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RESUMO

O pinhdo manso (Jatropha curcas) é uma oleaginosa com grande potencial para a
producdo de biocombustiveis principalmente em regifes aridas. Entretanto € comum
a ocorréncia de solos salinos nessas areas, o que compromete a produtividade
dessa espécie. Proteinas de transporte de membrana (PTM) incluem diversas
familias multigénicas que desempenham papel importante na tolerancia a salinidade.
Assim, identificamos e analisamos a expressao do transportoma (varias familias de
PTM) em raizes de acessos contrastantes de pinhdo manso (Jc171 e Jcl183) sob
salinidade (3h; 150 mM NacCl) via RNA-Seq. Por meio de alinhamento BLASTX (e-
value < 1e-10) e analise de dominio, identificamos 2279 potenciais transcritos PTM,
associados a 61 familias. As familias F-ATPase (332), MC (Mitochondrial Carrier -
299), ABC (ATP-binding Cassette - 277) e MFS (Major Facilitator Superfamily - 182)
destacaram-se por apresentarem 0s maiores numeros de transcritos identificados,
representando aproximadamente 48% do transportoma. O numero de unigenes
diferencialmente expressos (DEGs) em Jc171 e Jc183 foi respectivamente, 116 e 01
(p-value = 0,0001, FDR = 0,005, Log2 FC = 1 or < -1). A ndo modulacdo dos genes
cofidicadores de PTM pelo acesso Jcl183 pode ter ocorrido por representar um
genodtipo tolerante a concentracdes bem superiores de NaCl. A modulacdo
transcricional foi notoria pelo acesso Jc171 (sensivel) no qual destaca-se a indugéo
das familias: MFS (08), MC (08) e F-ATPase (08) e MIP (Major Intrinsic Protein - 22).
As F-ATPases atuam no sequestro vacuolar de Nat+ e minimizam o0 estresse
oxidativo, enquanto os transportadores mitocondriais (MC) reduzem os niveis de
ROS mitocondral. Por sua vez, os transportadores de acucar (MFS) reforcam o
ajuste osmatico, a reabsorcdo de monossacarideos e mantém a estabilidade da
membrana celular, enquanto as aquaporinas (MIP) contribuem para o acumulo de
prolina e enzimas antioxidantes, facilitando a desintoxicacdo de ROS. A familia MIP,
proteinas chamadas de aquaporinas (AQPs), apresentou 0 maior numero de
unigenes induzidos correspondentes as subfamilias: PIP (Plasma Membrane
Intrinsic Proteins - 15), TIP (Tonoplast Intrinsic Proteins - 6) e SIP (Small Basic
Intrinsic Proteins - 1). A regulacéo diferencial desses transportadores contribui para
0 ajuste osmotico, reducdo do estresse oxidativo e da toxicidade ibnica; e
manutencdo do balanco hidrico sob condi¢des salinas. Nosso trabalho demonstra a
atuacao dos genes PTM na resposta adaptativa do pinhdo manso a salinidade.

Palavras-chave: Estresse abiotico; Jatropha curcas; RNA-Seq.



ABSTRACT

Physic nut (Jatropha curcas) is an oilseed with high potential for the production of
biofuels, especially in arid regions. However, the common occurrence of saline soils
in these areas compromises the productivity of this species. Membrane transport
proteins (MTP) include several multigenic families that play an important role in ionic
homeostasis and salt tolerance. Thus, we identify and analyze the expression of
MTP genes in roots from contrasting accessions of J. curcas (Jc171 and Jc183)
under salinity (3h; 150 mM NaCl) through RNA-Seq analyses. BLASTx alignment (e-
value < 1e-10) and domain analysis identify a transportome comprising 2,279 MTP
transcripts (61 families). Among all families, F-ATPase (332), MC (Mitochondrial
Carrier - 299), ABC (ATP-binding Cassette - 277) and MFS (Major Facilitator
Superfamily - 182) stood out for presenting the highest number of identified
transcripts (approximately 48% of transportome). Regarding the number of
differentially expressed unigens (DEGS) in Jc171 and Jc183, it was found 116 and
01, respectively (p-value < 0.0001, FDR < 0.005, Log2 FC = 1 or < -1). The non-
modulation of the MTP in the Jc183 accession may be attributed to its genotype
tolerance to higher concentrations of NaCl. The transcriptional modulation was
notorious to the Jc171 accession (sensitive), due the induction of the families: MFS
(08), sulfate transporters, MC (08) and F-ATPase (08) and MIP (Major Intrinsic
Protein - 22). The F-ATPases act in vacuolar Na+ sequestration and oxidative stress
minimization, while mitochondrial carriers (MC family) minimize the mitochondrial
ROS and oxidative stress. In turn, sugar transporters (MFS family) reinforce osmotic
adjustment, monosaccharides reabsorption, and keep membrane stability, while
aquaporins (MIP family) contribute to ROS detoxification, pointing proline and
antioxidant enzymes. The MIP family, called aquaporins (AQPs), showed the highest
number of induced unigens, which corresponded to the subfamilies: PIP (Plasma
Membrane Intrinsic Proteins - 15), TIP (Tonoplast Intrinsic Proteins - 6) and SIP
(Small Basic Intrinsic Proteins - 1). The differential regulation of these transporters
contributes to the osmotic adjustment, reduction of oxidative stress and ionic toxicity;
and maintaining water balance under saline conditions. Therefore, our work
demonstrates the role of MTP genes in the adaptive response of physic nut to
salinity.

Keywords: Abiotic stress; Jatropha curcas; RNA-Seq.
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1 INTRODUCAO

O pinhdo manso (Jatropha curcas) € uma espécie pertencente a familia
Euphorbiaceae com grande potencial para a producdo de biodesel devido ao
elevado teor de Oleo nas suas sementes (40-50%) (WANG et al., 2018; WU,;
ZHANG, 2020). Essa espécie € considerada tolerante a seca e consegue
desenvolver-se bem em solos de baixa fertilidade, tornando-a uma boa opcéo para o
cultivo em regides aridas (MAES et al., 2009). Entretanto, a salinidade é uma
condicdo comum nessas regides que afeta a produtividade do pinhdo manso (SILVA
et al., 2013; REAL et al., 2019).

A salinidade é um dos principais estresses ambientais que afeta o
crescimento e desenvolvimento das plantas, causando sérios prejuizos para a
agricultura (SAFDAR et al., 2019). A raiz é o primeiro 6rgdo que sofre os impactos
desse estresse, onde o aumento principalmente dos ions de sédio (Na*) e cloro (CI")
provoca inicialmente o estresse osmético, seguido do desequilibrio idnico e estresse
oxidativo (DINNENY, 2019).

Sob condicfes salinas, as plantas ativam varias vias moleculares envolvendo
a percepcao, sinalizacao e a regulacdo de genes responsivos ao estresse. Algumas
estratégias associadas a tolerancia a salinidade em muitas plantas incluem: restricdo
do influxo e efluxo de Na*, compartimentacdo dos ions téxicos nos vacuolos,
retencdo do potassio (K*) e manutencdo do potencial osmoético (ISAYENKOV;
MAATHUIS, 2019; BERNSTEIN, 2019).

Estes processos ocorrem predominantemente em ambiente radicular e a
tolerancia ao referido estresse € amplamente dependente de proteinas de transporte
de membrana (PTM), que incluem diversas familias multigénicas de transportadores,
canais idnicos e bombas de transporte (MANSOUR, 2014).

Algumas das principais PTM que atuam revertendo a toxicidade causada
pelos niveis elevados de Na* incluem: SOS1, intimamente associado a exclusao de
Na* pela membrana plasmatica; e transportador antiporte NHX, V-ATPase, V-PPase,
responsaveis pela compartimentacdo do Na* nos vacuolos (NIKALJE et al., 2018). A
absorcdo de Na* pelas raizes leva ao efluxo do K* que prejudica o metabolismo
celular. Portanto, a retencao de K* por PTM (AKT1, KUP/HAK/KT, KIR) representam

outro mecanismo associado a tolerancia a salinidade (YOUSEFIRAD et al., 2020).
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As relacdes hidricas durante o estresse salino é um ponto critico na resposta
de tolerdncia das plantas. A familia aquaporina (AQP) inclui proteinas
transmembranares (PIP, TIP, NIP, SIP e XIP) que facilitam o transporte de agua e
outros solutos através das células e compartimentos intracelulares (SINGH et al.,
2020). A regulacéo diferencial das AQPs assim como a superexpressao de alguns
representantes dessa familia conferem tolerancia a salinidade em muitas plantas
cultivadas (SUN et al., 2017; LI et al., 2019).

Informacdes a respeito das familias génicas codificadores de PTM na
resposta a salinidade em pinhdo manso sdo escassas (ZHANG et al., 2014).
Portanto, analisamos a regulacdo a nivel molecular (RNA-Seq) desses
transportadores em raizes de J. curcas sob NaCl (150 mM). O transportoma aqui
identificado e analisado contribuiu para decifrar a resposta inicial do pinhdo-manso

ao NaCl, o que apresentam potencial para acentuar a tolerancia a sais em plantas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

e Analisar a modulagédo da expressédo de transcritos codificadores de proteinas
de transporte de membrana (PTM) em acessos tolerante e sensivel de pinhao

manso sob salinidade.

2.2 Objetivos especificos

e Anotar os transcritos codificadores de PTM oriundos do transcriptoma RNA-
Seq de acessos contrastantes de pinhdo manso em resposta ao estresse
salino (150 mM NacCl; 3 horas).

e Analisar a expressdo diferencial dos transcritos PTM para cada acesso,
visando identificar potenciais genes estresse-responsivos associados ao
processo de tolerancia.

e Executar andlises estruturais e filogenética da familia génica de PTM com
modulacdo expressiva em resposta ao sal.

e Validar a expresséao de alvos relacionados a resposta de tolerancia ao sal via
RT-gPCR.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Jatropha curcas L — aspectos gerais e importancia econémica

J. curcas, conhecida popularmente como pinhdo manso ou simplesmente
jatropha, pertence a familia Euphorbiaceae (CONTRAN et al., 2013). Essa espécie
tem como mais provavel centro de origem e domesticacdo a regido Mesoamericana,
mais especificamente o estado de Chiapas no México e a Guatemala, e a regido
costeira ao longo do Golfo do México, respectivamente (PECINA-QUINTERO et al.,
2014; ANAYA et al., 2016). Embora nativa da América do Norte e Central, J. curcas
esta dispersa nas areas tropicais e subtropicais de todo 0 mundo, como Africa, india,
Sudeste Asiatico e China (KAMEL et al., 2018).

O género Jatropha engloba cerca de 175 espécies tipicas de climas tropicais
e quentes, das quais J. curcas € uma das mais conhecidas e economicamente
importante (CAVALCANTE; SANTOS; ALMEIDA, 2020). O pinhdo manso é uma
espécie diploide, com 2n = 22 cromossomos e genoma com tamanho aproximado de
339 milhdes de pares de bases (DAHMER; WITTMANN; DIAS, 2009; HA et al.,
2019).

Em relacdo a morfologia, J. curcas € um arbusto de tamanho médio entre 3-5
metros de altura, com folhas verdes, largas, geralmente simples, angulares e
filotaxia espiral (Figura 1B) (ALMEIDA et al., 2019). Tal espécie monoica possuli
inflorescéncias terminais (Figura 1A), com comprimento de peciolo entre 6 e 23 mm,
e caule com madeira macica e casca cinza lisa que se danificada exsuda um latex
aguoso e esbranquicado (ANAYA et al., 2016; ALMEIDA et al., 2019). Os frutos tém
formato oval, sdo secos, deiscentes, coriaceos e triloculares abrigando uma semente
em cada cavidade (Figura 1C) (VIRGENS et al., 2017).

J. curcas é uma espécie ndo alimenticia com alto rendimento dos grédos (5t
ha-1) e grande potencial para a producdo de biocombustiveis, devido ao elevado
teor de oOleo de suas sementes (40-50%) (WANG et al., 2018). O seu Oleo é
composto principalmente pelos &cidos linoleico, esteéarico, oleico, palmitico e
araquidico que podem ser convertidos em seus ésteres metilicos durante a reacao
de transesterificacdo, formando o biodiesel (CARDOSO et al., 2018; KAMEL et al.,
2018). Além disso, o 6leo de J. curcas possui outras caracteristicas adequadas para
a producédo de biocombustivel como: baixa acidez, boa estabilidade a oxidacdo em

comparacdo ao 6leo de soja, menor viscosidade do que o Oleo de mamona e
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melhores propriedades no frio em comparacdo ao Oleo de palma (GONZALES,
2016). Desta forma, J. curcas destaca-se como uma planta para a producdo de
bioenergia sustentavel, que implica na reducédo do dioxido de carbono na atmosfera
(MONTES; MELCHINGER, 2016).

Figura 1. Caracteristicas morfol6gicas de J. curcas. A - Inflorescéncias, flor feminina e flor masculina;
B - Fruto e folha; C — Fruto seccionado e semente.

ry

Masculina

Fonte: Adaptado de Montes; Melchinger (2016) e Heller (1996).

A producdo do oleo de J. curcas estd concentrada nos paises asiaticos,
sendo os principais produtores a China e a india. A producdo anual de 32.212.600 t
0leo de pinhdo manso, considerando os dez maiores produtores mundiais, geram
26.045.344 t de biodiesel (PILOTO-RODRIGUEZ et al., 2020). No Brasil, a produgéo
em larga escala ainda € uma promessa, pois é considerada uma espécie em
domesticacdo e néo existem cultivares geneticamente melhoradas (LAVIOLA et al.,
2019; CARNEIRO et al., 2021).

O pinhdo manso apresenta crescimento rapido e sistema de propagacgéo
simples, que se destaca por apresentar alta adaptabilidade a uma variedade de
condicdes climaticas e edaficas, como por exemplo desenvolve-se em solos de
baixa fertilidade (MAZUMDAR et al., 2018; RAMOS et al., 2018). Tais caracteristicas
possibilita o cultivo dessa espécie em terrenos inadequados para o plantio e, dessa
forma, ndo compete com o cultivo de plantas destinadas a alimentacdo humana
(HERRERA et al., 2019; HA et al., 2019). Um estudo recente na Indonésia avaliou

caracteristicas relacionadas a produgédo de sementes durante cinco anos e mostrou
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que alguns gendtipos de J. curcas (JCUMM5, JCUMM7 e JCUMM18) séo
promissores para o cultivo em areas secas (ZAINUDIN et al., 2020). Além disso, a
cultura do pinhdo manso pode prevenir e controlar a erosdo do solo, bem como
recuperar areas degradas, o que permitiu a expansao do seu cultivo, principalmente,
em regides inadequadas para espécies sensiveis a seca (ALMEIDA et al., 2019).
Todas essas particularidades tornam o pinhdo manso uma das espécies mais
promissoras para a producéo de biodiesel em regides tropicais.

O subproduto da extracéo do 6leo de pinh&o manso, conhecido como torta de
sementes (seed cake), geralmente € toxico devido a alta concentracdo da proteina
curcina e ésteres de forbol, o que inviabiliza o aproveitamento para alimentacdo
animal. Mas esse subproduto tem se mostrado um bom adubo organico por possuir
alto teor de nitrogénio, e dessa forma pode substituir fertilizantes quimicos
(BEKALU; FEKAD, 2020). A torta de sementes de J. curcas é um fertilizante
organico que supera o estrume de vaca, atuando tanto na construgcdo da estrutura
como na reducédo da perda da umidade do solo (MARZOUK, 2020).

Embora ndo seja uma planta alimenticia devido geralmente possuir
compostos toxicos, € importante destacar que no México existem algumas
variedades de pinhdo manso nao toxicas, livres de ésteres de forbol. A pasta
residual de J. curcas contém um alto teor proteico (23-26%) e se obtida das
variedades ndo téxicas tem potencial para utilizagdo na alimentacdo animal e
humana (HERRERA et al., 2019).

J. curcas também apresenta propriedades medicinais. Extratos dessa planta
ricos em alcaloides tém a capacidade de inibir o desenvolvimento de bactérias
patogénicas (RAMPADARATH; PUCHOOA; JEEWON, 2016). Além disso, um
composto extraido da semente de pinhdo manso, o isoamericanol, tém efeito
inibitorio na proliferacédo de células cancerigenas humanas (KATAGI et al., 2016).

O latex extraido de J. curcas apresenta metabdlitos e compostos bioativos
com potencial para aplicagcbes medicinais. Evidéncias cientificas reportam atividade
anticoagulante, anti-inflamatéria, antimicobriana, antiproliferativa e cicatrizante do
latex de J. curcas e confirmam as aplicagfes dessa planta na medicina tradicional
(ALMEIDA et al., 2019). Dessa forma, a espécie apresenta-se também como um
grande recurso para fins terapéuticos.

Portanto, o seu cultivo e utilizacdo como um todo apresenta um grande

potencial econdémico e social (por exemplo, geracdo de emprego) e sustentabilidade
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favorecendo o meio ambiente (recuperacdo de terras degradas e geracdo de
combustiveis menos poluentes) (GONZALES, 2016).

Do ponto de vista do melhoramento genético, é importante destacar que J.
curcas possui mecanismos que garantem eficiéncia no uso de agua sob condi¢cfes
de estresse hidrico, além de apresentar boa recuperacao apos reidratacdo (SAPETA
et al., 2013). Os principais mecanismos envolvidos nesses dois processos sao uma
regulacdo estomatica muito eficiente, que evita perda de agua, e a dissipacdo do
excesso de luz que protege o aparelho fotoquimico (SAPETA et al., 2016). Isso
reforca a ideia de que J. curcas é adequada para cultivo em regides com pouca
disponibilidade de agua.

Embora seja uma espécie apropriada para cultivo em regides aridas J. curcas
€ sensivel a salinidade, uma condicdo comum nessas regidfes que afeta
drasticamente a produtividade das culturas (SOUZA et al., 2020). Portanto, estudos
sobre a resposta de J. curcas submetidas a condicdes de estresse salino séo

cruciais para o melhoramento dessa espécie.

3.2 Efeitos da salinidade em plantas

A salinidade é um dos maiores problemas enfrentado pela agricultura,
especialmente em regifes aridas e semiaridas de todo o mundo. A maioria das
espécies de interesse econdmico sao glicofitas, que em condicdes acima de 40 mM
NaCl apresentam reducao no crescimento e comprometimento fisiolégico, podendo
levar a morte (ABOBATTA, 2020).

Além dos solos naturalmente salinos, praticas de irrigacdo com &agua
contaminada por cloreto de sédio (NaCl) e mudancas climaticas sédo fatores que
propiciam o aumento da salinizacdo dos solos (ZELM, ZHANG, TESTERINK, 2020).
Ha estimativas de que até 2050 metade das terras araveis em todo o0 mundo seréo
afetadas pela salinidade (BUTCHER et al., 2016). Dessa forma, compreender 0s
mecanismos empregados pelas plantas na resposta a salinidade é um passo
indispensavel para o desenvolvimento da agricultura moderna (ZHAO et al., 2020).

A resposta das plantas a salinidade € bastante complexa, mas normalmente
h& duas fases, 0 estresse osmotico e a toxicidade idnica no primeiro e segundo
estagios, respectivamente (Figura 2) (BUTCHER et al., 2016). No estagio inicial, o
sistema radicular percebe o estresse salino que leva a reducao da disponibilidade de

agua, induzindo o estresse osmotico. Em seguida, ocorre a toxicidade idnica
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associada a absorcéo excessiva dos ions de cloro (Cl") e sodio (Na*) que provocam
desequilibrio de nutrientes no citosol, como a deficiéncia de célcio (Ca?*) e potassio
(K*). Isso afeta o crescimento vegetal tanto no estagio inicial como tardio uma vez
que o excesso dos ions de Na* e CI prejudicam os processos metabolicos e
reduzem a eficiéncia fotossintética (ACOSTA-MOTOS et al., 2017; DEINLEIN et al.,
2014).

A salinizacdo dos solos provoca ainda 0 estresse oxidativo, devido a
superproducao de espécies reativas de oxigénio (ROS) que causa danos severos as
organelas celulares das plantas (Figura 2) (SHAHZAD et al., 2019). Além disso, 0s
niveis elevados de ROS provocam um grande distlrbio idnico nas plantas, afetando
o metabolismo celular (Figura 2) (TANVEER; AHMED, 2020).

Figura 2. Efeitos da salinidade em plantas.
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As plantas desenvolveram uma série de estratégias que envolvem alteractes
morfologicas, fisioldgicas, bioquimicas e moleculares para se aclimatar ao estresse
salino (HERNANDEZ, 2019). Apds a percepcéo do estresse, moléculas sinalizadoras
podem desencadear uma reacdo em cascata que ativa proteinas de defesa celular e
fatores de transcricdo que regulam genes responsivos ao estresse, o0 que leva
gradualmente a adaptacdo (LIANG et al., 2018). Os mecanismos celulares de
tolerancia das plantas relacionados ao estresse osmoético, iGnico e oxidativo

induzidos pela salinidade estao resumidos na figura 3.

Figura 3. Mecanismos celulares de toleréncia das plantas a salinidade.
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A mitigacdo do estresse osmotico envolve mecanismos que reduzem a perda
e maximizam a absorcédo de agua. Além disso, a efluxo dos ions de Na* das folhas e
a sua compartimentalizacdo, principalmente nos vacuolos, sdo estratégias
empregadas pelas plantas para aliviar o estresse i6nico (DEINLEIN et al., 2014).
Simultaneamente ao processo de extrusdo do Na* do citoplasma, a célula vegetal

acumula solutos compativeis ou osmolitos, que séo essenciais para equilibrar a
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pressdo osmotica nos vacuolos (HANIN et al., 2016). Os principais osmdlitos
sintetizados pelas plantas incluem a prolina, aglcares sollveis, glicina e betaina,
essenciais para o ajuste osmotico que por sua vez, € um processo critico para
manutencdo da turgescéncia celular e do metabolismo das plantas (LIANG et al.,
2018).

Os solutos compativeis desempenham ainda fungdo de protecdo, uma vez
gue tém a capacidade de se ligarem a macromoléculas celulares, evitando sua
desnaturacdo. Além disso, os solutos compativeis mitigam os danos do estresse
oxidativo aos transportadores de membrana, pois reduzem a formacao de ROS e/ou
na protecéo direta desses transportadores (MANSOUR; SALAMA, 2019).

As proteinas localizadas nas membranas celulares (plasmatica, tonoplasto,
etc), incluindo os canais i6nicos e transportadores desempenham papel chave na
resposta ao estresse ionico provocado pela salinidade, pois garantem a passagem
seletiva de ions especificos que leva, posteriormente, a homeostase ibnica
(MANSOUR, 2014). Esses transportadores sdo responsaveis principalmente por
eliminar o excesso Na*, que é toxico para célula, e reter 0 potassio para a
manutencdo do equilibrio da taxa Na*/K*, vital para o metabolismo celular vegetal
(HAN et al., 2018).

O aumento dos ions de NaCl nas raizes de plantas sob condi¢des salinas é
acompanhado por elevados niveis de ROS (H202, Oz, OH, O2) (ZELM; ZHANG;
TESTERINK, 2020), que oxidam proteinas e comprometem a integridade das
macromoléculas, podendo levar & morte celular (AHMAD et al., 2019).

As plantas desenvolveram métodos de defesa enzimético e ndo enzimaticos
para conter os prejuizos causados pelo estresse oxidativo (ACOSTA-MOTOS et al.,
2017). A desintoxicacdo de ROS de forma enziméatica envolve a regulacdo positiva
de enzimas antioxidantes, como: catalase (CAT), superéxido dismutase (SOD),
ascorbato peroxidase (APX), glutationa peroxidase (GPX) (HANIN et al., 2016). Ja
nos mecanismos ndo enzimaticos de eliminar ROS atuam metabdlitos antioxidantes,
como o acido ascorbico (ASH), glutationa (GSH), compostos fendlicos, alcaldides,
aminoacidos néo proteicos, alfa-tocoferol e carotenoides (MUCHATE et al., 2016).

Embora altos niveis de ROS sejam danosos para as células vegetais, baixos
niveis de ROS atuam como moléculas sinalizadoras que regulam o metabolismo,
funcbes celulares e vérias redes genéticas responsivas ao estresse (KUMAR et al.,
2017).
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Portanto, a homeostase durante o estresse salino envolve o ajuste osmético,
o equilibrio i6nico e a defesa antioxidante. Proteinas integrais de membrana
envolvidas no transporte de ions e outras macromoléculas desempenham papel
crucial na resposta adaptativa das plantas a salinidade e representam alvos de
interesse da engenharia genética para obtencdo de culturas tolerantes ao estresse
salino (MANSOUR, 2014).

3.3 Proteinas de transporte de membrana (PTM) na resposta adaptativa a
salinidade

Proteinas de transporte de membrana (PTM) s&o proteinas
transmembranares envolvidas no movimento de ions, pequenas moléculas e
macromoléculas através das membranas bioldgicas e correspondem a diversas
familias multigénicas de transportadores, canais idnicos e bombas de transporte
(MANSOUR, 2014). As PTM sao bastante diversas na estrutura molecular,
apresentando variacdo no numero de dominios transmembranares assim como nos
filtros de seletividade para permitir a passagem de ions especificos (VOLKOV;
BEILBY, 2017).

O transporte de ions é peca fundamental para a tolerancia a salinidade nas
plantas uma vez que inclui o transporte de cations e anions através da membrana
plasmatica das células da raiz, a eliminacdo de Na* para o meio extracelular assim
como a compartimentalizacdo de Na* nos vacuolos (VOLKOV; BEILBY, 2017). Todo
esse sistema de transporte visa garantir a homeostase i0nica, que basicamente
constitui-se no acumulo de ions essenciais (K*, Ca?*, Mg?*) para a nutricdo vegetal e
na reducédo dos ions téxicos (principalmente Na* e CI) (Figura 4) (HAN et al., 2018).

Vérios transportadores estado envolvidos na captacdo e movimentacao do Na*
através da membrana plasmatica. A penetracdo de Na* na interface solo/raiz ocorre
por meio de canais de cation ndo seletivos NSCCs (non-selective cation channels)
ao mesmo tempo que o efluxo de K* ocorre pelos canais KOR (outward-rectifying K+
channels) (MANSOUR, 2014). Outros grupos de transportadores atuam para
controlar esse desequilibrio na taxa de Na'/K* causado pela salinidade que é
prejudicial para o metabolismo vegetal.

Os ions Na* sdo expulsos das células por meio dos transportadores SOS1
(Salt-Overly-Sensitive), enquanto o influxo de K* é regulado por AKT1 (K* in
channels), KUP/HAK/KT (high affinity K*-H* symporters) e KIR (inward-rectifying K+
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channels) na membrana plasmatica (SHABALA; MACKAY, 2011). Transportadores
antiporte Na*/H* sédo codificados pelo SOS1 e encontrados em muitos genomas de
plantas sendo indispensaveis na manutencdo da homeostase ibnica, 0 que garante
a sobrevivéncia e crescimento sob condi¢des salinas. Esses transportadores usam o
gradiente de protons estabelecido pela H*-ATPase (P-ATPase) para trocar Na* por
H* através da membrana plasmatica (ZELM; ZHANG; TESTERINK, 2020). A
compartimentalizacdo de Na* nos vacuolos depende do antiporte vacuolar NHX1
(Na:H exchanger) e das V-ATPase e V-PPase que séo essenciais para estabelecer
o gradiente de protons no tonoplasto (LIANG et al., 2018; HE et al., 2014).

Figura 4. Mecanismos celulares de tolerancia ao sal envolvendo PTM em célula de raiz —
compartimentaliza¢@o de Na* no vacuolo e homeostase idnica.
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Fonte: Adapado de Mansour; Salama (2019).

A retencdo de K* na raiz é outra caracteristica associada a tolerancia a
salinidade em plantas (LIU et al., 2019). A retencdo de K* e Ca?* nas células da raiz
realizada por transportadores com afinidade pelo K* também colaboram para o
processo de desintoxicacdo do Na* que por sua vez aumenta a tolerancia da planta

ao estresse osmotico e oxidativo (HAN et al., 2018).
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Essas estratégias da regulacdo da absorcdo e exclusdao de Na* da célula,
assim como a captacao de K* sdo comumente usadas pelas plantas para manter as
razbes citosolicas desejaveis de Na'/K*, o que garante 0 ajuste osmotico
(MUCHATE et al., 2016).

Outro grupo de PTM com destaque na tolerancia a salinidade em plantas
inclui as aquaporinas (AQPs). As AQPs sdo bastante diversas em plantas e de
acordo com andlises filogenéticas e a localizacdo subcelular sdo classificadas em
cinco subfamilias: PIPs (plasma membrane intrinsic proteins), TIPs (tonoplast
intrinsic proteins), NIPs (nodulin 26-like proteins), SIPs (small basic intrinsic proteins)
e XIPs (uncharacterized intrinsic proteins) (FOX; MAISTRIAUX; CHAUMONT; 2017).

As AQPs facilitam a permeabilidade das membranas a agua e a outras
moléculas pequenas, como uréia, COz, glicerol, silicio, boro e peroxido de hidrogénio
(SINGH et al., 2020). Uma vez que o déficit hidrico € desencadeado pela salinidade,
o papel das aquaporinas € aumentar a absorcdo de agua pelas raizes, o que
contribui para a manutencdo do turgor e homeostase osmoética (MANSOUR;
SALAMA, 2019).

A familia das AQPs é altamente regulada sob condi¢Bes de estresse salino,
de modo que pode ocorrer tanto a inducdo como a repressao desses genes nas
raizes. Destacam-se as PIPs que estdo associadas a regulacdo da condutividade
hidraulica da raiz pela planta sob salinidade, e TIPs que atuam principalmente no
transporte de ROS citoplasmatico, ureia, amonia e ions nitrato para o vacuolo junto
com a agua (MCGAUGHEY et al., 2018; SINGH et al., 2020).

Estudos anteriores revelam a expressédo das PTM em plantas sob salinidade
(Tabela 1). A retencdo de K* em células de raiz foi associada a inducdo dos
transportadores AKT1 (48h; 100 Mm NaCl) em cultivar tolerante de arroz (Oryza
sativa), e HKTL1;5 (high-affinity potassium transporter - 6h) e HAK (3h e 6h) em
cevada (Hordeum vulgare) em resposta ao sal (300 mM NaCl) (LIU et al., 2019;
YOUSEFIRAD et al., 2020).

O aumento da expressao de HKT1;1 (2h; 150 Mm NacCl) de cevada (Hordeum
vulgare) além de associado a retencdo de K*, atua indiretamente na reducdo do
efluxo de Ca* na raiz induzido pelo sal, o que refor¢ca sua atuacéo na tolerancia ao
estresse salino (HAN et al., 2018). Por outro lado, niveis de transcritos de HKT2;1

em Hordeum maritimum foram mantidos constantes no ecotipo mais tolerante ao sal,
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enquanto diminuiram no menos tolerante 48h apds submetidas ao estresse (200 Mm
NaCl) (HMIDI et al., 2019).

A andlise do transcriptoma de canola (Brassica napus) revelou a inducao de
PTM envolvidas no transporte de potassio (HKT1;1; KOR1), na
compartimentalizacdo de Na* nos vacuolos (V-ATPase) e no ajuste osmotico (AQPS)
em folhas de cultivar tolerante 24h ap6s condi¢fes salinas (200 mM NacCl) (ULFAT
et al., 2020).

A regulacao das PTM também ja foi demonstrada em plantas haléfitas, o que
corrobora a atuacdo desses transportadores na tolerancia a salinidade. A regulacéo
de genes PTM em Sesuvium portulacastrum foi demonstrada tanto nas raizes como
nas folhas, de modo que o controle dos niveis de Na* foi associado a inducdo dos
genes NHX, SOS1 e V-ATPase apés 24h sob alta dose de salinidade (500 mM
NaCl). Cabe destacar que a inducdo do gene SOS1 também ocorreu na raiz sob 150
mM NaCl (NIKALJE et al., 2018). Em outra hal6fita, Halageton glomeratus, também
ocorreu a inducéo de transportadores P-H*-ATPase, V-H*-ATPase, V-Ppase (2h, 6h,
24h e 72h) SOS1 e AQP (72h) como mecanismo envolvido na homeostase idGnica
em raizes sob estresse salino (200 mM NaCl) (YAO et al., 2018).

Compreender a nivel molecular a atuagcdo e regulacdo dos genes PTM na
resposta das plantas a salinidade apresenta enorme potencial para acentuar 0s
mecanismos de tolerancia a sais. Nesse sentido, estudos envolvendo a analise do
transcriptoma séo Uteis aos programas de melhoramento de plantas, pois permitem

identificar genes responsivos ao estresse.
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Tabela 1. Regulacéo da expresséo génica de PTM em plantas submetidas ao estresse salino.

Tratamento

Espécie PTM (NaCl) Tecido Tempo Técnica Expresséao Referéncia
Oryza sativa AKT1 100 mM Raiz 48h RT-gPCR UR Liu et al., 2019
HKT1;1 150 mM Raiz 2h RT-gPCR UR Han et al., 2018
Hordeum HKT1:5 6h
I : ; i . -
vulgare HAK 300 mM Raiz 3h, 6h RNA-Seq UR Yousefirad et al., 2020
Hordeum . . -
maritimum HKT2;1 200 mM Raiz 48h RT-gPCR constante Hmidi et al., 2019
NHX 500 mM Raiz e folha
Sesuvium V-ATPase 500 mM Raiz e folha -
portulacastrum SOS1 150 e 500 mM Raiz 24h RT-GPCR UR Nikalje et al., 2018
SOS1 500 mM Folha
P-H+-ATPase DR
Halogeton V-H+-ATPase Zhé e;g,hm UR
glomeratus V-Ppase 200 mM Raiz ISO-Seq UR Yao et al., 2018
SOS1 79h UR

AQP UR
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3.4 Transcriptomica

O transcriptoma € o conjunto completo de transcritos expressos em uma
célula em um estagio de desenvolvimento especifico ou condicao fisiologica (WANG;
GERSTEIN; SNYDER, 2009). Andlises do transcriptoma s&8o essenciais para
interpretar os elementos funcionais do genoma e revelar os constituintes
moleculares das células e tecidos, dessa forma, séo vitais para entender a relacdo
entre genotipo e fenotipo (ZHAO et al., 2019).

O principal foco de qualquer estudo transcriptdmico € fornecer uma analise
comparativa do perfil espacial e temporal dos genes expressos e da sua abundancia
entre amostras biolégicas (ZHANG et al., 2014). De modo geral, os estudos de
transcriptomas envolvem um estagio de desenvolvimento especifico, uma parte do
corpo de um organismo ou a resposta a um determinado tratamento (GENIZA;
JAISWAL, 2017).

Existem vérias tecnologias utilizadas para a obtencédo do perfil de transcricao
de um organismo, que permite além de quantificar a expressao génica, identificar e
isolar genes de interesse, bem como o desenvolvimento de marcadores funcionais e
estudos gendmicos comparativos (GARG; JAIN, 2013). Por exemplo, o
sequenciamento de EST (expressed sequence tag), SAGE (serial analysis of gene
expression), microarranjos de DNA e RNA-Seq (RNA Sequencing) (ZHAO et al.,,
2019). Geralmente o sequenciamento de EST é baseado na tecnologia de
sequenciamento de Sanger, método de baixo rendimento e alto custo; o método
SAGE gera sequéncias curtas (tags — 15/21 pb), normalmente uma parte destas néo
alinha de forma Unica no genoma, dificultando a identificacdo do transcrito completo;
0os microarranjos de DNA baseiam-se na hibridizacdo e se restringem a analise de
expressdo apenas de sequéncias conhecidas (sondas) (WANG; GERSTEIN;
SNYDER, 2009). Essas desvantagens sao fatores limitantes no desenvolvimento e
aplicacao destas técnicas (HRDLICKOVA TOLOUE; TIAN, 2017).

O RNA-Seq por sua vez é uma tecnologia moderna que utiliza o
sequenciamento de proxima geracdo (NGS) ou o sequenciamento profundo (deep
sequencing) para obter o perfil transcriptdmico (SUDHAGAR; KUMAR; EL-
MATBOULLI, 2018). Tal metodologia revela diretamente a identidade da sequéncia e
permite identificar genes desconhecidos e isoformas de transcritos, além de
apresentar menos ruido e maior capacidade de detec¢cdo quando comparado com 0s

Microarranjos de DNA (RAI et al., 2017). O RNA-Seq destaca-se por quantificar de
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forma mais precisa a expressdo diferencial dos transcritos, além de identificar
transcritos de baixa abundancia (MARTIN et al., 2013).

Um experimento tipico de andlise de tanscriptoma via RNA-Seq envolve
quatro etapas basicas: elaboracdo do experimento, preparacdo da amostra e
geracdo das bibliotecas, sequenciamento e andlise dos dados via ferramentas de

bioinformética (Figura 5).

Figura 5. Fluxograma das etapas de um experimento tipico de RNA-Seq.
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Fonte: Adaptado de Sudhagar; Kumar; ElI-Matbouli (2018).

O desenho experimental do projeto deve considerar alguns fatores para
garantir a obtencdo de bons resultados, como: cobertura e profundidade do
sequenciamento, niumero de réplicas biolégicas e técnicas e escolha do tecido ou
orgdo bem como do tratamento a ser analisado (SUDHAGAR; KUMAR; EL-
MATBOULLI, 2018). E extremamente importante também conhecer as caracteristicas

relacionadas ao tamanho do genoma e nivel de ploidia da espécie objeto de estudo
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ou de espécies evolutivamente proximas, principalmente em estudos com plantas
(GARG; JAIN, 2013).

A segunda etapa inicia-se com a extracdo do RNA total da amostra. E
necessario um RNA de boa qualidade para dar prosseguimento ao experimento. As
amostras de RNA geralmente sédo analisadas quanto ao numero de integridade do
RNA (RIN) que varia de 1 a 10, amostras com valores superiores a 6 Sao
consideradas de boa qualidade (ROMERO et al., 2014).

O RNA total engloba as diferentes classes de RNA: rRNA (ribossémico),
MRNA (mensageiro) e varios ncRNA (ndo codificantes). Na maioria das células
eucaridticas o rRNA corresponde a 95% do RNA total, portanto a ndo eliminacao
desse tipo de RNA pode limitar a deteccdo dos tipos menos abundante (GARG;
JAIN, 2013). O isolamento do subgrupo especifico de RNA vai depender do objetivo
da pesquisa e geralmente trés métodos sdo empregados nesse passo: selecdo pela
Poly-A, deplecdo do rRNA e selecao por tamanho (HRDLICKOVA; TOLOUE; TIAN,
2017).

A selecdo pela cauda Poly-A € um método bastante eficiente no
enriquecimento de mRNA eucaridtico, embora esse método resulte na perda dos
NcRNAs e mRNAs que ainda ndo possuem cauda poly-A (MARTIN; WANG, 2011). A
deplecdo de rRNA é mais apropriada quando os objetos de estudo incluem os
longos ncRNAs e mRNA, ja a selecdo por tamanho quanto se pretende analisar
apenas o0s pequenos ncRNAs (KUKURBA; MONTGOMERY, 2015).

Em seguida, tipicamente o RNA é fragmentado devido a limitagdo das
plataformas de segunda geracdo sequenciarem fragmentos de até 600 pb,
chamados de pequenos reads (“short-reads”) (HRDLICKOVA; TOLOUE; TIAN,
2017). Plataformas mais recentes, terceira geracdo de sequenciadores, tem a
capacidade de sequenciar fragmentos longos (“long-reads”, >1000 bp), mas
apresentam maior taxa de erro (STARK; GRZELAK; HADFIELD, 2019). Embora seja
possivel o sequenciamento direto de RNA, para a maioria dos estudos de expressao
o RNA é convertido em DNA complementar (cDNA) (OZSOLAK; MILOS, 2011).
Adaptadores sao ligados nas extremidades do cDNA que entdo sera amplificado e
sequenciado.

O sequenciamento € feito em uma das plataformas NGS, as mais utilizadas

incluem lllumina, lonTorrent (short-reads) e PacBio (long-reads). Atualmente,
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lllumina é a plataforma dominante, sedo a mais utilizada em publica¢cdes envolvendo
RNA-Seq (STARK; GRZELAK; HADFIELD, 2019).

Os dados brutos de um experimento de RNA-Seq incluem milhdes de reads
geradas pelas plataformas NGS e disponibilizadas em arquivos, por exemplo, em
formato FASTQ, que sdo submetidos as andlises de bioinformatica (SIMONEAU,;
SCOTT, 2019). Primeiramente, ha um pré-processamento dos dados brutos para
remocado de artefatos e erros de sequenciamento, em seguida as reads séo
montadas para reconstrucao original dos transcritos (MARTIN; WANG, 2011).

O processo de montagem do transcriptoma inclui duas abordagens, a
montagem baseada em referéncia, quando h4 um genoma sequenciado disponivel,

e a montagem De novo (Figura 6).

Figura 6. Estratégias de montagem de transcriptoma obtido via RNA-Seq.
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Fonte: Adaptado de Martin; Wang (2011).
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Na montagem baseada em referéncia, inicialmente as reads séo alinhadas ao
genoma de referéncia, seguido pela sobreposicdo e formacdo do gréafico
representativo de todas as isoformas dos transcritos (GARG; JAIN, 2013). A
estratégia de montagem De novo utiliza-se da redundancia das reads para encontrar
pontos de sobreposicédo, o que permite reconstruir os transcritos (MARTIN; WANG,
2011). A estratégia de montagem De novo é extremamente importante para
espécies que ndo possuem genoma sequenciado, além de permitir a deteccdo de
transcritos novos e trans-splicing (ROBERTSON et al., 2010).

Apds a montagem, realiza-se a quantificacdo dos niveis de expressdo. Um
dos objetivos comum aos experimentos de RNA-Seq é identificar genes
diferencialmente expressos entre condi¢cdes distintas (VERK et al., 2013). Para
garantir uma comparacdo precisa € necessario normalizar os dados, no qual
RPKM/FPKM (reads or paired-end fragments per kilobase of transcript per million
mapped reads) sdo os principais métodos de normalizacdo (LI et al., 2015). Entres
0s inumeros softwares existentes, Cuffdiff2, dESeq e edggeR sdo os mais utilizados
na analise da expressao diferencial em dados de RNA-Seq (ZHANG et al., 2014).

Andlises de transcriptomas de plantas via RNA-Seq tém expandido-se
radicalmente nos ultimos anos. Um exemplo disso foi o projeto “Iniciativa de 1000
trancriptomas de plantas (1KP)” que sequenciou o transcriptoma de 1173 espécies
incluindo representantes dos principais taxons de Viridiplantae (algas verdes,
bri6fitas, samambaias, gimnospermas e angiospermas). Os achados desse projeto
sugerem a ocorréncia de extensas expansdes de familias génicas e a duplicacao de
todo o genoma como eventos antecessores as principais inovacdes na historia
evolutiva das plantas verdes (LEEBENS-MACK et al.,, 2019; CARPENTER et al.,
2019).

Além disso, inumeros estudos tém empregado a metodologia de RNA-Seq
para analise da expresséo de genes envolvidos na resposta das plantas a estresses
biéticos e abidticos, sendo extremamente Uteis para o melhoramento vegetal
(HERNANDEZ, 2019).
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Resumo

O pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) € uma oleaginosa tolerante a seca, tornando-
se uma boa fonte para a producdo de biocombustiveis em regibes aridas e
semiaridas. Porém, nessas regides, a salinizacdo do solo € um problema que
compromete a produtividade das lavouras. Estudos prévios mostram que familias
génicas codificadoras de proteinas de transporte de membrana (PTM)
desempenham um papel fundamental na tolerancia das plantas a salinidade. Assim,
comparamos o transcriptoma RNA-Seq de dois genoétipos de J. curcas (sensivel
versus tolerante) apdés trés horas de exposi¢cao ao NaCl (150 mM) para identificar os
transcritos codificadores de PTM expressos na resposta inicial ao sal. Identificamos,
via BLASTx e-value < 10%° e andlise de dominio proteico, um transportoma
comprendendo 2.279 transcritos PTM classificados em 61 familias. A analise
destacou as familias F-ATPase, MC, MFS e MIP na resposta inicial ao sal. As F-
ATPases atuam no sequestro vacuolar de Na* e minimizam do estresse oxidativo,
enquanto os transportadores mitocondriais (familia MC) reduzem os niveis de ROS
mitocondral. Por sua vez, os transportadores de acucar (familia MFS) reforcam o
ajuste osmatico, a reabsorcdo de monossacarideos e mantém a estabilidade da
membrana celular, enquanto as aquaporinas (familia MIP) contribuem para o
acumulo de prolina e enzimas antioxidantes, facilitando a desintoxicagdo de ROS.
Os resultados de RT-gPCR confirmaram a maior parte da regulacéo positiva in silico
(60,0%) dos alvos que podem ser potencias marcadores moleculares funcionais. Por
sua vez, Fatores de transcricdo (FTs) das familias TCP, ERF e NAC, previstos
regulando exclusivamente promotores de genes PTM induzidos, representam bons
candidatos a transgenes. Assim, nossos dados contribuem para decifrar a resposta
inicial do pinhdo-manso ao sal, e esses dados podem ajudar a melhorar a tolerancia
das plantas a salinidade.
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Introducao

A salinizacdo do solo representa um grande problema para a agricultura,
limitando o crescimento e a produtividade das plantas (NEGRAO; SCHMOCKEL;
TESTER, 2017). O fenbmeno ocorre globalmente, notadamente em regides aridas e
semi-aridas, e comumente quando a agua fornecida para irrigacdo das culturas é
inadequada (MBARKI et al., 2018; PARIHAR et al., 2015). Inicialmente, o estresse
osmético pode provocar perda de &gua pelas raizes, comprometendo o
desenvolvimento da planta (FORMENTIN et al., 2018). Por sua vez, o estresse
ibnico pode induzir toxicidade as células vegetais. Assim, 0 estresse salino pode
influenciar os principais processos da planta, como germinagdo, fotossintese,
relacdo hidrica, nutricdo, crescimento e producéo agricola (PARIHAR et al., 2015).

Jatropha curcas L. é uma planta perene da familia Euphorbiaceae, cuja
importancia econémica se deve, principalmente, ao seu potencial para producado de
biocombustiveis, devido ao teor de 6leo de alta qualidade (40-50%) nas sementes
(WANG et al., 2018; PECINA-QUINTERO et al., 2014). J. curcas também é relatada
como uma planta tolerante a seca (KAMEL et al., 2018), mas relativamente sensivel
a salinidade do solo (SILVA et al., 2011), e este fator abidtico pode limitar o seu
cultivo em regides tropicais.

Abordagens  transcriptomicas  fornecem  identificacdo de  genes
diferencialmente expressos em plantas expostas ao estresse abibtico, ajudando a
entender os mecanismos de tolerancia. Estudos prévios relatam a associacdo das
proteinas de transporte de membrana (PTM) ou transportadores de membrana a
resposta de tolerancia ao sal. Entre os genes PTM que apresentam expressao
diferencial em plantas sob condicbes de salinidade estdo aqueles envolvidos no
transporte de cations (HKT, CNGC, KAT), anions (CLC), substratos organicos
(transportadores de acucar) e agua (aquaporinas) (SENADHEERA; SINGH,;
MAATHUIS, 2009; FORMENTIN et al., 2018).

Estudos de transgenia confirmam o papel dos genes PTM na tolerancia ao sal
em vegetais. A superexpressao do transgene SbHKT1 em algoddo (Gossypium
hirsutum L.) e AtHKT1 em batata (Solanum tuberosus L.) promovem o equilibrio

ibnico K*/Na* e a eliminacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) em plantas sob
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estresse salino (GUO et al.,, 2020; WANG et al., 2019). Além disso, as plantas
transgénicas de Arabidopsis thaliana superexpressando o transportador de acucar
OsMST6 (transportador de monossacarideo) exibem tolerancia ao sal, devido a
diminuicdo da perda de agua e aumento da estabilidade da membrana celular
(MONFARED et al., 2020). Assim, os transportadores de membrana desempenham
um papel relevante na adaptacdo das plantas ao estresse salino (SHABALA et al.,
2016).

Considerando os estudos transcriptbmicos de raizes de J. curcas sob
estresse de sal (ZHANG et al., 2014; SOUZA et al., 2020; CABRAL et al., 2020), o
potencial dos genes/transcritos PTM permanece inexplorado. Assim, analisamos e
comparamos os perfis transcriptébmicos de dois gendtipos contrastantes de J. curcas
(sensivel versus tolerante ao sal) para identificar os genes que codificam os
candidatos PTM expressos na resposta inicial ao sal. Este trabalho relata o primeiro
transportoma (conjunto com diversos transportadores de membrana) identificado por
RNA-Seq em raizes de J. curcas apoés exposicao ao sal (NaCl 150 mM - 3h).

Metodologia
Origem dos dados de RNA-Seq e montagem do transcriptoma

O ensaio de RNA-Seq foi relatado pela primeira vez por Souza et al. (2020) e
Cabral et al. (2020). Foram utilizados dois acessos brasileiros, previamente relatados
guanto as suas respostas ao NaCl como tolerante ao sal Jc183 (Embrapa
Agroenergia) e o moderadamente tolerante Jcl71 (UFAL / CECA, Alagoas)
(LOZANO-ISLA et al., 2018), aqui referido como sensivel ao sal. Em resumo, o
ensaio de NaCl forneceu 12 bibliotecas de RNA-Seq, de acordo com a distribuicdo
em um delineamento inteiramente casualizado, dois tratamentos (sem sal ou trés
horas de exposi¢cdo a NaCl 150 mM) e trés plantas meia-irmés de cada acesso.
Apos o tratamento com NacCl, as raizes foram coletadas, imediatamente congeladas
(nitrogénio liquido) e mantidas a -80 °C até a extracdo do RNA total (kit SV Total
RNA Isolation System, Promega). Amostras de RNA mostrando qualidade (razdes
A260/280 nm e A230/280 nm préximo de 2,0), quantidade (equipamento Nanodrop)
e integridade (integridade de RIN = 9, Agilent Bioanalyzer 6000) forneceram as 12
bibliotecas de RNA-Seq, que foram geradas e sequenciadas (2 x 100 bp par-end-
reads) usando a plataforma Illumina HiSeq2500 da ESALQ Genomic Core Facility
(Piracicaba - SP, Brasil).
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A montagem do transcriptoma também é descrita em Souza et al. (2020) e
Cabral et al. (2020). Resumidamente, os dados brutos foram analisados quanto a
qualidade (FastQC; http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) antes
e depois da filtragem inicial realizada no Trimmomatic (v.0.36; BOLGER; LOHSE;
USADEL, 2014) para remover reads e adaptadores de baixa qualidade. Apenas
pares de reads de alta qualidade (Phred = 30, para todas as bases) foram usados
para montar o transcriptoma De novo com o programa Trinity 2.2.0 (GRABHERR et
al.,, 2011). A abundancia dos transcritos expressos em cada biblioteca foi
normalizada por fragments per kilobase per million mapped reads (FPKM) usando o
software RSEM (LI; DEWEY, 2011). A qualidade do transcriptoma De novo foi
avaliada pelo software rnaQUAST-1.5.2 (BUSHMANOVA et al., 2016) usando o
genoma de referéncia Jatcur 1.0 (GenBank, acesso GCA 00696525.1) e parametros
padréo.

Recuperacédo dos candidatos a PTM no transcriptoma RNA-Seq de J. curcas

Os transcritos RNA-Seq foram alinhados via andlise BLASTx (e-value < 10°10)
contra um conjunto proteico PTM curadas de A. thaliana (1102 sequéncias de
proteinas de 61 familias génicas) oriundas do banco de dados TransportDB
(www.membranetransport.org/transportDB2/index.html) para identificar 0s
candidatos a PTM de J. curcas. Potenciais unigenes de J. curcas que codificam PTM
foram traduzidos in silico usando o software BioEdit (tamanho minimo da ORF: 10
aminoéacidos), e os respectivos ORFs submetidos a analise de dominio usando a
ferramenta HMMER (https://www.ebi.ac.uk/Ferramentas/hmmer/search/hmmscan).
Andlise in silico de candidatos a PTM diferencialmente expressos em resposta
ao NaCl (150 mM)

Unigenes diferencialmente expressos (DEGs) foram identificados usando o
pacote edgeR (ROBINSON; MCCARTHY; SMYTH, 2010). Unigenes com valores
LogzFoldChange (Log2FC) = 1 (modulagdo positiva ou indugdo, UR) ou < -1
(modulagéo negativa ou repressao, DR), p-value < 0,0001 e taxa de falsa descoberta
(FDR) = 0,005 foram considerados DEGs.

Validacao da expresséao génica por RT-gPCR

Os ensaios RT-gPCR permitiram validar a expresséao in silico dos unigenes e
verificar a confiabilidade dos dados de RNA-Seq. Quinze candidatos PTM (quatro
familias) foram selecionados para os ensaios RT-gPCR com base na expressao in

silico dos unigenes considerando as familias que apresentam um maior nimero de
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DEGs induzidos (Tabela S1). Os primers foram desenhados com a ferramenta
Primer3 (Untergasser et al., 2012), aplicando-se 0s seguintes parametros: tamanho
do amplicon - 80 a 150 bp; temperatura de desnaturacéo - 58 ° C (minimo), 60 ° C
(6timo) e 62 ° C (maximo), e conteudo de GC - 45 a 55% (Tabela S1).

Os RNAs foram extraidos das raizes de J. curcas usando um protocolo
hibrido modificado (CTAB/coluna de silica Quiagen) (CHANG; PURYEAR;
CAIRNEY, 1993; Oliveira, 2018), e os cDNAs foram obtidos usando o kit GoScript™
Reverse Transcription System (Promega Corp., EUA) de acordo com as instrucdes
do fabricante. A amplificagdo quantitativa dos genes em tempo real foi realizada
usando o sistema de deteccdo SYBR Green (Go Taq gPCR Master Mix - Promega)
no termociclador LineGene 9600 (Bioer, Hangzhou, China). As reacdes de RT-gPCR
incluiram trés plantas meio-irméas do acesso Jc171, simulando triplicatas biolégicas;
triplicatas técnicas; controle negativo e dois genes de referéncia - actina e 3-tubulina
(SOUZA et al.,, 2020; CABRAL et al., 2020), relatados anteriormente usando 0s
mesmos dados de RNA-Seq. As reacdes ocorreram conforme a programacao:
desnaturacao inicial — 95°C por 2min, 40 ciclos — 95°C por 15 segundos seguido de
60°/1min. Apds a ciclagem, para obter a curva de dissociacdo, os amplicons foram
submetidos a 65°C e 95°C durante 20 minutos.

Os valores Cq e as quantificagdes absolutas e relativas foram obtidos pelo
software LineGene (v.1.1.10). Os dados de expressédo relativa consideraram um
teste de randomizacdo com 10.000 permutacbes e um teste de hipdtese para
verificar diferencas significativas entre os grupos de controle e tratamento no
programa REST (Relative Expression Software Tool v.2.0.13; PFAFFL; HORGAN;
DEMPFLE, 2002).

Andlise de enriguecimento de fatores de transcricdo (FTs)

A andlise de enriguecimento de fatores de transcricdo (FTs) (p-value < 0,01)
prevendo FTs superrepresentados, possivelmente regulando genes que codificam
PTM foi realizada usando a ferramenta PlantRegMap (plantregmap.cbi.pku.edu.cn/;
JIN et al., 2016), e trés arquivos de entrada independentes (unigenes UR, DR e ns).
Os resultados foram apresentados em um diagrama de Venn gerado pela

ferramenta online Venny (https://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/vennyl/).
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Resultados

As 12 bibliotecas RNA-Seq das raizes de J. curcas considerando o acesso
tolerante Jc183 e 0 acesso sensivel ao sal Jcl71, obtidas apds trés horas de
exposicdo ao sal (NaCl 150 mM), forneceram 238.286.823 reads brutas
(230.140.599 mostrando pontuacédo de Phred> 30) que geraram 145.422 transcritos
(101 Mb) e 126.342 unigenes (76Mb) com contetdo GC 41,55%. A analise no
rnaQUAST confirmou a boa qualidade da montagem De novo do transcriptoma
(SOUZA et al., 2020).
Identificacdo e anotacdo dos transcritos PTM em J. curcas ap6s exposi¢cao ao
sal

Com base em alinhamentos BLASTx (e-value < 1071 contra 1.102
sequéncias de proteinas de A. thaliana curadas (61 familias PTM) e andlise de
dominio de proteinas, um total de 2.279 transcritos de J. curcas foram identificados,
correspondendo a 1.792 unigenes codificando PTM putativos (Tabela S2). As
familias PTM que apresentaram o maior nimero de transcritos identificados foram F-
ATPase (332), MC (299), ABC (277) e MFS (182), representando aproximadamente
48% dos potenciais transcritos PTM expressos apds a exposicao salina. Além disso,
outras 26 familias, compreendendo cerca de 43% dos transcritos identificados,
apresentaram até 10 transcritos cada (Tabela S2).
Perfil de expresséo dos candidatos PTM J. curcas apds exposicao a solucao
salina

Considerando os unigenes PTM diferencialmente expressos (DEG, p-value <
0,0001, FDR = 0,005, Log2 FC = 1 ou < -1), detectamos 116 no perfil de expressao
do acesso Jcl71 ao sal e apenas um no Jc183. Com base no niumero DEGs e na
maior modulacdo da expressdo génica pelo Jcl71, apés o estimulo salino, as
analises seguintes consideraram apenas aquele acesso. Os 116 potenciais DEGs
PTM detectados no Jcl71 corresponderam a 61 UR e 55 DR (Figura 1)

caracterizados em 27 das 61 familias (Tabela S3).
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Figura 1. Familias de proteinas de transporte de membrana (PTM) com unigenes diferencialmente
expressos (DEGSs) de J. curcas ap6s 3h de exposicdo ao sal (150 mM NacCl). DEGs induzidos (UR) e
reprimidos (DR) séo representados, respectivamente, por barras vermlhas e azuis. DEGs: valor p <
0,0001, FDR = 0,005, Log2 FC 21 (UR) ou =< -1 (DR).
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As familias que mostraram mais representantes induzidos foram MIP (22,
Figura 2A), F-ATPase (08, Figura 2B), MFS (08, Figura 2C) e MC (8, Figura 2D),
enquanto que a familia ABC mostrou mais membros reprimidos (23, Figura 2E). Por
sua vez, o perfil da resposta ao sal de Jcl71 que nado apresentou DEGs
compreendeu 327 unigenes (declarados n.s.) associados a 34 familias PTM.
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Figura 2. Heatmaps baseados na modulacdo da expressdo génica de membros das familias PTM
(Proteinas de transporte de membranas) identificados em raizes de Jatropha curcas (Jc171) apés
exposicdo de 3h a NaCl (150 mM), em relacdo ao controle negativo sem sal (valores Log2FC). A
inducdo e repressdo dos genes diferencialmente expressos sdo indicados em vermelho e azul,
respectivamente, e a intensidade das cores esta de acordo com a legenda. Os asteriscos (*)
identificam DEGs selecionados para a analise RT-gPCR.
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DN24825_c1_g17
DN39189 c0_g2

DN43439_c1_g1
DN31499 c0_g1*
DN26347 c0_g1
DN15440_c0_g1
DN24968_c0_g2

DN34764 c1 g1
DN24752_c0_g1
DN42741_¢0_g1
DN39596_c0 g1

DN4799_c0_g1
DN26738_c0_g1

Validagdo da expressdo de DEGs PTM por meio da analise RT-qgPCR

Dados de expresséo in silico relativos a 15 DEGs PTM induzidos de quatro
familias [F-ATPase (07), MC (01), MFS (03) e MIP (04)] com destaque no perfil da
resposta do Jcl71 ao sal foram validados por ensaios RT-qPCR. Ambos, os DEGs
PTM selecionado e genes de referéncia apresentaram os amplicons esperados de
acordo com as curvas de dissociacdo (Figura S1). Além disso, os parametros RT-
gPCR derivados das curvas padrédo obtidas com as diluicbes em série das amostras
de cDNA, incluindo a eficiéncia de amplificacéo (E), o declive (S) e o coeficiente de
correlacao (R), foram adequados. Adicionalmente, todos os primers utilizados nas
reacoes apresentaram valores aceitaveis, conforme preconizado pelo protocolo
MIQE (BUSTIN et al., 2009). Os resultados de RT-gPCR (Tabela 1) confirmaram a
maioria dos dados de expressao in silico (60,0%), incluindo a expressédo UR de dois
candidatos das familias MFS (DN43309 c0 _gl) e F-ATPase (DN28386 _c0_gl).
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Ambas as sequéncias ndo apresentaram semelhancas significativas com as
sequéncias de J. curcas do RefSeq (NCBI - 05/2021).

Tabela 1. Expressao génica relativa e parametros de RT-gPCR [eficiéncia de amplificacdo (E), declive
(S), coeficiente de correlacdo (R) e interceptacdo Y] derivados de transcritos codificadores de
proteinas de transporte de membrana de Jatropha curcas L. expressos em raizes apos 3 h de
exposicdo salina (150 mM NaCl).

. Gene (candidato ou Expressao
Familia o E (%) R S Y Intercept o
referéncia?®) Génica

DN85408_c0_gl 91,14 -0,997 -3,55 3259 1,121 (n.s.)
DN49373_c0 gl 91,99 -0,996 -3,53 3248 1,236 (UR)
DN74739 c0 gl 90,62 -0,992 -357 3191 1,239 (n.s)
F-ATPase DN28386_c0 _gl® 94,66 -0,997 -3,46 32,15 1,362 (UR)
DN43896_cO gl 93,86 -0,995 -348 3331 1,237 (n.s.)
DN61280 cO gl 95,79 -0,987 -343 3151 1,620 (UR)
DN97599 c0 gl 93,03 -0,998 -350 30,90 1,269 (n.s)

MC DN98876_cO_gl® 90,90 -0,995 -356 3570 1,083 (n.s.
109,2
DN31499 c0_g1 , 0981 312 3640 0717 (DR)
MFS

DN51850 cO gl 94,02 -0,991 -347 37,63 9,273 (UR)
DN43309 cO_gl® 99,48 -0,988 -3,33 36,75 3,124 (UR)
DN39189 c0 gl 92,65 -0,999 -351 30,16 2,003 (UR)
DN6458 cO g1 94,76 -0,998 -3,45 32,77 5,566 (UR)

MIP 102.9
DN73436_c0_g1 A -0,998 -3,25 31,50 4,577 (UR)
DN20536_c0 g1 90.66 -0,994 -3,57 34,84 4,640 (UR)
Genes de JcActin® 90.15 -0,998 -3,58 26,99
Referéncia JcB-tubulin® 96.00 -0,986 -3,42 30,90

aplvo sem similaridade significativa com sequéncias de J. curcas do RefSeq (NCBI); *Genes de
referéncia: actina e B-tubulina (Souza et al., 2020; Cabral et al., 2020).

Andlise de enriquecimento de fatores de transcricdo (FTs) associados a
transcritos PTM do perfil daresposta salina de Jc171

Considerando os DEGs PTM induzidos (61) como 0S genes a serem
regulados, a andlise de enriqguecimento FT previu 476 regulagbes por 172 FTs, e 16

foram considerados enriquecidos. Em relagcdo aos DEGs PTM reprimidos (55), 526
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regulagdes envolveram 178 FTs, dos quais 13 foram enriquecidos. Sobre os
unigenes nao DEGs (1.676) 7.489 regulacdes foram previstas envolvendo 301 FTs,
onde 34 foram enriquecidos. Os FTs enriquecidos de cada grupo (UR, DR e ns),
respectiva familia de FT e numero de genes alvo potencialmente regulados séo
apresentados na Tabela S4.

Comparando os trés conjuntos de FTs enriquecidos em um diagrama de
Venn, 12 FTs foram exclusivamente associados aos DEGs PTM induzidos (Figura
3), onde cinco sdo membros da familia TCP. Além disso, o FT Jcr4S02314.30
(membro da familia ERF) foi previsto para regular até seis dos DEGs PTM induzidos.
Outros FTs enriguecidos exclusivamente com os DEGs PTM induzidos por sal séo
membros das familias NAC (3), HD-ZIP (1) e MYB (1) (Tabela S4).

Figura 3. Diagrama de Venn comparando os fatores de transcricdo enriquecidos (p-valor < 0,01)
identificados (ferramenta PlantRegMap) para cada grupo de candidatos PTM (Proteinas de
Transporte de Membrana): induzidos (UR), reprimidos (DR) ou ndo DEGs [Gens Diferencialmente
expressos: p-value < 0,0001, FDR < 0,005, Log2FC =1 (UR) ou < - 1 (DR)].

UR DEGs DR DEGs

Nao DEGs
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Discusséo

Proteinas de transporte de membrana (PTM) ou transportadores de
membrana sdo essenciais na resposta das plantas a salinidade. Eles absorvem,
sequestram e transportam ions e outras moléculas de forma seletiva, contribuindo
para a homeostase celular (VISHWAKARMA et al.,, 2019). O presente estudo
analisou transcritos de RNA-Seq associados as proteinas de transporte de
membrana (PTM), destacando as principais familias expressas em raizes de J.
curcas apos 3h de exposicdo a NaCl (150 mM).

Os perfis transcriptdmicos dos dois acessos de J. curcas revelaram diferentes
respostas apos o tratamento de sal aplicado. O acesso Jc183 tolerante a sal quase
ndo modulou os transcritos identificados associados a PTM; apenas um DEG
(membro da familia MFS) dos 83 relatados por Souza et al. (2020). Jc183 € um
gendtipo elite tolerante ao sal que recupera eficientemente os danos causados por
choque de alta salinidade (NaCl 750 mM) (SANTOS et al.,, 2019). Assim, o
tratamento com NaCl 150 mM nao provocou danos visiveis ao sal nas folhas de
Jc183, como os mostrados pelo acesso Jcl71 (Souza et al., 2020; Cabral et al.,
2020). Porém, a dosagem de NaCl aplicada € suficiente para comprometer as
mudas de Jc171 (SOUZA et al., 2020). Comparando os dados transcriptémicos de J.
curcas de ambos 0s acessos, Jcl71 apresentou mais transcritos de RNA-Seq
modulando suas expressdes, inclusive envolvendo potenciais PTM. Estudo prévio
relata resultados semelhantes. O tratamento com sal (30 min., 200 mM NacCl) induziu
mais alteracdes transcriptbmicas no gendétipo de quinoa sensivel ao sal
(Chenopodium quinoa) do que no tolerante (VITA et al., 2021).

Considerando os dados RNA-Seq do Jcl71, a andlise do transcriptoma
destacou as familias PTM F-ATPase, MC, ABC e MFS, com base no niamero de
transcritos identificados (Tabela S2). Os transportadores F-ATPase e ABC séo
dependentes de ATP e requerem uma fonte primaria de energia (por exemplo,
hidrolise de ATP) para realizar o processo de transporte, enquanto MC e MFS sao
transportadores secundarios, usando um gradiente eletroquimico de ions ou solutos
(por exemplo, préton/forca motora de sodio) para conduzir o processo de transporte
(REN; KANG; PAULSEN, 2004).

A familia F-ATPase compreende um complexo de proteinas com multiplas
subunidades operando como bombas de prétons no transporte de solutos através

das membranas, incluindo a membrana dos vacuolos (WANG et al., 2016). As F-
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ATPases desempenham um mecanismo central para evitar os efeitos toxicos do
sédio no citosol, através do sequestro de ions Na* nos vacuolos (LV et al., 2017; HE
et al., 2014). A superexpresséao de diferentes subunidades de ATPase do trigo levou
a compartimentacdo de sédio nos vacuolos de plantas transgénicas de A. thaliana,
promovendo tolerancia a salinidade (HE et al., 2014).

As ATPases também estdo envolvidas no controle do estresse oxidativo.
Plantas transgénicas de alfafa com superexpressdo de ScATPase (Suaeda
corniculata) mostraram maior tolerancia a salinidade, maior contetdo de prolina e
maior atividade da enzima SOD (superoxido dismutase) (WANG et al., 2016). Além
disso, a superexpressao da subunidade c de ATPase vacuolar em plantas
transgénicas de A. thaliana reduziu os niveis de O% e H202, proporcionando maior
tolerancia das plantas ao sal (WANG et al.,, 2020). No presente trabalho, os
resultados de RT-gPCR confirmaram a superexpressdao de trés candidatos F-
ATPase (codificando potencial ATPase vacuolar subunidade c), sugerindo sequestro
vacuolar de Na* e minimizac&o do estresse oxidativo. A inducédo de F-ATPases pelo
acesso Jcl71 (Figuras 1 e 2B) representa um possivel mecanismo de controle da
toxicidade ibnica causada pelo soédio. A regulacdo positiva das F-ATPases de J.
curcas foi demonstrada em plantas apos duas horas de exposicdo a NaCl 100 mM
(ZHANG et al., 2014).

Dados de RT-gPCR apontam para a inducdo da ATPase vacuolar subunidade
c na resposta salina inicial (6 h) em raizes da hal6fita Tamarix hispida (NaCl 0,4
mol.L-1). Além disso, a superexpressdo de subunidades de ATPase vacuolar em
plantas transgénicas melhorou as caracteristicas agronémicas de plantas sob
salinidade. A superexpressdo da ATPase subunidade c de A. thaliana em plantas
transgénicas Hordeum vulgare melhorou o rendimento de gréos e a producéo de
biomassa em comparacdo com plantas do tipo selvagem sob condicdo de NaCl 300
mM (ADEM et al., 2017).

A familia MC corresponde aos transportadores mitocondriais, € 0s membros
desta familia foram bem representados no transcriptoma do Jcl71 (Tabela S2).
Transportadores MC estdo localizados na membrana mitocondrial interna
carregando uma variedade de metabolitos entre as mitocondrias e o citosol (JIA et
al., 2015). Embora o papel dos transportadores MC na resposta das plantas ao sal
seja limitado, uma expressdo aumentada do transportador mitocondrial UCP1

(Uncoupling protein 1) foi relatada em folhas e raizes de A. thaliana, apés 3 e 27
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horas, respectivamente, em plantas expostas a 100 mM NaCl (CHE-OTHMAN et al.,
2017). Além disso, a superexpressdo do UCP1 A. thaliana em plantas de arroz
transgénicas (Oriza sativa) conferiu tolerancia a salinidade (175 mM NacCl),
reduzindo o nivel de ROS mitocondrial (BEGCY et al., 2011). Assim, a
superexpressdao de membros da Familia MC em J. curcas (Figura 2D) pode ser um
mecanismo para minimizar os danos do estresse oxidativo causados pelo sal.

A familia ABC compreende proteinas que transportam ativamente ions,
fitohormdnios, acidos organicos e metabdlitos secundarios, agindo diretamente no
crescimento e desenvolvimento das plantas (LOPEZ-ORTIZ et al., 2019; OFORI et
al., 2018). A regulagéo positiva da maioria dos genes ABC no acesso tolerante de
Pennisetum glaucum (L) R. Br apés estresse salino (18 h, 250 mM NaCl) destacou
os membros ABC na resposta das plantas ao sal (SHINDE et al., 2018).
Comparando dois genétipos de arroz (O. sativa), apenas 0 acesso tolerante
apresentou transportadores ABC induzidos em plantas apés 24 h de exposicdo a
NaCl 100 mM, o que levou a menor razdo Na*/K* quando comparado ao acesso
sensivel (MANSURI et al., 2019). A inducéo de transportadores ABC também auxilia
na absorcdo de ions potassio (K), contribuindo para a homeostase do Na*/K* e a
tolerdncia a sais em plantas (AMIRBAKHTIAR et al., 2019). Além disso, as plantas
transgénicas de A. thaliana superexpressando transportadores ABC exibiram
tolerancia a salinidade (24 h, NaCl 50 mM; Kim et al., 2010). No presente estudo,
apesar da familia ABC estar bem representada no perfil RNA-Seq do Jcl71, essa
familia apresentou o maior nimero de DEGs reprimidos (Figura 2E), e essa
regulacéo pode contribuir para o fen6tipo menos tolerante do Jc171.

MFS (Major Facilitator Superfamily) compreende uma das maiores familias
PTM, incluindo transportadores de acucar. O transporte e a distribuicdo de acUcares
pela planta sdo essenciais para o crescimento e desenvolvimento da planta, e é
crucial na resposta das plantas ao estresse (JULIUS et al., 2017). AgUcares soluveis
sintetizados por plantas, como glicose, sacarose e outros, desempenham um ajuste
osmatico no nivel celular. Os aglcares estabilizam as membranas plasmaticas e o
protoplasma, além de fornecerem carbono e energia para as sinteses organicas
(LIANG et al., 2018). Essas moléculas aliviam o estresse ionico, estimulam as vias
de sinalizagédo e protegem proteinas e enzimas de danos induzidos pelo sal (FENG
et al., 2019; KHAN; AHMAD; KHAN, 2015).
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O aumento do conteudo de acUcares soluveis nas raizes sob condi¢cdes
salinas (24-72 h, 200 mM NacCl) foi relatado (FENG et al., 2019; KHAN; AHMAD;
KHAN, 2015). Além disso, a inducéo de transportadores de acucar em plantas sob
estresse salino leva a reabsor¢cdo de monossacarideos que foram perdidos apos
danos nas células epidérmicas das raizes. Essa reabsor¢cdo € um mecanismo
adaptativo ao estresse osmotico, uma vez que provoca 0 aumento da pressao
osmotica celular e reduz a perda de nutrientes (YAMADA et al., 2011). O equilibrio
osmotico de Jcl171 provavelmente envolve a superexpressao de transportadores de
acucar da superfamilia MFS (Figura 2B). Os membros desta superfamilia se
destacaram no perfil expresso do Jcl171 ao sal. Um estudo com Manihot esculenta,
outra Euphorbiaceae, mostrou a maioria dos transportadores de acucar expressos
nas raizes, contribuindo para o crescimento do érgéo (LIU et al., 2018). Além disso,
as plantas transgénicas de A. thaliana que superexpressam o transgene OsMST6 de
arroz, o que aumentou a estabilidade da membrana e diminuiu a perda de agua,
garantindo o ajuste osmoético (MONFARED et al., 2020).

A inducéo de transportadores de aclUcar também foi associada a tolerancia
das plantas ao estresse oxidativo, uma vez que participam das vias de eliminagéo de
ROS (ZHOU et al., 2018). Nossos resultados de RT-gPCR confirmaram a
superexpressdo do membro da familia MFS (DN51850 cO gl - Tabela 1), um
candidato a transportador ZIF-I1 (Zinc induced facilitator-like 1), provavelmente
associado a homeostase do zinco em plantas. O zinco é um micronutriente que
reduz a formacao de ROS e ativa enzimas e compostos antioxidantes, minimizando
os danos do estresse oxidativo causados pela salinidade (JAN et al., 2017). Assim, a
inducdo de ZIF-L1 em raizes de J. curcas pode sugerir um mecanismo contra o
estresse oxidativo causado pelo tratamento com NaCl. A superexpressao de
transportadores MFS em raizes de J. curcas implicaria, portanto, em uma absorgéo,
transporte e distribuicdo de acgucares mais eficientes, ajudando a controlar os danos
causados por estresse osmotico e oxidativo, e desequilibrio idnico. Além disso, outro
transcrito validado por RT-gPCR (DN43309 c0_gl, Tabela 1) poderia ser um novo
candidato a PTM (familia MFS) por apresentar dominio de transporte de acuUcar
(MST, transportadores de monossacarideo - IPR044778) e n&o apresentar
similaridade significativa com transcritos de J. curcas do RefSeq.

A familia MIP (Major Intrinsic Protein) inclui membros denominados

aguaporinas, proteinas de canal que facilitam o transporte de agua e/ou pequenos
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solutos neutros, desempenhando um papel relevante nas relagbes hidricas das
plantas (KAPILAN; VAZARI; ZWIAZEK., 2018). As aquaporinas também
desempenham um papel no estresse oxidativo. Aquaporinas diferencialmente
expressas em plantas sob condi¢cdes salinas foram associadas a melhor absorcao
de agua pelas raizes, reducdo da perda de &gua durante o estagio inicial do
estresse e manutencdo do balanco hidrico (QIN et al., 2019; ZHANG et al., 2014).
Plantas transgénicas de A. thaliana superexpressando o transgene de aquaporina
(MsPIP2; 2 de Medicago sativa) exibiram toleréncia a salinidade, devido ao aumento
do conteudo de prolina e diminui¢cdo dos niveis de ROS (LI et al., 2019). Além disso,
as plantas transgénicas de A. thaliana superexpressando aquaporina sob estresse
salino tiveram um aumento da expressao das enzimas antioxidantes, como catalase
(CAT), superéxido dismutase (SOD), glutationa redutase (GR) e ascorbato
peroxidase (APX) (ALAVILLI et al., 2016; LIU et al., 2019).

A inducdo das aquaporinas ja foi relatada em J. curcas apés duas horas de
exposicdo a NaCl 100 mM (ZHANG et al.,, 2014). Além disso, a expressao
heterdloga de aquaporinas isoladas de J. curcas melhorou o crescimento da raiz e o
rendimento de sementes de plantas transgénicas de A. thaliana sob estresse salino
(NaCl 150 mM) (KHAN et al., 2015). A modulacéo positiva dos membros da familia
MIP foi expressiva no perfil de resposta ao sal do acesso Jcl171 (Figura 2A), e quatro
candidatos apresentaram sua expressao validada pelo ensaio RT-gPCR (Tabela 1).
Portanto, a superexpressdo de aquaporinas em acessos de J. curcas pode
representar uma estratégia para melhorar os mecanismos de defesa antioxidante na
resposta ao sal.

Considerando o conjunto de PTM putativos induzidos, como os genes de J.
curcas a serem regulados por FTs, a analise de enriquecimento de FT destacou os
membros da familia TCP interagindo exclusivamente com regibes promotoras de
genes induzidos associados a PTM (Tabela S4). A familia TCP compreende FTs
especificos de plantas, cujas acdes refletem no desenvolvimento e nas respostas ao
estresse biotico/abiotico (MA et al., 2016; HUO et al., 2019). A inducdo de FTs da
familia TCP em cultivar tolerante ao feijdo comum (Phaseolus vulgaris) foi associada
a um melhor ajuste osmoético nas raizes apds exposicao a NaCl 150 mM (ILHAN;
BUYUK; INAL, 2018). Além disso, membro da familia TCP teve sua expressio
aumentada na resposta inicial (30 min. - 6 h) de Panicum virgatum L. a NaCl 250 mM
(HUO et al., 2019). Adicionalmente, FTs induzidos da familia TCP foram detectados
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apenas na cultivar de arroz tolerante ao sal, regulando transportadores de
membrana, em plantas apds (30 min. - 4 h) exposi¢do a NaCl 200 mM (ALMEIDA et
al., 2017). Assim, FTs da familia TCP podem ser bons candidatos em eventos
transgénicos, visando melhorar a tolerancia da planta a salinidade.

Além disso, os FTs das familias ERF e NAC também desempenham papéis
na resposta ao sal a nivel transcricional, uma vez que potencialmente regulam os
genes que codificam PTM e outros genes responsivos ao estresse (AMIN et al.,
2021). Plantas transgénicas de choupo (Populus alba x Populus glandulosa) com
superexpressdo do gene ERF38 assim como plantas transgénicas de A. thaliana
com superexpressdo do gene EFR12, melhoraram a tolerancia a salinidade,
associada a maior estabilidade estrutural das membranas e reducédo do acumulo de
ROS (CHENG et al., 2019; HAN et al., 2021). Por sua vez, as plantas transgénicas
de A. thaliana com superexpressdo do transgene NAC (FT) apresentaram melhor
potencial osmético direcionando agua para as células e melhor extrusdo do ion
sédio, melhorando a tolerancia da planta ao sal (MAO et al., 2014). Membros dessas
familias de FTs também sao bons candidatos em eventos transgénicos, pois podem
potencializar as respostas de tolerancia a salinidade.

Este estudo representa o primeiro transportoma considerando PTM
codificados por transcritos de RNA-Seq de raizes de J. curcas apos trés horas de
exposicao a NaCl 150 mM. Noés identificamos transcritos que codificam PTM com
destaque os membros das seguintes familias: F-ATPase, MC, ABC, MFS e MIP. As
F-ATPases destacaram o sequestro de Na* vacuolar e a redugcdo do estresse
oxidativo. Os transportadores mitocondriais (familia MC) minimizam o estresse
oxidativo pela reducdo do ROS mitocondrial. Os transportadores ABC destacaram a
absorcdo de ions potassio (K) e a homeostase Na*/K*. Por sua vez, 0s
transportadores de acucar (familia MFS) reforcaram o ajuste osmaotico, a reabsorcéo
de monossacarideos e a estabilidade estrutural da membrana, enquanto as
aquaporinas (familia MIP) reforcaram o acumulo de prolina, a reducdo de ROS e o
aumento de enzimas antioxidantes. Além disso, dois DEGs (das familias MFS e F-
ATPase) podem representar novas sequéncias, uma vez que ndo apresentaram
semelhancas significativas com sequéncias de J. curcas do RefSeq (NCBI, maio de
2021), mas mostraram 0os dominios proteicos esperados.

Por fim, membros FTs das familias TCP, ERF e NAC sdo propostos como

transgenes com base em suas interagcdes exclusivas com promotores de genes que
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codificam PTM induzidos. Cabe ainda destacar que Jc171 é considerado um acesso
sensivel ao sal quando comparado com o acesso Jcl83, entretando Jcl71 é
moderamente tolerante ao sal em comparagcdo com outros acessos de J. curcas
(LOZANO-ISLA et al., 2018). Assim, o transportoma de Jcl71 e os DEGs que
codificam PTM identificados aqui compreendem dados Uteis aos programas de
melhoramento de J. curcas, especialmente visando a obtencdo de materiais elite

tolerantes ao sal.
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4.2 ARTIGO 2

Identificacéo e Caracterizacdo de Aquaporinas em transcriptoma de Jatropha

curcas submetida a exposicédo salina (150 mM NacCl)

Resumo - O pinhdo manso (Jatropha curcas), oleaginosa com grande potencial para
a producgéo de biocombustiveis em regides aridas, € considerado tolerante a seca e
sensivel a salinidade. Uma classe de proteinas que desempenha papel importante
no transporte de &gua e, consequentemente, est4d associada a tolerancia a
salinidade em plantas, sdo as aquaporinas (AQPs). Assim, caracterizamos e
analisamos a expressdo das JCAQPs em transcriptoma de raizes de acessos
contrastante J. curcas (Jcl171 e Jcl183) submetida a salinidade (3h; 150 mM NacCl)
via RNA-Seq. Sequéncias proteicas de AQPs de Arabidopsis thaliana (39) e J.
curcas (36) obtidas, respectivamente, do banco de dados TransportDB e NCBI,
foram utilizadas para minerar as AQPs no transcriptoma de J. curcas. Um conjunto
de 59 transcritos codificadores de JCAQPs foi identificado via BLASTx (e-value <
1019), Apesar da confirmacdo de dominio (PF00230), varios transcritos incompletos
(35) foram descartados e as analises de caracterizacdo envolveram um total de 24
JCAQPs completas. De acordo com a analise filogenética, as JCAQPs expressas
foram classificadas em quatro subfamilias: NIP (NOD26-like Intrinsic Proteins - 06),
PIP (Plasma Membrane Intrinsic Proteins - 05), SIP (Small Basic Intrinsic Proteins -
04) e TIP (Tonoplast Intrinsic Proteins - 09). A analise da estrutura éxon-intron
(GSDS) e de motivos conservados (MEME) permitiram identificar padrdes
especificos para cada subfamilia. A identificacdo das regides conservadas NPA,
filtro de seletividade ar/R, posicdes de Froger e SDPs permitiram determinar
diferencas na especificacdo do substrato entre as subfamilias das JCAQPs. A
analise da expressao das JcCAQPs foi bastante contrastante entre os dois acessos
analisados. Jcl171 apresentou 22 unigenes induzidos (p-value < 0,0001, FDR <
0,005, Log2 FC = 1 - UR) em resposta ao sal, enquanto ndo houve modulacéo
transcricional em Jcl183 provavelmente porque esse gendtipo tolera doses mais
elevadas de sal do que a aplicada. As principais subfamilias com unigenes induzidos
pelo acesso Jc171 foram PIP e TIP, representando um mecanismo de controle dos
danos do estresse osmatico e oxidativo provocados pelo NaCl. Esses resultados
demonstram a atuacdo das JCAQPs como mecanismo molecular na resposta a
salinidade em pinh&o manso, representando informacdes valiosas aos programas de
melhoramento desta espécie.

Palavras-chave: estresse abibtico, pinhdo manso, RNA-Seq
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Introducéo

A salinizacdo dos solos € um dos principais estresses abidticos a afetar a
produtividade das culturas em todo o mundo. A alta concentracdo de sais no solo
leva a uma perda de agua pelas raizes e, consequentemente, impacta
negativamente varios processos fisiologicos. Logo, proteinas envolvidas no
transporte de agua, como as aquaporinas, tém papel crucial na resposta adaptativa
ao estresse salino (MCGAUGHEY et al., 2018).

As aquaporinas (AQPs) sdo proteinas de canal que facilitam o transporte
bidirecional seletivo e passivo de agua, pequenos solutos neutros, gases e ions
metalicos através das membranas (AFZAL et al., 2016; MCGAUGHEY et al., 2018).
E importante destacar que as aquaporinas ndo atuam apenas nas relacées hidricas
das plantas, mas também no transporte de nutrientes, tais como amonia, uréia, boro,
silicio e sodio; bem como no desenvolvimento vegetal e sinalizacdo a estresses
(CHAUMONT; TYERMAN, 2017).

As AQPs constituem uma superfamilia proteica altamente conservada,
denominada MIP (Major Intrinsic Proteins), presente em arqueas, bactérias e
eucariotos (FINN; CERDA, 2015). Andlises envolvendo algas, musgos, licofitas,
monocotiledéneas e eudicotiledéneas ja identificaram 8 subfamilias de AQPs,
nominalmente: PIPs (Plasma Membrane Intrinsic Proteins), NIPs (NOD26-like
Intrinsic Proteins), TIPs (Tonoplast Intrinsic Proteins), SIPs (Small Basic Intrinsic
Proteins), XIPs (Uncharacterized Intrinsic Proteins), GIPs (GlpF-like Intrinsic
Proteins), HIPs (Hybrid Intrinsic Proteins) e LIPs (Large Intrinsic Proteins) (HUSSAIN
et al., 2020).

Estudos genémicos revelam que as trés subfamilias mais comuns em plantas
superiores sédo PIP, TIP e NIP. SIP e XIP foram identificadas posteriormente e ndo
sdo encontradas em monocotiledéneas e em plantas da familia Brassicaceae. As
subfamilias GIP, HIP e IIP s&o encontradas em musgos; além disso a subfamilia HIP
foi relatada em licofitas e GIP em algas (MAUREL et al.,, 2015; HUSSAIN et al.,
2020).

As APQs estdo localizadas em membranas biologicas e tipicamente
apresentam seis hélices transmembranares conectadas por cinco loops, além de
apresentarem regides conservadas, como os motivos de Asn-Pro-Ala (NPA), filtro de
seletividade Arginina/Aromatica (ar/R) e o0s cinco aminoacidos coletivamente
conhecidos como as posi¢oes de Froger (HOVE; BHAVE, 2011; POMMERRENIG et



59

al.,, 2020), envolvidas na seletividade do canal. As AQPs sdo bastante
representativas em plantas, sendo 35 genes identificados em Arabidopsis thalianna
(AtAQPs) (JOHANSON et al.,, 2001). Na familia Euphorbiaceae temos 37 genes
AQPs identificados em Ricinus communis L. (RCAQP) (ZOU et al., 2015a); 45 em
Manihot esculenta Crantz (MeAQP) (PUTPEERAWIT et al.,, 2017) e 51 em Hevea
brasiliensis Muell.Arg. (HbAQP) (ZOU et al., 2015b); enquanto, com menor numero,
Jatropha curcas L. possui 32 genes AQPs identificados em seu genoma (ZOU et al.,
2016).

J. curcas, conhecida popularmente como pinhdo-manso, € uma planta perene
de crescimento rapido, cujo processo de frutificacdo ocorre um ano apds o plantio
(JONAS; KETLOGETSWE; GANDURE, 2020). O pinhdo-manso é uma espécie nao
comestivel que se destaca por conter alto teor de 6leo (40-50%) nas sementes e
adaptacdo a regides aridas e semi-aridas, tornando-a uma planta com grande
potencial para a producdo de biodiesel nessas regides (WANG et al., 2018; TANG et
al., 2020).

Um dos principais fatores limitantes do cultivo do pinh&o-manso em regides
aridas é a salinizacdo dos solos. Nessa espécie, ja existe estudo de caracterizacao
genbmica das AQPs (ZOU et al., 2016; ZHANG et al., 2014). Entretanto, ainda é
pouco explorado a atuacdo das AQPs na resposta molecular de J. curcas a
salinidade. Portanto, considerando a importancia das AQPs na tolerancia a
estresses abidticos, esse trabalho propde a caracterizacdo e andlise da expressao
de AQPs em transcriptomas de raizes de acessos contrastantes (tolerante e
sensivel) de pinhdo manso submetidos a exposicdo salina (150 mM NacCl, 3h).

Metodologia
Origem dos dados de RNA-Seq e montagem do transcriptoma

O ensaio de RNA-Seq foi relatado pela primeira vez por Souza et al. (2020) e
Cabral et al. (2020). Foram utilizados dois acessos brasileiros, previamente relatados
guanto as suas respostas ao NaCl como tolerante ao sal Jcl183 (Embrapa
Agroenergia) e o0 moderadamente tolerante Jcl71 (UFAL/CECA, Alagoas)
(LOZANO-ISLA et al., 2018), aqui referido como sensivel ao sal. Em resumo, o
ensaio de NacCl forneceu 12 bibliotecas de RNA-Seq, de acordo com a distribuicdo
em um delineamento inteiramente casualizado, dois tratamentos (sem sal ou trés

horas de exposicao a NaCl 150 mM) e trés plantas meia-irmé de cada acesso. Apés
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o tratamento com NaCl, as raizes foram coletadas, imediatamente congeladas
(nitrogénio liquido) e mantidas a -80 °C até a extracdo do RNA total (kit SV Total
RNA Isolation System, Promega). Amostras de RNA mostrando qualidade (razdes
A260/280 e A230/280 proximo de 2,0), quantidade (equipamento Nanodrop) e
integridade (integridade RIN = 9, Agilent Bioanalyzer 6000) forneceram as 12
bibliotecas de RNA-Seq, que foram geradas e sequenciado (2 x 100 bp par-end-
reads) usando a plataforma Illumina HiSeq2500 da ESALQ Genomic Core Facility
(Piracicaba - SP, Brasil).

A montagem do transcriptoma também € descrita em Souza et al. (2020) e
Cabral et al. (2020). Resumidamente, os dados brutos foram analisados quanto a
qualidade (FastQC; http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) antes
e depois da filtragem inicial realizada no Trimmomatic (v.0.36; BOLGER et al., 2014)
para remover reads e adaptadores de baixa qualidade. Apenas pares de reads de
alta qualidade (Phred = 30, para todas as bases) foram usados para montar o
transcriptoma De novo com o programa Trinity 2.2.0 (GRABHERR et al., 2011). A
abundéancia dos transcritos expressos em cada biblioteca foi normalizada por
fragments per kilobase per million mapped reads (FPKM) usando o software RSEM
(LI; DEWEY, 2011). A qualidade do transcriptoma De novo foi avaliada pelo software
raQUAST-1.5.2 (BUSHMANOVA et al.,, 2016) usando o genoma de referéncia
Jatcur 1.0 (GenBank, acesso GCA_00696525.1) e parametros padrao.

Identificacdo de transcritos codificadores de aquaporinas em J. curcas

Sequéncias proteicas de AQPs de A. thaliana (39) e J. curcas (36) foram
obtidas, respectivamente, do banco de dados TransportDB
(http://www.membranetransport.org/transportDB2/index.html), para "The Major
Intrinsic Protein (MIP) Family" e NCBI (GCF_000696525.1 JatCur_1.0 protein) para
“aquaporin”. Esses conjuntos proteicos foram utilizados para minerar as AQPs no
transcriptoma de J. curcas, via similaridades em andlise BLASTx (e-value < 1010),
Deste modo, se elegeu o melhor hit para cada transcrito, considerando os seguintes
parametros: menor e-value, maior identidade, maior tamanho e maior score. Os
possiveis transcritos codificadores de AQPs em J. curcas foram traduzidos in silico
no programa BioEdit (HALL et al.,, 1999) (tamanho minimo da ORF - 10
aminoacidos) e, posteriormente, analisados quanto ao dominio MIP (Pfam PF00230)
na ferramenta Hmmer (https://www.ebi.ac.uk/Tools/hmmer/search/nmmscan) usando

parametros padrao.
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Andlises das sequéncias de AQPs e propriedades proteicas

Os transcritos identificados no transcriptoma de J. curcas anotados para AQP,
com as sequéncias codificadoras (CDS) completas, tiveram as estruturas génicas,
éxons e introns, identificadas por meio da ferramenta online Gene Structure Display
Server (GSDS 2.0) (http://gsds.cbi.pku.edu.cn/).

A caracterizacdo das sequéncias proteicas envolveu apenas aquelas obtidas
da traducdo de transcritos que possuiam CDS completas. As hélices
transmembranas (TMHs) foram detectadas por meio do TMHMM Server v.2.0
(http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMMY/). O ponto isoelétrico (pl) e o0 peso
molecular (MW) das JcAQPs candidatas foram calculados via EXxPASy
(https://web.expasy.org/compute_pi/). Localizagbes subcelulares foram previstas
usando o software WoLF PSORT (wolfpsort.hgc.jp/) e DeepLoc-1.0 (ARMENTEROS
et al., 2017). Os potenciais genes ortdlogos das provaveis proteinas JCAQPs em A.
thaliana foram previstos pelo OrthoVenn2 (XU et al., 2019).

Os motivos conservados NPA, os filtros de seletividade ar/R, as posicoes de
Froger e as SDPs (Posi¢cBes determinantes de especificidade) foram determinados
por uma inspecdao visual cuidadosa a partir do alinhamento multiplo das JCAQPs no
Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/), comparando-as com
outras AQPs caracterizadas funcional e estruturalmente conforme relatado por Hove
e Bhave (2011) e Zou et al. (2016).

Analise filogenética e distribuicdo dos motivos conservados

Alinhamento multiplo das sequéncias proteicas de AtAQPs (Arabidopsis
thaliana AQPs, 32), MeAQPs (M. esculenta, 29) e JCAQPs (identificadas nesse
trabalho) foi realizado via software MAFFT (Multiple Alignment using Fast Fourier
Transform) (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/mafft/). A arvore foi construida pelo
meétodo de Maxima Verossimilhanca com 10000 repeticdes de ultrafast bootstrap por
meio do software IQTREE (TRIFINOPOULOS et al., 2016). Os motivos conservados
das JcAQPs foram identificados usando o software MEME (http://meme-suite.org/).
Andlise da expresséo diferencial in silico em resposta a NaCl (150 mM)

Unigenes diferencialmente expressos (DEGs) foram identificados usando o
pacote edgeR (Robinson et al., 2010). Unigenes com valores Log2FoldChange

(Log2FC) = 1 (modulagao positiva ou indugédo, UR) ou < -1 (modulagdo negativa ou



62

repressdo, DR), p-value < 0,0001 e taxa de falsa descoberta (FDR) < 0,005 foram
considerados DEGs.
Validacédo da expressédo génica por RT-gPCR

Os ensaios RT-gPCR permitiram validar a expressao in silico dos unigenes e
verificar a confiabilidade dos dados de RNA-Seq. Treze candidatos JCAQPs (trés
subfamilias) foram selecionados para os ensaios RT-gPCR com base na expressao
in silico. Os primers foram desenhados com a ferramenta Primer3 (UNTERGASSER
et al., 2012), aplicando-se os seguintes parametros: tamanho do amplicon - 80 a 150
bp; temperatura de desnaturacéo - 58 °C (minimo), 60 °C (6timo) e 62 °C (méaximo),
e contetdo de GC - 45 a 55% (Tabela S1).

Os RNAs foram extraidos das raizes de J. curcas usando um protocolo
hibrido modificado (CTAB / coluna de silica Quiagen) (CHANG et al., 1993;
OLIVEIRA, 2018), e os cDNAs foram obtidos usando o kit GoScript ™ Reverse
Transcription System (Promega Corp., EUA) de acordo com as instrugbes do
fabricante. A amplificacdo quantitativa dos genes em tempo real foi realizada usando
o sistema de deteccdo SYBR Green (Go Taq qPCR Master Mix - Promega) no
termociclador LineGene 9600 (Bioer, Hangzhou, China). As reagdes de RT-gPCR
incluiram trés plantas meia-irmas do acesso Jc171, simulando triplicatas biolégicas,
triplicatas técnicas, controle negativo e dois genes de referéncia - actina e 3-tubulina
(SOUZA et al.,, 2020; CABRAL et al., 2020), relatado anteriormente usando 0s
mesmos dados de RNA-Seq. As reacdes ocorreram conforme a programacao:
desnaturacao inicial — 95°C por 2min, 40 ciclos — 95°C por 15 segundos seguido de
60°/1min. Apds a ciclagem, para obter a curva de dissociacdo, os amplicons foram
submetidos a 65°C e 95°C durante 20 minutos

Os valores Cq e as quantificacBes absolutas e relativas foram obtidos pelo
software LineGene (v.1.1.10). Os dados de expressédo relativa consideraram um
teste de randomizacdo com 10.000 permutacbes e um teste de hipdtese para
verificar diferencas significativas entre os grupos de controle e tratamento no
programa REST (Relative Expression Software Tool v.2.0.13; PFAFFL et al., 2002).
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Resultados

Identificac&o e caracterizacdo de potenciais JCAQPs expressas em resposta a
NaCl (150 mM)

Um conjunto de 59 transcritos potencialmente codificadores de AQPs foi
identificado no transcriptoma de J. curcas via BLASTx (e-value < 1019). A traducéo
desses transcritos permitiu confirmar os potenciais produtos proteicos como sendo
da familia MIP, ap0s identificagcdo do dominio correspondente (Pfam PF00230). Um
total de 35 sequéncias proteicas obtidas da traducdo de transcritos que possuiam
CDS incompletas foram descartadas das analises de caracterizacdo. Dessa forma,
24 JcAQPs com sequéncias proteicas completas foram caracterizadas (Tabela 1).

As 24 JcAQS pertenceram a quatro subfamilias, NIP (06), PIP (05), SIP (04) e
TIP (09). NIP e PIP apresentaram caracteristicas semelhantes em relacdo ao
tamanho, ponto isoelétrico (pl) e peso molecular (MW) (Tabela 1). Os valores médios
para essas subfamilias foram: 278 e 286 aa, pl 8,4 e 8,3 e MW 29373,6 e 30502,4
Da, respectivamente. Os representantes da subfamilia SIP apresentam os maiores
valores de pl (média 9,7), enquanto TIP possui os menores (pl médio — 5,9). De
modo geral, o tamanho das JCAQPs variou de 222 (JcNIP4;1) a 316 aa (JCcNIP4;2).
O peso molecular oscilou entre 23925,22 (JcNIP4;1) a 34114,18 Da (JcNIP4;2),
enquanto o ponto isoelétrico foi de 4,96 (JcTIP1;3) a 10,02 (JcSIP1;1). A maioria das
JCAQPs  (17), aproximadamente  70%, apresentaram seis  dominios
transmembranares (TMHSs), enquanto 07 proteinas apresentaram apenas cinco
TMHSs (Tabela 1).

Em relacdo a localizagdo subcelular, as JcAQPs s&o encontradas
principalmente na membrana plasméatica e na membrana do vacuolo (Tabela 1). Isso
ocorre preferencialmente nos membros das subfamilias PIP e TIP, respectivamente.
A subfamilia SIP além de ser encontrada na membrana plasmatica, também
apresentou localizagdo em membrana de cloroplasto e do reticulo endoplasmatico. A
analise de ortologia revelou que 58,33% das JCAQPs sendo ortdlogas as AQPs de
A. thaliana de quatro subfamilias: NIP (03), PIP (02), SIP (02) e TIP (07) (Tabela 1).
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Tabela 1. Caracterizacdo das Aquaporinas identificadas no transcriptoma de J. curcas expresso sob salinidade (150mM NacCl).

Gene ID Tam.' CDS Tam . :
Nome Transcrito Frame TMH  pl MW(Da) Locl Loc2 Ortologo em A. thaliana

(NCBI) (pb) (pb) (aa)
JcNIP1;2a 105630978 1015 3 834 277 6 8,5 30035,31 Plas Lys/Vacu
JcNIP1;2b 105649720 1239 1 828 275 6 9,21 29266,31 Plas Plas NIP1;2 (At4g18910)
JcNIP2;1 105644068 1562 3 876 291 6 8,85 30798,66 Plas/Vacu Plas
JcNIP1;1 105628020 871 1 669 222 5 6,26 23925,22 Vacu Lys/Vacu
JcNIP5;1 105645569 1699 -2 897 298 5 8,87 30847,73 Plas Plas NIP5;1 (At4g10380)
JcNIP6;1 105630327 1261 1 924 307 6 8,71 31368,49 Plas Plas NIP6;1 (Atlg80760)
JcPIP1;3 105645794 993 -3 864 287 6 8,62 30542,41 Plas Plas PIP1C (At1g01620)
JcPIP2;4a 105628093 1389 -3 861 286 6 7,62 30595,46 Plas Plas
JcPIP2;4b 105642213 1268 -3 867 288 6 7,62 30737,66 Plas Plas
JcPIP2;8 105641801 1064 1 843 280 6 8,97 29905,95 Plas Plas PIP3 (At4g35100)
JcPIP7aX1 105646538 1405 1 864 287 5 8,6 30730,74 Plas Plas
JcSIP1;1a 105648170 1086 1 729 242 5 9,73 26013,09 Plas Lys/Vacu
JcSIP1;1b 105650423 1667 -3 720 239 5 9,58 25794,54 Plas R.E. SIP1A (At3g04090)
JcSIP1;1c 105648169 1133 2 732 243 5 10 25996,93 Chlo Lys/Vacu
JcSIP2;1 105640018 1362 2 726 241 5 9,57 26368,04 Cyto Lys/Vacu SIP2;1 (At3g56950)
JcTIP1;1a 105628209 1057 -1 759 252 6 5,13 25785,70 Vacu/Cyto Lys/Vacu
JcTIP1;1b 105642288 1134 1 759 252 6 5,91 25967,92 VaCu Lys/Vacu TIPy (At2g36830)
JcTIP1;1c 105628007 1179 -2 765 254 6 5,83 2639357 Plas Lys/Vacu
JcTIP1;3 105641584 1049 3 759 252 6 4,96 25791,79 Vacu/Cyto Lys/Vacu TIP1;3 (At4g01470)
JcTIP2;1 105635029 1009 -3 747 248 6 5,59 25257,34 Vacu/Cyto Lys/Vacu TIPS (At3g16240)
JcTIP2;2 105632279 1031 -1 753 250 6 569 25341,46 Vacu Lys/Vacu TIP2;2 (At4g17340)
JcTIP3;2 105630176 1109 1 774 257 6 6,49 27335,97 Cyto Lys/Vacu TIPB (At1g17810)
JcTIP4;1 105638238 1245 -2 744 247 6 6,12 25972,48 Cyto Lys/Vacu TIP4;1 (At2g25810)
JcTIP5;1 105648870 925 2 759 252 6 7,85 26008,22 Cyto Lys/Vacu TIP5;1 (At3g47440)

TMH — Hélice Transmembrana; pl — Ponto isoelétrico; MW — peso molecular; Loc 1 — Localizagdo Subcelular WolfPsort; Loc 2 — Localizagao Subcelular
DeeplLoc; Plas — membrana plasmatica; Vacu — vacuolo; Chlo — cloroplasto; Cyto — citoplasma; R.E. — Reticulo Endoplasmatico; Lys — Lisossomo.
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Andlise filogenética e motivos conservados das JCAQPs

Para analisar a conservacao e fungéo putativa das 24 JCAQPs expressas sob
condicdo salina, uma arvore filogenética foi construida com AQPs da espécie
modelo A. thaliana (32) e da euforbiacea mandioca (29 MeAQP). Foi possivel
perceber expressivas similaridades entres os elementos analisados, resultando na
determinacao de subgrupos proteicos. A subfamilia TIP foi dividida em JcPIP1 (2) e
JcPIP2 (3); TIP apresentou cinco subgrupos, JcTIP1 (4), JcTIP2 (2), JcTIP3 (1),
JCcTIP4 (1) e JcTIP5 (1); SIP foi subdividida em JcSIP1 (3) e JcSIP2 (1); enquanto na
subfamilia NIP observou-se os subgrupos JcNIP1 (3), JcNIP2 (1), JcNIP5 (1) e
JcNIP6 (1) (Figura 1, Tabela 1).

Figura 1. Andlise filogenética de Aquaporinas de A. thalianna (At), J. curcas (Jc) e M. esculenta (Me).

As sequéncias proteicas foram alinhadas no MAFFT e a arvore foi construida usando o método de
Méxima Verossimilhanca (10000 repeti¢cdes de bootstrap) no IQTREE.
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A partir da analise do MEME, identificou-se 10 motivos proteicos nas JCAQPS,
bem como suas respectivas sequéncias-consenso (Figura 2- A, B). Os motivos 1, 3 e
5 foram comuns a todo o conjunto de JcAQP. Por outro lado, o motivo 9 foi
identificado apenas na subfamilia SIP, que apresentou o menor numero (4) de
motivos identificados (9, 3, 1 e 5). Os motivos 8 e 10 ocorreram predominantemente
na familia PIP, embora JcNIP1;2b apresentasse também o motivo 8. A subfamilia
TIP apresentou de modo caracteristico sete motivos (4, 2, 6, 3, 7, 1 e 5), com
excecdo de JcTIP4;1 e JcTIP5;1 que nao apresentaram o motivo 7 (Figura 2A). A
subfamilia NIP foi a que apresentou maior variacdo na distribuicdo dos motivos

identificados.

Figura 2. Motivos conservados das 24 JcAQPs indentificadas no transcriptoma J. curcas expresso sob
salinidade (150 mM NacCl). A - Os motivos estdo numerados sdo exibidos em diferentes cores. B -
Sequéncia consenso de cada motivo (1-10) identificado.

A B
Name pvalue Motif Locations Motif Logo
JoNIP1:2a  1.36e-71 [ [ | — 1
JeNIP1:2b  1.07e-87 mmm I e e E—— "UVL%I A,Ll $SNN A_§E AYLS%FK
NIP JcNIP2;1  3.97e-81 NN e e DOTEmEe TR YRR R e
JoNIP4;1  1.28e-63 [ e | -— 2 E@WXE cTANS ._NAVTF
JeNIP5;1  1.99e-82 B N [ s
JCNIP6;1 3.73e-83 I | - I 3 |
JcPIP1:3  2.10e-142 o | . —— ‘” i 1Al;YgE Y'v-lF ImFTVfAﬂYD R
JePIP2:4a 2.82e-150 IEmmmmmm | Tew mme Coo EEESSRCS L gel motrTTRREIRE
PIP JcPIP2:4b 3.22e-159 s [ | N Aum il =7 -Ee-éugﬁﬂ kll' E'i IEII'EVF ESXWE&K
JcPIP2:8  1.24e-152 IS T [ . ; SR e
JoPIP7aX1 2.83e-145 S| o EE o —
JeSIP1da  7.06e-75 ———— — "R, WYF,WV |,IA¢;:AA§,V
SIP JeSIP1;1b  6.55e-73 I o o Qgg.l_ A
JcSIP1;1c 1.61e-77 I \ ﬁell_.:&[m&jgg;&%
JeSIP2;1  2.20e-32 I | - | . e Ty LE
JcTIP1:1a 7.92e-125 MmN oo o — 7-,;Liv Jrll_A [A Fév
JcTIP1;1b 3.32e-129 NN [0 BN [ ‘l:ll"‘e LivierlE
JeTIP1;1c 2.06e-124  mmmmmm ol s | —— o o 'IDS?EEK D ALIED
JoTIP1;3 3.97e-127 MEEEEE [ B S IRl vsl\Wods | 8 BEE
Tip JCTIP2;1 6.86e-110 NN o S M 4
JCTIP2:2 6.61e-116 mummmm o s —— Q-ﬂﬁhﬁ QAAAV: m lng A W‘K &K
JeTIP3:2 1.28e-113  mmmmm [ [ | —— o AL BN Y
JeTIP4:1 3.74e-102 HEEESSN  [oowl B [0 T 10 XIDKC VJ‘E |A AF
JCTIP5:1  3.99¢-67 mmmmmm oo mmm Coo RAVRTIVE

Analise da estrutura exon-intron das JCAQPs

A estrutura exon-intron das 24 JCAQPs foi identificada via GSDS. O tamanho
da CDS das JcAQPs variou de 669 a 924 pb, enquanto houve maior variagdo no
tamanho de cada transcrito completo identificado (871 a 1699 pb) (Tabela 1). De
modo geral, a maioria das JCAQPs expressas sob condi¢des salinas apresentou dois
(37,5%) ou trés (29,2%) introns e trés (37,5%) ou quatro (29,2%) exons (Figura 3).
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As diferentes subfamilias de aquaporinas apresentam estruturas exon-intron
distintas. Em NIP, é predominante a presenca de quatro introns, com excecdo de
JcNIP5;1 e JcNIP1;1 que possuem apenas trés. Todas as PIP apresentaram
caracteristicamente quatro éxons e trés introns. As aquaporinas do tipo SIP
apresentaram dois tipos de estrutura: sem introns e presenca de apenas um exon
longo (JcSIP1;1a e JcSIP1;1c — aprox. 0,8 kb); e, presenca de trés éxons e longos
introns (JcSIP1;1b — aprox. 3 kb; JcSIP2;1 — aprox. 8 kb). E comum entre as TIP a
presenca de trés éxons (77,8%), embora JcTIP1;1b e JcTIP1;1c possuam apenas
dois. Cabe ainda destacar que JcTIP5;1 apresenta uma longa regiao 5’UTR (aprox.
2kb) (Figura 3).

Figura 3. Estrutura exon-intron das 24 JcCAQP indentificadas no transcriptoma J. curcas expresso sob
salinidade (150 mM NacCl) via software GSDS. Bloco azul — regides 5’ € 3'UTR; bloco amarelo — exon;
linha preta — intron.
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Residuos conservados em JCAQPs e inferéncia funcional

Os motivos NPA, o filtro de seletividade ar/R e as posi¢cdes de Froger foram
identificadas através do alinhamento multiplo das 24 JcCAQPs e aquaporinas vegetais
ja caracterizadas (Tabela 2). Ambos os dominios NPA foram conservados nas
subfamilias TIP e PIP. Por outro lado, na subfamilia NIP, o terceiro residuo do
primeiro dominio NPA apresentou uma serina, ao invés de alanina, em JcNIP6;1.

Adicionalmente, JcNIP5;1 e JcNIP6;1 apresentaram valina no terceiro residuo do
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segundo motivo NPA. A subfamilia SIP apresentou o segundo dominio NPA
conservado, mas na terceira posi¢cado do primeiro NPA a alanina foi substituida por
treonina em JcSIP1;1 (a, b e c) e por leucina em JcSIP2;1 (Tabela 2).

A sequéncia do filtro ar/R variou entre e dentro de cada subfamilia, mas
manteve-se conservada em PIP (fenilalanina-histidina-treonina-arginina). Na
subfamilia NIP, as posicbes LE1 e LE2 do filtro ar/R foram caracterizadas por
alanina e arginina, respectivamente, exceto JcNIP2; 1 que apresentou glicina em
LE1. No subgrupo JcNIP1, as posi¢cdes H2 e H5 continham triptofano e valina
(exceto JcNIP1;1 — metionina em H5). JcNIP2;1 possui glicina (H2) e serina (H5),
enquanto JcNIP5;1 e JcNIP6;1 possuem serina (H2) e isoleucina (H5).

Na subfamilia SIP, ha conservacao nas posicbes H5, LE1 e LE2, uma vez que
o subgrupo SIP1 foi marcado por valina-prolina-asparagina, respectivamente. E
possivel ver um certo padrdo de conservacdo nos subgrupos de TIP. Em JcTIP1,
temos histidina (H2) — isoleucina (H5) — alanina (LE1) — valina (LE2), exceto para
JcTIP1;1c que apresenta valina em H2. Nas JcTIP, subgrupos 2, 3 e 4 observa-se
histidina (H2), isoleucina (H5) e arginina (LE2), enquanto LE1 apresenta glicina em
JcTIP2 e arginina em JcTIP3/4 (Tabela 2).

Em relagdo as posi¢cdes de Froger, h4 maior conservacdo dentro de cada
subfamilia, mas variabilidade entre as diferentes subfamilias. Em NIP,
caracteristicamente tem-se fenilalanina (P1) — serina (P2) — alanina (P3) — tirosina
(P4) — leucina (P5), exceto em JcNIP1;2a (fenilalanina em P4) e JcNIP1;1 (isoleucina
em P5). A subfamilia PIP apresenta variabilidade na posicdo 1 e as demais
conservadas, serina (P2) — alanina (P3) — fenilalanina (P4) — triptofano (P5). As
posicdes P3, P4 e P5 sdo conservadas em SIP e correspondem a alanina — tirosina
— triptofano, respectivamente. Entre as JCNIP o padrao observado foi treonina (P1) —
serina (P2) — alanina (P3) — tirosina (P4) — triptofano (P5), exceto por isoleucina em
P1 (JcNIP5;1) e alanina em P3 (JcNIP3;2 e JcNIP5;1) (Tabela 2).

De acordo com as nove SDPs (SDP1-SDP9), foi possivel identificar JCAQPSs
relacionadas ao transporte de substratos ndo aquosos. Todas as JcPIP identificadas
apresentam SDPs tipica para transporte de H202 (A-G-V-F-I-H/Q-F-V-P), ureia (H-P-
F-F-L-P-G-G-N) e COz2 (L-I-I/M-C-A-I-D-W-D-W), além do que JcPIP1;3 e JcPIP7aX1
ainda estdo funcionalmente associadas ao transporte de acido bérico (T-I-H-P-E-L-L-
T-P) (Tabela 3).
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Tabela 2. Motivos NPA, filtros ar/R e Posi¢cGes de Froger em JCAQPS expressas em raizes sob
salinidade (150mM).

AQP Motivos NPA Filtro Ar/R Posicdes de Forger

LB LE H5 LE1 LE2 P1 P2 P3 P4 P5
JcNIP1;1 NPA  NPA
JcNIP1;22 NPA  NPA
JcNIP1;2b NPA  NPA
JcNIP2;1 NPA  NPA
JcNIP5;1  NPA NPV
JcNIP6;1  NPS NPV
JcPIP1;3  NPA  NPA
JcPIP2;42  NPA  NPA
JcPIP2;4b  NPA  NPA
JcPIP2;8 NPA  NPA
JcPIP7aX1 NPA NPA
JcSIP1;12 NPT NPA
JcSIP1;1b NPT NPA
JcSIP1;1c NPT  NPA
JcSIP2;1 NPL  NPA
JcTIP1;12  NPA NPA
JcTIP1;1lb  NPA NPA
JcTIPL;1c NPA  NPA
JcTIP1;3  NPA NPA
JcTIP2; 1 NPA  NPA
JcTIP2;2 NPA  NPA
JcTIP3;2 NPA  NPA
JcTIP4;1  NPA  NPA
JcTIP5;1  NPA NPA
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Todas as JcNIP apresentam SDPs tipicas de transportadores de ureia (H-P-
I/L/IT/IF-A/F-LIM-P/A-G-S-N), exceto JcNIP1;1. A maioria das JcNIPs identificadas
também possui SDPs tipicas para o transporte de acido boérico (V/T-1/V-H-P-E-L/I-L/I-
A-P). JcNIP 2;1 e JcNIP5;1 possuem SDPs tipicas do transporte de H202 (A/S-A-L-
L/V/A-V/I-Y-V-P) e JcNP2;1 foi a unica JcAQP identificada com SDPs para o
transporte de 4cido salicilico (G-F-V-H-G-N-R-T-K). Todos os membros identificados
da subfamilia TIP apresentam SDPs tipicas para o transporte de ureia (H-P-L/F-
L/A/F-L-A/P-G-S/G-N), exceto JcTIP3;2; e JcTIP1;3 também possui SDPs tipicas de
transportadores de H20:2 (S-A-L-A-I-H-Y-V-P) (Tabela 3).



Tabela 3. Resumo das tipicas SDPs identificadas em JCAQPs expressas em raizes de J. curcas sob salinidade (150mM).

—SDPs SDP1 SDP2 SDP3 SDP4 SDP5 SDP6 SDP7 SDP8 SDP9
Aquaporinas

Tipico tranportador de acido

bérico TV v H/I P E I/L I/L/T AT A/G/IK/IP

JcNIP1;2b \ I H P E L I A P
JcNIP2;1 \Y \Y H P E I L A P
JCNIP5;1 T I H P E L L A P
JcNIP6;1 T I H P E L L A P
JcPIP1;3 T I H P E L L T P
JcPIP7aX1 T I H P E L L T P
Tipico tranportador de CO2  I/L/V I C A AY D W D wW
JcPIP1;3 L I C A I D W D W
JcPIP2;4a L M C A Vv D w D wW
JcPIP2;4b I M C A \ D W D W
JcPIP7aX1 I M C A I D w D wW
JcPIP2;8 L M C A I D W D W
Tipico transportador de H202 A/S A/G LIV A/FILITIV IILIV HINILIQ FIY AV P
JcNIP2;1 A A L L Vv I Y Vv P
JCNIP5;1 S A L \ \ I Y \ P
JcTIP1;3 S A L A I H Y Y P
JcPIP1;3 A G \ F I H F \ P
JcPIP2;4a A G \Y F I Q F Y P
JcPIP2;4b A G Vv F I Q F Vv P
JcPIP7aX1 A G \Y F I H F Y P
JcPIP2;8 A G \ F I H F \ P




Tabela 3. Continuagéo.

SDPs

. SDP1 SDP2 SDP3 SDP4 SDP5 SDP6 SDP7 SDP8 SDP9
Aquaporinas

Tipico transportador de
acido silicico
JcNIP2;1
Tipico transportador de
ureia

JcNIP1;2a

JcNIP1;2b

JcNIP2;1

JcNIP5;1

JcNIP6;1

JcTIP1;1a

JcTIP1;1b

JcTIP1;1c

JcTIP1;3

JcTIP4;1

JcTIP2;1

JcTIP2;2

JcTIP5;1

JcPIP1;3

JcPIP2;4a

JcPIP2;4b
JcPIP7aX1

JcPIP2;8

C/S FIY A/E/L HIRIY G K/INT R E/ISIT AIKIPIT
F Vv H G N R T K
FAILIT AIC/IFIL L/IM AIG/IP GIS GIS

P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P
P

IIIIIIIIIIIIIIIIII I ®
TN TN TACrTMTT—— A —
MTTMTTO>>>rTTTTT>>>>>
rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr-
TUUUUUTOUU>»>>>H>TVTUUTUTDT
OCOOOLOLOLOLOLOLOLOLOLOLOLOLO OO
DLV VLLNnOLONnONNnOW
Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2222222Z2 2

-

*Os residuos SDP nas AQPs de J. curcas que sao diferentes dos SDPs tipicos estdo destacados em vermelho e
foram determinados conforme Zou et al. (2016).
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Perfil de expressao das JCAQPs sob condicao salina (150mM NaCl)

Para revelar a orquestracdo transcricional das JCAQPs na resposta a
salinidade, o padrédo de expressdo dos 59 transcritos codificadores de aquaporinas
foi obtido via RNA-Seq. Os resultados mostraram que apenas o acesso Jcl71
apresentou transcritos codificadores de JCAQPs diferencialmente expressos (DE, p-
value < 0,0001, FDR =< 0,005, Log2FC = 1 or < -1), sendo que 22 unigenes tiveram
sua expresséo induzida (UR) apos estimulo salino (Figura 4). E importante destacar
que 50% dos unigenes induzidos correspondem a 12 transcritos completos
codificadores de aquaporinas das subfamilias TIP (06), PIP (05) e SIP (01) (Figura
4A). Por outro lado, 11unigenes com anotacao para aquaporinas da subfamilia PIP
(subgrupo 2) tiveram sua expressdo aumentada sob estimulo de sal, mas
correspondem a transcritos com CDS incompleta (Figura 4B).

E possivel perceber que as aquaporinas da subfamilia TIP (JcTIP2;2,
JcTIP1;3, JcTIP1;1a, JcTIP3;2) e JcPIP2;4b destacam-se por apresentarem maior
modulacdo da expressao (Logz2FC >4) em resposta ao sal (Figura 4A). Em relacao
aos transcritos incompletos, destacam-se JcPIP2;8a, JcPIP2;8e e JcPIP2;4a que

possuem os maiores valores de indugéo detectada (Log2FC >7) (Figura 4Db).

Figura 4. Heatmap mostrando o perfil de expressdo dos transcritos codificadores de JCAQPs
induzidos (DE; p-value < 0,0001, FDR =< 0,005, Log2 FC = 1 or < -1) em Jc171 apds tratamento salino
(150 mM NacCl). (a) transcritos completos, (b) transcritos incompletos. Os unigenes induzidos séo
indicados em vermelho e a intensidade da cor esta de acordo com a legenda (Log2FC). *Alvos
selecionados para o ensaio de RT-gPCR.

A B
S S
3 3
JeTIP2Z;2* B JcPIP2;8a
JeTIP1:3* 4[‘ JcPIP2;8b
JcPIPZ;4b* JcPIP2;8¢g
JeSIP1;1b” B JcPiP2;8e
— JcPIP7ax1* JcPIP2:8f
[ JeTIP1;1a” JcPIP2;4c*
JeTIP3;2 JePIP2;8¢
|- JeTIP2;1* JcPIP2;4b*
JeTIP1;1b* r JcPIP2;8d
( JePIP2;8* L[ JcPIP2;8h
JePIP1;3* -JcPIP2;4a
JePIP2;4a*

0,00 3,67 7,33 11,00

Log2FC
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Validacédo da Expresséao das JCAQPs DEGs via RT-qPCR

Os trezes alvos selecionados codificadores de AQPs com expressao
diferencial em resposta ao sal (150 mM NacCl; 3h) foram analisados via RT-gPCR
para confirmagdo da expressao in silico. Os transcritos codificadores das JCAQPs
selecionados e os genes de referéncia apresentaram o amplicon esperado conforme
curva de dissociacdo (Figura S1). Os paramentros de RT-gPCR que incluem
eficiéncia de amplificacdo (E), declive (S) e coeficiente de correlacdo (R) derivados
da curva padrédo foram obtidos a partir da diluicdo seriada das amostras de cDNA
(Tabela 4). Todos os primers utilizados nas rea¢des apresentaram valores aceitaveis
desses parametros conforme recomendavel pelo protocolo MIQE (BUSTIN et al.,
2009). A analise da expresséo via RT-gPCR confirmou a maioria dos resultados da
expressao in silico (92,3%), o que reforca a modulagéo e atuacédo das JCAQPs em

resposta a salinidade (Tabela 4).

Tabela 4. Expresséo génica relativa e parametros RT-qPCR [eficiéncia de amplificacéo (E), declive
(S), coeficiente de correlacdo (R) e interceptacdo Y] derivados de JcAQPs expressas em
transcriptoma de raizes de J. curcas submetidas a exposi¢do salina (3h, NaCl 150 mM).

Geng(ecraér;]‘i'i‘l‘;‘m/ E®) R S ime:;ept In silico®  RT-qPCR®
JCPIPL:3 90,00 -0,999 -359 2898 1,508 (UR) 1,636 (UR)
JcPIP2:4a 92,65 -0,999 -351 30,16 1,508 (UR) 2,003 (UR)
JcPIP2:4b 106,33 -0,953 -3,18 30,21 3,720 (UR) 9, 232 (UR)
JCPIP2:4b* 93,04 -0,995 -35 3554 2,961 (UR) 3,026 (UR)
JcPIP2:4c* 93,07 -0,995 -35 30,13 1,609 (UR) 1,726 (UR)
JcPIP2:8b 9073 -1 357 3042 1471(UR) 1,741 (UR)
JcPIP7ax1 99,85 -0,91 -333 26,61 1,899 (UR) 2,350 (UR)
JcSIPL:1b 107,57 -0,996 -3,15 33,44 1,706 (UR) 1,652 (UR)
JcTIPL;1a 90,66 -0,994 -357 34,84 4,405 (UR) 4,64 (UR)
JCTIPL:1b 90,47 -0,998 -3,57 30,53 1,870 (UR) 1,231 (n.s.)
JcTIPL;3 94,76 -0,998 -345 32,77 4,361 (UR) 5,566 (UR)
JcTIP2:1 9521 -0,996 -344 31,32 1693 (UR) 1,374 (UR)
JcTIP2;2 102,94 -0,998 -3,25 315 4257 (UR) 4577 (UR)
JcActind 90,15 -0,998 -3,58 26,99

JcB-tubulind 96,00 -0,986 -342 30,9

*Alvo possui transcrito incompleto; 2Genes de Referéncia.
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Discusséo

As aquaporinas compreendem um grupo diverso de proteinas que desenvolve
papel chave no desenvolvimento das plantas, sendo constantemente associadas a
resposta de tolerancia a estresses abidticos como a seca, 0 estresse osmotico e a
salinidade (BEZERRA-NETO et al., 2019). De acordo com estudos de expressao
génica, os diferentes membros da familia de aquaporinas podem ser induzidos ou
reprimidos sob salinidade. Portanto, compreender a nivel molecular o modo como as
aguaporinas sao reguladas em J. curcas sob tal condicdo representa um grande
potencial para aplicacbes no melhoramento genético dessa espécie.

J. curcas possui identificado em seu genoma 32 genes JCAQP classificados
em cinco subfamilias, PIP (9), TIP (9), NIP (8), SIP (4) e XIP (2) (ZOU et al., 2016).
Em nosso estudo, um total de 59 transcritos codificadores de JCAQPs foram
identificados no transcriptoma de J. curcas expresso sob NaCl (150 mM, 3h).
Andlises detalhadas permitiram identificar que 40% (24) correspondem a transcritos
com CDS completas que codificam JcAQPs classificadas em quatro subfamilias
(NIP, PIP, SIP e TIP).

A analise de caracterizacdo das aquaporinas expressas em raizes de J.
curcas sob salinidade corroboram estudos prévios dessa familia no genoma da
espécie. A analise da estrutura exon-intron permitiu observar padrées caracteristicos
para cada subfamilia. Conforme reportado por Zou et al. (2016), a subfamilia TIP
caracteristicamente apresenta dois introns com excecdo da TIP1;1 que possui
apenas um. Em nossos achados, além desse padrdo, observamos uma TIP1
(JcTIP1;1a) com dois introns. Em relacdo a PIP, observou-se a presenca de trés
introns em todas as AQPs identificadas. Embora essa seja a estrutura intron-exon
(3/4) comum nessa subfamilia, JcPIP 1;3 foi relatada como excecéo por apresentar
guatro introns. Curiosamente, no transcriptoma analisado, JcPIP1;3 segue o padréo
com trés introns.

As aquaporinas do tipo NIP normalmente apresentam quatro introns, com
excecdo de JcNIP5;1 que apresenta um intron a menos. Aqui, além de JcNIP5;1,
encontramos JcNIP1;1 que também possui apenas trés introns. Nas JCAQPs do tipo
SIP também observamos uma excec¢ao ao que ha relatado na literatura uma vez que
JcSIP1;1b possui dois introns, SIP1 geralmente n&o apresentam introns (KHAN et
al., 2015).
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Encontrou-se JCAQPs que possuem estrutura intron-exon caracteristica da
subfamilia (TIP1;1 e PIP1,3). Por outro lado, NIP1;1a difere do padrdo comum de
seu respectivo subgrupo, devido a perda de um intron. Adicionalmente, observou-se
que JcSIP1;1b tem estrutura mais semelhante ao subgrupo SIP2 por apresentar
introns. Isso revela possiveis modificacdes evolutivas ao longo da expansao das
diferentes subfamilias de JCAQP, bem como padrbes especificos em cada subgrupo.
Estudos evolutivos da familia Aquaporina demonstram que modificacées estruturais
e duplicagéo génica em tandem sao os principais processos moleculares envolvidos
na estrutura filogenética desta familia em plantas (BEZERRA-NETO et al., 2019;
ZOU et al., 2016).

A andlise do MEME reforca a ideia de um padréo caracteristico para cada
subfamilia, e até mesmo para subgrupos. Motivos especificos encontrados em SIP
(motivo 9) e PIP (motivos 8 e 10) sugerem modificacdes nas sequéncias dessas
proteinas que podem implicar em funcdes proprias de cada subfamilia. As JcSIP
possuem um padrdo bem diferenciado das demais subfamilias, uma vez que
apresentam poucos motivos (em geral quatro), incluindo a delecdo do motivo 2
associado ao primeiro NPA. Essas modificacbes podem afetar a estrutura e fungao
dessas proteinas como a permeabilidade e transporte de agua (HUSSAIN et al.,
2020). Padrao semelhante também foi identificado em SIP de milho (Zea mays L.) e
pepino (Cucumis sativus L.) (BARI et al., 2018, ZHU et al., 2019).

As aquaporinas sado proteinas de membrana que facilitam o transporte de
agua e pequenos solutos de acordo com o ambiente osmético. Sao classificadas em
dois grandes grupos: canais estritamente seletivos a agua (WAQP); ou canais que,
além da agua, transportam solutos como a ureia e glicerol (conhecidos como
aguagliceroproteinas, gliceroporinas ou GLPs) (KITCHEN et al., 2019). Regibes
conservadas como os dominios NPA, filtro de seletividade ar/R e posi¢cdes de Froger
sao cruciais na especificacao do substrato das AQPs (HUSSAIN et al., 2020).

Todas JcPIP identificadas possuem F-H-T-R no filtro de seletividade ar/R, os
dois motivos NPA e as posi¢coes de Froger P2-P5 (S-A-F-W) conservados. Esses
residuos conservados permitem a formacao de poros hidrofilicos que favorecem a
permeabilidade a agua (ZOU et al.,, 2015b). Resultados semelhantes foram
encontrados em trabalhos anteriores de aquaporinas de J. curcas, aléem dessas

regides serem conservadas em outros membros de euforbiaceas como R. communis
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L. e H. brasiliensis Muell. Arg. (ZOU et al., 2016; ZOU et al., 2015a; ZOU et al.,
2015b)

Além da permeabilidade a agua, a subfamilia PIP em plantas é atribuido o
transporte de ureia, acido borico, CO2 e H202. O padrdo S-A-F-W (P2-P5)
encontrado em todas as JcPIP é reportado como indicativo de transporte de CO:
(HOVE; BHAVE, 2011). Isso € confirmado pela andlise das SDPs, no qual as JcPIPs
apresentaram o padrdo tipico para o transporte de CO2, L-I/M-C-A-I-D-W-D-W. E
importante destacar que todas JcPIP identificadas aqui (exceto JcPIP1;3) possuem o
residuo metionina (M) ao invés de isoleucina (I) na SDP2, isso representa uma nova
SDP, mas essa modificacéo ja foi relatada em PIPs de J. curcas anteriormente (ZOU
et al., 2016).

Conforme a analise das SDPs, as JcPIP também estdo associadas
funcionalmente ao transporte de H202, uma molécula importante na sinalizacdo do
estresse, entretanto por ser uma espécie reativa de oxigénio (ROS) pode provocar
graves danos celulares. PIPs de outras espécies de plantas ja foram relatadas por
facilitarem o transporte de H202 através das membranas sob condi¢cbes de estresse
(JANG et al., 2012).

Diferentemente das PIPs, as JcNIPs apresentam maior variabilidade.
Observamos que no segundo motivo NPA ha uma troca de alanina (A) por valina (V)
em JcNIP5;1 e JcNIP6;1. Essa modificacdo é compativel com transporte de
formamida, urea e glycerol e menor atividade no transporte de agua, relatado
anteriormente em algumas AQPs de A. thaliana e de abacaxi (Ananas comosus)
(FORREST; BHAVE, 2007; BEZERRA-NETO et al., 2019). Entre as euforbiaceas, é
comum também ocorrer modificacdo no primeiro motivo NPA, onde ha uma troca do
terceiro residuo por serina (S) em NIP5;1 e NIP;6;1 (ZOU et al.,, 2015a,b; ZOU;
YANG, 2019). Esta ultima modificacdo ocorreu apenas em JcNIP6;1.

As JcNIPs também diferem das demais subfamilias nas posi¢cées de Froger
gue sdo compostas por uma mistura de residuos caracteristicos de canais de agua
puro - AqpZ (P2-P4) e facilitadores de Glicerol - GlpF (P1 e P5). Isso sugere que as
JcNIPs tém a capacidade de transportar glicerol e atuar na formagéo e translocacao
de oleo (ZOU et al., 2015a).

Conforme a anélise de SDP, JcNIP2;1 possui residuos caracteristicos para o
transporte de &cido silicico, embora existam duas modificagdes nas SDP1 e SDP3 ja

reportadas por Zou et al. (2016). Além disso, JcNIP2;1 possui os residuos G-S-G-R
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no filtro de seletividade ar/R, o qual determinam a capacidade das plantas de
absorverem silicio (LI et al., 2019b).

A subfamilia SIP também apresenta modificacdes nas regides criticas das
aguaporinas. O primeiro motivo NPA € caracterizado por uma troca no terceiro
residuo por treonina (T) ou leucina (L), respectivamente em JcSIP1 e JcSIP 2.
Alteracdes nas regibes NPA podem afetar a permeabilidade a agua. Outra
caracteristica que suporta isso, sédo variagdes nas posicoes de Froger, apenas P3 e
P5 sédo residuos conservados caracteristicos dos canais de agua puro-AgpZ.

A subfamilia TIP em plantas é caracterizada por localizar-se na membrana do
vacuolo. Embora a localizacdo das JcTIPs conforme Deep-Loc ocorra apenas no
tonoplasto, a localizacdo pelo Wolf-Psort aponta algumas divergéncias como a
ocorréncia na membrana plasméatica (JcTIP1;1) e citoplasma (JcTIP3;2, JcTIP4;1,
JcTIP5;1). As TIP1;1 e TIP3;2/4;1/5;1 de J. curcas com as mesmas carateristicas de
peso molecular, ponto isoelétrico, motivos NPA, filtro se seletividade ar/R e posicdes
de Froger ja foram caracterizadas por localizarem-se na membrana plasmatica e
vacuolo, respectivamente (ZOU et al., 2016).

Em relacdo ao filtro de seletividade ar/R fica evidente um padréo especifico
por subgrupo, de modo que JcTIP1 predominantemente possui H-1-A-V que € mais
hidrofébico do que os residuos presentes em JcTIP2 (H-I-G-R) e JcTIP3/4 (H-1-A-R).
Esses residuos conservados em cada subgrupo das JcTIPs sdo comuns em outras
espécies de plantas (LI et al., 2019b; LIU et al, 2019).

As aquaporinas da subfamilia TIP estdo relacionadas ao transporte de
pequenos solutos. Todas as JcTIPs foram associadas ao transporte de ureia por
possuirem as SDPs tipicas conforme Hove e Bhave (2011). Além disso, todas
possuem residuos conversados nas posicoes de Froger (T-S-A-Y-W) que sao
comuns de transportadores de ureia e H202 (BEZERRA-NETO et al., 2019). Apenas
a JcTIP1;3 apresentou SDPs tipicas para o transporte de perdxido de hidrogénio.

A andlise da expressao das JCAQPs foi bastante contrastante entre os dois
acessos analisados. Jcl171 apresentou um conjunto de 22 unigenes com expressao
induzida (UR) em resposta ao sal (150 NaCL), enquanto ndo houve modulacéo
transcricional em Jc183. A regulacdo das aquaporinas é influenciada por diferentes
fatores, incluindo maior e menor expressao em diferentes acessos de uma mesma
espécie sob salinidade (SUTKA et al., 2011).
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A tolerancia a salinidade em J. curcas € dependente do genoétipo. Os acessos
Jc183 e Jcl71 respondem de modo diferente quando submetidos as mesmas
condicbes de salinidade (250, 500 e 750 mM NaCl). Jc183 é considerado mais
tolerante ao estresse salino do que Jcl71 e possui rapida recuperacdo das taxas
fotossintéticas e crescimento ap0s o estresse (REAL et al.,, 2019). Uma vez que
Jc183 tolera melhor altas doses de salinidade, sugere-se aqui que a manutencao da
homeostase e balanco hidrico em suas raizes apos 3h sob 150 mM NaCl néo
envolve a expressao diferencial das AQPs.

Apesar de apresentar uma capacidade de recuperacdo mais lenta apos ser
submetido a condi¢des salinas severas, Jc171 também é considerado um acesso
tolerante (LOZANO-ISLA et al., 2018; REAL et al., 2019) no qual a inducdo das
aguaporinas na resposta inicial (3h) faz parte da estratégia de mitigacdo dos efeitos
adversos provocados pelo sal.

As duas subfamilias mais relacionadas a resposta do Jc171 ao sal foram PIP
e TIP que apresentaram, respectivamente, 15 e 6 unigenes com expressao induzida
apos 3h sob exposicdo ao sal. A inducdo de aquaporinas PIP e TIP na resposta
inicial de J. curcas foi identificado anteriormente em um estudo da analise global da
expressao em raizes submetidas a estresse salino (2h 100 mM NaCl) (ZHANG et al.,
2014).

O papel das PIPs na resposta inicial ao estresse de sal também foi relatado
em tomate (Solanum lycopersicum). Apés 1h sob 150 mM NaCl, aquaporinas
principalmente do subgrupo PIP2 (PIP1;5, PIP2;6, PIP2:8, PIP2;9, PIP2;11)
apresentaram aumento na expressao em raizes de tomate. Ainda de modo similar
aos nossos resultados, PIP2;8 foi uma das AQPs que apresentou maior modulagéo
da expresséo (JIA et al., 2020).

As JcPIP identificadas aqui sdo canais altamente permeaveis a agua e
localizam-se principalmente na membrana plasmatica. Dessa forma, potencialmente,
atuam facilitando o transporte de H20 do meio extracelular para o citoplasma, o que
reduz a toxicidade causada pelo NaCl. A inducédo das JcPIP deve contribuir tanto
para a captacdo de agua, como para evitar a perda de agua pelas raizes durante o
estagio inicial do estresse salino (ZHANG et al., 2014; JANG; AHN, 2015).

Todas os transcritos completos codificadores de PIPs foram caracterizados
como transportadores de H202 e induzidos em resposta ao sal. H202 é uma espécie

reativa de oxigénio (ROS) importante na sinalizacdo do estresse em plantas (JANG
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et al.,, 2012). Entretanto, um dos efeitos adversos do estresse salino é o rapido
acumulo de ROS, onde elevados niveis de H202 implicam na injuria da membrana e
danos oxidativos em proteinas, lipidios e acidos nucleicos (MILLER et al., 2010).

O papel das aquaporinas no transporte de H202 tem sido relatado. De modo
semelhante aos nossos achados, uma aquaporina da subfamilia PIP (MsPIP2;2) de
Medicago sativa relacionada a tolerancia a salinidade, apresenta aumento na
expressao em raizes sob estresse de sal (150 mM NaCl, 2h e 4h). Além disso, a
superexpressdo de MsPIP2;2 em A. thaliana demonstrou uma reducdo no contetdo
de H202 e consequente diminuicdo do acumulo de ROS (LI et al., 2019a). Dessa
forma, JcPIPs possivelmente também atuam facilitando a difusdo de H202, aliviando
os danos do estresse oxidativo provocados pelo sal.

Enquanto as PIP atuam no transporte de agua transcelular, as aquaporinas
da subfamilia TIP estdo envolvidas na troca de agua entre o citosol e o vacuolo para
garantir o ajuste osmatico (Zou et al., 2015b). Além do rapido ajuste osmatico, as
TIPs sdo as proteinas mais comuns do tonoplasto que desempenham papel chave
na manutencao da osmolaridade e do turgor celular (PAWLOWICZ et al., 2017).

O aumento da expressdo de aquaporinas PIP (EgPIP1 e EgPIP2) e TIP
(EgTIP2) em raizes de Eucalyptus grandis submetidas a estresse osmotico
(Polietilenoglicol - PEG800) foi detectado na resposta inicial (6h) (RODRIGUES et
al., 2013). Esses autores sugerem gue a regulacéo positiva e coordenada de PIPs e
TIPs é importante para manter a homeostase adequada de H20 bem como lidar com
o déficit hidrico causado pelo estresse osmotico. Uma vez que o estresse salino leva
ao estresse osmatico, a inducédo de JcPIP e JcTIP reforca a atuacéo no transporte
de agua para garantir o ajuste osmaotico.

As TIPs também atuam reduzindo o estresse oxidativo. Assim como JcTIP1;3,
outras TIP tem a capacidade de facilitar o transporte de H202. A inducéo de JcTIP1;3
pode estar relacionada ao influxo de H202 pelo vacuolo. As enzimas presentes no
vacuolo como as peroxidases atuam reduzindo os niveis de ROS citosélicos e
aliviam os danos causados pelo estresse oxidativo (WANG et al., 2014).

A superexpressao de TIP também é relatado em plantas hal6fitas. Uma TIP
de Kosteletzkya virginica (KvTIP3) é expressa predominantemente em raizes e o
aumento da expressdo em resposta ao sal (300 mM NaCl) ocorre no estagio inicial
do estresse (6h) (LIU et al., 2020). Isso corrobora o papel das aquaporinas TIPs na

tolerancia ao estresse salino.
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As aquaporinas induzidas das subfamilias PIP e TIP estdo associadas ao
transporte de ureia, uma forma de nitrogénio no solo disponivel para raizes de
plantas (KOJIMA; BOHNER; WIREN, 2006). A salinidade (NaCl) induz a deficiéncia
de nitrogénio, de modo que o transporte de ureia melhora o crescimento vegetal e 0
rendimento dos frutos em plantas sob estresse salino (3,5 g NaCl kg_1 solo) (KAYA;
HIGGS, 2011).

Aquaporina TIP de milho (ZmTIP4;4) teve sua expressdo aumentada em
raizes sob deficiéncia de nitrogénio. A inducdo de ZmTIP4;4 esta relacionada ao
transporte de ureia vacuolar para o citoplasma, seguido de degradacdo em amonia e
consequente assimilacdo de nitrogénio (GU et al., 2011). E possivel que as JcPIP e
TIP desempenhe papel chave na regulacdo do metabolismo do nitrogénio sob
condi¢cdes salinas. Além disso, € importante destacar que JcNIPs também sado
caracterizadas como transportadores de ureia, embora sua expressdo nao tenha
modulado em resposta ao sal.

Por fim, identificamos transcritos codificadores de quatro subfamilias de
aquaporinas em transcriptoma de raizes de J. curcas em resposta inicial ao sal. A
inducdo das AQPs pelo acesso Jcl71 envolveu, principalmente, representantes das
subfamilias PIP e TIP, que desempenham diferentes papeis na resposta ao sal
como: o balanco hidrico, sdo canais permedveis a agua; controle do estresse
osmoético e alivio do estresse oxidativo pelo transporte de H202, além do possivel

transporte de ureia que pode corrigir a deficiéncia de nitrogénio causada pelo NacCl.

Concluséo

Conclusivamente, caracterizamos a familia aquaporina em transcriptoma de
raizes de J. curcas submetidas ao sal (150 mM NacCl; 3h). Os acessos analisados
respondem de modo contrastante, onde ndo ha modulacéo das JCAQPs pelo Jc183,
acesso tolerante a doses mais elevadas de salinidade. O acesso Jc171, sensivel a
altas doses de salinidade, envolve a regulacdo positiva das aquaporinas
principalmente das subfamilias PIP (JcPIP2;4a/b, JcPIP2;8a/e) e TIP (JcTIP 1;1a,
JcTIP 1;3, JcTIP2;2, JcTIP3;2) como estratégia de controlar os danos do estresse
osmoético e oxidativo provocados pelo NaCl. Os dados aqui apresentados fornecem
informacdes valiosas da resposta molecular do pinhdo manso ao estresse salino e
podem fornecer um recurso biotecnoldgico util no melhoramento dessa e de outras

espécies na tolerancia a salinidade.
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5 CONCLUSOES

O presente trabalho identificou e analisou a expressdao do primeiro
transportoma de raizes de J. curcas submetidas a salinidade. Os dados de RNA-Seq
sugerem diferentes mudangas nos perfis transcriptdmicos dos dois acessos, onde a
expressao diferencial do transportoma ocorre apenas em Jcl171. Nossos resultados
permitiram a identificacdo das principais familias codificadoras de PTM relacionadas
a resposta ao sal, o que inclui membros de F-ATPase, MC (transportadores
mitocondriais), MFS (transportadores de agucar) e MIP (aquaporinas) e de fatores de
transcricdo regulandos genes PTM. Esse estudo realizou ainda a caracterizagao in
silico da familia aquaporina e identificou membros das subfamilias PIP e TIP
envolvidos na resposta ao sal. Os resultados aqui obtidos sdo U(teis para o
desenvolvimento de estratégias de melhoramento genético e de engenharia
gendmica do pinhdo manso voltadas para a tolerancia a salinidade.
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