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RESUMO

A salinidade é um dos grandes problemas a ser enfrentado na agricultura atualmente,
tem provocado perdas consideraveis em todo mundo, principalmente lesando culturas em
regibes aridas e semi-aridas, com alto processo de evaporacao da agua superficial do solo,
fato que agrava ainda mais este processo. Outros fatores tambem podem ampliar a
salinizacdo dessas areas como a baixa precipitacdo, deplecdo das aguas subterraneas,
além de inadequadas praticas agricolas. A goiabeira, Psidium guajava L., € amplamente
cultivada em regides aridas e semiaridas. No Brasil, a regido nordeste é listada como a
maior produtora do pais, sendo assim evidente que o melhoramento da espécie para essa
condigdo é valioso. Em plantas, a familia de genes cinase SnRKs (subdividida em trés
subfamilias SNRK1, SnRK2 e SnRK3) é conhecida pela participacdo em diversas vias de
resposta e adaptacdo ao estresse abidtico, incluindo sinalizacdo por &cido abscisico
(abscisic acid — ABA), e sinalizacao por espécies reativas de oxigénio (reactive oxygen
species — ROS), regulacdo da homeostase idnica e o estresse oxidativo, sendo amplamente
indicadas como responsivos para a tolerancia ao estresse salino. Inicialmente foram
realizadas analises visando identificar e caracterizar sequencias de genes da familia dos
SnRKs no genoma de referéncia da espécie, e no draft de construido de duas cultivares
brasileiras Cortibel RM e Paluma no total foram identificados 53 genes nos dois genomas,
onde 16 foram compartilhados, 10 exclusivos no genoma de referéncia e 27 exclusivos
no draft. Dos quais 2 foram classificados como da subfamilia SnRK1, 38 da SnRK2 e 13
da SnRK3. Analises de estrutura genica revelaram de 7 e 8 éxons para 0s genes SnRK1,
de 3 a 26 éxons para 0s genes SNRk2 e de 1 a 15 éxons para 0s SnRK3. Investigacdes
dos motivos conservados, mostraram uma variacdo grande entre 0s grupos e 0s estudos
de expressdo génica, mostraram uma possivel diferenca de expressao entre as cultivares
com Cortibel RM com variagdes tecido especifico de genes expressos quanto a
subfamilia. Adicionalmente, em analise experimental verificou-se adequacdo do sistema
de hidroponia, porém sendo necessario o uso de mudas com o mesmo estadio de
desenvolvimento. Os demais estudos indicaram que o RNA extraido possui qualidade

para estudos de biologia molecular.
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1. INTRODUCAO GERAL.:

Psidium guajava L., a goiabeira, é a espécie de maior importancia econémica do
género Psidium (Myrtaceae) (MANI; MISHRA; THOMAS, 2011). Atualmente é
cultivada em varias regides tropicais e subtropicais do mundo para producao de frutos.
Os maiores produtores de goiaba sdo India, China, Tailandia, Paquistio, México,
Indonésia e Brasil, respectivamente (FAO, 2020). A fruta é proeminente na dieta tanto
em in natura como em sucos ou geleias (EVANGELISTA; VIEITES, 2006), sendo rica
em nutrientes e elementos funcionais, como antioxidantes, vitamina C, potassio e fibras
(NASEER et al., 2018). A espécie também & amplamente utilizada para fins medicinais
por suas propriedades cicatrizantes, antialérgicas, antidiabéticas, antidiarreicas,
antineoplésicas, antiinflamatorias e antimicrobianas (BONTEMPO et al., 2012; CHOI et
al., 2012; DUTTA; DAS, 2010; LINS et al, 2014, TELLA; MASOLA,;
MUKARATIRWA, 2019).

Psidium guajava é amplamente distribuida no globo, podendo ser cultivada com
sucesso em solos negligenciados, devido sua adaptabilidade e capacidade de dispersédo
(URQUIA etal., 2019). Por esse motivo também foi designada como 'a maga dos tropicos'
ou 'pobre fruto do homem" (NAKASONE and PAULL, 1998; Singh, 2007). A espécie
adapta-se em diferentes ambientes com potencial tolerancia a diferentes estresses bidticos
e abidticos. Isso evidencia o aumento da aptiddo da espécie para programas de
melhoramento, um fator importante para sua ecologia e demostrando potencial de uso em
programas de melhoramento para producéo e qualidade de frutos (SCHLICHTING 1986;
CANO et al. 2008).

Por se tratar de uma espécie amplamente cultivadas em regides aridas e
semidridas, a goiabeira é afetada por estresses abidticos, como o estresse salino. Essa
condicdo provoca perdas consideraveis na producdo, por afetar severamente o
desenvolvimento das plantas. Diversos fatores sdo agravantes para essas condicdes de
estresse, como o0 alto processo de evaporacdo da agua superficial do solo, a baixa
precipitacdo, a evaporacdo elevada das &guas superficiais, deplecdo das aguas
subterraneas e inadequadas praticas agricolas (CHAND et al., 2019). Este tipo de estresse
é um fator ambiental limitante da produtividade agricola (ASHRAF; HARRIS, 2004) e é
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definido como a situacdo de excesso de sais sollveis, sédio trocavel ou ambos, em
horizontes ou camada superficiais do solo, afetando o desenvolvimento vegetal
(RIBEIRO et al., 2009). Diante disso, o conhecimento da reacdo de diferentes genétipos
de goiabeiras em condicGes desfavoraveis e a identificacdo de fatores genéticos
relacionados a tolerancia ao estresse salino, sdo valiosos no desenvolvimento de

cultivares tolerantes ao estresse.

Para a tolerancia ao estresse salino, as plantas coordenam uma complexa via de
sinalizagdo, que incluem sensores de reconhecimento de estresse, proteinas, transdutores
de sinalizacdo, fatores de transcricdo, genes e metabolismo responsivo ao estresse,
resultante de varios mecanismos dependentes de interacdes morfoldgicas, fisioldgicas e
moleculares. Além de resposta complexas de estratégias adaptativas como regulacao
hormonal, alteracdo redox e controle epigenético de genes relacionados ao estresse (ZHU,
2016).

As plantas desenvolvem varios mecanismos de defesa moleculares para lidar com
estresses, sendo a regulacdo da expressao génica e a modificacao de proteinas de extrema
importancia para a tolerancia (BOHNERT et al., 2006). Os processos de fosforilacéo e
desfosforilacdo mediados por proteinas cinase desempenha papel crucial na modificacdo
de proteinas (HUNTER, 1995). Entre os genes envolvidos em diferentes processos
fisioldgicos relacionados a tolerancia a estresses abidticos em plantas estdo os de proteina
cinase relacionadas a sacarose ndo fermentadas (SnRKSs - sucrose non-fermenting 1-
related protein kinases) (HRABAK et al., 2003). As proteinas cinases constituem
importantes reguladores nas plantas, pois estdo envolvidas na deteccdo de sinais
ambientais por meio de proteinas receptoras de membrana que por sua vez ativam
diferentes proteinas ligadas as vias de fosforilacdo, que regulam a expressdo de genes
resistentes ao estresse a jusante (CAKMAK et al., 2012). A familia de genes SnRKs esta
relacionada a diversas vias responsivas ao estresse salino, como a via de espécies reativas
de oxigénio (reactive oxygen species — ROS) e acido abscisico (abscisic acid — ABA) e
a via SOS (Salt Overly Sensitive pathway), exclusiva de respostas provocadas pela
salinidade (XIONG; SCHUMAKER; ZHU, 2002).

A familia de genes SnRKs sdo participantes importantes de diversas vias que
respondem ao estresse salino em plantas como € descrito em diferentes culturas de
interesse agrondémico como Soja, Milho, Algodéo, Eucalipto. Genes SnRK2.3 e SnRK6.6

descritos em Zea mays, foram fortemente induzidos em estresse por NaCl (HUAI et al.,
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2008). Em Eucalyptus grandis genes como EgrSnRK2.2, EQrSnRK2.4, EgrSnRK2.5,
EgrSnRK3.2, EgrSnRK3.3, EgrSnRK3.5 e EgrSnRK3.18 foram fortemente induzidos
nas folhas e raiz em estresse por NaCl (WANG et al., 2019), mostrando o quanto a familia
de genes é importantes nas vias de respostas para a tolerancia ao estresse por salinidade.
A cultura da goiabeira é difundida em regides sabiamente afetadas por altos processos de
salinizacdo dos solos, porem o0s estudos sabre a tolerancia dessa espécie em ambientes
desse tipo sdo incipientes, dessa forma conhecer genes que atuam nesses diferentes
mecanismos de resposta ao estresse salino podem ajudar os programas de melhoramento

dessa espécie.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Gerar subsidios para o conhecimento de genes e mecanismos moleculares envolvidos

nas respostas ao estresse salino em goiabeira

2.2. Objetivos Especificos

e Anotar e caracterizar estrutural e filogeneticamente a familia de genes SnRks
em goiabeira e estudar aspectos de genémica, transcriptdmica e de SNPs nestes
genes em germoplasma brasileiro.

e Gerar informacdes sobre respostas morfolégicas e moleculares para goiabeiras
com diferentes niveis de tolerancia e sensibilidade ao estresse salino visando

padronizar experimentos para esse tipo de estresse em diferente cultivares.

3. REVISAO DE BIBLIOGRAFICA

3.1 Psidium guajava L.

A goiabeira (Psidium guajava L.) pertence ao género Psidium da familia
Myrtaceae, ocorre principalmente em regides tropicais e subtropicais do globo (MANI;
MISHRA; THOMAS, 2011). A cultura da goiabeira € de alta rentabilidade e capacidade
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de geracdo de empregos, permitindo agregar valor comercial nos seus produtos, o que €
importante para a sustentabilidade do meio rural. A frutifeira pode florescer e frutificar
em diferentes épocas do ano dependendo das condi¢Bes climéticas e do manejo,
permitindo a programacdo das colheitas ao longo do ano (RAMOS et al., 2010;
SERRANO et al., 2007).

No Brasil, a producdo de goiaba para consumo in natura teve impulso no inicio
da década de 70, principalmente com os fruticultores familiares de origem japonesa, nos
estados de Sdo Paulo e Rio de Janeiro, com a implantacdo do cultivo em pequenas areas
(WATANABE, 2009). Em 2018 cerca de 21.579 hectares foram destinados a cultura de
goiabeira no Brasil, com uma producdo de 578.608 toneladas de goiaba. A goiabeira é
cultivada em todas as regides brasileiras, mas a producdo de goiabas € mais expressiva
nos estados de Pernambuco, Sdo Paulo, Bahia, Parand e Ceara, com 200.042, 195.406,
61.936, 23.555, 18.280 toneladas ao ano, respectivamente (IBGE, 2018). A produtividade
é também liderada pelos estados Pernambuco e Sdo Paulo, seguidos por Parana, Distrito
Federal e Bahia, com 40.024, 29.455, 27.679, 27.523 e 26.189 quilogramas por hectare
respectivamente (IBGE, 2018). No Espirito Santo, a cultura da goiabeira para fins
comerciais iniciou-se na década de 90 nos municipios de Santa Teresa e S&o Roque do
Canad (COSTA; PACOVA, 2003). Em 2018, o estado possuia uma area plantada de 473

hectares, com uma producdo média de 9.226 toneladas anuais (IBGE, 2018).

A espécie, P. guajava, em multiplas avaliacBes tem apresentado um genoma
estavel diploide (2C =0.95 picogramas, 2n = 2x = 22 cromossomos) (TULER et al., 2019)
e conteudo de DNA estimado de 465 Mb por citometria de fluxo (MARQUES et al.,
2016). No Genbank (SAYERS et al., 2019) ha um genoma com 386 Mb da espécie
depositado (dados ndo publicados) e o cloroplasto de 158.841 bases caracterizado
estruturalmente (JO et al., 2016). Recentemente o genoma da espécie foi publicado com
443.8 Mb relatando a presenca de 25.601 genes (FENG et al., 2020). Dados de
transcriptoma da espécie também foram descritos consistindo em 84.206 genes
compreendendo 279.792 transcrigdes totais com um N50 de 3603 bp. Blast2GO atribuiu
anotacdo a 116.629 transcri¢oes e Pfam perfil HMM baseado em anotacGes de 140.061
transcritos com dominios de proteina (MITTAL et al., 2020). Outros dados de
transcriptoma estdo disponibilizados (BioProject: PRINA472130), mas ndo publicado
depositado no SRA (LEINONEN; SUGAWARA; SHUMWAY, 2011). CANAL (2019)
proveu um estudo a respeito da genémica da espécie. Estudo proveniente de dados de
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transcriptoma da espécie também foi publicado como forma de analises de grupos génicos

especificos, relacionados a sintese de acido ascorbico (FENG et al., 2020).

Considerando estudos gendmicos, Psidium guajava € uma a espécie que tem
muito a ser explorado de forma inovadora e como modelo, por se tratar de cultura perene
e pertencer a uma grande familia de plantas lenhosas dicotiledéneas, a familia Myrtaceae.
A espécie de maior quantidade de informacgdes dmicas disponiveis é Eucalyptus grandis,
por se tratar de uma espécie de grande importancia econdémica, que teve 0 seu genoma
publicado em 2014 (MYBURG et al., 2014) e foi utilizado como referéncia para outras
espécies na familia. Posteriormente, foi publicado o genoma de Metrosideros
polymorpha, uma espécie altamente polimdrfica, endémica do Havai (IZUNO et al.,
2016) e os outros como Corymbia, Leptospermum (THRIMAWITHANA et al., 2019).
Em decorréncia da publicacdo do genoma de E. grandis estudos relativos as familias
génicas foram publicados como: genes de resisténcia de tolerancia (CHRISTIE et al.,
2016), da biossintese de terpenos, da sintese de ligninas, bem como também foi
demonstrado uma grande quantidade de duplicacdes in tandem e de segmento de familias
multigénicas (L1 et al., 2018; CHRISTIE et al., 2016). Informac@es relevantes para o

estudo de outras espécies na familia como P. guajava.

Recentemente uma anotacdo estrutural do genoma de goiabeira foi publicado
tendo como base a cultivar “New Age” (FENG et al., 2020), outras duas cultivares
importantes e contrastantes no Brasil, Paluma e Cortibel RM, tiverem seus genomas
sequenciados e o draft obtido e a anotagdo estrutural e funcional realizada, bem como a
familia de genes de biossintese de terpenos caracterizada. Atualmente um banco de dados
estd sendo preparado para disponibilizacdo publica desses dados, estudos acerca do
transctiptoma por RNAseq de diferentes tecidos dessas cultivares também estdo em
processo finais de estruturagdo, o que pode permitir grandes avancos da caracterizacao
genética da espécie (CANAL, 2018; FERNANDES, 2020).

3.2 Estresse Salino em Plantas

A salinidade tem provocado perdas consideraveis na agricultura em todo mundo,
afetando severamente o desenvolvimento das plantas, lesando principalmente terras

cultivadas e irrigadas em regibes aridas e semi-aridas que possuem alto processo de
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evaporacdo da agua superficial do solo. Um dos fatores mais agravantes que levam a
salinidade incluem a baixa precipitacdo, a evaporacdo elevada das aguas superficiais,
deplecdo das aguas subterraneas, aléem de inadequadas praticas agricolas. Estima-se que
nos proximos 25 anos cerca de 30% da area cultivada no mundo esteja afetada pela
salinidade (CHAND et al., 2019).

O excesso de sais soluveis no solo é decorréncia de uma combinacdo de fatores
que podem ser climaticos, devido ou baixo indice pluviométrico e elevada taxa de
evapotranspiracdo; ou edaficos, devido a baixa capacidade de lixiviacdo dos sais e
presenca de camadas impermeaveis e de manejo do solo que estdo ligados a irrigacdo com
aguas salinizadas e ao uso excessivo de agroquimicos (GHAFOOR et al., 2004; QADIR;
OSTER, 2004; RIBEIRO, 2010).

Dentre os estresses abioticos em plantas, a salinidade apresenta grande destaque
por trazer prejuizos as propriedades fisicas e quimicas do solo, provoca a reducao
generalizada do crescimento das plantas cultivadas, acarretando em sérios danos a
atividade agricola (CAVALCANTE et al., 2010). A alta concentracao de sodio (Na*) de
um solo pode prejudicar diretamente as plantas além de degradar a estrutura do mesmo,
diminuindo a porosidade e a permeabilidade a agua (TAIZ et al., 2017). O aumento das
concentracdes de sais e sodio trocavel, ocasiona a reducéo da fertilidade do solo e, a longo
prazo, pode levar a desertificacdo (D’ALMEIDA et al., 2005).

A salinidade exerce efeitos de forma direta ou indireta, lenta ou brusca, total ou
parcial sobre o desenvolvimento e producdo das culturas. A alta salinidade nas plantas
afeta as plantas de varias maneiras: estresse por seca, toxicidade ibnica, desbalanco
nutricional, estresse oxidativo, alteraces de processos metabdlicos, desorganizacdo de
membrana e reducdo da divisdo e expansao celular (MUSCOLO et al., 2007, 2013). O
efeito da salinidade sobre as plantas € consequéncia de dois componentes do estresse
salino: (1) o componente osmotico, resultante da elevada concentragdo de solutos na
solucdo do solo, provocando um déficit hidrico pela redu¢do do potencial osmoético; (2)
0 componente ibnico, decorrente dos elevados teores de Na* e CI, e da alterada relagdo
K™ /Na" e outros nutrientes (MUNNS, 1993).

A salinidade pode afetar as plantas em duas fases, a primeira, o crescimento da
planta é afetado pelos sais que estdo no exterior da mesma e é regulado por sinalizagdo

proveniente da raiz, sobretudo por ABA. A segunda fase caracteriza-se pela reducdo do
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crescimento resultante do acumulo de sais no interior da planta. A causa desta injuria €
funcédo da elevada quantidade de sal absorvida, a qual ultrapassa a capacidade da planta
de compartimentalizacdo no vacuolo, com consequentemente aumento na concentragao
de sais no citoplasma e inibicdo de atividades de enzimas de varias rotas metabolicas
(WILLADINO et al., 1996).

Uma alteracdo metabdlica importante para as plantas sob condicGes de estresse é
0 aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) (FOYER; NOCTOR,
2005). A producdo de ROS é uma resposta primaria da planta ao estresse bidtico e
abiodtico, caracterizando um dano oxidativo (CHANDRU et al., 2003). O estresse salino
pode acarretar o acumulo excessivo de ROS nas células, especialmente o radical
superoxido (O2™), radical hidroxila (OH") e o perdxido de hidrogénio (H.02) (MOLLER
et al., 2007). Essas espécies reativas sdo subprodutos do metabolismo aerébico e
fotossintético e, em concentragdes compativeis com a homeostase redox celular sdo
componentes de diversas vias de sinalizacdo (FOYER; NOCTOR 2003). Entretanto, em
excesso causa danos oxidativos em proteinas, lipideos e acidos nucleicos, caracterizando
0 estresse oxidativo secundédrio (BEN AMOR et al., 2005). Para evitar os danos
oxidativos, a concentracdo das ROS é mantida em niveis ndo tdxicos por meio de

mecanismos antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos (MOLLER et al., 2007).

A reducdo do crescimento das plantas, devido a salinidade, também pode ser
atribuida a menor absorcdo de elementos importantes, como célcio e o potassio
(RENGEL, 1992). Em plantas jovens de goiabeira sob estresse salino, Ferreira et al.
(2001), observaram reducdo na concentracdo de potassio nos tecidos de raizes, caule e
folhas. Essa menor absorcdo de potassio tem sido atribuida a maior competicdo entre 0s
fons Na“ e o K" pelos sitios de absor¢do ou a um maior fluxo de potassio das raizes
(MARSCHNER, 1995).

A tolerancia ao estresse salino é conhecida como a capacidade da planta de crescer
e completar seu ciclo de vida quando cultivada em substratos que contém uma alta
concentracdo de sais soltveis (PARIDA; DAS, 2005). Contudo, ndo é uma resposta
simples, sendo baseada em vérias caracteristicas dependentes de diferentes interacdes
fisioldgicas na planta. A resposta morfologica da planta pode ndo ser suficiente para
determinar o efeito do sal no seu desenvolvimento por isso é importante determinar
aspectos fisioldgicos, bioquimicos (ABDUL QADOS, 2011) e moleculares (ZHU, 2002).
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Muitos dos processos de tolerancia a salinidade estdo envolvidos na homeostase
ibnica, estes incluem, por exemplo, na codificacdo de carreadores antiporter Na*/H" da
membrana plasmaética para extrusdo de Na*, em carreadores antiporter vacuolares de
Na*/H* para compartimentacdo de Na* no vacuolo e transportadores K* de alta afinidade
para aquisicdo de K*. Ao aumentar a concentracdo de ions no vacuolo, os antiporteres
vacuolares Na*/H * também funcionam na homeostase osmética. Outros genes que podem
ser induzidos pela salinidade estéo relacionados com homeostase osmotica, como por
exemplo, aqueles que codificam aquaporinas e enzimas na biossintese de osmolitos. Esses
osmolitos também podem funcionar na desintoxicacéo e na prevencao ou reparo de danos.
De fato, a maioria dos genes induzidos pelo sal parece funcionar na limitagdo ou reparo
de danos (ZHU, 2002).

A maioria das vias de transducéo de sinal comecam com a percepcao de um sinal por
sensores de estresse, e desencadeiam uma resposta que envolvem intermediarios da
sinalizacdo, por exemplo, fosfatos de inositol, ROS e ABA. Os mensageiros secundarios
podem atuar na modulacdo dos niveis intracelulares de célcio (Ca?*), frequentemente
iniciando uma cascata de fosforilacdo de proteinas, como as envolvendo proteina cinase
ativada por mitdgeno (mitogen-activated protein kinase — MAPK), ou proteina cinase
dependente de calcio (Ca**-dependent protein kinases — CDPK), que finalmente tem
como alvo as proteinas diretamente envolvidas na protecdo celular ou os fatores de
transcricdo que controlam conjuntos especificos de genes regulados pelo estresse
(XIONG et al., 2002).

Uma maior compreensdo da base genética e de caracteristicas com relevancia para o
estresse de salinidade é importante para melhorar a tolerancia nas culturas (ARZANI;
ASHRAF, 2016; LEE et al., 2009). A criacdo de variedades de culturas tolerantes a
salinidade é demorada, dada a heranca multigénica e a natureza multicomponente da
tolerancia ao estresse de salinidade (DEROSE-WILSON; GAUT, 2011; NEGRAO;
SCHMOCKEL; TESTER, 2017).

Com o surgimento de tecnologias de sequenciamento de RNA (RNAseq), foi
possivel acelerar a caracterizacdo do perfil de expressao global dos genes que respondem
ao estresse salino (LIU; ZHOU; WHITE, 2014). Anélise da expressao do gene GmPAP3,
por exemplo, sob estresse salino sugeriu sua contribuicdo para a tolerancia ao sal na soja
através da eliminacéo de espécies reativas de oxigénio (LIAO et al., 2003). A expressdes
diferenciais de fatores de transcricdo como os do tipo bHLH, ZFP, bZIP, YABBY, HD-
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Zip, ERF / AP2 e WRKY, apresentaram-se notaveis no papel na regulacéo da resposta
das plantas a estresses abidticos, incluindo estresse por salinidade (CHEN et al., 2014;
DEINLEIN et al., 2014; LORENZO et al., 2007; MERCHAN et al., 2007; SANCHEZ et
al., 2008; SONG et al., 2012; ZAHAFA et al., 2012; ZHAO et al., 2017).

Trabalhos realizados anteriormente para caracterizagdo de gendtipos que
apresentassem tolerancia a estresses ambientais o grupo de pesquisa da UFES mostrou
gue em comparacao a gendétipos amplamente cultivados no pais, Paluma e Pedro Sato, as
cultivares Cortibel RM, Cortibel LG e o0 gendtipo Cortibel IX apresentaram tolerancia ao
estresse salino, em testes de germinacdo de sementes (DALVI, 2012). Estes genotipos
sdo alternativas a cultura da goiabeira por serem produtivas e de adaptabilidade geral
(SILVA, 2017), bem como serem estaveis quanto a alteracGes epigenéticas globais no
genoma durante o ciclo de producédo, diferente das cultivares Paluma e Pedro Sato
(Brandéao et al., 2020). A Cortibel LG também destacou-se entre as goiabeiras por
apresentar resisténcia a doengas pds-colheitas (PENA, 2017), ndo apresentar sintomas de
ferrugem ou presenca de psilideo em pomar infestado (SILVA, 2017), além de destacar-
se como a Unica a apresentar frutos em pomar experimental sem irrigacdo, mesmo em
condigdes de extensas estiagens, indicando variabilidade para mecanismo de toleréncia a

seca, neste gendtipo (dados nédo publicados).

3.3 A familia de genes SnRKs

As proteinas quinases constituem importantes reguladores nas plantas, envolvidas no
reconhecimento e transmissao de sinais ambientais por meio de proteinas receptoras de
membrana, que por sua vez ativam diferentes proteinas ligadas as vias de fosforilagéo,
culminando na regulacdo da expressdao de genes de resposta e tolerdncia ao estresse
(CAKMAK et al., 2012). As SnRKSs sdo proteinas serina-treonina quinases presentes
amplamente em plantas. Sdo divididas em 3 subfamilias: SnRK1, ShnRK2 e SnRK3
(ALBRECHT et al., 2001; KULIK et al., 2011). As proteinas SnRK1 sdo homdlogas as
de leveduras e mamiferos e tem estrutura altamente conservada, com a presenga de
dominio catalitico terminal, Pkinase, que desempenha um papel importante na regulagéo
do metabolismo do carbono, e um dominio UBA e um dominio KA1 (OHTA et al., 2003).

As subfamilias SnRK2 e SnRK3 sdo exclusivas de plantas. Ambas possuem membros
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mais diversificados comparadas a subfamilia SnRK1. As SnRK2s, possuem apenas um
dominio catalitico do tipo Pkinase no N-terminal (HARDIE; CARLING; CARLSON,
1998). As SnRK3 podem ligar-se a proteina semelhante a calcineurina B (CBL) para
participar de respostas ao estresse mediada por Ca?*, possuem o dominio de cinase
conservado e no C-terminal tem dois dominios conservados: NAF e PPl (PURCELL;
SMITH; HALFORD, 1998; RAMON et al., 2019).

Ha fortes evidéncias de que as subfamilias génicas SnRK2 e SnRK 3 evoluiram ap0os
a duplicacdo do gene de SnRK1, devido a presenca de 42 a 45% de identidade de
sequéncia de aminoacidos com SnRK1 na regido catalitica como mostrado em estudos
com A. thaliana (HALFORD; HEY, 2009). A evolugdo dessas duas novas subfamilias
em plantas permitiu o desenvolvimento de redes capazes de responder a estresse por
sinalizacdo por ABA e sinalizacdo de calcio com respostas metabdlicas e epigenéticas
(HALFORD; HEY, 2009)

Em Arabidopsis thaliana, a familia de genes SnRK é composta por 38 membros
divididos nas subfamilias: SNRK1 (3 genes), SnRK2 (10 genes) e SnRK3 (25 genes)
(HRABAK et al., 2003). SnRK1 vem sendo associado ao aumento da tolerancia ao
estresse de nitrogénio (WANG et al., 2012) e ao sensoriamento de energia e regulacédo
génica (ROBAGLIA; THOMAS; MEYER, 2012), as SnRKs foi considerado um alvo
potencial para melhorar o desempenho da planta sob condicdes desfavoraveis causadas
tanto por estresses abidticos quanto por estresses bidticos como demostrados em
organismos modelos como A. thaliana (COELLO; HEY; HALFORD, 2011). SnRK2 e
SnRK3 mostraram ter também um papel fundamental nas vias de sinalizacdo que regulam
a resposta da planta a limitacdo de nutrientes, seca, frio, sal e estresse osmatico
(COELLO; HEY; HALFORD, 2011). A subfamilia SnRK2 tem um papel essencial na
regulacdo da expressdo pela ativacdo de fatores de transcricdo bZIP e complexos
SWI/SNF/ helicase, fortemente conectados a mecanismos epigenéticos que controlam a
ativacdo ou repressdo desses genes (BAENA-GONZALEZ; SHEEN, 2008; FUJII;
VERSLUES; ZHU, 2011).

SnRK3 cinases conhecidas como CIPKs , desempenham fung¢bes importantes na
resisténcia a varios estresses em plantas (UMEZAWA et al., 2004). Por exemplo, o
sistema SOS (excessivamente sensivel ao sal - salt overly sensitive) demostrado em A.
thaliana foi a primeira descoberta via CBL-CIPK descrita, nesse processo o sinal de

calcio produzido pelo estresse salino é detectado por SOS3 na membrana celular e, em
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seguida, SOS3 combinado com SOS2 formando complexo para fosforilar SOS1 (Na*/H*
antiporter) para remover excesso de Na* fora das células da raiz (HUAI et al., 2008;
KOBAYASHI et al., 2004).

Na familia Myrtaceae estudos com Eucalyptus spp apresentaram expressdo
diferencial de genes SnRK sob estresse salino (WANG et al., 2019). Para Psidium
guajava, um estudo preliminar quanto a tolerdncia a salinidade por analises de
germinacdo de sementes revelou o potencial das cultivares Cortibel LG e RM para
tolerancia a salinidade e sensibilidade da cultivar Paluma (DALVI, 2012) a mais cultivada
no pais (VITTI; DE LIMA; FILHO, 2020). Contudo, ndo h& indicios de estudos
relacionados aos genes que estdo envolvidos na resposta ao estresse salino para a espécie.
O avanco do conhecimento, neste sentido, ird contribuir para o entendimento dos
mecanismos moleculares para a tolerancia a salinidade em goiabeira, uma espécie de
ampla adaptagdo a ambientes adversos, podendo gerar estratégias para o0 melhoramento
visando tolerancia a esta condig&o.
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4. CAPITULO I: AFAMILIA DE GENES SnRKs EM Psidium guajava:
PERSPECTIVAS PARA TOLERANCIA AO ESTRESSE SALINO

4.1. Introducéo:

Por serem organismos sésseis as plantas desenvolvem varios mecanismos de
defesa molecular para lidar com diversos estresses abioticos como a salinidade, seca e
temperatura. Mecanismos como regulacdo da expressdo génica e a modificacdo de
proteinas sdo duas maneiras importantes para as plantas enfrentarem essas adversidades
(BOHNERT et al., 2006). Os genes SnRKs por se tratarem de proteinas quinases
constituem reguladores nas plantas envolvidos no reconhecimento e transmisséo de sinais
ambientais (CAKMAK et al., 2012), essas proteina sao divididos em trés subfamilias em
plantas: SnRK1, SnRK2 e SnRK3 com base em similaridade de sequéncia e estruturas
génicas (HALFORD; HEY, 2009; HRABAK et al., 2003).

A subfamilia SnRK1 € relativamente pequena e esta envolvida principalmente na
regulacao metabdlica que afeta 0 desenvolvimento das plantas. Em Arabidopsis thaliana,
sdo descritos trés genes para essa subfamilia (HRABAK et al., 2003). Os genes SnRK1
sdo semelhante a SNF-1 presentes em levedura, que estdo envolvidos no metabolismo do
carbono (HALFORD; HEY, 2009).

As SnRK2 desempenha papel importante na via de transducdo de sinal por ABA,
estresse osmotico e no metabolismo do aclcar, demonstrado em diversos organismos
modelos (HRABAK et al., 2003; HUAI et al., 2008). Em A. thaliana, essa subfamilia
pode ser dividida em dois grupos com base na ativacdo por ABA, um grupo composto
por quinases ativadas por ABA e estresses hiperosmoéticos (AtSnRK2-2, AtSnRK2-3,
AtSnRK2-6, AtSnRK2-7, e AtSnRK2-8) e 0 outro composto por quinases ativadas apenas
por condi¢Bes hiperosmoticas (incluindo AtSnRK2-1, AtSnRK2-4, AtSnRK2-5 e
AtSnRK2-10). A AtSnRK2-9 de A. thaliana ndo foi ativada por manitol, NaCl,
resfriamento e ABA, mostrando-se divergente dos demais membros dessa subfamilia
(BOUDSOCQ; BARBIER-BRYGOO; LAURIERE, 2004). Esta familia de genes
também foi estudada em plantas cultivadas, como arroz (KOBAYASHI et al., 2004)
milho (HUAI et al., 2008) e soja, paras as quais foram descritos 22 genes para a
subfamilia SnRK2 (ZHAO et al., 2017b). A superexpressdo de genes da subfamilia
SnRK2 em A. thaliana, Zea mays e Nicotiana tabacum € descrita como um fator para
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aumentar a tolerancia das plantas ao sal e outros estresses principalmente por
apresentares respostas mediadas ou ndo por ABA (FENG et al., 2019; ZHANG et al.,
2011). Estudos ainda como essa subfamilia em Nicotiana tabacum mostrou que plantas
superexpressando TaSnRK2.9 apresentaram elevado teor de ABA, indicando uma
possivel funcdo dependente de ABA para este gene da subfamilia ShnRK2. Ainda a
superexpressdo de TaSnRK2.9 aumentou a expressao de outros genes relacionados com
a via de ROS, de ABA e de outras resposta ao estresse sob tratamento osmotico e salino
(FENG et al., 2019).

Estudos de expressdo génica transitdria em protoplastos, demostrou que 0s genes
pertencentes a subfamilia SnRK2s de Arabidopsis thaliana, exceto AtSnRK2.9, séo
rapidamente ativado por tratamento com diferentes osmolitos, como sacarose, manitol,
sorbitol ou NaCl, e alguns deles também por ABA, sugerindo que essas cinases estdo
envolvidas em uma resposta geral ao estresse osmotico (BOUDSOCQ; BARBIER-
BRYGOO; LAURIERE, 2004; BOUDSOCQ; LAURIERE, 2005).

Dentre as Myrtaceae a familia de genes SnRKs foi descrita para Eucalyptus
grandis, apresentando dois genes para a subfamilia SnRK1, oito para a subfamilia SnRK2
e 24 para a subfamilia SnRK3 (WANG et al., 2019). Em E. grandis, ainda, é relatado que
0s genes EQrSnRK2.2, EQrSnRK2.4, EQrSnRK2.5, EQrSnRK3.2, EQrSnRKa3.3,
EgrSnRK3.5 e EgrSnRK3.18 foram fortemente up-regulados nas folhas e raiz em
individuos expostos a diferentes concentracGes de NaCl. Alguns genes sofreram sofrer
mudangas de expressdo de acordo com o tempo de exposicdo a NaCl, como o
EgrSnRK3.3 quem em 24h e 168 h, que foi cinco e dez vezes maior na raiz,

respectivamente, em comparacdo aos demais tecidos (WANG et al., 2019).

Eucalyptus grandis é uma Myrtaceae de frutos capsulares secos, tais como as
pertencentes as tribos Eucalypteae, Melaleuceae e Leptospermeae, as quais sdo ausentes
nas Américas (PILLON et al., 2015; PADOVAN et al., 2014). As espécies de frutos
carnosos da familia, como P. guajava, incluem as tribos economicamente importantes
como Myrteae, com principais centros de diversidade na Australia e na América do Sul,
e Syzygieae com riqueza de espécies nas florestas tropicais da Malasia ao nordeste da
Australia (CRAVEN, 2001; WILSON, 2011).

Os diferentes ambientes delimitados por espécies da grande familia Myrtaceae

podem revelar diferencas na evolugdo de genes responsivos as interacGes abioticas
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proporcionadas pelos mesmos. Géneros da familia como Eugenia, Myrcia e Psidium com
100 espécies ou mais, apresentam contribuicdo desproporcional para a diversidade e
abundancia total em é&reas Neotropicais (ZAPPI, 2015; BEECH et al., 2017;
KOCHUMMEN et al., 1990; KURSAR et al., 2009, OLIVEIRA-FILHO & FONTES,
2000) e podem constituir, portanto, importantes referéncias em estudos de evolucédo de

familias génicas responsivos a condi¢fes ambientais.

No Brasil, a goiabeira e amplamente cultivada no pais e a regido nordeste a de
maior producdo (IBGE, 2018). Nessa regido € ocorre falta de precipitagédo e auto processo
de evaporacdo das aguas superficiais do solo, condi¢bes que aumentam o processo de
salinizacdo do solo. A familia de SnRK, desempenha grande importancia na resposta ao
estresse salino, estudos desenvolvidos com Zea mays e algas como Chlamydomonas
reinhardti mostraram respostas tanto pelas vias dependente e independente de ABA, além
da via SOS, exclusiva para processo de desintoxicagéo celular gerada pelo excesso de sal
na célula (CAKMAK et al., 2012; HUAI et al., 2008).

Dessa forma, o presente estudo tem como objetivo identificar e caracterizar a
familia de genes SNRKs no genoma da goiabeira e comparar a expressao desses genes em
dois gendtipos cultivados, Paluma e Cortibel RM, bem a variabilidade dos genétipos por
identificada pela presenca de SNPs nos genes SnRKs, que constituem genotipos
contratantes para a tolerancia a estresse e salino de goiabeiras. Os resultados observados
nesse estudo podem formar subsidios para os avancos dos programas de melhoramento

da cultura, principalmente relacionados a tolerancia ao estresse salino.

4.2. Material e Métodos
4.2.1. Anotacao de genes SnRKs no genoma de Psidium guajava

A anotacdo dos genes SnRKs foi inicialmente realizada por alinhamento de
sequéncias de proteinas SnRKs de Arabidopsis thaliana (HRABAK et al., 2003) e de
Eucalyptus grandis (WANG et al., 2019) no genoma de referéncia de P. guajava, NCBI
-PRINA631442 (FENG et al., 2020). Foram consideradas as proteinas com alinhamentos
de e-value inferiores a 10°°, resultando em 46 proteinas. A partir destas, realizou-se
buscas com base em perfis de modelo de Markov oculto (HMM), utilizando-se os

dominios pertencentes em genes SnRK, obtidos no banco de dados Pfam. Para a



27

determinacéo da subfamilia SnRKs levou-se em consideracdo os dominios caracteristicos
de cada subfamilia: para a subfamilia ShnRK1 o dominio Pkinase (PF00069), UBA
(PF00627) e KA1 (PF02149); para a subfamilia SnRK2 com a presenca dos dominios
Pkinase (PF00069) e; para a e subfamilia SnRK3 os dominios Pkinase (PFO0069) e NAF
(PF03822). Sendo mantidas nas analises somente sequéncias de proteinas com dominio
Pkinase completo, totalizando 29 genes oriundos do genoma de referéncia da cultivar
“New Age” proveniente da China.

O mesmo procedimento foi adotado para a anotacéo dos genes SnRKs no draft do
genoma P. guajava (dados in house, guavadb.ufes.br), oriundo de duas cultivares
brasileiras Paluma e Cortibel RM, sendo detectados 43 genes por homologia e presenca
dos dominios. A partir dos dois conjuntos de proteinas realizou-se BLASTp e
posteriormente uma andlise filogenética como forma de verificar a similaridade das

sequencias encontradas nos dois genomas.

4.2.2. Analise filogenética SnRKs

Sequéncias de proteinas com dominios SnRKs caracteristicos foram alinhadas
com M-Coffee (http://tcoffee.crg.cat/apps/tcoffee/index.html) (WALLACE et al., 2006).
Arvores filogenéticas obtidas a partir da metodologia de maxima verossimilhanca (ML)
foram reconstruidas na plataforma PhyML (http://www.atgc-montpellier.fr/phyml/)
utilizando os parametros padrdes (GUINDON et al., 2010). Diferentes arvores foram
obtidas incluindo as sequéncias de proteinas SnRKs de P. guajava e também de

sequéncias ortologas (Arabidopsis thaliana e Eucalyptus grandis).

4.2.3. Analise estrutural: identificacdo de motivos e estruturas génicas

Para identificar motivos conservados das proteinas SnRKs anotadas, utilizou-se a
Maximizacdo de Multipla Expectativa para Elicitagio de Motivos (MEME)
(http://meme.sdsc.edu/meme/itro.html) (BAILEY et al., 2009) com o0s seguintes
parametros: ndmero de repeticdo = qualquer, nimero maximo de motivos = 20; e

comprimento 6timo do motivo = 6 a 200 residuos de aminoacidos.

A partir das proteinas anotadas foram identificadas as posi¢fes, os tamanhos e o
numero de éxons e introns de cada gene SnRK de P. guajava. As estruturas éxon-intron
dos genes foram analisados usando o Gene Structure Display Server (GSDS:

http://gsds.cbi.pku.edu.ch) (HU et al., 2015). As informagGes de tamanho do cromossomo
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e informac0es de localizagdo dos genes SnRK dos dois genomas utilizados foram obtidos
nos dados in house, guavadb e no NCBI. O mapa online Gene2 Chrom web v2
(http://mg2c.iask.in/mg2c_v2.0/) foi implementado para mapear as posicoes

cromossémicas dos genes SnRK de P. gujava.

4.2.4. Analise de expressdo génica dos genes SNRKs em diferentes tecidos
das cultivares brasileiras

Dados do transcriptoma de diferentes tecidos das cultivares Paluma e Cortibel
RM, oriundos do banco de dados in house, foram utilizados para verificar a abundancia e
expressdo diferencial dos genes SnRKs anotados. Estas cultivares apresentam diferentes
respostas de toleréncia ao estresse salino em ensaio de germinacdo de sementes sob
estresse salino (Dalvi, 2012). Para comparacao utilizou-se transcriptomas obtidos dos
tecidos: folha madura, folha jovem, broto, botdo floral e raiz para cada genoétipo. Para a
coleta dos tecidos, foram utilizadas mudas de aproximadamente 100 dias, crescidas em
viveiro. Doze plantas mais uniformes de cada genétipo foram selecionados com base em
suas caracteristicas morfologicas, a fim de garantir a homogeneidade das amostras. Para
cada tecido, amostras de quatro plantas foram coletadas e misturadas em igual proporcéo,
para formar dois pools de cada genoétipo. Os tecidos foram coletados, imediatamente
congelados em nitrogénio liquido e transferidos para freezer -80°C

Para as analises de expressdo genica foram usados dados obtidos apds a etapa de
alinhamento das bibliotecas de reads filtrados. Foram obtidos os valores de reads counts,
que representam o numero de reads que mapearam em um gene. Essa metodologia baseia-
se na distribuicdo binomial negativa, aplicada para calcular a variacdo da expressdo de
um transcrito entre diferentes amostras. Tais analises foram realizadas com uso do pacote
pacote::funcdo DESeq2::deseq() (LOVE; HUBER; ANDERS, 2014) em linguagem R (
R Core Team, 2018, version 3.5.1)

Para garantir a qualidade do processamento dos dados somente foram aceitas para
expressdo diferencial, genes presentes nas duas repeticdes bioldgicas. Consideramos
genes diferencialmente expressos aquelas que apresentaram medias significativamente
diferentes das duplicatas pelo teste t (valor de p <0,05) e com expressdo >1,5 vezes para
maior ou menor (fold change). As comparacdes foram feitas a nivel de tecido,

comparando as cultivares.
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Outras analises exploratorias foram feitas utilizando os dados de contagem de
reads utilizando uma normalizacdo Z, Com o objetivo de avaliar os grupos de amostras,
uma andlise de componentes principais (PCA) foi realizada usando prcomp::stats v.3.5.1
(R Core Team, 2018, version 3.5.1) e plotada usando ggbiplot::ggbiplot v.0.55 (Vu, 2011,
version 0.55) no Software R. Foi gerado também um heatmap e agrupamentos
hierarquico Ward-MLM (Modified Location Model) e UPGMA (Unweighted Pair Group
Method with Arithmetic Mean) entre os perfis de expressdo diferencial usando

pacote::funcdo heatmaply::heatmaply() (GALILI et al., 2018).

4.2.5. Analise variabilidade genética de germoplasma de goiabeiras, por
SNPs detectados em genes SNnRKs

Dados da anotacéo de SNPs provenientes de 62 genétipos de goiabeiras brasileiras
obtidas pela metodologia DArTseq (KILIAN et al., 2012), descrito por Sousa, 2019
foram utilizados no alinhamento com os genes SnRKs anotados no genoma de P. guajava.
Foram utilizadas sequéncias variando entre 22 a 69 bases. Dos alinhamentos obtidos
verificou-se polimorfismos em oito genes nos gendtipos avaliados. A partir dos dados de
polimorfismos realizou-se uma matriz de distancia e uma andlise de agrupamento dos
genotipos UPGMA.

4.3. Resultados

Considerando os resultados do genoma de referéncia um total de 29 SnRKs genes
candidatos foram identificados no genoma de referéncia de Psidium guajava genotipo
New Age. As caracteristicas estruturais dos genes como localizacdo nos cromossomos,
tamanho dos genes em pares de base (pb), nimero de aminoacidos (a.a.) das proteinas e
0 nimero de éxons foram identificados (Tabela 1). O nimero de aminoacidos variou de
278 a 1.292, com tamanho médio de 439. Dois genes foram classificados como
pertencentes a subfamilia SnRK1, caracteristicos por conter o dominio Pkinase (PF00069
de Pfam), UBA (PF00627) e KAl (PF02149); 14 genes foram identificados para a
subfamilia PgSnRK2 com a presenca do dominio Pkinase (PF00069); e outros 13
apresentando dominios Pkinase (PF00069) e NAF (PF03822) caracteristicos na
subfamilia SnRKS3.
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Tabela 1:Lista de genes SnRK identificados no genoma de referéncia de Psidium guajava, genotipo New Age (genes com a inicial ctg) e no draft
das cultivares brasileiras (genes com a inicial g) (*correspondem a genes similares encontrados em ambos 0s genomas)

Nome Gene Chr/ Scaffolding Posicdo Tamanho Ndmero  NuUmero de
Identificador (5°-3%) (p.b.) de Exons
(a.a)
PgSnRK1.1 ctgl7.622.4 Chr02 3847067-3847115 1359 453 8
PgSnRK1.2 ctg40.1225 Chr10 20226657-20227247 1122 374 7
PgSnRK2.1 ctg24.124 Chr05 1584193-1584453 1158 386 11
PgSnRK2.2 ctg14.1336 Chro8 47897597-47897716 1065 355 9
PgSnRK2.3 ctgl14.1104 Chro8 44708279-44708727 1020 340 9
PgSnRK2.4 ctg29.65 Chr09 32526226-32526754 1068 356 10
PgSnRK2.5 ctg29.369 Chr09 29072519-29073044 1089 363 9
PgSnRK2.6 ctg32.367 Chro4 27844238-27844507 1011 337 9
PgSnRK2.7 ctg8.614 Chro7 4029424-9402543 1062 354 9
PgSnRK2.8 ctg30.767 Chr09 17611701-17612301 1056 352 9
PgSnRK?2.9* ctg34.364 Chro1 4664873-4665166 1446 482 6
PgSnRK2.10* ctg15.1215 Chr02 30189236-30189339 2892 964 14
PgSnRK2.11* ctg39.334 Chro1 37519747-37520507 3876 1.292 22
PgSnRK2.12* ctg39.260 Chr01 36814574-36814741 1038 346 9
PgSnRK2.13* ctg7.264 Chro7 30068234-30068333 2502 834 18
PgSnRK2.14* ctg32.138 Chr04 30636853-30637028 834 278 7
PgSnRK2.15 gl1370 7180000010004 136517-145126 2005 607 5
PgSnRK2.16 93305 7180000010922 194276-202890 2680 1300 18
PgSnRK2.17 08227 7180000010832 11926-33775 14158 709 22
PgSnRK2.18 98877 7180000010864 61420-66206 8730 582 7
PgSnRK2.19 99263 7180000010046 128506-135060 12915 396 11
PgSnRK2.20 g10770 7180000010394 407427-417096 4406 448 14
PgSnRK2.21 912246 7180000010936 113218-118726 1700 568 11
PgSnRK2.22 912999 7180000009958 91596-97100 6450 574 11
PgSnRK?2.23 913996 7180000010013 250847-255616 1510 600 11

Continua



Continuacéo

Nome Gene Chr/ Scaffolding Posicdo Tamanho Ndmero  NuUmero de
Identificador (5°-3%) (p.b.) de Exons
(a.a)
PgSnRK2.24 915622 7180000009628 217991-221766 5748 606 7
PgSnRK2.25 915846 7180000009522 262074-268386 1685 549 16
PgSnRK2.26 916693 7180000010598 144-23136 8191 1024 19
PgSnRK2.27 918906 7180000010004 136517-145126 2005 607 5
PgSnRK2.28 923316 7180000010424 68696-83120 3706 1006 26
PgSnRK2.29 923709 7180000010837 186296-193180 4090 700 8
PgSnRK2.30 93173 7180000012719 28552-34956 4787 447 8
PgSnRK2.31 94434 7180000010099 292616-01700 6555 487 9
PgSnRK2.32 g4751 7180000009980 84687-90346 9670 449 4
PgSnRK2.33 920096 7180000013237 184926-197765 5505 924 17
PgSnRK2.34 922336 7180000009623 446536-451656 4770 884 11
PgSnRK2.35 928219 7180000010225 165136-169760 3776 364 6
PgSnRK2.36 928470 7180000009841 145646-152240 6313 742 8
PgSnRK2.37 g33141 7180000009884 139106-142030 22993 490 3
PgSnRK2.38 934732 7180000013556 173657-191066 14425 1192 16
PgSnRK3.1* ctg34.423 Chr07 5444897-5447239 1431 477 3
PgSnRK3.2* ctg19.117 Chr03 1331319-1331874 1404 468 15
PgSnRK3.3* ctg25.65 Chr05 4479350-4479991 1338 446 13
PgSnRK3.4* ctg22.182 Chr03 26802612-26805065 1401 467 15
PgSnRK3.5* ctgl4.177 Chro8 31511381-31512466 1314 438 1
PgSnRK3.6* ctg33.326 Chr04 9594621-9595634 1368 456 15
PgSnRK3.7* ctg15.1175 Chr02 30538415-30539101 1035 345 12
PgSnRK3.8* ctgl15.1341 Chr02 28930274-28930453 1317 439 12
PgSnRK3.9* ctg28.355 Chr05 34148710-34150039 1590 530 3
PgSnRK3.10* ctg40.1544 Chr10 25933062-25933273 1332 444 1
PgSnRK3.11* ctg40.2415 Chr10 35889922-35891032 1356 452 1
PgSnRK3.12* ctg20.457 Chr03 10716894-10716965 1314 438 14
PgSnRK3.13* ctg23.758 Chr03 40509472-40509903 1335 445 15

31
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Outros 43 SnRKs genes candidatos foram identificados no genoma de Psidium
guajava banco de dados in house (Tabela 1), foram verificadas com a localizagdo nos
scaffolds, tamanho dos genes em pares de base (pb), nUmero de aminoacidos (a.a.) das
proteinas e o nimero de éxons. O nimero de amino&cidos variou de 283 a 1300, com
tamanho meédio 617. Dentre as sequéncias identificadas nos dois genomas, seis da
subfamilia ShnRK2 foram comuns, assim como todas as 13 constituintes da subfamilia
SnRK3 como pode ser visto no diagrama de venn (Figura 1), 0s genes que apresentaram
semelhancas entre os dois genomas foram mantidos somente as sequencias

correspondentes no genoma de referéncia para as analises ajusante.

Os membros da familia ShnRK1 possuem entre 7 e 8 éxons; dois clados foram
verificados para a subfamilia SnRK2, o clado que inclui os genes 2.1 a 2.8, 0s quais
possuem entre 9 a 11 éxons, também inclui os genes SNRK2 de Eucalyptus grandis e
Arabidopsis thaliana. Os SnRK2 do outro clado, tem maior variagéo, entre 3 a 26 exons.

Os genes da subfamilia PgSnRK3 apresentam genes com 1 a 15 éxons (Figura 2).

13
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Figura 1. Diagrama de Venn mostrando o compartilhamento dos genes SnRKs pelo
genoma de referencia e pelo draft das cultivares brasileiras

Vinte motivos foram identificados, cada um foi anotado pesquisando Pfam. Os
motivos 1, 2, 5, 15 e 20 codificam um dominio de proteina Pkinase, enquanto o motivo
14 e 15 codificam um dominio NAF (Apéndice 1), os demais motivos ndo possuem
anotacdo funcional no Pfam. As sequencias de aminoacidos de cada motivo sao descritas
no apéndice 2
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Figura 2: Estruturas génicas dos genes SnRK em P. guajava. Os éxons sdo indicados
pelas estruturas em roxo as linhas cinzentas conectando dois éxons representam introns.
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PgSNRK1.1 327e149 — DI O] (@[] e 000
PgSNRK1.2 1.64e-151 [ I BT .

PgSnRK2.1  000es0 — FOCINENNNTTT] T EEMEE
PgSnRK2.2  0.00e+0 [T/ T

PgSnRK2.3  0.00e+0 [ NN T

PgsnRK2.4  0ocero DI T

PgSnRK2.5 0.00es0 — NN O BT MW

PgSnRK2.6  0.00e+0 -] I [T

PgSnRK27  0.00e+0 TN T

PgSnRK2.8  0.00e+0 — [T NN

PgSNRK29 158e89 — [0 RO @
PgSIRK2.10  7.3%e-64 L [TIN0 M

PgSNRK2.11  1.13e-76 HNL_[TIAC W
PgSnRK2.12  407e-05 I T A0

PgSNRK2.13  1.00e-76 ju_funlal |

PgSnRK2.14  7.14e-85 N A0 W

PgSNRK2.15 1.13e-169 —  WMEITIACE Mo

PgSnRK2.16  1.97e-84 ERT I
PgSnRK2.17  7.43e-79 R _[TIA0 W

PgSnRK2.18 264e-175 — DECTTIAM Mo

PgSnRK2.19  357e-64 M dTIO0 M

PgSnRK220 283.50 — O [A0 W
PgSnRK221 220e¢0 — FEE[ITIAC &

PgSNRK222 488e-244 —  HENEEITTIAC B NN

PgSNRK223 7.20e-252 — EEEERITINC] NN
PgSnRK2.24 5.32e-154 NET A .
PgSnRK2.25 30967 — W T BO W

PgSNRK2.26 4.63e-260 —  IEEEEICUIAC] B .
PgSnRK227  6.14e-76 HIE_[T1AC M

PgSnRK2.28 3.28e-179 — HIECITINCE Mo
PgSnRK229 346e-145 EEIETTTIACE B

PgSNRK230 4o07e-ss — [ M (@O
PgSnRK2.31 544e93 — B Wm0

PgSnRK2.32 136e.0 [ [TIACE W

PgSnRK233 65178 — . CDEMCOIO W
PgSnRK2.3¢ S579e-78 — M_[TIAOTT

PgSNRK2.35 329e-145 — CECTTIAOE W

PgSNRK2.36 3.19e-103 e

PgSnRK2.37 2.14e-152 ERETTINE .
PgSnRK2.38 529e.84 — M [0

PgSnRK31  0.00e+0 MEEITTTIE M

PgSNRK3.2 8.25e-212 EIMETINC B EE [

PgSnRK3.3  0.00e+0 - HENIT"TIN EEE Motif Symbol
PgSnRK34  526e207 I NN WD W EEEEN TN 1.
PgSnRK3.5 odoe10s N EEECCTT B[] N BN 020

PUSNRK3.6 00Ce+o NN TS BN .
PgSNRK3.7  5.72e-272 [ I T

PgSnRK38  1.25e284 [l NN [T NEE BN T

PgSnRK3.9 Ll Bl B | [ ——
PgSNRK310  0.00e+0 DI NN TGN BN T
PgSNRK3.11  0.00e+0 [l I T .
PgSNRK3.12 0.00e+0 NN T T IEEE O BN
PgSnRK3.13 205e239 O NNEECTT 1 W NN 2 ENEN T

B35 IPnRERIBomweasw N

g e |:| I

Figura 3. Motivos conservados de genes SNRK em P. guajava. Distribuicdo dos 20
motivos conservados na Genes PgSnRK ap6s analise MEME. As caixas com cores
diferentes representam motivos diferentes, na parte superior da figura representa a
posicdo de cada motivo em cada sequéncia de PgSnRKs. Na parte inferior, sdo as
sequéncias de residuos de aminoacidos que constitui 0s motivos conservados
identificados nos genes PgSnRK.
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Os genes PgSnRK apresentaram 0s motivos 6 e 3 sdo comuns aos genes da
subfamilia SnRK1, ao grupo da subfamilia PgSnRK2.1 ao PgSnRK2.8 e a todos da
subfamilia SnRk3 (Figura 3). Os demais genes da subfamilia PgSnRK2 também possuem
ao menos um desses representantes. Na subfamilia PgSnRK3 ainda e possivel visualizar
a presenca de outro dois motivos (8 e 10) que sdo comuns a todos 0s membros da sub
familia, e quase todas o dominio 14 e 16 que possui anotacdo funcional para o dominio
NAF, caracteristico dessa subfamilia. As sequéncias PgSnRK2.9 a PgSnRK2.38, que
formaram um grupo diverso nas andlises filogenéticas, também apresentaram estruturas
de motivos conservados distintas, sendo possivel visualizar a presenca de motivos em sua
constituicdo, que possuem anotacdo funcional para o dominio Pkinase (5 e 20). A
localizacdo dos genes SnRKs nos cromossomos foi feita com o genoma de referéncia, a
analise indicou que geralmente estdo localizados nas extremidades dos mesmos e pouco
agrupamento, a exemplo do cromossomo 2. Os cromossomos 6 e 11 ndo possuem genes
SnRKs identificados (Figura 4)
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Figura 4: Localizagdo cromossdmica dos genes SnRKs, com base nos dados no genoma
de referéncia de Psidium guajava, genétipo New Age.

A analise filogenética dos genes SnRKs obtidos com os genes oriundos do genoma

de referéncia (Figura 5), indicou que os genes podem ser divididos em trés grupos em
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combinacdo com uma analise do dominio serina-treonina cinase por Pfam. A subfamilia
SnRK2 teve 0 maior numero de membros (14), seguido pela subfamilia SnRK3 (13)
enquanto apenas dois membros foram identificados para a subfamilia ShnRK1. Os genes
SnRK de cada grupo foram distribuidos uniformemente, porém, revelou uma linhagem
especifica de SnRKs para P.guajava para a subfamilia PgSnRK2 constituidos pelas
PgSnRK2.9, PgSnRK2.10, PgSnRK2.11, PgSnRK2.12, PgSnRK2.13 e PgSnRK2.14,
que apesar de conter somente o dominio Pkinase, apresentam ter uma relacao filogenética

muito mais proxima da subfamilia PgSnRK3.
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Figura 5: Arvore filogenética das sequéncias de proteinas de SnRKs obtidas pelo genoma
de referéncia de Psidium guajava, Eucalyptus grandis, Arabidopsis thaliana. 29 genes
PgSnRK, 39 genes AtSnRK e 34 EgrSnRK sdo agrupados em trés subgrupos (SnRK1,
SnRK2 e SnRK3). Os genes SnRK de P. guajava sdo demarcados de roxo de E. grandis de
verde e de A. thaliana de azul. A arvore foi gerada usando o software Fig Tree v1.4.4 usando o
método de maxima verossimilhanca.
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Com o draft das cultivares brasileirar tambem foram realizadas analises
filogenicas dos genes SnRKs, na Figura 6 é possivel visalizar que ndo ocorreu
proximidade dos genes nas familias SnRK1 e SnRK2 de P. guajava com A. thaliana e E.
grandis, formando apenas um grupo com os genes classificados como SnRK2 especificos

de P. guajava.
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Figura 6. Arvore filogenética das sequéncias de proteinas de SnRKs obtidas pelo draft
do genoma de Psidium guajava, Eucalyptus grandis, Arabidopsis thaliana. 37 genes
PgSnRK, 39 genes AtSnRK e 34 EgrSnRK sdo agrupados em trés subgrupos (SnRK1,
SnRK2 e SnRK3). Os genes SnRK de P. guajava sdo demarcados de roxo de E. grandis
de verde e de A. thaliana de azul. A arvore foi gerada usando o software Fig Tree v1.4.4
usando o método de maxima verossimilhanga.
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Como forma de ver a distribuicao dos genes tanto do genoma de referéncia quanto

do draft das cultivares brasileiras, foi realizado a contrugao de uma arvore filogenetica

com as proteinas encontradas em ambos os genomas ( Figura 7).
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Figura 7: Arvore filogenética das sequéncias de proteinas de SnRK obtidas pelo genoma
de referéncia e o draft do genoma de Psidium guajava, Eucalyptus grandis, Arabidopsis
thaliana. 56 genes PgSnRK, 39 genes AtSnRK e 34 EgrSnRK s&o agrupados em trés
subgrupos (SNRK1, SnRK2 e SnRK3). Os genes SnRK de P. guajava sdo demarcados de
roxo de E. grandis de verde e de A. thaliana de azul. A arvore foi gerada usando o

software Fig Tree v1.4.4 usando o método de maxima verossimilhanca.
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A andlise de expressao génica dos SnRKs por componentes principiais PCA, nos
diferentes tecidos dos genotipos Paluma e Cortibel RM, evidenciou similaridade das
réplicas bioldgicas de cada tecido indicando que as condi¢des experimentais foram bem
controladas (Figura 8). Em geral a abundancia relativa dos transcritos relacionados a
familia de dos genes SnRKs, foi similar entre as amostras de mesmo tecido formando
cinco grupos distintos. Houve maior similaridade de expresséo entre os tecidos de folhas,
jovem e madura, e também entre broto e botdo floral. Os tecidos de raiz apresentaram
perfil de expressdo bem distinto. A formacdo de dois subgrupos em cada tecido,
evidenciou o efeito dos genotipos, demostrando diferenca entre 0 mesmo tecido de

Cortibel RM e Paluma

group
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Figura 8: Andlise de componentes principais (PCA) dos genes SnRKs contendo duas
réplicas biologias de diferentes tecidos, botéo floral, broto, folha jovem, folha madura, de
duas cultivares Cortibel RM e Paluma.

Na anélise de abundancia relativa dos 43 genes SnRKs nos diferentes tecidos das
cultivares Paluma e Cortibel RM (Figura 9), verificou-se dois grupos. A maioria dos
genes teve alta expressé@o em todos os tecidos. Um grupo de genes altamente expressos
principalmente em tecidos de folha madura (exemplo: PgSnRK2.3, PgSnRK2.18,
PgSnRK3.12) e outro grupo de genes com niveis de expressdo medianos e diversificado
entre os tecidos. Também € possivel identificar a formacdo de cluster de genes com

abundancia aproximadas, com mudancas significativas quanto abundancia dos genes
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SnRKs em comparacao os diferentes tecidos e entre os gendétipos de estudo. Oito genes
tiveram menor expressdo, sendo 0S menos expressos em todos os tecidos 0s genes
PgSnRK2.8 e PgSnRK2.12 e PgSnRK3.12. A andlise dos genes com transcritos
diferencialmente expressos em relacdo aos genotipos Paluma e Cortibel RM, evidencia a
relacdo entre o perfil de expressdo do mesmo tipo de tecido para os dois genotipos (Figura
12). Os tecidos de raiz e broto apresentaram perfis diferenciados em relagéo aos demais
tecidos.
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Figura 9: Heatmap da abundancia relativa para cada gene PgSnRk em agrupamento
hierarquico para os genes de diferentes bibliotecas dos gend6tipos Cortibel e Paluma. O
sequenciamento de RNA foi realizado em duplicata a partir diferentes tecidos de dois
gendtipos de Psidium guajava. Esse heatmap descreve a abundancia relativas de
sequéncias de genes atribuidas a cada tecido de cada cultivar (eixo y) em relagdo a cada
gene PgSnRK identificado (eixo x). As cores do mapa de calor representam a abundancia
relativa, utilizando os valores de reads counts dos genes dentro de cada amostra, senda a
cor roxa os de maior abundancia
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No tecido de raiz em geral os genes superexpressos de Cortibel RM foram SnRK3,
enquanto para Paluma SnRK2. O inverso ocorreu em tecidos foliares, nos quais em geral
0s superexpressos foram SnRK2 em Cortibel RM e SnRK3 em Paluma (Figura 10). O
gene PgSnRK3.9 destacou-se nos tecidos clorofilados de Paluma e Cortibel. Enquanto
PgSnRK2.31 e PgSnRK2.19 foram superexpressos tanto em raiz como em folha. No
tecido de raiz, os transcritos que apresentaram expressao diferencial foram PgSnRK2.1,
PgSnRK2.12, PgSnRK2.31 e PgSnRK2.32 (mais expressos na cultivar Paluma) e os
genes PgSnRK2.15, PgSnRK3.2, PgSnRK3.10 e PgSnRK3.12 na cultivar Cortibel RM.
No tecido de folha jovem os genes PgSnRK2.19, PgSnRK2.31 e PgSnRK2.9, tiveram
maior expressdo em Cortibel RM, enquanto os genes PgSnRK1.1, PgSnRK2.16,
PgSnRK3.2, PgSnRK3.9 e PgSnRK3.13 na cultivar Paluma. Em folha madura,
PgSnRK2.34, PgSnRK3.3, PgSnRK3.9 e PgSnRK3.13 foram mais expressos em Paluma
e PgSnRK2.9, PgSnRK2.19, PgSnRK2.31 e em Cortibel RM. Em tecidos de broto, os
genes PgSnRK2.15 e PgSnRK3.3 tiveram maior expressao em Paluma, e os PgSnRK2.19,
PgSnRK2.30 e PgSnRK3.9 na cultivar Cortibel RM.

Sequéncias contendo variacdes em nucleotideos denominadas STAGs, (19.537
sequéncias) obtidas de 62 genotipos de goiabeiras, incluindo Paluma e Cortibel RM,
foram alinhadas com os genes SnRKs anotados. A presenca e auséncia da STAG, também
foi considerado como polimorfismos, visando indicar polimorfismos no sitio de
reconhecimento das enzimas de restricdo utilizadas no preparo da biblioteca pela
metodologia DArTseq (https://www.diversityarrays.com/). Houve alinhamento em oito
genes dos 43 genes SnRKs, 0s quais permitiram estudar a variabilidade genética dos 62

gendtipos com base no polimorfismo dos genes SnRKs. (Figura 11)

Baseado nos polimorfismos dos genes SnRKs quatro grupos de genétipos foram
obtidos, um grupo contendo as cultivares Paluma e Pedro Sato, outro grupo contendo dois
acessos do estado da Bahia, um terceiro grupo somente 0 acesso Nego 2 e uma grande
grupo com todas as demais cultivares, incluindo os genotipos Cortibel. As cultivares
Paluma e Cortibel RM apresentaram polimorfismos, nos genes PgSnrK2.7, PgSnrK2.14,
PgSnrK3.6 e PgSnrK3.10, este tltimo foi um dos superexpressos em raiz no gendétipo

Paluma.
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Figura 10. Heatmap dos transcritos diferencialmente expressos para cada tecido. Cada
amostra € resultado da média entre as duplicatas bioldgicas. Esse heatmap descreve o
agrupamento entre os perfis de expressao diferencial, nos quais foram considerados genes
diferencialmente expressos aqueles com variacdo de expressdo superior a 1,5 (fold-
change) entre amostras, com significancia estatistica (p-value) menor que 0,05%. Em azul
representa genes com expressdo diferencial para a cultivar Cortibel RM, enquanto a cor
marrom é referente a genes com maior expressao na cultivar Paluma.
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Figura 11: Heatmap dos gendtipos de goiabeiras e polimorfismos de genes de SnRks
amostrados. Representagédo na cor verde = homozigoto do alelo de referéncia; cor laranja
= homozigoto do SNP; cor azul = heterozigoto, cor cinza = auséncia da STAG na
representacdo gendmica

4.4. Discussao

A familia de genes SnRKs desempenha um papel importante na resposta ao
estresse em plantas. O estudo desta familia ainda € restrito a espécies vegetais de grande
importancia como A. thaliana, Oryza sativa, Gossypium e E. grandis. Psidium guajava,
é uma espécie de ampla distribuicdo, de ocorréncia em condi¢des adversas, e que o cultivo
comercial é amplamente afetado pela salinidade no Brasil, ainda néo teve esta familia de
genes caracterizada. Neste estudo, foram anotados 29 membros da familia SnRK,
incluindo 2 genes SnRK1, 14 genes SNRK2 e 13 genes SnRK3. Adicionalmente foi
detectado24 genes exclusivos de SnRK2 no draft das cultivares brasileiras. Diante de
familia destes genes para outras espécies vegetais, observou-se uma expansdo da
subfamilia de SnRK 2 e retracdo da subfamilia SnRKS3.

A familia SnRK é conservada em todos os eucariotos, com SnRK1, funcionando
como um sensor de célula em estado energético (HALFORD et al., 2004; LI et al., 2010;
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NUKARINEN et al., 2016). Nas plantas, esta familia evoluiu para mais duas subfamilias,
SnRK2 e SnRK3, que sdo proteinas de grande importancia em mecanismos de resposta
ao estresse dependentes e independentes de ABA (COELLO; HEY; HALFORD, 2011;
FUJII; VERSLUES; ZHU, 2011; ZHANG et al., 2010). A busca desses genes no genoma
de P. guajava, por homologia, permitiu a definicdo de um grande nimero de genes
candidatos, a maioria deles apenas homdlogos ao dominio Pkinase, sendo, portanto,
classificados com SnRK 2.

Como forma de avaliar todos os resultados do BLAST foram posteriormente
curados por andlises do dominio das proteinas. Esta estratégia foi posteriormente
expandida para uma busca no genoma baseada em dominio & procura de sequéncias
contendo todos os dominios necessarios para uma proteina ser classificada como SnRK.
Isso provou ser util, permitindo a incorporacdo de outras proteinas SNRK, este processo
também demostrou eficacia em outras espécies (COLINA et al., 2019). Nas analises
gendmicas realizadas duas proteinas pertencentes a subfamilia PgSnRK1 foram descritas
com a presenca dos dominios caracteristicos altamente conservados na evolucédo
(HARDIE, 2007), outros resultados similares quanto ao nimero de genes pertences a essa
subfamilia também foram relatados incluindo em espécies pertencentes a mesma familia
de, E. grandis (WANG et al., 2019).

Estudos em A. thaliana mostraram que a subfamilia SnRK2 pode ser dividida em
3 grupos: o grupo 1 compreende quinases nao ativadas por ABA; o grupo 2, ndo ativadas
ou ativadas muito fracamente por ABA (dependendo da espécie de planta); e grupo 3,
fortemente ativado por ABA (KULIK et al., 2011). Com base nos dados apresentados
nesse trabalho e como mostrado por Kulik et al. (2011), podemos dividir a subfamilia
PgSnRk2 como pertencentes ao grupo 1, os genes PgSnRk2.2, PgSnRk2.4 e PgSnRk2.7;
ao grupo 2, PgSnRk2.1, PgSnRk2.3 e PgSnRk2.6; e ao grupo 3, PgSnRk2.5 e PgSnRk2.8.
Em E. grandis e espécies modelos como A. thaliana e Zea mays, observou-se quantidade
de sequencias de proteinas para essa subfamilia SnRK2, mais prdximas as encontradas
no genoma de referéncia, com oito, dez e dez respectivamente (HRABAK et al., 2003;
HUAI et al., 2008; WANG et al., 2019).

Entretanto, os genes SnRK2 que formaram um clado exclusivo para P. guajava,
promovendo o aumento do nimero de proteinas classificadas nesta subfamilia. Nesses
genes as analises de motivos conservados mostraram que tanto os genes SnRK2 do

genoma de referéncia quanto os descrito no draft das cultivares brasileiras, apresentaram
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perda na quantidade de motivos, a analises mostram reducédo de tamanho de motivos e
quantidade quando visto das proteinas PgSnRk2.9 até a PgSnRK2.38. Também nas
andlises filogenéticas ainda realizadas com os dados dos dois genomas sugerem que esses
grupos de SnRK2 tem proximidade com os grupos de SnRK3 em P. guajava, nas quais
pode ser percebido uma reducdo dessa subfamilia na espécie, diferente de modelos com
A. thaliana e E. grands na qual possuem 25 e 24 respectivamente de proteinas SnRKS3.
(HRABAK et al., 2003; WANG et al., 2019). E razoavel ainda levar em considerac&o que
por ser a montagem inicial de um genoma e o primeiro genoma publicado da espécie, a
fragmentacdo de sequéncias génicas € comum, o que pode ter levado a fragmentacéo
destes genes. Esses grupos de SnRK2 podem ser na verdade proteinas SnRK3
fragmentadas durante a montagem do genoma, a presenca de motivos extremamente
reduzidos, quanto ao nimero de residuos de aminoacidos, nesses representantes pode
estar relacionada com a fragmentacdo dessas sequéncias. A presenca de um Unico
dominio, o Pkinase, na subfamilia SnRK2 (KULIK et al., 2011), pode dificultar a
identificacdo dos genes pertencentes a mesma, dado que é comum a presenca desse
dominio catalitico em outros grupos de proteinas; assim esses genes fragmentados que
mantiveram em sua estrutura somente esse dominio pode ter sido classificado como
SnRK2 neste trabalho.

Em familias de genes SnRK de A. thaliana e P. guajava, diferentes genes de
subfamilia exibiram comprimento de gene e estruturas de éxon-intron bastante
divergentes. Alguns estudos demostraram que genes com menor quantidade de introns
apresentaram maiores niveis de expressao em plantas (CHUNG et al., 2006; JEFFARES;
PENKETT; BAHLER, 2008). Uma estrutura compacta do gene, com menor niimeros de
introns permite a rapida ativacdo do gene e resposta oportuna a diversos estresses
ambientais (JEFFARES; PENKETT; BAHLER, 2008). No entanto, combinado com os
dados do transcriptoma usados neste estudo, ndo detectamos que 0s genes PgSnRK com
menor quantidade de introns apresentaram maiores niveis de expressdo. Outros estudos,
no entanto, também realizados em diferentes tecidos de plantas, para os genes SnRKs
sugerem que o niveis de expressdo nao apresentaram relagdo com a quantidade de éxons

e introns dos mesmos (ZHU et al., 2020).



46

4.5. Conclusao

A anotacdo e a caracterizacdo da familia de genes SnRks em goiabeira trazem
novas perspectivas para os estudos de tolerancia ao estresse salino na espécie. O trabalho
apresenta informacGes importantes para analises desses genes com a estrutura genica,
além de suas localizagdes cromossémica. O trabalho compara a identificacdo desses
genes no genoma de referéncia e no draft de duas cultivares brasileiras indicando uma
possivel expansdo da subfamilia SNnRK2 na espécie e uma reducéo da SnRK3. Os estudos
de transcriptbmica apresentaram que existe expressao diversificada desses genes tanto
realcionadas aos tecidos quanto nos gendtipos que foram estudados. Ainda é possivel
visualizar que existe variacdes nas sequencias desses genes, SNPs, germoplasma
brasileiro evidenciado ainda mais nas cultivares Paluma e Cortibel RM, que foram mais

caracterizadas nesse trabalho.

Este estudo forneceu um conhecimento abrangente de familia de genes SnRK em
P. guajava, auxiliando para uma maior compreensdo das funcdes bioldgicas de genes
SnRK individuais em P. guajava. Por outra lado outros estudos para validacdo funcional
dos mesmos podem ser feitos em trabalhos posteriores para compreender o papel da

familia PgSnRK em relagdo a tolerancia a estresse abioticos.
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5. CAPITULO Il: CARACTERIZACAO E PADRONIZACAO DE
EXPERIMENTO PARA ESTRESSE SALINO EM GOIABEIRA

5.1 Introducao

Regides tropicais e subtropicais normalmente sdo caracterizadas pela presenca de
territorios aridos e semiarido que possuem alto processo de evaporacdo da agua
superficial do solo, esses e outros fatores como baixa precipitacdo pluvial, deplecdo das
aguas subterraneas além de inadequadas praticas agricolas podem favorecer processos de
salinizacdo. Estima-se que nos proximos 25 anos cerca de 30% da area cultivada no
mundo esteja afetada pela salinidade (CHAND et al., 2019). Por outro lado &reas com
esse clima apresenta grande potencial para o cultivo de plantas frutiferas, entre elas a
goiabeira, em areas irrigadas, porém, muitas vezes estas areas apresentam tendéncia para
o0 acumulo de sais (FERREIRA; TAVORA; HERNANDEZ, 2001).

Como principais fatores abi6ticos limitantes da producdo estdo o déficit hidrico e
a salinidade, condi¢gdes com maior impacto na regido nas areas irrigadas do semiarido do
Nordeste, onde a goiabeira esta entre as trés principais fruteiras cultivadas e exploradas
comercialmente. Nesta regido, a irrigacdo € uma das tecnologias que mais contribuem
para garantir a atividade agricola devido aos periodos prolongados de estiagens, nos quais
ocorrem déficit hidrico nas plantas. Entretanto, a indisponibilidade de agua de boa
qualidade para irrigacdo é limitada e o uso de agua salina na irrigacdo é uma alternativa
para suprir a demanda hidrica das culturas (SILVA, 2015).

A tolerancia a salinidade € uma resposta complexa, baseada no resultado de varios
mecanismos que dependem de interagdes morfoldgicas, fisioldgicas, e moleculares na
planta. Continuamente, as plantas desenvolveram diversas estratégias adaptativas, como
regulacdo hormonal, alteracdo redox e controle epigenético de genes relacionados ao
estresse. Da mesma forma, na tolerancia ao estresse salino, a planta coordena complexa
via de sinalizacdo, que incluem sensores de reconhecimento de estresse, proteinas,
transdutores de sinalizacéo, fatores de transcricdo, genes e metabolismo responsivo ao
estresse (ZHU, 2002).

Para a cultura da goiabeira, estudos com a cultivar Rica demostraram que o
estresse salino reduziu a matéria seca total demostrando que a relacdo parte aérea/raiz foi

reduzida com a presenca do agente estressor, além do aumento nos niveis dos ions Na* e
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CI, com maior actimulo nas folhas, seguido das raizes. Os teores de Ca?* foram estaveis
nas raizes, mas decresceram no caule e folhas. Os teores de K* foram reduzidos,
particularmente nas folhas. Ao contrario, os teores de Mg?* ndo foram afetados pela
salinidade no caule e nas raizes, havendo, entretanto, reducdo nas folhas. O teor de Na*
apresentou relacdo direta com o de Cl" e inversa com o de K™ nas raizes e folhas. O teor
de Ca®* ndo variou com o de Na* nas folhas, mas apresentou uma relagdo inversa nas
raizes. O teor de Mg? ndo variou com o de Na' nas raizes e folhas (FERREIRA;
TAVORA; HERNANDEZ, 2001).

Estudos que auxiliam na identificacdo de gendtipos e caracteres que contribuem
para a tolerancia ao estresse salino sdo importantes para o desenvolvimento de cultivares
tolerantes. Obter respostas preliminares relacionadas aos estresses relacionados aos
aspectos morfoldgicos sdo os primeiros indicativos para delimitacdo de futuras estratégias
de estudo. O presente estudo busca elucidar os aspectos e as respostas morfoldgicas de
raizes de mudas de diferentes cultivares de goiabeira, previamente avaliadas para
tolerancia a salinidade por analises de sementes, visando padronizacdo de condi¢cbes

experimentais para estudo de tolerancia a este estresse na cultura.

5.2. Metodologia
5.2.1. Material vegetal

Para o experimento de respostas a tolerancia aos estresses salino em P. guajava
foram utilizadas mudas obtidas por propagacéo vegetativa com aproximadamente 90 dias,
do viveiro Frucafé registrado no Ministério da Agricultura. As mudas foram selecionadas
quanto a uniformidade de altura, didmetro e condicdo fitossanitaria, e apenas plantas
saudaveis foram utilizadas. De acordo com os resultados prévios de gendtipos de
goiabeira sob estresse salino obtidos por (DALVI, 2012) utilizou-se os geno6tipos Cortibel
RM, (C6) e Cortibel LG (C1) (tolerante ao estresse salino) e da cultivar Paluma (sensivel
ao estresse salino). O gendtipo Cortibel RG (C14) tambem foi utilizado, embora sem
dados referentes ao estresse salino, porém de alta produtividade. Alguns resultados
obtidos para estes genotipos previamente pelo grupo de pesquisa da UFES estdo listados

na Tabela 2.
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Os experimentos foram realizados em casa de vegetacao em sistema de hidroponia
com recipientes contendo 10 litros de solugdo nutritiva contendo fosfato de potassio,
nitrato de potassio, sulfato de magnésio e nitrato de célcio (FURLANI, 1998), com
aeracdo constante. As mudas inicialmente foram colocadas para aclimatar por 10 dias em
solucdo nutritiva e posteriormente submetidas ao estresse salino a concentracdes de sal
foram testadas com base em espécies ja testadas como descrito por Wang et al., 2019. o
experimento teve inicio no 27 de marco de 2020, com duracéo total de 34 dias levando
em consideracao o periodo de aclimatacao.

Tabela 2: Caracteristicas dos genotipos estudados obtidos em estudos prévios do grupo
de pesquisa da UFES.

Gendtipos

Caracteristica LG RM RG PALUMA
Abortamento de Flor? S S S S
Percevejo? S S S S
Estresse Salino ! T T NE S
Doengas pos-colheita? R S S S
Ferrugem? R R S S
Infestacdo de psilideo? R S S S

Numero de frutos? ME ME MA MA

Legenda: Sensivel = S; Tolerante = T; Resistente = R; Nao Estudado = NE; Maior =
MA; Menor = ME.

1- (DALVI, 2012); 2 - (SILVA, 2017).

5.2.2. Experimento de Estresse Salino

No experimento utilizou-se quatro gendtipos de goiabeira (Cortibel RM, Cortibel
LG, Cortibel RG e Paluma) em tratamentos com 100mM e 200mM de NaCl e o controle
sem tratamento (somente com solucgéo nutritiva). Foi utilizado delineamento inteiramente
ao acaso, com seis repeticGes por genotipo (Figura 12). Apds 10 dias de aclimatacdo em
solucgéo nutritiva, as plantas tratadas foram submetidas ao estresse salino por 14 dias em
solucdo nutritiva com adicdo dos tratamentos com as concentragdes de sal.
Posteriormente, a solucdo salina foi removida e substituida por nova solucéo nutritiva,
onde as mudas permaneceram por mais 10 dias para recuperacdo. Apos esse periodo, as
plantas foram retiradas da solugdo nutritiva, lavadas e obtidas a massa Umida de raiz e
comprimento radicular. Posteriormente, as raizes foram secas em estufa a 60°C por 48

horas onde a massa seca foi obtida. Os dados coletados foram analisados mediante anélise
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de variancia e normalidade (Shapiro-Wilk) e posterior teste de Tukey (a= 0,05) no
software R (Team, 2011).

Figura 12: Visdo geral do experimento em casa de vegetacdo em delineamento
inteiramente casualizado. A e B gendtipos distribuidos em fileiras, totalizando seis
repeticdes por gendtipo. C e D distribuigéo total do experimento com controle negativo e
tratamentos com 100 mM e 200mM de NaCl.

5.2.3. Obtenc¢do do RNA Total e Parametros de Qualidade

A concentracdo, qualidade e a integridade do RNA foliar obtido dos genétipos
submetidas ao estresse salino e controle foram analisadas. Apos sete dias de exposi¢éo ao
estresse com as duas contragbes de NaCl e o controle negativo as amostras foram
coletadas contento duas amostras de porc¢des equivalentes de tecido de 3 individuos cada
amostra foi coletada contendo 3 repeticbes com 0 mesmo tecido e planta totalizando seis
amostras por gendtipo. As amostras coletadas foram imediatamente congelas em
nitrogénio liquido e armazenadas em ultrafreezer a -80°C até a extracdo. A coleta foi
realizada utilizando folha jovens ja desenvolvidas (segundo ou terceiro par de folha). Para
o isolamento do RNA total 80 ~100 mg de material foliar foram pulverizados em

nitrogénio liquido com auxilio de almofariz e pistilo, a extracdo de RNA foi realizada por
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protocolo baseado em CTAB como descrito por Guzman et al., 2014 com as
modificagdes: 900 pL de tampao extragdo aquecido a 65°C (CTAB a 5%, PVP-40 2%
(p/v), NaCl 2M, Tris-HCI pH 8,0, 100mM EDTA pH 8,0 25mM), e incubado a 65 °C por
10 minutos, com posterior adicdo de cloroférmio: alcool isoamilico (24: 1, v/v), foi
centrifugar a 7000 g durante 20 min a 4°C, o sobrenadante foi recolhido e adicionado
igual volume de cloroférmio: alcool isoamilico (24: 1, v/v) e posteriormente centrifugada
a 7000 g por 10 min a 4°C, o sobrenadante foi transferido para um novo tubo e adicionado
metade do volume total da amostra com LiCl 4 M, e incubado a -20°C por 4 horas. Apds
a incubacéo foi feita uma nova centrifugacdo a 16.000 g durante 30 min a 4°C, o pellet
foi lavado com 1 mL de etanol a 75% gelado e centrifugar a 16.000 g durante 10 min a
4°C, posteriormente o pellet sera ressuspendido em 30 uL de 4gua ultrapura e armazenado
a -80°C. A pureza e a concentracdo do RNA foram avaliadas pela determinacédo da
absorbancia de RNA em agua livre de RNase em 230, 260 e 280nm, usando um
NanoDrop ND-1000 espectrofotometro (Thermo Scientific, EUA). O rendimento de
RNA foi calculado com base em absorbancia a 260nm (Azeo). As razées Azeo / Azgo € Azeo
| A230 foram medidas para avaliar a pureza de RNA. A integridade do RNA foi avaliada
a partir das bandas de rRNA 28S e 18S em 1,0% (w / v) gel de formaldeido-agarose ap6s
eletroforese, coloragédo com 1: 20.000 GelRed® (Biotium) e visualizagdo com o Sistema
Gel Doc XR + (Bio-Rad, EUA).

5.2.4. Sintese de cDNA:

As amostras de RNA extraidas foram tratadas com DNAse (RQ1 RNAse-Free
DNAse, Promega) contento de 1-8 ul de RNA, 1 pl RQ1 RNAse-Free DNAse reaction
buffer, 1u/ug de RQ1 RNAse-Free DNAse, e agua Nuclease-free para o volume de 10 pl
e incubadas a 37°c por 30 minutos, posteriormente adicionado 1pl de RQ1 DNAse stop

sulution e incubado por 10 mim a 65°C.

A sintese de cDNA foi realizado usando o RNA extraido utilizando M — MLV
Reverse Trascriptase (Invitrogen), seguindo as instrucOes disponibilizadas pelo
fabricante, sendo utilizado 3000ng de RNA total e 200U/uL de Reverse Trancriptase. A
reacdo de sintese foi realizada utilizando 1pl de random hexamers (50ng/ul), 1ul de
dNTP mix (0.1 M) e os 11 ul das amostras de RNA tratadas com DNAse, 0 RNA primer
mix foi incubado a 65°C por 5 minutos, posteriormente adicionado mix contendo 4l de
First-Strand Buffer 5X, 2ul de DTT (100mM), 1pl de RnaseOUT™ (40 U/uL) e incubada
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37°C por 3 minutos e posteriormente adicionado 1pl de M-MLV Reverse transcriptase
(200U/ul), a reacao foi incubada a 23°C por 10 minutos , posteriormente incubadas a
37°C por 60 minutos e a 70°C por 15 minutos.

5.2.5. Amplificacéo por RTg-PCR:

Como forma de verificar a eficiéncia dos métodos de extracdo e integridade do
RNA extraidos foi realizado PCR quantitativo em tempo real. As rea¢fes gRT-PCR
foram realizadas em reagdes de 10 pL sendo 2 pl de cDNA e 5ul de PowerUp™ SYBR™
Green Master Mix (appliedbiosystems). Para todas as reacGes de qRT-PCR foram
realizadas em equipamento LightCycler® 96 (Rocher) utilizado 3 pl (400 nM) de primer
acrescido de cDNA e o Master Mix. A amplificacdo foi realizada utilizado primer
correspondente a histona H2A: forward: AAGCCGGTCTCTCGGTCTGT, reverse:
GCATTACCAGCCAACTCCAG, previamente analisado quanto a sua eficiéncia
(Apéndice 3) seguindo o padrao de amplificacdo com uma primeira incubacdo a 50°C
por 2 minutos, 95°C por 2 minutos (Hot start para ativacdo da enzima Tag polimerase), e
40 ciclos de 95°C por 15 segundos seguidos 60°C por 1 minuto, ao final dos 40 ciclos foi
realizado Melt curve com 50°-95°C incremente 0,5°C for 10segundos.

5.3. Resultados

O estresse salino causou reducdo do crescimento da raiz ou morte das plantas de
goiabeiras tratadas. A maioria das plantas morreram com o tratamento com 200 mM de
NaCl, restando somente duas plantas vivas do gendtipo Paluma ao final do experimento.
No tratamento com 100 mM de NaCl, para a cultivar RM houve morte de um individuo
apos a recuperacao, para Paluma dois e para as cultivares LG e RG, quatro.

Quanto aos aspectos morfoldgicos a massa Umida de raiz foi mais afetada pelos
tratamentos quando analisadas de todas as cultivares em conjunto evidenciando a perda
de 4gua das raizes na presenca da solucdo de NaCl, os resultados de massa seca
apresentaram diferenca significativas somente na concentracdo de 200 mM de NaCl. As
cultivares diferiram, quanto a massa fresca e seca de raiz. A cultivar RM apresentou maior
massa em ambas as situacOes, seguida pela cultivar RG e Paluma, que apresentaram
resultados semelhantes. A cultivar LG foi a cultivar apresentou os menor massa de raiz e

volume.
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Quando analisados de forma independente para cada cultivar somente a cultivar
Cortibel RG mostrou reducdo significativa de massa Umida em comparacgao ao controle
na concentracdo de 100mM de NaCl, nessa mesma concentracdo as cultivares Cortibel
RG e Cortibel RM também mostraram reducdo na massa seca, a cultivar Paluma néo
apresentou alteracdes na concentracdo de 100mM de NaCl. Na concentracdo de 200 mM
de NaCl todos as cultivares tiveram reducéo tanto de massa unida quanto de massa seca,
porem como a morte dos individuos nessa condi¢do foi bastante acentuada pode ter

influenciando na perda de dgua das raizes, e consequentemente afetando os resultados.

Quanto ao comprimento de raiz, todas as cultivares apresentaram resultados
semelhantes estatisticamente entre as cultivares. Entretanto, essa varidvel compara
principalmente a raiz principal e as maiores diferencas apresentadas séo referentes as
raizes secundarias e terciarias, destacado na Figura 13 (5 — 8). Nessas analises, fica
evidente que a cultivar LG possui menor quantidade de raizes em relagdo as demais,
corroborado pelas massas secas e frescas. A cultivar LG também apresentou maior
nimero de individuos com morte. As cultivares RM e Paluma apresentaram maior

namero de individuos vivos, seguidos pela cultivar RG.

FRRAFSRAFRRAR

PRI

[Ty DU

Figura 13: Observacao das cultivares Cortibel RM, Cortibel RG, Palumae Cortibel LG,
1 — 4 respectivamente, apés 14 dias de exposicao a concentracdo de 100mM de NaCl e
10 dias de recuperacéo, nota-se que a cultivar LG foi a mais afetada pela salinidade, com
perda total das folhas. Os invidos mostrados de 5 — 8 sdo as cultivares Cortibel RM,
Cortibel RG, Paluma e Cortibel LG pertencentes ao controle, sem adicdo de NaCl
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Para estudos de expressdo genica a qualidade e a integridade do RNA é de extrema
importancia. A integridade das amostras foi analisada por eletroforese em gel de agarose
desnaturante 1%. Na Figura 14 é possivel visualizar todas as seis réplicas extraidas para
cada cultivar no Controle, e nos tratamentos com 100mM e 200mM de NaCl. No gel e
possivel visualizar que as amostras de RNA se apresentaram integras em todas as
condigdes do estudo, visualizadas pelas bandas de rRNA. A qualidade e pureza das
amostras de RNA extraidas foram avaliadas por espectrofotémetro do tipo Nanodrop, a
razdo Azeo/Azso € AzeolAzzo (Tabela 3) e ndo houve néo alteragdes significativas entre as
amostras. Quanto a concentracdo de RNA (Tabela 3) ocorreu reducdo da quantidade de
RNA extraido nas amostras tratadas quando compradas com o controle nas cultivares
Paluma, Cortibel LG e Cortibel RG, entretanto essa reducdo ndo pode ser observada na
cultivar Cortibel RM.

Paluma Cortibel LG Cortibel RG Cortibel RM

Paluma Cortibel LG Cortibel RG Cortibel RM

Paluma Cortibel LG Cortibel RG Cortibel RM

Figura 14: Integridade de RNA extraidos de folhas das cultivares Paluma. Cortibel LG,
Cortibel RG e Cortibel RM submetidas a estresse por sal, em gel formaldeido-agarose
(1%) de integridade. A — Plantas controle OmM de NaCl. B- Plantas submetidas a 100mM
de NaCl. C- Plantas submetidas a 200mM de NaCl. Estdo representas 6 réplicas por
cultivar em todos os tratamentos
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Tabela 3: Andlise de rendimento e pureza de RNA para folhas estressadas por
diferentes concentracdes de solucdo de NaCl de diferentes genotipos de P. guajava

Genotipos n Concentracgéo Razéo Razéo
(ng/uL) Azs0l Azgo Assol Azzo

® Paluma 6 613,40+ 112,19 2,25+0,07 2,40+0,23
g Cortibel LG 6 765,21 +327,25 2,22+0,02 2,37+0,05
5 Cortibel RG 6 617,021 £51,34 2,21+0,02 2,36 +£0,01
© Cortibel RM 6 610,43+ 169,17 2,19+0,03 2,34+0,06

Paluma 6 603,50 +57,29 2,15+0,01 2,33%0,06
% Cortibel LG 6 644,72 + 112,81 2,38+0,03 2,38+0,06
S Cortibel RG 6 553,561 +152,72 2,16 +0,02 2,41 +0,03
- Cortibel RM 6 711,30+ 102,62 2,18+0,02 2,32+0,05

Paluma 6 572,86 +90,23 2,20+0,03 2,38+£0,04
% Cortibel LG 6 493,85+ 17497 2,20+0,02 2,39+0,06
S Cortibel RG 6 635,19 +34341 2,19+0,03 2,32+0,12
~ Cortibel RM 6 693,77 £ 147,95 2,20+0,03 2,33+0,09

Como forma de verificar a qualidade das amostras de RNA extraidos do

experimento de estresse para aplicagdes em biologia molecular, foram também avaliadas

por RTg-PCR. Todas as amostras avaliadas mostraram uma amplificacdo caracteristica

(curva de amplificacdo) e curva e picos Unicos na analise de dissociacdo (curva de
Melting) (Figura 15).
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Figura 15: Verificacdo de qualidade do cDNA de Amostras extraidas por amplificacéo
do gene histona H2A usando SYBR® Green RTq-PCR e curva de fusdo mostrando

produtos de amplificacdo especificos.
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5.4. Discussao

A tolerancia ao sal pode estar intimamente relacionada a capacidade das plantas
de eliminar o cloreto. Entretanto, ndo ha evidéncias de que a separacdo do ion cloro nos
vaclolos ou na redistribuicdo no tecido de plantas lenhosas ocorra na salinidade
(STOREY; WALKER, 1998). A adaptacdo a salinidade esta principalmente associada a
reducdo da captacdo de cloreto ou transporte do mesmo, inicialmente sugerido que a
absorcdo de cloreto estava relacionada ao habito de crescimento e ao tamanho e
morfologia do sistema radicular (ALTMAN; MENDEL, 1973). Em estudo realizado por
Storey (1995) em citros, observou-se que o desenvolvimento da raiz mudou a capacidade
de excluir o cloreto. Portanto, a capacidade de excluir cloreto (fator necessario para a
tolerancia ao sal) dos ramos é principalmente afetada pelas propriedades fisicas da
estrutura da raiz. Neste trabalho, o genétipo Cortibel LG, foi 0 mais afetado e também
reducdo na concentracdo de RNA total. Entretanto mesmos sendo o gendtipo com menor
tamanho radicular, ndo foi observado alterac@es significativas quando comparada o0 peso
de massa unida e massa seca na concentracdo de 100 mM. Aparentemente a relacdo de
da estrutura de raiz pouco desenvolvida, por estar em menor estadio de desenvolvimento
relacdo aos demais genotipos em estudo pode ter influenciado. Para esta cultivar, no
entanto, em individuos adultos e produtivos em campo sem irrigacdo, foi a Unica que
produziu frutos em condi¢bes de longa estiagem (dados observados pelo grupo de
pesquisa), sugerindo que o estadio de desenvolvimento da raiz pode mostrar diferentes
respostas quanto a salinidade em cada uma das cultivar.

O estresse salino induz a sintese de ABA, que fecha os estdmatos quando
transportado para as células-guarda. Como resultado do fechamento dos estdmatos, a
fotossintese é reduzida, ocorrendo fotoinibicdo e estresse oxidativo. O efeito direto do
estresse osmatico no crescimento da planta € inibir direta ou indiretamente a expansao
celular por meio do 4cido abscisico, quanto maior a exposic¢do a salinidade maior o dano
que pode ser gerado (STOREY 1995), podendo indicar uma relagdo com a maior reducao
de massa seca e fresca de raiz, morte de plantas e reducdo na concentracdo de RNA total
no tratamento com 200 mM de NaCl observada no estudo, sugerindo que a reducdo da
massa seca Ser menos intensa entre tratamentos, que diferengas na massa fresca esteja

relacionado a diferencas na quantidade de agua presente no tecido das raizes.
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Estudos sobre a distribuicdo de matéria seca de goiabeira desenvolvida com a
cultivar Rica, mostrou ainda uma forte relacdo entre a matéria seca de raiz em relacéo a
area foliar, a perda de matéria seca em folhas é ainda maior que em relacdo a das raizes
de 10 a 20% superior, essa reducdo pode sugerir que 0s ions absorvidos pelas raizes e
transportados para a parte aérea possivelmente excederam o limite necessario ao
ajustamento osmotico da planta, e desta forma acarretaram efeitos danosos ao
crescimento (FERREIRA; TAVORA; HERNANDEZ, 2001). Indicado também pela

reducdo na concentracdo de RNA presente no genotipo mais afetado.

Os resultados observados neste trabalho diferem dos relados em estudos prévios
realizados em germinagdo de sementes (DALVI, 2012), realizado com a maioria dos
gendtipos, no qual relata que o genotipo Paluma, Cortibel RM e Cortibel LG apresentaram
tolerancia ao estresse salino na germinacdo, no entanto, é razodvel considerar que 0s
mecanismos adaptativos em plantula com sistema radicular ja desenvolvido € diverso do
processo inicial de germinacdo, e que para 0 caso da goiabeira as plantas utilizadas em
pomares comerciais sao de origem de propagacao vegetativa. Ainda é preciso investigar
se 0s mesmos gendtipos com sistema radicular completamente desenvolvidos,
apresentardo diferentes respostas de tolerancia a salinidade dos que aqui representados, o
que impactaria na implantacédo de diferentes tipos de manejo quanto ao estresse salino em

goiabeiras.

Embora ndo tenha ocorrido significativas alteracdes quanto a integridade e qualidade
do RNA isolado das amostras sob estresse salino em relacdo ao controle, houve redugéo
no rendimento de RNA extraido na cultivar Cortibel LG, a mais afetada. O tratamento
com sal poder induzir degradacéo de acidos nucleicos como resultado do gatilho de morte
celular que poderia ser visto com a degradacgéo das bandas de rRNA, bem como mudanca
no contetdo quimico da célula o que pode afetar a eficiéncia dos método de extracdo
(BEHNAM et al., 2019; MEHER et al., 2018), as analises ndo mostraram processo de
degradacdo de RNA porem a reducdo da concentracdo de RNA extraido na cultivar
Cortibel LG pode ter sido afetada pela composicdo quimica da célula, sendo indicativos
de investigacdo em estudos futuros. Outras substancias como polifenois e polissacarideos
inerentes a amostra de RNA podem co-precipitar com o mesmo e influenciar nas
aplicacbes a jusante como estudos de expressdo genica e biologia molecular (OPEL;
CHUNG; MCCORD, 2010; ROSSEN et al., 1992; WILSON, 1997), porem os dados
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apresentados nesse trabalho demonstraram que sua qualidade é adequada para esses

estudos.

5.5. Conclusdo

O presente trabalho apresentou evidencias que a estrutura radicular das mudas de
goiabeira amostradas pode influenciar na sua capacidade de se adaptar a ambientes com
altas concentracdo de sal, observando que cultivares como Paluma e Cortibel RM,
apresentaram respostas similares, a tolerancia e que embora algumas plantas da cultivar
Paluma tenham sobrevivido a altas concentragfes de sal no tempo de tratamento, a
cultivar Cortibel RM foi mais tolerante ao mesmo tratamento. As duas cultivares
apresentaram o sistema radicular mais vigoroso sob tratamento. Por outro lado, as
respostas de tolerancia ao sal na espécie sdo pouco relatadas, e estudos futuros como de
expressdo genica, de respostas bioguimicas e fisiologicas na espécie, podem auxiliar a

elucidar as respostas observadas nessas cultivares.

O experimento conduzido neste trabalho, mostrou que o sistema de hidroponia foi
eficiente, porém indica que o uso de mudas com o mesmo estadio de desenvolvimento, e
condigdo de crescimento radicular € necessario para esclarecer se o gendtipo Cortibel LG,
tera uma resposta a salinidade mais eficiente que as demais cultivares, conforme
inicialmente indicado por analise visual em campo. Os demais estudos realizados,
indicaram também que o RNA extraido dos individuos possui qualidade para estudos de
biologia molecular.

Outro indicativo € que mudas de diferentes gendétipos, da mesma idade, ndo
necessariamente estdo no mesmo estadio de desenvolvimento e nem possuem a mesma
condicdo de estrutura radicular, sendo estas condi¢des inerentes aos genotipos, fato que
gera implicacBes no manejo para o estabelecimento das mudas em campo, em condicdes
estresses abioticos, dado que a implantacdo de pomar é uma grande limitacdo na cultura

pelo custo das mudas.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

As analises gendmicas para caraterizacao de sequéncias génicas que respondem a
diferentes fatores bioticos e abioticos € crescente ao longo dos anos. A goiabeira ainda
carece de informacOes gendmicas que podem dar suporte para 0s programas de
melhoramento, em que tais conhecimentos podem auxiliar e elucidar as respostas da

espécie em ambientes que sofrem com condicdes de salinizacdo dos solos, por exemplo.

Os SnRKs sdo uma familia de genes que respondem a tolerancia a estresses
abioticos, em especial o estresse salino. Neste trabalho foram identificados 53 genes
pertencentes a essa familia, sendo distribuidos como: 2 pertencentes a subfamilia SnRK1,
38 a subfamilia SnRk2 e 13 para a subfamilia SnRK3, os quais foram caracterizados

filogeneticamente além de sua estrutura génica e presenca de motivos conservados.

Estudos de expressdo génica realizados com essa familia de genes identificados
em duas cultivares brasileiras, mostraram que existe expressédo diferencial nos diferentes
tecidos para as duas cultivares; sendo possivel ainda identificar que a cultivar Paluma
possui expressao maior de genes pertencentes a subfamilia SnRK2, e cultivar Cortibel
RM dos genes da subfamilia SnRK3, evidenciando que existem diferentes respostas

ligadas a cada cultivar.

Para estudos de estreses em plantas que podem trazer respostas sobre a expressao
de diferentes genes lidados a tolerancia, é necessaria uma padronizacao de experimento,
que tem como finalidade diminuir o méaximo possivel de varia¢6es que podem influenciar
negativamente nas andlises ajusante. Neste trabalho, foi possivel visualizar que o sistema
de hidroponia se mostrou satisfatorio para a realizacdo do mesmo, porém para maior
eficiéncia é necessario aquisicdo de mudas no mesmo estagio de desenvolvimento haja
visto que principalmente o crescimento das raizes pode influenciar diretamente na

tolerancia a salinidade
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

Com os dados apresentados neste estudo € possivel ampliar ainda mais os estudos
a respeito da tolerancia para o estresse salino em P. guajava, que podem permitir a
validacao funcional dos genes SnRKs com trabalhos que podem compreender o papel

dessa familia génica em relaco a tolerancia a estresse abiotico na especie.

Novos experimentos em casa de vegetagdo de estresse salino estdo em fase de
preparacgéo; serdo selecionas mudas de propagacéo vegetativa das diferentes cultivares no
mesmo estagio de desenvolvimento, afim de reduzir possiveis interferentes nas respostas

ao estresse como foi relatado.

Outros estudos estdo sendo realizados concomitantemente para que seja possivel
a realizacdo de analises de expressdo génica via RTgQPCR. A normaliza¢do de genes
referéncia, que possibilita a realizacdo dos mesmos, também séo desenvolvidos em fase

de finalizacao.

Os conhecimentos gerados neste trabalho podem ainda auxiliar na busca e
caracterizacdo de novas familias de genes que também respondem ao estresse salino,
permitindo ampliar cada vez mais 0s conhecimentos das respostas a tolerancia em
P.guajava, gerando subsidios importantes para os programas de melhoramento da

mesma.
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9.APENDICE

Apéndice 1: Tabela de motivos de aminoacidos conservados e anotacdo de PgSnRKs: A
tabela mostra a nimero dos motivos conservados identificados apos analise MEME, com
tamanhos de aminoacidos para cada motivo e anotacdo funcional obtidos no banco de
dados Pfam.

Motivo Tamanho Anotacao
1 200 Protein Kinase
2 122 Protein Kinase
3 22 -
4 21 -
5 24 Protein Kinase
6 29 -
7 30 -
8 29 -
9 15 -
10 20 -
11 41 -
12 41 -
13 29 -
14 23 Protein NAF
15 83 -
16 30 Protein NAF
17 91 -
18 32 -
19 11 -
20 54 Protein Kinase

Apéndice 2: Sequencias de aminoacidos dos dominios conservados identificados apds
anélise MEME.

Motivo - 1
IRFKEVILTPTHLAIVMEYAAGGELFERICNAGRESEDEARYFFQQLISGVSYCHSMQI
CHRDLKLENTLLDGSPAPRLKICDFGYSKSSLLHSRPKSTVGTPAYIAPEVLSRKEYDG
KJADVWSCGVTLYVMLVGAYPFEDPEDPKNFRKTIQRIMAVQYSIPDYVHISQDCRHLL
SRIFVANPSRRITIPEIKSHPWE

Motivo - 2
YFQOLIBAVDYCHSRGVYHRDLKPENLLLDENGNLKVSDFGLSALPZQVRDDGLLHTTC
GTPNYVAPEVIJNNKGYDGAKADIWSCGVILEFVLLAGYLPFDDANLMELYRKIFKAEFKC
PSWF

Motivo - 3

DVWSCGVILYELLAGKPPFPGR

Motivo - 4

EKIDEQVAREISIMRLLRHPN

Motivo - 5

OQJJSGLEYCHSNGVVHRDJKPEN
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Motivo - 6

GKTJGEGTFGKVYLARBKETGEJVAIKVI

Motivo - 7

IVRLYEVMATKTKIYIVMEYVKGGELFDKI

Motivo - 8

LISRJLDPBPSKRITAAEILEHPWFKKNY

Motivo - 9

VGTPWYMAPEVLLGK

Motivo - 10

LLLDNNGNLKJADFGLAAFL

Motivo - 11
RKGOQLAVAAEVFEVAPSLEFVVELRKSAGDTLEYKKFCKSLS
Motivo - 12
JVTSRMSGSLYLVFEYMEHDLAGLIARPGJKFSEPQVKCYM
Motivo - 13

EVEQLHKIFKLCGSPSEDYWKKVKLPHAT

Motivo - 14

PLSMNAFZLISLSQGLBLSGLFE

Motivo - 15
EAEPGLDKSFGFSKNFGARYELGEEVGRGHEFGYTCWAKAKKGELKGQQVAVKVIPKAKM
TTATIATEDVRREVKILRALTGHKN

Motivo - 16
KRETRFTSKHPASVIJSKJEEVAKRLGLKV

Motivo - 17
NGYISLENFKVALMKNATDAMKESRVPDEFLDVLSSLOYKKMDFEEFCAAAISVHQLEAR
DDWEQJARKAFEJFEKEGNRPIVIDELASELG

Motivo - 18
EGEAYNQKEEPDQPLOSVEEIMKIIZEARTPA

Motivo - 19

KGKLREDEARK

Motivo - 20
SPIQAAFAVVQKNLRPPJPKDCPPALAHJIQKCWSENPEKRPEFDZIVRMLEQF
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Apéndice 3: Eficiéncia de primer: Para a analise de eficiéncia do primer Histona H2A,
foi construida curva padrdo com quantidades de cDNA de 50 ng (mais alta), 25 ng, 2,5
ng, 0,25 ng e 0,025 ng (mais baixa). A eficiéncia foi de 98%.

Histone H2A primer
40 -
35 -
o] e
50 I 7 |
5 20 A
15
10 1

y = -3,3716x + 26,805
5 1 R2 = 0,9907

-2,5 -2 -1,5 -1 -0,5 0 0,5 1 1,5
log [cDNA quantity (ng)]



