Botanical Society of the Netherlands

upregulated more than three-fold in plants submitted to water
deficit.

All the above results show that cashew has developed adap-
tive mechanisms to protect against oxidative stress under low
water potentials, resulting in resistance to water deficit stress.
Indeed, despite a decrease in growth under water stress (Fig-
ure S1), it is evident that the plants achieved homeostasis in
the face of water stress without entering senescence processes.
One example of how to cope with this stress is by reducing
transcript levels of Anaoc.0016s0356 (SAG, senescence-
associated gene) and Anaoc.0005s1705 (Fig. 5, Table S8),
which are the cashew orthologues of Arabidopsis SAG12
(At5g45890) and pyruvate orthophosphate dikinase (PPDK),
respectively. Both of these are known to be induced and impli-
cated in leaf senescence mechanisms, when reallocation of
nitrogen and carbon sources becomes critical (Taylor et al.
2010; James et al. 2018; Wang et al. 2019).

Our results show that 5 days of re-irrigation after 21 days of
water withdrawal are not enough for cashew to totally recovery
from stress, both at transcriptomic and physiological levels.
After soil rehydration and lifting of drought stress, plants only
restored 37% of g, with a 62% recovery in A. The hysteresis in
the recovery of gas exchange may be related to two main fac-
tors. First, irreversible damage to xylem conduits, which
reduces hydraulic capacity and supply of water to leaves, even
after the soil is rehydrated (Skelton et al. 2017). Second, during
water stress, the reduction in cell turgor triggers rapid biosyn-
thesis and accumulation of ABA in leaves, which induces stom-
atal closure and other physiological responses (Sack et al.
2018). After a drought, the ABA accumulated in a leaf must be
reduced through degradation or export to other tissues to allow
stomatal re-opening. It has been shown that species that accu-
mulate large amounts of ABA usually show slow recovery of
gas exchange after a drought period (McAdam & Brodribb
2016). Our results indicate that cashew prevents ABA accumu-
lation by decreasing the number of its receptors (pyrobactin
resistance-1, PYR; pyrobactin resistance-like, PYL; regulatory
component of abscisic acid receptor, RCAR); PYL1/4. PYL is
one of the most prominent plant hormone receptor family,
and many studies have demonstrated that its expression is
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downregulated in response to abiotic stress (Guan et al. 2018).
The downregulation of ABA receptors could be explained by at
least two hypotheses: (i) negative feedback regulation of ABA
on its receptors, or (ii) negative feedback regulation of ABA via
SnRK2 on PYL expression. These findings indicate that
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were placed in the centre of the network. Genes upregulated are in yellow and

drought modulates ABA receptors and transcripts of ABA reg-
ulators.

With the increased development of next-generation sequenc-
ing (NGS) techniques and the availability of tree species gen-
omes, knowledge of physiological and molecular responses of

Plant Biology © 2021 German Society for Plant Sciences and The Royal Botanical Society of the Netherlands
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woody plants to abiotic stress has increased (Estravis-Barcala
et al. 2020). Understanding gene responses to water stress is
essential for identifying targets for breeding selection or for
genetic engineering using editing tools. This study is the first to
present the transcript profile of cashew trees exposed to water
deficit stress. The genes in Table S8 provide an overview of
candidate genes and their expression abundance in response to
each water treatment, their expression profile and functional
grouping. These results provide insights into how the cashew
tree responds to periods of drought. Further functional studies
are required to evaluate the potential use of the identified genes
for biotechnological applications.

ACKNOWLEDGEMENTS

This study was carried out with support of a fellowship from
the Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tec-
nolégico (CNPq) and Coordenacido de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior (CAPES). This work was also sup-
ported by an INCT Plant Stress Biotech grant from MCT of the
Brazilian Government.

SUPPORTING INFORMATION

Additional supporting information may be found online in the
Supporting Information section at the end of the article.

Figure S1. Seedling growth profile after 26 days. Visual rep-
resentation of plants submitted to water stress for 26 days
(red), plants kept under water stress for 21 days followed by
recovery for 5 days (green), and control plants kept for 26 days
with irrigation (blue).

Figure S2. Photosynthesis efficiency, oxidative damage of
cashew seedlings submitted to water withdrawal for 21 and 26

Drought effects on cashew transcriptome and physiology

days and root osmotic potential after recovery. (A) PSII maxi-
mum quantum efficiency (Fv/Fm), (B) Membrane damage of
well-watered cashew seedlings and cashew seedlings submitted
to water withdrawal for 21 and 26 days. (C) Roots osmotic
potential of well-watered cashew seedlings and cashew seed-
lings submitted to water withdrawal for 26 days and of cashew
seedlings submitted to water withdrawal for 21 days and then
allowed to recover for five days of rewatering. Ctrl — control,
WD — water deficit, R — recovery. Numbers on the x-axis repre-
sent the numbers of days. For (A) and (B) data are means £ SE
(n = 4). For (C) data are means & SE (n = 5). There is no sig-
nificant difference between treatment and the control as indi-
cated by Student’s t-test (a < 0.05).

Figure S3. KEGG view and Gene Ontology of metabolic
pathways affected by drought stress. The Calvin cycle, the tri-
carboxylic acid (TCA) cycle and pentose pathways were
selected to illustrate some of the pathways and pathways whose
genes were affected by water stress.

Table S1. Primers sequences used for differential gene
expression validation.

Table S2. Psychological characterization of water deficit
stress evolution and intensity.

Table S3. Gas exchange measuremenst of cashew seedling
along 26 days after water deficit stress initiation (DASI).

Table S4. Description of the libraries Anacardium occiden-
tale under water deficit stress experiment.

Table S5. Up-regulated expressed genes along water deficit.

Table S6. Down-regulated expressed genes along water defi-
cit.

Table S7. Number of transcripts differentially expressed.

Table S8. Description of genes from most representative
groups responsive to water deficit stress.
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5. CAPITULO 2 — Analise funcional de genes de caju responsivos ao estresse hidrico

em sistema heterologo de Arabidopsis thaliana

5.1 INTRODUCAO

A gendémica ¢ a ciéncia que estuda o genoma de organismos a partir do seu
sequenciamento completo, visando entender sua estrutura, organizacao e funcao, e pode ser
dividida em gendmica estrutural, comparativa e funcional, respectivamente. A gendmica
estrutural estuda a organizacdo e a estrutura dos genes, analisando sequéncias transcritas e
estruturais utilizando metodologias como marcadores de DNA e sequenciamento. A
genOmica comparativa busca conhecer as relagdes entre genomas, homologia entre
sequéncias e genes, determinando, assim, o grau de sintenia destes, em espécies
relacionadas. A gendmica funcional cabe o estudo das fungdes génicas, a fim de
compreender as mudancgas no funcionamento do genoma em diferentes estdgios de

desenvolvimento e sob diferentes condigdes ambientais.

O melhoramento genético vegetal pode ser definido de forma bastante simplificada
e generalizada como a arte e a ciéncia de modificar plantas ou seu desempenho em beneficio
da humanidade (POEHLMAN; SLEPER, 1995). Os programas de melhoramento utilizam
como matéria-prima a variabilidade/diversidade genética que existe em uma espécie ou em
espécies correlatas, que sdo capazes de se intercruzar. Com o avango das tecnologias de
transformagdo genética, surgiu a possibilidade de introduzir genes de espécies que sao
evolutivamente distantes e ndo sdo geneticamente relacionadas, ou seja, que ndo possuem a
capacidade de cruzamento entre si. Sendo assim, em teoria, qualquer ser vivo pode contribuir

com genes para o melhoramento de uma dada espécie vegetal.

Com o melhoramento assistido € possivel acompanhar variagdes fenotipicas das
caracteristicas de genes candidatos. Assim, ao identificar o gene € possivel selecionar contra
ou a favor do gendtipo pré-existente ou obter novos genotipos por meio de mutagénese,
edi¢do, silenciamento ou superexpressdao de genes de interesse. O desenvolvimento de
cultivares com caracteristicas desejaveis (fraits), como maior produtividade, maior
resisténcia a pragas ou maior valor nutricional, baseou-se principalmente em métodos de
selecdo de alelos favoraveis de ocorréncia natural ou induzidos por mutagénese nao

especifica.
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Por muitos anos, o melhoramento cldssico foi o unico método disponivel para
introduzir caracteristicas em plantas, envolvendo cruzamentos seguidos de selegdo de
plantas com fenotipo desejavel. Apesar de sua enorme contribuigdo, esses métodos
apresentam diversas limitagdes como ser um processo lento, que necessita varios anos para
produzir e liberar comercialmente uma variedade (CHRISTOU P, 1992) e a selecdo
fenotipica sem conhecimento das bases moleculares e fisiologicas envolvidas
(PURUGGANAN; FULLER, 2009). O surgimento da biologia molecular e suas diversas
técnicas tem beneficiado a agricultura moderna, auxiliando na selecdo assistida por
marcadores moleculares, na selegdo gendmica e também no melhoramento genético vegetal,
com destaque para a transgenia. Apesar desses avancos, ainda hd muita limitagdo tanto por
critica do publico, que acaba associando a transgenia a imagem de algo “ndo natural”
(SCHMIDT; BELISLE; FROMMER, 2020), como limitagdo técnica para desenvolver
produtos comerciais, como a dificuldade de escolha da posicdo genomica onde o DNA

exogeno ¢ integrado (QUE et al., 2010).

A engenharia genética de plantas ndo so acelera o processo de melhoramento, mas
também permite transpor as barreiras de incompatibilidade sexual através da hibridizagdo
somatica ou da introdug@o de genes especificos em células vegetais, utilizando os métodos
de transformagao (MORAES-FERNANDES, 1987). A transformacao genética ¢ o processo
de introducdo controlada de acidos nucléicos exdgenos em um genoma receptor, por via nao
sexual, que ndo compromete a viabilidade das células (TORRES, 2000). A partir do avango
da tecnologia de DNA recombinante, ¢ possivel transferir para plantas genes isolados de
outras plantas, ou mesmo de animais ¢ microrganismos (PERANI et al., 1986), permitindo
a criagdo de novas variedades que podem ser usadas em programas de melhoramento
convencional. Até o presente, diversos genes foram introduzidos estavelmente em plantas,
conferindo tolerancia a estresses ambientais como seca, salinidade, alta temperatura, alta
radiacdo e resisténcia a estresses bioticos (GUO et al., 2020; HAN et al., 2013; MA et al.,
2020; MANUKA; SADDHE; KUMAR, 2018; RAMIRO et al., 2016; ZHU, C. et al., 2011).

A transferéncia de genes entre diferentes organismos vegetais pode ser através do
uso de métodos diretos ou indiretos de transformagdo. No método direto, sdo utilizados
processos fisicos ou quimicos que irdo causar modificacdes nas paredes e membranas
celulares, facilitando a entrada do DNA exdgeno. Dentre estes métodos, os que possuem

maior eficiéncia de transformacdo sdo eletroporacdo de protoplastos, transformacdo por
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polietilenoglicol e aceleragdo de particulas (FISK; DANDEKAR, 1993). J& no método
indireto, ¢ utilizado um vetor para intermediar a transferéncia de genes. Alguns dos vetores

mais utilizados sdo Agrobacterium tumefaciens e Agrobacterium rhizogenes (CHILTON,

1977, 1982).

Agrobacterium ¢ uma bactéria fitopatogénica com importancia significativa nos
estudos de transformagdo de plantas devido a sua capacidade natural de introduzir DNA em
plantas hospedeiras. 4. tumefaciens causa a formagao de tumores. Assim, seu plasmideo ¢
denominado Ti (Figura 10). Ao ser introduzido, uma parte do plasmideo Ti, chamada T-
DNA, ¢ transferida para a célula vegetal e passa a ser expressa como parte do genoma da
planta. Como consequéncia dessa expressao, o padrao normal de desenvolvimento ¢ alterado
(HOHN, 1992). A regiao contendo o T-DNA ¢ definida por duas sequéncias nao perfeitas,
conservadas e repetidas de 25 pares de bases e sdo chamadas de bordas direita (RB) e
esquerda (LB). Os genes do T-DNA sdo expressos somente nas células vegetais e sdo
responsaveis pela producdo excessiva de hormodnios de crescimento (como auxina e
citocinina) e pelo aumento da sensibilidade das células a esses compostos levando, assim, a
formagao de tumores. Também sdo genes responsaveis pela producao de opinas, que sdo
compostos utilizados como fonte de carbono e nitrogénio pela bactéria. Na maior parte dos
casos, a presenca desses genes nas células/tecidos transformados nao ¢ desejada pois impede
que a planta se regenere com fen6tipo normal. Dessa forma, esse problema ¢ evitado através
da técnica de “desarmamento” da Agrobacterium, em que esses genes sdo inativados ou
removidos. Sem esses genes indesejaveis, ou seja, apenas mantendo os genes relacionados a
transferéncia (T-DNA) e a replicagao do plasmidio (regido vir), as células transformadas
pode ser identificadas pela inclusao de genes marcadores no T-DNA ou genes de resisténcia
a antibioticos, como wuidA- PB-glucuronidase ou nptll (canamicina), respectivamente

(SANTAREM, 2000).
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Plasmidio

Ti

Figura 10. Representacio esquematica da organizacdo de um plasmidio Ti. As regioes
correspondem: (vir) regido de viruléncia; (tra e trb) regido de transferéncia conjugativa;
(rep) regido de replicacdo; (opc) regido de catabolismo de opinas e (regido-T) regido
transferida para a célula vegetal. O tamanho e a posicao relativa de cada regido variam

segundo a linhagem de Agrobacterium sp. (ZHU, J. et al., 2000)

Os métodos de transformacdo via forma direta demandam tempo, mao de obra
qualificada e equipamentos relativamente caros. Em contraste, o0 método de “infiltracdo a
vacuo via Agrobacterium” ¢ relativamente novo e simples para transformar Arabidopsis
thaliana (BECHTOLD; PELLETIER, 1998). Apos algumas melhorias no protocolo, tornou-
se viavel o tratamento em larga escala de populagdes de Arabidopsis em uma estufa sem a
necessidade de um aparelho de vacuo ou de desenraizamento e replantio das plantas. Esse
novo protocolo passou a ser chamado de floral dip (CLOUGH; BENT, 1998; KAN, 2006).
De maneira resumida, nesse método as inflorescéncias de Arabidopsis sdo mergulhadas em
uma solugdo que contendo Agrobacterium, sacarose (ou glicose) e o surfactante Silwet L-
77. O uso do surfactante faz-se necessario para reduzir a tensdo superficial e, em doses com
baixa fitotoxicidade, aumenta muito a entrada de bactérias em tecidos vegetais relativamente
inacessiveis. Por fim, apds algumas semanas ¢ feita a coleta das sementes dessas plantas e a
identificacdo da progénie transformada por selegdo em meio contendo antibidtico ou

herbicida.
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5.2 JUSTIFICATIVA
O cajueiro ¢ uma planta naturalmente adaptada a ambientes com pouca
disponibilidade de dgua. Entretanto, diversas plantas ndo possuem a mesma capacidade de
sobrevivéncia a ambientes hostis. Dessa forma, a identificacdo de genes e mecanismos
moleculares que conferem essa tolerancia ao cajueiro pode torna-lo uma planta com grande

potencial, a fim de proporcionar essa vantagem a plantas de interesse economico.

As técnicas de transformacgdo genética de plantas t€ém permitido acelerar o
melhoramento vegetal, gerando variedades com desempenho superior e adaptadas ao
ambiente de cultivo. O método de transformacao indireta, utilizando Agrobacterium tem
sido bastante usado na obtengdo de plantas transgénicas, principalmente utilizando a planta

modelo Arabidopsis thaliana.

No Capitulo 1 desta tese, foi confirmada a expressao de 13 genes diferencialmente
expressos em plantas de cajueiro submetidas ao déficit hidrico. Destes 13 genes, 10 tiveram
sua expressao induzida sob o estresse enquanto que trés foram reprimidos. Apos a selecao
de genes candidatos para conferir mais tolerdncia ao déficit hidrico, nesse segundo capitulo
da tese utilizaremos da biotecnologia vegetal para obtengdo de plantas de Arabidopsis mais

tolerantes ao déficit hidrico, utilizando genes de cajueiro para expressao heterologa.



58

5.3 MATERIAIS E METODOS
5.3.1 Materiais vegetais e condicdes de crescimento
A obtengao do tecido foliar de cajueiro utilizado para dar inicio aos experimentos de
gendmica funcional foi obtido como descrito previamente (CAPELARI et al, 2021).
Sementes de Arabidopsis thaliana, ecodtipo Columbia, acesso 0 (Col-0) foram semeadas e
crescida em solo em substrato composto por terra, vermiculita e osmocote (3,5km.m™). As
condig¢des de estufa foram 22°C com fotoperiodo de dia longo (16h de luz/8h de escuro), em

salas de crescimento com 65% da umidade relativa do ar, durante 7 semanas

5.3.2 Extraciao de RNA total e sintese de cDNA

Os acidos nucléicos das condigdes controle, deficit hidrico e recuperagao foram
extraidos utilizando o protocolo com CTAB. Para cada 150mg de amostra macerada, 900uL
de tampao de extragdo (2% CTAB, PVP-40 2.5%, 2M NaCl, 100 mM TrisHCI pH 8, 25mM
EDTA pH 8.0, 2% B-mercaptoetanol) foi adicionado. A solugdo foi incubada a 65 °C por 10
min e entdo foi adicionado igual volume de cloroféormio:éalcool isoamilico (24:1). Apds
centrifugar a 11000 g por 10 min a 4 °C, o sobrenadante foi recuperado. Os dois ultimos
passos foram repetidos e o sobrenadante foi transferido para um novo tubo, onde foi
adicionado LiCl (3M). A solucao foi incubada no gelo por 30 min e centrifugada a 20000 g
por 20 min a 4°C. O pellet foi ressuspendido em 500uL de tampao SSTE (10mM Tris-HCI
pH 8.0, ImM EDTA pH 8.0, 1% SDS, 1M NaCl) pré-aquecido a 65 °C e foi acrescentado
500 pL de cloroférmio:éalcool isoamilico (24:1). A solugdo foi centrifugada a 11000 g por
10 min a 4 °C e o sobrenadante precipitado com 0,7 volumes de isopropanol. Apos
centrifugar a 20000 g por 20 min a 4 °C, a solugdo foi lavada com etanol 70% e

ressuspendida em agua milliQ.

Ap6s a verificagdo da qualidade, integridade e quantidade de RNA extraido, foi
realizada a sintese do gDNA. Para isso, 18 pL do RNA total extraido, juntamente com 2 pL
de mix de oligonucleotideos no sentido Reverso (100 uM), foram incubados a 70 °C por 5
minutos. A essa solugdo foram adicionados 6 uL de tampao 5X, 2 uL de dNTP (5 uM) ¢ 1
uL da Enzima Transcriptase Reversa M-MLV (200 U/uL). Apds incubagdo a 40 °C por 60

minutos, o produto foi diluido 10 X e utilizado nas reacdes em cadeia da polimerase (PCR).
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5.3.3 Amplificacido das regioes codificadoras dos genes selecionados para superexpressiao

Para amplificar as sequéncias codificadoras dos genes a serem clonados, sete pares
de primers foram projetados utilizando o software Primer3plus v4.1.0 (ROZEN;
SKALETSKY, 2000), baseados nas sequéncias depositadas no banco de dados Phytozome
v.13. Os pares de primers utilizados para amplificar cada sequéncia, bem como os tamanhos

dos fragmentos amplificados, estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Sequéncias dos primers projetados para amplificar os genes escolhidos para

superexpressao e tamanho de amplicon

Gene Primer Sequéncia 5' -> 3' Amplicon gDNA
Asparagina sintase Anaoc.0005s1069 F ATgTgTggAATACTTgCTgTgC
(ASN) Anaoc.0005s1069 R gCTAgAgATTgCAAgTCCTg e
Dominio com Fungdo Desconhecida 2 Anaoc.0004s2112 F ATgCgTggAACTgCTgC
(DUF2) Anaoc.0004s2112 R CTCATCETCCCCATCACE 30990
Dominio com Fungdo Desconhecida 6 Anaoc.0003s0364 F ATggATggTTCTTggCCg
(DUF6) Anaoc.0003s0364_R ACgAATTCgAATCACCgg 733
Fator Nuclear Y subunidade A Anaoc.0018s0487 F ATgCACCgAAATCCAAACAgc
(NF-YA) Anaoc.0018s0487_R CAgCgATTCTTTCACTTTttge 2597pb
Hidroperoxido liase Anaoc.0014s0438 F ATgCTTTTgCAATCAAATTACTgtatg
(HPL) Anaoc.0014s0438_R TTTTgCCTTTTCAACggct il
Protoclorofilideo redutase Anaoc.0020s0590 F ATgAAgCAATCTgATTACCCATCA
(POR-A) Anaoc.0020s0590_R AgCCAAACCAACAAGTTTCt 7ereb
Tioredoxina redutase Anaoc.0009s0083 F ATgAgTTATCCATTATTgATCCgAcc R
p

(Trx)

Anaoc.0009s0083 R

CCTTTCCATgTAggAgCcac

Para a amplificacdo das regides codificadoras, foram utilizadas reagdes de PCR

partindo de um input inicial de 200ng de gDNA. As reagdes foram realizadas em um volume
total de 20 pL, constituidas de 13,95 uL de dgua, 2 pL de tampao 10X, 1,2 uL. de MgCL»
(50mM), 0,4 uL de ANTP (5mM), 0,2 uL do primer direto (10 uM) e 0,2 puL. do primer
reverso (10 uM), 0,05 puL da enzim Platinum Taq DNA polimerase. A temperatura de
anelamento para os primers foi de 60 °C. Para cada reacdo foi utilizado o programa de PCR:
95 °C por 5 minutos para a primeira etapa da desnaturacio, 95 °C por 30 segundo para
demais desnaturagdes do ciclo, 60 °C por 30 segundos para a etapa do anelamento dos
primers e 72 °C. O tempo de extensdao dos primers para os genes DUF2, DUF6 ¢ POR-A

foi de 1 minuto; para o gene HPL foi de 2 minutos; para os genes ANS e Trx foi de 3 minutos
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e para o gene NF-YA foi de 5 minutos. Estas etapas passaram por 40 ciclos. Os produtos de
amplificacdo foram verificados por eletroforese em gel de agarose 1% e visualizados sob luz

UV e imagem digital gerada por meio do sistema Gel-Doc (Bio-Rad).

5.3.4 Ligacao dos amplicons no vetor de entrada pCR®8/GW/TOPO

Apos as sequéncias amplificadoras dos genes de interesse terem sido amplificadas,
foi realizada a ligagdo do fragmento no vetor de entrada. O vetor escolhido foi o
pCR®8/GW/TOPO, que possui uma timina em excesso em ambas as terminagdes 3°. Como
a enzima utilizada para amplificar foi a Platinum Tag DNA polimerase, nao foi preciso o
passo de adicao de uma adenina na regido 3’ terminal, ja que a cada ciclo da PCR gera uma
adenina sobressalente na regido. Este vetor proporciona recombinagdo através do sistema
Gateway, o qual sera recombinado com um vetor bindrio através dos sitios de recombinagao
attL (vetor de entrada) attR (vetor de destino). Para a clonagem do fragmento de interesse
no vetor de entrada, foi utilizado 1 uL do vetor, 1 uL de solucao salina e 4 pL. do produto de

PCR. A solugdo foi incubada a temperatura ambiente por 5 minutos.

Bactérias Escherichia coli termocompetentes, da linhagem Omnimax, foram
transformadas com o produto da ligacdo através de choque térmico. Apods serem
descongeladas em gelo, em cada tubo contendo bactéria E. coli foi adicionado o produto da
ligagdo e apds serem incubadas em gelo por 30 minutos, as bactérias foram submetidas a
temperatura de 42 °C por 1,5 minuto. Imediatamente, foram transferidas para o gelo, por 5
minutos, € entdo 1 mL de meio liquido Luria-Bertani (LB) foi adicionado. O tubo ficou sob
agitacdao a 180 rpm por 1 horas a 37 °C. A cultura foi centrifugada por 3 minutos a 3000 g
para formar um concentrado de bactérias no fundo do tubo. Apds retirar aproximadamente
600 puL do sobrenadante, as células foram ressuspendidas no meio restante e plaqueadas em
meio LB-agar com os respectivos antibidticos de interesse. A fim de selecionar as bactérias
efetivamente transformadas, foi utilizado o antibotico espectinomicina (100 pn/mL).

Finalmente, a placa foi mantida na estuda a 37 °C entre 16 a 20 horas.



61

EcoR |

B
Q:’ .

EcoR |

pCR'8/GW/TOPO'
2817 bp

Figura 11. Mapa do vetor de entrada pCR®8/GW/TOPQO. Vetor utilizado na insergdo
dos produtos de PCR e utilizado para posterior recombinacdo. Possui 2817 pares de bases e
apresenta gene que confere resisténcia a espectinomicina. Os sitios aftLl e attL2 sdo

reconhecidos por recombinases. Fonte: Manual pPCR®8/GW/TOPO Cloning® Kit.

5.3.5 Confirmacao das colonias transformadas

Para confirmar a transformacao das bactérias com o vetor de interesse, foram
realizados PCR de colonias. As reagdes aconteceram em um volume total de 20 uL, sendo 2
uL de tampao 10X, 1,2 uL de MgCL> (50mM), 0,4 uL de INTP (5SmM), 0,2 puL do primer
direto (10 uM) e 0,2 puL do primer reverso (10 uM), 0,05 puL da enzim Platinum Taqg DNA
polimerase, agua destilada para quantidades suficiente para o volume final € uma colonia de
interesse. Em seguida, foi realizada a eletroforese em gel de agarose 1%. A corrida foi
realizada em tampao TAE 1x (Tampao Tris-Acetate — Tris 40 mM, Acido acético 20 mM,
EDTA 0,5 M pH 8,0), a 100 V por 40 minutos. Ao término, o gel foi visualizado sob radiacao

ultravioleta.

As coldnias positivas foram incubadas overnight a 37 °C sob agitagdo de 180 rpm,
em 5 mL de meio LB, contendo espectinomicina, para posterior extracdo do DNA
plasmidial. Destes 5 mL da cultura bacteriana, 1,5 mL foi transferido para um microtubo e
centrifugado por 3 minutos a 12.000 g. O sobrenadante foi descartado e o processo repetido,
a fim de obter maior volume de cultura. O precipitado foi ressuspendido em 100 pL de

tampao TE 1X (10 mM Tris-HCI pH:8, I mM EDTA) e misturado em agitador. Em seguida,
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foram adicionados 100 pL do tampao de lise (NaOH 0,2 M, SDS 1%). Depois de agitar, por
inversdo, o tubo 10 vezes e aguardar 5 minutos, foram adicionados 300 pL da solugdo de
neutralizacao (acetato de potasio 3 M, pH 4-8, 5-3). A solucao foi novamente misturada por
inversdo, formando um precipitado branco, e entdo foi centrifugada por 10 minutos a
12.000g. O sobrenadante foi transferido, por inversdo, para outro tubo e foram adicionados
2 volumes de etanol 95 %. Apds centrifugar por 15 minutos a 12.000 g, o sobrenadante foi
descartado e o ultimo passo repetido. Por fim, apds seco a temperatura ambiente, o

precipitado foi solubilizado em 100 pL de adgua.

5.3.6 Recombinacao com vetor destino

O vetor de clonagem pCR®8/GW/TOPO ndo possui a caracteristica de clonagem
direcionada. Dessa forma, o fragmento a ser clonado pode entrar tanto no sentido 5’ 3’,
como no 3’ = 5°. Assim, para confirmar a correta inser¢ao do amplicon, realiza-se uma PCR
utilizando um primer que hibridize no vetor e outro, no sentido contrario, que hibridize no
gene. Neste trabalho foram utilizados os primers M 13-forward (vetor) e gene-reverso (gene).
Foi utilizado o mesmo protocolo de PCR listado no item 5.4.6, com a altera¢do de 1 pL da
miniprep ao invés de colonia. As coldnias que foram confirmadas com correta inser¢ao dos
genes foram escolhidas para a recombinagdo. O vetor de destino escolhido foi o da linha
pEarlyGate, que possui mais de 10 vetores disponiveis para diversas finalidades em plantas,
como superexpressao, knockdown, analise de promotor, localizacdo subcelular, entre outros.

E estes diferente vetores possuem diferentes caracteristicas entre si.

Como o vetor de entrada pCR®8/GW/TOPO possui os sitios attL1 e attl2 e o vetor
de destino pEarleyGate 103 possui os sitios a#fR 1 e attR2, foi utilizada a enzima LR clonasse
para a recombinacdo LR. De acordo com o fabricante da tecnologia, a propor¢ao ideal ¢ de
3:1 entre vetor de entrada e vetor destino. Assim, para cada gente foi calculada a
concentracdo de DNA e o quanto seria necessario para cada reagdo. Além dos vetores de
entrada e de destino, foi adicionado TE 1X e a 0,2 pL. da enzima LR clonase. A solugdo foi
incubada a 25 °C por 1 hora, e apos adi¢ao de 2 uL de proteinas K, foi incubada a 37 °C por
10 minutos. Todo o volume da recombinagao foi utilizado para transformacao de bactéria E.

coli, por choque térmico, conforme descrito no item 5.4.5. Para selecionar as bactérias
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efetivamente transformadas com o produto da recombinagdo, foi utilizado o antibidtico

canamicina (50 pg/mL).
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Figura 12. Mapa do vetor de destino pEarleyGate 103. Vetor utilizado na recombinagao
com vetor de entrada. Possui 12411 pares de bases e apresenta gene que confere resisténcia
a canamicina. Os sitios atfR1 e attR2 sao reconhecidos por recombinases. Possui o promotor

CaMV 358, utilizado para superexpressar genes de interesse e possui GFP com uma fag His.

5.3.7 Transformacao de Agrobacterium tumefaciens
De forma similar ao item 5.4.6, a confirmag¢ao das bactérias transformadas com o
vetor recombinado foi realizada por PCR de coldnia, seguido de extragio do DNA
plasmidial. Para a amplificagdo utilizando o DNA plasmidial recombinado, foram utilizados
os primers 35S-forward (que hibridiza no vetor de destino) e gene-reverso (que hibridiza no
proprio gene). As coldnias em que as recombinacdes foram confirmadas foram escolhidas

para a transformagao da bactéria Agrobacterium tumefaciens, da linhagem EHA105.

A transformacao foi realizada via eletroporagao, com aproximadamente 30 ng/uL do

plasmideo. A solugdo foi submetida a um pulso de 2,5 kV com capacitancia de 25 puF e
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resisténcia de 200 Q. Apos o choque, foi adicionado 1 mL de mieo LB a solugdo e a mesma
foi incubada sob agitacdo de 200 rpm a 28 °C por 3 horas. Por fim, a cultura bacteriana foi
plaqueada em meio contendo antibioticos apropriados para selecdo das bactérias

transformadas e a placa ficou incubada na estufa a 28 °C por 2 dias.

5.3.8 Expressido em sistema heterologo de Arabidopsis thaliana

Plantas de Arabidopsis de aproximadamente 45 dias foram transformadas com os
vetores de interesse utilizando-se a técnica de floral dip, de acordo com o protocolo
(CLOUGH; BENT, 1998). O volume de cultura bacteriana utilizado para cada construgao
foi de 200 mL. Apos centrifugar a 3220 g por 10 min a 20 °C, o precipitado foi ressuspentido
em 50 mL de solugdo de sacarose 5 %. No momento de fazer a submersao das plantas a
solugdo transformadora, o surfactante Silwet L-77 foi adicionado a uma concentragdo de
0.05%. Para cada construg¢do foram utilizados 11 vasos, com 5 plantas em cada vaso. As
inflorescéncias foram mergulhadas na solugdo por cerca de 30 segundos. As plantas foram
mantidas cobertas por 24 horas, a fim de manter a umidade, e seguiram sendo irrigadas até

0 momento em que as sementes se tornaram maduras.
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5.4 RESULTADOS
5.4.1 Amplificacido das regidoes genomicas dos genes selecionados para superexpressiao
Inicialmente, o objetivo era realizar a clonagem e dar prosseguimento nos proximos

passos com sete genes escolhidos, que foram validados por qPCR no capitulo 1. Sao eles:
Anaoc.0005s1069 (asparagina sintase/ANS — 3274 pb); Anaoc.0004s2112 (DUF2 —369 pb);
Anaoc.0003s0364 (DUF6 — 733 pb), Anaoc.0018s0487 (Fator de transcri¢do nuclear Y
subunidade A/NF-Y A — 5497 pb), Anaoc.0014s0438 (Hidroperoxido liase/HPL —2171 pb),
Anaoc.0020s0590 (Protoclorofilideo redutase/POR-A — 761 pb) e Anaoc.0009s0083
(Tioredoxina/Trx — 3778 pb).

Apenas os genes DUF2 e POR-A tiveram sua amplificagdo confirmada por PCR
seguido de eletroforese (Figura 13). Apesar de terem aparecido duas bandas no gene POR-
A, seguimos com o protocolo de clonagem e transformagao. Algumas possiveis razdes para
0s outros genes nao terem sido amplificados: 1) tamanho do gene, como ANS, TRX e NFY,

com 3274, 3778 e 5497 pares de bases, respectivamente; i1) primers ineficientes

Figura 13. Amplificacio dos genes DUF2 e POR-A de Anacardium occidentale
confirmada por eletroforese em gel de agarose 1%. Os genes a serem inseridos no vetor
de entrada pCR®8/GW/TOPO tiveram sua amplificacdo confirmada por PCR. Os numeros
acima indicam os genes DUF2 (1) e POR-A (2). O tamanho dos fragmentos esperados em
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pares de bases (pb) estdo indicados abaixo de cada banda. M representa o marcador de peso

molecular 100 pb.

5.4.2 Ligacao dos amplicons em vetor de entrada pCR®8/GW/TOPO.

A validacao da ligacdo foi feita através de PCR, utilizando o DNA plasmidial
extraido e primers forward M13 (vetor) e o primer reverso de cada gene. Com essa
combinagdo de oligonucleotideos, o tamanho esperado para o gene DUF2 era de 528 pb,
enquanto que para o gene POR-A era de 920 pb. Para cada construgdo foi confirmada apenas

uma coldnia positiva (Figura 14).

Figura 14. Ligacao dos genes DUF2 e POR-A no vetor de entrada pCR®8/GW/TOPO.
Do lado esquerdo esta representado o gene DUF2 e do lado direito o gene POR-A. As

coldnias positivas estdo representadas pelos asteriscos (*). O marcador de peso molecular

utilizado foi o de 100 pb.

5.4.3 Recombinacao com vetor de destino
Cada coldnia positiva foi selecionada para recombinacdo com o vetor de destino
pEarleyGate103. A recombinag@o foi realizada utilizando-se a enzima LR clonase, que
reconhece as regides attL/attR. A validagdo da ligagdo foi feita através de PCR, utilizando
primers forward 35S (vetor) e o primer reverso de cada gene. Com essa combinagdo de

oligonucleotideos, o tamanho esperado para o gene DUF2 era de 816 pb, enquanto que para
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o gene POR-A era de 1208 pb. Todas as coldnias testadas foram positivas para a

recombinacdo (Figura 15).

Figura 15. Recombinacio entre vetor de entrada pCR®8/GW/TOPO e vetor de destino
pEarleyGatel03. Os plasmideos recombinados foram testados e todas as colonias avaliadas
apresentaram fragmento amplificado de acordo com o tamanho esperado utilizando os

primers 35S-F/gene-R. O marcador de peso molecular utilizado foi o de 1 kb.

5.4.4 Transformacao de Agrobacterium tumefaciens
A partir da recombinagdo confirmada, um plasmideo de cada constru¢ao foi utilizado
para transformar bactéria eletrocompetente, Agrobacterium tumefaciens. Todas as colonias
que cresceram em meio contendo antibiotico de resisténcia foram avaliadas e confirmadas

como positivas, por PCR (Figura 16).
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Figura 16. Transformacao de Agrobacterium tumefaciens eletrocompetente com vetor
de destino pEarleyGatel03. Os plasmideos recombinantes foram testados e todas as
colonias avaliadas apresentaram fragmento amplificado de acordo com o tamanho esperado

utilizando os primers 35S-F/gene-R. O marcador de peso molecular utilizado foi o de 1 kb.
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5.4.5 Expressao heterologa em Arabidopsis thaliana
As plantas de Arabidopsis foram transformadas com as bactérias contendo o vetor de
interesse pelo método floral dip. Entretanto, ndo houve tempo habil para avaliacdo das

transformagdes nas plantas.
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6. DISCUSSAO E CONCLUSOES

A seca € o principal estresse abidtico que ameaga a sobrevivéncia das plantas e a
produtividade das culturas em todo o mundo (BARTELS; SUNKAR, 2007; BOYER, 1982;
LESK; ROWHANI; RAMANKUTTY, 2016). Devido as mudangas climaticas globais, o
impacto do estresse por déficit hidrico nas plantas esta recebendo mais atengao e atualmente
¢ um desafio fundamental na agricultura. Esfor¢os consideraveis vém sendo direcionados
para investigar os mecanismos moleculares usados pelas plantas para combater a seca e
traduzir esse conhecimento em ferramentas biotecnologicas adequadas com o objetivo de
obter culturas mais resistentes a seca (UMEZAWA et al., 2006).

A forma que as plantas respondem a seca ¢ através de reprogramacdo de vias
transcricionais, protedmicas € metabolomicas, para protegerem as células de danos mediados
pelos estresses. Sendo assim, as areas de gendmica, transcriptomica e protedmica t€m sido
cada vez mais utilizadas para estudar as vias de resposta aos estresses em diversas espécies
de plantas (FABREGAS; FERNIE, 2019b). Atualmente, diversas enzimas de
desintoxicacdo, chaperonas, proteinas quinases e fatores de transcricao sao conhecidos por
desempenharem papel essenciais nessas respostas das plantas ao estresses (MARUYAMA
et al., 2014; NAKASHIMA; YAMAGUCHI-SHINOZAKI; SHINOZAKI, 2014). Ainda,
algumas respostas aos estresses abioticos estdo conectadas ao hormonio acido abscisico
(ABA) (CUTLER et al., 2010; YOSHIDA; MOGAMI; YAMAGUCHI-SHINOZAKI,
2014).

No Brasil, a regido mais afetada pela seca ¢ o semiarido. Nessa mesma regido ha
significativa producdo de alimentos. Desta forma, em situagdes de estiagem, a regiao
apresenta perda de safras e rebanhos, e como consequéncia, afeta setores produtivos e a
economia regional e nacional. Apesar das condi¢des desfavoraveis para o desempenho
vegetal que o semiarido apresenta, algumas espécies sdo bem adaptadas ao cultivo, como ¢
caso do cajueiro (Anacardium occidentale).

Devido as caracteristicas edafoclimaticas apresentadas pela regido Nordeste aliada
ao aspecto vigoroso das plantas, o cultivo do cajueiro tornou-se uma das mais importantes
atividades agricolas do Nordeste brasileiro. Apesar de o entendimento dos mecanismos que
tal espécie utiliza para tolerar a condi¢do de estresse abiodtico ser de grande interesse,
trabalhos de bioquimica e fisiologia tém sido realizados, ao passo que a nivel molecular

existem poucas informacgoes.
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Os resultados obtidos nesta tese demonstram o primeiro relato na literatura da utilizag@o
de RNA-seq para analises das mudancas sofridas na expressao global de genes em folhas
Anacardium occidentale L. em condigdes de estresse hidrico e apods terem sido re-irrigadas.

De maneira geral, demonstramos que as plantulas de caju submetidas ao estresse de
déficit hidrico gradual no solo apresentam comportamento isoidrico tipico. Ou seja, utilizam
a estratégia de fechamento estomadtico precoce e gradual, diminui¢do tardia no potencial
osmotico da folha e no contetido relativo de dgua e dano oxidativo celular quase ausente.
Essas respostas fisiologicas provavelmente estdo associadas a modulagdo de mecanismos
moleculares adaptativos, como biossintese de osmolitos, ativacdo de fatores de transcricao,
biossintese e degradag¢do de clorofila, sinalizacdo de ABA e sistemas desintoxicantes de
ROS. Como varias outras espécies de arvores isoidricas que sobrevivem a desidratacao
(DELZON, 2015; HOCHBERG et al., 2017), a estratégia inicial das mudas de caju para lidar
com o estresse hidrico em um curto periodo de tempo ¢ prevenir ou retardar os impactos

negativos do estresse hidrico fechando o estomatos.

Buscamos identificar quantos e quais genes estariam sendo expressos
concomitantemente tanto nos diferentes dias quanto nas diferentes condi¢des analisadas e
surpreendentemente, foram identificados poucos genes, tanto isoladamente quanto par a par
(Figura 3B do artigo). Esse baixo numero na identificacdo dos genes pode ser devido a
reduzida quantidade de informagdes moleculares disponiveis para o cajueiro. Limitagdes na
identificacao também foram reportados para dados transcriptomicos de semente de cajueiro
(ALVES-FILHO, 2013). Apesar deste ultimo trabalho também ter sido desenvolvido com
base em andlises de transcriptdmica, ndo foram avaliadas as diferengas da expressdo entre
situacdo controle e situacdo de estresse. Foi feita a comparagao do transcriptoma de sementes
em maturagdo de cajueiro-comum e cajueiro-andao CCP 76. Entretanto, os dados ndo sao
aprofundados e explicitos. O nivel mais profundo de informagdes vai até a classificacao
funcional ontologia génica (Gene Ontology) mais representativos.

Em nosso estudo de transcriptomica de folhas de cajueiro submetido ao déficit
hidrico, demos destaque a 11 grupos mais representativos de genes diferencialmente
expressos que compartilham relagdes genéticas e funcionais. Sao estes, partindo do grupo
com maior nimero de representantes: 1) genes envolvidos na fotossintese e sintese de
cloroplastos (183); ii) fatores de transcricao (176); iii) transportadores (147); iv) proteinas

com fungdes desconhecidas (147); v) sistema antioxidante (50); vi) proteinas de choque



71

térmico e chaperonas (41); vii) receptores (41); viii) proteinases (29); ix) processamento de
RNA (25); x) sintese de metabolismo secundario (21); e xi) sinalizacdo de ABA (21). Os
demais genes que ndo se enquadraram nesses grupos foram agrupados em outra categoria,
xii1) outros (888).

Inicialmente, a partir dos dados obtidos pelo RNA-seq, selecionamos 45 genes para
validarmos a expressao por qPCR. Destes, 13 tiveram sua expressao confirmada: asparagina
sintetase (ASN - x), proteina com fun¢dao desconhecida 2 ¢ 6 (DUF2 e DUF6 - iv),
hidroperéxido liase (HPL - 1), proteina de choque térmico (HSP20 - vi), proteina LEA (LEA4
- ii), fator de transcri¢do nuclear Y (NF-Y - ii), protoclorofilideo redutase A (POR-A),
trealose fosfato sintase (TPS - x), tioredoxina (TRX2 - v), cafeioil coenzima A metil-
transferase (CCoAOMT - x), receptor de ABA (PYLI1 - xi) e serina carboxipeptidase
(SCPL51 - wiii). Depois de realizado o levantamento bibliografico sobre estudos de
expressdo e de gendmica funcional em Arabidopsis realizados com nossos genes candidatos,
seis destes genes foram selecionados para iniciar os experimentos de gendmica funcional:
POR-A, DUF2, NF-YA, DUF6, TRX-2, HPL e ASN.

Existem diversas descrigdes de vias relacionadas a respostas ao déficit hidrico. A
mais citada ¢ o ajuste osmdtico com base em aminodcidos livres, como a prolina. Outro
aminodcido bastante importante nas plantas ¢ asparagina. A alta razdo nitrogénio/carbono
comparado com outros aminodcidos torna a asparagina uma fonte ideal de armazenamento
e transporte de nitrogénio (LEA et al., 2007). Devido a essa caracteristica, diversas fungdes
biologicas importantes nas plantas foram descritas para asparagina, como reciclagem de
nitrogénio durante estresses abiodticos e bidticos e mobilizacdo e transporte de nitrogénio de
tecidos fonte para dreno (GAUFICHON et al., 2010; LEA et al., 2007). O gene da asparagina
sintetase, um dos genes de interesse no trabalho (Anaoc.0005s1069), codifica uma enzima
que ¢ considerada uma das principais enzimas envolvidas na remobilizacao de nitrogénio
vegetal, responsavel pela conversio de glutamina em asparagina (MCALLISTER;
BEATTY; GOOD, 2012). Outros estudos também demonstram esse padrao de expressao
alterado e aumentado no gene da asparagina sintetase em plantas submetidas a estresses
abioticos (CANALES et al, 2012; HERRERA-RODRIGUEZ; PEREZ-VICENTE;
MALDONADO, 2007; LI, Y. et al., 2016). De forma contraria, a enzima responsavel pela
conversao de asparagina a glutamina ¢ a asparaginase. A ligacdo entre asparaginase e

asparagina sintetase pode ocorrer porque elas estdo conectadas via acimulo/remobilizacao
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da asparagina: quando a asparagina ¢ acumulada como resultado do estresse hidrico, ela pode
ser catabolizada pela asparaginase para fornecer nitrogénio para a sintese de outros
aminoacidos (GRANT; BEVAN, 1994). Curiosamente, o cajueiro parece ndo adotar essa
estratégia de realocacao de nitrogénio para sintese de outros aminoacidos. De acordo com
os dados obtidos pelo RNA-seq, enquanto os niveis de expressdo da asparagina sintetase
aumentam, os niveis de expressio da asparaginase diminuem. E interessante destacar que
ndo sé asparagina deixa de ser (ou passa a ser menos) convertida em glutamina, como
também a expressdo do gene que converte glutamina em glutamato (GOGAT -
Anaoc.0018s05449) também diminui. Logo, sugerimos que o cajueiro adota a estratégia de
aumentar a concentra¢ao de asparagina, o que pode ser uma maneira ativa de aliviar os danos
do amoénio sob condi¢des desfavoraveis, contribuindo para a degradacdo acelerada de
proteinas da folha (GAUFICHON et al., 2010; L1, Y. et al., 2016).

O metabolismo secundario pode ter importincia para a espécie em resposta ao
estresse oxidativo. Em condi¢des de estresse abiotico, observa-se aumento do fluxo de
carbono para alimentagdo do metabolismo secundario (DE COSTA, F. et al, 2013;
VICKERS et al, 2009). As moléculas provenientes dessa via sdo importantes por
funcionarem como antioxidantes primarios, enquanto as células vegetais preparam as vias
enzimaticas e da glutationa. Dentro das vias enziméticas, encontram-se proteinas
tioredoxinas. Tioredoxinas (TRX) sdo proteinas envolvidas em diversos processos celulares
e estdo presentes em diferentes compartimentos celulares, desempenhando papéis
importantes na resposta a seca, salinidade e temperaturas extremas em diversas espécies
vegetais (GUPTA; PALMA; CORPAS, 2018). Essas proteinas participam como moléculas
sinalizadoras e contribuem para o estado redox da célula através da regulagdo redox de
enzimas-alvo envolvidas em reacgdes essenciais em cada compartimento celular. Nos ultimos
anos estudos tem destacado a importancia das tioredoxinas para o controle redox do
metabolismo vegetal (BUCHANAN, 2016; GEIGENBERGER et al., 2017). Além de
estarem implicadas em processos essenciais como fotossintese, fotorrespiragdo, respiracao,
metabolismo de carbono e sintese de proteinas, também atuam sobre fatores de transcrigao,
ativando e inibindo a transcriagdo de genes especificos, € na regulacdo pos-traducional,
regulando a estrutura e a funcdo de muitas proteinas-alvo (ARRIGO, 1999; BUCHANAN,
1991; LAZARO et al., 2013). E sabido que um dos efeitos da seca é o estresse osmotico,

que culmina no estresse oxidativo. A ligacdo entre a regulacao redox e o metabolismo de
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ROS ¢ um elemento chave para controlar e otimizar a fung¢do das organelas das células
vegetais na resposta ao estresse abidtico. As plantas acionam vias antioxidativas para
manutengao da homeostase e desintoxicagao. Sendo assim, as ROS desempenham um papel
duplo nas plantas: como reagentes nocivos envolvidos na morte celular descontrolada ou
programada, mas também como sinais que estimulam a adaptacdo ao estresse abiodtico, em
particular a seca (SCHEIBE; BECK, 2011). As proteinas-chave de eliminagdo/modulagdo
de ROS compreendem um conjunto de outras enzimas, como catalase (CAT), ascorbato
peroxidase (APX), glutationa peroxidase (GPX), glutationa redutase (GR) e superoxido
dismutase (SOD). O aumento da expressdo de catalase e glutationa ja foi relatado para o
cajueiro em resposta ao estresse térmico e salino (FERREIRA-SILVA, S. L. et al., 2012).
Além disso, outras vias enzimaticas € nao enzimaticas ja foram relatadas para a mesma
planta (FERREIRA-SILVA et al., 2011). Curiosamente, um unico gene que codifica
glutationa redutase (Anaoc.0014s0283) foi induzido e nenhum gene que codifica catalase
foi diferencialmente expresso, considerando o cut-off definido para classificar o gene como
induzido ou reprimido. O que os dados sugerem ¢ que sob condi¢cdes de seca, outras
moléculas, como TRX e SOD (e.g. Anaoc. 00950083, Anaoc.0005s1577, Anaoc.0005s1401
e Anaoc.0010s1122), sdo mais induzidas do que as observadas no estresse salino. Somado a
isso, pode-se concluir que além das vias enzimadticas existem as ndo-enzimaticas, também
responsaveis pela desintoxicacdo das células. Dentre os compostos ndo enzimaticos, a
Glutationa ¢ o que apresenta maior concentragdo em todos os organismos, atuando na
protecao de vias com fungdes vitais. Assim como os enzimaticos, apresentou expressao
diferencial em plantulas de cajueiro submetidas ao estresse hidrico. Entretanto, em sua
grande parte tiveram sua expressao reprimida. Isso pode ser um indicativo de que o cajueiro
tende a acionar a via enzimatica como linha principal de defesa contra moléculas oxidativas.

Outra grande familia de proteinas envolvida no metabolismo de plantas, como
biossintese de hormonios e catabolismo e também na sintese de metabolitos priméarios e
secundarios ¢ a familia de citocromo P450 (KIM, G.-T.; TSUKAYA, 2002; NELSON, D.
R. et al, 2004). As P450 catalisam uma grande variedade de reagdes de
oxigenacao/hidroxilacdo que requerem oxigénio molecular. Hidroperoxido liase (HPL) ¢
uma enzima envolvida na via de lipoxigenase (LOX) e juntamente com Aleno Oxido Sintase
(AOS) e Divinil Eter Sintase (DES), formam a subfamilia CYP74 citocromo P450 (MATSUI

et al., 1996). Essas proteinas sdo especializas em metabolizar hidroperoxidos de acidos
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graxos poli-insaturados, moléculas altamente reativas, como oxilipinas, que atuam no
mecanismo de defesa, adaptag@o a estresse, comunicagdo com outros organismos e diversos
processos fisiologicos (WASTERNACK, 2007). HPL direciona a sintese de um grupo de
volateis C6 (também chamados de volateis de folha verde [GLV]). Sob condi¢des
controladas de estudos em laboratdrio, as emissdes de GLVs foram documentadas apos uma
sériec de estresses abidticos e bioticos associados ao acumulo de ROS, como altas
concentragdes de ozénio (BEAUCHAMP et al., 2005), alta luminosidade e temperatura
(LORETO et al., 2006) e seca (GOUW et al., 2000). Diversos estudos de expressao
diferencial também identificaram a indu¢do da expressdo de genes HPL sob estresses
abidticos, como seca e alta temperatura (DE DOMENICO et al., 2012; HUANG; SCHWAB,
2012; MILLAN et al., 2006; MOLINA et al., 2008; PREETI et al., 2019). Direcionando
para estudos realizados com plantas de maior porte, um estudo realizado com arvores da
regido da Amazonia, as concentracdes ambientais de GLVs dentro e acima de um dossel de
floresta tropical primdria foram quantificadas por espectrometria de massa de reacdo de
transferéncia de protons (PTR-MS), durante a seca generalizada de 2010. Em 2015, o mesmo
grupo realizou experimentos de estresse hidrico e térmico. Os resultados desse estudo
mostram que o efeito combinado de altas temperaturas foliares e déficit hidrico resulta em
uma forte diminuicdo na fotossintese, transpiracdo e nas emissdes de terpendides volateis,
juntamente com o acimulo de GLVs na atmosfera do dossel da floresta tropical,
potencialmente fornecendo um novo sensor quimico de diminui¢do da produtividade do
ecossistema (JARDINE et al., 2015). Embora nao tenham outros estudos corroborando com
essa hipotese, em nosso estudo de RNA-seq de cajueiro submetido ao déficit hidrico também
foi observada a indu¢do de genes de sintese de GLVs (Anaoc.0014s0438). Essa pode ser
uma estratégia adotada por arvores para lidar com situagdes ambientais adversas, que
acabam por resultar na peroxidacdo das membranas fotossintéticas e na diminui¢do na
assimilacdo liquida de carbono.

Virias classes de fatores de transcricdo desempenham papéis criticos na orquestragao
de respostas a seca dependentes ou independentes de ABA (JIN et al., 2014). A familia de
fatores de transcrigdo nuclear-Y (NF-Y) tem sido implicada em muitos processos
fisiologicos e de desenvolvimento e tem se tornado alvo de abordagens translacionais para
criar culturas mais resistentes ¢ nutritivas (MYERS; HOLT, 2018; YADAYV et al., 2015). Os

NF-Ys se ligam a sequéncia especifica CCAAT através de complexos heterotriméricos,
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compostos de subunidades tinicas de cada uma das trés familias de proteinas: NF-YA, NF-
YB e NF-YC. Essas subunidades sabidamente desempenham papeis importantes na resposta
aseca (CHEN, M. et al., 2015; HAN et al., 2013; LI, W.-X. et al., 2008; NELSON, D. E. et
al., 2007, ZHANG, T. et al., 2015). Apesar de as trés subunidades serem essenciais para a
ligagdo ao DNA, ¢ a subunidade NF-Y A que faz o contato especifico a regido CCAAT (KIM,
L. S. et al., 1996; XING; FILES; GUARENTE, 1993). Em nosso experimento de RNA-seq
foram identificados quatro genes que codificam NF-Y como diferencialmente expressos em
estresse hidrico, sendo que os genes induzidos foram Anaoc.0018s0487 (NF-YA),
Anaoc.0019s0612 (NF-YA) e Anaoc.0020s0811 (NF-YB), e o reprimido, Anaoc.0008s1011
(NF-YC). Devido ao maior aumento da expressdo, escolhemos o NF-YA
(Anaoc.0018s0487) para seguir com os experimentos de genomica funcional. Além disso,
alguns estudos mostram que a superexpressao da subclasse NF-YA aumenta a tolerancia a
seca e salinidade (LEYVA-GONZALEZ etal.,2012; LI, W.-X. et al.,2008; L1, Y. J. et al.,
2013; SUBRAMANIAM, 2016).

Apos varias tentativas de amplificagdo, ndo foi obtido sucesso com quatro genes, em
que diversos fragmentos amplificaram com tamanhos diferentes do esperado. Uma das
explicagdes mais provaveis e plausiveis para a dificuldade na amplificagdo ¢ uma ma
anotacao do genoma no banco de dados utilizado, Phytozome. Se o genoma estd mal
anotado, todos os passos seguintes poderdo resultar em falsos positivos, pois o tamanho do
fragmento obtido podera ndo estar de acordo com o tamanho predito. Sendo assim, seguimos
os experimentos com os genes POR-A e DUF2, que foram os genes em que o produto de
amplificacdo coincidiu com o predito pelo genoma anotado e disponibilizado no Phytozome.

As organelas mais abundantes na célula vegetal sdo os cloroplastos. Além de seus
papeis conhecidos na fotossintese, também atuam em funcdes importantes em diversos
processos metabolicos, como assimilacdo de nitrogénio, biossintese de aminoécidos e
producao de tetrapirrol. A clorofila é o principal motor da fotossintese (LU et al., 2020) e
em angiospermas, sua sintese depende da luz (GRANICK, 1948). O protoclorofilideo
(Pchlide) ¢ um corante de porfirina, o principal pigmento fotossintético e um dos principais
intermediarios na via biossintética da clorofila (Chl) (MYSLIWA-KURDZIEL;
STRZALKA, 2005). NADPH:protoclorofilideo oxidorredutase (POR; EC 1.3.1.33) catalisa
uma etapa conhecida da biossintese de tetrapirrol que requer luz, que ¢ a redugdo de

protoclorofilideo a clorofilideo (APEL, 1981; GRIFFITHS, 1978), sendo o tltimo passo
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antes da formacdo da clorofila a. Além disso, POR-A ndo estd apenas transitoriamente
envolvido no inicio da biossintese de clorofila durante a iluminagdo de plantulas estioladas,
mas também ¢ essencial para o crescimento normal e desenvolvimento da planta (KIM, C.;
APEL, 2012). Grande parte dos genes envolvidos na fotossintese sdao regulados
negativamente em resposta a tratamentos de estresse hidrico. Proteina de ligagdo a clorofila
a/b CP24, subunidade V do centro de reacdo PSI, , peptidil-prolil cis-trans isomerase e outros
que funcionam nas vias fotossintéticas sao exemplos de genes regulados negativamente em
tecidos de folhas de arroz quando submetidos a estresse hidrico (WANG, Di et al., 2011).
Curiosamente, em nosso estudo diversos genes envolvidos na fotossintese e sintese de
clorofila foram induzidos, como genes da RuBisCO (Anaoc.0618s0005 e Anaoc0010s1099),
do complexo de captacao de luz do Fotossistema Il (Anaoc0002s1735), genes de membrana
tilacoide (Anaoc.0011s0785 e Anaoc.0001s1923), anidrase carbdénica (Anaoc.0006s1319 e
Anaoc.001250530) e POR-A (Anaoc.0014s0550, Anaoc.000152265 e Anaoc.0020s0590). E
interessante destacar que apds a planta ter sido re-irrigada, a expressao do gene POR-A nao

retornou aos niveis da condi¢do controle. Pelo contrario, a expressao foi ainda mais induzida.

O terceiro grupo mais representativo de genes diferencialmente expressos foi o de
proteina com funcao desconhecida (DUF), com 147 representantes, sendo 57 induzidos e 90
reprimidos. Dois DUFs tiveram sua expressao validada por qPCR, sendo eles denominados
como DUF2 (Anaoc.0004s2112) e DUF6 (Anaoc.0003s0364). Ambos possuem estrutura
génica composta por dois éxons e possuem sequéncia gendmica relativamente pequena, de
1348 pb e 1277 pb, respectivamente. Devido a essas caracteristicas, foram escolhidos para
os experimentos de transformacao de Arabidopsis e gendmica funcional. Ao fazer a busca
por proteinas homologas no Phytozome, os organismos que apresentaram maior
similaridade, com suas respectivas porcentagens de semelhanga foram Prunus persica
(79,8% - Prupe.5G105000.1), Citrus sinensis (78.7% - orange1.1g034695m) e Vitis vinifera
(77,5% - GSVIVT01019402001) para o DUF2 e Citrus sinensis (66,8% -
orangel.1g029053m), Citrus clementina (66,3% - Ciclev10032785m) e Theobroma cacao
(63% - ThecclEG011634t1) para o DUF6. E importante destacar que em todas essas

proteinas homologas, sdo proteinas de dominios com fung¢des desconhecidas.

Destacam-se outros grupos de genes que apresentam expressdo diferencial em
plantulas de cajueiro submetido a seca, que estdo representados na tabela 1 do artigo

apresentado no Capitulo 1. Também foram observadas mudangas na expressao de genes
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envolvidos no processamento de RNA. A regulagdo positiva da expressdo de proteinas de
ligacdo ao RNA (RBP) ja foi relacionada a um aumento na tolerancia aos estresses osmoticos
e de temperatura (AMBROSONE et al., 2012). As proteinas RBP atuam em diversas etapas
do metabolismo de RNA, como processamento, transporte, estabilidade e tradugdo. Genes
da familia de proteinas PPR, relacionadas com processamento de RNA como splicing e
edi¢do de RNA, tanto cloroplastidiais quanto mitocondriais, também foram diferencialmente
expressos. Das 13 PPR diferencialmente expressas, apenas uma teve sua expressao reprimida
(Anaoc.0008s0743). Ainda, foi observada expressao diferencial de HENI
(Anaoc.0007s0284) e AGO7 (Anaoc.0003s0367), que sdo genes da biossintese de miRNA,
e do gene SF3B3 (Anaoc.0011s1114), um componente do completo SF3B, que ¢ um fator
de splicing envolvido no splicing do pre-mRNA.

O aumento da expressao de genes da via de Ubiquitina também foi observado. Em
curto prazo, essa maior expressao pode aumentar a disponibilidade de aminoacidos livres
frente a estresses abidticos. Ja foi demonstrado que cajueiro submetido ao estresse salino
tem um intenso acimulo de prolina em suas folhas, e esse acimulo ¢ acompanhado de
aumento de atividade proteolitica (SILVEIRA et al., 2003). De forma semelhante, nos dados
de RNA-seq desse estudo foi observada uma grande quantidade de genes (mais de 30) da
via de Ubiquitina sendo regulados pelo estresse hidrico, somado ao fato de diversos genes
de sintese de metabolismo secundario também estarem sendo regulados pelo estresse, como
Galactinol sintase (Anaoc.0006s1570), Delta-1-pirroline-5-carboxilato sintetase (P5SCS -
Anaoc.0011s0777), Trealose sintase (Anaoc.0013s1148), entre outros. A longo prazo, o
cajueiro pode utilizar a via da Ubiquitina para disponibilizar aminoéacidos para os processos
de tracdo e producdo de metabolitos secundarios (MOREIRA, 2014). Segundo alguns
estudos, os vegetais ativam a degradagao de proteinas via Ubiquitina para tolerar a condi¢ao
de estresse abidtico (CUI et al., 2012; ZHANG, H. et al., 2015). Ainda, estudos demonstram
que variagdes funcionais na Ubiquitina pode afetar a producdo de siRNAs e miRNA
(MAZZUCOTELLI et al., 2008). Dessa forma, sugere-se que o cajueiro possa utilizar a vida
da Ubiquitina para i) geracdo de aminodcidos livres, ii) alimentagdo do metabolismo
secundario ou ii1) produgdao de ncRNAs (MOREIRA, 2014).

Por fim, foi possivel visualizar a expressdo de genes de via do metabolismo central
como ciclo de Calvin, ciclo do 4cido citrico (TCA) via das pentoses. Durante estresse

abiotico, alguns vegetais tendem a aumentar o fluxo de carbonos para o ciclo do acido citrico
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(HILL et al., 2012). Nesse cenario, o ciclo deve manter a producdo de energia e fornecer
seus intermediarios para as vias de producdo de aminoacidos e nucleotideos (NELSON, D.
L.; COX, 2009). Curiosamente, ndo s6 o gene da piruvato fosfato di-quinase, PPDK
(E.C.2.7.9.1), como também um grande numero de outros transcritos de genes do ciclo de
Calvin e fixagdo de carbono foram reprimidos sob déficit hidrico. Isso sugere que as plantas
de caju utilizam mecanismos associados a redu¢do da fixacdo de carbono para evitar a
senescéncia.

No que diz respeito aos genes selecionados para experimentos de gendmica
funcional, POR-A e DUF2, todas as clonagens e recombina¢des nos vetores foram
confirmadas. A transformacdo em Arabidopsis thaliana foi realizada pelo método de floral
dip. Entretanto, ndo houve tempo para realizar as analises de gendmica funcional das plantas

submetidas ao estresse hidrico no prazo habil para serem incluidas nesta tese.
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7. PERSPECTIVAS E POSSIBILIDADES

» Finalizar o experimento de genomica funcional. Avaliar se a superexpressao desses
genes causa alguma mudanga fenotipica nas plantas e se a planta se tornara mais

tolerante a situagdes de privacdo de agua

= Selecionar outros genes que foram sabidamente induzidos em folhas de cajueiro
submetido ao estresse hidrico para realizar estudos de gendmica funcional e avaliar

a conferéncia de tolerancia ao estresse hidrico.

» Utilizar dados de sequenciamento para avaliar a expressdao de outras classes de

RNAs, com possibilidade de geracdo de novas bibliotecas.
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