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EXTRATO

SANTOS, Ariana Silva, D.S., Universidade Estadual de Santa Cruz, Ilhéus, dezembro de
2019. Analises moleculares e fisiologicas como estratégias para elucidar os mecanismos
de tolerancia a seca em porta-enxerto de citros. Orientador: Abelmon da Silva Gesteira.

Coorientadores: Claudia Ferreira Forte e Dayse Drielly Souza Santana-Vieira.

A seca é o principal fator abiotico que limita a producdo do cultivo de citros. Espera-
se que em funcdo das atuais mudancas climaticas, as limitacGes hidricas deverdo aumentar
em intensidade, recorréncia e extensdo geografica. Os principais locais produtores de citros
se concentram em regides tropicais e subtropicais no mundo, regides onde as modificacdes
nos regimes de chuva tem-se acentuado e limitado a citricultura. Por isso, compreender os
mecanismos fisioldgicos que as plantas citricas desenvolvem quando estdo expostas as
condicbes de seca, bem como mecanismos bioquimicos e, principalmente respostas
moleculares relacionadas, a partir da expressdo génica e modulagbes epigenéticas é uma
questdo urgente na busca de genotipos mais tolerantes, que podem ser diretamente aplicados
a agricultura. Sendo assim, o presente trabalho tem como objetivo principal caracterizar as
respostas fisiol6gicas, moleculares e bioquimicas na interacdo copa/porta-enxerto de citros,
identificando as estratégias de sobrevivéncia a seca dessas plantas, visando a identificacdo
de gendtipos tolerantes. Para alcancar este objetivo trés experimentos independentes foram
desenvolvidos: i) em condicgdes recorrentes de déficit hidrico WD1, WD2 e WD3 (plantas
expostas a um, dois e trés periodos de déficits hidricos, respectivamente) avaliar o perfil
fisiolégico, bioguimico e epigenético das plantas citricas Citrus limonia Osb. (Limoeiro
‘Cravo’ - RL), Citrus sunki (Tangerina ‘Sunki Maravilha’ - SM) e a Citrus latifolia Tanaka
(Limeira acida ‘Tahiti’ - TAL), nas seguintes combinac6es copa/porta enxerto, TAL/RL e
TAL/SM; ii) tracar o perfil transcriptdmico de plantas citricas Citrus sunki (Tangerina
‘Sunki Maravilha> — SM; Tangerina ‘Sunki Tropical’ - ST) como porta-enxerto, nas
seguintes combinacgdes copa/porta-enxerto, VO/SM (laranjeira Valencia/Sunki Maravilha) e
VOIST (laranjeira Valencia/Sunki Tropical), em condi¢cdes de deficiéncia hidrica; e iii) com
uma revisdo sistematica identificar se as bases epigenéticas estdo envolvidas na “memoria”
do estresse em plantas e se a tolerdncia ao déficit hidrico estd relacionada com o0s
mecanismos epigenéticos. Como resultados principais, o primeiro experimento permitiu
identificar que combinacdes TAL/SM e TAL/RL apresentaram alteracbes nos perfis de
metilagdo do DNA em funcdo do déficit hidrico; os pardmetros fisioldgicos avaliados
apresentaram valores muito préximos entre as combinacgdes, sendo este um indicativo de que
a copa TAL, néo responde ao comportamento dos porta-enxertos que apresentam padroes
diferentes de resposta ao déficit hidrico. Desse modo, outras descobertas sugerem que a copa
TAL ¢é insensivel ao horménio vegetal Acido Abscisico (ABA). Além disso, foi visto que a
severidade e recorréncia do estresse hidrico influenciaram na reducéo de producao excessiva
de ROS, com a acdo das enzimas antioxidantes. Com o segundo experimento foi possivel
identificar genes diferencialmente expressos (DEGS) envolvidos em mais de 100 processos
biologicos e funcdo molecular, além disso, DEGs relacionados a biossintese do ABA, ao
sistema redox, ao mecanismo de parede celular, desenvolvimento de raiz, incluindo fatores
de transcricdo (TFs) e proteinas Kinases (Pks) em tecidos de raiz das tangerineiras ‘Sunki’.
A revisdo sistematica permitiu compreender que 0S mecanismos epigenéticos conferem
tolerancia a seca e que eles estdo envolvidos na “memoria” do estresse transgeracional em
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plantas. Em conclusdo, para periodos de restricdo hidrica mais severos, como previstos para
0s proximos anos, as tangerineiras ‘Sunki Maravilha’ e ‘Sunki Tropical’ mostram-se como
alternativas de porta-enxertos para diversificacdo dos pomares de citros de regides secas; 0S
genes candidatos a tolerancia a seca em citros podem ser utilizados em trabalhos futuros
para 0 melhoramento da citricultura; as modificacdes epigenéticas induziram tolerancia a
seca em plantas citricas e isto também foi confirmado na revisdo sistematica em estudos
com outras plantas. Essas marcas epigenéticas podem ser exploradas como marcadores
epigenéticos para selecionar outros gendtipos tolerantes de citros. Esforcos futuros séo
necessarios para compreender o mecanismos que confere insensibilidade da Limeira acida
‘Tahiti’ ao ABA.

Palavras — chave: citros, déficit hidrico, Epigenética, mecanismos epigenéticos, MSAP,

memoria do estresse, RNA-seq, transcriptoma.



ABSTRACT

SANTOS, Ariana Silva, D.S., Universidade Estadual de Santa Cruz, Ilhéus, dezembro de
2019. Molecular and physiological analyzes as strategies to elucidate drought tolerance
mechanisms in citrus rootstocks. Advisor: Abelmon da Silva Gesteira. Advisor

Committee: Claudia Ferreira Forte e Dayse Drielly Souza Santana-Vieira.

Drought is the main abiotic factor that limits the production of citrus cultivation.
Due to the current climate change, water restrictions are expected to increase in
intensity, geographical extent and recurrence. The main citrus producing areas are
concentrated in tropical and subtropical regions worldwide, where changes in rainfall
regimes have accentuated also limiting citrus cultivation. Understanding the
physiological mechanisms that citrus plants develop when they are exposed to drought
conditions as well as biochemical mechanisms, and especially those related molecular
responses from gene expression and epigenetic modulations is an urgent issue in the
search for more tolerant genotypes that can be directly applied to agriculture. Therefore,
the present work aims to characterize the physiological, molecular and biochemical
responses in the citrus scion/rootstock interaction, analyzing the drought survival
strategies of these plants in order to identify tolerant genotypes. In order to achieve this
goal three independent experiments were carried out i) under recurrent water deficit
conditions (WD1, WD2 and WD3) to evaluate the physiological, biochemical and
epigenetic profiles of citrus plants Citrus limonia Osb. (‘Rangpur’ lime - RL), Citrus
sunki (Mandarin ‘Sunki Wonder’ - SM) and Citrus latifolia Tanaka (‘Tahiti’ acid lime -
TAL), in the following scion/rootstock combinations, TAL / RL and TAL / SM; ii) trace
the transcriptomic profile of citrus plants, Citrus sunki (Mandarin ‘Sunki Wonder’ -
SM; Mandarin ‘Sunki Tropical’ - ST) as rootstock, in the following combinations
scion/rootstock, VO / SM and VO / ST, under water deficit conditions; and iii) a
systematic review analyzing if epigenetic bases are involved in the stress “memory” of
plants and whether water deficit tolerance is related to epigenetic mechanisms. As main
results, the first experiment showed that the TAL / SM and TAL / RL combinations
presented alterations in DNA methylation profiles due to water deficit. The parameters
presented very similar values between the combinations, which is an indication that the
TAL scion does not respond to the behavior of the rootstocks that present different
patterns of response to water deficit. Thus, other findings suggest that the TAL scion is
insensitive to the plant hormone Abscisic Acid (ABA). Furthermore, the severity and
recurrence of water stress influenced the reduction of ROS overproduction with the
action of antioxidant enzymes. With the second experiment, it was possible to identify
differentially expressed genes (DEGS) involved in more than 100 biological processes
and molecular functions. DEGs related to ABA biosynthesis, redox system, cell wall
mechanism, root development, including transcription factors (TFs) and protein kinases
(Pks) in 'Sunki' mandarin tissue, were also identified. The systematic review allowed us
to understand that epigenetic mechanisms confer drought tolerance and that they are
involved in the "memory" of transgenerational stress in plants. For more severe water
restriction periods, as foreseen in the coming years, the 'Sunki Maravilha' and 'Sunki
Tropical' mandarins prove to be rootstock alternatives for the diversification of citrus
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orchards in drought prone regions. Drought tolerance candidate genes in citrus can be
used in future work to improve citrus cultivation. Epigenetic modifications induced
drought tolerance in citrus plants and this was also confirmed in the systematic review
in studies with other plants. These epigenetic marks can be exploited as epigenetic
markers to select other tolerant citrus genotypes. Future efforts are needed to understand
the mechanisms that confer the insensitivity of the 'Tahiti' acid lime to ABA.

Keywords: citrus, water deficit, Epigenetics, epigenetic mechanisms, MSAP, stress
memory, RNA-seq, transcriptome.
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INTRODUCAO

Os citros apresentam uma alta diversidade genética, o que inclui as laranjas (Citrus
sinensis), tangerinas (Citrus reticulata e Citrus deliciosa), limdes (Citrus limon), limas
acidas como o Tahiti (Citrus latifolia), Galego (Citrus aurantiifolia), lima da Pérsia (Citrus
limettioides), pomelo (Citrus paradisi), cidra (Citrus medica), laranja-azeda (Citrus
aurantium) e as toranjas (Citrus grandis) que se destacam como uma das principais fruteiras
do mundo, com grande importancia econdmica, social e cultural (Fang e Roose, 1997,
Mattos Junior et al., 2005).

Esse sistema econdmico mundial é sustentado pela producdo de laranja, e 1/3 dessa
producdo é para 0 processamento de suco concentrado, sendo o Brasil o principal produtor,
seguido dos Estados Unidos da América (EUA). Além disso, a producdo de limas e limdes
também tem se destacado, tendo como principais produtores india, México, Argentina,
China e Brasil. As maiores produgdes de citros no Brasil estdo concentradas nos estados de
Sdo Paulo, Minas Gerais, Bahia e Sergipe, nessa ordem. Na safra de 2016/2017 a regido do
Nordeste foi responsavel por 10,2% da producdo nacional de laranja, sendo a Bahia o maior
produtor de laranja participando de 6,3% da producdo, ocupando grande destaque na
producdo nacional (CITRUSBR, 2017; FAOQ, 2019; IBGE, 2019).

Apesar dos indicies de producdo ambiciosos da citricultura brasileira, problemas
ambientais climaticos tém colocado o setor em risco. Atualmente, tem-se observado um
aumento gradativo na variabilidade climética, periodos mais quentes e estiagens mais
prolongadas. Acredita-se que essa restricdo aumente em intensidade, frequéncia e extensédo
geografica como resultado das mudancas climaticas globais. Sendo assim, a seca tem se
tornado o fator abidtico mais limitante da citricultura, pois as plantas citricas necessitam de
umidade no solo durante praticamente todo o ano (de 600 a 1300 mm anuais) para que
tenham um bom crescimento e uma boa producdo, mantendo assim excelentes niveis de
produtividade (Vieira, 1991; Sentelhas et al., 2005; Cheeseman et al. 2007; Salekdeh et
al.2009; Kar et al. 2011; Gongcalves et al. 2019).

Sob déficit hidrico, as plantas citricas desenvolvem mecanismos interligados
responsivos a condi¢do do estresse, tais como, moleculares, bioquimicos e fisiologicos. Para
sobreviver a condicdo de limitacdo hidrica, estudos revelam que as plantas citricas buscam

desenvolver seu sistema radicular, para absorver agua mais profundas do solo, bem como
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ativam o fechamento dos estbmatos, via sinalizacdo do fito-horménio acido abscisico,
reduzindo a transpiracéo, além de induzir o ajuste osmatico (Verslues et al, 2006; Gongalves
et al. 2016, 2019). Mecanismos bioquimicos também sdo ativados em plantas citricas sob
déficit hidrico, a exemplo da remocdo das espécies reativas de oxigénios (ROS), que sao
acumuladas em condicdes de estresses podendo comprometer toda maquinaria celular. O
sistema antioxidante enzimético em citros degradam moléculas como peroxidase e 0
superoxido, contribuindo ativamente no processo de toleréncia a seca (Murtaza et al., 2016;
Gongcalves et al. 2016).

Por outro lado, também existem bases moleculares envolvidas nas respostas dos
citros em condigdes de seca. Alguns estudos utilizando EST (Expressed Sequence Tag),
Microarray, RNA-seq ja foram desenvolvidos para algumas plantas citricas de importancia,
tais como: limdo ‘Cravo’, tangerinas 'Clemenules' e 'Cleopatra’, citrumelo Swingle, hibridos
de Microcitrus, laranja doce enxertada em limao ‘Cravo’, estando estas submetidas a
diferentes estresses, bidticos ou abidticos. Genes envolvidos nas respostas ao estresse
osmotico, incluindo aquaporinas, dehidrinas, sacarose sintase, enzimas antioxidantes, sintese
de prolina, biossintese do ABA, etileno, foram identificados nesses estudos e indicados
como genes candidatos que apresentam expressao regulada por seca (Boscariol-Camargo et
al., 2007; Gimeno et al., 2009; Zhang et al. 2016; Sousa et al., 2018; Gongalves et al., 2019).

Outro fator molecular que tem ganhado destaque, como mecanismos de respostas a
seca sdo as bases epigenéticas. Em plantas citricas apenas Neves et al., (2017) avaliaram as
marcas epigenéticas como indutora de toleréncia a seca. Nesse estudo foi observado que os
perfis de metilacdo do DNA de plantas citricas sdo modulados conforme o fator ambiental, a
seca.

As modificacbes epigenéticas, a exemplo da metilacdo do DNA, modificam o
genoma da planta sem alterar a sequéncia de bases, levando-as a melhor suportarem as
alteracbes do ambiente (Boyko et al. 2010; Herman et al. 2011; Crisp et al. 2016). A
modificacdo epigenética do genoma via metilagdo da citosina é um processo dindmico e
possui alta sensibilidade a estresses ambientais, sejam bidticos ou abioticos (Tricker et al.
2013). Sendo assim, a metilacgdo do DNA esta diretamente envolvida na regulacdo da
expressdo génica (Wang et al. 2010), podendo ser responsavel pelas diferencas fenotipicas
herdaveis em plantas, incluindo caracteristicas agronémicas de interesse, como a tolerancia a
seca (Neves et al. 2017; Garg et al. 2015; Gayacharan e Joel 2013).
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Nesse contexto, os estudos das relacdes hidricas das plantas citricas, bem como das
interacBes de copa/porta-enxerto, causadas pelo déficit hidrico em seus processos
moleculares, bioquimicos e fisiologicos sdo de fundamental importancia para compreender
seus diferentes mecanismos de tolerancia, visando a adaptacdo das culturas citricas ao clima
presente e futuro, além disso, 0 uso dessas respostas/caracteristicas na selecédo de gendtipos

tolerantes a seca, contribuindo para 0 melhoramento genético da citricultura.
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HIPOTESE

E possivel identificar genes de tolerancia a seca a partir de perfis transcriptémicos e
marcas epigenéticas na interacdo copa/porta-enxerto de citros para tolerdncia a seca,

correlacionando-os com os parametros fisiologicos.

OBJETIVO GERAL

Caracterizar as respostas fisiologicas, moleculares e bioquimicas na interacdo

copa/porta-enxerto de citros, identificando as estratégias de tolerancia a seca.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o perfil fisioldgico, bioquimico e epigenético das plantas citricas
Citrus limonia Osb. (Limoeiro cravo - RL), Citrus sunki (Tangerina Sunki
Maravilha - SM) e a Citrus latifolia Tanaka (Limeira &cida Tahiti - TAL), nas
seguintes combinacdes copa/porta enxerto, TAL/RL e TAL/SM, sob
condicdes de déficits hidricos recorrentes.

e Tracar o perfil transcriptdmico de plantas citricas Citrus sunki (Tangerina
Sunki Maravilha — SM; Tangerina Sunki Tropical - ST) como porta-enxerto,
nas seguintes combinacbes copa/porta-enxerto, VO/SM e VO/ST, em
condicdes de deficiéncia hidrica.

e ldentificar se as bases epigenéticas estdo envolvidas na “memoria” do
estresse em plantas e se a tolerancia ao déficit hidrico esta relacionada com os

mecanismos epigenéticos, a partir de uma revisao sistematica.
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REVISAO DE LITERATURA

Aspectos gerais e panorama da citricultura

Os citros tem origem no sudeste da Asia, mais precisamente no sudeste dos
Himalaias, regido considerada um hotspot de biodiversidade. E considerado um grupo
monofilético e estabelece entre suas linhagens, relacdes bem definidas (Swingle e Reece
1967; Jacques et al. 2011; Wu et al. 2018). No entanto, sua filogenia e taxonomia ainda sao
conflitantes e controvérsias, isso devido as caracteristicas complexas como a total
compatibilidade sexual entre as espécies do género, ocorréncia de apomixia, e a dificuldade
de identificar espécies progenitoras puras ou selvagens, devido ao processo substancial de
hibridizac&o (Scora 1975; Barrett e Rhodes 1976; Curck et al. 2016).

O género Citrus engloba plantas que pertencem a outros géneros afins com frutos
que se assemelham ao limdo e a laranja, como: Poncirus, Fortunella, Microcitrus,
Eremocitrus e Clymenia. Entretanto, os citros podem ser classificados em grupos de
tangerineiras (Citrus reticulata Blanco), limeiras &cidas (Citrus aurantiifolia Christm.),
limoeiros (Citrus limon L. Buen. F.), laranjeiras doce (Citrus sinensis (L.) Osbeck), pomelos
(Citrus maxima), cidras (Citrus medica), toranjas (Citrus paradisi), entre outros (Pio et al.
2005; Liu et al. 2015).

Estima-se que o género Citrus sofreu dispersdes transoceanicas, favorecidas pelos
comeércios e guerras entre os continentes, acarretando no desenvolvendo do seu cultivo em
diversas regides do mundo. Em 1500, a expedicdo liderada por Cristovdo Colombo
introduziu mudas de plantas citricas no continente Americano. No mesmo século, 0s
portugueses junto com sua vinda ao Brasil, transportaram as primeiras mudas de laranja
doce, que com as condicOes climaticas favoraveis no Brasil, se expandiu pelo pais
permitindo que os pomares tivessem boa producdo, principalmente nos estados de S&o
Paulo, Rio de Janeiro e Bahia. Contudo, apenas em 1930 a cultura do citros passou a ser
considerada comercialmente importante para a economia do Pais (Neves e Jank 2006; Neves
et al. 2010; Azevedo 2013; Lima 2014).

Atualmente, este importante sistema agroeconémico no Brasil é sustentado pelos
estados de Sdo Paulo, Minas Gerais, Bahia e Sergipe, nessa ordem, sendo 0s maiores

produtores de laranja doce e suco concentrado (IBGE, 2019). A fim de manter a lideranca do
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Pais, junto ao ranking mundial de producdo de citros, o governo juntamente com o
Ministério de Agricultura e Pecuéria (MAPA) passaram a investir em infraestruturas, com
instalagbes de campos experimentais e linha de crédito para os produtores brasileiros
(MAPA, 2016). Neste cenario, surge na Embrapa Mandioca e Fruticultura (CNPMF),
localizada no municipio de Cruz das Almas — BA o Programa de Melhoramento Genético de
Citrus, objetivando o melhoramento da citricultura, a partir da selecdo geno6tipos resistentes
a gomose de Phytophthora spp. e ao complexo do Virus da Tristeza dos Citros — CTV
(Citrus Tristeza Virus), porta-enxertos mais tolerantes a seca, reducdo do periodo juvenil,
aumento da longevidade dos pomares, entre outros.

Em indices de produtividade o continente Americano representou cerca de 42,2% da
producdo mundial de laranja doce no ano de 2017, liderada pelo Brasil com 17 ton, seguida
pelos Estados Unidos da América com 4 ton. Na producdo de limas e limdes o Brasil
manteve seu destaque na producdo, com 1 ton no continente Americano representando
42,6% na producdo mundial, ficando atras apenas da China que produziu em 2017, 2 ton
(Figura 1 A-B) (FAO, 2019).

Indice de producio de Laranjas por regiio
A Média 1994 - 2017

9% 1%  10%

26%

54%
Africa W Ameércias Asia M Europa M Oceania

Indice de producio de Limas e Limées por regiiao
B Média 1994 - 2017

0.3%

7%
11% Vot

38%
44%

Africa W Amércias  Asia W Europa M Oceania

Figura 1: Producdo mundial de Laranjas (A) e Limdes e Limas (B) referente ao ano de 2017. Retirado e
Adaptado de Food and Agriculture Organization of the United Nation (FAO), 2019.
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Para que o Brasil mantenha-se na lideranca mundial, diversos problemas que afetam
a citricultura como, o controle de pragas e doencas, alteracbes nas mudancas climaticas,
relacionadas a seca recorrente, bem como investigacdo dos potenciais genéticos dos
poliploides, devem continuar sendo principais objetivos para a identificacdo de solucdes
para a cadeira produtiva citricola (Soares — Filho 2003; Donadio et al. 2005; Allario et al.
2013).

Interacédo Copa / Porta — enxerto

Enxertia é uma técnica de propagacdo vegetativa, baseada na unido de partes de uma
planta em outra. A parte da planta enxertada é chamada de copa ou enxerto, j& a planta que
servira como suporte e fornecimento do sistema radicular ¢ denominada de porta-enxerto ou
“cavalo”. A enxertia ¢ uma técnica milenar que origina uma unica planta, embora cada uma
que a compdem, mantém suas caracteristicas genotipicas (Hartmann et al. 2011; Xavier et
al. 2013; Wendling et al. 2017).

Os porta-enxertos, geralmente sdo obtidos através de sementes e as copas sdo obtidos
de ramos da planta-mée, previamente selecionada, a qual se quer propagar. Os citros
(Citrus), uva (Vitis), maca (Malus) sdo exemplos de plantas que sdo propagadas
comercialmente através da enxertia (Cunha Sobrinho et al. 2011; Melnyk e Meyerowtiz,
2015; Neves et al. 2017; Da Silva et al. 2018).

No processo de interacdo copa / porta-enxertos (Figura 2), 0s porta-enxertos tem um
impacto particularmente significativo na nutricdo das plantas induzindo na sintese e na
utilizacdo de agucares no crescimento; na tolerancia e/ou resisténcia aos fatores abidticos e
bidticos, como também na maturacdo e peso dos frutos da copa. Além disso, os porta-
enxertos também podem modular caracteristicas responsivas em niveis epigenéticos, sob
estrito controle de genes relevantes (Pompeu, 2005; Zangh, 2011; Cantuarias- Avilés, 2011;
Simpson, 2014; Liu, 2015; Neves et al. 2017). No entanto, Mota et al. (2009) afirmam que a
influéncia dos porta-enxertos sdo diferenciadas conforme as condicdes edafoclimaticas e a
cultivar copa, sobre ele enxertado. Nessa interacdo a copa é responsavel pela absorcao da luz
do sol e do carbono do ar, para a fotossintese, influencia no desenvolvimento das raizes dos
porta-enxertos e também na tolerancia/resisténcia do frio, seca, pragas e doencas, Contudo,
suas influéncias no processo de interacdo ainda sdo poucas conhecidas ou
consideravelmente menos visiveis (Pompeu, 2005).
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As sinalizagfes bioquimicas também sdo mecanismos desenvolvidos na interacao
copa/porta-enxerto, que sdo caracterizados pelos estimulos dos hormdnios, como, o &cido
abscisico (ABA), &cido salicilico (SA) e o acido indolacético (AlA), que controlam os niveis
de agua na parte area e consequentemente, seu crescimento (Figura 2); o sistema
antioxidante que degradam as espécies reativas de oxigénios (ROS) evitando o estresse
oxidativo, desencadeando sinalizagdes para resposta a condigdes estressoras, como exemplo,
a restri¢do hidrica (Santos et al. 2017; Zandalinas et al. 2017) .

Sintese e utilizacao Mudangas nos

de agticares no parametros
crescimento fotossintéticos
Sintese Modificagoes Modificagoes Redugdo da area
de epigenéticas epigenéticas foliar
ABA

Tolerancia e/ou Tolerancia e/ou
resisténcia a resisténcia a
fatores bidticos fatores bidticos

ou abioticos ou abioticos

Crescimento da raiz

Figura 2: Representacdo de alguns mecanismos desenvolvidos no processo de interagdo de copa/porta-

enxerto. Adaptado de Jones,2012.

A expansdo de um dos fatores mais limitantes da citricultura, a seca, tem sido alvo
em pesquisas com citros (Koepke, 2013). Em estudos, como o de Santana-Vieira et al.
(2016); Neves et al. (2017); Santos et al. (2017) foi comprovado a influéncia do porta-
enxerto na tolerancia ao déficit hidrico, além disso, demonstraram que a taxa de
transpiracdo, taxas hormonais, a eficacia do sistema antioxidativo, metilacbes no DNA sao
influenciadas geneticamente pelos porta-enxertos. Tzarfati et al. (2013), concluiram que o
enxerto promove alteracdes no padrdo de expressao de micro-RNAs (miRNAS), e que esta
interferéncia pode estar relacionada com a reducdo do periodo juvenil em citros,

favorecendo o florescimento e consequentemente, desenvolvimento dos frutos. Dessa forma,
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identificar mecanismos e/ou caracteristicas para facilitar a selecdo de genotipos de porta-
enxerto e copas mais tolerantes a seca, a partir da elucidagéo da influéncia de um para com o
outro, tem sido um dos maiores desafios da citricultura brasileira.

Nos pomares brasileiros, dentre as variedades de copas mais cultivadas podemos
citar, Citrus sinensis (L.) Osb. (Laranja Valéncia) e Citrus latifolia Tanaka (Limeira acida
Tahiti), ambas economicamente importantes. Vale ainda ressaltar que nos ultimos anos os
plantios comerciais da limeira acida ‘Tahiti’, tanto para 0 mercado interno como externo,
vem crescendo. Esse fato pode estar associado a sua resisténcia as principais doencas e
pragas, como o cancro citrico (Xanthomonas) e a tristeza do citros (Citrus tristeza virus), que
afetam a citricultura causando prejuizos aos pomares de laranjas doces. Além disso, a
limeira 4cida ‘Tahiti’ também tem ganhado mercado devido a sua forma, tamanho, brilho,
sabor, valor nutritivo, seguranca alimentar, coloracdo verde e turgescéncia (Figueiredo et al.
2002; Gayet e Salvo Filho, 2003; Bassan et al. 2016). A Limeira acida ‘Tahiti’ é um
alopoliploide, considerada geneticamente complexa e faz parte do grupo de limas e limdes
citricos, pouco explorados (Curck et al. 2016).

Na citricultura brasileira predomina o porta-enxerto Limoeiro Cravo (Citrus limonia
Osbeck) (Gongalves et al. 2016; Carvalho et al. 2019), que possui caracteristicas importantes
como potencial produtivo mesmo submetido a seca, tolerdncia a tristeza do citros e
excelente compatibilidades com diversas variedades de copa (Pomeu, 2005). Tal fato é um
risco a citricultura, devido a alta susceptibilidade dos campos de citros, as pragas e doencas,
tornando-se um alerta para a necessidade de diversificacdo de variedades adaptadas as
condigdes tropicais do Brasil.

A expansdo da base genética dos porta-enxertos na citricultura tem sido explorada,
com a utilizacdo de porta-enxertos alternativos como tangerineiras ‘Cleopatra’ (C. reshni
hort. ex Tanaka), ‘Sunki’ [C. sunki (Hayata) hort. ex Tanaka] e citrumelo ‘Swingle’ (C.
paradisi Macfaden x Poncirus trifoliata Rafinesque), afim de suportar os fatores bioticos e
abioticos, embora essas variedades apresentem diferentes estratégias de sobrevivéncia em
relagdo ao ‘Cravo’, a exemplo da tolerancia a seca.

A tangerina ‘Sunki’ apresentam caracteristicas desejaveis como resisténcia ao
declinio dos citros, tolerancia a tristeza, a xiloporose, a MSC, além de possuir elevado vigor
e boa produtividade de frutos (Bassanezi at al. 2002; Pompeu, 2005), tornando-se uma
variedade de interesse comercial, desde o inicio do século passado. E altamente utilizada em
cruzamentos genéticos para obtencdo de porta-enxertos (Schinor et al. 2011). Em pesquisas
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desenvolvidas pela Embrapa Mandioca e Fruticultura foi selecionada nova variedades da
tangerina ‘Sunki’, denominada de ‘Sunki Tropical’, que com destaque por apresentar boa
resisténcia a gomose de Phytophthora e tolerancia a seca similar a do ‘Cravo’ (Soares Filho
et al. 2002; 2003).

Estudos com ‘Sunki Maravilha’, variedade também desenvolvida na Embrapa,
revelaram diferentes padrfes de captacdo de &gua no solo e perfis de proteina nas raizes
quando submetida aos diferentes regimes hidricos. Quando sujeito ao déficit hidrico a
‘Sunki Maravilha’ utliza menor quantidade de agua do solo, atingindo uma maior resisténcia
estomatica, além disso, suas raizes e folhas apresentam um aumento progressivo no acimolo
de ABA. Suas estratégias de sobrevivéncia a seca sdo baseadas no equilibrio da resposta
entre a raiz e os tecidos aéreos devido a restri¢cdo hidrica (Neves et al. 2013; Oliveira et al.
2015).

Posteriormente, Santana-Vieira et al. (2016) demonstraram que a tangerina ‘Sunki
Maravilha’ em condigdes de seca apresenta estratégia de tolerar a desidratagdo, a depender
da severidade e duragdo do déficit hidrico. Essa estrtatégia é focada no desenvolvimento de
mecanismos de protecdo aos danos celulares, acimulo de proteinas na manutencdo da
turgescéncia celular e expressdo de enzimas antioxidantes para eliminacdo das espécies
reativas de oxigénio (ROS), onde o objetivo é garantir a sobrevivéncia apés o estresse. Os
resultados afirmam que a estratégia de tolerdncia de ‘Sunki Maravilha’ a desidratagdo ¢
focada na sobrevivéncia da planta, onde suas raizes e folhas passam a exibir maiores
concentracdes de acido abscisico e &cido salicilico, que induz tolerancia, e acimulo de
carboidratos, como trealose e rafinose, que sdo importantes sequestradores de espécies
reativas de oxigénio, além de se recuperar das secas prolongadas com mais eficiéncia
quando comparada a outro porta-enxerto.

A fim de selecionar novas combinacbes de porta-enxertos, Carvalho et al. (2019)
apresentou a ‘Sunki Tropical’ como alternativa para diversificagdo genética dos pomares,
por apresentar alto rendimento de frutos de qualidade média, sob condicdo de solo sequeiro.
Além de apresentar resisténcia a podriddo causada por Phytophthora spp. e boa
compatibilidade com copas citricas comerciais, a exemplo da laranjeira ‘Pera’ e Limeira

Acida ‘Tahiti’.

Respostas das plantas citricas ao déficit hidrico
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A agua € um suprimento mundial limitante, que somado a constante demanda de
alimentos, devido ao aumento da populacdo mundial, provoca a superexploracdo dos
recursos hidricos na agricultura, o que gera o aparecimento dos efeitos da seca de forma
mais acentuados (Somerville e Briscoe, 2001; Chaves e Oliveira, 2003). Dessa forma, com a
escassez dos recursos hidricos, a seca é a ameagca mais critica a seguranca alimentar
mundial, o que foi no passado um fator agravante dos grandes periodos de fome. (Farooq et
al. 2009).

Quando as plantas sdo sujeitas as condi¢cdes que alteram a homeostase celular,
considera-se que estdo sob estresse, que podem ser de origem biética e/ou abiotica (Mittler
et al., 2004). Dentre os estresses abidticos, 0 que mais alerta os produtores é o déficit
hidrico, que é considerado o estressor ambiental que mais limita a produtividade das culturas
(Wang et al. 2016). E também o que mais possui estudos relacionados, pois além de
objetivar compreender os mecanismos das plantas sob escassez de agua, a restricdo hidrica
foi evolutivamente relevante para a conquista das plantas primitivas na terra, sendo
determinante na distribuicdo dessas nos mais diversos tipos de ambientes (Verslues et al.
2006; Gonzalez et al. 2013). O déficit hidrico € medido em relacdo a sobrevivéncia da
planta, produtividade agricola, crescimento, assimilacdo de processos metabdlicos primarios
— qualquer processo que tenha influéncia sobre o desenvolvimento da planta (Taiz, Zeeiger,
2013). A severidade, recorréncia e a duracdo da seca sdo imprevisiveis, pois depende
altamente da ocorréncia, distribuicdo e precipitacdo das chuvas, dos processos evaporativos
e a capacidade de armazenamento de 4gua nos solos (Wery et al. 1994).

As plantas para sobreviverem as condi¢bes de déficit hidrico, passam por uma
cascata de sinalizagdes metabdlicas (Zingaretti et al. 2013; Gongalves et al. 2016),
respondendo a essas modificagdes através da reducao do potencial hidrico (¥w), fechamento
dos estbmatos, reducdo da area foliar (Temel et al. 2017); inibi¢do da fotossintese, abscisao
foliar, queda das flores, e consequentemente, a reducdo na producdo (Ahuja et al. 2010);
crescimento radicular (Pinheiro et al. 2005); producdo de espécies reativas de
oxigénio(ROS), ajuste osmotico (Gongalves et al. 2016); morte celular (Mittler 2002) ;

fosforilagdo de proteinas (Zingaretti et al. 2013), entre outros (Figura3).
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Figura 3: Mecanismos fisioldgicos, bioguimicos e moleculares das plantas induzidos pelo déficit hidrico.
Adaptado de Zingaretti et al. (2013)

Redugio da transpiracio

Diversos estudos investigaram as respostas das plantas citricas ao déficit hidrico,
mostrando que a interacdo copa/porta-enxertos altera o desempenho fisiolégico, bioquimico
e epigenético sob condicgdes restritivas através de variacGes na condutividade hidraulica das
plantas, potencial hidrico foliar, condutancia estomatica, mecanismos antioxidantes, ajuste
osmoticos, alteracdes nos perfis hormonais (Acido Abscisico - ABA, Acido Jasmonico - AJ,
Acido Indolacético - AIA, Acido Salicilico — SA, Prolina), carboidratos e metilacdes no
DNA. (Romero et al. 2006; Magalhdes Filho et al. 2008; Rodriguez -Gamir et al, 2010;
Pedroso et al., 2014; Gongalves et al. 2016; Santana — Vieira et al. 2016; Neves et al. 2017).
Adicionado a isto, as respostas dos citros a seca sao altamente influenciadas pela duracéo,
intensidade e recorréncia do estresse (Mattos, 2007).

Rodriguez-Gamir et al.(2010) avaliaram gendtipos de citros sob restricdo hidrica e
constataram nos seus estudos que o déficit afeta as trocas gasosas, condutancia estomatica e

o potencial hidrico foliar. Além disso, concluiram que a tolerancia a seca esta relacionada ao
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gendtipo. Isto também foi observado por Pedroso et al. (2014) e Santana-Vieira et al (2016),
especialmente quando retratam a importancia do gen6tipo porta-enxerto.

No trabalho de Santana-Vieira et al (2016) foram analisados oito combinacgdes de
plantas citricas submetidos ao estresse por seca e posterior reidratacdo. As combinacdes
exibiram altas concentracdes de Acido Abscisico (ABA) e Acido Salicilico (SA), que
induzem tolerancia & seca, e de carboidratos como Trealose e Rafinose. Essas alteracoes
influenciaram nas estratégias de sobrevivéncia, de evitar ou tolerar a desidratagdo, adotada
pelos porta-enxertos avaliados. Pedroso et al. (2014), avaliando plantas citricas investigaram
a capacidade dos porta-enxertos na modulacdo de carboidratos nao estruturais em condigdes
de restricdo hidrica. Os resultados demonstraram que genotipos mais tolerantes aumentaram
o0 crescimento radicular e mantiveram os indices de carboidratos, para eles a particdo de
carboidratos vegetais com déficit hidrico foi dependente do porta-enxerto. Afirmando que a
modulacdo dos carboidratos em plantas citricas atua como mecanismo de tolerar as
restrices hidricas.

Estudos de Gongalves et al. (2016) constataram que as condic@es restritivas de agua
levam as plantas citricas a desenvolverem o ajuste osmatico, como mecanismo de tolerancia
a seca e estimulam o sistema antioxidativo enzimatico, como linha de defesa contra as ROS,
que tem producdo reforcada sob déficit hidrico devido a inibicdo de assimilacdo de didxido
de carbono (CO2), fechamento estomatico e mudancas nas atividades fotossintéticas.

O primeiro conjunto de dados sobre epigenética em plantas citricas foi descrito por
Neves et al. (2017), que avaliou sob condicbes de seca recorrente combinacbes de
copa/porta-enxerto de citros, concluiram que alteracdes epigenéticas em plantas citricas,
desencadeadas por restricdo hidrica recorrente, acarretam a uma melhor tolerancia a seca nas
plantas citricas.

Esta bem estabelecido que, durante a seca, 0 genoma da planta passa por um estado
de estresse e a planta tenta sobreviver expressando genes relacionados a tolerancia a seca
(Madlung e Comai, 2004). Argamasilla e Gomez-Cadenas (2014), avaliaram dois gen6tipos
de citros submetidos ao estresse por seca e alagamento, e foi constatado alteraces nos perfis
de &cido jasménico (AJ), acido indolacético (AIA) e ABA durante o déficit hidrico,
evidenciando que o gendtipo possui caracteristicas intrinsecas que podem influenciar na
aclimatacao a condicéo de estresse, a partir da regulacdo desses hormonios.

Um elemento importante envolvido com a toleréncia & seca em planta é o &cido
Abscisico (ABA), pois ele atua regulando processos fisioldégicos em plantas, desde a
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abertura estomatica, ao armazenamento de proteinas, que em condi¢bes de déficit hidrico
promove determinada aclimatacdo (Waterland et al. 2010; Sah et al. 2016).

A planta em condicBes de déficit hidrico sintetiza ABA, que inicia o controle da
abertura estomatica através da regulacdo de genes-chaves (Raghavendra et al. 2010). A
limeira acida ‘Tahiti’, genotipo de importancia econémica que compdem a citricultura, tem
comportamento pouco conhecido diante a sintese e percep¢do do ABA. Com base no estudo
de Santana-Veira et al. (2016), observou-se maior demanda de ABA do porta- enxerto
quando estava em combinacdo com Tahiti em condic¢Ges de controle, quando comparado a
outras combinacBes com porta-enxerto limdo ‘Cravo’. A maior producdo de ABA mostra a
influéncia que esta copa exerce sobre o porta-enxerto, por ter exigido maior produgdo de
ABA para controlar a transpiracdo da parte aérea e limitar o crescimento vigoroso de
‘Tahiti’, porém sem sucesso. Sendo assim, acredita-se que a limeira acida ‘Tahiti’ €

insensivel as sinalizacBes do ABA, que influéncia na abertura dos estdmatos.

Espécies Reativas de Oxigénio e Mecanismo antioxidativo

A restricdo hidrica, assim como outros estresses abidticos e bidticos, perturba a
homeostase das células vegetais (Mittler et al. 2002). O estresse por déficit hidrico nas
plantas leva a mudancas severas na divisdo celular, como também na reducdo do
crescimento vegetativo. Por consequéncia do déficit hidrico, outros efeitos sdo detectados na
planta, como mudancas nos niveis de expressdo génica, sintese de chaperonas e ativacao de
enzimas envolvidas na producdo e remocdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)
(Mahajan e Tuteja, 2005; Caverzan et al. 2016).

Aproximadamente ha 2,7 bilhGes de anos em nossa atmosfera, foi introduzido o
oxigénio molecular (O,), gerando organismos fotossintetizantes. Desde entdo as ROS tém
sido consideradas, subprodutos indesejaveis dos organismos aerébicos. O oxigénio singlete
(0,), superoxido (Oy), peroxido de hidrogénio (H20,), radical hidroxila (OH), NADPH
oxidases, aminas oxidases e peroxidases sdo fontes de ROS, que gquando em excesso S0
reativos e toxicos as plantas (Halliwell e Gutteridge, 1989; Mittler , 2002; Mittler et al.
2004).

Nos ultimos anos foi sugerido que as ROS tém um duplo papel na biologia das
plantas i) como subprodutos indesejaveis; ii) como moléculas benéficas sinalizadoras. A
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partir de novos estudos foram identificados uma funcao benéfica das ROS como moléculas
sinalizadoras envolvidas em processos como crescimento, ciclo celular, desenvolvimento,
senescéncia, morte celular programada, condutincia estomatica, sinalizacdo hormonal e
regulacao da expressao génica, respostas ao estresse bioticas e abidticas (Kovtun et al. 2000;
Mullineaux e Karpinski, S. 2002; Neill et al. 2002; Torres et al. 2002; Mittler et al. 2004;
Slesak et al. , 2007; Inze et al. 2012; Caverzan et al. 2016).

Dependendo da concentracdo de ROS nas células vegetais, ela pode apresentar um
papel prejudicial ou benéfico as plantas. Quando em condicdo homeostatica celular, em
condicdes de crescimento normais, a producdo de ROS nas células vegetais é baixa. No
entanto, sob condicOes de estresse, a exemplo do déficit hidrico, aumenta-se a producéo de
ROS que é considerado prejudicial a sobrevivéncia da planta (Polle, 2001; Mittler, 2002).

Os cloroplastos e as mitocondrias sdo organelas altamente oxidantes com
importantes atividades metabdlicas, e sdo consideradas fontes de producdo de ROS nas
células vegetais. Nos cloroplastos a reacdo de Mehler e os pigmentos antenas, nos processos
fotossintéticos sdo as fontes primarias para a producdo de ROS. Quando em condi¢do de
seca, a planta tem essa producdo aumentada nos cloroplastos, pois a condicdo de restricdo
hidrica limita a fixacdo de CO2 implicando em maiores reacfes oxidativas nos tilacoides. Ja
nas mitocondrias, a principal fonte de ROS é na reducdo excessiva da cadeia de transportes
de elétrons, também em condicdo de estresse. (Mittler et al. 2004; Moller et al. 2011). As
espécies reativas de oxigénio (ROS) também sdo produzidas nas plantas, seja em condi¢bes
normais ou estressantes, em outros compartimentos, intracelular e extracelular, como:
peroxissomas, membrana plasmatica, reticulo endoplasmatico, citosol, vacuolo, parede
celular (Das et al. 2014).

As espécies reativas de oxigénio (ROS) quando acumuladas podem danificar
componentes celulares (Figura 4), comprometendo o funcionamento de proteinas, lipidios,
acucares e oligonucleotideos, danificando o DNA mitocondrial e do cloroplastos (McDowell
et al. 2008; Gill et al. 2010; Claeys et al. 2013; Chi et al. 2013; Das et al. 2014; Pisoschi e
Pop et al. 2015).
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Figura 4: Componentes celulares que sdo alvos das Espécies Reativas de Oxigénio (ROS), que quando

acumuladas danifica-os, comprometendo o funcionamento. Adaptado de Das et al. 2014.

O equilibrio entre a producdo e eliminacdo de ROS das plantas € chamado de
homeostase redox (Figura 5). Quando a producdo de ROS é muito maior que a capacidade
de eliminacdo pelas células, gera um desequilibrio na homeostase redox celular, o resultado
desse excesso de ROS, é conhecido como estresse oxidativo. Esse delicado equilibrio entre a
producgdo e eliminacdo de ROS é afetado por diferentes fatores estressores ambientais, a
exemplo da seca (Mullineaux e Baker, 2010; Sharma, et al. 2012; Das et al. 2014).
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Estresse oxidativo
(Excesso de ROS)

Estresse oxidativo
(Reducgao de AOX)

Antioxidantes Oxidantes

Figura 5: Desequilibrio entre os niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS) e antioxidantes (AOX)
desencadeia o desequilibrio na homeostase redox celular, consequentemente no estresse oxidativo. Em
condicBes normais, as células sdo capazes de equilibrar a producdo de antioxidantes e oxidantes, resultando em
equilibrio redox. Adaptado de Scandalios, 2005.

No entanto, as plantas possuem mecanismos antioxidantes que eliminam o excesso
de ROS, a fim de evitar danos celulares. Este mecanismo de defesa consiste numa
maquinaria antioxidante que ajuda a mitigar os danos induzidos pelo estresse oxidativo,
consequéncia de um desequilibrio da homeostase redox celular, oriundo de estresses bioticos
e abioticos. O sistema de desintoxicacdo atua na oxidacdo e reducdo dos processos
desencadeados pelas ROS, presente no apoplasto, e em outros compartimentos celulares. A
homeostase redox em plantas durante condigdes estressantes € mantida por duas vias do

mecanismo antioxidante: mecanismo antioxidante ndo enzimatico e mecanismo antioxidante
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enzimatico (Scandalios, 2005; Pang e Wang, 2008; Sharma et al. 2012; Caverzan et al.
2016).

O sistema de defesa antioxidante ndo enzimético é composto de propriedades
intrinsecas como: carotenoides, fendlicos, flavonoides, a-tocoferol, &cido ascorbico (AA),
glutationa reduzida (GSH) e aminoacidos, como a prolina. Esses compostos, além de
atuarem na interrupcdo dos processos de oxidacdo, também desenvolvem um importante
papel no crescimento das plantas, nos processos mitéticos, alongamento celular, senescéncia
e morte celular (De Pinto e De Gara, 2004; Das et al. 2014).

A maquinaria celular antioxidante enzimatica compreende um grupo de enzimas
presentes em diferentes compartimentos celulares, a exemplo dos peroxissomas,
mitocondrias e cloroplastos. As principais enzimas que compdem 0 mecanismo antioxidante
enzimatico sdo: Dismutase do Superoxido (SOD), Peroxidase do Ascorbato (APX),
Peroxidase do Guaiacol (GPX), e Catalase (CAT), representadas na figura 6 (Gill e Tuteja
2010; Miller et al. 2010; Gill et al. 2011; Das et al. 2014). A expressdo dessas enzimas
antioxidantes esta intimamente relacionada com o aumento de tolerancia das plantas contra

fatores abidticos estressores (Caverzan et al. 2016).

Estresse Ambiental

vAg g
<( = L2
\\/\/\ Cloroplasto CA)SOD PX CAT
— — O 2- > H 20 2 O
— 4 > <
Trx = _Trx
NADP* NADPH

. ~ . Peroxissomos
Mitocondria

Figura 6: Mecanismos antioxidativo enziméticos de eliminacdo de Espécies reativas de oxigénio (ROS):
(A) Dismutase do superéxido (SOD); (B) Peroxidase do Ascorbato (APX); (C) Catalase (CAT) e (D)
Peroxidase do Guaiacol (GPX). Plantas sob estresse (seca, salinidade, luminosidade, etc) podem ser gerar

nas células espécies reativas de oxigénio (ROS). Inicialmente, uma ROS priméaria, que é 0 anion
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superoxido (O2-), pode ser formada pela reducdo de um elétron do oxigénio molecular. O anion
superoxido (02 ) é dismutado por dismutase do superéxido (SOD) a peréxido de hidrogénio (H2 O2) que
é desintoxicado pela catalase (CAT), peroxidase do ascorbato (APX), peroxidase do guaiacol (GPX).
Adaptado de Chi et al. 2013.

A enzima dismutase do superdxido - SOD (EC1.15.1.1) pertence a familia das
metaloenzimas presentes em todos os organismos aerdbicos. E classificada em trés
grupos, de acordo com o tipo de metal co-fator utilizado. Em plantas, diferentes formas
desta enzima sdo apresentadas nos seguintes compartimentos celulares: Citosol - Cu/Zn-
SOD; cloroplasto - Cu/Zn e/ou Fe-SOD; mitocondria - Mn-SOD. Ao contrério da
maioria dos outros organismos, que possuem apenas um de cada tipo de SOD nos
compartimentos celulares, as plantas possuem as diferentes formas de cada tipo, forte
indicativo de que as plantas possuem defesas antioxidantes muito mais complexas, isso
devido a regulacdo dos genes serem sinalizadas pelo desenvolvimento especifico tecido
— ambiente (Alscher et al. 2002; Resende et al. 2003; Menezes-Benavante et al. 2004;
Scandalios, 2005; Das et al 2014; Caverzan et al. 2016).

Sob estresse ambiental, a SOD compdem a primeira linha de defesa do sistema
antioxidativo enzimatico, contra danos induzidos por ROS. E considerado o
antioxidante mais eficaz, atuante nos compartimentos celulares propicios ao estresse
oxidativo. A atividade da SOD ocorre através da reducdo do O, , dismutando-o em O,
e H,0,. Isso elimina a possibilidade de formacdo de OH’ pela reacdo de Haber-Weiss,
consequentemente gera um aumento do H;O,. O radical O, é responsavel pela
peroxidacdo de lipidios, o que permite uma maior permeabiliadade das membranas
(Mittler, 2002; Martins e Mourato, 2008; Das et al. 2014).

0,” + 0,~ + 2H* — 2H,0, + O,

Por consequéncia da reducdo do radical O,", ocorre um acumulo de H,O, que
deve ser removido de modo que sua dismutacdo ndo tenha como produtos radicais mais
reativos, como o OH". Altos niveis de H,0O, nas plantas induzem o fechamento
estomatico e reducdo das taxas transpiratorias, esse radical também pode atravessar as
membranas celulares, juntos com proteinas, a exemplo das aquoporinas, acarretando na
peroxidacdo lipidica. (Perl-Treves e Perl, 2002; Resende et al. 2003). Além disso, 0
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acumulo H,0, atua como sinal para expressao dos genes da catalase (CAT), peroxidase
do ascorbato (APX) e peroxidase do guaiacol (GPX), enzimas do mecanismo de defesa
antioxidantes, que sdo necessarias para a oxidacéo e reducdo do H,0..

A catalase - CAT (EC1.11.1.6) é uma enzima tetramérica contendo heme,
responsavel por catalisar a dismutacdo de H,O, em H,O e O, ,gerados em diferentes
processos nas células como fotorrespiracao e f-oxidacdo dos &cidos graxos que ocorre
no peroxissomas, principal e mais estudado compartimento celular que tem atividade de
CAT. Ela degrada o H,O, , porém tem menor especificidade para os peroxidos
organicos, € a Unica entre as enzimas antioxidantes que ndo necessita de um redutor
(Mittler 2002; Das et al. 2014). Em condicOes de estresse, a exemplo da restricdo
hidrica a atividade de catalase € heterogénea, podendo aumentar, diminuir ou ficar
inalterada sobre estresse hidrico (Brossa et al. 2015)

A enzima peroxidase do ascorbato - APX (EC1.1.11.1) é um componente
integral do ciclo Ascorbato-Glutationa (ASC-GSH), diferente da CAT, que tem
predominancia de atividade para degradacéo do H,O; no peroxissoma, a APX executa a
mesma funcdo no citosol, mitocdndria, peroxissomas e no cloroplasto, o que a torna um
antioxidante mais eficiente em momentos de estresses da planta, devido sua ampla
distribuicdo e também melhor afinidade pelo H,O, j& que a enzima consegue atuar em
baixas concentra¢des de H,0O,, na ordem dos uM, para efeitos de sinalizagdo molecular
(Mittler, 2002).

A peroxidade do ascorbato (APX) para dismutar o H,O, necessita de agentes
redutores celulares, ela apresenta alta especificidade pelo ascorbato (ou 4&cido
ascorbico), que na reacdo a APX oxida o substrato redutor, o ascorbato, e reduz o H,0,
em H,O e desidroascorbato (DHA) (Das et al., 2014).

H,0, + AA — ,H,0 + DHA

Nesta reacdo, como produto além da H,O tem o desidroascorbato (DHA), que é
reduzido a ascorbato pela acdo da DHAR, que utiliza a glutationa reduzida (GSH) como
doadora de elétrons. Esta reacdo origina glutationa no estado oxidado (GSSG), que é
novamente reduzida a GSH pelo NADPH, numa reagdo catalisada pela enzima
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glutationa redutase (GR), constituindo o importante ciclo glutationa-ascorbato (Asada e
Takahashi, 1987; Gratéo et al. 2005; Martins e Mourato, 2008).

A peroxidase do guaicol - GPX (EC1.11.1.7) é uma enzima que compdem 0
sistema antioxidativo enzimatico, contém heme composto de mondmeros de 40-50 kDa,
que elimina o excesso de H,0, , tanto durante o metabolismo normal quanto durante o
estresse. Assim como a APX, a GPX também necessita de agentes redutores celulares,
como 0s compostos aromaticos guaiacol e piragalol. No seu ciclo outro agente redutor
também utilizado é a glutationa (GSH), encontrada em todos os compartimentos
celulares, mantendo o equilibrio redox juntamente com sua forma oxidada (GSSG)
(Asada, 1999; Blokhina et al. 2003; Das et al. 2014).

A GPX é uma enzima que atua intracelulramente, em compartimentos como o
citosol e vactolo e extracelularmente na parede celular, sendo considerada enzima
chave para a remocdo do H,0,. Para dismutacdo do H,O, ela oxida os agentes redutores
disponivel, a exemplo da glutationa (GSH), que doa elétrons para o H,O,, reduzindo- o.
Tendo como produto da reacdo, H,O e GSSG (Apel e Hirt, 2004; Das et al. 2014).

H,0, + GSH —» H,0 + GSSG

A GPX ndo atuam apenas como sequestrantes do H,O,, mas tem também
importante funcdo na biossintese de lignina, atuando na lignificacdo da parede celular,
degradacdo do &cido indolacético (AlA), biossintese do etileno e em defesas das plantas
em condicdes de estresses abidtico ou biodticos. Além disso, 0os genes GPX também
desempenham papéis importantes na sinalizacdo do ABA (Zhai et al. 2013; Das et al.
2014; Caverzan et al. 2016).

Os niveis mais altos das atividades enziméaticas de SOD, CAT, APX e GPX
estdo intimamente relacionados com a tolerancia das plantas a diversos fatores
ambientais estressores. O equilibrio entre a producdo e a remocdo de ROS, a partir das
acOes das enzimas antioxidantes nas células é crucial para a determinacdo do nivel do
estado estacionario de radicais superoxido e de perdxido de hidrogénio e também
permitir a transmissdo efetiva dos sinais redox. Isto sugere que, quando ha um equilibrio
homeostatico redox, a sinalizaco celular retém a aclimatacdo e melhora a tolerancia ao
estresse (Dat et al. 2000; Apel e Hirt, 2004; Scandalios, 2005; Foyer et al. 2018).
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O eficaz funcionamento do sistema antioxidativo enzimatico garante as plantas
protecdo contra danos oxidativos. Em estudos, com plantas de arroz o aumento
significativo da expressdo de genes relacionados as enzimas antioxidantes foi
relacionado com respostas a fatores estressantes (Rosa et al. 2010; Bonifacio et al. 2011;
Ribeiro et al. 2012; Passaia et al., 2014; Caverzan et al. 2014, 2016). Em Arabidopsis
foi observado o envolvimento de aproximadamente 152 genes na regulagdo do nivel de
ROS gerada pelo estresse oxidativo (Mittler, 2004). Estudos desenvolvido com citros
em condicdes de seca recorrentes foram observados tolerancia em plantas que
apresentaram altos niveis de atividade de SOD, CAT, APX e GPX (Neves et al. 2017).

Desse modo, o complexo sistema antioxidativo enzimatico que evoluiu nas
plantas é essencial para eliminar o excesso de ROS, mantendo o equilibrio homeostatico
redox e consequentemente proteger as plantas do estresse oxidativo, oriundo dos

estresses abioticos e/ou bioticos (Caverzan et al. 2016).

Mecanismos epigenéticos

O termo “‘epigenética” tem origem do grego, “epi” quer dizer “acima, adi¢do,
perto, a seguir”, epigenética significa “em adi¢do a informacao genética codificada no
DNA”, sendo definida como modificagdes que ocorrem no genoma, na expressao
génica, que podem ser herdadas pelas préximas geracdes, sem alterar a sequéncia do
DNA. As mudancas epigenéticas tém efeitos significativos na biologia do organismo,
definindo  diferentes  fenétipos, consequentemente,  diferentes  morfologias,
comportamentos e desenvolvimento (Feinberg e Tycko, 2004; Gibbs, 2007; Skiner,
2007; Costa e Pacheco, 2013; Fanttapie, 2013).

Por muito tempo, apenas 0s genes eram considerados responsaveis por passar
caracteristicas biolégicas de uma geracdo para outra, ou 0s Unicos a determinarem as
caracteristicas fenotipicas de um organismo. Entretanto, esse conceito tem mudado, pois
as alteracGes epigenéticas adquiridas ao longo da vida de um organismo, também
determinam seu fendtipo no ambiente qual esta inserido, essas caracteristicas podem ser
passadas para as geragOes futuras (Fanttapie, 2013).

As alteracOes epigenéticas correspondem a uma série de modificagdes quimicas
no DNA e na cromatina, mais precisamente nas proteinas histonas, que modificam
desde a ligagdo das histonas, condensacdo da cromatina até a metilacdo do DNA. Esses
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padroes de alteracdes epigenéticas sdo regulados por enzimas como: DNA
metiltransferases (DNMTSs), histona acetiltransferases (HATS), histona desacetilases
(HDAC:S), proteinas de ligacdo a grupos metis (MECP2) e histonas metiltransferases.
Esta regulacdo atua na expressdo génica, tecido-especifico e no silenciamento de
elementos transponiveis, inibido sua replicacdo e transposicao (Richards, 2006; Talbert
e Henikoff, 2006; Weidman et al. 2007; Waggoner, 2007; Howell et al. 2009; Costa et
al. 2013).

No processo de formacdo de um organismo, 0 seu desenvolvimento e
sobrevivéncia depende da captacdo de sinais feito pelas células, que podem vir de
dentro das préprias células, de células vizinhas, incluindo a célula-mée, e do meio
externo, o ambiente. Os sinais recebidos pelas células determinam a biologia do
embrido e o organismo a se formar. Sinais como nutrientes, horménios, calor, frio,
sinais estressores, com seca, patdgenos, terdo reflexos na molécula de DNA sob a forma
de modificagbes epigenéticas, no entanto, esses sinais precisam alcancar um
compartimento crucial da celula, o nicleo. Assim com o DNA do nlcleo modificado
epigeneticamente, atraves desses sinais, vejamos que um dos principais fatores dessas
modificacdes é o ambiente (Fanttapie, 2013).

A regulacdo epigenética ocorre via, trés mecanismos principais e distintos, mas
altamente inter-relacionados: Metilagdo do DNA; Modificacdo das histonas e

mecanismos baseados em RNA (Figura 7).

o Metilagdo do
DNA

-

Cytosine DN,
methylation

Modificacoes
das histonas

) AN ARNTA
Mecanispigs " Nucleossoma
baseados em RNA

Figura 7: Esquematizacdo dos principais mecanismos epigenéticos. (1) - Metilagdo do DNA; (2) -

ModificagOes das histonas; (3) - Mecanismos baseados em RNA. Retirado de Lovre€ic¢ et al. 2013.
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A modificacdo das histonas é um importante mecanismo epigenético, as histonas
sdo compostas por quatro grupos H2A, H2B, H3 e H4. Os dois primeiros grupos
formam dimeros e os dois ultimos um tetramero, e juntos compdem o nucleossomo. As
histonas possuem regides chamadas de N-terminal ou amino-terminal, onde se projetam
do nucleossomo. Essas regides N-terminal sdo suscetiveis as interacdes com outras
proteinas e também com diversos grupos quimicos. As caudas N-terminal sofrem
modifica¢bes apds o processo traducional, que definem o estado da transcrigdo, a partir
do estado de condensac¢do da cromatina e a expressao génica (LovreCi¢ et al. 2013;
Temel et al. 2017)

Os residuos das caudas das histonas estdo sujeitos a muitas modificagdes pds-
traducionais, a exemplo acetilacdo, metilacdo, ubiquitinacdo, fosforilagéo, biotinilacdo,
sumoilacdo e ASP-ribosilacdo que sdo caracterizados como mecanismos epigenéticos,
Ou seja, grupos quimicos que ao serem adicionados, modificam a estrutura das histonas,
sem altera-las, com excecdo da ubiquitinacdo, que envolve a adicdo de um dominio
globular de 76 aminoéacidos, e a SUMOilacdo, com adicdo de um dominio de
aproximadamente 100 aminoacidos (Figura 8). Os mecanismos epigenéticos,
nomeadamente acetilacdo de histonas, como também fosforilacdo e ubiquitinacdo de
histonas aumentam a transcricdo. Ja a biotinilacdo e a sumoilagdo de histonas reprimem
a expressao génica (Nathan et al. 2006; Camporeale et al. 2007; Sridhar et al. 2007;
Zhang et al. 2007; Chinnusamy et al 2009; Lovreci¢ et al. 2013; Zenter e Henikoff,
2013).

o®

. Acetilacao
Metilacao
. Fosforilacao

Ubiquitinacao

R..—'

Figura 8: Residuos dos aminoacidos arginina (R), histidina (H), lisina (K), serina (S) e treonina (T) nas
histonas H2A, H2B, H3 e H4, modificados por acetilacdo (vermelho), metilacdo (amarelo), fosforilagdo
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(rosa) e ubiquitinagdo (verde), representam um dos mecanismos epigenéticos baseados em modificacGes
das histonas. Adaptado de Niciura et al. 2014

As regulacdes epigenéticas em niveis de histonas sdo processos dinamicos e
reversiveis, interpostos por dois grupos enzimaticos que podem remover ou ligar 0s
grupos quimicos. A acetilagdo em residuos de lisina da regido N-terminal € um dos
mecanismos epigenéticos mais estudados em plantas em nivel de modificacGes das
histonas. O grupo quimico acetil é anexado por enzimas acetil transferases (HATS) e
podem ser removidos pela enzima desacetilase (HDACs). As histonas acetiladas tem
carga positiva neutralizada nos residuos de lisina, enfraquecendo as interagdes
eletrostaticas entre as histonas e o fosfato da molécula do DNA, favorecendo a
descompactacdo da cromatina e consequente expressao génica (Santos — Rosa et al.
2009; Lovreci¢ et al., 2013; Niciura et al. 2014).

Outro importante mecanismo epigenético e pouco estudado em plantas é o
mecanismo baseado em RNA, mais precisamente pela classe de RNA nédo codificante
(ncRNA), que sdo moléculas de RNAs funcionais, trancritos do DNA, mas ndo sao
traduzidos em proteinas. Um estudo recente inferiu que as informacdes necessarias para
entender as complexidades dos diferentes organismos, estd além dos genes
codificadores de proteinas, também esta na classe de ncRNA (Niciura et al. 2014).
Epigeneticamente os NcCRNA regulam a expressdo génica em nivel transcricional e pds-
transcricional, precisamente, eles regulam a deposi¢cdo das marcas epigenéticas, sendo
estes 0s principais grupos de ncRNAs: miRNA (Micro RNA), siRNA (RNA de
interferéncia curto), piRNA (RNA que interege com proteinas piwi) e InCRNA(RNA
ndo codificador longo) (Mattick et al. 2009).

A metilacdo do DNA gendmico € um dos principais mecanismos epigenéticos, é
um tipo de modificacdo quimica que pode ser herdavel, estabelecida e/ou removida sem
alterar a sequéncia do DNA, sendo considerada a principal marca do silenciamento
génico epigenético. A metilacio do DNA estd envolvida na expressdo génica,
silenciamento de tranposon, sinal espigenético como memodria, regulacdo da maioria dos
genes imprinted, recombinagdo do DNA, desenvolvimento de respostas aos estresses
abioticos e bidtico, em plantas (Feil e Berger, 2007; Paulsen et al. 2008; Lei et al. 2010;
Mirouze et al. 2012; Niciura et al. 2014; Liu et al. 2015).

A metilagdo do DNA ocorre por meio da adicdo de um grupamento metil (-

CH3), através de ligacdo covalente na posicdo 5 do anel pirimidico de uma citosina,
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alterando- a em 5-metil-citosina (5mC) (Figura 9). O grupo metil na célula é produto da
S-adenosil-L- metionina, sintetizada a partir de metionina, colina, co-fatores como as
vitaminas e hormdnios. Essa adi¢cdo do grupo metil é mediada pela agdo das enzimas
metiltransferases (DNMTSs) que catalisam a transferéncia de um grupamento metil da
SAM para a citosina, no DNA (Tost, 2010; Niciura et al. 2014).

=) H

Citosina S5-metil -citosina

Figura 9: Mecanismo epigenético: Metilagdo do DNA. Adigdo do grupamento metil (-CH3) na citosina,

na posicdo 5 do anel pririmidico, pela enzima metiltransferase de DNA. Transformando a citosina em 5-

metil-citosina. Adaptado de Niciura et al. 2014.

Nas plantas, a metilacdo do DNA pode ocorrer na citosina em simetria (CG ou
CHG) e em contextos nao simétricos (CHH), onde H pode ser A, C ou T, podendo
ocorrer também em regides repetitivas dos genomas. As metilacbes do DNA em plantas
sdo controladas por trés classes enzimaticas, tais como: a enzima Metiltransferase 1 do
DNA (MET1), ortoga a DNMT1, que mantém a metilacdo; a enzima Cromometilases
(CMT), responsavel pela transferéncia do grupo metila e a enzima Metiltransferase
(DRM2) que é guiada por sequéncias curtas especificas de RNAs, que catalisam a
metilacdo de novo, em todos os contextos( Zhang et al. 2006; Gayacharan e Joel 2013;
Gonzaélez et al 2013; Liu et al 2015; Wang et al. 2015).

No entanto, as plantas podem perder a metilacdo da citosina passivamente, no
processo de replicacdo do DNA em auséncia da atividade da enzima MET1 ou por meio
da acdo das enzimas Desmetilases de DNA (DMLs), que atua removendo a citosina
metilada, que é substituida por uma citosina ndo metilada (Hsieh et al 2009; Wu et al
2010; Liu et al. 2015).
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A modificacdo epigenética do genoma via metilacdo da citosina € um processo
dindmico e possui alta sensibilidade a estresses ambientais, sejam bi6ticos ou abidticos,
essas alteracOes epigenéticas em plantas, contribui para o desenvolvimento de melhores
respostas aos estresses. Por serem sesséis, as plantas estdo constantemente expostas as
mudancas do ambiente, com as alteracbes de temperatura, intensidade de luz,
indisponibilidade de nutrientes e &gua, além de tensdes desafiadas por varios patdgenos.
Essas alteracGes ambientais estimulam nas plantas respostas em niveis epigenéticos, a
exemplo da metilacdo do DNA que modifica seu genoma sem alterar a sequéncia de
bases, levando-as a melhor suportarem as alteracfes do ambiente (Boyko et al. 2011,
Herman et al. 2011;Tricker et al. 2013; Kinoshita, 2014; Crisp et al. 2016).

Com as grandes mudangas ambientais, a seca tem se tornado um dos principais
fatores que afeta diretamente as principais commodity agricolas do Brasil, a exemplo da
citricultura (Bray et al. 2000; Nakashima et al. 2014). A restri¢do hidrica altera os niveis
de expressdo génica, induzidos pela metilagdo do DNA que provoca mudancas
fenotipicas nas plantas, sem alterar seu genoma. Isto sugere que a metilacdo do DNA
influencia nas respostas e adaptacdes das plantas sob déficit hidrico (Wang et al. 2011,
Tang et al. 2014; Wang et al. 2016).

Estudos realizados com videiras sob restricdo hidrica moderada, mostraram que
a seca hipermetilou 0 DNA das plantas analisadas, o que indica a hipermetilagdo como
uma resposta gendmica em relacdo ao estresse abiodtico. Além disso, conclui-se que a
hipermetilacdo, produto dos altos niveis de metilacdo do DNA das videiras, foi dirigida
por RNA e controladas por siRNA, moléculas que compdem outro mecanismos
epigenético e exercem importantes papéis biologicos na plasticidade ambiental das
plantas (Marfil et al. 2019). Também em estudo com arroz, realizado por Zheng et al.
(2017), em condicdo de seca foram observado que um grupo de genes responsivos a
seca, tiveram seus perfis de metilacdo do DNA afetados pela condicdo ambiental. Os
resultados sugerem que 0s mecanismos epigenéticos desempenham funcGes
fundamentais na adaptacdo do arroz as condi¢bes adversas do ambiente e que as
alteracOes epigenéticas sdo consideradas mecanismos reguladores e vitais na adaptacdo
e evolucéo das plantas em diferentes ambientes.

O primeiro conjunto de dados abordando mecanismos epigenéticos, como
respostas a seca recorrente em citros foi descrito por Neves et al. (2017). Nos genotipos

de citros analisados, observaram mudangas nos perfis de metilagdo do DNA, indicando

40



que a seca recorrente induz hipermetilacdo e hipometilacdo no DNA, atribuindo as
plantas diferentes estratégias de sobrevivéncia em condicdo de restricdo hidrica. Além
disso, concluiu-se que uma melhor tolerancia das plantas citricas a seca recorrente, esta
relacionado ao desenvolvimento de “memdria”, mecanismo que podem torna as plantas
citricas mais tolerantes as futuras e recorrentes exposicOes de déficit hidrico. Essa
“memoria” induz a adi¢do ou remog¢ao das marcas epigenéticas no genoma das plantas,
coferindo respostas futuras mais eficientes, como resultado de um primeiro periodo de
déficit.

Como as plantas sdo frequentemente submetidas a pertubacdes ambientais, a
exemplo da seca, que podem ocorrer repetidamente € importante que sejam capazes de
“lembrar” das pertupacdes passadas e usar essa “memoria” para se adaptar e tolerar as
condicBes adversar que possam vir sucessivamente. O sistema de “memoria” em plantas
ainda é pouco estudado, no entanto, 0 mais conhecido é o priming, que atua como
defesa da planta controlando suas respostas aos fatores bidticos e abidticos, como o
estresse hidrico. O sistema de “memoria” da planta prepara sua defasa para uma
resposta mais rapida e robusta ao estressor, em condi¢do de recorréncia do estresse,
quando se comparada a primeira exposi¢do. No entanto, a ralacdo dos mecanismos
epigenéticos com o sistema de “memoria” em planta ainda é pouco elucidado (Bruce et
al. 2007; Ding et al. 2012; Pastor et al. 2013; Kinoshita, 2014).

Estratégias para o uso do RNA-Seq de qualidade

Com os métodos de extracdo do RNA e sequenciamento do DNA complementar,
possibilitou o estudo abrangente do transcriptoma, conjunto completo de transcritos,
incluindo grandes e pequenos RNASs, novos transcritos de genes ndo-anotados,
isoformas de splicing e transcri¢fes de fusdo génica, presentes em um tecido durante um
determinado momento. Sendo assim, o estudo dos transcritos € dindmico e representa a
expressao génica de um momento determinado do organismo, sob influéncias
ambientais, interrelacGes entre espécies e a fisiologia do organismo (Martin e Wang,
2011; Cronn et al. 2012;Conesa et al. 2016).

Os avancgos tecnoldgicos de sequenciamento e algoritmos de montagem
permitiram a reconstrucdo de todo o transcriptoma por sequenciamento profundo de

RNA (RNA-seq), a partir do advento do sequenciamento intenso e paralelo, 0 NGS
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(Next Generation Sequencing). Essas tecnologias permitem isolar o RNA ou DNA
gendmico de qualquer planta ou 6rgdo vegetal, a exemplo de raizes, folhas e flores,
podendo obter uma representacdo completa dos nucleotideos contidos na amostra de
interesse, independente da sua complexidade. Com isto, o estudo dos transcritos junto a
quantificacdo da expressdo génica tem sido objetivos centrais na area da Biologia
Molecular, desde o entendimento do RNA, como intermediario entre 0 genoma e 0
proteoma (Cronn et al. 2012; Conesa et al. 2016).

O RNA-seq atinge uma profunda resolucéo em nivel de par de bases e uma faixa
muito mais alta de niveis de expressdo, quando comparado a outras tecnologias, a
exemplo dos microarranjos. Além disso, 0 RNA-seq ao ser analisado permite que sua
montagem seja feita, a partir de um genoma de referéncia ou de anotacdo de novo.
(Martin e Wang, 2011; Ozsolak e Milos, 2011; Wang et al. 2009).

Para obtencdo e analise do transcriptoma o desenho experimental deve esta
delimitado a partir da hipotese levantada, deve-se também determinar o numero de
réplicas bioldgicas e técnicas; a profundidade do sequenciamento; o tipo de
sequenciamento, single-end ou paired-end, priorizando a estratégia de alto rendimento
do sequenciamento; a quantidade de reads a ser gerada; estratégia de montagem e tipos
de andlises (Figura 10) (Martin e Wang, 2011; Cronn et al. 2012; Haas et al. 2013;
Conesa et al. 2016).
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Figura 10: Representacdo da geracao de dados (a) e analises de dados (b) de um experimento tipico de
RNA — Seq. Al — extracdo do RNA,; a2 — remogdo de contaminagdo por DNA e selecdo do mRNA,; a3 —
fragmentagcdo do RNA; a4 — obtencdo do cDNA a partir do mRNA; a5 — ligacdo dos adaptadores; a6 —
selecdo do tamanho dos fragmentos e amplificagdo; a7 — sequenciamento. B1 — obtencdo das reads apos
sequenciamento; b2 — remocdo de reads e artefatos de baixa qualidade (adaptadores e DNA
contaminantes); b3 — corre¢do de erros de sequenciamento; b4 — montagem das reads em transcritos; b5 —
transcritos sdo processados para montagem do transciptoma; b6 — anélise de expressao diferencial, a partir

do namero de reads que se alinham a cada transcricao (heat map). Adaptado de Martin e Wang, 2011.

A biblioteca de DNA complementar (cDNA) é gerada através da acdo da enzima
transcriptase reversa, que transforma a informacao dos transcritos de RNA em cDNA.

Sendo assim, adiciona-se primers adaptadores, para dar inicio ao sequenciamento. A
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profundidade de cobertura do sequenciamento garante a qualidade da montagem do
transcriptoma, pois assegura 0 numero de vezes que cada base foi sequenciada,
garantindo um numero representativo de read para 0s genes expressos (Anders e Huber,
2010; Cronn et al. 2012;).

A montagem do transcriptoma alvo baseada em referéncia, também conhecida
com ‘ab initio’ é construida quando o genoma de referéncia para o transcriptoma esta
disponivel. Pode ser feita com recursos computacionais basicos, sendo que, os vestigios
de contaminacdo da amostra bioldgica ndo sdo considerados grandes problemas para
esta estratégia, pois se espera que essas contaminacdes nao se alinhem com o genoma
de referéncia. E uma estratégia de montagem altamente sensivel, 0 que permite a
identificacdo de novas transcricdes que ndo estdo presentes na anotacdo atual. O
transcriptoma também pode ser montado utilizando outra estratégia, a ‘de novo’. Esse
tipo de montagem ndo faz uso de um genoma de referéncia, no entanto, utiliza-se da
sobreposicdo dos reads para encontrar a sobreposicdo das leituras e entdo realizar a
montagem dos contigs, essa montagem pode ser feita a partir do uso de softwares como
Rnnotator , Multiple-k, Trans-ABYysSS e o Trinity (Martin et al. 2010; Robertson et al.
2010; Surget-Groba e Montoya-Burgos, 2010; Martin e Wang, 2011; Zhao et al. 2011;
O*Neil e Emrich, 2013).

Os indices de expressdo génica sdo obtidos a partir dos célculos do FPKM
(Fragments Per Kilobase of Exon Model Per Million Mapped Reads) e RPKM (Reads
Per Kilobase of Exon Model Per Million Reads), que significa a quantidade de
transcritos na amostra, para determinado gene. Esses valores sdo comparados em
determinadas andlises, a exemplo da expressao diferencial dos genes, e a partir dessa
comparacdo sdo determinados valores de expressdo, que classificam os transcritos para
montagem dos contigs e posterior obtencdo dos graficos de expressdo diferencial, a
exemplo o heat map e até mesmo obtencdo de redes de interacdo proteina-proteina
(Trapnell et al. 2012; Xiao et al. 2013).

Respostas obtidas através de analise de RNA-seq contribui para caracterizacao
de uma determinada espécie, conhecimento do seu comportamento diante de fatores
estressores, como os fatores abidticos e bidticos, ampliacdo dos bancos de dados,
relagOes filogenéticas, identificacio de genes de interesse, aléem de conhecer e

caracteriza a estrutura e funcionamento do proprio codigo genético.
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Atualmente a transcriptdmica, progressivamente, esta sendo aplicada ao estudo
da biologia molecular dos citros, abrangendo os mecanismos de mudancga de cor dos
frutos, desenvolvimento de frutos, desenvolvimento de floracdo, resisténcia a doencas,
influéncia do porta-enxerto no crescimento da copa e toleréncia a seca ( Xu et al. 2009;
Zhang et al. 2011;Yu et al. 2012; Liu et al., 2017; Goncalves et al. 2019).

Estudos com plantas citricas descrito por Liu et al. (2017), analisaram o
transcriptoma a partir do RNA-Seq, para avaliar os efeitos de diferentes porta-enxertos
na expressdo génica das folhas da copa. Foi observado redes de regulacdo génica e
identificado os principais genes através dos quais os porta-enxertos induzem diferencas
de crescimento no enxerto.

Outros trabalhos envolvendo geno6tipos de citros sob condicdo de seca, relataram
que uma fracdo funcionalmente diversa do transcriptoma de laranja doce, com funcdes
no metabolismo, respostas celulares e regulacdo foram diferencialmente regulada pelo
estresse hidrico e que a tolerancia a seca induzida pelo porta-enxerto, inclui a ativacao
transcricional de genes relacionados a parede celular, metabolismo de carboidratos e
antioxidantes solUveis, respostas de estresse bidtico e abidtico, fatores de transcricao,
proteinas quinases, sinalizacdo do acido abscisico (ABA), baixa regulacdo de genes
envolvido no metabolismo do amido, reacGes de luz e sinalizacéo de etileno (Gongalves
etal., 2019).

Estudos desenvolvidos por De Souza et al. (2017), analisaram as resposta a seca
de combinacdes de copa/porta- enxerto de plantas citricas poliploides, no entanto, esse
estudo baseou-se em dados de RNA-Seq depositados em bancos de dados,
desenvolvendo uma abordagem interativa para identificar proteinas envolvidas na
resposta a seca. Os resultados permitiram identificar proteinas especificas, candidatas a
posteriores analises funcionais de genes de citros relacionados a resposta a seca, além de
serem bons marcadores de mecanismos fisioldgicos desenvolvidos pelas plantas, sob

condig&o de seca.

45



CAPITULO 1

Citrus scion and rootstock combinations show changes in DNA methylation

profiles and ABA insensitivity under recurrent drought conditions

Artigo submetido a Scientia Horticultarae
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Abstract: The physiological, biochemical and molecular responses of scion/rootstock
interactions in citrus plants under recurrent drought conditions are still poorly
understood. The responses of ‘Tahiti acid lime’ (TAL) scions grafted to two rootstocks
that have different survival strategies under drought conditions ‘Rangpur lime’ (RL) and
‘Sunki Maravilha mandarin’ (SM) were investigated during three periods of water
deficit, WD1, WD2 and WD3 (plants exposed to one, two and three periods of water
deficit, respectively). In the three drought periods, the WL was maintained at an average
of -2.0 MPa. The TAL / SM and TAL / RL combinations showed, due to water deficit,
hypermethylation and hypomethylation in the DNA methylation profiles respectively.
The physiological parameters analyzed showed very close values for the TAL / SM and
TAL / RL combinations, which indicates that the TAL do not respond to rootstock
behavior with different response patterns to water deficit. Other findings suggest that
the TAL scion is unresponsive to the plant hormone ABA, which plays a crucial role in
plant responses to water deficit. The results show that the severity and recurrence of
drought stress conditions reduced excessive ROS production through the action of the
antioxidant enzymes, which confirms the different defense mechanisms to drought
stress conditions that can be used by these scion/rootstock combinations. We concluded
that the epigenetic marks they are involved in the responses to water deficit, conferring
tolerance the citrus plants. In addition, in a recurrent water restriction condition the
physiological parameters and the antioxidant system are genotype dependent
responsive. The present study addresses epigenetic modifications, physiological and
biochemical mechanisms associated with drought tolerance in citrus plants.

Keywords: abscisic acid; antioxidant enzymes; citrus; DNA methylation; epigenetics;
water deficit.
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1. Introduction

Plants are often exposed to different types of biotic and abiotic stresses and modulate
their physiological and developmental mechanisms through changes in gene expression
to survive (Gayacharam et al. 2013; Wang et al. 2015).

With the recent environmental changes, drought has become one of the main factors that
directly affects citriculture (Kramer and Boyer 1995; Bray et al. 2000; Nakashima et al.
2014) and is considered the most limiting abiotic factor for plant development, with the
ability to affect multiple functions. To tolerate dehydration, plants control their
physiological, antioxidant and, particularly, molecular mechanisms (Cheeseman et al.
2007; Kar et al. 2011).

Water deficits trigger responses in the plant at an epigenetic level, such as DNA
methylation, which modifies its genome without changing the sequence of bases,
allowing plants to better withstand environmental changes (Boyko et al. 2010; Herman
et al. 2011; Crisp et al. 2016). Epigenetic modification of the genome through cytosine
methylation is a dynamic process and has high sensitivity to environmental stresses,
whether biotic or abiotic (Tricker et al. 2013).

The first study investigating DNA methylation in citrus plants was proposed by Neves
et al. (2017), where they found that exposures to recurrent drought alter epigenetic
profiles in citrus and this may be responsible for the phenotypic differences inherited by
these plants, including agronomic characteristics of interest, such as drought tolerance.
However, this study analyzed only a few genotypes and further studies are needed to
broaden the genetic base of the genus Citrus.

Recurrent exposure to water deficit conditions allows plants to respond faster to new
stress conditions through epigenetic changes of gene expression compared to plants that
were not previously exposed. This shows the existence of memory or genetic imprint
and this can be a memory associated with gene expression or a transgenerational
memory and, consequently, a form of adaptation to environmental changes (Bruce et al.
2007; Ding et al. 2012; Springer et al. 2013; Kinoshita et al. 2014).

Genetic “memory” was recently reported in a study on recurrent drought stress
conditions in citrus plants (Neves et al. 2017) and other studies show that water deficits
in citrus plants triggers a cascade of signaling events that changes physiological factors
such as: reduction of leaf water potential (YL), gas exchange, hydraulic resistance, leaf
water ratio, stomatal closure; biochemical factors such as: production of reactive
oxygen species (ROS), membranes and proteins destabilization, and synthesis of
Abscisic Acid (ABA) and other hormones as well as molecular mechanisms and the
expression of genes that improve the performance of these plants under adverse
environmental conditions as a consequence of the water deficit (Pedroso et al. 2014;
Oliveira et al. 2015; Gongalves et al. 2016; Santana-Vieira et al. 2016; Neves et al.
2017).

Citrus plants use different approaches for soil water extraction and show different
molecular profiles under drought conditions, thus indicating different survival strategies
to drought, such as tolerating and avoiding dehydration, which can be adaptive
alternatives for water deficit environments. Citrus plants like Citrus limonia Osb.
(‘Rangpur’ lime — RL) and Citrus sunki (‘Sunki Maravilha’ mandarin — SM) used as
rootstock under water-restricted conditions adopt the strategy of avoiding and tolerating
dehydration, respectively (Neves et al. 2013; 2017; Santana-Vieira et (2016), however,
need to understand their physiological, biochemical and molecular behaviors in
recurrent drought conditions.
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A strategy to improve performance under drought conditions in citriculture is to identify
mechanisms and/or characteristics that enable the selection of drought-tolerant
genotypes of scions and rootstocks. Therefore, this study aimed at assessing Citrus
limonia Osb. (‘Rangpur’ lime — RL), Citrus sunki (‘Sunki Maravilha’ mandarin — SM)
and Citrus latifolia Tanaka (Tahiti acid lime — TAL) in the scion/rootstock
combinations TAL/RL and TAL/SM under three recurrent water deficit conditions.

2. Material and Methods
2.1 Plant material and imposition of water deficit

The rootstocks Citrus limonia Osb. (Rangpur lime) and Citrus sunki (Sunki Maravilha
mandarin) and the commercial scion of great economic potential Citrus latifolia Tanaka
(Tahiti acid lime) were used for having different survival strategies to drought
conditions (tolerance and avoidance).

The seeds of the rootstocks were obtained from the citrus seed bank of Embrapa
Mandioca e Fruticultura and the scions from its greenhouse. The grafting was
performed when the rootstocks were six months old using two scion/rootstock
combinations: Tahiti acid lime/Rangpur lime (TAL/RL) and Tahiti acid lime/Sunki
Maravilha mandarin (TAL/SM).

After the grafting, the plants were transferred to 45 L pots containing Plantmax®,
washed sand and clay (2:1:1) and covered with anti-aphid screen at Embrapa Mandioca
e Fruticultura with daily irrigation. NPK and micronutrient fertilizers were applied
every two weeks until the plants were two years old.

The plants of each scion/rootstock combination (TAL/RL and TAL/SM) were exposed
to three periods of water deficit: WD1 - plants exposed to a water restriction period,;
WD?2 - plants exposed to two periods of water restriction; and WD3 plants exposed to
three periods of water restriction. The plants took an average of 40 days to get into
water deficit. For the imposition of a new period of water deficit was expected 60 days,
because after the end of each period of water deficit, the plants were irrigated to field
capacity, pruned periodically and fertilized to start a new cycle of water deficit. The
drought was characterized with gradual loss of water content in the soil and was
monitored daily using a Time-Domain Reflectometry (TDR) probe. When the leaf water
potential in the plants reached values below -2.0 MPa, leaf and root samples were
collected for biochemical and epigenetic analyses.

The three experimental groups were installed in a completely randomized design, no
factorial scheme 3 x 3.

Plants of the same scion/rootstock combination were analyzed in Santana-Vieira et al.,
(2016). This study compared the combinations after exposure to three periods of water
deficit to investigate the physiological, metabolic and molecular performance of the
genotypes exposed to recurrent water deficit stress conditions. According to the
experimental design presented by Neves et al. (2017), the data presented in our study
refers only to the third period of recurrent water deficit of the experiment (Figure 1).
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Water Regimes

Stage 1
Plants under water Plants under water
restriction restriction
Stage 11
Plants under water
restriction
Stage 111

Plants under water Plants under water Plants under water
restriction restriction restriction
WD1 WD2 WD3

Figure 1: WD1 represents the plants exposed to water deficit conditions only in the third stage of the
experiment, that is, exposed for the first time to the deficit; WD2 represents plants exposed to water
deficit conditions in the first and third stages of the experiment, thus with exposure to two periods of
water deficit, with the irrigation interval; and WD3 represents plants exposed to water deficit conditions
in all three stages of the experiment, thus corresponding to the recurrent water deficit conditions. Adapted

from Neves et al. 2017.

2.2 Soil water potential (‘¥'S)
The WS was measured daily with a TDR probe, determined as a function of soil
moisture in relation to the water potential values obtained by pressure plate extractors

and a WP4 Dewpoint psychrometer (PotentiaMeter dew-point mirror psychrometer,
Decagon Devices Inc).

2.3 Leaf water potential (YL)
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The WL was determined using the second or third fully expanded and mature leaf of the
apex of the plant, in the morning period (Wam). The leaves were detached with the aid
of a blade and the WL was measured using a Scholander pressure chamber (M670, PMS
Instrument Co, Albany, OR, USA). The WYL was only measured after the decrease of the
photosynthetic parameters. Leaves and roots of plants under severe drought were
harvested when they reached WL < -2.0 MPa. The WL was also measured for the plants
after 48 h of rehydration and collection of leaves and roots.

2.4 Relative water content (RWC)

The relative water content was determined on the day of harvest according to the
technique described by Barrs and Weatherley (1962). Three leaves were selected from
each plant and ten leaf discs were made with the help of a metal cylinder with a
diameter of 2 cm. Leaf discs were weighed to determine the fresh weight (FW) and then
stored in a 50 mL tube containing distilled water at 4 °C for 24 hours and weighed on
the following day to determine the turgid weight (TW). To determine the dry weight
(DW), the leaf discs were dried at 70 °C and subsequently weighed. Therefore, the
RW(C was calculated according to the following formula:

RWC (%)= —WDW_ 100
TW-DW

2.5 Photosynthetic parameters

Mature leaves of each plant were selected and marked at the beginning of the
experiment to measure the following photosynthetic parameters: Photosynthetic Rate
(A), Stomatal Conductance (gs) and Transpiration Rate (E). These gas exchange
measurements were performed using a portable LCpro-SD IRGA (ADC biotech-
scientific Limited, UK) with Photosynthetically Active Radiation (PAR) from 1000
umol of photon flux density m-2 s-1 between 8:00 a.m. and 11:00 a.m.

2.6 Activity of antioxidant enzymes

Pools of leaves and lyophilized roots were macerated in liquid nitrogen. About 40 mg of
each macerated plant tissue were homogenized in 800 pL of extraction buffer specific
for each enzyme assay. Subsequently, the samples were briefly vortexed and sonicated
on ice until the tissue was completely ruptured using an ultrasonic probe sonicator
(Ultrasonic processor Gex 130, 130 W) at an amplitude of 70% with 8 pulses of 5 s with
intervals of 10 s. The samples were centrifuged at 14,000 GX for 10 min at 4 °C and the
supernatant was collected and transferred to a new microtube, which composed the
crude extract. The readings of the enzymatic activities were performed in quadruplicates
using the SpectraMax Paradigm (Multi-MOde Detection Platform). The activities of the
enzymes Superoxide Dismutase (SOD - EC1.15.1.1), Ascorbate Peroxidase (APX -
EC1.1.11.1) and Guaiacol Peroxidase (GPX - EC1.11.1.7) were determined as
described in Havir e Mchale (1987); Giannopolitis e Ries (1977); Calberg e Mannervik
(1985), respectively.

2.7 Methylation-sensitive Amplification Polymorphism (MSAP)
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DNA methylation analysis using MSAP followed the protocols suggested by Reyna-
Lépez et al. (1997) and Xiong et al. (1999). Briefly, leaf DNA obtained for the different
treatments was extracted according to the protocol of Murray and Thompson (1980) and
two aliquots of 100 ng of DNA were digested with the following restriction enzyme
combinations: EcoRI/Hpall and EcoRI/Mspl (Invitrogen by Thermo Fisher Scientific,
Anza).

The resulting DNA fragments were ligated and then amplified by PCR, which
completed the pre-amplification step. Then, a new PCR amplification was performed by
selective amplification using the pre-amplified product. All primers used in the
amplification step were obtained according to Tang et al. (2014). To confirm the
reproducibility of the amplified fragments, these were visualized on a 3% agarose gel
and then analyzed in the Fragment Analyzer (System Advanced Analytical) using the
DNF 477 0500- 1-1500pb kit (Applied Biosystems).

2.8 Stomatal analyses

For the anatomical study, ten expanded leaves of young plants, standing under field
conditions, from the citrus germplasm bank of Embrapa Mandioca e Fruticultura, Cruz
das Almas - BA, of the genotypes Citrus latifolia Tanaka (Tahiti acid lime) and Citrus
sinensis (L.) Osb.,,Valencia’ Orange were selected. The leaves were collected in the
first period of the morning and immersed in solutions of Abscisic acid - ABA (Sigma
approx 99% - 250 mg) at concentrations of 15 ng/mL and 240 ng/mL, as these
concentrations were the most significant on previous studies, and for different times: 5
minutes (T5), 10 minutes (T10), 20 minutes (T20) and 40 minutes (T40). Leaves
immersed only in deionized water were used as controls (CT; Supplementary Fig. S1).
After the treatments, the leaves were fixed in micrometric slides (slides 26 x 76 mm)
using transparent glue and photomicrographed using a Leica ICC50 - HD optical
microscope coupled with an Olympus E330 digital camera. The images were used to
count and measure the open and closed stomata by area, and ten leaves of each genotype
were analyzed for the different times and ABA concentrations, registering six sections
of each leaf. The scales of the figures were obtained using the projection of a
micrometric slide photographed and digitized.

2.9 Statistical analysis

The experiment was conducted in a completely randomized design (ICD), with three
replicates for each water deficit treatment group (WD1, WD2 and WD3). To analyze
the data, the following physiological parameters were measured: Relative water content
(RWC), leaf water potential (WL), soil water potential (¥S) and photosynthetic
parameters.

The Analysis of Variance (ANOVA) and Tukey“s tests were applied using the Sisvar
software with p-value < 0.05. This analysis was also conducted for the measurements of
the activity of antioxidant enzymes.

For stomatal analyses (open and closed) and characterization, the Image.J software was
used and the data was analyzed using the GGEBIiplotGUI package in the R software
(Core Development Team, 2016) by the Analysis of Variance (ANOVA) test and the F-
test with p-value < 0.05.
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The MSAP profiles were analyzed using the MSAP v.3.2.2.3 R package according to
Pérez-Figueroa (2013). The software combines information based on the four possible
patterns of presence-absence matrices obtained with combinations of EcoRI/Hpall and
EcoRI/Mspl primers, leading to a new punctuation matrix according to the methylation
state. The type of epigenetic modification detected with the MSAP loci was categorized
according to Schulz et al. (2013) and the frequency test was evaluated using the
Heatmap79 R package (Core Development Team, 2016). A dendrogram showing the
methylation profile of the treatments was generated using the devtools and ggplot R
packages.

3. RESULTS
3.1 Morphological and Physiological Parameters

The plants reached a severe water deficit on different days and showed that severe water
deficit was successfully imposed, with soil water potential (‘*Y'S) values around -1.0 MPa
(Figure 2A) and leaf water potential (YL) < -2.0 MPa at the end of each treatment
(WD1, WD2 and WD3; Figure 2B).
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Figure 2: Soil water potential (¥'S - MPa) - (A); Leaf water potential (YL - MPa) - (B); under conditions
of recurrent water deficit WD1, WD2 and WD3 (Figure 1). Tahiti/Rangpur lime (TAL/RL) - black bar
and Tahiti/Sunki Maravilha (TAL/SM) - gray bar, with leaf water potential (¥L) > 2.0 MPa.

The values of 57-70% obtained for the relative water content RWC (Figure 3) are
characteristic of a physiological response to water deficits and confirm the visual
observations of wilt of the TAL/RL and TAL/SM combinations.
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Figure 3: Leaf relative water content (RWC) in recurrent water deficit conditions WD1, WD2 and WD3
(Figure 1). Tahiti/Rangpur lime (TAL/RL) - black bar and Tahiti/Sunki Maravilha (TAL/SM) - gray bar.
The data represent the mean with Standard Error of n = 3. Lowercase letters represent the relationship
between the combinations. Uppercase letters indicate the relationship between the treatments of the

combinations, Tukey*s test (p <0.05).

Using these parameters to detect the water deficit condition, leaf and root plant samples
of the scion/rootstock combinations TAL/RL and TAL/SM were collected in the
different treatments.

The physiological parameters (Figure 4 A-C), photosynthetic rate (A), stomatal
conductance (gs) and transpiration rate (E) were not significantly different for the two
scion/rootstock combinations (TAL/RL and TAL/SM) and for the different water deficit
treatments (WD1, WD2, WD3).
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Figure 4: Box Plot for the (A) photosynthetic rate - A, (B) stomatal conductance - gs and (C)
transpiration rate - E in Tahiti/Rangpur lime (TAL/RL) and Tahiti/Sunki Maravilha (TAL/SM) leaves
exposed to the recurrent water deficit WD1, WD2 e WD3 (Figure 1). The Box plots represent the mean
with Standard Deviation of n = 3 by the Tukey*s test (p <0.05). ExpDes.pt R Package.

3.2 Activity of antioxidant enzymes
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The action of the APX, SOD and GPX enzymes showed variations in leaves and roots
(Figure 5 A-B) in the scion/rootstock combinations TAL/RL and TAL/SM exposed to
different water regimes (WD1, WD2 and WD3).
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Figure 5: Enzymatic activity of Superoxide Dismutase (SOD), Ascorbate Peroxidase (APX) and
Guaiacol Peroxidase (GPX) in leaves (A) and roots (B) of Tahiti/Rangpur lime (TAL/RL - black bar) and
Tahiti/Sunki Maravilha (TAL/SM - gray bar) exposed to severe and recurrent water deficit conditions
WD1, WD2 and WD3 (Figure 1). The means represent (AABS/time)/Mass (g)) with Standard Error (n =
3). Uppercase letters compare the differences between combinations. Lowercase letters compare the
differences between treatments, Tukey*s test (P> 0.05).

The activity of APX was significantly higher in leaves (Figure 5A) of TAL/SM in
treatment WD2. However, this enzyme showed a higher activity in roots of TAL/RL in
treatments WD1 and WD?2 (Figure 5B). Overall, the APX activity pattern was different,
in leaf, it was twice as high in TAL / SM when compared to TAL / RL in the different
water restriction treatments, this same proportion of activity was observed in the root
tissue in relation to the leaf in TAL / RL.

Figure 5 shows the enzymatic activities of GPX and a significant difference between
TAL/RL and TAL/SM and between treatments (WD1, WD2 and WD3) in leaves
(Figure 5A). Comparison of the scion/rootstock combinations in the different water
deficit conditions shows differences from water regime WD1 to the more severe water
deficit condition WD3, especially for the TAL/RL combination that showed higher
activities compared to TAL/SM. Moreover, the recurrent water deficit was sufficient to
change GPX activity in roots (Figure 5B) in the two citrus plant combinations.

For SOD (Figure 5 A-B), there was a significant difference in both plant tissues. The
significant difference in leaves was observed between TAL/RL and TAL/SM in the
water regime WD1, with no differences between combinations in the other treatments
(Figure 5A). A significant difference was also detected in roots (Figure 5B) between the
two scion/rootstock combinations and the behavior of TAL/RL was of note as it showed
lower activities in all water deficit conditions.

3.3 DNA methylation profiles
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A total of 293 and 248 polymorphic bands (Table 1) were amplified using the MSAP
technique for the Tahiti/Sunki Maravilha (TAL/SM) and Tahiti/Rangpur lime
(TAL/RL) combinations, respectively.

For the TAL/SM combination, a total of 253, 214, 226 and 257 methylated bands were
found in plants exposed to control (CT) and WD1, WD2 and WD3 conditions,
respectively. This result indicates a constant increase in methylation, especially when
comparing treatment WD3 (exposure to three periods of water deficit) with treatments
WD1 and WD2. On the other hand, for the TAL/RL combination, a total of 180, 232,
204 and 212 methylated bands were found in plants exposed to control (CT) and WD1,
WD2 and WD3 conditions, respectively. There is an increase in treatment WD1
compared to the control and a significant reduction when comparing the water deficit
treatments from WD1 to WD3 (Table 1).

Table 1: Different MSAP profiles of methylated cytosine levels of leaf DNA from Tahiti acid lime scions
grafted to two rootstocks (Tahiti/Sunki Maravilha (TAL/SM) and Tahiti/Rangpur lime (TAL/RL))
exposed to total irrigation (control) and to severe conditions of recurrent water deficit (WD1, WD2 and
WD3). *Total of amplified bands; "Total of methylated bands (I + 111 + IV); “Rate of fully methylated
bands (I + 1V); ‘Rate of hemi-methylated bands (I11); *"MSAP - percentage ratio of total of methylated
bands (11 + 11 + 1V) in relation to the total of amplified bands.

TAL/SM TAL/RL
MSAP type band CT WD1 WD2 WD3 CT WDl WD2 WD3
1" 40 79 67 36 68 16 44 36
I 26 45 50 38 24 11 36 17
- 29 52 38 33 49 32 25 23
v 198 117 138 186 107 189 143 172
Total amplified bands 293 293 293 293 248 248 248 248

Total methylated bands (11 + 111 +1V) 253 214 226 257 180 232 204 212
Fully methylated bands ratio (Il + IV) % 76,45 55,29 64,16 76,45 52,82 80,65 72,18 76,21
Hemi-methylated ratio% (111) 9,90 17,75 12,97 11,26 19,76 12,90 10,08 9,27
MSAP% 86,3 730 77,1 87,7 726 935 823 855

Bands *type | - presence of bands in EcoRI/Hpall and EcoRI/Mspl reactions and indicates absence of methylation; **type Il -
bands in EcoRI/Mspl reactions, but not in EcoRI/Hpall; ***type 111 - bands in EcoRI/Hpall reactions, but not in EcoRI/Mspl; and
****type IV - represents the absence of band in both enzyme combinations.

The hemi-methylation profiles for the TAL/SM scion/rootstock combination show the
following proportions: 9.90%, 17.75%, 12.97% and 11.26% in plants exposed to control
(CT) and WD1, WD2 and WD3 conditions, respectively. There is an increase in the
methylated cytosine levels in one of the DNA strands, only from the control to the WD1
condition, which indicates an hypermethylation induced by water deficit. Comparison
of the recurrent deficit conditions WD1, WD2 and WD3 shows a reduction in the
methylation levels.

In contrast, for the TAL/RL combination, plants exposed to control (CT) and WD1,
WD2 and WD3 conditions showed levels of 19.76%, 12.90%, 10.08% and 9.27%,
respectively. There is sequential loss of methylated cytosines in one of the DNA strands
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for the treatments, especially for recurrent water deficit conditions, which suggests the
existence of hypomethylation for this combination.

The total MSAP rate (%) in TAL/SM showed a decrease in the methylation pattern in
treatment WD1 compared to the control (CT). However, the methylation pattern
increases as the number of water deficit cycles increases, reaching 87.3% in WD3,
which is similar to the control. This behavior was not observed when comparing the
TAL/RL combination to the control (Table 1).

The methylation profiles showed a significant variation for the TAL/SM combination in
the different treatments (CT, WD1, WD2 and WD3) (Figure 6A).

The methylation profile of type IV showed higher indices, which represents the
different factors associated with the appearance of methylations, and mutations at
restriction sites are included in these factors. In addition, the highest level of total
methylation was observed in WD3 conditions in both combinations, but especially in
TAL/SM (Figure 6A). Types I, 1l and 1l profiles fluctuate among treatments WD1,
WD2 and WD3, with a significant increase compared to the control.
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Figure 6: (A) Polymorphic bands detected in the combination Tahiti/Sunki Maravilha (TAL/SM) and
Tahiti/Rangpur lime (TAL/RL) (B) for DNA extracted from the scion (Tahiti acid lime). Types | to IV
are, respectively: non-methylated, internal cytosine methylation, external cytosine methylation or hemi-
methylation, and hypermethylation or mutation at the restriction site. Methylation is the total methylation
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level estimated according to Nicotra et al. (2015) and Schulz et al. (2013). The means are followed by the
Standard Error with n = 3.

There is also variation in the MSAP profiles for the TAL/RL combination (Figure 6B).
However, types I, Il and Ill profiles greatly fluctuated from the control to the most
severe water deficit treatment (WD3), which indicates loss of methylation in the
different periods of water deficit.

A total of 541 clear fragments were amplified using 36 primer combinations on the
MSAP analysis of TAL/RL and TAL/SM leaf DNA samples.
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Figure 7: Heat map with the Spearman®s correlation representing the methylation profiles provided by
the MSAP analysis using the Mspl and Hpall enzymes in the Tahiti/Rangpur lime (TAL/RL) and
Tahiti/Sunki Maravilha (TAL/SM) combinations for the different treatments (C, control and different
water deficit conditions WD1, WD2 and WD3). NM represents the presence of bands cut with both
enzymes and thus no methylation; Mhpa2 indicates the presence of methylation due to Hpall digestion;
Mmspl indicates the presence of methylation due to Mspl digestion; and FICM represents the absence of
bands for both enzymes and there can be different types of total methylation of internal or external
cytosines, hemi-methylations and even mutations.
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The heat map represents the polymorphic patterns of the MSAP profiles, with
differences between the non-methylated (NM) and methylated (M-Hpall, M-Mspl and
FICM) profiles. The NM group is mainly green and the M-Hpall, M-Mspl and FICM
groups are mainly red (Figure 7).

The methylation frequency for the M-Hpall profile was similar in WD1 and WD?2 for
TAL/RL, while it differed in WD3 as the color was less intense. This difference was not
observed in the TAL/SM combination. However, TAL/SM showed similar results in
WD2 and WD3 treatments for the M-Hpall profile, differing from WD1 with higher
frequencies. Comparison of TAL/SM and TAL/RL profiles in treatments WD2 and
WD3 shows that TAL/RL has lower frequencies. The M-Mspl profile is more
significant in treatment WD3 in TAL/SM compared to the same treatment in TAL/RL.
Figure 8 represents the two principal component components of MSAP profiles for
TAL/RL and TAL/SM combinations and the four treatments (CT, WD1, WD2 and
WD3).
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Figure 8: Two-dimensional representation of Principal Component Analysis (PCA) of methylation
patterns with epigenetic variation. Methyl Sensitive Loci - MSL. Scion/rootstock combinations
Tahiti/Rangpur lime (TAL/RL) and Tahiti/Sunki Maravilha (TAL/SM), control treatment (CT) and
different water deficit treatments (WD1, WD2 and WD3). The principal components (C1 and C2) are
shown with the percentage of variance that explains the variation found in the different treatments. The
ellipses represent the mean dispersion of the points (CT, WD1, WD2 and WD3) around their center
(TAL/SM and TAL/RL). The long axis of the ellipse shows the direction of maximum dispersion and the
short axis shows the direction of minimum dispersion.
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The scion/rootstock combinations are not directly related as they were in different
groups. This is related to a greater epigenetic variation between combinations, which
isolates them in the respective groups and only allows to establish associations within
each group. The methylation levels are not specifically regulated by the genotype, but
by the treatments and the different periods of recurrent water deficit.

The analysis of the treatments shows that the periods with higher number of recurrent
water deficit cycles (WD3) of both combinations are in the same quadrant, which
indicates higher levels of MSL in these treatments and suggests that the methylation
profiles of citrus plants change under severe water deficit conditions.

A partial overlap of the genotypes is represented in Figure 9, which evidences a lower
genetic variability among them compared to non-methylated loci - NML.

C2(19.7 %)

C1(32.1%)

Figure 9: Two-dimensional representation of Principal Component Analysis (PCA) of Non-Methylated
Loci - NML. Scion/rootstock combinations Tahiti/Rangpur lime (TAL/RL) and Tahiti/Sunki Maravilha
(TAL/SM), and the control treatment (CT) and different water deficit treatments (WD1, WD2 and WD3).
The principal components (C1 and C2) are shown with the percentage of variance that explains them. The
ellipses represent the mean dispersion of the points (CT, WD1, WD2 and WD3) around their center
(TAL/SM and TAL/RL). The long axis of the ellipse shows the direction of maximum dispersion and the
short axis shows the direction of minimum dispersion.

Most treatments in both combinations were grouped in the same quadrant and there is a
greater distance from the controls, when the plants were in full field capacity and
showed higher levels of non-methylated loci.

3.4 Stomatal analyses
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In the different recurrent water deficit treatments (WD1, WD2 and WD3) for the
scion/rootstock combinations TAL/SM and TAL/RL of this study, the physiological
parameters (Figure 4 A-C) did not show significant differences for any of the treatments
and between combinations.

However, Neves et al. (2017) used combinations with ‘Valencia’ orange tree as scion
and observed changes in physiological parameters as the number of water deficit cycles
increased. These physiological differences in recurrent drought conditions among the
scion genotypes mentioned above indicate that the Tahiti acid lime scions used in this
study do not respond to the rootstock stimuli, probably due to insensitivity to abscisic
acid (ABA). Considering that the variables of the mechanisms of the physiological
parameters indicate the stomata as important regulators of gas exchanges, which are
directly controlled by ABA, the stomata were counted to further support this hypothesis.
Therefore, to shed new light on the role of ABA in citrus plants under drought
conditions, leaves of Citrus latifolia Tanaka (Tahiti acid lime) — TAL and Citrus
sinensis (L.) Osb. ‘Valencia’ — Orange — VO were photomicrographed and two
thousand sections were observed to analyze the ABA-induced closure and opening of
the stomata. The Valencia (VO) showed a total of 36.3% and 63.7% open and closed
stomata, respectively, at the concentration of 15 ng/mL of ABA. At the highest
concentration of 240 ng/mL, 69.8% of the stomata were closed and 30.2% remained
open. The highest number of closed stomata was observed in T40 with 1175 and 1166
at concentrations of 15 ng/mL and 240 ng/ml of ABA, respectively. However, Tahiti
(TAL) had an inverse behavior, showing 61.4% of open stomata and 38.6% of closed
stomata at the concentration of 15 ng/mL of ABA. At the concentration of 240 ng/mL
of ABA, TAL had 67.6% of open stomata and 32.4% of closed stomata and the highest
number of open stomata was obtained from T5 to T40 with: 539, 904, 770, 750 open
stomata in treatments T5, T10, T20 and T40, respectively.

Analysis using the GGEbiplotGUI R package was performed to evaluate the greater
number of open stomata (Figure 10) in TAL and VO at different exposure times and
ABA concentrations. In this analysis, components 1 and 2 explained 85.35% of the
phenotypic variation. At the different ABA concentrations and for the different
immersion times, Tahiti (TAL) always had the greater number of open stomata
throughout the treatments and was more centralized (bullseye) — green arrow, in the
GGEDbiplotGUI analysis. The Tahiti acid lime (TAL) remained with more open stomata
under exposure to T10, T20 and T40 immersion time treatments at both ABA
concentrations, 15 ng/mL and 240 ng/mL. However, the stomata in Valencia (VO) were
less open at concentrations of 15 ng/mL and 240 ng/mL of ABA, which was also
significant in the T10, T20 and T40 immersion times. In addition, the genotypes showed
no differences in the opening of the stomata in control conditions (immersion only in
deionized water) and in the T5 immersion treatment, as shown in Figure 10.
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AXIS229.18 %

AXIS156.17 %

Figure 10: GGEBiplotGUI plot - model scaled by standard deviation and Global centered - E
(Environment) + G (Genotype) + GE (Genotype - Environment interaction) explaining a total of 85%
(AXIS 1 + AXIS 2) of the phenotypic variation related to the treatments. TAL15 and TAL240 - Tahiti
leaves at ABA concentrations of 15 ng/mL and 240 ng/mL, respectively; VO15 and VO240 - Valencia
leaves at ABA concentrations of 15 ng/mL and 240 ng/mL, respectively. CT - Control; T5, T10, T20 and
T40 - immersion in ABA solution for five, ten, twenty and forty minutes, respectively.

Figure 11 shows the anatomical changes resulting from ABA treatments in Tahiti acid
lime (TAL) and Valencia (VO).

The photomicrographed Tahiti (TAL) paradermic sections (Figure 11A) indicate
insensitivity to ABA treatments as there were almost no closed stomata and TAL had a
higher number of open stomata. Open stomata were present at both ABA concentrations
of 15 ng/mL and 240 ng/mL, which is different from the observations in VO (Figure
11B). In Valencia (VO), these different treatments gradually induced stomatal closure
and this more pronounced in the ABA treatment at the concentration of 240 ng/mL for
40 minutes (Figure 11 B).
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Figure 11: Photomicrographs of paradermic sections of the epidermis on the abaxial surface of Tahiti
acid lime (A) and Valencia (B) leaves: Control condition (CT) and sections of leaves treated with
concentrations of 15 ng/mL and 240 ng/mL for T5, T10, T20 and T40, St .: Stomata; Bar = 50 um.

4. Discussion

The response to recurrent water deficit conditions in TAL/RL and TAL/SM
combinations regarding physiological, molecular and biochemical parameters was
analyzed in groups of plants of these combinations exposed to different recurrent water
deficit treatments (Figure 1). The WD1 plant group was used as reference for the other
treatments (WD2: plants exposed to water deficit treatments in the first and third stages
of the experiment and WD3: plants exposed to water deficit treatments in all three
stages of the experiment), since treatment WDL1 represents plants exposed to a single
water deficit treatment.

The data set comparing the control conditions (maintained in field capacity) and the
water deficit conditions for the combinations TAL/RL and TAL/SM was shown in the
study of Santana-Vieira et al. (2016) that previously evaluated only the differences in
the physiological, hormonal, and metabolic patterns of these combinations. The authors
concluded that the responses of the genotypes exposed to water deficit conditions are
highly dependent on the scion/rootstock combinations. However, this previous study did
not provide information on the behavior of Tahiti acid lime in combination with SM and
LR exposed to recurrent water deficit stress conditions, especially regarding the level of
epigenetic variation in the behavior of these plants (combinations).

Plants exposed to recurrent abiotic stress conditions are prepared for future disturbances
or promote a state of adaptation to the imposed stress condition that leads to what can
be called “epigenetic memory” (Crisp et al. 2016). This priming ability or “epigenetic
memory” is characterized by molecular responses that change the levels of signaling
metabolites and transcription factors, chromatin states and histone tail, DNA
methylation and efficiency in molecular and biochemical responses, after several

63



exposures to a recurrent stress (Paszkowsk et al. 2011; Gayacharan et al., 2013;
Avramova et al. 2015; Crisp et al. 2016).

The use of WS and WL for water deficit in the different treatments (WD1, WD2 and
WD3) allows to make a more accurate comparison of the drought responses in the
combinations analyzed. These parameters were also adopted in the studies of Pedroso et
al. (2014); Goncalves et al. (2016); Santana-Vieira et al. (2016) and Neves et al. (2017)
that, on average, obtained similar values of WS and WL in different citrus genotypes.
According to Fang and Xiong (2015), as WS and WL influence the maintenance of plant
development, the leaf relative water content (RWC) also influences this process,
ensuring more precision in the imposition of the water deficit.

RWC rates (%) showed significant differences between TAL/RL and TA/SM
combinations only in the first WD1 treatment (plants exposed to a single water deficit
treatment in the third stage of the experiment). In general, scion/rootstock combinations
maintained 60-70% of the leaf relative water content, except for TAL/RL plant rates,
which decreased to 57.5% in the first water deficit treatment (Figure 3). Changes in
RWoC rates are physiological responses of plants that support the wilt process when they
are in a water deficit regime (Sousa et al., 2018).

According to Syvertsen et al. (2014), depending on the severity and recurrence in citrus
plants, water deficit leads to a reduction of the photosynthetic rates (A), Transpiration
rates (E), Intercellular carbon dioxide concentrations (Ci) and Stomatal Conductance
(9s), which is one of the survival mechanisms to drought. It should be noted that the
variables of this mechanism suggest that stomata are important regulators of gas
exchanges, which directly influences the quality and productivity of citrus plants.

In the different recurrent water deficit treatments (WD1, WD2 and WD3) in the
TAL/SM and TAL/RL scion/rootstock combinations, the photosynthetic rate (A),
stomatal conductance (gs) and transpiration rate (E) were analyzed (Figure 4A-C).
Using the WD1 treatment as a reference in the comparison with WD2 and WD3, no
significant differences were observed in the evaluations of plant leaf tissues for any of
the treatments and between the combinations. Studies of Silva et al. (2005) and Santos
et al. (2016) with Tahiti acid lime (TAL) as scion exposed to different water deficit
conditions using irrigation methods also did not show a significant reduction of the
photosynthetic rates, transpiration rates and stomatal conductance compared to other
citrus plants.

Another study with citrus plants of Neves et al. (2017) used Valencia orange grafted to
“Sunki” Maravilha (SM) and Rangpur lime (RL) rootstocks under recurrent water
deficit and showed a significant reduction of the physiological parameters only in the
first period of water deficit. The authors attributed this to the acclimatization process
that can be developed by plants exposed to water deficit conditions. However, this study
did not find differences in the physiological parameters in TAL/SM and TAL/RL
combinations. The Tahiti acid lime (TAL) showed a uniform behavior in the two
combinations analyzed. In addition to the relative water content (RWC) that was around
60-70% and the similar values of the physiological parameters, these are strong
indications that the scion (TAL) does not respond to the rootstock stimuli and is
insensitive to abscisic acid (ABA), which is a plant hormone that regulates growth,
antioxidant signaling and is an excellent protector in recurrent drought conditions
through the expression of genes of its biosynthetic pathway (Fleta-Soriano et al. 2015;
Manzi et al. 2017; Neves et al. 2017).

Studies with Arabidopsis thaliana show that ABA insensitivity is linked to the reduction
of a receptor-protein, such as the class of PP2C phosphatase proteins next to the Start
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receptor, or to a reduced binding capacity of the receptor to ABA, thus preventing more
efficient physiological responses when the plants are exposed to water stress conditions
(Koornneef et al. 1982; Ma et al. 2009; Sing et al. 2015).

The Tahiti acid lime (TAL) is probably insensitive to ABA based on the following
observations: (i) the study of Santana-Vieira et al. (2016) showed a greater demand of
ABA for the rootstock RL in combination with TAL in control conditions compared to
other combinations with the rootstock RL. The increased production of ABA shows the
influence of this scion on the rootstock, since it requires more ABA to control the
transpiration of the aerial part and to limit the vigorous growth of TAL, but without
success; (ii) the study of Neves et al. (2017) showed significant improvements in the
photosynthetic parameters in Valencia orange as the number of exposures to drought
increased, which did not occur in this work with Tahiti acid lime; (iii) empirical
observations in the field indicate that this Tahiti acid lime is more sensitive to water
deficit compared to other scion varieties, since it does not respond to stomatal
regulation.

To confirm the hypothesis that the Tahiti acid lime is insensitive to ABA, opening and
closure of stomata was analyzed by exposing leaves of Tahiti acid lime (TAL) and
Valencia orange (VO) to ABA solutions. It was observed that VO tends to gradually
close its stomata, which does not occur in TAL as stomata remain mostly open (Figures
11A-B).

At the different concentrations of ABA, 61.4% (15 ng/mL) and 67.6% (240 ng/mL) of
the TAL stomata remained open (Figure 11A). These concentrations gradually induced
the closure of VO stomata, which had 36.3% (15 ng/mL) and 30.2% (240 ng/mL) of
open stomata (Figure 11 B). Considering the significant difference of the results and the
paradermic sections analyzed for the different genotypes, the Tahiti acid lime (TAL) has
mechanisms that make it insensitive to ABA hormone signaling and this should be
investigated in future studies with this citrus plant.

The induction of stomata closure is one of the main functions of ABA, which occurs
through the inhibition of the potassium ions flux in guard cells and, consequently, the
reduction of stomata size (Yamaguchi-Shinozaki and Shinozaki 2006; Peleg and
Blumwald 2011). Even with insensitivity, the hormone is present, but the mechanism to
inhibit the potassium ions flux, prompting opening and closing of stomata, will not
work due to insensitivity to ABA. In addition, plants have drought- responsive genes
that can be induced by routes independent of ABA, mediated by secondary messengers,
such as Ca2+, or regulated by epigenetic mechanisms (Yoshida et al. 2014).

Drought is considered a multidimensional type of stress and, to tolerate dehydration,
plants have the ability to control other mechanisms that prevent further cell damage
caused by, for example, the maintenance of a fairly efficient detoxification metabolism
that manages the increased production of Reactive Oxygen Species (ROS) caused by
water deficit.

The accumulation of reactive oxygen species (ROS) leads to oxidative stress and
compromises the function of proteins, lipids, sugars and oligonucleotides. The
efficiency of the antioxidative defense mechanism is closely associated with the plant's
memory capacity after exposure to recurrent periods of dehydration (McDowell et al.
2008; Gill et al. 2010; Claeys et al. 2013; Pisoschi and Pop et al. 2015; Neves et al.
2017).

The Superoxide Dismutase (SOD - EC1.15.1.1), Catalase (CAT - EC1.11.1.6)
Ascorbate Peroxidase (APX - EC1.1.11.1) and Guaiacol Peroxidase (GPX -
EC1.11.1.7) enzymes are the main components of the enzymatic antioxidative
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mechanism and act in cascade and equilibrium (Mittler et al., 2004). The superoxide
dismutase (SOD) enzyme is considered the most effective intracellular enzymatic
antioxidant and is the first line of enzymatic defense in water stress conditions,
converting O2e- to H202 (Mittler 2002; Martins and Mourato 2008). Corroborating the
findings of Neves et al. (2017), the enzymatic activity of SOD in this study showed a
significant difference in the two plant tissues analyzed, leaf and root (Figure 5A-B). The
difference observed in roots was very pronounced between the TAL/SM and TAL/RL
combinations and in the leaves it was noticed in the first period of water deficit (WD1),
which indicates an efficient antioxidative enzymatic mechanism to eliminate ROS in
these combinations / RL, and demonstrates the influence of different rootstocks on the
scion.

As a dismutation product, H202 at high concentrations induces the expression of genes
related to the activation of the antioxidant system, which in turn activates the main
enzymes CAT, APX and GPX (Soares and Machado 2007). The H202 that accumulates
intracellularly needs to be reduced and, for that process, the GPX and APX enzymes use
reducing molecules, such as guaiacol or pyrogallol and ascorbate, respectively (Asada
1999). Regarding the enzymes that reduce H202, APX and GPX are considered to be
more efficient antioxidants compared to, for example, CAT, since they have a greater
affinity for H202 and are more widely distributed in the cell as enzymes that act in
intracellular (Cytosol, Chloroplast, Mitochondria, Vacuoles and Peroxisomes) and
extracellular (Cell wall) regions (Das et al., 2014).

The activity of GPX showed significant differences in the leaves, but not in the roots
(Figure 5A-B) for the TAL/RL and TAL/SM combinations. Depending on the
recurrence and severity of the stress conditions (WD1, WD2 and WD3), the TAL/RL
combination showed higher levels of GPX activity in the leaves and there was a
significant difference. This was also observed in the roots when comparing with
TAL/SM (Figure 5A-B). GPX is associated with many biosynthetic processes in
addition to the antioxidant activity, including cell wall lignification, degradation of
indoleacetic acid (AlA) and ethylene biosynthesis (Gill and Tuteja, 2010; Sharma,
2012).

Ascorbate peroxidase (APX), as well as GPX, also acts on changes in cell wall elasticity
properties, but APX uses the oxidation of another substrate (ascorbate) to reduce H202.
Studies have shown that the APX activity is more correlated with the plant

growth activity than with the elimination of ROS in water deficit conditions. Zhang et
al. (2013) studied the role of APX regulatory genes in Oryza sativa and found that loss
of function of these genes affected the growth and development of rice seedlings.

In this study, APX showed higher activity in TAL/SM leaves in treatment WD2 (Figure
4A). The comparison of this activity with the photosynthetic rate (Figure 3A) shows a
similar profile with assimilation of CO2 in the different treatments, which indicates a
correlation between the photosynthetic rate and, consequently, growing leaves and APX
activity, and corroborates the studies of Foyer and Shigeoka (2011) and Pinto et al.
(2013). On the other hand, APX is more active in roots than in leaves in the TAL/RL
combination (Figure 4B) in treatments WD1 and WD2, which indicates a well- known
feature reported in studies with Rangpur lime (RL), which is the increase of root growth
in water deficit conditions (Gongalves et al., 2016).

The severity and recurrence of the water deficit induces the accumulation of reactive
oxygen species (ROS) in the cells (Caverzan et al. 2016) and the efficiency of the
enzymatic antioxidative system is observed in the results of the activities of the
enzymes SOD, APX and GPX in the TAL/RL and TAL/SM combinations, which
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reduced the production of ROS and ensured a balance between ROS production and
elimination. Although TAL/RL and TAL/SM used SOD as the main line of defense to
degrade O2+— TAL/RL showed higher GPX activity, while TAL/SM showed higher
APX activity, which indicates that the antioxidant system genotype-specific as reported
in a study with wheat (Triticum aestivum L.) under water stress (Caverzan et al., 2016).
In citrus plants the combination of genotypes (scion / rootstock) will in a way modulate
this genotype - specific response (Gongalves et al., 2016). The antioxidative system was
properly working and this confirms the efficiency of the stress memory when these
combinations are exposed to recurrent periods of dehydration (Neves et al., 2017) and
the different defense mechanisms that these scion/rootstock combinations (TAL/SM and
TAL/RL) can use in drought conditions, as shown by Santana-Vieira et al. (2016). The
elimination of ROS was differentially regulated according to the rootstock and water
deficit treatment.

Changes in DNA methylation can be induced by drought (Herman et al., 1996; Boyko
et al., 2010 and Crisp et al., 2016). Studies conducted by Gutzat et al. (2012) and
Khraiwesh et al. (2012) showed that drought-induced genes change their processes over
time from activation to inactivation, resembling transcriptional processes.

These changes in DNA methylation patterns associated with water deficit in citrus
plants are still poorly investigated. The pioneering study of Neves et al. (2017)
evaluated Valencia orange (VO) as scion with two rootstocks that adopt different stress
tolerance strategies in drought conditions (Sunki Maravilha (SM) and Rangpur lime
(RL) after exposure to recurrent water deficit and showed data on methylation levels
and other parameters with the conclusion that, at first, only the VO/SM combination
showed a stress memory.

In this study, the recurrent drought conditions promoted DNA methylation in TAL/SM
leaves, whereas these methylation profiles were not observed in the TAL/RL
combination (Table 1). Thus, based on the similar values showed by the TAL/SM and
TAL/RL combinations for the physiological parameters, it is possible to infer that both
scion/rootstock combinations showed genetic “memory” in recurrent water deficit
conditions, since no changes were observed in the physiological parameters over the
different periods of water deficit (WD1, WD2, and WD3), but the epigenetic profiles
were different, which are responsible for the survival strategies adopted by TAL/SM
and TAL/RL.

This data corroborates the results of the study of Santana-Vieira et al. (2016) that
evaluated only one period of water stress for these same combinations, since SM and
RL rootstocks are considered to have different strategies to tolerate or prevent
dehydration. However, in addition to that fact, the possible influence of the Tahiti acid
lime (TAL) scion on the rootstocks should also be considered, since the comparative
results of the behavior of RL and SM with the Valencia orange (VO) scion showed
different behaviors in recurrent water deficit conditions (Neves et al., 2017).

Another important information in our study was the existence of an epigenetic diversity
(MSL) significantly higher than the genetic variation (NML) (Figures 8 and 9). The
combinations analyzed were not genetically different, but there was a significant
epigenetic difference, which was highly influenced by the recurrent water deficit
treatments WD1, WD2 and WD3.

Thus, citrus plants pre-exposed to recurrent water stress conditions can possibly change
their survival responses by developing a genetic memory. This memory is regulated by
a complex network of external and internal factors of the plants (Munné et al., 2013).
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The PCA results indicate that the recurrence of periods of water deficit significantly
increase the epigenetic diversity in the TAL/SM and TAL/RL combinations and this can
be associated with the increase or loss of DNA methylation, generating a significant
epigenetic diversity. This behavior of the genotypes in the different recurrent water
deficit regimes is associated with one of the epigenetic fields described by Springer et
al. (2013), which is the memory of gene expression states imposed during development
or by environmental conditions that are related to mitotic inheritance or facultative
heterochromatin. The changes in the DNA methylation profile and the mitotic memory
generated by the conditions of gene expression are fundamental for the development
and survival of the plants.

Gaycharam et al. (2013) and Neves et al. (2017) state that genotypes tolerant to water
deficit conditions have their DNA hypomethylated. The hypermethylation and
hypomethylation profiles in the TAL/SM and TAL/RL combinations, respectively,
showed similar behaviors to those found by Neves et al. (2017), which further confirms
that drought induces hypermethylation and hypomethylation in the DNA of citrus plants
in recurrent water deficit conditions. The behavior of the physiological parameters in
the TAL/RL and TAL/SM combinations, as well as the activities of the antioxidant
enzymes, are probably linked to the marked differences in the DNA methylation
profiles as changes in chromatin control from morphological to molecular levels of the
plants, including their responses to the environment, which results in a mitotic
epigenetic memory that can become transgenerational under stress conditions (Springer
et al., 2013). Therefore, understanding these processes can provide greater control of the
characteristics of interest in citriculture.

Considering the results, this study corroborates the initial hypothesis that citrus plants in
recurrent water deficit conditions change their DNA methylation profiles, which
indicates the involvement of the epigenetic machinery responsive to water deficit even
though the MSAP technique used is limited because it does not reveal the potential
hypermethylated and hypomethylated regions.

Nevertheless, the data on the physiological parameters and the antioxidant enzymatic
system shows that memory adaptation responses to recurrent water deficit conditions
depend on the genotype. Moreover, most of these responses are based on the
insensitivity of the Tahiti acid lime to ABA, which confirms the need for
scion/rootstock interaction studies to obtain combinations that are more productive and
adapted to the different biotic and abiotic conditions.
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Supplementary figure

Methodology used to immersed one leaf at a time in a solution of Abscisic Acid — ABA.
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Fig. S1: Leaves of Citrus latifolia Tanaka (Tahiti acid lime) immersed one at a time in a solution of
Abscisic Acid - ABA at the concentration of 15 ng/mL. CT (Control - deionized water); T5 (Leaf in ABA
solution for 5 minutes); T10 (Leaf in ABA solution for 10 minutes); T20 (Leaf in ABA solution for 20
minutes) and T40 (Leaf in ABA solution for 40 minutes).
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CAPITULO 2

Expressao diferencial de genes em variedades de porta-enxerto de citros

submetidos a condicdes de déficit hidrico
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Resumo: ‘Sunki Maravilha’ e ‘Sunki Tropical’ sdo plantas citricas apontadas como
alternativas de porta-enxertos para ambientes de restricdo hidrica, no entanto, os perfis
de expressdo génica responsivos a seca desses gendétipos permanecem amplamente
inexplorados. Neste estudo, os transcriptomas dos porta-enxertos, ‘Sunki Maravilha’ e
‘Sunki Tropical’ foram analisados usando a técnica de RNA-seq, tecnologia Illumina
HiSeqg-2500 sob condigdes de controle e déficit hidrico. Um total de 109.114.164 reads
foram produzidas e mapeadas contra 0 genoma de referéncia Citrus sinensis (verséo
1.1). 3.607 transcritos mostrou variacdo significativa da expressdo, entre os tratamentos
controle e estresse por seca, com 739 genes induzidos e 2868 reprimidos por déficit
hidrico. Os genes diferencialmente expressos (DEGSs) identificados estdo envolvidos em
mais de 100 processos bioldgicos e fun¢do molecular, na sua maioria, enriquecidos na
funcdo da oxidoredutase, fosforilacdo de proteinas, regulacdo transcricional, processos
de ligacdo e resposta ao estresse oxidativo. Também foram identificados DEGs
relacionados a biossintese do ABA, ao sistema redox, ao mecanismo de parede celular,
desenvolvimento de raiz, incluindo fatores de transcricdo (TFs) e proteinas Kinases
(Pks). Esses resultados contribuem para a expansao da base molecular, com diferentes
alternativas de porta — enxertos, ‘Sunki Maravilha’ e Sunki Tropical’, que com base nos

nossos resultados assumem diferentes estratégias de sobrevivéncia a seca.
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INTRODUCAO

As plantas possuem mecanismos integrados de sinalizacdo e resposta para se
adaptarem aos ambientes em constantes alteracdes (Zhang et al., 2016) e os efeitos das
mudancas climéticas, a exemplo da seca, tém sido um dos principais fatores que ameaca
a seguranca alimentar global. Espera-se que os periodos de seca aumentem em
intensidade, frequéncia e extensdo geogréafica, tornando-se uma questdo emergencial,
atual e futura, para as principais culturas de importancia econémica em relacdo as suas
adaptacOes as adversidades ambientais (Gongalves et al., 2019).

As plantas para garantir a eficiéncia do uso da &gua em condigdes de seca
desenvolveram diferentes estratégias de sobrevivéncia, como evitar ou tolerar a
desidratacdo. A estratégia de evitar a desidratacdo, normalmente utilizada por plantas
em condicdes de restricdo hidrica moderada, busca como respostas, o0 desenvolvimento
das raizes e fechamento estomatico, visando a manutencdo do metabolismo e
crescimento. A estratégia de tolerar a desidratacdo esta muito associada a resposta a
periodos de seca mais severos. Nessa estratégia, a planta desenvolve mecanismos de
protecdo aos danos celulares, acimulo de proteinas na manutencdo da turgescéncia
celular e expressdo de enzimas antioxidantes para eliminacdo das espécies reativas de
oxigénio (ROS), onde o objetivo é garantir a sobrevivéncia da planta apds o estresse
(Chaves et al. 2004; Verslues et al., 2006; Salekdeh et al. 2009; Claeys e Inzé, 2013)

No caso das plantas citricas, essas também desenvolveram diferentes estratégias
de sobrevivéncia para evitar ou tolerar a desidratacdo, no entanto, a maior ou menor
tolerancia dos citros ao déficit hidrico, é altamente influenciada ndo somente pelo porta-
enxerto (PE), mas também pela combinacdo copa x porta-enxerto (Santana-Vieira et al.
2016).

O Citrus, géneros relacionados e seus hibridos, constituem a base econdmica
mundial, destacando-se a laranja doce, que representa 60% da producdo total de citros
(FAO, 2019). Apesar dessa representatividade, o cultivo da laranja tem sido limitado
devido aos longos periodos de estiagem caracterizados pela seca, principalmente nas
regides tropicais e subtropicais do mundo (Sentelhas, 2005).

A diversidade de porta-enxertos que conferem tolerancia a seca na citricultura
ainda é limitada, prevalecendo o uso do limao ‘Cravo’, que confere uma tolerancia
aprimorada a seca, em comparagdo com outros porta-enxertos de citros. Esse porta-

enxerto ainda € o mais utilizado na industria citricula brasileira, apesar de ser suscetivel
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a doencas, como a ferrugem e a morte subita dos citros (Bassanezi et al., 2003;
Gongalves et al., 2019). Por esse motivo, a Embrapa Mandioca e Fruticultura tem
buscado aumentar a base genética dos PEs de citrus com o desenvolvimento de novas
variedades, a exemplo das tangerinas ‘Sunki’, denominadas de ‘Sunki Tropical’ e
‘Sunki Maravilha’, que vem se destacando por apresentarem boa resisténcia a gomose
causada pelo fungo Phytophthora e tolerancia a seca, que a depender da copa, pode ser
similar a do Limao ‘Cravo’ (Soares Filho et al. 2002; 2003).

Estudos preliminares com o porta-enxerto ‘Sunki Maravilha’ revelaram
diferentes padrdes de captacdo de dgua no solo e perfis de proteinas das raizes quando
submetida aos diferentes regimes hidricos, indicando diferentes estratégias de
sobrevivéncia a seca (Neves et al. 2013; Oliveira et al. 2015). Também foi demonstrado
que o PE tangerina ‘Sunki Maravilha’, apresenta estratégia de tolerar a desidratagdo a
depender da severidade e duracdo do déficit hidrico (Santana-Vieira et al. 2016). A fim
de selecionar novas combinagOes de porta-enxertos, Carvalho et al. (2019) apresentaram
a ‘Sunki Tropical’ como alternativa para diversificagdo genética dos pomares por
apresentar alto rendimento de frutos de qualidade média sob condicdo de solo sequeiro,
apresentando também resisténcia a podriddao causada por Phytophthora spp. e boa
compatibilidade com copas citricas comerciais.

No entanto, as respostas de ‘Sunki Maravilha’ e ‘Sunki Tropical’ ao déficit
hidrico sdo pouco compreendidas em nivel molecular. Estudos utilizando anélise por
sequéncia expressa (EST), Microarranjo, RNA-seq ja foram desenvolvidos para
algumas plantas citricas de importancia, tais como: limdo ‘Cravo’, tangerinas
‘Clemenules' e 'Cleopatra’, citrumelo Swingle, hibridos de Microcitrangemonia, laranja
doce enxertada em limdo ‘Cravo’, estando estas submetidas a diferentes estresses,
bidticos ou abidticos (Boscariol-Camargo et al., 2007; Gimeno et al., 2009; Zhang et al.
2016; Sousa et al., 2018; Gongalves et al., 2019).

Sendo assim, para avancar 0 entendimento sobre as respostas moleculares em
relacdo a tolerancia a seca induzida pelos porta-enxertos ‘Sunki Maravilha’ e ‘Sunki
Tropical’ tendo como copa a laranjeira ‘Valéncia’, pela primeira vez o perfil
transcriptbmico, via sequenciamento de RNA (RNA-Seq), dos conjuntos de RNA
obtidos das raizes de ‘Sunki Maravilha’ e ‘Sunki Tropical’ durante imposi¢do de
déficit hidrico, sdo relatados em nosso trabalho. Varios genes citricos hiper-responsivos
ao déficit hidrico que podem ser utilizados como genes candidatos para compreender 0s
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mecanismos da seca, um estresse considerado multidimensional, além de induzir a
tolerdncia, foram identificados. Genes diferencialmente expressos relacionados a
biossintese do ABA, ao sistema redox, ao mecanismo de parede celular,
desenvolvimento de raiz, incluindo fatores de transcricdo (TFs) e proteinas Kinases

(Pks), séo relatados.

Materiais e Métodos

Material Vegetal

Porta-enxertos de plantas citricas, Citrus sunki (Tangerina Sunki Maravilha e
Tangerina Sunki Tropical), variedades que exibem diferentes mecanismos de tolerancia
a seca, foram utilizados em combinacdo com Citrus sinensis (L.) Osb. (Laranja
Valéncia), copa comercial de grande importancia econémica, no processo de enxertia.
As sementes dos porta-enxertos e as copas, oriundas de borbulheiras, foram obtidas da
Embrapa Mandioca e Fruticultura. Apds a enxertia, as combinacgdes de Valéncia/‘Sunki
Maravilha’ (VO/SM) e Valéncia/Sunki Tropical’(VO/ST), com um ano de idade foram
transferidas para vasos de 45 L contendo latossolo vermelho amarelo e submetidas a
tratamento de controle (plantas mantidas sob irrigacdo permanente) e estresse por seca
(plantas expostas a suspensdo completa da irrigacdo). A umidade do solo foi monitorada
em dias intercalados usando uma sonda de reflectometria no dominio do tempo (TDR)
para cada combinacdo em vaso. Quando o potencial hidrico na folha da planta, que foi
medido antes do amanhecer atingiu valores de < -2,0 Mpa e > -0,5 Mpa, estressado por
seca e controle, respectivamente, foram coletadas imediatamente as raizes de trés
plantas de cada combinacdo (réplica bioldgica) e feito um pool para a construcdo de
duas réplicas técnicas das variedades ‘Sunki Maravilha’ e ‘Sunki Tropical’, usadas
como porta-enxertos. A coleta das raizes ocorreu sob as mesmas praticas agricolas, uma

coleta destrutiva, para minimizar a influéncia de fatores ambientais.

Isolamento de RNA e construcéo das bibliotecas de RNA-seq

O RNA total das raizes dos porta-enxertos foi extraido, seguindo o protocolo de
extracdo de Gambino (2008), com modificacbes. O RNA foi tratado sequencialmente

com DNase Turbofree (kit da Ambion®), de acordo com as instrucdes do fabricante. A
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qualidade e a concentracdo do RNA extraido foram avaliadas por analise de High
sensitivity RNA eletrophoresis - RIN (RNA Integrity Number) — por meio do RNA pico
software pela empresa Eurofins. Os pools de RNA de cada planta foram replicados, para
a construcéo das bibliotecas de cDNA, duplicadas independentes e com concentragdes
equimolares, para os tratamentos de controle e seca. As amostras de RNA foram
enviadas a Eurofins Genomic (Franca) para purificacdo de mRNA, construcdo das
bibliotecas de cDNA e sequenciamento. O sequenciamento foi realizado mediante a
técnica de RNA-seq, tecnologia Illumina HiSeg-2500 gerando ‘paired end’ reads de até
150 pb.

Analise do sequenciamento

Os reads de até 150 pb tiveram a qualidade verificada pela ferramenta FASTQC
(versdo 0.11.5) e foram posteriormente processados pela ferramenta Trimmomatic
(verséo 0.36) para remocéo de bases de baixa qualidade e obtencéo de reads limpos. O
software STAR (versdo 2.6.0) foi empregado para realizar o0 mapeamento dos reads
processadas contra o genoma de referéncia de Citrus sinensis versdao 1.1 obtido no

portal Phytozome (https://phytozome.jgi.doe.gov/). Apds a quantificacdo dos

transcritos, foi conduzida uma analise geral, determinado quais foram exclusivos em
‘Sunki Maravilha’ e ‘Sunki Tropical’ nos diferentes tratamentos de controle e déficit
hidrico, através do Diagrama de Venn com o uso do pacote EDGE-R do ambiente
estatistico do programa R, assim como, também foi construido um Heat Map a partir
dos transcritos em comum apresentados entre ‘Sunki Maravilha’ e ‘Sunki Tropical’, nos

diferentes tratamentos.

Analise de expressao diferencial

A andlise de expressdo diferencial foi conduzida para ‘Sunki Maravilha’ e
‘Sunki Tropical’ entre os tratamentos controle e déficit hidrico e entre os tratamentos de
déficit hidrico de cada combinacdo, com o uso do software RSEM associado aos
pacotes edgeR e DESeq2 do ambiente estatistico R. Foram considerados como
diferencialmente expressos os genes que apresentaram valor de Fold Change > 2 e p-

value < 0.001 em ambos pacotes.

82


https://phytozome.jgi.doe.gov/

Anotacao funcional

A anotacdo funcional foi realizada a partir do alinhamento dos transcritos do
genoma de Citrus sinensis contra as sequéncias de proteinas do banco de dados Uniref
do Uniprot com a ferramenta blastx do software diamond (versdo 0.9.8.109). As
sequéncias que apresentaram alinhamento com e-value > 0.001 e identidade > 50%
foram submetidas a mapeamento e posterior anotacdo funcional contra o banco de dados
do Gene Ontology com o software BLAST2GO (versdo 5). O conjunto de genes
diferencialmente expressos foi submetido a analise de enriquecimento por meio do
pacote GSEABase do  Bioconductor  executado no  ambiente R

(https://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/GSEABase.html).

Analise de rede de interacéo

As redes de interacdo proteina — proteina (PPI1) foram realizadas considerando os
genes diferencialmente expressos com valor de Fold Change > 2 e p-value <0.001,
utilizando o banco de proteinas String (versdo 10.5), alinhando ao genoma de Citrus
sinensis (versdo 1.1). Foram utilizados parametros de alto escore de confianca (0,700) e
as matrizes de redes extraidas de STRING foram submetidas ao software Cytoscape
(versdo 3.7.1) para o uso da ferramenta de redes de mesclagem. O arquivo de interagao
extraido do Cytoscape foi utilizado para analise de centralidade (betweenness and
degree) a fim de detectar os nds ‘hubs’ e ‘gargalo’, utilizando o plug-in CentiScaPe®.

A analise de agrupamento de ontologia génica foi realizada utilizando o software
Biological Network Gene Ontology (BiNGO) (verséo 2.44), um plugin do Cytoscape. O
grau de enriquecimento funcional para um determinado cluster e categoria foi avaliado
quantitativamente (valor p) por distribuicdo hipergeométrica e uma correcdo de
maultiplos testes foi aplicada usando o algoritmo de taxa de descoberta falsa (FDR-False
Discovery Rate). Os clusters foram identificados pelo fastgreedy.community e 0s
respectivos processos bioldgicos super-representados com valores p, identificados pela
interface BINGO.

Analise de classes funcionais
O software MapMan (versdo 3.6.0 RC1) foi usado como uma ferramenta para
visualizar as classes funcionais significativamente afetadas pelo tratamento da seca em

forma de diagramas demonstrando processos metabélicos ou rotas.
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RESULTADOS
Controle de qualidade do sequenciamento

Os 109.114.164 reads obtidos por sequenciamento e filtrados pelo Trimmomatic
foram processados e alinhados pela ferramenta Start, com o genoma de referéncia
de Citrus sinensis, ndo sendo inferior a 20M para cada amostra. Os niveis de expressao
de um total de 78.916 transcritos Unicos foram quantificados e normalizados pelo
método FPKM (Fragments Per Kilobase Of Exon Per Million Fragments Mapped) com
objetivo de eliminar vieses relacionados aos diferentes tamanhos dos transcritos.

A reprodutibilidade do sequenciamento é demonstrada nas anélises de
componentes principais (PCA), cujas réplicas bioldgicas dos mesmos tratamentos das
diferentes plantas citricas (‘Sunki Maravilha’ e ‘Sunki Tropical’) se agruparam no
mesmo quadrante (Figura Suplementar 1 A-B), sendo explicado pelos componentes 1 e
2, que somaram um total de 99,56 % e 99,24% para ‘Sunki Tropical’ e ‘Sunki
Maravilha’ nas condigdes controle e déficit hidrico, respectivamente. Essa andlise
explica a variabilidade entre os tratamentos, ratificando a qualidade e reprodutibilidade
do sequenciamento.

A Figura 1 representa os transcritos que foram exclusivos entre ‘Sunki
Maravilha’ e ‘Sunki Tropical’ nas condi¢des de controle e restri¢ao hidrica, a partir do

total de transcritos obtidos no sequenciamento.
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Figura 1: Diagrama de Venn de transcritos exclusivos ou ndo identificados no sequenciamento em
relagdo aos tratamentos e os gendtipos de citros. O diagrama ilustra o nimero de transcritos identificados

em: ‘Sunki Tropical’ na condig¢do de controle (Tropical controle) e de déficit hidrico (Tropical stress);
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‘Sunki Maravilha ’expostas ao déficit hidrico (Maravilha_stress) e ao tratamento irrigado

(Maraviha_controle) e suas sobreposicoes.

‘Sunki Tropical’ na condicao de controle (Tropical controle) apresentou 914
transcritos exclusivos, no entanto, no tratamento de deficit hidrico (Tropical_stress) nao
demonstrou exclusividade dos transcritos baseados no sequenciamento, apresentando
apenas transcritos em comum com os demais tratamentos de ‘Sunki Maravilha’. Nos
tratamentos de restricdo hidrica (Maravilha_stress) e controle (Maravilha_controle), em
‘Sunki Maravilha’, foram detectados 479 e 249 transcritos exclusivos, respectivamente.
No entanto, 21,39% dos transcritos identificados, que correspondem a 16.884 séo em
comum, ou seja, estdo sobrepostos entre os diferentes genotipos nos diferentes
tratamentos.

O Heat Map apresenta 16.884 transcritos em comum entre ‘Sunki Maravilha’ e
‘Sunki Tropical’, nos diferentes tratamentos. A partir do método de agrupamento
Complete, alguns processos bioldgicos foram associados e agrupados em diferentes
clusters (Figura 2). O maior numero de transcritos acumulados estd em ‘Sunki
Tropical’, na condi¢do de controle (Tropical controle) e déficit hidrico
(Tropical_stress). Sete clusters foram formados, associados aos processos biolégicos,
como: reducdo de oxidacdo, organizacdo de parede celular, processos metabdlicos de
glicoproteinas, respostas a estimulos abioticos, entre outros.

No cluster 1 o processo biolégico de reducdo de oxidacdo é bastante
representado em condigdes bem irrigadas para “Sunki Maravilha’ e também para ‘Sunki
Tropical’. Ainda sobre o processo biologico de reducdo de oxidagdo, no cluster 4, os
transcritos correspondentes estdo acumulados apenas para ‘Sunki Maravilha’ na
condicdo de seca (Maravilha_stress).

Os transcritos enderecados para respostas a estimulos abidticos estdo bem
representados em ‘Sunki Tropical’ na condi¢ao de déficit hidrico (Tropical_stress), no
cluster 5. Assim como os transcritos para organizacdo de parede celular no tratamento
controle (Tropical_controle) no cluster 2, entretanto, esse acuimulo ndo permanece no

tratamento de seca (Tropical_stress).
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Figura 2: Heat map com Distancia Euclidiana representando os transcritos em comum entre ‘Sunki
Maravilha’ e ‘Sunki Tropical’ nos tratamentos de controle (irrigacdo permanente) e déficit hidrico. Sete
clusters sendo representados e enriquecidos com seus respectivos processos biolégicos. Método de
agrupamento Complete.

Analise diferencial de expressdo génica (DEGS)

Um total de 3.607 transcritos mostrou variacao significativa (p < 0,001) (FC >+
2,0 ou < - 2,0 vezes) da expressdo, entre 0s tratamentos controle e estresse por seca,

com 739 genes induzidos e 2868 reprimidos por déficit hidrico. As comparacGes da
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expressao génica (pairwise) desses transcritos estdo representadas na Figura 3 (A-B),
onde os graficos MA Plot demonstram uma escala do nivel de intensidade da expresséo,
calculada em FPKM e mudanca de expressdo ocorrida entre os tratamentos controle e
déficit hidrico para ‘Sunki Maravilha’ e ‘Sunki Tropical’. Essa analise correlaciona a
variacdo logaritmica média da expressdo génica nos grupos amostrais (controle x déficit
hidrico) (Fig. 3 A-B) e a intensidade da expressdo. As andlises de Volcano Plot, que
correlacionam a alta significancia estatistica representam a mudanca de expressao entre
o0s tratamentos a partir de um p-value corrigido (g-valor). Juntos indicam a expressdo
diferencial de unigenes do transcriptoma de ‘Sunki Maravilha’ e ‘Sunki Tropical’
apontando genes induzidos, aqueles com FC relevante e genes diferencialmente
expressos e ndo significativos, representados por pontos vermelhos e azuis,

respectivamente.
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Figura 3: Compara¢dao da expressdo génica pairwise (par a par) de ‘Sunki Marvilha’ (A), ‘Sunki
Tropical’ (B) na condigdo de controle (CT) e de déficit hidrico (WD). MA Plot: representa a mudanca de
expressao ocorrida entre as condicdes. O eixo “y” representa a razdo do nivel de expressdo das amostras,
em escala logaritmica (logFC), e o eixo “x” representa a intensidade de expressdo, calculada em FPKM.
Pontos pretos sdo unigenes com expressdo considerados similares e pontos vermelhos sdo aqueles
expressos diferencialmente entre os tratamentos. Volcano Plot: O eixo “y” representa o p-value corrigido

(g-valor) em escala logaritmica, que é diretamente proporcional a significancia do logFC entre CT e WD
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(A e B) e entre WD e WD (C) ; o eixo “x” representa a mudanca de expressdo ocorrida entre as
condic@es. Pontos azuis sdo unigenes com variacdo de expressao ndo significativa (p > 0.001 e log FC <2

ou > -2) e pontos vermelhos sdo os diferencialmente expressos (p < 0.001 e log FC > 2 ou < -2).

Classificacéo funcional dos DEGs

Para classificar funcionalmente os DEGs foi utilizado o banco de dados Gene
Ontology (GO). Com base nas anotacGes do Uniref/Uniprot, 739 genes induzidos e
2868 reprimidos por deficit hidrico, receberam termos GOs. O enriquecimento dos
termos de Ontologia Génica utilizando a ferramenta GSEABase do Bioconductor para
verificar a significancia dos DEGs, foi realizado para ‘Sunki Tropical’ comparada a
‘Sunki Maravilha’; ambas em condi¢des de restri¢ao hidrica e para ‘Sunki Maravilha’
comparada a ‘Sunki Tropical’, ambos gendtipos também no tratamento de déficit
hidrico.

Na comparagdo entre ‘Sunki Tropical’ e ‘Sunki Maravilha’, na categoria de
processos bioldgicos (Figura Suplementar 2A), a regulacdo do processo transcricional
(28,26 %) foi 0 maior grupo, seguido de fosforilacdo de proteinas (7,7%) e resposta ao
estresse oxidativo (4,4 %). Visto que, ainda para essa comparacao, a categoria de fungéo
molecular (Figura Suplementar 2B), processos de ligacdo como: heme binding, zinc ion
binding, iron ion binding, ATP binging, somaram 51,4 %, seguidos de DNA-binding
transcription fator activity (16,11 %) e atividade transportadora transmembranar (5,3 %)
foram os mais representativos.

Na categoria de processos biologicos (Figura suplementar 3A) para ‘Sunki
Maravilha’ comparada a ‘Sunki Tropical’, tais processos como: redu¢do de oxidacdo
(18,1%) e fosforilacdo de proteinas (13,22 %) foram os mais enriquecidos. Em funcao
molecular (Figura Suplemntar 3B) os processos relacionados a ligacdo como: ATP
binding, ADP binding, iron ion binding representaram 37, 13 %. Atividade de proteinas
kinase (13,12 %) e atividade de oxiredutase (10,9 %), também foram enriquecidos.

Analises adicionais de redes de interacdo proteinas — proteinas (PPI) foram feitas
a partir dos DEGs, considerando p< 0,001 ¢ FC > + 2,0 ou < - 2,0 vezes. Quatro
conjuntos de proteinas selecionados para o tratamento de déficit hidrico, dois para
‘Sunki Maravilha’, com proteinas codificadas de transcritos down regulados e up

regulados (Figura 4 A-B) e dois conjuntos, formados para ‘Sunki Tropical’(Figura 5 A-
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B). As interacdes proteina-proteina (PPI), cujo escore de confianca foi 0,700, foram
usadas para construir as redes usando a ferramenta Cytoscape para cada conjunto.

A rede PPI para ‘Sunki Maravilha’ down regulada é composta por nos, que de
acordo com seu tamanho, representam o valor da expressdo dos respectivos transcritos,
baseado na escala de logFC (< -13 > -2) (Figura 4A). O processo de clusterizacdo para
esta rede gerou dez clusters com o0s seguintes processos bioldgicos super-representados
Oe -100

dos transcritos down regulados: Ciclo celular (0.0

(2,13°™°), resposta ao estresse (4,7 ¢*°), fechamento estomatico (8.3536 ©°). A rede PPI

), desenvolvimento de raiz

que representa os transcritos up-regulados em ‘Sunki Maravilha’ em condigdo de seca, é
representada por quatro clusters e enriquecidos com suas funcdes relacionadas com:
processo metabélico de Acido Abscisico (7,51 ©7), processo metabélico de hexose (2,69
e-48), transporte (9,14 9.

A ‘Sunki Maravilha’ Down Regulated Network B ‘Sunki Maravilha’ Up Regulated Network

Cell cycle 0.00e-100

Auxin mediated signaling
pathway 2.63e-9
Organ development 503e-9

Retrograde transport, endosome to Golgi 4.04E-9

Legend: O o o [ Legend: O o , NVE e -

Log.FC LogFC LogFC Log.FC

Figura 4: Anélise de cluster e processos bioldgicos das redes de interagdo proteina — proteina (PPI) de
transcritos down -regulados (A) e Up-regulados (B). As proteinas foram indicadas com os nos, baseadas
no logFC > 2 ¢ o p < 0,001. A — representagdo das proteinas de ‘Sunki Maravilha’ codificadas por
transcritos down-regulados na condicdo de déficit hidrico (WD) e a representacdo de dez clusters e suas
respectivas fungdes. B - representagdo das proteinas de ‘Sunki Maravilha’ codificadas por transcritos up-
regulados na condigdo de déficit hidrico (WD) e a representacdo de quatro clusters e suas respectivas
fungBes. Os tamanhos dos nds e dos nomes das proteinas sdo proporcionais ao valor de expressao do
respectivo transcrito. As cores dos nos representam os diferentes clusters identificados pelo
fastgreedy.community e sdo respectivas aos processos biolégicos super-representados com respectivos
valores p, identificados pelo BiNGO .
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As redes de interacdo proteina — proteina (PPI) de ‘Sunki Tropical’ também
representam as proteinas correspondentes aos DEGs down (Figura 5A) e up- (Figura
5B) regulados. A rede representada na Figura 5A esta categorizada em treze clusters
super-representados com seus respectivos processos biolégico tais como:

6 e-16

desenvolvimento de 6rgéos (3,5 ), desenvolvimento complexo de estdmatos (7,08 *

1 #*"), desenvolvimento de raiz (2,65 4.

%), processos biossintéticos de auxinas (2,6
As proteinas up-reguladas para ‘Sunki Tropical’ estdo representadas na rede da Figura
5B, composta por seis clusters oriundos da analise de clusterizacdo. Os clusters
agruparam proteinas associadas ao processo metabélico de &cido nucléico (2,97 &),
processos biossintéticos de giberelina (2,09 ©*°), traducdo (0,00 °'®), processo

metabdlico de amido (9,97 ).

A  ‘Sunki Tropical’ Down Regulated Network B ‘Sunki Tropical’ Up Regulated Network

DNA metabolic process 1.76E-90

Nucleic acid metabolic process 2.79E-77

Cytoskeleton organization 1.37E-33

Carbohydrate metabolic process -
3.25E-38

~ . y o
Legend O o » T Legend: O o , NAE e

13 =] 2 6 2 2 2
LogFC LogFC LogFC LogFC

Figura5: Andlise de cluster e processos bioldgicos das redes de interacdo proteina — proteina (PPI) de
transcritos down-regulados (A) e up-regulados (B). As proteinas foram indicadas com os nés, baseadas no
logFC > 2 e 0 p < 0,001. A — representagdo das proteinas de ‘Sunki Tropical® codificadas por transcritos
down-regulados na condicao de déficit hidrico (WD) e a representacéo de treze clusters e suas respectivas
fungdes. B - representacdo das proteinas de ‘Sunki Tropical’ codificadas por transcritos up-regulados na
condicdo de déficit hidrico (WD) e a representacdo de seis clusters e suas respectivas fungdes. Os
tamanhos dos nds e dos nomes das proteinas sdo proporcionais ao valor de expressdo do respectivo
transcrito. As cores dos nds representam os diferentes clusters identificados pelo fastgreedy.community e
sd0 respectivas aos processos bioldgicos super-representados com respectivos valores p, identificados
pelo BiNGO.

Grupos funcionais de genes diferencialmente regulados pelo déficit hidrico para

os genotipos ‘Sunki Tropical’ e Sunki Maravilha’ foram visualizados de forma
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esquematica usando o software MapMan (versdo 3.6.0 RC1), o que inclui genes

envolvidos no metabolismo, resposta celular, regulagéo e receptor do tipo quinase. A

visdo geral estd demonstrada nas Figuras 6 e 7 para ‘Sunki Tropical’ e Sunki

Maravilha’, respectivamente.
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Figura 6: Genes diferencialmente expressos associados a processos metabolicos (A), respostas celulares

(B), regulacdo (C) e receptor quinase (D) em raiz de ‘Sunki Tropical’ em condigdes de restri¢do hidrica.

Pontos azuis indicam genes down-regulados e os pontos vermelhos os genes up-regulados.

De acordo com os DEGs para ‘Sunki Tropical’, na sua maioria nas vias

metabdlicas, estdo reprimidos, com exce¢do do ascorbato e glutationa; moléculas
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fundamentais para manutencdo do sistema redox da planta e alguns genes que fazem
parte da rota de fotorrespiracdo. Genes do metabolismo secundario envolvidos na
biossintese dos flavonoides, ceras, fenilpropanoides, em condicdo de seca, tem sua
expressao reprimida, como mostra a Figura 6 A.

Em relacdo as respostas celulares de ‘Sunki Tropical’ em condigdes de seca
(Figura 6B), 247 DEGs estdo envolvidos em resposta de estresse bidtico, a sua maioria
down -regulados. No entanto, quando se observa a expressdo dos genes responsaveis em
resposta ao estresse abidtico, a maioria estdo up- regulados, assim como os DEGs
envolvidos no processo de desenvolvimento deste genotipo.

Uma visdo geral dos processos de regulagao para ‘Sunki Tropical’ sob restri¢ao
hidrica estd demonstrada na Figura 6C. Duzentos e trés DEGs codificam fatores de
transcricao (TFs), onde a maioria corresponde aos fatores de transcricdo da familia AP2.
Processos de modificacdes das proteinas como glicosilacao e fosforilagdo, permanecem
reprimidos em condic¢des de seca. As biossinteses dos horménios, jasmonato (JA), acido
salicilico (SA) e brassinosterdides (BA), encontram-se reprimidos em ‘Sunki Tropical’,
em condigOes estressadas, visto que hormoénios como o acido abscisico (ABA), acido
indolacético (IAA) e o etileno, que induzem respostas fundamentais em condicdes de
seca, apresentam expressdo up-regulada. O sistema redox de ‘Sunki Tropical’ sobre
tratamento de déficit hidrico mostra-se eficiente com a maioria dos DEGs envolvidos
com a expressdo da enzima dismutase, moléculas do ascorbato e glutationa, up-
regulados.

A Figura 6D representa 147 DEGs relacionados aos receptores quinases em
‘Sunki Tropical’ em condigdes de déficit hidrico. Grande parte dos DEGs envolvidos na
regulacdo desses receptores estdo reprimidos nesta condi¢do, com excecdo de oito
transcritos que apresentam-se up-regulados e que estdo relacionados com receptor
quinase de leucina.

As classes funcionais significativamente afetadas pelo tratamento da seca de

‘Sunki Maravilha’, estdo representadas na Figura 7 A-D.
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Figura 7: Genes diferencialmente expressos associados a processos metabélicos (A), respostas celulares
(B), regulacéo (C) e receptor quinase (D) em raiz de ‘Sunki Maravilha’ em condi¢des de restri¢ao hidrica.
Pontos azuis indicam genes down-regulados e os pontos vermelhos os genes up-regulados.

A visdo geral da regulacdo da expressao dos processos metabolicos de ‘Sunki

Maravilha’ representados na Figura 7A sdo semelhantes aos encontrados em ‘Sunki
Tropical’. Vias metabolicas do ciclo celular e dos lipidios estdo totalmente reprimidos
em condicBes de seca. No entanto, as vias metabdlicas do ascorbato, glutationa e da
fotorrespiracdo, encontram-se up-regulados. No ciclo TCA, apesar de ser pouco
representativo com oito transcritos, os DEGs apresentados estdo up-regulados em

‘Sunki Maravilha’ sob tratamento de seca. Os aminoacidos representados estdo down-
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regulados, assim como os fenilpropanoides envolvidos no metabolismo secundario, com
excegdo da cera, que em ‘Sunki Maravilha’, esta ausente e os flavonoides, up-regulados.

A Figura 7 B apresenta 85 DEGs relacionados a respostas celulares de ‘Sunki
Maravilha’ em condig¢des de seca. Os DEGs envolvidos em resposta do estresse biotico,
na sua maioria estdo reprimidos, visto que a regulacdo expressao dos genes responsaveis
por respostas ao estresse abiodtico estdo up-regulados, podendo destacar a regulagdo
positiva para 0s genes envolvidos em resposta ao estresse por seca, frio e calor, assim
como os DEGs envolvidos no processo de desenvolvimento deste gendtipo.

Em relagdo as vias de regulagdo de ‘Sunki Maravilha’ sob restricdo hidrica
(Figura 7C), os fatores de transcri¢do estdo down-regulados na sua maioria, bem como
0s processos de modificagdes de proteinas. As rotas biossintéticas dos hormoénios em
‘Sunki Maravilha’ em condi¢des de seca sdo semelhantes as apresentadas em ‘Sunki
Tropical’. Os DEGs para os hormonios acido abscisico (ABA), é4cido indolacético
(IAA) e o etileno estdo up-regulados, visto que o hormonio brassinosterdides (BA) esta
ausente e os demais down-regulados. O sistema redox de ‘Sunki Maravilha’ também
mostra-se eficiente sob tratamento de déficit hidrico, com a maioria dos DEGs
envolvidos com a expressao da enzima dismutase, moléculas do ascorbato e glutationa
up-regulados.

Os receptores quinases (Figura 7D) como os WAK(quinase associada a parede),
RLK (motivo de extensina), LysM (motivo de lisina), entre outros, representados na
figura, estdo com expressdo reprimida em ‘Sunki Maravilha’ no tratamento de seca,

sendo esse processo representado por 55 DEGs.

DISCUSSAO

No presente estudo a técnica de RNA-Seq foi usada para identificar as
diferengas no transcriptoma das raizes das tangerineiras ‘Sunki Maravilha’ e ‘Sunki
Tropical’ tendo como copa, a laranja ‘Valencia’ em condi¢des de déficit hidrico, o que
permitiu explorar genes que desempenhem um papel crucial na tolerancia desses porta-
enxertos a seca.

‘Sunki Maravilha’ e ‘Sunki Tropical’ sdo duas selegdes de tangerineiras ‘Sunki’
identificadas e caracterizadas na Embrapa Mandioca e Fruticultura e Sunki

“Tropical’tem sido utilizada como alternativas de porta-enxertos na diversificacdo dos
Y4



pomares comerciais da citricultura. Esses porta-enxertos possuem uma elevada taxa de
poliembrionia, cerca de 100%, o que é excelente sob o ponto de vista de introduzi-las
como porta-enxertos comerciais, sdo resistentes a fatores bioticos, a exemplo do fungo
Phytophthora spp, causador da doenca da podriddo e gomose em plantas citricas, além
de possuirem diferentes estratégias de sobrevivéncia a desidratacao, sendo a tolerancia a
seca da ‘Sunki Tropical® similar & do limoeiro ‘Cravo’ (Soares Filho et al., 2002; 2003;
Cunha Sobrinho et al., 2013; Santana-Vieira et al., 2016; Carvalho et al.; 2019)

Os Genes diferencialmente expressos (DEGs) foram identificados entre amostras
de raizes de ‘Sunki Maravilha’ e ‘Sunki Tropical’, em condi¢des de restricdo hidrica.
Foram encontrados mais de 3000 transcritos considerados diferencialmente expressos, e
estes estdo envolvidos em mais de 100 processos bioldgicos e fungdo molecular, na sua
maioria, enriquecidos na funcdo da oxidoredutase, fosforilacdo de proteinas, regulacdo
transcricional, processos de ligacdo e resposta ao estresse oxidativo (Figura S2 e S3).
Isso implica que os genes relacionados com as fungbes desempenham um papel
fundamental nas respostas dos porta-enxertos durante a imposicao de déficit hidrico.

Um total de 40 DEGs no Volcano Plot de ‘Sunki Maravilha’ e ‘Sunki Tropical’
de acordo com p < 0.001 e log FC > 2 ou < -2 foram destacados. Genes responsivos a
seca com log FC > 2, como: orangel.1g032636m.g relacionado com a quitinase;
orangel.1g025761m.g responsavel pelo transporte de aglcar; orangel.1g003471m.g /
orangel.19002925m.g sintese de carboidratos e orangel.1g025810m.g /
orangel.19025837m.g que correspondem a codificacdo da proteina Expansina — Like
B1, apresentaram regulacdo positiva para ambos gendtipos de tangerineiras ‘Sunki’(
Tabela S1 e S2 < https://doi.org/10.5281/zenodo.3560651>).

Estudos que relatam o perfil transcriptdmico de plantas citricas sob seca,
também identificaram DEGs relacionados ao metabolismo de parede celular, a exemplo
das Expansinas, que em condicdes de seca, modifica a parede celular afrouxando-a,
através da sua extensibilidade ou plasticidade (Goncalves et al., 2019). Outros estudos
relatam que a superexpressao de genes da familia da Expansina em trigo sob o controle
de um promotor induzido ao estresse em plantas de tabaco transgénicas, atribuiu
tolerancia ao estresse hidrico (Li et al., 2013; Gall et al., 2015). Essa expressdo
diferencial de genes que codificam proteinas de parede celular, como a Expansina,
tornam-se genes candidatos de interesse em plantas citricas com diferentes estratégias
de sobrevivéncia a seca.
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O gene orangel.1g038511m.g, que codifica expressdo de proteinas Heat shock
(HSPA1 8), foi regulado positivamente e identificado apenas em ‘Sunki
Tropical’(Tabela S2 <https://doi.org/10.5281/zen0d0.3560651>). As proteinas Heat
Shock exercem papel protetor em plantas submetidas a condicdes de estresse abidtico,
protegendo as outras proteinas da desnaturalizacdo durante o estresse (Nakomoto e
Vigh, 2007). O acumulo de proteinas Heat Shock em plantas citricas est4 relacionado
com tolerdncia a seca em genotipos contrastantes submetidos ao déficit hidrico e
térmico (Balfagon et al., 2018).

As analises de redes (PPI), junto aos processos de clusterizacdo feitas no
presente estudo, permitem selecionar dentro das redes up e down-reguladas de ‘Sunki
Maravilha’ e Sunki Tropical’ em condi¢cdes de seca, grupos de proteinas com alta
interacdo relacionadas a processos bioldgicos bem definidos e complexos proteicos que
participam de maquinarias moleculares.

Proteinas exclusivas envolvidas em processos metabdlicos de hexose e do ABA,
além de proteina de transportes, foram encontrados na rede PPl up-regulada de ‘Sunki
Maravilha’ em tratamento de déficit hidrico. Este resultado corrobora os resultados
encontrados por Santana-Vieira et al., (2016), que afirmam que ‘Sunki Maravilha’ em
condicGes de seca, exibe maiores concentracdes de ABA, o que induz tolerancia a seca,
e acimulo de carboidratos, importantes para o sistema antioxidante. Por outro lado,
proteinas exclusivas up-reguladas em ‘Sunki Tropical’, estdo relacionadas a processos
metabolicos, biossintese de giberelina e brassinosterdides. Souza et al., (2017) também
identificaram em suas redes PPl de plantas citricas sob seca, proteinas relacionadas a
via de sinalizacdo mediada por brassinosterdides. Esses compostos sdo responsaveis
pelo fortalecimento do fotossistema I, auxiliam no aumento da expressdo de proteinas
antioxidantes e estdo envolvidos em varios processos de desenvolvimento das plantas
(Farududdin et al., 2014; Lima et al., 2017). Em citros, esses esteroides estdo
associados e em sintonia com as auxinas, ao crescimento de células e desenvolvimento
do sistema radicular durante a imposicdo do déficit hidrico (Souza et al. 2017).

E possivel observar que as proteinas down-reguladas para os dois porta-enxertos,
na sua grande maioria, sdo exclusivas, mostrando que em condicGes de deficiéncia
hidrica, cada genotipo utiliza mecanismos de sobrevivéncia diferentes em resposta ao

déficit hibrido. Com excecdo das proteinas relacionadas ao desenvolvimento de raiz e
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Orgdos e ao processo catabolico de pectina, que sdo em comum entre 0s dois porta-
enxertos, ‘Sunki Maravilha’ e ‘Sunki Tropical’.

Estudos com tangerineiras ‘Sunki’ afirmam que sob condigdes ideais, a por¢ao
aérea da planta é proporcional ao tamanho do sistema radicular. Sendo assim, nesses
estudos, foram registrados que a ‘Sunki’, em especial a ‘Sunki Maravilha’, apresenta
menor taxa de crescimento e que isto pode estar associado a maior concentracdo de
ABA, que aumenta nas raizes dessa planta durante condi¢des de déficit hidrico quando
comparado a outros porta-enxertos (Neves et al. 2013; Oliveira et al., 2015). E valido
ressaltar que no presente estudo, proteinas relacionadas ao ABA foram up-reguladas em
‘Sunki Maravilha’.

As proteinas identificadas e agrupadas nos diferentes clusters nas redes PPI de
‘Sunki Maravilha’ e Sunki Tropical’, sejam up- ou down-reguladas, estdo relacionadas
aos modulos funcionais e complexos proteicos descritos por Wang et al., (2010) e
Spirin e Mirny (2003), respectivamente. Os Modulos funcionais sdo grupos de
proteinas cujas interacdes ocorrem em local ou tempo distintos, como proteinas de
sinalizacdo e vias metabdlicas. JA os complexos proteicos participam de maquinarias
moleculares que ocorrem no mesmo local. No presente estudo, observa-se uma mistura
desses médulos junto as proteinas, o que é tipico de redes bioldgicas, assim como
apresentados nos estudos de Souza et al., (2017) com redes de PPI com plantas citricas
guando submetidas ao déficit hidrico.

A visdo geral do metabolismo representada no MapMan para ‘Sunki Maravilha’
e ‘Sunki Tropical” demonstra que muitas vias do metabolismo estdo down-reguladas nas
raizes em condicdes de déficit hidrico.A expressdo dos DEGs reduzida nas raizes
presente no metabolismo poder estar associada com a intensidade e duragédo da restricdo
hidrica, visto que as raizes percebem primeiramente os diferentes tipos de estresse,
sendo criticas para as plantas absorverem &gua e nutrientes (Zhang et al., 2016).

Alguns genes relacionados ao metabolismo de carboidratos foram regulados em
ambos os genotipos de tangerineiras ‘Sunki’, cujos produtos estdo relacionados as
atividades enzimaticas (HIPS2, AtGOI2, ATTPS11), rafinose (AtSTS) e trealose
(orangel.1g017025m) (Tabela S3 e S7<https://doi.org/10.5281/zen0do.3560655>). Foi

demonstrado que a imposic¢édo de déficit hidrico altera as concentragdes desses agucares

em plantas citricas, que atuam como osmoprotetores, estabilizam as membranas
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celulares e mantém o turgor celular; mecanismos chaves para sobrevivéncia em
condigdes de seca (Santana-Vieira et al., 2016; Goncalves et al., 2019).

A trealose é um importante metabolito de sinalizacdo nas respostas ao estresse
abiodtico em condi¢ao de seca, no entanto em ‘Sunki Maravilha’ apresentou regulagao
negativa para a trealose e em ‘Sunki tropical’, esse gene nao foi detectado no
transcriptoma. Os niveis de trealose mudam paralelamente em relacdo a sacarose, que é
o principal produto da fotossintese e o principal transporte de aguUcares nas plantas
(Lunn et al.,, 2014). Sendo assim, essa regulacdo negativa de trealose em ‘Sunki
Maravilha’e indeteccdo em‘Sunki Tropical’, tanto de sacarose, consequentemente de
trealose, pode esta associado a regulacdo negativa dos genes relacionados a
fotorrespiragéo em ambos genotipos (Tabela S3 e S7
<https://doi.org/10.5281/zenod0.3560655>).

A regulacdo positiva de rafinose em ‘Sunki Maravilha’ e ‘Sunki Tropical’
expostas ao déficit, pode estar associada a sinalizagdo e eliminacdo de ROS (Espécies
Reativas de Oxigénio). Estudos relatam que aléem de osmoprotetores, os carboidratos
solGveis como a rafinose, exercem funcdo antioxidante, na eliminacdo de ROS em
gendtipos tolerantes ao estresse em plantas (Nishizawa et al., 2008; Keunen et al., 2013;
ElSayed et al., 2014).

A eficiéncia da resposta celular do sistema redox de ‘Sunki Maravilha’ e ‘Sunki
Tropical’ (Tabela S4 e S8 <https://doi.org/10.5281/zen0d0.3560655>) também foi
demonstrada com a regulacdo positiva dos genes ACHT4 com funcdo de oxiredutase,
APX1, APX2, CAT2 e ATCCS (orangel.19020436m), relacionados com a expressao
das enzimas ascorbato peroxidase, catalase e superdxido dismutase, respectivamente. A

eficiéncia do sistema antioxidativo enzimatico para eliminacdo de ROS é observada na
expressao dos genes relacionados as enzimas antioxidantes, a exemplo da superdxido
dismutase, catalase e ascorbato peroxidase em plantas em condi¢des de seca. Isso
certamente ajuda garantir o equilibrio e producdo de ROS e consequentemente a
sobrevivéncia da planta (Caverzan et al., 2016).

Outros DEGs relacionados a resposta celular, modulados pelo estresse hidrico
foram responsivos ao estresse abidtico, mais precisamente ao estresse pelo déficit
hidrico. A sua maioria em ‘Sunki Tropical’ (Tabela S8

<https://doi.org/10.5281/zen0d0.3560655>), estdo reprimidos, no entanto, o gene ERD

(Early Response to Dehydration), ¢ induzido em Sunki Maravilha’ (Tabela S4
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<https://doi.org/10.5281/zen0d0.3560655>). O gene ERD (ERD4) é responsivo a

desidratagdo precoce em plantas com fungdes funcionais na tolerancia e

desenvolvimento do estresse (Rai et al., 2015). Em estudos com plantas citricas em
condig¢des de seca, a ‘Sunki Maravilha’ mostrou possuir um sistema mais eficiente para
se proteger contra danos causados pela seca, ou seja, um mecanismo de protecdo para
garantir a sobrevivéncia em condicdes de restricdo hidrica, tolerando a desidratacéo, em
relagdo a outros porta-enxertos, a exemplo do limoeiro ‘Cravo’, que tem caracteristicas
similares a ‘Sunki Tropical’ (Soares Filho et al. 2002; 2003; Santana — Vieira et al.,
2016).

DEGs envolvidos nas vias de sinalizacdo hormonal de auxina (IAA), &cido
abscisico (ABA), etileno, &cido jasmonico (JA), giberelina (GA), &cido salicilico (SA) e
brassinosteréides  também  foram  identificados  (Tabela S5 e S9
<https://doi.org/10.5281/zen0do.3560655>).

Os genes relacionados a via de sinalizacdo hormonal responsiva ao etileno

apresentam regulacdo negativa, tanto em ‘Sunki Maravilha’(Tabela S5) quanto em
‘Sunki Tropical’(Tabela S9), corroborando os encontrados para o perfil transcriptomico
de plantas citricas descritos por Gongalves et al., (2019), como também relatado
anteriormente em Gimeno et al., (2009) para tangerina, que a sinalizagéo de etileno em
citros € inibida pela seca.

Uma regulacdo negativa também foi observada para ‘Sunki Tropical’ em relagdo
ao gene AAO03, responsivo a sinalizacdo de ABA. O gene AAO3 desempenha um papel
critico na sintese do ABA, que auxilia a adaptacdo das plantas ao estresse hidrico,
sendo determinantes em folhas e sementes (Seo et al., 2000;2004; Zhang et al., 2016).
No entanto, numerosos genes responsivos a sinalizacdo do ABA, como CCD1, NCED3,
HVA22E, apresentaram-se induzidos em condicdes de seca nos dois genotipos de
tangerineiras ‘Sunki’ (Tabela S5 e S9 <https://doi.org/10.5281/zen0d0.3560655>).
Diante dos resultados, esse DEG atua como importante elemento na biossintese e

percepcdo do ABA.

Os DEGs relacionados a fotossintese foram mais reduzidos (75%) em ‘Sunki
Maravilha’ do que em ‘Sunki Tropical’ (66%), sugerindo que os processos relacionados
a fotossintese foram afetados pela condicéo de déficit hidrico, neste ultimo (Tabela S3 e
S7 <https://doi.org/10.5281/zen0do.3560655>). A regulacdo negativa de genes

associados ao aparato fotossintético € mais comum em gendtipos sensiveis, do que 0s
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tolerantes ao déficit, como relatado no perfil transcriptbmico de trevo vermelho em
condicBes de estresse hidrico, descrito por Yates et al. (2014). No entanto, Muthusamy
et al., (2016) analisando os transcritos de bananeira também em condigdes de déficit,
afirmou que isso pode variar, pois depende de véarios fatores, como sensibilidade ao
estresse e o tipo de espécie vegetal.

O déficit hidrico induziu a expressdo diferencial de TFs (Transcription Factors)
em ‘Sunki Maravilha’ (Tabela S5 <https://doi.org/10.5281/zen0d0.3560655>) e ‘Sunki
Tropical’(Tabela S9 <https://doi.org/10.5281/zen0do0.3560655>). Um total de 64 e 203

DEGs, respectivamente, relacionados aos TFs, foi identificado. Os TFs sdo criticos nas

respostas e toleréncia ao estresse por restricdo hidrica, pois estdo envolvidos na indugdo
ou n&o desses genes candidatos (Goncalves et al., 2019).

Os TFs codificados no presente estudo estdo distribuidos nas familias MYB,
AP2, bZIP e NF-Y. A maioria dos DEGs relacionados estdo com regulacao induzida em
condi¢des de déficit para ‘Sunki Maravilha’ e ‘Sunki Tropical’. MYB ¢ a maior familia
de TFs regulada pelo déficit hidrico nos dois gendtipos de tangerineiras, principalmente
em ‘Sunki Tropial’. Esses resultados estdo consistentes com estudos anteriores que
indicam que esses TFs sdo cruciais nas respostas das plantas em condicdes de estresse
hidrico (Muthusamy et al., 2016). No entanto, a familia bZIP s6 apresentou genes
codificados em ‘Sunki Maravilha’. Fatores de transcricdo desta familia foram
superexpressados em tabaco, que induziu tolerancia a seca em plantas transgénicas,
sendo considerado um gene candidato importante para o melhoramento molecular de
plantas tolerantes a seca (Huang et al., 2010).

Os TFs com regulagdao positiva da familia AP2 foram induzidos em ‘Sunki
Maravilha’ e ‘Sunki Tropical’. Em estudos com citros também foi observado o acimulo
de DEGs para esses TFs, que sdo capazes de aumentar a tolerancia das plantas em
relacdo ao estresse (Gongalves et al., 2019).

Segundo Muthusamy et al., (2016), em condicOes de seca, genotipos tolerantes
tendem a apresentar uma maior reducdo de TFs. Isso também foi observado em
gendtipos de sorgo tolerantes, investigado por Fracasso et al., (2016). Diante dos nossos
resultados os dois genotipos de tangerineiras, ‘Sunki Maravilha’ e ‘Sunki Tropical’,
apresentaram 78% e 81% dos TFs codificados reduzidos, respectivamente. Este

comportamento afirma as diferentes estratégias de sobrevivéncia a seca que as plantas
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citricas podem apresentar, concentrando-se em prevenir ou tolerar a desidratacdo
(Santana-Vieira et al., 2016).

Além dos TFs, varias proteinas kinases (PKs) também foram diferencialmente
expressas em resposta a condigdo de déficit hidrico em ‘Sunki Maravilha’ e ‘Sunki
Tropical’. Cinquenta e cinco ¢ 147 DEGs foram identificados para os gendtipos de
tangerineira ‘Sunki’, ‘Sunki Maravilha’ e ‘Sunki Tropical’, respectivamente, com a
maioria  deles apresentando regulacdo  negativa (Tabela S6 e S10
<https://doi.org/10.5281/zen0d0.3560655>) em resposta ao déficit hidrico. Os DEGs

down-regulados que codificam PKs em ‘Sunki Maravilha’(Tabela S6) e ‘Sunki

Tropical’(Tabela S10) s@o diferentes na sua maioria, o que indica a existéncia de vias
distintas de cascata de transducdo de estresse, assim como, observado nos genotipos
analisados por Muthusamy et al., (2016). Contudo, é amplamente reconhecido que as
PKs estdo envolvidas em vias de transducdo de sinal nas respostas abidticas ao estresse,
a exemplo da via de percepg¢do dos sinais de estresse, fosforilacdo de proteinas, por isso,
podem considera-las alternativas de genes candidatos a tolerancia ao déficit hidrico em

citros.

CONCLUSAO

O perfil transcriptomico analisado neste estudo avanca nossa compreensdo da
biologia das plantas citricas em condigBes de déficit hidrico, contribuindo para a
expansdo da base molecular, com diferentes alternativas de porta — enxertos, como
‘Sunki Maravilha’ e Sunki Tropical’, que com base nos nossos resultados assumem
diferentes estratégias de sobrevivéncia a seca. Os resultados do transcriptoma dos porta-
enxertos ‘Sunki Maravilha’ e ‘Sunki Tropical’ foram funcionalmente diversos e quanto
a suas respostas em relacdo as fungGes no metabolismo, respostas celulares, regulagéo e
respectivas proteinas com alta interacdo envolvidas em processos bioldgicos,
diferencialmente expressos durante a imposicdao do déficit hidrico. A tolerancia a seca
induzida pelos porta-enxertos inclui respostas positivas de genes relacionados a
processos antioxidantes, biossintese do ABA, proteinas associadas ao desenvolvimento
de raizes, metabolismo de parede celular, sinalizagdo de TFs e PKs. Além disso, genes
responsivos ao metabolismo de carboidratos, respostas aos estresses bidticos e
abioticos. Com isso, podemos afirmar que a ‘Sunki Maravilha’ quando exposta ao
déficit hidrico tende a tolerar a desidratacao e ‘Sunki Tropical’ a evitar a desidratagdo
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causada pela seca. Investigacbes futuras para explorar o potencial dos genes
diferencialmente expressos desse estudo fazem-se necessarias, a fim de elucidar seus
papéis funcionais e contribuir para 0 melhoramento genético dos citros e expansdo da

cultura.
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Figura Suplementar 1: Analise de componentes principais (PCA) que confirmam a reprodutibilidade do
sequenciamento. A — representa as réplicas bioldgicas de ‘Sunki Tropical’ nos tratamentos controle e no

déficit hidrico; B — representa ‘Sunki Maravilha’ nos tratamentos controle e déficit hidrico e suas
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respectivas réplicas. Os componentes principais (PC1 e PC2) sdo mostrados com a porcentagem de

variancia que explica a variagdo encontrada nos diferentes tratamentos.
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Figura Suplementar 2: Analises de Processos Biologicos (A) e Fungdes Moleculares (B) em ‘Sunki

Tropical’ quando comparados & ‘Sunki Maravilha’ ambos em condigdes de deficiéncia hidrica (WD),
utilizou — se o software BLAST2GO.
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Maravilha’ quando comparados a ‘Sunki Tropical’ ambos em condi¢des de deficiéncia hidrica (WD),
utilizou — se o software BLAST2GO.
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CAPITULO 3

Bases epigenéticas envolvidas no estresse por seca em plantas: um olhar
sistematico
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Resumo: A seca é considera um fator de estresse abiotico multidimensional. Para
tolerar a desidratacdo, as plantas fazem uso de mecanismos fisiologicos e,
principalmente moleculares. ExposicOes recorrentes a essas condi¢cdes permitem que as
plantas respondam mais rapido a um novo estresse (em comparacdo com plantas que
ndo foram previamente expostas), por meio de mudancas adaptativas nos padrdes de
expressdo génica, evidenciando sua capacidade de “memodria” e consequentemente
adaptacdo as mudancas ambientais. O envolvimento das bases epigenéticas como
efeitos responsivos das plantas em condigdes de seca e seu papel na “memoria” do
estresse em plantas foi investigado por meio de uma revisdo sistematica. As buscas
foram feitas em trés bancos de dados:Scopus, PubMed e Web Of Science. A revisédo
sistematica foi conduzida com auxilio do software StArt (versdo 3.3), e um protocolo
previamente estabelecido com critérios de inclusdo e exclusao de estudos foi utilizado.
A revisdo sistematica permitiu compreender que 0s mecanismos epigenéticos conferem
tolerncia a seca e que eles estdo envolvidos na “memoria” do estresse transgeracional
em plantas. No entanto, novas pesquisas com 0 uso de técnicas metodolégicas devem
ser direcionados a compreensdo do papel dos ncRNAs como mecanismos epigenéticos,
além de tentar elucidar as questbes vinculadas a herdabilidade e estabilidade dessas
modificagOes epigenéticas induzidas pela seca.

Palavras — chave: Epigenética; memdria do estresse; tolerdncia a seca, revisao

sistematica.
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INTRODUCAO

As plantas sdo organismos sésseis que estdo expostas frequentemente a
diferentes estressores ambientais, sejam bidticos ou abiodticos. Elas buscam
sobrevivéncia a partir da modulagdo da maquinaria fisiologica e molecular, que envolve
vias metabolicas, fatores de transcricdo e regulagdo da expressdo génica (Rabara et al.,
2014; Gayacharam e Jadel, 2013).

A restricdo hidrica, caracterizada pela seca, € um dos principais fatores
abioticos que tem limitado o desenvolvimento dos vegetais e consequentemente a
producgdo agricola mundial. Diante do atual cenério das mudangas climaticas globais,
espera-se que essa restricdo aumente em intensidade, frequéncia e extensdo geogréafica
(Farooq, et al., 2012; Gongalves et al,. 2019).

Para tolerar a seca, as plantas ativam mecanismos fisiol6gicos, bioquimicos e
moleculares complexos, que sdo controlados por mdaltiplos genes induzidos pela
desidratacdo (Abid et al., 2017).

Nos ultimos anos, estudos tem destacado o envolvimento de mecanismos
epigenéticos nas respostas das plantas ao estresse bidtico e/ou abioético (Liu et al.,
2015). Esses mecanismos sdo caracterizados por marcas quimicas que regulam a
expressao génica sem alterar a sequéncia nucleotidica do DNA. Metilacdo no DNA,
modificacdo de histonas, regulacdo da cromatina e RNA ndo codificadores (nRNAS),
s80 processos descritos como mecanismos epigenéticos (Meyer, 2015; Crisp et al.,
2016).

Embora, outros mecanismos estejam subjacentes as respostas das plantas aos
efeitos ambientais, 0s mecanismos epigenéticos sdo considerados principais candidatos,
devido o seu potencial de sensibilidade ambiental (Dowen et al. 2012 ).

As condicOes ambientais estressoras que elicitam as plantas, a exemplo da seca,
oscilam quanto a frequéncia, intensidade e duracdo. Isso exige uma capacidade
adaptativa, que a longo ou curto prazo, as plantas podem mostrar como uma “memoria”
responsiva ao estresse (Lafon — Placette et al., 2017; Morgado et al., 2017).
Curiosamente, estudos tem demonstrado que essa “memoria” do estresse em plantas ¢
mediada por mecanismos epigenéticos. No entanto, ainda ndo esta claro se ou como 0s
mecanismos epigenéticos estdo envolvidos no efeito de “memoria” seja ela

transgeracional ou de curta duracdo (Pecinka e Scheid 2012).
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O apoio empirico a essa hipotese permanece escasso, 0 que faz necessario uma
ampla pesquisa na literatura para preencher lacunas, a fim de ofertarem novas
compreensdes. Sendo assim, esse artigo contribui para esse desafio através de uma
revisdo sistematica.

A revisdo sistematica € uma estratégia que permite compilar e sistematizar
pesquisas depositadas em bancos de dados, a fim de analisar o estado da arte sobre um
determinado assunto, gerando novas conclusdes e perspectivas (Santos et al., 2018). No
presente trabalho foi realizada a primeira revisao sistematica cujo objetivo principal é
compreender as bases epigenéticas envolvidas na tolerncia a seca e na “memoria” do

estresse em plantas.

MATERIAIS E METODOS

O software State of the Art by Systematic Review - StArt (versdo 3.3),
desenvolvido pela Universidade Federal de Séo Carlos (UFSCar) foi utilizado para
realizar a revisdo sistematica, composta em trés etapas: Planejamento, Execucdo e
Sumarizacdo (Figura 1). Abaixo segue as descri¢cdes das etapas.

Systematic Review ‘

‘ I. Planning ‘ ‘ I1. Executin ] ‘ II1. Summarization

Search: Selected
etgoa Databases Grapbhs, tables and

Set protocol flowcharts
Title

Selection: Search in
titles, summaries and

Research Questions keywords

Key words; Discuss the results
Extraction: Data that

Define search strings; answer research

questions only in articles
Inclusion and Exclusion selected in the Selection
Criteria; step

Figura 1: Esquema apresentando o resumo das etapas para execucao da revisdo sistematica com o uso do
software StArt (versdo 3.3).

I. Planejamento: Nesta etapa 0 objetivo da revisdo sistematica foi definido para
que o protocolo, que funciona como um guia da revisdo sistematica, fosse estabelecido.
Neste protocolo (https://doi.org/10.5281/zenod0.3558765) foram definidos titulos,
questBes de pesquisas, palavras — chave, ‘strings de busca’ e os critérios de inclusdo e
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exclusdo dos estudos. A revisdo sistematica sintetizou as referéncias coletando dados
sobre as perguntas apresentadas na Tabela 1, a fim de entender e solucionar o0s
problemas relacionados a essa revisao.

Tabela 1: Questdes formuladas e utilizadas na pesquisa da revisdo sistematica com o software StArt
(versdo 3.3).

Research Questions

What are the epigenetic bases involved in the memory of stress caused

1 .
Q by water deficitin plants?
Q2 What are the main species studied?
a3 Where were the main studies related to water deficit tolerance based
on epigenetic mechanisms?
Q4 Which epigenetic components confer drought tolerance on plants?
Qs Do epigenetic components confer stress memory in plants?

Il. Execucdo: Foram selecionados previamente os seguintes bancos de dados:
Scopus, PubMed e Web Of Science. A selecdo se baseou no melhor espectro de
trabalhos selecionados. A busca automatica nos bancos de dados foi realizada com base
em trés strings de busca (Figura 2). Para torna as buscas mais expressivas, conectores
booleanos, como o AND foi utilizado, a fim de agrupar as partes principais da pesquisa.

A pesquisa automatica nas bases de dados buscou nos estudos os temas centrais
da revisdo a partir dos titulos, resumos e palavras — chave. Os resultados foram

importados no formato BIBTEX, compativel com o software StArt.

Search Strings

"epigenetic" AND "drought tolerance*; "epigenetic" AND “water deficit”;
"epigenetic" AND “drought stress”.

Figura 2: Strings de busca utilizadas nas bases de dados para selecionar os estudos da revisdo
sistematica.

Os artigos selecionados e importados para o software StArt, passaram por uma
nova selecdo com base nos critérios de inclusdo e exclusdo (Tabela 2) da revisao

sistematica, e também por uma classificacdo que usa como critérios: aceitar, rejeitar ou
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excluir (por esta duplicado) os artigos, determinada pelo StArt. Considerando apenas 0s
trabalhos aceitos na etapa de selecdo foi possivel iniciar a etapa de extracdo, que se
baseia numa leitura integra dos estudos buscando respostas paras as questdes de

pesquisas, visando a construcdo da revisdo sistematica.

Tabela 2: Critérios estabelecidos e utilizados para incluir ou excluir estudos no processo da
revisdo sistematica.

Inclusion criteria Exclusion Criteria
Papers in English; Theses, dissertations, reports or manuals;
Primary papers; Review papers;
Papers that have search strings in the Papers that are not aligned with the
title, summary, or keywords; objective of the systematic review.
Papers that are aligned with the
objective of the systematic review.

I1l. Sumarizacdo: Nesta etapa final os resultados sdo compilados, analisados e
sumarizados em tabelas, fluxogramas, graficos, nuvem de palavras para compor a
revisdo sistematica.

RESULTADOS

As strings de busca foram eficientes para selecionar um total de 408 artigos nas
bases de dados (Figura 3 A). A base de dados Web Of Science contribuiu com 56% de
artigos para esta revisdo, seguido das bases Scopus e PubMed com 30% e 14%,
respectivamente (Figura 3B). A string com mais eficiéncia de busca nas trés bases de
dados foi “epigenetic” AND “drought stress”, que compilou 76, 34 e¢ 114 estudos na
Scopus, Pub Med e Web Of Science, respectivamente (Figura 3 A).
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Total Articles (n=408 )
:é Data base
= Scopus ( n=42"+ 21"+ 76" = 139)
g PubMed (n=22"+ 10™" + 34%%* = 66)
‘Web of Science (n=57"+ 32"+ 114" = 260) = Scopus
56%._ PubMed
= . . = Web of Science
2 Excluded articles based on titles,
§ € > keywords, and abstract
o] (n=345)
@
N
H i .
£ Articles accessed for data Excluded articles based Articles Status
g extraction (n=63) —> | on exclusion criteria
= (n=22) 20%
= %
3 m Accepted
Rejected
h ® Duplicates

Articles included for qualitative and quantitative analysis

(n=41) _49%

Figura 3: Sistematizacdo dos estudos selecionados (A); Frequéncia de estudos por base de dados (B);
Estudos classificados conforme critérios do software StArt (C).

Os 408 artigos foram importados para o programa StArt e na etapa de selecdo
foram excluidos 80% desses artigos, com base nos titulos, resumos e palavras — chave.
Os artigos excluidos foram classificados como rejeitados (49%) e duplicados (31%)
(Figura 3 C). Sendo assim, 63 artigos (20%) foram aceitos e selecionados para a etapa
de extracdo dos dados, que com base nos critérios de inclusdo e exclusdo, foram
classificados 41 artigos para a construcdo da revisdo  sistematica
(https://doi.org/10.5281/zenodo.3558759). O total de estudos que foram importados
para 0 StArt, abrangeram publicacbes dos anos 1998 a 2019, variando no numero de

estudo conforme mostrado na Figura 4.
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Figura 4: Frequéncia do total dos estudos primarios (408) por ano importados para o Software StArt.

A Figura 5 representa a frequéncia das principais palavras que apareceram nos

estudos selecionados para a fase de extracdo. A nuvem de palavras considera palavras

do titulo, palavras-chave e resumos dos artigos. Os tamanhos das palavras variam de

acordo com sua frequéncia e representatividade nos estudos, isto convalida a eficiéncia

dos estudos selecionados para extrair as respostas para a revisdo sistematica.
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Figura 5: Nuvem de palavras com base nos artigos selecionados para fase de extracdo dos dados.

A frequéncia das principais espécies estudadas nos 41 artigos selecionados esta

representada na Figura 6 A. As espécies vegetais com frequéncia mais alta, submetidas
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a condicdes de deficiéncia hidrica, visando entender seus comportamentos epigenéticos,
sdo as de maior importancia econdbmica como Oryza sativa estudada em 12% dos
estudos, Citrus, Triticum aestivum, Populus, Vitis vinifera L., investigadas em 2%, 5%,
9% e 5%, respectivamente, como também plantas modelos como a Arabidopsis (7%) e

Solanum lycopersicum (7%).

Acer pseudoplatanus L.
W Lolium perennen
Trifolium repens
Vicia faba L.
Pisum sativum L.
W _4rabidopsis
B Boechera stricta
m Brassica napus
u Citrus
Eragrostis curvula
B Fraxinus
" Gossypium algodio
°  mHordeum vulgare
m.Ipomoea batatas
Macrotyloma uniflorum
u Malus
B Oryzasativa L.
Polygonum persicaria
Populus
Sesamum indicum
W .Solanum Iycopersicum
2% 2% ° ® Taraxacum hemicyclum
Trifolium repens
Triticum aestivim
m Vifis vinifera L.

Greenhouse
In vitro
43% m Field
® Glasshouse
Growth chamber
E Laboratory

® Not applicable

5%

12%

Figura 6: Frequéncia das espécies mais utilizadas nos estudos extraidos (A); Frequéncia de ambientes de
estudo para aplicagdo do déficit hidrico (B).

Os experimentos nos quais foram testadas as condicdes de déficit hidrico se
concentraram principalmente em casa de vegetacdo, ambiente experimental presente em
43% do total dos 41 estudos analisados. Outros ambientes controlados como, estufa e
camara de crescimento, apresentaram frequéncia de 23% e 11%, respectivamente, nos
estudos. Poucos experimentos em campo foram realizados (Figura 6 B).A maioria das
pesquisas foi desenvolvida na China, aproximadamente 35% do total de 41 estudos,
seguido da Argentina, Estados Unidos da América, India, Franca e Brasil, com 13%,
10%, 8%, 5% e 3% (Figura 7).
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Figura 7: Principais paises que produzem estudos sobre a seca associada aos mecanismos epigenéticos.

As bases epigenéticas mais exploradas nos estudos selecionados séo expostas na

Figura 8. Um percentual de 88,3% dos artigos investigam a metilacdo do DNA para

identificar respostas relacionadas a seca e a memoria do estresse e/ou transgeracional.

Seguido da modificacdo da cromatina e acetilacdo de histonas com 4,5%. O mecanismo

pouco explorado em buscas dessas respostas foi 0 RNA ndo codificantes (ncCRNA)

associados aos mecanismos epigenéticos, com 2,3% de frequéncia no total de estudos.

Esses mecanismos sdo investigados com intencdo de entendé-los e relaciona-los ao

estresse em plantas por deficiéncia hidrica, alguns desses estudos também associaram 0s

mecanismos epigenéticos a uma possivel memaria do estresse nas plantas.
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Figura 8: Frequéncia dos mecanismos epigenéticos mais abordados nos estudos para identificacdo de
respostas relacionadas a seca e a memdria do estresse e/ou transgeracional.

O método mais utilizado para entender os mecanismos epigenéticos frente as
respostas envolvidas na tolerancia a seca das plantas e possivel desenvolvimento de
memoria do estresse foi a técnica MSAP (Amplificacdo de Polimorfismos Sensivel a
Metilacdo) com 36,4% no total de 41 estudos (Figura 9).
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Figura 9: Frequéncia das principais técnicas para identificar marcas epigenéticas. Bissulfito; ChiP
(Imunopreciptagdo de Cromatina); CRED-RA (Digestdo por Enzima de Restricdo Acoplada e
Amplificacdo Aleatdria); MSAP (Amplificacdo de Polimorfismo Sensivel a Metilagdo); Sequenciamento
do Metiloma; SANGER (Método de Sequenciamento Sanger); HPLC (Cromatografia Liquida de Alta
eficiéncia); MS — AFLPS (Amplificagdo de Polimorfismo Sensivel a Metilagdo por marcador AFLP).

Métodos de sequenciamento do Metiloma (19,2%) também apresentou
frequéncia bem acentuada entre os estudos, seguido do Bisulfito com 17,3% e
Imunuprecipitacdo de cromatina (ChiP), 15,4%. Os demais métodos aplicados como:
sequenciamento por SANGER, HPLC, CRED-RA, sequenciamento de Small RNA e
MS — AFLPs, apresentaram frequéncia de 3,8 % e 2% (Figura 9).

Os estudos que analisaram expressdo génica representam 58,5% do total, estes
associaram a expressao diferencial de alguns genes (Tabela 3) aos mecanismos
epigenéticos. A maioria dos genes listados na Tabela 3 estdo envolvidos em respostas a

tolerancia a seca.
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Tabela 3: Genes responsivos a tolerancia a seca que apresentam expressao diferencial associada
mecanismos epigenéticos.

aos

Genes Functions regulated by drought associated epigenetic mechanisms Authors
A402
NCED3 Involved in Abscisic Acid Biosynthesis (ABA) Colaneri etal., 2013
ABAl

AF063227.1

Involved in water stress responses with retrotransposon function

Tang et al, 2014

AJ335884.1 Potentially drought related retroposson function Bhardwaj et al., 2013
AREB1 Drought related transcription factor Lietal, 2018

Asrd Desiccation stress inducer and LEA superfamily protein coder Gonzalez etal., 2013
Asrl Desiccation stress inducer and LEA superfamily protein coder Gonzalez etal., 2011
C3H

PHD

MYB Transcription Factor Related to Water Stress Responses Liang et al. 2014
ARF

bZIP

Changwul34 Related to Abiotic Stress Responses Feietal., 2017

CHI 241 Related to signal transduction Labra et al., 2014

DQ776899.1

Binding factor responsive to dehydration 1 (cbf-1),

Bhardwaj etal., 2013

FmaCO
FmaEFIA

Growth and metabolism related Zeng etal., 2014
FmaHSP70
FmalVRKY2
HSP17 Heat Shock Protein, involved in drought responses Temel etal., 2017
LE4 Related to dehydration responsive element binding protein. Li- Cong etal, 2017

LOC_01g03040

Responsive to drought, protein expression

Shaik etal., 2012

LOC 04g41340

Drought responsive

Shaik etal, 2012

LOC_10g10180

Responsive to drought, methyltransferase domain

Shaik etal., 2012

LOC 0s02¢24190

Involved in stress response

Zheng etal., 2013

LOC_0s03244380

Involved in stress response

Zheng etal., 2013

LOC 0s03g44380

Involved in ABA biosynthesis and drought response

Zheng etal., 2013

LOC_0s03g50210

Involved in stress response

Zheng etal., 2013

LOC 0s03g37790

Involved in stress response

Zheng etal., 2013

LOC Os05g49100

Involved in stress response

Zheng etal., 2013

LOC_0s07¢32880

Responsive to drought, ATP synthase gamma chain.

Shaik etal., 2012

LOC 0s12g07810

Involved in stress response

Zheng etal., 2013

MYBRI

i;ifl Transcription factors involved in physiological and biochemical stress responses Colaneri etal., 2013
HSF4

NAC Stress responsive Wang etal. 2016

NCED Responsive in Abscisic Acid Biosynthesis De Giovanni et al, 2015
PrrNACO006

PurNAC007 Drought responsive Lietal, 2018
PtrNACI120

RING-H2, Response to water stress Lafon-Placette etal. 2018

LOC Os03g12290

Drought tolerance related

Zheng etal., 2017

TaGAPCI Related to osmotic and NaCl stress responses Feietal, 2017
VfCDPK
Lox . ,

- Potentially drought-related Abid etal., 2017
V4BC
VfGH
IWRKY Multistress regulated transcription factor Wang etal., 2016

XM 0035673341

Responsive to water stress

Tang et al, 2014

XM _003580827.1

Responsive to water stress, regulating peroxidase expression

Tang et al., 2014

Zhengyinl

Related to Abiotic Stress Responses

Feietal, 2017
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Apenas um artigo desta revisdo apresentou processos bioldgicos ou funcdes
moleculares afetados pelos mecanismos epigenéticos metilagdo ou desmetilacdo do
DNA, associados aos Small RNAs em plantas sob condi¢éo de seca, esses processos séo

listados na Tabela 4.

Tabela 4: Genes Ontology com processos biologicos e moleculares enriquecidos afetados por
mecanismos epigenético em plantas em condigdes de seca.

GOid Term Author

o Morgado etal., 2017
G0O:0009414 Response to water deprivation

GO:0009751 Response to salicylic acid

GO:0009862 Systemic acquired resistance, salicylic ...

G0O:0009725 Response to hormone

GO:0009755 Hormone-mediated signaling pathway

GO:0009914 Hormone transport

GO:0006950 Response to stress

G0O:0080134 Regulation of response to stress

GO:0080136 Priming of cellular response to stress

GO:0009628 Response to abiotic stimulus

GO:0009611 Response to wounding

De acordo com os 41lestudos analisados nesta revisdo, 97,7% afirmaram que os
componentes epigenéticos conferem tolerancia as plantas em condicfes de déficit
hidrico. Apenas 17% dos estudos citaram sobre a “memoria” do estresse em plantas, no
entanto, 39% relacionaram a “memoria” transgeracional em plantas com mecanismos
epigenéticos, 46,3% dos estudos relacionaram o envolvimento dos mecanismos

epigenéticos na “memoria” em plantas (Figura 10).

121



Epigenia gives plants "memory" 46,3%
=) o v

Stress "memory" - 17%

Transgenerational "memory" _ 39%

Figura 9: Frequéncia dos estudos com base no total dos 41 selecionados para a reviséo sistematica.

DISCUSSAO

Esta revisdo sistematica apresenta dados compilados de artigos que investigaram
0S mecanismos epigenéticos envolvidos no estresse por seca em plantas, onde sdo
reveladas novas compreensdes das bases epigenéticas como mecanismos de
sobrevivéncia das plantas em condi¢Oes de seca.

Os vegetais sdo frequentemente perturbados por diferentes estressores
ambientais e buscam a sobrevivéncia a partir de mudancgas na expressdo génica que
consequentemente modulam toda suas maquinarias (Gayacharam eJoel, 2013; Wang et
al. 2015). Com mudancas climaticas previstas, a seca tem se tornado um dos principais
fatores que afeta diretamente a homeostase das plantas e suas maltiplas funcionalidades,
principalmente aquelas de maiores interesses para a poducdo agricola mundial. E
esperado que a restricdo hidrica aumente em intensidade, frequéncia e extensdo
geogréfica, como resultados do aquecimento global (Farooq, et al., 2012; Gongalves et
al,. 2019).

Visto que, a limitacdo da &gua tornou-se a principal ameaca para o0 rendimento
das culturas em todo mundo, as principais espécies de plantas sistematizadas na
presente revisao, sdo plantas de cultivos de interesse agronémico, destacando, Oryza
sativa, Citrus, Triticum aestivum, Populus e Vitis vinifera L.,. Estudos com arroz (Wang
et al., 2010) afirmam que o estresse hidrico € a restricdo que mais limita a producao da

cultura na maioria dos sistemas alimentados por chuva no mundo. O comportamento de
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plantas modelos, frente a seca e aos mecanismos epigenéticos, também foram
analisados, a exemplo de Arabidopsis, que é uma planta primitiva que enfrenta os
estresses por escassez de &gua, desde que colonizaram o0s habitats (Gonzalez et al.,
2013). Sendo assim, entender e manipular a plasticidade do epigenoma das plantas sob
seca direcionara esforcos para aumentar a eficiéncia do uso do sistema agricola
mundial, e sistemas de conservacao frente as mudancas ambientais (Colaneri e Jones,
2013).

As espécies de plantas estudadas nas experimentacdes sofreram déficit hidrico
em ambiente controlado, como casa de vegetacao, estufa e cdmara de crescimento, onde
a suspencao da irrigacao é mais precisa, fazendo com que a taxa de transpiracéo exceda
a taxa de absorcdo de agua pelas raizes das plantas, o que caracteriza o déficit hidrico
(Moreno-Fonseca, 2009; Li et al., 2013). A imposicao de déficit hidrico em condi¢cbes
de campo foi pouco abordada, geralmente essa condicdo descreve melhor a realidade do
cultivo das plantas, no entanto, requer instalacGes experimentais onerosas (Santos et al.,
2018).

O déficit hidrico ja é um problema mundial, afetando diretamente os paises que
tem o setor agricola como base da enconomia, a exemplo da Unido Europeia, EUA e
Brasil (Guedes, 2009). Com base nisso, essa revisao detectou um viés geografico, visto
que os estudos analisados se concentraram amplamente na Asia, América do Norte e na
Europa, enquanto paises do continente Africano e América do Sul apresentaram poucas
pesquisas. Essa tendéncia pode ser explicada pela riqueza econdmica desses paises, que
podem direcionar pesquisas, a fim de solucionar suas principais probleméticas (Leimu e
Koricheva, 2005; Kettenring e Adams, 2011). Apenas um estudo, 2% do total de 41, foi
desenvolvido no Brasil (Neves et al., 2017), sendo que, as principais causas das perdas
na agricultura brasileira sdo por seca ou excesso de chuva (Guedes, 2009).

Estudos de diversos paises selecionados nesta revisdo abordam a metilacdo do
DNA como a principal base epigenética envolvida na tolerancia a seca e uma possivel
“memoria” das plantas, a qual apresentou maior frequéncia (88,3%). Isto,
provavelmente por ser o primeiro mecanismo epigenético descrito em plantas,
consequentemente o0 mais estudado (Abid et al.,, 2017). Law e Jacobsen (2010)
sugeriram que diferente dos outros mecanismos epigenéticos, a metilacdo do DNA pode
ser responsavel pela manutencdo da estabilidade do genoma, além de manter um padréo
especifico de expressao génica por meio da divisdo celular.
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A metilacdo do DNA ¢é caracterizada pelo adicionamento de grupamentos metis
(CH3) a posicao do carbono 5 do anel aromatico da citosina do DNA, que através da
acdo das metiltransferases de DNA (DNMT) formam a 5 metilcitosina (Abid et al.,
2017). As plantas apresentam metilagcdo na citosina em trés contextos de sequéncia: CG,
CHG e CHH (onde H = A, T ou C) (Law e Jacobsen, 2010; Sanchez e Mackenzie,
2016; Xu et al.,, 2018). Estudos tem confirmado que modificagbes no padrdo de
metilacdo do DNA em plantas alteram a expressdo de genes envolvidos em respostas
aos estresses por seca, como: em arroz (Wang et al., 2011; Zheng et al., 2013, 2014;
Garg et al., 2015), feijdo (Abid et al., 2017), citros (Neves et al., 2017), maca (Xu et al.,
2018) .

A seca é capaz de induzir alteracbes na metilacgio do DNA por meio da
hipometilacdo ou hipermetilacdo em varias espécies de vegetais, como apresentado em
estudos com cevada (Chwialkowska et al., 2016) e o azevém (Tang et al., 2014).
Gayacharan e Joel (2013). Analisando os gendtipos de arroz, foi observado que os
genétipos mais sensiveis & seca apresentam um nivel mais alto de metilagéo
(hipermetilacdo) do que os gendtipos de arroz tolerantes a seca (hipometilacdo). Esses
resultados corroboram os achados de Neves et al., (2017), que analisando gendtipos de
plantas citricas em condi¢des recorrentes de seca, afirmam que genotipos tolerantes
hipometilam seu DNA sob seca e os considerados susceptiveis hipermetilam.

Outras bases epigenéticas como acetilacdo da histona, modificacdo da cromatina
e ncRNA foram pouco estudadas, sendo assim, exigem mais pesquisas sobre esses
mecanismos, principalmente os associados ao ncRNA, que segundo 0S nOSSOS
resultados, apenas 2,3% dos artigos relataram.

Estudos desta revisdo, como o de Li et al., (2019), analisaram o residuo 9 de
lisina acetilada em todo o genoma do enriquecimento de histona H3 (H3K9ac)
em Populus trichocarpa sob condicdo de seca. Os resultados revelaram que os
elementos responsivos ao acido abscisico (ABA) nos promotores dos genes
PtrNACO06 , PtrNAC007 € PtrNAC120 em resposta a seca, tem expressdo diferencial
regulada por H3K9ac. Com isso podemos sugerir que 0 mecanismo epigenético,
acetilacdo da histona, mais precisamente a H3K9ac é um marcador epigenetico de
cromatina de ativacdo génica, como visto também outros trabalhos em outros
eucariotos, incluindo plantas (Kurdistani et al., 2004 ; Kouzarides, 2007 ; Shahbazian e
Grunstein, 2007, Li et al., 2019).
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O mecanismo epigenético, modificacdo na cromatina esteve presente em 4,5%
das pesquisas da presente revisdo. Em estudos feito com canola, Verkes e colaboradores
(2015) observaram que modificacbes na cromatina, ocorréncia de trimetilagdo da
histona 3 lisina — 4 (H3k4me3), estdo associadas a regulacdo da expressdo diferencial
génica como efeito do déficit hidrico. Os resultados mostraram que o enriquecimento
dessas modificagOes foram maiores em plantas de canola sob seca do que em relagdo ao
controle (plantas irrigadas), confirmando a relagéo da cromatina modificada (H3k4me3)
com o fator estressor do ambiente. Isto pode fornecer evidéncias para o uso de
episelecdes em futuros estudos, como também o uso desse mecanismo como marcas
preparatdrias para respostas mais eficientes e rapidas das plantas na percep¢do do
estresse.

Esforcos eficazes devem ser feitos para realizar novos estudos gque investiguem
como 0s RNA ndo codificadores (ncRNA) estdo associados as bases epigenéticas, visto
que nessa revisao sistematica foi possivel compilar apenas 2,3% de investigacfes que o
abordasse. Uma analise epigenémica realizada em tomate, mostrou a presenca de
metilacdo no contexto de sequéncia CHH (onde H = A, T ou C) concentrada
preferencialmente em elementos transponiveis e nos elementos repetitivos nao
codificadores, com isso foi possivel observar que juntos com as DRM2 (DNA
metiltransferases 2), pequenos RNAs interferentes mantinha as metilagdes do DNA no
contexto de sequéncia CHH (Gonzalez et al., 2011).

Analisando a “memoria” transgeracional em dente de ledo, Morgado et al., 2017,
também detectaram a influéncia dos small RNAs entre 0s genes responsivos ao estresse
por seca. O estudo ilustrara os small RNAs como um sinal epigenético que viajou entre
as geracdes de dente de ledo preservando respostas eficazes contra o estresse. As
principais bases epigenéticas supracitadas foram detectadas com o uso de técnicas como
a MSAP, Bissulfito, Sequenciamento do Metiloma e ChiP. As duas primeiras técnicas
apresentam custos mais baratos, a MSAP € caracterizada pelo uso de enzimas de
restricdo, sendo aplicada em estudos para deteccdo de metilacdo no genoma das plantas,
variacdo epigenética somaclonal, metilacdo de citosina durante varios estagios de
desenvolvimento e resisténcia a estresses bioticos e abidticos (Ashikawa, 2001 ; Sha et
al., 2005, Bednarek et al., 2017 ; Abid et al., 2017 ). No entanto, existem diferentes
abordagens para interpretacdo dos seus dados (Schulz et al., 2013 ; Fulnecek e Kovatik,
2014; Bednarek et al. 2017; Dossa et al., 2018), contudo, ndo é possivel a identificacdo
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do gene que sofre a modificacdo epigenética. O procedimento de bissulfito também é
detectado para identificar 5 - metilcitosinas, entretanto, estd técnica permite uma
resolucdo mais alta, pois é capaz de detectar todos os residuos de citosina do genoma da
planta (Gonzélez et al., 2011).

O sequenciamento do metiloma e a imunuprecipitacdo da cromatina (ChiP) sdo
técnicas bastante precisas, que detectam o gene que sofre as modificacBes epigenéticas,
sejam ela em nivel de DNA ou histonas, porém sdo bastante onerosas. Talvez por isso a
frequéncia de estudos que investiguem modificagbes na cromatina e estabelecam o
epigenoma de plantas em condigdes estressoras tenham sido tdo baixos na presente
sistematizacéo.

As marcas epigenéticas sdo oriundas de grupamentos quimicos como metil,
acetil, assim como ubiquitinas e fésforos, e quando atuam nas histonas, em regides da
cromatina ou do genoma, alteram a expressdo diferencial génica por influéncias
ambientais. Entretanto, a depender em regido génica que ocorre essas modificacdes, 0s
componentes epigenéticos podem conferir tolerancia as plantas (Niciura et al., 2014).

Mais de 50 genes candidatos foram indicados como potenciais marcadores
epigenéticos para tolerancia a seca nas espécies de plantas investigadas, genes que na
sua maioria apresentaram metilacdo ou acetilacdo na sua sequéncia. Os genes AAQO2,
NCED3, ABA1, envolvidos na biossintese do &cido abscisico (ABA), tiveram suas
funcBes reguladas pela metilagdo no DNA em Arabidopsis, sob condi¢bes de seca
(Colaneri e Jones, 2013). A expressdo de genes responsivos a seca em arroz, cComo
LOC_01g03040, LOC_04g41340, LOC_0s02g24190, LOC_0s03g44380, também
apresentaram regulacdo mediada pela metilacdo do DNA (Shaik e Ramakrishna, 2012;
Zheng et al., 2013). Genes relacionados aos fatores de transcri¢do, em condicdo de seca
apresentaram marcas epigenéticas que também modularam sua expressdo diferencial,
tais como C3H, MYB, ARF, bZIP, HSF4, WRKY (Colaneri e Jones, 2013; Liang et al.
2014;Wang et al., 2016).

Morgado et al., (2017) identificaram termos GO (Gene Ontolongy) para
geracOes de dente de ledo em ambiente de seca. Termos GO envolvidos em processos
biologicos e fungBes moleculares, a exemplo do GO:0009725 (Responsivos a
horménios), GO:0006950 (Resposta ao estresse), G0O:0080136 (Priming celular),
GO0:0009628 (resposta a estimulos abioticos) foram afetados por mecanismos
epigenéticos (metilagdo ou desmetilacdo) associados aos small RNAs. Foi observado
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que subconjuntos de genes que mostraram mudangas mais fortes na abundéncia de
small RNA foi significativamente enriquecidos por vérios termos de GO.

Ainda de acordo com Morgado et al., (2017), essas modificagdes podem mostrar
efeitos a longo prazo para as plantas em condi¢cdes estressoras e, em alguns casos, uma
“memoria” de estresse pode persistir por geragdes, possivelmente mediada por
mecanismos epigenéticos garantindo sua sobrevivéncia. No entanto, existem poucos
estudos documentados que abordem a “memoria’ de estresse ou “memoria” de efeitos
transgeracionais, além disso, ainda nédo esta claro se 0s mecanismos epigenéticos estdo
envolvidos ou como estariam envolvidos nos tipos de “memoria” em plantas.

No entanto, com base nos resultados dessa revisdo sistematica, as pesquisas
experimentais mostran que 0s mecanismos epigenéticos estdo sim relacionados a
“memoria” em plantas. No entanto, 39% os associaram a uma “memoria”
transgeracional e apenas 17% a “memoria” do estresse.

A “memoria” do estresse em plantas ¢ considerada mecanismos de detecgdo
elaborados, mediados por cascatas de sinalizacdo e redes de transcricdo de genes que
respondam a fatores estressores ambientais. Um dos mais conhecidos sistema de
“memoria” do estresse em plantas € o priming, termo anteriormente utilizados apenas
para lembrar eventos passados causados por patdgenos, e que atualmente se estendeu
para qualquer tipo de estresse, seja bidtico ou abidtico (Yamaguchi-Shinozaki e
Shinozaki 2005; Fu e Dong 2013; Kinoshita e Seki, 2014). Dessa forma, lembrar
(priming) de perturbag6es passadas e usar 0s mecanismos armazenados para se adaptar
a novos desafios, € bastante vantajoso para as plantas (Kinoshita e Seki, 2014).

O priming iré atuar em niveis fenotipicos das plantas, sem introduzir alteragdes
nas sequéncias do DNA, portanto é considerado um evento reversivel e de duracdo
curta, podendo variar de dias a semanas (Ld&mke e Baurle, 2017). Para todos 0s casos
que tentam relacionar a “memoria” do estresse a efeitos epigenéticos, uma base
epigenética deve ser confirmada. Considerando o conceito que os fenémenos
epigenéticos sdo reversiveis e hereditarios, por meio das divisGes celulares, sem
alteracdo na sequéncia do DNA, nossa revisao sistematica identificou que os 17% dos
estudos que trataram de “memoria” do estresse ndo analisaram sequéncia de geragdes,
apenas se basearam nas respostas induzidas pela seca para admitir que a sobrevivéncia
das plantas ao ambiente estressor esta relacionada com a “memoria” do estresse
possivelmente induzida pelos mecanismos epigenéticos analisados (Shaik e
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Ramakrishna, 2012; De Giovanni et al., 2015; Wang et al., 2016; Neves et al., 2017;
Marfil et al., 2019).

Embora diferentes mecanismos possam estar subjacentes a “memoria” de
estresse das plantas gerada pelos efeitos ambientais, € possivel que esse efeito do
estresse induzido por mecanismos epigenéticos, seja uma “memoria” transgeracional,
devido a capacidade dos mecanismos epigenéticos serem potencialmente sensiveis ao
ambiente e hereditario (Dowen et al. 2012; Cortijo et al., 2014; Crisp et al. 2016 ;).

Um exemplo da “memoria” ao estresse transgeracional foi apresentando por
Morgado et al., (2017), onde foram analisadas geracdes de dente-de-ledo apomiticos
em condi¢cOes de seca. A prole da primeira geracdo de plantas expostas ao estresse
apresentaram fendtipos modificados e diferentes perfis de metilacdo do DNA, sugerindo
potencial para heranca epigenética transgeracional induzida pelo ambiente.

Gonzalez et al., (2018) com base nas suas observacdes afirmaram que a variacdo
epigenética estd pelo menos, parcialmente envolvida nos efeitos transgeracionais
investigados. O estudo feito com Trifoluim repens sob cinco tipos de ambientes
estressores, entre eles, contaminacdo no solo, competicdo acima do solo e seca,
associados a cinco genotipos e suas geracdes, apresentaram como resultados que 0s
efeitos transgeracionais sdo gendtipo — especifico para esta espécie, e que as alteracdes
nas metilacbes do DNA foram induzidas pelo ambiente e herdavel, mediando os efeitos
transgeracionais. Além disso, também concluiram pela analise da variacdo da metilacédo
do genoma que a seca foi um dos ambientes estressores que desencadeou 0 TGE mais
forte.

Usando tratamentos de restri¢do hidrica em Arabidopsis thaliana, Ganguly et al.,
(2017) investigaram o metiloma dessas plantas dentro de uma geracdo e por secas
sucessivas em cinco geracbes. E mostrado no estudo que, embora os epialelos
associados a seca no metiloma foram detectados dentro de uma geracao, eles ndo se
correlacionaram totalmente com a expressdao de genes responsivos a seca. De seis
caracteristicas analisadas quanto a “memoria” do estresse transgeracional, as geracdes
descendentes de linhagens estressadas por seca mostraram um efeito de “memoria” em
relacdo ao aumento da dorméncia das sementes que persistiu em uma gera¢do ndo
estressada. Para eles, apesar do grande interesse na “memoria” do estresse em plantas,
como um potencial substancial para melhorar a agricultura, ainda faz-se necessario
novas investigacoes.
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CONCLUSOES

Esta revisdo fornece novos insights sobre os impactos da seca no comportamento
molecular responsivos de alguns vegetais. Além disso, apresentamos que 0s
mecanismos epigenéticos conferem tolerdncia & seca e que sdo um dos fatores
moleculares que induz a “memoria” do estresse transgeracional em plantas. No entanto,
a fim de obter uma melhor compreensdo da herdabilidade e estabilidade dessas
modificacdes epigenéticas induzidas pela seca, sera necessario empregar metodologias
avancadas em estudos futuros, a fim de que seja possivel responder sobre qual o papel
das tensdes ambientais na adaptacdo e evolugdo dos mecanismos epigenéticos em
plantas.

Essa revisdo sistematica destacou 0 que existe de mais avancada no estudo da
memoria génica relacionada ao estresse. Além disso, também apresentou lacunas que
podem direcionar pesquisas futuras a exemplo da necessidade de explorar mais o
envolvimento dos ncRNAs nas bases epigenéticas, como fator responsivo a tolerancia a
seca em plantas; e do direcionamento de esforcos para o uso dos genes ja identificados

na regulacdo das marcas epigenéticas, em cunho biotecnoldgicos.
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CONCLUSOES GERAIS

A restricdo hidrica recorrente induz metilacdes no DNA da copa Limeira acida
‘Tahiti’ quando enxertada em limdo ‘Cravo’ e ‘Sunki Maravilha’, hipometilando e
hipermetilando, respectivamente, seu genoma;

As modificacbes epigenética, bem como a eficiéncia do sistema antioxidativo
enzimaticos das plantas citricas, desencadeadas por seca recorrente, podem preparar as
plantas para exposicOes futuras de restri¢do hidrica;

Os porta-enxertos ‘Sunki Maravilha’ e ‘Sunki Tropical’ mostraram-Se COmo
alternativas de porta-enxertos para diversificacdo dos pomares de citros de regides
secas;

Os genes diferencialmente regulados por seca sdo genes candidatos a toleréncia
a seca que podem ser utilizados em trabalhos futuros para o melhoramento da
citricultura;

A “memoria” do estresse ou transgeracional em plantas sob condi¢des de seca
foi compreendida com a sistematizacdo de estudos primarios, bem como o

envolvimento das bases epigenéticas nesse efeito.
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