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RESUMO: Anacardium occidentale ¢ uma espécie resiliente cultivada nas regides semidridas
do Nordeste brasileiro associadas a condigdes tipicas de estresse severo, como déficit hidrico,
que agravam o comprometimento da fotossintese e a perda de produtividade. Ajustes
metabolicos e fisiologicos permitem que as plantas resistam a estresses abidticos e se aclimatem
durante periodos de estresse ambiental. O objetivo deste estudo foi compreender os mecanismos
que impulsionam a aclimatagdo a ciclos de seca e identificar marcadores bioquimicos de
estresse. Plantas de cajueiro das cultivares BRS226 e CCP09 foram submetidas a um (WDI)
ou dois (WD2) ciclos de déficit hidrico (WD). Cada ciclo correspondeu a 12 dias de suspensao
de 4gua, seguidos por 4 dias de recuperacdo (REC). Nas trocas gasosas, as plantas BRS226
apresentaram maiores taxas de fotossintese (4), condutancia estomatica (gs) e transpiragdo (E)
do que as CCP09. Em seguida, nas analises metabolomicas de componentes principais (PCA)
indicou que as plantas BRS226 WD1 e WD2 foram separadas das plantas irrigadas. Isso pode
estar ligado a manutencdo do metabolismo energético apos dois ciclos de seca, uma vez que o
perfil das plantas recuperadas foi influenciado por aglicares como manose, sacarose, frutose e
sorbose. Em contraste, nao houve separagao clara entre WW, REC e WD, e entre plantas WD2
e REC no genotipo CCP09. Esses resultados sugerem que a plasticidade metabodlica das plantas
BRS226 ¢ maior do que a das plantas CCP09 em resposta a WD, oferecendo novos insights
sobre os ajustes metabodlicos que ocorrem em cajueiros em resposta a ciclos de seca.
PALAVRAS-CHAVE: Trocas gasosas; Perfil metabolico; Anélise de Componentes Principais
(PCA).
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METABOLOMIC ANALYSIS OF CASHEW TREE UNDER DIFFERENT CYCLES
WATER DEFICIT

ABSTRACT: Anacardium occidentale is a resilient species cultivated in the semiarid regions
of northeastern Brazil associated with typical severe stress conditions, such as water deficit,
which aggravate the impairment of photosynthesis and loss of productivity. Metabolic and
physiological adjustments allow plants to resist abiotic stresses and acclimate during periods of
environmental stress. The objective of this study was to understand the mechanisms that drive
acclimation to drought cycles and to identify biochemical markers of stress. Cashew plants of
cultivars BRS226 and CCP09 were subjected to one (WD1) or two (WD2) cycles of water
deficit (WD). Each cycle corresponded to 12 days of water suspension, followed by 4 days of
recovery (REC). In gas exchange, BRS226 plants showed higher rates of photosynthesis (4),
stomatal conductance (gs) and transpiration (£) than CCP09. Next, principal component
analysis (PCA) indicated that BRS226 WD1 and WD?2 plants were separated from irrigated
plants. This may be linked to the maintenance of energy metabolism after two drought cycles,
since the profile of recovered plants was influenced by sugars such as mannose, sucrose,
fructose and sorbose. In contrast, there was no clear separation between WW, REC and WDI,
and between WD2 and REC plants in the CCP09 genotype. These results suggest that the
metabolic plasticity of BRS226 plants is greater than that of CCP09 plants in response to WD,
offering new insights into the metabolic adjustments that occur in cashew trees in response to
drought cycles.

KEYWORDS: Gas exchange; Metabolic profile; Principal Component Analysis (PCA).

INTRODUCAO

Compreender os mecanismos que regulam as respostas das plantas aos estresses
ambientais ¢ chave para o desenvolvimento de novas estratégias para melhorar o rendimento
de culturas agricolas e a tolerancia ao estresse (Gago et al., 2017). No que se refere ao déficit
hidrico, as plantas respondem ao estresse integrando respostas muito diversas e mecanismos
adaptativos nos niveis fisiologico e moleculares, mas diferentes espécies de plantas ou
gendtipos dentro de uma espécie geralmente apresentam grandes variagdes na utilizacdo desses
mecanismos (Fang; Xiong, 2015). Muitas dessas plantas estudadas, como Arabidopsis, arroz e

soja, podem nao refletir os mecanismos de tolerancia e resisténcia fidedignos a sua condi¢ao,
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pois sdo sensiveis a seca. Mas funcionam como modelo de prospec¢do para serem comparados
com outras espécies e seus diferentes graus de sensibilidade. Além disso, em plantas nao-
modelo, e especialmente em espécies arboreas adaptadas a regides semidridas, como o cajueiro,
os mecanismos envolvidos moleculares na concessao de tolerancia a seca sao pouco explorados
e comecaram recentemente a serem relatados por meio do transcriptoma (Capelari et al., 2021).

O cajueiro (Anacardium occidentale L.) ¢ uma espécie nativa do semiarido, considerado
uma identidade do Nordeste brasileiro de grande importancia cultural e economica. Plantas de
cajueiro apresentam bom desenvolvimento quando cultivadas em locais que apresentam
restricdo hidrica, alta salinidade e temperatura (Ferreira-Silva et al., 2008, 2011). Por esta razao,
uma melhor compreensdo das consequéncias do déficit hidrico e estratégias adaptativas em
espécies naturais adaptadas a seca torna-se de grande importdncia para melhorar a
produtividade agricola em regides semiaridas. Evidéncias moleculares indicam uma relacao
entre a seca ¢ memoria do estresse (Auler et al., 2021), em que ciclos desse estresse podem
induzir mecanismos epigenéticos e ajustes em rotas metabdlicas primarias ou secundarias que
contribuem para o resiliéncia e desenvolvimento do cajueiro.

Este trabalho teve como objetivo avaliar as alteracdes do metabolismo primério
identificando marcadores de memoria em resposta aos ciclos de suspensdo da rega e
recuperagdo de plantas de cajueiro sob condigdes impostas em casa de vegetacdo de forma a
entender a resiliéncia do cajueiro a seca. Neste sentido, este trabalho usou uma abordagem
metabolomica ndo direcionada integrando dados oriundos das alteragdes fisiologicas (trocas
gasosas) e do metabolismo primario avaliando as alteragdes bioquimicas em plantas de cajueiro
sob ciclos de déficit hidrico em condi¢des de casa de vegetacao. Essas respostas ajudaram com

0 nosso conhecimento sobre a plasticidade dessas plantas sob diferentes condig¢des hidricas.

MATERIAL E METODOS

Clones da espécie Anacardium occidentale, dos genoétipos BRS226 e CCP09, foram
obtidos junto a Embrapa Agroindustria Tropical. As plantas foram cultivadas em vasos de 5 L
contendo uma mistura de areia e vermiculita, na propor¢ao de 1/1 sendo irrigados regurlamente
com agua dessalinizada e solugdo nutritiva de Hoagland (Hoagland; Arnon, 1950) uma vez por
semana. Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacao do Laboratdrio de Fisiologia
Vegetal (LabFive) no Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade

Federal do Ceara. Apos 60 dias do estabelecimento das mudas nos vasos, foram divididas em
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grupos de ciclos de estresse: grupo irrigado (WW), grupos com déficit hidrico (WD1) que
passou por 1 ciclo, compreendendo 12 dias de seca seguidos por 4 dias de recuperagao (REC1)
e o grupo WD2 passou por 2 ciclos sendo 12 dias de seca, 4 dias de recuperagao (REC2) por
duas vezes. Para as trocas gasosas utilizou-se um analisador de gases infravermelho Li-6400XT,
LI-COR (Lima et al., 2019-) no periodo de 8 — 12h do curso didrio. A intensidade de luz foi
mantida a 1000 umol fotons m™2 s, a 25 °C, variando a concentragdo de CO2 ambiente de 50 a
1500 ppm. A taxa fotossintética liquida (4, pmol CO2 m™? s™), condutincia estomatica (gs, mol
m? s), e transpiragdo (£, mmol m? s) foram estimadas. Para analise metabolomica as
amostras foram extraidas, derivatizadas e injetadas no cromatdgrafo a gas associado a
espectrometria de massas (GC/MS) de acordo com Lisec et al., 2006. Os metabdlitos foram
identificados com base na comparacdo de seus tempos de retencdo e padroes de fragmentacao
com uma biblioteca de padrdes de fragmentacdo do banco de dados da NIST (National Institute
of Standards and Technology) e por uma biblioteca de identificagdo interna construida pelo do
grupo de pesquisa. Diferencas significativas ao longo do tempo foram determinadas usando
analise de varidncia (ANOVA) e teste de Tukey (p <0.05). Para a andlise metabolica, os
arquivos foram processados no servidor MetaboAnalyst 6.0, em as analises de PCA (Principal
Component Analysis) foram realizadas afim de diferenciar os genotipos eu tratamentos a nivel

metabolico (Xia; Wishart, 2011).

RESULTADOS

Nas analises de trocas gasosas, as plantas BRS226 apresentaram uma melhor
recuperacdo no segundo ciclo, WD2 (Figura 1). Nas Figuras 1A e 1E as taxas de fotossintese e
transpiragdo, respectivamente, foram maiores nas plantas recuperadas em rela¢do ao controle
(WW) do mesmo dia. A condutancia estomatica (Figura 1C) manteve-se igual aos controles,
ndo impedindo a recuperagdo em relagdo a ambos os ciclos. Em contraste, o gen6tipo CCP09
ndo apresentou diferencas nas taxas de fotossintese (Figura 1 B), transpiracdo (Figura 1D) e
condutancia (Figura 1F) nos periodos de recuperacdo comparados ao controle dos respectivos
ciclos. Esse comportamento, corrobora com os dados metaboldmicos (Figura 2). Um total de
58 e 62 metabolitos foram identificados em BRS226 e CCP09, respectivamente. Na analise de
componentes principais (PCA) — biplot, as plantas BRS226 WD1 e WD2 foram completamente
separadas das plantas irrigadas, mas na recuperacio WD1 REC e WD2 REC vemos a

sobreposicdo desses grupos em relacdo aos controles dos respectivos ciclos. O CCP09, no
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grafico PCA — biplot (Figura 2 B), hé parcial sobreposi¢cdo dos grupos WD1 e WD1 REC e
total sobreposi¢ao do WD2 com sua respectiva recuperacdo WD2 REC.
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Figura 1. Trocas gasosas em folhas de cajueiro: fotossintese (4), condutancia (gs) e transpitagdo (E) sob ciclos e
déficit hidrico seguidos de recuper¢do. Os graficos A C e E referem-se ao gendtipo BRS226 e os B, D e F aos
CCPO09. Letras maiusculas compram os tratamentos diferentes no mesmo dia e letras minusculas comparam o
mesmo tratamento em dias diferentes pelo Teste de Tukey (p <0,05).
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Figura 2. BiPlot do PCA das folhas dos gendtipos de cajueiro referente ao BRS226 e CCP09. Os componentes
principais (PC1 e PC2) explicaram juntos 57,8% e 53,13 % da variancia total respectivamente ao BR226 e CCP09.
As setas indicam os metabolitos correlacionados a cada grupo tratado mostrando as separagdes e sobreposicoes,
sugerindo que estdo associados as alteracdes metabdlicas decorrentes dos ciclos de déficit hidrico e gendtipo.
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DISCUSSAO

As plantas variam as estratégias para suportar regimes de seca. O fechamento estomatico,
dimui¢ao da fotossintese e transpiragdo sao algumas medidas fisiologicas das plantas afim de
atenuar os efeitos do déficit hidrico (Capelari et al., 2021). Isso promove uma mudanca no
metabolismo, visto que afeta diretamente a capacidade fotossintética da planta. Mesmo o
cajueiro sendo tipicamente de regides semiaridas, e tendo devolvida mecanismos, fisioldgicos,
moleculares e caracteristicas genéticas que ajudam a superar condigdes adversas, espécies de
cajueiro reagem diferentes quando expostas a ciclos de déficit hidrico (Blaikie et al, 1998;
Ferreira-Silva et al., 2011). Podemos ver na Figura 1, quando o BRS226 mostra maiores taxas
de fotossintese, condutancia e transpiracdo nos periodos de recuperacao destacando-se o
WD2 REC. Esse comportamento corrobora com o comportamento adaptado em ambientes de
clima quente e a baixa precipitagdo do BRS226. J4 o CCP09 mesmo apresentando taxas
menores, ele recupera seu estado ao nivel dos seus controles dos respectivos ciclos de déficit
hidrico, respondendo a reidratacao (Bezerra et al., 2007; Hawerroth et al., 2020; Serrano &
Pessoa, 2016).

A nivel de metabolismo (Figura 2A), a separacdo do PCA — biplot do BRS226 no WDI1
¢ devido a presenca dos agucares soliveis sacarose, frutose, manose e sorbose indicando um
acumulo desses osmolitos. Estes podem ajudar a planta a manter o potencial hidrico celular,
viabilizar carbono/energia e redirecionar vias glicoliticas por interconversdes entre agucares
(Kumar et al., 2021; Sami et al., 2016). A presenca do 4cido chiquimico e caféico sugere uma
ativacao da biossintese de compostos antioxidantes para atenuar os efeitos de espécies reativas
de oxigénio (ROS) aumentadas em respostas aos ciclos de déficit hidrico (Lu et al., 2022; Zafar-
Ul-hye et al., 2021). Durante as fases reidratagdo, ap6s os ciclos de déficit hidrico, verificou-se
a presenca de acido glicolico, beta-alanina e celobiose, que contribuiram para a separagdo dos
grupos, apresentando-se sobrepostos aos controles de seus respectivos tratamentos. Esses
compostos possivelmente indiquem ajustes metabolicos pos déficit hidrico, incluindo
recuperacdo de rotas fotorespiratorias (acido glicdlico), modulagdo do metabolismo de
aminoacidos (beta-alanina) e mobilizacao de carboidratos estruturais (celobiose), favorecendo
a retomada das funcdes fisiologicas basais (Fernie; Schauer, 2009; Sharma et al., 2019). Isso
demonstra a capacidade a nivel metabolico do BRS226 de se restabelecer mesmo apods ciclos
de déficit hidrico. O CCP09 (Figura 2B) apresentou, no PCA — biplot, separagdo entre os
tratamentos de ciclos de déficit hidrico, atribuida & maior presenca de galactinol, maltotriose e

kestose — agucares envolvidos na osmoprote¢do, estabilizagdo de membranas € manutengao
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da homeostase sob estresses abidticos (Nishizawa; Yabuta; Shigeoka, 2008; Taji et al., 2002).
A presenca concomitante de acido glutamico, aminoacido chave no metabolismo do nitrogénio
e na sintese de compostos osmoprotetores, reforca essa adaptacao inicial (Chapman et al.,
2022). Tal resposta metabolica foi particularmente evidente na recuperagdo observada na
primeira semana, refletida pela sobreposi¢ao dos grupos WD1_REC, WDI_WW e WD2 WW.
Por outro lado, a presenca maior de aminoacidos isoleucina, leucina, valina e treonina
acompanhados de acidos latico e 4-aminobutirico promovendo uma sobresposi¢ao do WD2 e
WD2 REC. Os aminoacidos refletem o alto custo energético de adaptagao a multiplos ciclos
de déficit hidrico (Batista-Silva et al., 2019), sugerindo uma redug¢ao da plasticidade metabdlica
do CCP09 no segundo ciclo. Adicionalmente, a presenca de acido lactico sugere a ativagdo
acelerada da via glicolitica para atender a demanda energética da recuperacdo pos-ciclos — um
padrdo comumente observado em plantas reidratadas (Szablinska-Piernik; Lahuta, 2023;
Wedeking et al., 2018). Sendo assim, a capacidade adaptativa para se restabelecer apos ciclos
de restri¢ao hidrica do CCP09 mostra-se menor do que BRS226 quando se refere a mais de um

ciclo se suspensao de rega.

CONCLUSAO

A integracdo dos dados fisioldgicos e metaboldmicos evidencia que o genétipo BRS 226
apresenta maior resiliéncia a multiplos ciclos de déficit hidrico, resultado de uma recuperacao
mais rapida das trocas gasosas e da ativacdo coordenada de rotas associadas a osmoprotecao,
ao controle redox e a manuten¢do da homeostase energética. Essa plasticidade permite ao BRS
226 preservar o desempenho fotossintético e restabelecer o equilibrio hidrico apos a reidratagao,
configurando-o como candidato promissor para cultivo em regides sujeitas a secas recorrentes.
Em contraste, o CCP09 mostrou-se metabolicamente menos flexivel, acumulando metabodlitos
indicativos de estresse prolongado, como aminoacidos de cadeia ramificada, acido lactico e 4-
aminobutirico, 0 que sugere maior custo energético e menor eficiéncia adaptativa frente a
repeti¢do de eventos de seca. No geral, esses resultados fornecem novos insights sobre os
ajustes metabolicos do cajueiro em resposta a um ou dois ciclos de déficit hidrico, ressaltando
o papel da plasticidade metabolica como determinante para a tolerancia a seca. Além disso, a
caracterizagao de gendtipos contrastantes pode subsidiar programas de melhoramento genético
e estratégias de manejo de mudas, visando otimizar o crescimento e a produtividade em

condicdes adversas.
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