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RESUMO

A salinidade é considerada um dos principais problemas da produtividade agricola afetando
diversos processos fisiologicos, metabdlicos e moleculares responséveis pelo crescimento,
desenvolvimento e sobrevivéncia das plantas. Calotropis procera (Apocynaceae) € uma espécie
invasora encontrada sempre-verde em regides adversas de seca e salinidade, exibindo grande
potencial para estudos ecofisidlogicos e para a identificacdo de genes de tolerancia aos estresses
abioticos. Diante do exposto, o objetivo do presente trabalho foi caracterizar respostas
fisiologicas e moleculares de plantas jovens de Calotropis procera sob salinidade. Sob
condicgdes de choque salino (200 mM de NaCl) de curto prazo (trés dias) foram avaliados os
parametros conteldo hidrico relativo, trocas gasosas, solutos organicos de raizes e folhas, como
também a expressdo génica de aquaporinas (PIPs, TIPs) no sistema radicular. Sob diferentes
condigdes de estresse salino (50, 100, 200 mM de NaCl) foi avaliada a estabilidade de dez genes
de referéncia (GRs) para normalizacdo da expressdo génica (QPCR) de raizes e folhas de C.
procera em diferentes tempos de coleta utilizando os algoritimos de estabilidade geNorm,
NormFinder e BestKeeper. Comparado ao controle, plantas de C. procera submetidas ao
choque salino mostraram reducéo de condutancia estomatica, assimilacdo de COz, transpiragédo
e baixo decréscimo do contetdo hidrico relativo foliar, principalmente ao 3° dia de choque
salino. Em geral, ap06s horas (2 h, 8 h, 24 h) e dias (30 h, 48 h, 54 h) de imposicdo do choque
salino foi observada regulagdo positiva dos metabdlitos em raizes, com maior acimulo de
frutose (251%) as 2 h, prolina as 8 h (259%), carboidratos soluveis (294%) e sacarose (373%)
as 48 h, aminoacidos (1193%) as 54 h. As aquaporinas de raizes apresentaram expressdo
diferencial sob choque salino. Regulagéo positiva foi observada somente as 2 h, com maior
inducdo TIP1.4 (4 vezes), e a regulacdo negativa ocorreu principalmente as 8 h, com repressdo
mais acentuada de PIP1.2 (4 vezes). Os quatro RGs mais estaveis apresentaram alta
congruéncia entre todas as combinag6es de tempo de coleta, para cada software estudado, com
pequenas divergéncias. CYP23 foi o melhor RG (rank dos quatro melhores) para todas as
condigdes experimentais. Os dados indicaram que a alta salinidade promove uma resposta
rapida nos parametros fisiologicos de plantas de C. procera sob condic¢des de casa de vegetacao.
Essa espécie utiliza metabdlitos envolvidos nos processos de osmorregulacdo e osmoprotecdo
para aclimatacdo ao estresse osmotico, com rapida regulacdo da dindmica destes metabdlitos
no sistema radicular. Além de exibir modulagdo da expresséo de aquaporinas de raizes para o

controle do fluxo de agua sob choque salino. Neste sentido, 0 acumulo de carboidratos e



aminoacidos associado a regulacdo da expressdo de aquaporinas contribuem para a alta
performance do sistema radicular e alivio do status hidrico foliar sob choque salino. Além disso,
este estudo forneceu a primeira selecdo de genes de referéncia estaveis para C. procera sob

estresse salino.

Palavras chave: gPCR. Genes normalizadores. Proteinas intrinsecas de membrana plasmatica.

Proteinas intrinsecas de tonoplasto. Trocas gasosas. Solutos osmoticos



ABSTRACT

Salinity is considered one of the main problems of agricultural productivity affecting various
physiological, metabolic and molecular processes responsible for plant growth, development
and survival. Calotropis procera (Apocynaceae) is an invasive species found evergreen in
adverse regions of drought and salinity, showing great potential for ecophysiological studies
and for the identification of abiotic stress tolerance genes. Given the above, the objective of the
present work was to characterize physiological and molecular responses of young plants of C.
procera under salinity. Under salt shock conditions (200 mM of NaCl ) short-term (three days)
were evaluated regarding water content parameters, gas exchange, organic solutes roots and
leaves, as well as gene expression of aquaporin ( PIPs, TIPs ) in the root system. Under different
conditions of stress (50, 100, 200 mM of NaCl ) was evaluated stability ten reference genes (
GRs ) for normalization of gene expression ( gPCR ) of roots and leaves of C. procera at
different times of collection using the algorithms stability geNorm, NormFinder and,
BestKeeper. Compared to the control, C. procera plants submitted to salt shock showed
reduction of stomatal conductance, CO2 assimilation, transpiration and low decrease of leaf
relative water content, especially on the 3rd day of salt shock. In general, after hours (2 h, 8 h,
24 h) and days (30 h, 48 h, 54 h) of saline imposition, positive regulation of the metabolites in
roots was observed, with higher fructose accumulation (251%) at 2 h, proline at 8 h (259%),
soluble carbohydrates (294%) and sucrose (373%) at 48 h, amino acids (1193%) at 54 h. Twelve
aquaporins associated with water transport showed differential expression in C. procera roots
under salinity. Transcriptional induction was observed only after 2 h, with greater induction of
TIP1.4 (4 times), transcriptional repression, in turn, occurred mainly after 8 h, with greater
repression associated with aquaporin PIP1.2 (4 times). The four most stable RGs showed high
congruence among all collection time combinations for each software studied, with small
divergences. CYP23 was the best RG (top four rank) for all experimental conditions. The data
indicated that high salinity promotes a fast response in physiological parameters of C. procera
plants under greenhouse conditions. This species uses metabolites involved in osmoregulation
and osmoprotection processes for acclimation to osmotic stress, with rapid regulation of the
dynamics of these metabolites in the root system. It also exhibits modulation of root aquaporin
expression for salt shock water flow control. In this sense, the presence of a stomatal control
robot associated with the accumulation of amino acids and carbohydrates and the regulation of

aquaporin expression in the root contribute to the high performance of the root system and to



the relief of leaf water status of C. procera under salt shock. In addition, this study provided

the first selection of stable reference genes for C. procera under saline stress.

Keywords: gPCR. Normalizing genes. Plasma membrane intrinsic proteins. Tonoplast intrinsic
proteins. Gas exchange. Osmotic solutes
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1 INTRODUCAO

Condic0es de estresse salino sujeitam as plantas a grandes perdas de agua e toxicidade
ibnica, 0 que pde em risco a conservagdo de agua nos tecidos e sua sobrevivéncia. Ambientes
salinos acarretam um desenvolvimento vegetal limitado, e em geral, as plantas respondem por
meio de mudancas na morfologia, fisiologia, processos bioquimicos e moleculares que
coletivamente irdo permitir um grau de tolerancia (FLOWERS, 2004; NEGRAO et al., 2017).

As respostas ao estresse salino ocorrem a partir do uso de mecanismos de conservagédo
de &gua nos tecidos, como por exemplo, reducdo da transpiracdo por meio do fechamento
estomatico, acimulo de solutos organicos para a reducdo do potencial osmotico e regulagdo da
expressao de aquaporinas (CUSHMAN, 2001; FLEXAS et al., 2004; MOSHELION et al.,
2014). Mas também, pelo desenvolvimento de mecanismos de tolerancia do tecido, exclusao
de sddio e osmoprotecdo a partir da ativacdo de transportadores de Na* acimulo de solutos
organicos e aumento da atividade de enzimas antioxidantes (CUSHMAN, 2001; DEINLEIN et
al., 2014; HANIN et al., 2016; TAIBI et al., 2016).

A espécie invasora Calotropis procera (Aiton) W. T. Aiton (Apocynaceae) possui alta
capacidade de ocupar, crescer e se reproduzir em ambientes adversos de seca e salinidade
(FABRICANTE et al., 2013; HASSAN et al., 2015), e por isso adaptou-se muito bem desde a
restinga até as regides semidridas brasileiras. A espécie pode ser um importante modelo de
estudo ecofisioldgico, pois apesar de apresentar metabolismo Cs,é uma espécie bem adaptada
as condicdes de estresse hidrico e salino, e com alta performance fotossintética sob baixa
condutancia estomatica (TEZARA et al., 2011; FROSI et al., 2013; RIVAS, 2016; RIVAS et
al., 2017).

O controle da entrada e saida de agua pelo sistema radicular de C. procera pode ser
responsavel em parte pela tolerdncia as condi¢des estressantes em que se estabelece esta
especie. Visto que, quando em condi¢des de salinidade, o sistema radicular deve atuar de forma
ndo limitante, desenvolvendo mecanismos que permita contrabalancear a resisténcia na
captacdo de agua do solo e as perdas de 4gua pela transpiracéo a fim de manter o balango hidrico
e evitar a desidratacdo da planta (MOSHELION et al., 2014; ROBBINS; DINNENY, 2015).

O controle da expressdo de aquaporinas (proteinas canais de membrana) tem sido
relatado como o principal mecanismo utilizado pelas raizes para manter a hidratacdo das
plantas, porque estes canais de membrana sdo responsaveis pela maior proporcéo de entrada e

saida de agua das células vegetais, exercendo efeitos na absorcdo de agua nas raizes,
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condutancia hidraulica e transpiracdo. Todos esses fatores conferem as aquaporinas uma
importancia na fisiologia da planta como um todo, inclusive estando envolvidas em diversos
mecanismos de tolerancia aos estresses abidticos (LI et al., 2014; MOSHELION et al., 2014).

Dessa forma, o conhecimento do comportamento fisiolégico de C. procera sob
condicBes de salinidade poderd responder como uma espécie de metabolismo Cs, pode
promover a manutencdo do balanco hidrico, mantendo-se sempre-verde sob condi¢Ges
adversas. Neste sentido, este estudo teve como objetivo caracterizar respostas fisioldgicas e
moleculares de C. procera sob salinidade com foco na habilidade de absorcdo de &gua do
sistema radicular por meio da atividade das aquaporinas e acimulo de solutos osméticos a fim
de fornecer informacdes relevantes para o0 melhoramento genético de plantas do metabolismo
Cs.
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 CALOTROPIS PROCERA

A espécie Calotropis procera é conhecida popularmente como algoddo-de-seda, flor-
de-seda, ciime, leiteira, queimadeira, paininha-de-seda, janatiba (GALLEGOS-OLEA et al.,
2008; RANGEL; NASCIMENTO, 2011) pertence a familia Apocynaceae € a um pequeno
género constituido pelas espécies C. procera, C. acia, e C. gigantea (ANGIOSPERM
PHYLOGENY GROUP 2009). E uma espécie xerofita, perene, de porte arbustivo/semi-
arbéreo, de crescimento rapido e raizes profundas (até 4 m) com alta capacidade de regeneracao
(HASSAN et al., 2015). Sua floracéo e frutificacdo ocorre todo o0 ano, com pico na estacao seca.
Apresenta grande producdo de sementes aladas de alta capacidade de germinacéo e dispersao
pelo vento (VOGT, 1996; BARBOSA et al., 2007; CSURHES, 2009; HASSAN et al., 2015).
Nativa da Asia e da Africa, a espécie é amplamente distribuida no globo, predominando em
regibes tropicais e subtropicais (RAHMAN; WILCOCK, 1991; HASSAN et al., 2015). No
Brasil a espécie é altamente distribuida na regido Nordeste (exceto Alagoas), podendo ser
encontrada no sudeste (Minas Gerais, S8 Paulo, Espirito Santo), norte (Amapa, Pard,
Tocantins) e regido centro-oeste (Mato Grosso do Sul, Goias, Distrito Federal) (KOCH et al.,
2015). C. procera é comumente encontrada em ambientes aridos e semiaridos habitando areas
salinizadas, desertos, areas degradadas, terrenos baldios e beira de estrada (CAB
INTERNATIONAL, 2005; KHAN et al., 2007).

Calotropis procera € utilizada na medicina por possuir diversos principios ativos com
funcdes antiinflamatdria, analgésica, antitumoral, antidiarreica, hepatoprotetora, contraceptiva
e antidiabética (HUSSEIN et al., 1994; TANIRA et al., 1994; MUEEN et al., 2005; KUMAR e
ARYA, 2006; SILVA et al., 2010). A espécie também é usada na fitorremediacdo de solos
contaminados, forragem animal, como corante téxtil, e a sua biomassa € um recurso para a
producdo de combustiveis renovaveis (HASSAN et al., 2015; ALMEIDA et al., 2017;
HUSSAAN et al., 2017).

Essa espécie exibe metabolismo Cs, alto potencial colonizador, crescimento e
manutencdo das folhas sempre-verde em ambientes salinos e desérticos (COLOMBO et al.,
2007; TEZARA et al., 2011; HASSAN et al., 2015), mostrando tolerancia a diversos estresses
abioticos. Estudos evidenciam a capacidade de C. procera em manter elevadas taxas
fotossintéticas sob baixa conduténcia estomatica, 0 que garante a espécie alta eficiéncia do uso
da agua sob seca e salinidade (TEZARA et al., 2011; FROSI et al., 2013; RIVAS, 2016; RIVAS
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et al., 2017). Sua alta performance fotossintética sob deficit hidrico foi atribuida a fatores néo-
estomaticos, como aumento da condutancia do mesofilo, taxa de carboxilacdo da Rubisco e
transporte de elétrons (RIVAS et al. 2017, RIVAS, 2016). Além do mais, a espécie também
apresenta mecanismos de osmoregulacdo e osmoprotecdo a partir de solutos compativeis,
robusto sistema de defesa antioxidante e plasticidade anatdmica frente a seca e a salinidade
(TEZARA et al., 2011; FROSI et al., 2013; RIVAS, 2016; RIVAS et al., 2017). Recentemente
o transcriptoma foliar da espécie frente ao choque salino e ao déficit hidrico foi descrito,
evidenciando a presenca de resposta transcricional rapida e altamente dindmica ao longo do
tempo. Os genes regulados estavam envolvidos principalmente na resposta ao estresse abiotico,
citocininas e sinalizacao do inositol (MUTWAKIL et al., 2017).

2.2. SALINIDADE

O processo de salinizacdo dos solos ocorre quando 0s niveis de sais alcangcam 4dS/m,
equivalente a uma concentragdo de 40 mM (BUI, 2013). Os principais sais acumulados séo os
cloretos e sulfatos de Na*, Ca?* e Mg?*. A salinizacdo do solo pode ocorrer por meios naturais
a partir intemperismo das rochas e evaporagdo, como também por interferéncias antropicas por
meio do mau uso da terra, em que incluem irrigacdo com &guas salinas, uso excessivo de sais
em solo de cultivo e deposicdo de aguas de residuos industriais (PEDROTTI et al., 2015).

O excesso de sal no solo afeta a produtividade e sobrevivéncia das plantas sendo um dos
principais fatores responsaveis pelo processo de desertificacdo no mundo (D’ODORICO et al.,
2013). Estima-se que 1128 milhdes de hectares dos solos no mundo séo salinizados, em que
incluem 20% das terras araveis (WICKE et al., 2011). Além de causar graves problemas
ambientais, a salinidade leva a perdas consideraveis para a agricultura mundial inviabilizando
também a exploracdo de novas terras agricultaveis (PEDROTTI et al., 2015). S&o
contabilizados prejuizos de US $ 27,3 bilhGes a economia por ano (QADIR et al., 2014), e de
acordo com especulagdes a tendéncia é que os impactos ambientais e econdémicos gerados pela
salinidade sejam ainda maiores devido a necessidade do aumento de areas araveis e
consequentemente de irrigacdo para suprimento de alimentos da populagdo mundial crescente
(HANIN et al., 2016).

Em climas aridos e semiaridos a salinizacdo dos solos ¢ favorecida por proporcées de
evapotranspiracdo maiores do que os volumes de precipitacdo ao longo do ano (HANIN et al.,
2016) sendo um problema para a agricultura no nordeste do Brasil, em que grande proporcéo
dos solos irrigados sao afetados pela salinidade (AGUIAR NETTO et al., 2007).
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2.2.1 Respostas e mecanismos de tolerancia ao estresse salino

O estresse salino caracteriza-se como a exposic¢ao das plantas a salinidade, cujo principal
componente é o NaCl. Pode ocorrer por meio da exposicao gradual ou por baixos niveis de sal,
entretanto, quando as plantas sdo expostas repentinamente a elevados niveis de salinidade o
estresse salino caracteriza-se como choque salino (SHAVRUKOQV, 2012).

O estresse salino pode ser separado em duas etapas: estresse osmatico em que ocorre
imediatamente apds a exposicdo a salinidade, e o estresse ibnico que geralmente ocorre de
forma mais lenta, porém quando as plantas sdo expostas a niveis extremos de sal pode ocorrer
de forma mais rapida. O estresse osmotico ocorre devido ao excesso de sal reduzir o potencial
hidrico do solo dificultando a captacdo de &gua, o que provoca déficit hidrico e reducdo da
turgescéncia celular (MUNNS, 2002; MUNNS; TESTER, 2008; SHAVRUKOV, 2012). Ja o
estresse ibnico é consequéncia da entrada de ions Na* e CI" na planta de forma excedente
causando toxicidade idnica, que resulta em danos nas estruturas subcelulares, inibicdo da sintese
de proteinas, fotossintese e respiracdo (MUNNS, 2002; MUNNS; TESTER, 2008; RUIZ-
LOZANO et al., 2012; SHAVRUKOV, 2012).

Durante a salinidade o crescimento € afetado imediatamente ap6s a exposicdo ao sal,
por meio da reducdo do alongamento celular e posteriormente pela reducdo da divisao celular
em resposta ao déficit hidrico. Nessa fase inicial, a reducao de crescimento da parte aérea ocorre
antes que as células da lamina foliar sejam afetadas pela reducdo do turgor, devido a rapida
sinalizacdo hormonal transmitida pelas raizes. A fase de resposta mais tardia esta relacionada a
reducdo da producao de fotoassimilados resultante das injurias provocadas pelo excesso sal nas
células. Aléem disto, o excesso de sal afeta o crescimento da parte aérea em maior proporgao
que o sistema radicular, reduzindo o tamanho e o aparecimento de folhas (MUNNS, 2002;
MUNNS;TESTER, 2008).

Devido a presenca de déficit hidrico, uma das primeiras respostas a salinidade é a
reducdo da condutancia estomatica para amenizar as perdas de &gua pela transpiracdo. Esta
resposta afeta a disponibilidade de CO: causando a reducdo da fotossintese. Em adicéo,
alteragcdes na estrutura fisica dos espacos intercelulares, na bioquimica (conversdo de gas
carbonico a bicarbonato) e na permeabilidade de membrana (aquaporinas) ocorridas durante a
salinidade afetam a condutancia do meséfilo reduzindo ainda mais a disponibilidade de CO2
para a producdo de fotoassimilados. Sob altas concentracGes de sal a fotossintese também é

afetada pelas alteracdes do metabolismo do carbono, a exemplo da inibicdo da atividade de
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enzimas do ciclo de Calvin e pelos danos ao aparato fotoquimico causado pelo estresse
oxidativo (FLEXAS et al., 2004;CHAVES et al., 2009; HANIN et al., 2016).

A tolerancia ao sal é geralmente avaliada como a porcentagem de producdo de biomassa
(espécies anuais), mas também pela capacidade de sobrevivéncia das plantas (espécies perenes)
(MUNNS, 2002). As plantas apresentam diferentes graus de tolerancia a salinidade podendo
ser classificadas como glicofitas, plantas sensiveis a salinidade, que apresentam o crescimento
inibido em concentracBes de sais de 100-200 mM, estando a maioria das plantas cultivaveis; e
como haldfitas: plantas altamente tolerantes que podem crescer sob altas concentra¢des de NaCl
(300-400 mM) (ROY et al., 2014).

Diante da salinidade, as plantas desencadeiam mecanismos de tolerancia exibindo
alteracdes anatdbmicas, fisiologicas, bioguimicas e moleculares para lidar com o estresse
osmatico e ibnico. Estas respostas de tolerdncia em plantas podem ser categorizadas em:
tolerancia ao estresse osmatico, tolerancia por meio da exclusdo de Na * foliar e tolerancia do
tecido ao Na* (MUNNS;TESTER, 2008)

Na tolerancia ao estresse osmotico a planta promove o ajuste osmotico para manter a
contetdo de &gua dos tecidos por meio do acimulo de solutos orgénicos no citosol e acimulo
de ions no vacuolo (SLAMA et al., 2015). A toleréncia osmotica permite a planta aumentar a
capacidade de manter a producdo de novas folhas e crescimento para um dado acimulo de Na*
no tecido foliar (MUNNS; TESTER, 2008). No entanto, altos custos metabdlicos sdo
necessarios para a realizacdo do ajuste osmatico (MUNNS, 2002).

Os solutos orgéanicos que participam desse processo também sdo denominados
osmolitos compativeis devido a capacidade acumular-se as altas concentracdes dentro das
células sem prejudicar a fungdo celular (SLAMA et al., 2015). Entre os osmdlitos compativeis
que sdo acumulados durante a salinidade estdo os carboidratos, aminoacidos, polidis e
compostos nitrogenados (CUSHMAN, 2001; SILVEIRA et al., 2009; SZABADOS;
SAVOURE, 2010; SLAMA et al., 2015; SAMI et al., 2016; MANSOUR; AL, 2017).

A prolina é um dos aminodcidos que mais ¢ acumulado em plantas sob condicGes de
estresse. Geralmente sob condi¢des de salinidade o acimulo desse aminoécido em cultivaveis
tolerantes aumenta em maior proporcgao que em cultivaveis sensiveis (MANSOUR; AL, 2017).
Durante o estresse salino, a prolina pode exercer funcdes de estabilizador de estruturas
subcelulares, melhoria da atividade enzimatica, estabilizacdo de proteases, eliminacdo de

espécies reativas de oxigénio, aumento da atividade de enzimas de desintoxicacdo, manutencéo
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do fluxo de elétrons, reducdo do acimulo de Na* e CI" e aumento da homeostase citosélica de
K* (SZABADOS; SAVOURE, 2010; MANSOUR; ALLI, 2017).

Os carboidratos sdo uma classe de metabdlitos compativeis reconhecidos por apresentar
inimeras fungbes, mediando processos fisioldgicos vitais das plantas (SAMI et al., 2016;
MARTINEZ-NOEL; TOGNETTI, 2018). Os carboidratos como sacarose, trealose, glicose e
frutose sdo acumulados para aliviar os efeitos negativos do estresse salino atuando na
homeostase osmotica, eliminacdo de radicais livres e estabilizacdo de membranas. Além disto,
os carboidratos estdo relacionados com a sinalizagdo do estresse modulando expressdo de
genes, reducdo do Na* e aumento da captacdo de K* sob salinidade (SAMI et al., 2016;
MARTINEZ-NOEL; TOGNETTI, 2018).

O principal local de toxicidade do Na* sdo as folhas e por isto as plantas desencadeiam
mecanismos para evitar que o sodio seja transportado e acumulado nos érgdos
fotossintetizantes. As vias pelas quais o sal é excluido ocorrem desde a seletividade na captagédo
de Na* pela raiz, carregamento do xilema preferencial ao K* ao invés do Na* e remocédo de
sodio do xilema realizado pelas raizes, caule, peciolo e bainhas foliares (WILLADINO;
CAMARA, 2010).

Outros mecanismos que contribuem para a exclusdo de sddio sdo a exportacdo de Na*
das folhas para o floema, extensao da via apoplastica radial e também presenca de glandulas e
vesiculas de sal encontradas especificamente em plantas haléfitas (WILLADINO; CAMARA,
2010). Os transportadores envolvidos no processo de exclusdo de Na* sdo as proteinas SOS1
(trocador de Na*/H* 7) que promovem o transporte antiporte de Na* e H® na membrana
plasmatica excluindo o Na* das células radiculares. Além das proteinas HKTSs (transportador de
cations HKT) que atuam no transporte simporte de Na * / K * ou uniporte de Na * promovendo
o influxo de Na* do xilema para as raizes e descarregamento do Na* da parte aérea para o floema
(DEINLEIN et al., 2014; HANIN et al., 2016).

O mecanismo de compartimentalizacdo de ions intracelular permite que a célula vegetal
mantenha sua funcionalidade mesmo sob altas concentrages salinas. Neste mecanismo as
plantas acumulam o sal no vacutolo para evitar que o Na* citosolico iniba grande nimero de
enzimas (WILLADINO; CAMARA, 2010). Os transportadores envolvidos no processo influxo
de Na" para os vacuolos sdo as proteinas NHX (trocador de Na*/H™ 1) que promovem o

transporte antiporte de Na* e H" excluindo o sédio do citosol (DEINLEIN et al., 2014).

2.3 AQUAPORINAS
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Aquaporinas sdo proteinas de membranas celulares responsaveis pela maior proporcao
de transporte de agua nas células. Estas proteinas sdo bastante diversas e estdo presentes em
todos os organismos. As aquaporinas de plantas fazem parte de uma grande familia chamada
MIP (Major Instrinsic Protein) e com base na homologia da sequéncia e localizag¢ao sub-celular
constituem cinco sub-familias em plantas superiores: PIPs (plasma membrane intrinsic
proteins) TIPs (tonoplast intrinsic proteins), NIPs (Nodulin-26-like major intrinsic protein),
SIPs (Small basic intrinsic protein) e XIPs (X-intrinsic proteins) (WALLACE; ROBERTS,
2004; GOMES et al., 2009; CHAUMONT,; TYERMAN, 2017).

Diferente dos animais, as aquaporinas de plantas possuem uma grande diversidade de
isoformas (CHAUMONT et al., 2005) sendo identificadas 55 aquaporinas na espécie arborea
Populus tricocharpa (GUPTA; SANKARARAMAKRISHNAN, 2009). As proteinas
intrinsecas de membrana também possuem grande diversidade funcional, realizando o
transporte de agua, peréxido de hidrogénio, ureia, aménia, acido borico, arsenito, e também de
gases como o COz2 e oxido nitrico (MAUREL et al., 2008; GASPAR, 2011; CHAUMONT;
TYERMAN, 2017).

As principais caracteristicas estruturais da aquaporinas € a presenca de seis alfa-hélices
hidrofobicas localizadas em seis dominios transmembrana (H1-H6), conectados por cinco loops
(LA-LE), dois dominios alfa-hélices nos loops B e E, contendo os dois motivos NPA
(asparagine-proline-alanine) (FORREST; BHAVE, 2007; GOMES et al., 2009). As
aquaporinas se estruturam em homotetrameros ou heterotetrdmeros, onde cada tetramero é
formado por quatro canais independentes e um poro central formado pela a unido das quatro
subunidades, (JUNG et al., 1994; ENGEL et al., 2000; CHAUMONT et al., 2005). Os dois
motivos NPA nos loops B e E se juntam para formar o poro da proteina (JUNG et al., 1994) e
o filtro de seletividade ar/R (aromatic / arginine) localizado na regido extracelular acima do
poro constitui o principal filtro de seletividade de solutos (FU et al., 2000; WALLACE;
ROBERTS, 2004; BEITZ et al., 2006; HUB;DE GROOT, 2008; GOMES et al., 2009). As
substituicdes de aminoécidos em filtros ar/R estd provavelmente associada a especializaces
funcionais de transporte em aquaporinas (WALLACE; ROBERTS, 2004; FORREST; BHAVE,
2007).

Membros PIPs sdo as aquaporinas mais conservadas e mais numerosas em plantas
superiores, presentes na membrana plasmatica, podem ser encontradas em outras
endomembranas (GOMES et al., 2009). Esta subfamilia atua no transporte agua de alta

eficiéncia controlando quase que a totalidade do potencial de permeabilidade de &gua da
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membrana plasmatica por meio dos membros PIP1 e PIP2 (MAESHIMA; ISHIKAWA, 2008,
BELLATI et al., 2010). Entre as PIPs, os representantes PIP2 mostram-se mais eficientes,
chegando a transportar até 20 vezes mais agua que 0os membros PIP1 em ensaios com 00citos
de Xenopus (DANIELS et al., 1994). Nestas aquaporinas a abertura e fechamento do poro é
regulada por multiplos efetores, sendo ativadas por fosforilacdo e inativadas pelo aumento de
H*, Ca?* e H202 (MAUREL et al., 2009).

Os membros TIP, estdo localizados principalmente na membrana do vacutolo
(tonoplasto), e geralmente possuem atividade no transporte de 4gua superior a encontrada para
os membros PIP (MAUREL et al., 1997, MAUREL, 2008). Além de 4gua, TIPs sdo capazes de
transportar glicerol, uréia, amonia e CO2 (MAESHIMA,; ISHIKAWA, 2008, MAUREL et al.,
2009). As aquaporinas NIP estdo localizadas nas membranas peribacterdides de nodulos
radiculares atuando no transporte glicerol, boro, acido silicico e arsenito, porém mostram-se
com baixa capacidade de transporte de agua (WALLACE et al., 2006, MAESHIMA,;
ISHIKAWA, 2008, MAUREL et al., 2009). A sub-familia SIP é encontrada no reticulo
endoplasmatico e transportam principalmente pequenos solutos basicos e agua (baixas
propor¢des) (MAESHIMA; ISHIKAWA, 2008, MAUREL et al., 2009). Ja as aquaporinas XIP
mostram afinidade de transporte ao H202, boro e glicerol e baixa eficiéncia no transporte de
agua (BIENERT et al., 2011).

A atividade de aquaporinas exercem grande efeitos na homeostase da agua e fisiologia
da planta, contribuindo para que o transporte de agua seja adaptado constantemente a um
ambiente variavel e a varios tipos de estresses abioticos (L1 et al., 2014). As aquaporinas estdo
envolvidas em diversos processos fisiologicos da planta em que incluem o controle da
turgescéncia celular, absorcdo de agua pela raiz, ajuste osmdtico, condutancia hidraulica,
condutancia estomatica, transpiracdo, condutancia do mesdfilo, transporte de nutrientes,
fotossintese, crescimento e desenvolvimento (LI et al. 2014, MOSHELION et al. 2014). As
aquaporinas participam na osmorregulacdo das células vegetais, por meio da regulacdo da
atividade de PIPs na membrana plasmatica e TIPs na membrana do vacuolo permitindo que a
planta controle os fluxos de agua entre o apoplasto, citosol e vactolo (MAUREL et al., 2002,
ZHAO et al 2007, MAUREL et al 2015) contribuindo para o tamponamento das flutuagdes
osmoticas do citosol causadas pelo estresse hidrico e salino (JOHANSSON et al., 2000).

De acordo com Moshelion et al. (2014), as aquaporinas podem exercer fortes impactos
sobre o comportamento fotossintético em plantas condicionadas ao déficit hidrico de forma

indireta, por meio de seus efeitos sobre o transporte de H20 na condutancia estomatica, e
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diretamente por meio de seus efeitos sobre o transporte de CO2 na condutancia do mesofilo. O
impacto de aquaporinas nas trocas gasosas foi relatado em estudo com arroz submetido a
condicdes de déficit hidrico. Esse trabalho mostrou que a expressdo inadequada de aquaporinas
em raizes promovia a limitacao na absorcao de agua, na fotossintese e eficiéncia do uso da agua
em arroz (NADA; ABOGADALLAH, 2014).

Durante o estresse abidtico a regulacao transcricional e pos-transcricional de isoformas
de aquaporinas é complexa e com padrdes por vezes opostas (KAPILAN et al., 2018). Neste
contexto existem duas hipdteses divergentes quanto ao comportamento de aquaporinas em
condigdes de déficit hidrico (GASPAR, 2011, HUSSAIN et al. 2011): 1) A melhora na
capacidade de plantas em lidar com o déficit hidrico esta associada ao aumento dos niveis de
aquaporinas nas células vegetais; 2) O desligamento de aquaporinas evitaria maiores perdas de
agua nas plantas sujeitadas ao déficit hidrico. Em adicdo, em plantas halofitas a capacidade de
manter os niveis de aquaporinas sob salinidade tem sido associada com a tolerancia destas
especies (VITALI et al. 2015).

Esta familia de proteinas tem sido utilizada como uma importante ferramenta na
prospeccdo de melhoramento de tolerancia de plantas as condi¢fes de estresses abidticos,
devido a resultados positivos obtidos por meio da manipulacéo genética. Sob condigdes de seca
e salinidade as superexpressdo de aquaporinas promove a melhora de parametros fisioldgicos
em muitas espécies (KAPILAN et al., 2018). Estudos com plantas transgénicas destacam a
participacdo de algumas sub-familias de aquaporinas nos mecanismos de tolerancia sob
estresses abidticos. Em Arabidopsis transgénicas os niveis de condutividade hidraulica e taxas
de sobrevivéncia foram mais elevadas sob condi¢fes normais e de seca devido a superexpressdo
de SIPIP2; 1, SIPIP2; 5, SIPIP2; 7 (LI et al., 2016). O gene PgTIP1 conferiu maior tolerancia
a salinidade e a seca em soja transgénica, ao manter a homeostase da dgua, Na* e de espécies
reativas de oxigénio (AN et al., 2018). A inibi¢do da expressédo de PIPs provocava reducdo no
transporte de dgua nas raizes, condutancia hidraulica e potencial hidrico foliar e retardamento

na recuperacgdo de plantas apds o déficit hidrico (SIEFRITZ et al., 2002).

2.4 NORMALIZACAO DA EXPRESSAO GENICA

Nos ultimos anos, 0s avangos nas técnicas de sequenciamento de proxima geracao
revolucionaram a transcriptobmica e rapidamente estabeleceram o RNA-Seq como a
metodologia robusta para a analise da expresséo génica (WANG et al, 2009, HASS et al. 2010;
JAIN, 2012; GOODWIN et al., 2016). O grande nimero de dados inéditos sobre a identidade e
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niveis de transcritos obtidos pelo sequenciamento em sistemas de plantas contribuiu para o
desenvolvimento de técnicas mais precisas e sensiveis de analise de expressao de genes como
a PCR em tempo real (QPCR). (USADEL; FERNIE, 2013). A gPCR é uma técnica estabelecida
para quantificar mMRNA de amostras biologicas amplamente utilizada no estudo de expresséo
génica pois é considerada uma técnica, precisa, sensivel, de alto rendimento, especificidade e
reprodutibilidade (WONG; MEDRANO, 2005). A performance e confiabilidade da técnica de
gPCR é dependente da normalizacdo dos dados de expressdo por controles enddgenos. A
normalizacdo corrige as variagOes entre as amostras consequentes de erros de pipetagem,
diferencas no material de partida, na qualidade e quantificacdo do RNA extraido, eficiéncia da
sintese de cDNA e da reacdo da PCR (HUGGETT et al. 2005, WONG; MEDRANO, 2005).

Os controles enddgenos ou genes de referéncias usados no processo de normalizacao
s80 genes que apresentam expressao estavel dentro do grupo de amostras do ensaio (WONG;
MEDRANO, 2005). Normalmente usam-se genes envolvidos em fun¢des basicas dos processos
celulares. Entre os genes amplamente utilizados estdo: ACT, GAPDH, rRNA, TUB, UBQ e ELF
(HUGGETT et al., 2005, GUTIERREZ et al., 2008, PATANKAR et al., 2016, ZHANG et al.,
2017).

Quando a técnica de qPCR foi implantada acreditava-se que os genes de referéncia
apresentavam estabilidade de expressdo universal, e por isto eram utilizados sem a prévia
validacdo de estabilidade. Entretanto, genes amplamente empregados na normalizagdo podem
exibir expressdo varidvel diante de diversas condi¢Ges experimentais como a salinidade, seca,
frio, calor, injdrias, estresse biotico, entre espécies, tecidos, estagios de desenvolvimento, entre
outras (WONG; MEDRANO, 2005, SINGH et al. 2015, ZHUANG et al., 2015, XIAO et al.,
2015, MARTINS et al., 2016, ZHANG et al., 2016, SHIVHARE; LATA 2016, NIU et al.,
2017). Neste contexto, a auséncia de normalizacdo de dados de gPCR é um grande problema
pois pode levar a interpretacdo errdnea dos dados de expressdo dos genes (WONG;
MEDRANO, 2005, GUTIERREZ et al., 2008, ZHUANG et al., 2015, MARTINS et al., 2016).

Para selecdo de controle enddgenos, a variagdo dos niveis de expressdo dos candidatos
a genes de referéncia deve ser testada em algoritmos de estabilidade. Entre os algoritmos mais
utilizados estdo o geNorm, NormFinder e BestKeeper (VANDESOMPELE et al., 2002,
ANDERSEN et al., 2004, PFAFFL et al., 2004). O uso destes algoritmos estatisticos permitem
avaliar a estabilidade dos niveis de expressdo dos genes candidatos e selecionar genes mais
apropriados para a normalizagdo dos dados de qPCR, evitando que os niveis de expressdo dos
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genes sejam superestimados ou subestimados (GUTIERREZ et al., 2008, ZHUANG et al.,
2015).

O geNorm calcula a estabilidade de expressao (M) com base na média da variacdo de
pares (V) para um gene de referéncia candidato com todos 0s outros genes testados, ao limite
padrao M < 1,5. O geNorm também estima o nimero ideal de genes de referéncia que devem
ser usados para o processo de normalizacdo (VANDESOMPELE et al., 2002). O NormFinder
por exemplo, calcula a estabilidade de expressdo usando algoritmo de modelagem matematica
considerando a variagéo intra e intergrupos dos genes de referéncia candidatos (ANDERSEN
et al., 2004). Ja o algoritmo BestKeeper calcula o coeficiente de correlacdo de Pearson (r),
obtido pela comparacéo pareada entre o indice BestKeeper gerado pelo algoritmo e os genes de
referéncia candidatos. A correlacdo de Pearson é determinada como um indicador de
estabilidade de expressdo, em que genes com maior valor de r e valor de p <0,05 s&o mais
estaveis (PFAFFL et al., 2004).

Os principais estudos envolvendo expressao génica em plantas, sdo focados para o
entendimento dos processos chaves que envolvem a tolerdncia aos estresses abidticos e
reconhecimento de genes de tolerancia para a bioengenharia molecular. Espécies que habitam
ambientes salinizados destacam-se como um importante modelo para descoberta de genes e
vias envolvidos com a tolerancia a salinidade, portanto a selecao de genes normalizadores para

estas espécies é fundamental (HANIN et al., 2016).
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ABSTRACT

Calotropis procera is a perennial Asian shrub with significant adaptation to adverse climate
conditions and poor soils. Given its increased salt and drought stress tolerance, C. procera
stands out as a powerful candidate to provide alternative genetic resources for biotechnological
approaches. The gPCR (real-time quantitative polymerase chain reaction), widely recognized
among the most accurate methods for quantifying gene expression, demands suitable reference
genes (RGs) to avoid over- or underestimations of the relative expression and incorrect
interpretation. This study aimed at evaluating the stability of ten RGs for normalization of gene
expression of root and leaf of C. procera under different salt stress conditions and different
collection times. The selected RGs were used on expression analysis of three target genes. Three
independent experiments were carried out in greenhouse with young plants: i) Leafioo = leaf
samples collected 30 min, 2 h, 8 h and 45 days after NaCl-stress (100 mM NacCl); ii) Rootso and
iii) Root200 = root samples collected 30 min, 2 h, 8 h and 1day after NaCl-stress (50 and 200
mM NaCl, respectively). Stability rank among the three algorithms used showed high
agreement for the four most stable RGs. The four most stable RGs showed high congruence
among all combination of collection time, for each software studied, with minor disagreements.
CYP23 was the best RG (rank of top four) for all experimental conditions (Leafio0, Rootso, and
Rootz00). Using appropriated RGs, we validated the relative expression level of three
differentially expressed target genes (NAC78, CNBL4, and ND1) in Leafioo and Root200
samples. This study provides the first selection of stable reference genes for C. procera under
salinity. Our results emphasize the need for caution when evaluating the stability RGs under

different amplitude of variable factors.

Keywords: Abiotic stress. Cs species; Invasive plants. Leaf and root tissues. Normalization

gene. Plant ecophysiology. gPCR.
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1 INTRODUCTION

Calotropis procera (Aiton) W. T. Aiton (Apocynaceae) is an evergreen shrub highly
tolerant to drought and salt stresses with remarkable invasive ability in arid and semiarid regions
[1]. Due to its pharmacognostic features, this shrub has been used in traditional medicine for
the treatment of various diseases [1]. Ecophysiological studies have emphasized the superior
physiology of C. procera, which show reduced stomatal conductance with a high
photosynthetic rate under water deficit [2,3]. These characteristics point the referred species as
a rich and attractive source of genes to be used in plant breeding programs for enhancing
drought and salinity tolerance. In this sense, gene expression analysis can be used to evaluate
the molecular mechanisms involved in plant response to different stresses. In the past years,
advances in next-generation sequencing techniques have revolutionized transcriptomics and
quickly established RNA-Seq as a robust methodology for gene expression analysis [4-7].

Efforts have focused on transcriptome and/or metabolomics of C. procera to study
biosynthetic pathways of genes associated to the production of pharmacological compounds [8]
and those involved in responses to heat, drought, and salt stresses [9-11]. Because of its
sensitivity, accuracy, reproducibility and rapid execution, g°PCR has become a routine and
robust approach for monitoring differential gene expression and validating data obtained by
other methods, including RNA-Seq [12,13]. However, the accuracy of the gPCR results is
largely influenced by RNA quality, cDNA preparation method and qPCR efficiency [14]. Such
variables can cause quantitative and qualitative differences between the analyzed samples.
Thus, a normalization step using endogenous controls [also called reference genes (RGs)] is
essential [14-16]. RGs should ideally be constitutively expressed in the studied tissue or cell
type and should not be affected by the treatments performed. Additionally, the uniform
distribution of their transcripts across different treatments is required, functioning as a calibrator
to compare different samples at the same quantitative level. The use of suitable RGs ensures
the observed variation in target transcripts quantification is due to changes in expression,
avoiding false positives or negatives in the process of gene expression analysis.

The most common RGs used in plants are those involved in fundamental cellular
processes such as actin (ACT), ubiquitin (UBQ), a-tubulin (TUA), g-tubulin (TUB), 18S
ribosomal RNA (18S rRNA), elongation factor 1-a (EF1la), and glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH) [17-19]. Nevertheless, there is evidence that the transcription level

of commonly used RGs can vary considerably, depending on the studied species, tissue type,
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developmental stage and, physiological and experimental conditions [16,20]. In this context,
statistical algorithms such as geNorm [21], NormFinder [22], and BestKeeper [23] have been
effectively employed to evaluate the best RGs for normalization of gPCR data.

Regarding C. procera, there are no reports to date on the selection of RGs previously
submitted to a careful statistical analysis to determine their stability. In addition, considering
the available reports, only one RG GAPDH [24] or ACT [8] has been used for gPCR assays in
C. procera. This action reduces the statistical robustness of the results. According to MIQE
guidelines (Minimum Information for Publication of Quantitative real-time PCR Experiments)
[25], the normalization step should be carried out against multiple RGs chosen from a variety
of candidate RGs tested with the application of at least one algorithm.

This work verified the expression stability of 10 candidates RGs of C. procera in two
tissue types (root and leaf) under different salt (NaCl) concentrations and different collect time
combinations. Statistical algorithms, including geNorm, NormFinder, and BestKeeper, were
used. In this sense, the present study provides the most stable and reliable RGs for each
experimental condition. We also tested the selected RGs in the study of the three target genes
expression in two tissue types (root and leaf), under different salt concentrations and different

imposition of times.
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2 MATERIALS AND METHODS

2.1 PLANT MATERIAL AND SALT STRESS ASSAYS

Calotropis procera seeds were collected on the seacoast of Pernambuco state, Brazil
(7°50'32.9" S, 34°50'21.2" W, and 160 m away from the sea). Their surface was disinfected by
immersion in 0.5 % (v/v) sodium hypochlorite solution for 5 min. Seeds were germinated in
Petri dishes with wet filter paper and kept in a growth chamber (at 25 °C, 12 h photoperiod, and
70 % relative humidity). After radicle emergence, seedlings were transferred to pots containing
7 kg of sandy soil and maintained in a greenhouse for three months. Plants were distributed in
three independent experiments (S1 Table): i) Leafioo - young plants watered every day with
NaCl (100 mM), during 45 days. At 30 min, 2 h, 8 h and 45 days of salt stress, youngest fully
expanded leaves were collected; ii) Rootso and iii) Rootzo0 - young plants watered every day
with NaCl (50 or 200 mM for Rootso and Rootzoo, respectively). At 30 min, 2 h, 8 h and 1 day
of salt stress, root tissue samples were collected. Control samples were watered daily with
distilled water and collected for each salt stress time, respectively in each experiment. All
samples were collected from three plant replicates. Samples were frozen in liquid nitrogen and
stored at -80 °C until RNA isolation.

2.2 TOTAL RNA ISOLATION AND CDNA SYNTHESIS

Total RNA was isolated from samples (leaf and root tissues) using the SV Total RNA
Isolation System (Promega, Fitchburg WI, USA) by following the manufacturer’s instructions.
RNA integrity was checked in 1.5 % (w/v) agarose gel electrophoresis, stained with blue-green
loading dye | (LGC Biotecnologia, SP, Brazil) and the quantity and quality of RNA samples
were evaluated by fluorometry (Qubit, Oregon, USA). Reverse transcription reaction was
carried out with 1 pg of total RNA, using the GoScript™ Reverse Transcription System Kit by
(Promega, Fitchburg WI, USA) according to manufacturer’s instructions (Promega) and stored
at -20 °C.

2.3 RNA-SEQ LIBRARIES: SYNTHESIS, SEQUENCING, AND ANALYSIS
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We also performed transcriptome sequencing of C. procera leaves samples (NCBI
Sequence Read Archive identification: PRINA508417) exposed to NaCl (100 mM) at 30 min,
2 h, 8 h and 45 days after salt stress, including not stressed control samples (0 h and 45 days),
according to the Leafio0 experiment description (S1 Table and S1 Fig.). Each of the six RNA-
Seq libraries was composed by a bulk combining equimolar RNA amounts of the three
biological replicates were sequenced using Illumina paired-end sequencing technology on
Illumina Hi-Seq TM 2500 platform (S1 Fig.). After cleaning the raw reads and discarding low-
quality reads, we ran Trinity [26] to assemble the clean reads into transcripts as described in
Haas et al. [27].

Transcript quantification for RNA-Seq reads was performed with RSEM based on
mapping the RNA-Seq reads of each experimental library (treatments 30 min, 2 h, 8 h compared
to 0 h control and 45 days after stress imposition x 45 days control), against the assembled
transcriptome [28] (S1 Fig.). To estimate differential gene expression between our libraries, we
used the edgeR tool [29], implemented in the Bioconductor package [30], requiring R software
for statistical computing. The differentially expressed transcripts [logzFold-Change (FC) > 2.0
or < - 2.0, and P-value < 0.05] were identified based on comparisons between experimental
libraries and respective controls, using the normalized number of fragments mapping on each
library. The ‘Fold-Change’ (FC) term afore-mentioned is a measure describing how much a

guantity changes as compared with an initial (control) to a final value (treatment).

2.4 SELECTION OF TARGET AND CANDIDATE REFERENCE GENES IN THE
Calotropis procera RNA-seq LIBRARIES

Ten RGs were selected based on promising candidate genes according to previously
published papers for other plant species [31-33], besides Log2FC between +1.0 and -1.0 and P-
value > 0.05 for all the RNA-Seq expression contrasts (Table 1).

We selected, additionally, three target genes (TGs) related to salt stress response from
the C. procera leaf transcriptome (RNA-Seq) to be used in qPCR gene expression analyses.
TGs choice was based on two factors: (i) on their up-regulation (Log2FC > 2.0 and P-value <
0.05), at least one RNA-Seq expression contrast; and (ii) reported participation in the plant
response to saline stress. The following TGs were scrutinized: ND1 (NADH dehydrogenase
subunit 1 [34], CNBL4 (Calcineurin B-like protein 4 [35,36], and NAC78 (NAC domain-
containing protein 78-like [37,38] (Table 1).
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Table 1. Statistical parameters [Log.Fold-Change (FC) and P-value] of the candidate reference genes (RGs) and
target genes (TGs) selected from Calotropis procera leaf transcriptome (lllumina HiSeq 2500) under salt stress.

Category Gene 30 min x Control (0 h) 2h x Control (0 h) 8 h x Control (0 h) 45 d x Control (45 d)

FC P-value FC P-value FC P-value FC P-value
RG MAPK2 -0.16 0.82 0.14 0.85 -042 0.56 -0.07 0.93
RG CYP23 0.35 0.67 0.18 0.83 0.71 0.36 -0.18 0.79
RG ACTI04 -0.10 0.88 -0.17 0.80 0.19 0.78 -0.07 091
RG TBB4 -0.95 0.26 0.36 0.35 -047 0.55 0.79 0.24
RG UBQ11 0.44 0.51 1.00 0.11 0.77 0.24 -0.34 0.60
RG ACT -0.23 0.76 -041 0.58 0.40 0.58 0.45 0.53
RG r408 0.11 0.87 0.03 0.97 1.00 0.50 -0.12 0.86
RG PPR 0.29 0.70 0.03 0.98 0.23 0.79 0.15 0.82
RG UBP25 -048 047 -0.50 0.45 - 1.00 0.30 -0.07 0.92
RG F-BOX -0.27 0.73 0.28 0.68 0.13 0.87 -0.69 0.30
TG NDI 2.69vp 0.02* 0.77 0.67 -1.04 0.73 0.24 0.88
TG CNBL4  0.63 1.00 1.22 0.44 2.75®  0.03* -1.14 0.35
TG NAC78 2.4 0.12 261 0.01" 3.61" 001" 0.33 0.71

* means statistical significance (P < 0.05), "P Up-regulation of gene expression.

Both RGs and TGs were submitted to the BLASTX (cut-off: e-value < 3¢ -20) at NCBI
[Non- redundant protein sequences (nr)] for annotation (Table 2).



Table 2. Primer pair of the candidate reference genes and target genes used in this study.
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Gene Description Primer sequence (5°-3") Amplicon T.(C) E (%) R? BLASTx
(bp) Leaf Root Leaf Root e-value ID (%)
Reference genes
ark | M iadogn PATSCTIOGOATIITOS o o m om o i 9
L L T
ACTI04 Actin-104 - %&%ﬁiﬁ’éﬁ%ﬁgﬁg@iﬁ?@ 91 62 105 103 0996 0988 00 98
TBB4 Tubulin beta-4 chain o ) e e 99 62 107 102 0998 0999 0.0 95
UBQIT | Polyubiquitin I1-like b 0o s 88 62 101 105 0994 0998 7e-129 99
er | irtiecmerd FMGGOOCTIING e @ m om oo om i o
rd0S | 408 ribossomal prowein S3a T e CACTECTICITOOCARNC 101 62 105 101 098 0957 2688 95
BER | inme rorein B AGAAOTOCTCCAGAGATOGTTG 14862 100 1110999 099 00 73
US| s B ATCACACGOAGGOTOCTATIO 133 &2 100 100 099 099 00 54
F-BOX | F-boxprotein PP2-A12 1 S ROCRACACLACAGE SO 143 62 107 108 0994 0998 269 8l
Target genes
N1 | e O ACT A AA 83 62 93 110 0979 0999 4e33 97
CNBL4 | e e ot G eeA 75 62 9% 99 0999 099 le-d5 75
NAC78 NAC domain-containing l;:: TGGCGAAGGAAACGTTAGGTAT 67 62 103 93 0.890 0999 3e-20 39

protein 78-like

AATTCTCAAGTCTGTCGCCGAT
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2.5 PRIMER DESIGN PARAMETERS

Transcript-specific primers were designed using the Primer3 web tool
(http://biocinfo.ut.ee/primer 3-0.4.0/) with the following parameter settings: length 18 - 22 bp,
GC content of 45 % - 55 % (ideal content of 50 %), annealing temperature (Ta) of 58 °C — 62
°C (ideal of 60 °C) and amplified products of 65 - 200 bp (Table 2).

2.6 qPCR SETUP

The qPCR reactions were performed on PCR LineGene 9600 (Bioer, Hangzhou, China)
using GoTagq® gPCR Master Mix (Promega, Fitchburg WI, USA). Briefly, a 10 pL reaction
mixture consisted of 5 uL SYBR Green Super Mix (Applied Biosystems, Foster City CA, USA),
2 uL of diluted cDNA (1/10), 0.3 pL for each primer (5 uM) and 2.4 uL. ddH20. Non-template
controls were also included for each primer pair. Reactions were carried out under the following
conditions: 95 °C for 2 min, followed by 40 cycles of 95 °C for 15 s and 62 °C for 1 min. The
melting curve was generated by varying the amplification temperature from 65 — 95 °C. All
gPCR reactions were carried out in triplicate (biological and technical) [25]. The amplification
efficiency (E) was determined from a standard curve generated by serial dilutions of cDNA
(1/10, 1/100, 1/1000, and 1/10000) for each primer, in triplicate, and calculated by using the
equation: E = 10 (Y/slope of the standard curve) _1 139]. Slopes in the range of -3.58 to -3.10 were
considered acceptable for the gPCR assay [40]. These slope values correlated to amplification
efficiencies between 90% (E = 1.9) and 110% (E = 2.1).

2.7 ANALYSIS OF THE REFERENCE GENES EXPRESSION STABILITY

Three of the most notorious softwares available — geNorm v 3.5 [21], NormFinder v.
0.953 [22], and BestKeeper [23] — were used to evaluate the expression stability of ten candidate
RGs: ACT104, ACT, CYP23, FBOX, MAPK2, UBQ11, UBP25, PPR, r40S and TBB4 (Table 2).
For geNorm and NormFinder, the raw Cg-values were transformed into relative quantities — Q
= EA%4, where E represents the average efficiency for each gene, ACq is the difference between
the lowest quantification cycle (Cg-value) of a sample of a particular gene and the Cg-value of
each sample in a dataset [41].
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In geNorm, the expression stability value (M) was calculated based on the average of
the pairwise variation (V) for a candidate RG with all other genes tested, the default limit M <
1.5. Genes with the lowest M-value have the most stable expression [21]. The average M of all
genes together is then calculated by stepwise exclusion of the least stable gene until the two
most stable genes in the remaining set cannot be ranked any further. Besides, geNorm also
allows estimating the optimal number of RGs that must be used for normalization process.
Normalization factor (NF) is calculated based on the geometric mean of the expression of the
two most stable RGs and then the NFn+1 with the next most stable gene. To determine the
number of genes to be used for accurate normalization, the pairwise variation (Von+1) was
determined out of two sequential NFs (NFn and NFn+1) [21]. Vandesompele et al. proposed V <
0.15 as a cut-off, below which the inclusion of an additional RG is not required [21].

NormFinder calculates the stability value using mathematical modeling algorithm to
consider the intra- and inter-group variation of the candidate RGs. The lower stability value
represents the highest stability. The fundamental principle is that a stable RG should have
minimal variation across experimental groups and subgroups [22].

In BestKeeper, the raw Cqg-values were used to calculate the Pearson correlation
coefficient (r), which was obtained by the pairwise comparison between the BestKeeper index
generated by the algorithm and the candidate RGs. Pearson correlation was determined as an
indicator of expression stability, in which genes with higher r-value and P-value < 0.05 were
more stable [23]. Samples with SD-value (standard deviation) > 1 were excluded from analysis
[23]. Data from geNorm (M-values), NormFinder (stability values) and BestKeeper (r-value
and SD) were used to generate rankings.

The expression stability of the candidate RGs was evaluated in all time combinations
together: 30 min, 2 h, 8 h and 45 days, for Leafio0; 30 min, 2 h, 8 h and 1 day, for Rootso and
Rootzo0. Additionally, we also analyzed expression stability in a factorial time combination for

each experiment, totaling 15 time combinations per experiment.

2.8 EVALUATION OF TARGET GENES EXPRESSION BY gPCR

The expression pattern of three TGs (Table 1) was performed on Leafioo (2 h, 8 h and
45 days) and Rootzo0 (2 h, 8 h and 1 day) using the most stable candidate RGs suggested by the
software applied. The Rest2009 software package (REST Standard mode) was used to calculate

and analyze the relative expression of the TGs. Relative expression was calculated using the
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formula: E (4Ca Tareety) E (ACaRG) '\where E represents the average efficiency for each gene, ACq
is the difference between mean Cg-value of a control sample and the mean Cqg-value of treated
sample. The REST bases its performance on pairwise comparisons (between RGs and TGs,
control and treatment samples) using randomization and bootstrapping techniques (Pairwise
Fixed Reallocation Randomization Test® [42]. Hypothesis testing (P < 0.05) was used to
determine whether the difference in expression between the control and treatment conditions

was significant.



36

3 RESULTS

3.1 REFERENCE GENES (RGs) AND TARGET GENES (TGs) gPCR AMPLIFICATION

Ten candidates RGs were selected across C. procera RNA-Seq data, evaluated by
gPCR and used to study the transcriptional modulation of three TGs. Products of these genes
were associated with known functions involved in basal or vital cellular processes (Table 2).
The specificity of PCR products was confirmed by the presence of a single amplicon with the
expected size, with no amplicon visualized in non-template controls, as confirmed by 2 %
agarose gel electrophoresis (S2 Fig). The specificity of qPCR products was also confirmed by
melting curves, each showing a single peak (S3 Fig.).

All RGs and TGs showed suitable amplification E-values, ranging from 93 % (ND1
and NAC78) to 109% (CYP23) (Table 2). The Cg-values provided by gPCR assay allowed us
an overview of the gene expression levels (i.e., lower Cqg-values correspond to higher
expression levels and vice-versa). As shown in Fig. 1, the mean Cqg-values of ten RGs varied
from 18.1 (UBQ11 in Leafi00 samples) to 25.8 (FBOX, in Rootso samples) in all experiments.
For Leafio0, the mean Cg-values ranged from 18.1 - 24.6 (UBQ11 < UBP25 < ACT104 < PPR
< ACT < TBB4 < CYP23 < MAPK?2 < r40S < FBOX, lower to higher Cq) (Fig. 1A). The Cg-
values of root samples was very similar in both experiments, with variation from ranging from
19.6 - 25.8 in Rootso (ACT104 < TBB4 < UBQ11 < MAPK2 < UBP25 < PPR < CYP23 < ACT
<r40S < FBOX) (Fig. 1B) and from 19.9 - 25.7 in Root200 (ACT104< UBQ11 < MAPK2 < TBB4
< UBP25 < PPR < CYP23 < ACT < FBOX < r40S) (Fig. 1C).

Fig. 1 Quantification cycle (Cq4-value) of 10 candidate reference genes in leaf and root samples of Calotropis
procera under different salt stress (A) Leafio (100 mM NaCl), (B) Rootso (50 mM NaCl) and (C) Rootzgo (200 mM
NaCl). The Boxplot indicates the interquartile range. The horizontal dashed line represents the mean and the solid
line the median. The upper and lower dashes represent the maximum and minimum values. Dots indicate the
lowest and highest Cq value.

3.2 GLOBAL ANALYSIS OF EXPRESSION STABILITY

Considering all collection times together (global analysis) (30 min, 2 h, 8 h and 45 days
for Leafi00; 30 min, 2 h, 8 h and 1 day for Rootso and Rootzo0), the expression stability of each
RG was analyzed to rank the most stable RGs for each experimental condition, using geNorm,
NormFinder and BestKeeper algorithms (Table 3 and S2 Table).
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Table 3. Ranking of the four most stable reference genes, according to geNorm, NormFinder and BestKeeper
softwares, considering global in time combination of leaf and root samples of Calotropis procera under different
salt stress: Leafioo (100mM NaCl), Rootso (50mM NaCl) and Rootzg (200mM NaCl).

Assay RANK V-value
18t 2nd 3rd 4t 2/3 3/4
Leafioo CYP23 ACT PPR r40S 0.14 0.16
geNorm Rootso CYP23 UBP25 ACT104  ACT 0.23 0.14
Root20o CYP23 UBP25 ACT104 ACT 0.20 0.14
Leafioo ACT TBB4 PPR r40S
NormFinder Rootsg CYP23 UBP25 ACT104 UBQI11
Root200 UBP25 CYP23 ACT104  r40S
Leafioo TBB4*  ACT104*  r40S* ACT*
BestKeeper  Rootso ACT104* CYP23* UBP25* ACT*
Root200 ACT104* ACT*  UBP25* CYP23*

Leafigo. leaf samples collected at 30 min, 2 h, 8 h and 45 days after 100 mM NaCl; Rootsp and Rootygo: root samples
collected at 30 min, 2 h, 8 hand 1 day after 50 and 200 mM NacCl, respectively. V-value, pairwise variation value.
SD >1, genes excluded from the rank of BestKeeper; values followed by * variables do not depend linearly on

each other are according to Pearson's correlation test (p < 0.05).
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The geNorm algorithm showed M-value < 1.5 for all candidate RGs in all treatments
(S2 Table). The four most stable RGs for NaCl-stressed leaves (Leafio0) were CYP23, ACT,
PPR, and r40S, while CYP23, UBP25, ACT104, and ACT were most stable for NaCl-stressed
roots (both Rootso and Root200) (Table 3). On the other hand, the less stable RGs were UBP25
and UBQ11 for Leafi00; FBOX and TBB4 for Rootso; FBOX and TBB4 for Root2o0 were the less
stable RGs (S2 Table).

According to the NormFinder algorithm, the four most stable RGs were ACT, TBB4,
PPR and r40S in Leafi00; CYP23, UBP25, ACT104 and UBQ11 in Rootso and UBP25, CYP23,
ACT104 and r40S in Rootzoo0 (Table 3). The less stable RGs in Leafioo were UBQ11 and UBP25;
for Rootso were FBOX and TBB4, and for Root200 were FBOX and TBB4 (S2 Table).

For BestKeeper algorithm, the four most stable RGs were TBB4, ACT104, r40S and ACT
in Leafi00; ACT104, CYP23, UBP25 and ACT in Rootso and ACT104, ACT, UBP25 and CYP23
in Root20o (Table 3). The less stable RGs were FBOX and UBP25 for Leafi00; FBOX and r40S
for Rootso; FBOX and TBB4 for Root200 (S2 Table).

Although each software has its own statistical method to provide a stability rank, there is
a certain degree of congruence among their results. In the current study, the congruence among
geNorm, NormFinder, and BestKeeper is presented, concerning the four top-ranked RGs using
all collect times together (global analysis) (Fig. 2). For Leafioo samples, we observed 75 %, 75
% and 50 % congruence between geNorm vs. NormFinder, NormFinder vs. BestKeeper and
geNorm vs. BestKeeper, respectively (Fig. 2A). In turn, we had congruence for root samples
(Rootso and Root200) between geNorm vs. NormFinder, NormFinder vs. BestKeeper and

geNorm vs. BestKeeper, corresponding to 75 %, 75 %, and 100 %, respectively (Fig. 2B-C).

Fig. 2 Comparison among geNorm, NormFinder and BestKeeper concerning to four top-ranked shared reference
genes using all sampling times together (global analysis) of leaf and root samples of Calotropis procera under
different salt stress: A) Leafip0 (L00mM NaCl); B) Rootso (50mM NaCl); and C) Rootzg (200mM NaCl).

The RGs choice to use in gPCR analysis was determined according to geNorm, which
also provided high congruence between other softwares studied and presented the optimal
number of RGs required for reliable normalization according to V-value <0.15. In this context,
for Leafioo (30min, 2 h, 8 h, and 45 d), geNorm determined two RGs (CYP23 and ACT) as the
best pair (Table 3). On the other hand, geNorm determined three RGs (CYP23, UBP25, and
ACT104; see V34 < 0.15; Table 3) as most suitable RGs for Rootso and Root200 (30 min, 2 h, 8
h, and 1 d).
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3.3 ANALYSIS OF THE EXPRESSION STABILITY CONSIDERING FACTORIAL TIME
COMBINATION

We also evaluated expression stability of the RGs per factorial combination from all
collection times for each experiment, totaling 15-time combinations (S2 Table). Comparing all
15-time combinations in each algorithm revealed that the four most stable RGs are not strictly
preserved for Leafioo, Rootso, and Rootzoo (Fig. 3 and S2 Table). In this context, we averaged
the congruence of all different collection times compared to global collection time (30 min, 2
h, 8 h and 45 days for Leaf100; 30 min, 2 h, 8 h and 1 day for Rootso and Root200). For Leafioo
samples, we observed on average 84 %, 70 % and 54 % of congruence concerning global time
combinations for geNorm, NormFinder and BestKeeper, respectively (Fig. 3A-C and S2 Table).
On the other hand, concerning to global time combinations for Rootso, average congruence for
geNorm, NormFinder and BestKeeper was 71 %, 77 %, and 77 %, respectively (Fig. 3D-F and
S2 Table). Moreover, we observed average congruence of 73 %, 73 %, and 79% for geNorm,
NormFinder, and BestKeeper, respectively, concerning to global time combinations for Root2oo
(Fig. 3G-I and S2 Table).

Fig. 3. Comparison among 14 time combinations (2-15 for leaf samples and 2’-15’ for root samples) concerning
the global time combination (1) of four top-ranked reference genes in geNorm (A, D, G), NormFinder (B, E, H)
and BestKeeper (C, F, I) of leaf and root samples of Calotropis procera under different salt stress: Leafioo (100
mM NacCl), Rootsp (50 mM NaCl) and Rootzo (200 mM NaCl). Numbers represent time combinations: Leafigo: 1
(30min-2h-8h-45d), 2 (30min-2h-8h) 3 (30min-2h-45d), 4 (30min-8h-45d), 5 (2h-8h-45d), 6 (30min-2h), 7
(30mim-8h), 8 (30min-45d), 9 (2h-8h), 10 (2h-45d), 11 (8h-45d), 12 (30min), 13 (2h), 14 (8h), 15 (45d). Rootso
and Rootyo: 17 (30min-2h-8h-1d), 2’ (30min-2h-8h) 3’ (30min-2h-1d), 4> (30min-8h-1d), 5° (2h-8h-1d), 6
(30min-2h), 7° (30mim-8h), 8’ (30min-1d), 9 (2h-8h), 10’ (2h-1d), 11 (8h-1d), 12> (30min), 13” (2h), 14’ (8h),
15’ (1d).

Isolating the first hours (30 min, 2 h, 8 h) for each experiment and their factorial
combinations (totaling seven time combinations), revealed the more frequent RGs among the
rank top four out of seven time combinations (Fig. 4 and S2 Table). For Leafi0o, the more
frequent RG was PPR, according to geNorm and NormFinder. PPR, TBB4 and MAPK2,
according to BestKeeper (Fig. 4A and S2 Table). For Rootso, the more frequent RGs was
CYP23, according to geNorm; UBP25, according to NormFinder; CYP23, UBP25 and ACT104,
according to BestKeeper (Fig. 4B and S2 Table). For Rootz0o, the more frequent RGs were
CYP23, UBP25 and PPR according to geNorm; ACT104 according to NormFinder; ACT104
and UBP25 according to BestKeeper (Fig. 4C and S2 Table).
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Fig. 4. Frequency of the four top-ranked reference genes (RGs) among seven time combinations concerning the
first hours (30 min, 2 h, 8 h) of salt stress in geNorm, NormFinder and BestKeeper. Tissues regard Calotropis
procera leaf and root samples under different salt stress time points: A) Leafioo (100 mM NaCl), B) Roots, (50
mM NaCl) and C) Rootzg (200 mM NaCl).

3.4 TARGET GENES EXPRESSION IN DIFFERENT EXPERIMENTAL CONDITIONS BY
gPCR

The transcriptional patterns of three TGs (ND1, CNBL4, and NAC78) under Leaf1oo (2 h,
8 h, and 45 days) and Root200 (2 h, 8 h and 1 day) were analyzed using the most suitable
reference genes for Leafioo (CYP23 and ACT) and Root2o0 (CYP23, UBP25 and ACT104) as
recommended by geNorm (S2 Table).

In short-term salt stress (2 h), gene expression analysis via qPCR revealed that most target
genes exhibited constitutive expression in both salt-stressed tissues (Leafioo and Rootz00) (Fig.
5). The only exception was NAC78, which was up-regulated in Leafioo (Fig. 5C). Interestingly,
the gene expression modulation occurred, preferentially, at 8 h of salt-stress, with up-regulation
in Leafioo (Fig. 5A-C) and down-regulation in Rootzeo (Fig. 5D-F) of all TGs tested. On the
other hand, in the last treatment times after salt stress (i.e., 45 days and 1 day, in Leafioo and
Root200, respectively) we observed constitutive expression for three target genes. The exception

occurred for ND1 at 1 day (in Root200), in which the expression was down-regulated (Fig. 5D).

Fig. 5. Relative expression of the target genes ND1, CNBL4 and NAC78 in Calotropis procera Leaf. (A, B, C)
and Rootygo experiments (D, E, F). The references genes used were CYP23 and ACT (in Leafig) CYP23, UBP25
and ACT104 (in Rootago). Leafiooand Rootago: salt stress by concentrations of NaCl 100 and 200 mM, respectively.
Values followed by * means P < 0.05. Up-regulation of gene expression (up); down-regulation of gene expression
(down); ns (not significant at p < 0.05, or constitutive expression); relative expression values below or above the
red line, associated with “*’, indicate up- and down-regulation, respectively.

Additionally, we compared the gPCR/ Leafioo relative expression and Leafioo RNA-Seq
data. Our results revealed that CNBL4, NAC78 qPCR results in Leafio0 2 h, 8 h, and 45 d (Fig.
5B-C) were according to the respective RNA-Seq data (Table 1). For ND1, the gPCR (Fig. 5A)

and RNA-Seq (Table 1) gene expression results converged in the 2 h and 45 days treatments.



41

4 DISCUSSION

The advent of high-throughput next-generation DNA sequencing (NGS) platforms has
provided more comprehensive and maximized studies on diverse genomes, including non-
model plant species [7,43,44]. At the same time, advances in RNA sequencing (RNA-Seq)
methods have effectively aided in characterization and quantification of transcriptomes (even
without a reference genome). They contributed to the understanding of genes expression
regulation under different experimental conditions [6,45,46]. However, due to the existence of
potential errors during the preparation, synthesis, sequencing and analysis of gene expression
libraries (including RNA-Seq), a second method is required to validate the results indicated by
the first. qPCR is currently the most appropriated method for such purpose [12,47], and quality
control measures are necessary to mitigate potential errors in qPCR results. Thus, the selection
of suitable reference genes is a fundamental requisite. The use of inappropriate RGs, for
example, may overestimate or underestimate the relative expression of the target genes and lead
to incorrect interpretations [18].

In this study, transcripts of C. procera (RNA-Seq), identified statistically as constitutively
expressed (considering log2FC and P-value), were used as a source for candidate reference
genes screening. The expression levels and stability analysis of ten RGs were evaluated in leaf
and root samples of C. procera under different salt concentrations (NaCl). Using geNorm,
NormFinder and BestKeeper software allowed us to analyze the expression stability of RGs in
salt concentrations individually and factorial of time combinations.

According to the Cg-value and stability expression analysis, discrepancies were observed
among candidate RGs under all conditions studied (including different tissues, salt
concentrations and collection time combinations), indicating the importance of studies on RGs
stability under different experimental conditions. Although several works have reported the use
of traditional RGs as suitable in gPCR assays [48-50], recent studies have shown expression
stability for many of these genes may be affected in different plant species under experimental
conditions [16,20]. These reports, consistent with our results, support the careful evaluation of
candidate RGs under given experimental conditions [16,51].

The RGs stability rankings suggested by different programs were not often entirely
identical for the same experimental conditions, as distinct statistical algorithms and analytical
procedures are applied [52]. Despite the high degree of similarities, we found the less

congruence between results of geNorm vs. BestKeeper, for Leafioo (30 min, 2 h, 8 h, and 45
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days) (Fig. 2A). Such relative divergence between BestKeeper and other softwares was also
reported by other authors. According to Zhang et al.[33], in an experiment conducted on
Halostachys caspica under salt stress, a congruence of 25% between BestKeeper vs. geNorm
was observed and 100% between geNorm vs. NormFinder. Similarly, de Andrade et al. [53]
found a high correlation among geNorm vs. NormFinder. However, geNorm vs. BestKeeper
showed the lowest correlation. In this context, the choice of RGs to use in the gPCR analysis
was determined by geNorm and confirmed by the others softwares. geNorm is one of the most
widely used for gene expression stability analysis because, additionally, it informs the optimal
number of RGs necessary to validate the TGs [16,17].

In spite of RGs specificity for each time combination, we found CYP23, a Peptidyl-
prolyl cis-trans isomerase involved in key processes of protein folding [54], as the most
frequent among the four most stable RGs, considering all experimental conditions studied.
Similarly, Singh et al. [32] found CYP as the most stable RGs for wounding, heat, methyl
jasmonate and biotic stress, for different tissues and combined stress samples. Based on this
scenario, CYP23 is a powerful RG candidate to be further tested on expression analysis of C.
procera under different experimental conditions, especially under salinity.

Analyzing all time combinations on Leafioo experiment, we found ACT, a cytoskeletal
protein associated with plant cell growth [55], as the most frequent RG among the four most
stable RGs. Previously, actins were identified as stable RGs in salt, drought, cold and heat stress
[31,52]. Furthermore, UBP25 was most frequent RG among the four most stable for Rootso and
Root200 experiments. On the other hand, UBP25 was the less stable for Leafioo submitted to an
extended period of salinity (45 days). Interestingly, all time combinations containing time 45
days for Leafi00 showed UBP25 as one of the less stable RGs, considering all softwares studied.
However, UBP25 was among four most stable RGs for most of the first hours combinations
(excluding 45 days) on Leafioo. UBP25 participates in ubiquitin-proteasome system (UPS) for
maintenance of homeostasis and modulation of the stability proteins under salinity and others
abiotic stress [56,57], inducing the less stability under the high salt stress (45 days, Leafioo) in
relation to the other candidates RGs.

The following target genes, related to salt-stress response, had their expression analyzed
by RNA-Seq and gPCR : ND1 (NADH dehydrogenase subunit 1), which acts on the
mitochondrial electron transport chain and is involved with rapid systemic signaling triggered
by salinity and other abiotic stresses [34]; CNBL4 (Calcineurin B-like protein) involved on SOS

pathway as calcium sensors, working in combination with kinases and ion channels to exclude
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cytosolic salt [35,36]; and NAC78 (NAC domain-containing protein 78-like) that belongs to
NAC transcription factor family (NAC-TFs) involved in regulating plant growth, development
processes and abiotic stress responses, including drought and salinity [37,38]. The qPCR data
of ND1 (exception for 8 h treatment), CNBL4, and NAC78 for Leafioo experiment are in
agreement RNA-Seq expression results. The convergence of the results between these two
approaches (that is, data validation) increases the robustness of our gene expression data, since
the gPCR is considered a gold standard validation method for expression analysis. The up-
regulation of the gene expression in response to stress salt as CNBL4, NAC78 and ND1 in leaf
tissue, contribute to the establishment in Calotropis procera to high salinity adverse
environments.

Regarding the root expression of the targets genes (qQPCR / Rootz00 experiment), it was
observed that they were not up-regulated in any of the treatments (showing up down-regulation
or constitutive expression). Compared to Leafioo experiment results, this suggests that: CNBLA4,
NAC78 and ND1 participate, more actively, in the leaf response to salt stress (that is, tissue-
specific transcriptional modulation); and /or the transcriptional modulation of the referred
targets is dependent on the NaCl concentration. To determine the cause associated with the
mentioned results, further inquiries are required. However, this gene sample already suggests
the complexity of the molecular physiology of C. procera under stress, highlighting the capacity
of adaptation of its transcriptome to different conditions and/or to the demand of different
organs.

Our study provides, for the first time, powerful background about ten candidate RGs,
which can be used in C. procera studies under salt stress and can provide great potential to be
tested in other experimental conditions. We indicate the most reliable RGs for 15-time
combinations under three different experimental conditions, including two plant tissues and
three NaCl concentrations. The CYP23 is a powerful RG candidate for expression normalization
of C. procera under different experimental conditions. In addition, UBP25 should be avoided
as RG for long-lasting salt stress in C. procera’s leaf. Finally, our findings emphasize the need
for caution when evaluating the stability RGs in a set of samples under high amplitude of variant
factors. The use of more than one software supported a reliable way to select the best RGs to
validate TGs on qPCR.
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SUPPORTING INFORMATION

S1 Table. Experimental conditions/ samples collected for Calotropis procera RNA-Seq libraries and gPCR assays.

S2 Table. Expression stability rank and pairwise variation of candidate reference genes in 15 time combinations
in leaf and root samples of Calotropis procera under different salinity conditions [Leafio0 (100 mM NaCl), Rootsg
(50 mM NaCl), Rootze (200 mM NaCl)] after geNorm, NormFinder and BestKeeper analysis. 1 SD above 1,
genes excluded from the rank of BestKeeper. * Values followed by * variables do not depend linearly on each
other are according to the Pearson's correlation test (p < 0.05).

S1 Fig. Experimental designs for stress application and RNA-Seq libraries sequencing performed in the present
work. Legend: RB: biological replicate.

S2 Fig. Amplification products of 10 candidate reference genes and three target genes in agarose gel (2 %) from
Calotropis procera by PCR. M: marker 100 bp; 1-2 ND1; 3-4 CNBL4; 5-6 NAC78; 7-8 MAPK2; 9-10 CYP23; 11-
12 ACT104; 13-14 TBB4; 15-16 UBQ11; 17-18 ACT; 19-20 r40S; 21-22 PPR; 23-24 UBP25; 25-26 FBOX. Even
numbers mean no template control.

S3 Fig. Melting temperature (°C) of 10 candidate reference genes and three target genes from Calotropis procera
by gPCR. Each line represents the melting curve for each individual replicate.
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TABLE
Table S1
Experiment Salt stress Tissue Time point colleted RNA-Seq qPCR
leaf* 30 min, 2 h, 8 h and 45 days (treatments) yes yes
Leafi00 100 mM NaCl  leaf 30 min, 2 h, 8 h (controls) no yes
leaf* 0 h (control) yes no
leaf* 45 days (control) yes yes
Rootso 50 mM NaCl root 30 min, 2 h, 8 hand 1 day no yes
(controls x treatments)
Rootzgg 200 mM NacCl root 30 min, 2 h, 8 h and 1 day no yes

(controls x treatments)
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eNorm NormFinder BestKeeper
v
Assay  Timecombination 1 2 3 4 5 3 7 8 9 0 23 w4 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 2 3 4 s 6 7 8 9 10
30min-2h-8h-45d CYP23  ACT PPR HO0S TBB4 ACTIO4 MAPK2 FBOX UBQII UBP25 0.14 0.16 ACT TBB4 PPR 408 CYP23 ACTIO4 MAPK2 FBOX UBP25 UBQII TBB4* ACTIO4*  r40S* ACT*  MAFPK2* CYP23* PPR* UBQII* UBP25* FBOX“
0368 0368 0418 0547 0601 0644 0687 0769 0871 1012 0303 0304 0314 0343 0355 0428 0449 0540 0592 0623 0.942 0.867 0.863 0822 0.812 0.804 0.790 0.465 0434 0922
30min-2h-8h ACT PPR  CYP23 UBP23 r40S ACTIO4 TBBY MAPK2 FBOX UBQII 0.11 0.09 PPR TBBS ACT 408 CYP23 ACTIO4 UBP2S MAFPK2 UBQII FBOX TBB4* MAPK2Z* FPPR* r405*  ACTIOH*  ACT® CYF23* UBF25* UBQII  FBOX'T
0286 0286 0337 0371 0495 0560 0591 0629 0717 0792 0244 0306 0310 0312 0343 0373 0401 0422 0612 0615 0973 0944 0944 0.940 0922 0.876 0.869 0.761 0448 0928
30min-2h-45d CYP23 ACT TBB4 PPR r40S  FBOX ACTIO4 MAPK2 UBQI UBFP25 0.14 0.11 TBB4 ACT PPR CYP23 FBOX r40S  MAPK2 ACTIO4 UBP25 UBQII FBOX* TBB4* (CYP23% ACTIO4* ACT* r0s* PPR*  MAPK2* UBQII UBP25
0294 0294 0397 0442 0508 0558 0602 0642 0761 0944 0.198 0248 0260 0291 029 0341 0416 0428 0520 0578 0.850 0779 0713 0.709 0.625 0536 0.492 0.474 0457 0390
30min-8h-45d ACT PPR  CYP23  HOS TBBY ACTIO4 MAPK2 FBOX UBQ@II UBP25 0.13 0.17 ACT ~0S TBBY CYP23 PPR ACTIO4 MAPK2 FBOX UBQII UBP2S TBB4* ACTIOH*®  r40S* ACT* MAFPK2* CYP23* PPR* UBQII* UBP25 FBOX“t
0396 0396 0431 0567 0642 0677 0.725 0.823 0928 1099 0319 0357 0358 0366 0374 0419 0491 0.639 0653 0721 0.942 0.892 0887 0.841 0.832 0831 0.802 0532 0426 0938
2h-Bh-45d CYP23 ACT  PPR S TBBY MAPK2 ACTIOf FBOX UBQIl UBP25 0.150.16 ACT  TBB4  rd0S CYP2? FPPR MAFPK2 ACTIO4 FBOX UBQIl UBFP15 TBB4*  rd0S* ACTIO4* ACT* CYP23* MAPK2* PPR* UBQII* UBP2S FBOX%
0336 0336 0432 0.551 0613 0.655 0697 0814 0906 1070 0311 0333 0337 0349 0350 0.403 0439 0592 0.600 0648 0931 0864 D856 0.832 0.790 073 0.737 0.488 0450 0907
30min-2h ACT PPR  CYP23 TBB4 UBP25 rd0S MAPK2 FBOX ACTIO4 UBQI 0.10 0.07 TBB4 PPR  CYP23 ACT UBP25 r40S FBOX MAPK2 ACTI04 UBQII TBB4* FBOX* MAPK2* CYP23* PPR* ACTIO4* UBP25% ACT* rd0s* UBQT
0256 0256 0299 0314 0330 0350 0.381 0.405 0446 0562 0.154  0.168 0.183 0.190 020 0270 0272 0285 0367 0562 0.942 0924 0903 0.874 0.874 0.839 0.829 0.799 0779 0239
Leafise 30mim-8h ACT PPR  CYP23 UBP25 r40S ACTIO4 TBB4 MAPK2 UBQII FBOX 0.13 0.11 PPR ~H0S ACT ACTIOf TBBY CYP23 MAPK2 UBP25 UBQII FBOX PPR*  MAPK2* CYP23* ACT* UBP25* UBQI  TBB4*F ACTIOH®  r40S*F  FBOX'T
0291 0291 0361 0417 03558 0636 0668 0712 0788 0870 0294 0328 034 0362 0379 0.399 0492 0510 0.626  0.748 0.963 0955 0907 0.904 0.792 0.548 0.978 0952 0951 0949
30min-45d CYP23 ACT PPR  ACTIO4 TBBS rd0S  FBOX MAPK2 UBQI!l UBP25 0.14 0.11 TBB4 PPR ACT  FBOX CYP23 ACTIO4 rd0S MAPK2 UBQI1 UBP25 FBOX+*  TBB4+ CYP23 ri0s ACTIO4  MAPK2 PPR ACT UBP25  UBQII*
0337 0337 0409 0450 0489 0560 0618 0677 0793 1040 0203 0259 0287 0292 0316 0356 0360 0464 0549 0691 0.842 0673 0.557 0.534 0.508 0446 0.438 0.400 0330 0.750
2h-8h ACT UBP25 PPR CYP23 ACTIOf  rd0S TBB4 MAPK2 UBQ@II FBOX 049 0.09 PPR ACTIOd  r40S ACT TBB4 MAPK2 CYP23 UBP25 UBQII FBOX TBB4+ rd0s* PPR*  ACTIOf* MAPK2* ACT* CYP23* UBP25* UBQII FBOX“Y
0286 0286 0300 0347 0410 0493 0537 0581 0653 0758 0217 0254 0291 0324 0326 0357 0366 0381 0530 0646 0.970 0955 0942 0932 0923 0.869 0.834 0.786 0538 0.889
2h-45d CYF23 ACT TBBY PPR r40S  FBOX MAPK2 ACTIO4 UBQII UBF25 015 0.13 TBB4 ACT FPPR FBOX CYP23 rd05 MAPK2 ACTIOM UBQII UBF25 FBOX® ACTIO4* CYP23% JBB4* ACT® UBQII UBP23 405 FPFR MAPK2
0174 0174 0371 0465 053 0595 0636 0688 0811 1047 0231 0248 0306 0308 0315 0361 0419 0486 0601 0.661 0.739 0.694 0.680 0.638 0.612 0426 0421 0.328 0.089 0.026
8h-45d ACT PPR  CYP23  r0S MAPK2 TBBY ACTIOf UBQII FBOX UBP25 0.14 0.14 rd0S CYP23 ACT MAPK2 TBB4 PPR  ACTIO4 UBQII FBOX UBP25 HOS* ACT* CYP23% MAPK2* PPR*% UBQI1* UBP251 TBB4% FBOX*Y ACTIO4%
0390 0390 0436 0517 0602 0656 0706 0846 0965 1180 0283 0293 0308 0391 0.402 0449 0471 0.605 0673 0752 0919 0876 0849 0.829 0.750 0.560 0.462 0.936 0927 0892
30min TBB4 PPR  UBP25 CYP23 ACT r40S MAPK2 FBOX ACTIO4 UBQII 049 0.07 TBB4 PPR  UBP25 CYP23 ACTIM MAPK2 FBOX  ACT oS  UBQII FBOX* TBB4* UBP25* MAPK2* PPR* CYP23*  ACTIOf  UBQIT 408 ACT
0261 0261 0288 0310 0342 0369 0406 0434 0453 0538 0110 0183 0188 0204 0237 0240 0.251 0.270 0282 0491 0.979 0942 0916 0907 0.896 0.860 0.790 0712 071 0702
2h PPR  UBPXS ACT ACTIOf CYP23 TBBY 05 MAPK2 FBOX UBQII 008 0.05 ACT  ACTIM PPR  CYP2? TBB4 UBP25 rd0S FBOX MAFK2 UBQI1 UBP25+  rd05* FPPR*  MAPK2* TBB4 CYP23 FBOX  ACTIO4 ACT UBQIN
0141 0141 D218 0228 0243 0.260 0284 0303 0337 0466 0092 0133 0148 0.156  0.164 0181 0250  0.280 0300 0571 0.894 0879 0867 0.830 0712 0.586 0549 0.531 0531 -0.781
8h PPR  UBP25 ACT 08 TBB4 ACTIO4 MAPK2 CYFP23 UBQ@I FBOX 0.10 0.11 PPR UBP25  ACT MAPK2 ACTIO4  rd0S TBB4 CYP23 UBQII FBOX PPR* TBB4* UBP25*  rd0S* ACT*  ACTIO4* MAPK2* CYP23*  UBQII FBOX{
0272 0272 0302 0.391 0439 0470 0.495 0536 0595 0655 0100 0126 0130 0.167 0175 0175 0197 0235 0295 034 0.984 0974 0970 0962 0.958 0949 0.948 0.896 0.730 0912
45d CYP23 ACT  PPR  ACTIOf  rd0S TBBY MAPK2 FBOX UBQII UBF25 0.06 0.10 08 ACT  CYF23 TBB4 FPPR  FBOX ACTIO4 MAPK2 UBQIl UBFP15 408 FBOX TBB4  ACTIO4 CYP23  MAPK2 ACT PPR UBQII* UBPSY
014 0114 0165 029 0438 0497 0598 0673 0.841 1.240 0210 0265 0.269 0292 0326 0.333 0411 0.449 0.583  L.150 0713 0.641 0322 0.269 0.197 0121 0.095 -0.020 0.885 0304
30min-2h-8h-1d CYP23 UBP25 ACTI04 ACT PPR UBQIl MAPK2  rd0S TBB4 FBOX 023 0.14 CYP23 UBP25 ACTIO4 UBQII  PPR ACT  MAPK2  rd0§ TBB4 FBOX ACTI04% CYP23% UBP25* ACT* UBQII* PPR¥  MAPK2¥ TRBB4*f  rd05%"  FBOX*f
0502 0502 0655 0666 0725 0754 0.847  0.940 1.008 1133 0273 0277 0324 0444 0456 0.465 0606 0622 0699 0827 0.943 0910 0893 0874 0.726 0.638 0.404 0.866 0755 0577
30min-2h-8h CYP23 PPR UBP25 UBQII ACTIOF ACT TBB4 MAPK2 rd40S FBOX 0.17 0.14 CYP23 PPR UBFP25 ACTIO4 UBQI  ACT r40S  MAPK2 TBB4 FBOX ACTI04% CYP23* UBP25* PPR* rd0s* UBQI1* FBOX* MAPK2 TBB4* ACT*
0440 0440 0519 0577 0704 0752 0856 0943 LO10 1122 0304 0341 0353 0388 0448 0578 0586  0.645 0672 0.808 0.967 0.880 0841 0.804 0718 0.647 0.468 0.225 0.885 0874
ACTIOf ACT UBP25 CYP23 MAPK2 UBQII  PPR r40S IBB4 FBOX 025 0.16 CYP23 UBP25 ACTIO4 ACT MAPK2 PPR  UBQII Ri0s TBB4 FBOX ACTIOf*  ACT* CYP23% UBP25* rd0S* MAPK2* UBQII* FPPR* TEE4*T  FBOX*T
0358 0358 0623 0678 0757 0799 0822 0907 0982 14072 0267 0274 0358 0388 0439 0459 0517 0570 0664 0716 0.945 0934 0.908 0.894 0.720 0.695 0.663 0.610 0.854 0.673
ACTI04 UBP25 CYP23 UBQII ACT PPR  MAPK2 rd0S TBB4 FBOX 0.17 0.13 UBP25 ACTIOd CYP23 UBQII  ACT PPR  MAPK2 rd40S TBB4 FBOX ACTI04% UBP25* CYP23%* UBQII* ACT* r0s* PPR* MAPK2 TBB4*" FBOXG
0515 0515 0543 0569 0616 0657 0.768 0868 0971 L115 0237 0258 0258 0314 0451 0464 0616 0616 0777 0908 0936 0918 0904 0877 0.820 0.666 0.561 0.423 0.845 0438
CYP23 UBP25 ACTIO4 ACT UBQII  PPR TBB4 r40S  MAPK2 FBOX 023 0.15 CYP23 UBP25 ACTIO4 ACT UBQIH  PPR 405 TBB4 MAPK2 FBOX CYP23* ACTIO4* UBP25* ACT* UBQII* PPR* MAPK2 TBB4 r408*+  FBOX“f
0386 0386 0602 0652 0734 0786 0.875 0936 Lo13 1158 0240 0245 0295 0444 0475 0.534 0628 0.631 0696 0852 0.945 0943 0913 0.862 0723 0.601 0390 0.887 0856 0671
30min-2h CYP23 PPR  MAPK2 UBP25 UBQII ACT ACTIOf r405S FBOX TBEY 0.18 0.16 PPR CYP23 UBP25 ACTIOf MAPK2 ACT UBQII  rd0S FBOX TBB4 CYP23* PPR® UBP25* r408% FBOX* MAPK2 UBQII ACTI4®* ACT*f THRE4*
0432 0432 0525 0606 0655 07% 0849 0945 1003 1.067 0301 0313 0389 0477 0497 0522 0573 0645 0665 0674 0.900 0.889 0.835 0.681 0.637 0543 0.520 0.982 0.961 0.888
Rootss 30min-8h CYP23 PPR UBQIl UBP25 ACTIO4 ACT 0§  MAPK2 TBB4 FBOX 0.18 0.12 UBQII  PPR ACTIO4 UBP2S CYP23  rd0S ACT MAPK? TBB4 FBOX ACTIO4% UBQII* UBP25* ACT* PPR* CYP23+ 405 MAPK2 FBOX TBE4%
0379 0379 0515 0536 0553 0.624 0738 0831 0924 1069 0275 0299 0306 0326 0329 0.526 0.613 0.638 0718 0938 0.960 0943 0.867 07719 0.775 0.768 0.39 0.255 -0.128 0.876
30min-1d ACTIO4 ACT UBP25 CYP23 MAPK2 UBQII PPR r40S IBB4 FBOX 0.17 0.16 UBP25 CYP23 ACTIO4 ACT MAPK2 UBQIl PPR r40S TBB4 FBOX UBP25% ACTIO4*  ACT* CYP23% UBQII®¥ MAPK2% 405 PPR TEEB4*T  FBOXT
0295 0295 0445 0568 0610 0648 0697  0.791 0922 1037 0221 0.233 0.284 0327 0364 0388 0488  0.530 0.755  0.787 0922 0919 0910 0.889 0.838 0.806 0504 0455 0808 0558
2h-8h CYP23 UBP25 PPR UBQI1 ACTIOf ACT TBB4 r40S  MAPK2 FBOX 0.16 0.15 CYP23 UBP25 ACTIO4 PPR  UBQI  rd0S TBB4 ACT  MAFK2 FBOX ACTIO4* CYP23*  rd0S* UBP25*  ACT* PPR* UBQII  MAPK2 TBB4* FBOX“f
0449 0449 0499 0.575 0736 0809 0880 0956 1041 LITL 0269 0343 0377 0450 0510 0.556 0570  0.608 0.760 0.845 0.964 0935 0871 0.847 0.843 0.769 0.554 o2 0914 0.626
2h-1d CYP23 UBP25 ACT ACTIOf TBBY r405 MAPK2 UBQII FPPR FBOX 026 0.15 UBP25 CYP23 ACT ACTIOf MAPK2  rd0S TBB4 UBQI  PPR  FBOX CYP23* ACTIO4* ACT* UBP25* MAPK2* UBQII® PPR TEBY*F  r40S*F  FBOX*T
0378 0378 0655 04674 0720 0778 0855 0914 0953 1062 0223 0223 0315 0343 0465 0489 0515 0541 0563 0690 0953 0949 0938 0.928 03 0.660 0.551 0.898 0.856 0.804
8h-1d CYP23 UBP25 ACTIO4 UBQI1 ACT PPR 0§ TBBY MAPK2 FBOX 0.11 0.12 UBP25 ACTIOd CYP23 UBQIl  ACT PPR 408 TBR4 MAPK2 FBOX CYP23* ACTIO4% UBP25* UBQII* ACT+ PPR MAPK2 r408*; FBOXY
0334 0334 0356 0.443 0529 0619 0759 0843 0931 1120 0.166 0170 0.198 0317 0415 0.530 0.623 0.704 0731 1.007 0.964 0963 0947 0911 0.786 0.508 0.426 0.848 0825 0570
30min MAPK2 CYFP23 PPR UBQI1 UBP25 ACTIO4 ACT r40S  FBOX TBB4 0.16 0.14 PPR  UBQII CYP23 UBP25 MAPK2 ACTIO4 ACT r40S FBOX TBB4 ACTIH*  ACT* PPR*  UBQII* UBP25* CYP23 MAPK2 405 FBOX TBB4*+
0392 0392 0462 0.541 0609 0.664 0706 0798  (0.882 1025 0137 0313 0.381 0388 0401 0421 0544 0682 0.806 0906 0.974 0971 0910 0.904 0.864 0.795 0.638 0429 -0.708 0938
2h ACTIOH TBB4 ACT  FBOX CYP23 UBPXS PPR 408 MAPK2 UBQII 0.16 0.20 CYP23 UBP25 PPR TBB4 ACT ACTIO4 FBOX MAPK2 ri0S UBQII CYP23*  PPR* UBP25* MAPK2 UBQIl ACTIO4 TBB4*f ACT* FBOX*Y  rd0)
0460 0460 0498 0.663 0808 0879 0.905 0951 1025 1091 0255 0406 0443 0502 0516 0.543 0556  0.647 0676 0815 0.993 0905 0877 0527 0337 0.990 0.964 0.962 0955 0898
8h ACTIO4 UBQII CYP23 UBP25 PPR  MAPK2 mOS TBB4 ACT  FBOX 0.13 0.10 UBQII ACTIO4 MAPK2 UBP25 CYP23  rd0S PPR TBB4 ACT  FBOX UBQIi* ACTIO4* MAPK2* CYP23* UBP25* TBB4 r40S PPR ACT FBOXY
0257 0257 0349 0404 0464 0537 0.608 0680 0752 Lo0 0162 0194 0270 0278 0284 0395 0438 0.580 0716 1173 0.974 0956 0855 0.835 0.818 0.802 0.709 0.529 0461 -0.160
d ACT UBP25 CYFP23 ACTIOf MAPK2 rd0S UBQII TBBY PPR  FBOX 0.9 0.08 UBP25 CYP23 ACTI4 ACT r40S  MAPK2 UBQII TBBY PPR  FBOX UBP25% CYP23* ACT* ACTIOf* UBQII® r0S*  MAPK2*® TBBY FPFR FROX*T
0176 0176 0232 0.291 0355 0413 0481 0.545 0618 0834 0057 0077 0123 0136  0.245 0266 0305 0361 0417 0702 0991 0985 0979 0970 0955 0901 0.890 0.783 0365 0839
30min-2h—8h-1d CYP23 UBP25 ACTIO4 ACT PPR  UBQI 0S5 MAPK2 TBB4 FBOX 020 0.14 UBP25 CYP23 ACTIO4  rd0S ACT UBQIl PPR MAPK? TBB4 FBOX ACTIO4%  ACT+ UBP25* CYP23+  rdOS+% PPR% UBQII* MAPK2 TBB4*' FBOX*
0452 0452 0570 059 0651 0.687 0.751 0824 0911 1039 0248 0301 0342 0427 0462 0486 0489 0.530 0651 0820 0.950 0933 0904 0.866 0.776 0747 0.724 0.260 0697 0.543
30min-2h-8h CYFP23 PPR UBP25 ACTIO4 ACT UBQI M0S MAPK2 TBB4 FBOX 0.7 0.16 UBP25 CYP23 ACTIO4  rd0S PPR  UBQII ACT MAPK2 TBB4 FBOX ACTI04% UBP25* CYP23* PPR* rd0s* UBQI1* FBOX* MAPK2 ACT*} TBB4*Y
0354 0354 0477 0.580 0635 0.686 0756 0853 0946 1050 0280 0324 0335 0432 0466 0.496 0520 0583 0690 0819 0973 0893 0.869 0797 0.778 0710 0.468 0936 0777
ACTIOf ACT UBPXS CYP23 PPR  UBQIl MAPK2  rd0S TBBY FBOX 022 0.14 UBP25 ACTIO4 CYF23 ACT MAPK2  rd0S FPPR UBQIl TBB4 FBOX ACTI04%  ACT*  UBP23+ CYP23*  rd0§* PPR*  UBQII* TBB4* MAPK2* FBOX%
0383 0383 D588 0616 0668 0700 0.765 0829 0925 148 0255 0304 0318 0421 0.446 0458 0486 0542 0621 0762 0.940 0922 0.897 0.848 0.729 0729 0714 0.637 0563 0.695
30min-8h-1d ACTIO4 ACT CYP23 UBP25 UBQII PPR ™08  MAPK2 1BB4 FBOX 020 0.13 UBP25 CYP23 ACTIO4  rd0S ACT UBQII PPR MAPK2? TBB4 FBOX ACT*  ACTIO4* UBP25* CYP23* UBQII* PPR* rdos® TBB4* FBOX MAPK2
0356 0356 0537 0568 0612 0638 0700 0781 0.896 Lon 0242 0254 0341 0399 0417 0419 0476 0524 0730 0732 0.943 0915 0907 0.863 0.846 0749 0.629 0.490 0333 0.147
CYFP23 UBP25 ACTIOf ACT r408  UBQII  PPR TBBY MAPK2Z FBOX 020 0.14 UBP25 CYP23 ACTIOf rd0S  UBQI  ACT PPR TBBY MAFK2 FBOX ACTIO4* UBP25*  ACT* r408¢  CYP23*  TBB4®  UBQII® PPR* MAPK2  FBOX™}
0354 0354 053 0584 0622 0669 0707 0745 0817 0987 0201 029 0343 0391 0424 0445 03506 0547 0565 0922 0.954 0933 0929 0.921 0.885 0.840 0771 0.702 0227 0618
30min-2h CYFP23 PPR  UBP25 ACTIO4 ACT UBQI MAPK2 rd0S TBB4 FBOX 0.16 0.18 ACTI04 UBP25 CYP23 ACT MAPK2 PPR r40S UBQII TBB4 FBOX ACTIO4*  ACT* UBP25* CYP23* PPR* S UBQII* MAPK2 TBB4*t FBOX“Y
0272 0272 0417 0587 0633 0712 0.765 0846 0968 1058 0282 0301 0371 0392 039 0448 0484  0.631 0672 0727 0.962 0909 0.862 0817 0.748 0.706 0.638 0.547 0744 0671
Roote 30min-8h CYP23 PPR UBQIl UBP25 ACTIOd ACT 05  MAPK2 FBOX TBB4 0.6 0.12 UBP25 CYP23 ACTIOf UBQII  rd0S PPR ACT MAPK2 FBOX TBB4 ACT*  ACTI04% UBQN* UBP25* CYP23*  PPR* rd0S*  MAPK2  FBOX  TBB4%
0388 0388 0478 0.513 0539 0559 0.621 0758 0864 0981 0275 0278 0332 0365 0371 0437 0487 0623 0691 0.766 0961 0956 0950 0.897 0.868 0847 0.595 -0.128 -0.145 0.598
30min-1d ACTIO4 ACT UBP25 CYP23 PPR  UBQI MAPK2 r40S FBOX TBB4 022 0.14 CYP23 UBP25 ACTIO4 ACT MAPK2  rd0S PPR  UBQIl FBOX TBB4 ACT*  UBP25* ACTIO4* UBQII* CYP23* PPR* FBOX* MAPK2* 408 TBB4
0321 0321 0557 0599 0645 0.663 0720 0782 0896 1004 0256 0258 0315 0359 0389 0421 0.465 0515 0542 074 0.928 0904 0877 0.853 0.821 0.760 0.637 0.576 0493 0242
2h-8h CYF23 UBP25 PPR  ACTIOf  r40S ACT TBB4 UBQII MAPK2 FBOX 0.7 0.16 MAPK2 CYP23 ACTIO4 TBBY UBQII ACT r405  UBP2Y FBOX PPR ACTIO04% UBP25* CYP23* UBQII* PPR* MAPKZ  rd08*f ACT* TEB4*T  FBOX*T
0348 0348 0461 0581 0.636 0688 0718 0755 0867 1006 0695 0322 0338 03566 0462 0520 0369 0226 0938 0507 0.986 0939 0.900 0.803 0.784 0078 0.947 0.935 0933 0.587
2h-1d CYP23 UBQII UBP25 ACTIO4 TBB4 ACT ™08  MAPK2 PPR  FBOX 0.11 0. UBP25 CYP23 ACTIO4 UBQII  rd0S ACT MAPK2 TBB4 PPR  FBOX ACTI04% UBP25*  rd0S* CYP23* UBQI* TBB4* PPR*  MAPK2* ACT*f FBOX“f



60

0240 0240 0314 0532 0617 0660 0701 0746 0T 0976 0198 0305 0338 0374 0420 0444 0475 0476 0507 0944 0949 0945 0913 0893 071 0867 0708 0607 0922 0757

ACTIOf ACT  rd0S  CYP23 UBP2S UBQII PPR  TBBY MAPKZ FBOX 0.15 0.

UBP25 CYP23 ACTIOf UBQII rd0S — ACT  PPR MAPK2 TBBY FBOX ACT*  UBP25* CYP23*  r405¢ ACTIO4* UBQII* TBB4*  PPR  MAPKZ  FBOXY

0367 0367 0452 0506 0522 0582 0632 0693 0752 0927 0179 0220 0292 0347 0376 0392 0453 0505 0.600 0878 0920 0890 0882 0876 080 0661 0631 0470 0091 0432

30min UBP2S FBOX UBQII PPR CYP23 ACT ACTIO4 rd0S MAPK? TEB4 013012  FBOX UBQIH ACT ACTIO4 UBP2S MAPK? CYP23 PPR  rl0S TBB4  UBQII* ACT+ ACTIO4 UBP2S  PPR  FBOX  CYP23 MAPK2  rd0S  THB4}
0325 0325 0391 0457 0468 0504 0524 0576 0627 0828 0169 0199 0202 0233 0236 0279 0291 0332 0408 0.660 0970 0849 0803 0745 0744 0654 0568 0334 0237 039

B CYP23 UBP2S UBQIl PPR ACTIOf THBY  rd0S  ACT MAPK2 FBOX 009 009 UBP25 ACTIO4 rd0S UBQIl CYP?3 TBB4 MAPK2 PPR  ACT FBOX  UBQII* UBP2S* CYP23* PPR MAPKD ACTION TEBA*F  rd0s ACT*f FBOX*
0206 0206 0262 0317 0545 0659 0720 0774 080 1012 0245 0289 0413 0414 0420 0457 0509 0527 0566 1027 0957 0956 0900 0808 0641 0986 0985 093 0917 0752

8h ACT  r405 ACTIO4 CYF23 UBQII UBP23 FPPR  TBBf MAFKZ FEOX (.12 0.10 ACTIOf UBQII UBFI3 CYP23 rdlSs ACT PPR  TBB4 MAFK2 FBOX  ACTION* r40S*  ACT* CYP23* UBQII* UBPI3* FPPR*  FBOX® MAPKX* TEB4*f
0262 0262 0338 0384 0433 0460 0505 0591 0727 0850 0163 0193 0207 0227 0310 0396 0485 0661 0707 0.880 0968 0957 0950 0840 0757 0734 0631 D20 0620 0858

1 CYP23 UBQII MAPK2 UBP25 PPR ACTIO4 TBB4 ACT 405 FBOX 011010 UBP2S CYP23 ACT MAPK2 UBQN ACTIOf r40S  PPR  TBR4 FBOX  UBP25* CYP23* ACT® MAPK2® r40S* ACTIOH* UBQII* TBBA*  PPR*  FBOX"}

0215 0215 0298 0365 0469 05 0354 0594 0633 0861 0149 0193 0285 0313 0356 0356 0433 0447 0465 0839 0934 0924 0911 0868 08T 0822 0778 0597 0383 0753
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4 CHOQUE SALINO EM CALOTROPIS PROCERA LEVA AO ACUMULO DE
ACUCARES, AMINOACIDOS E MODULACAO TRANSCRICIONAL DE
AQUAPORINAS EM RAIZES ALIVIANDO O STATUS HIDRICO FOLIAR

A ser submetido ao periédico Journal Plant Physiology.
Normas do periodico estdo disponiveis no website: https://ees.elsevier.com/jplph/
ANEXO B
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RESUMO

A salinizacdo do solo é um problema global, sendo fundamental a compreensdo de respostas
dos vegetais através de estudos de fisiologia, bioquimica e biologia molecular em espécies Cs
tolerante a seca e a salinidade como é o caso de Calotropis procera. Neste estudo, plantas jovens
de C. procera mantidas em casa de vegetacdo foram submetidas a dois tratamentos, controle e
choque salino (200 mM de NaCl) por um periodo de trés dias. Cada tratamento foi composto
por 53 réplicas bioldgicas. As plantas sob salinidade mostraram reducdo da condutancia
estomatica (gs), assimilacao de COz (A), e baixo decréscimo no contetdo hidrico relativo foliar
(CHR) (14%) em relacdo ao controle. Em geral, ap6s horas (2 h, 8 h) e dias (24 h, 30 h, 48 h,
54 h) de imposicdo da salinidade foi observada regulacdo positiva dos metabd6litos em raizes,
com maior acimulo de frutose (251%) apds 2 h, prolina apds 8 h (259%), carboidratos sollveis
(294%) e sacarose (373%) apds 48 h e aminoacidos (1193%) ap6s 54 h. Doze aquaporinas
associadas ao transporte de agua apresentaram expressao diferencial em raizes de C. procera
sob salinidade. Inducéo transcricional foi observada somente ap6s 2 h, com maior inducdo de
TIP1.4 (4 vezes), a repressao transcricional, por sua vez, ocorreu principalmente ap6s 8 h, com
maior represséo associada a aquaporina PIP1.2. A alta salinidade provocou resposta rapida nos
parametros fisioldgicos de plantas de C. procera. A imposic¢éo a grandes concentracdes de NaCl
afeta a fotossintese da espécie em curto espaco de tempo, mas pouco afeta seu nivel de
hidratagdo. C. procera utiliza metabdlitos envolvidos nos processos de osmorregulacéo e
osmoprotecdo para aclimatacéo ao estresse osmotico com rapida regulacao da dinamica destes
metabolitos. Além disso, exibe modulacdo da expressdo de aquaporinas de raizes para o
controle do fluxo de agua sob choque salino. Neste sentido, o acimulo de aminoacidos e
carboidratos e a regulacdo da expressdo de aquaporinas na raiz contribuem no conjunto para a
alta performance do sistema radicular e alivio do status hidrico foliar de C. procera sob choque

salino.

Palavras chave: Trocas gasosas. Solutos osmoticos. Proteinas intrinsecas de membrana

plasmaética. Proteinas intrinsecas de tonoplasto. Raizes. Regulagdo temporal.

Abreviacgdes: CHR, conteudo hidrico relativo; A, assimilacéo liquida de COz; gs, condutancia
estomatica; E, transpiracdo, EUA, eficiéncia do uso da &gua; CHL a, clorofila a; CHL b,

clorofila b; CST, carboidratos soluveis totais; ALT, aminoacidos livres totais; PST, proteinas
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solUveis totais; PIP, proteinas intrinsecas de membrana plasmatica, TIP, proteinas intrinsecas
de tonoplasto, ACT104, Actin 104; CYP23, Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase 23; UBP25,

Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 25. AQPs, aquaporinas.
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1 INTRODUCAO

O excesso de sal no solo afeta a sobrevivéncia das plantas sendo um dos principais
fatores responséveis pelo processo de desertificagdo no mundo (D’Odorico et al., 2013),
levando a perdas consideraveis para a agricultura (27,3 bilhdes de dolares ano) (Qadir et al.,
2014). As perdas na produtividade ocorrem devido ao excesso de sal no solo submeter as plantas
ao estresse salino, o qual interfere na sua homeostase afetando o crescimento e sobrevivéncia
(Munns e Tester, 2008; Negréo et al., 2017; Trivellini et al., 2016). O grau de estresse acarretado
pela salinidade, além de estar relacionado ao tempo de exposicdo ao sal e tolerdncia das
especies, é fortemente influenciado pela concentracao de NaCl. Dessa forma, quando as plantas
sdo expostas a concentragdes de sal muito elevadas (> 200 mM de NaCl), ou seja ao choque
salino, experimentam os efeitos do estresse osmatico e idnico de forma mais rapida e intensa,
além de maior susceptibilidade de plasmélise das células vegetais (Shavrukov, 2012).

As relacdes hidricas da planta sdo dependentes do sistema radicular, portanto, respostas
de aclimatacdo das raizes a salinidade sdo essenciais para garantir a condutividade de agua e
nutrientes (Javot e Maurel, 2002; Koevoets et al., 2016; Rodriguez-Gamir et al., 2019) e ao
mesmo tempo evitar acimulo de Na* nos érgdos fotossintetizantes (Munns e Tester, 2008;
Willadino e Camara, 2010). Entre os mecanismos desencadeados pelas raizes, a
osmorregulacdo e osmoprotecdo por meio do acimulo de metabolitos primarios e regulagdo da
atividade de aquaporinas merecem destaque, pois sdo acionados por diversas espécies para
tolerancia a salinidade (Akbari et al., 2018; Blum, 2017; Feng et al., 2018; Kapilan et al., 2018;
Liuetal., 2012; Sami et al., 2016; Slama et al., 2015).

O acumulo de metabdlitos organicos é uma estratégia de tolerancia ao sal, que além de
possibilitar reducéo da pressdo osmotica e reestabelecimento do fluxo de &gua em relacdo ao
solo salinizado (Blum et al 2017), estar associado com a eliminacéo de radicais livres, protecdo
das estruturas celulares e manutencéo da atividade enzimatica (Mansour e Ali, 2017; Sami et
al., 2016; Slama et al., 2015; Szabados e Savouré, 2010).

Aquaporinas sdo proteinas intrinsecas de membrana que atuam no transporte de agua
celular, mas também de pequenos solutos (H202, amonia, uréia, glicerol, arsenito, acido borico)
gases (COz2, O2) e ions (Fox et al., 2017; Kapilan et al., 2018; Li et al., 2014). A atividade das
aquaporinas desempenha um papel importante nas relages hidricas da planta inteira sendo
amplamente regulada sob salinidade e seca (Feng et al., 2018; Kapilan et al., 2018; Li et al.,

2014; Liu et al., 2012; Rodriguez-Gamir et al., 2019). Essas proteinas influenciam a fisiologia
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vegetal exercendo fortes efeitos na condutividade hidraulica, condutancia estomatica,
transpiracdo, condutancia do mesofilo, transporte de nutrientes, fotossintese, crescimento e
desenvolvimento (Li et al., 2014; Liu et al., 2015; Moshelion et al., 2015; Rodriguez-Gamir et
al., 2019). Além de influenciar a homeostase idnica e de espécies reativas de oxigénio (An et
al., 2018; Li et al., 2016).

Calotropis procera € uma espécie invasora, que é encontrada habitando regides tropicais
e subtropicais do globo que sujeitam as plantas ao estresse abidtico (Frosi et al., 2013; Hassan
etal., 2015; Rivas et al., 2017; Tezara et al., 2011). Entre as caracteristicas peculiares destacam-
se manutencéo de folhas sempre-verdes na presenca do metabolismo Cs, elevada performance
fotossintética sob alto controle estomatico e alta eficiéncia do uso da agua (Frosi et al., 2013;
Rivasetal., 2017; Tezara et al., 2011). Mostrando-se relevante modelo de estudo ecofisiolégico
e importante candidata para fornecer genes envolvidos no processo de tolerancia a salinidade;

principalmente para aqueles envolvidos em mecanismos de manutencéo do status hidrico.

Este estudo teve como objetivo caracterizar respostas fisioldgicas e moleculares de C.
procera a salinidade baseado em duas hipoteses: 1) O sistema radicular de C. procera apresenta
respostas bioquimicas que lhe permite promover a osmorregulacdo por meio do acimulo de
solutos organicos; 2) Em condicdes de alta salinidade, a inducdo da expressdo de aquaporinas
de membrana plasmatica (PIPs) e do tonoplasto (TIPs) ocorre para promover o ajuste do fluxo
de &gua celular (vacuolo-citosol-apoplasto) e aumento da absorcéo de dgua do sistema radicular

da espécie C. procera.
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2 MATERIAS E METODOS

2.1 CONDICOES DE CRESCIMENTO E MATERIAL VEGETAL

Sementes de Calotropis procera foram coletadas no litoral de Pernambuco, Brasil (7 °
50'32.9"S, 34 °50'21.2" W), e a desinfeccao da superficie foi realizada por imersédo em solucao
de hipoclorito de sodio a 0,5% (v / v) durante 5 min e posteriormente foram lavadas com agua
deionizada. As sementes foram germinadas em placas de Petri com papel filtro umedecido com
agua deionizada e mantidas em camara de crescimento (a 25 ° C, fotoperiodo de 12 horas e
umidade relativa de 70%). Apds a emergéncia da radicula, as plantulas foram transferidas para
vasos contendo 7 kg de areia lavada e mantidas em casa de vegetacdo por trés meses.
Posteriormente, plantas foram submetidas ao choque salino de curto prazo por trés dias. Neste
periodo as plantas foram submetidas a dois tratamentos: 1) Controle: plantas jovens regadas
todos os dias com agua deionizada. 2) Choque salino: plantas jovens regadas todos os dias com
solucdo de 200 mM de NaCl. A primeira rega foi realizada as 8:00 da manha e as regas
posteriores ocorreram ao final da anélise de trocas gasosas no periodo da manha. Cada
tratamento foi composto por 53 plantas. Para determinacdo dos tempos de coleta do material
vegetal e das medidas fisioldgicas foi utilizado como referéncia o tempo inicial de aplicacdo da
salinidade (8:00 h). O 1° dia de experimento englobou os tempos 30 min, 2 h e 8 h de exposi¢éo
a salinidade. O 2°dia englobou os tempos 21 h, 24 he 30 he 0 3° dia45 h, 48 he 54 h de
exposicao a salinidade.

2.2 CONTEUDO HIDRICO RELATIVO FOLIAR

O conteddo hidrico relativo foliar (CHR) foi mensurado por meio da coleta de discos
foliares no periodo de antemanha (5:00 h) de acordo com a metodologia de Barrs e Weatherley
(1962), 21 h e 45 h apo6s o inicio da imposicao da salinidade. O CHR foi calculado de acordo
com a férmula: CHR (%) = (MF - MS/ MT - MS) x 100, onde MS é igual ao peso da matéria
seca, MF é igual ao peso da matéria fresca, MT € igual ao peso da matéria tdrgida.

2.3 TROCAS GASOSAS
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A condutancia estomatica (gs), assimilacdo liquida de CO2 (A) e transpiracédo (E) foram
mensuradas em folhas completamente expandidas e sadias com o auxilio de um analisador
portéatil de trocas gasosas por infravermelho (IRGA, ADC, modelo LCi-Pro, Hoddesdon, UK).
A densidade de fluxo de fotons fotossintético (DFFF) foi determinada pela mensuracdo da
radiacdo incidente do ambiente. A eficiéncia do uso da dgua (EUA) foi calculada a partir da
razdo assimilacéo liquida de CO: e transpiragéo (A/E).

As avaliacdes foram realizadas no periodo da manha (08:00 - 09:00 h) 24 h e 48 h ap6s
0 inicio da imposicao da salinidade e no periodo da tarde (12:00 - 13:00 h) ap6s 28 h e 52 h
apos o inicio da imposicao da salinidade. Em conjunto foi determinado o déficit de pressdo de
vapor (DPV) de acordo com Campbell e Norman (1998). No periodo da manh&@ foram
determinados DPV de 1,87 kPa para o 2° dia (as 24 h), e 3,25 kPa (as 48 h) para o 3° dia de
experimento. No periodo da tarde o DPV foi de 5,1 kPa e 4,35 kPa para 0 2° (as 28 h) e 3° dia
(&s 52 h), respectivamente. Como medida de simplificacdo o déficit de pressdo de vapor

matutino foi denominado baixo DPV e o vespertino denominado alto DPV.

2.4 ANALISES BIOQUIMICAS

Para analise dos solutos organicos foram utilizadas raizes coletadas em diferentes
tempos apds o inicio da imposicdo da salinidade (30 min, 2 h, 8 h, 24 h, 30 h, 48 h e 54 h).
Somente para tracar o estado fisiolégico foliar no 2° e 3° dia de experimento, também foram
coletadas folhas as 24 h e 48 h. Todas as amostras foram imediatamente congeladas em
nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C. Os tecidos vegetais coletados foram utilizados para
quantificacdo de carboidratos soluveis totais (CST), sacarose, frutose, aminoacidos livres totais
(ALT), prolina (PRL), proteinas soluveis totais (PST), clorofila a (CHL a), clorofila b (CHL
b) seguindo as metodologias propostas por Dubois et al., (1956) , Van Handel (1968), Foreman
et al. (1973), Moore e Stein, (1948), Bates et al., (1973), Bradford (1976), Lichtenthaler e
Buschmann, (2001), respectivamente. As andlises foram determinadas em espectrofotémetro

com duplo feixe ajustado ao comprimento de onda especifico para cada composto organico.

2.5 ANALISE MOLECULAR

2.5.1 Coleta do material radicular
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Para analise da expressdo génica de aquaporinas foram realizadas coletas do tecido
radicular nos tempos 2 h, 8 h e 24 h apos o inicio da imposicéo da salinidade. Todas as amostras
coletadas foram imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80 °C até o

isolamento do RNA.

2.5.2 Isolamento de RNA total e sintese de cDNA

Para a realizacdo do isolamento do RNA total das amostras de raizes foi utilizado o kit
SV Total RNA Isolation System (Promega, Fitchburg WI, EUA), de acordo com instrucdes do
fabricante. Eletroforese em gel de agarose a 1,5% (p/v), corado com blue-green loading dye I
(LGC Biotechnology, SP, Brasil) foi utilizado para a determinacéo da integridade do RNA. A
quantificacdo das amostras de RNA foi realizada por fluorometria (Qubit, Oregon, EUA). A
conversdo de RNA em cDNA (transcri¢do reversa) foi realizada com 1 pug de RNA total,
utilizando GoScript™ Reverse Transcription System Oligo dT (Promega, Fitchburg WI, EUA),
de acordo com o protocolo do fabricante (Promega). Posteriormente, o cDNA foi armazenado
a-20°C.

2.5.3 Selecdo de aquaporinas e desenho de primers

Para selecdo de alvos de aquaporinas (AQPs) e desenho de primers foi utilizado o
transcriptoma foliar de C. procera exposta a salinidade depositado no banco de dados do NCBI
(ndmero de acesso: PRINA508417). Para tanto, foram utilizadas sequéncias sondas
reconhecidas como codificadoras de AQPs obtidas no banco de dados do UNIPROT (Universal
Protein) e NCBI (National Center for Biotechnology Information). Posteriormente foi realizado
BLAST local (tBLASTn) contra o transcriptoma de C. procera (programa BioEdit). As
sequéncias recuperadas foram traduzidas pela ferramenta ORFinder e submetidas a ferramenta
de reconhecimento de dominios CD-Search para a selecdo de sequéncias com dominio MIP
completo. Para determinagdo da nomenclatura das AQPs foi realizado um alinhamento
(programa MEGA 7) com sequéncias de aquaporinas de C. procera e Arabdopsis thaliana para
construcdo de uma arvore fenética (método Neighbor Joining, Bootstrap 1000 replicacdes)
(Tamura et al., 2007). A nomenclatura foi baseada na homologia de sequéncias (Johanson et
al., 2001) (Fig. S2). O alinhamento também foi utilizado para a confirmacéo da presenca e

integridade do motivo funcional NPA e do filtro seletivo ar/R, ambos relacionados ao transporte
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de agua (Wallace e Roberts, 2004) (Fig S3). Os transcritos selecionados foram proteinas
intrinsecas de membrana plasmatica (PIPs) e proteinas intrinsecas de tonoplasto (TIPs),
totalizando duas PIP1, quatro PIP2, quatro TIP1, duas TIP2 e uma TIP4.

Os primers foram desenhados usando a ferramenta da internet Primer3
(http://biocinfo.ut.ee/primer 3-0.4.0/) com os seguintes parametros: comprimento 18 - 22 pb,
contetdo de GC de 45% - 55% (ideal de 50%), temperatura de melting (Tm) de 58 °C-62 ° C
(ideal de 60 ° C) e produtos amplificados de 100-200 pb (Tabela S1).

2.5.4 Condicdes gPCR

As reacoes gPCR foram realizadas em PCR LineGene 9600 (Bioer, Hangzhou, China)
utilizando GoTag® gPCR Master Mix (Promega, Fitchburg WI, EUA). O mix de reacdo de 10
uL consistiu de 5 uLL de SYBR Green Super Mix (Applied Biosystems, Foster City CA, EUA),
2 uL de ¢cDNA diluido (1/10), 0,3 uL para cada primer (5 uM) e 2,4 uL. ddH20. Controles Non-
template também foram incluidos para cada par de primers. As reacfes foram realizadas nas
seguintes condicdes: 95 °C por 2 min, seguido por 35 ciclos de 95 °C por 15 s e 62 °C por 1
min. A curva de melting foi gerada variando a temperatura de amplificacéo de 65 - 95 °C. Todas
as reacoes foram realizadas em triplicatas (réplicas bioldgicas e técnicas) (Bustin et al., 2009).
A eficiéncia de amplificacdo (E) foi determinada a partir de uma curva padrdo gerada por
diluicdes seriadas de cDNA (1/10, 1/100, 1/1000 e 1/10000) para cada primer, em triplicata, e
calculada usando a equagéo: E = 10 (¥/slope of the standard curve) (Rasmyssen, 2001).

Por meio do pacote de software Rest2009 (modo REST Standard) a expressao relativa
dos genes de aquaporinas foi calculada utilizando dados de Cq (Ciclo de quantificagcdo) por
meio da formula: E (ACaalvo)y E (aCq normalizador) onde: E representa a eficiéncia média para cada
gene, ACq a diferenca entre o Cq da amostra controle e da amostra tratada. Os dados da
expressao foram normalizados pela média geométrica do nivel de expressdo de trés genes de
referéncia CYP23 (Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase 23), ACT104 (Actin-104) e UBP25
(Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 25) (Pfaffl, 2001; Pfaffl et al., 2002).

2.6 CONTEUDO DE SODIO E POTASSIO, RELACAO Na*/K*

Para quantificacdo do contetdo de sédio e potassio foram coletados folhas, caule e raizes

apos 54 h de imposicao da salinidade. Apds secagem em estufa (60°C), 500 mg de material
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vegetal foi digerido em solugéo de &cido sulfdrico (H2SO4) em bloco digestor a 350 °C para
obtencdo do extrato das amostras (Thomas et al., 1967). O conteddo de sodio e potassio foi
determinado por fotometria de emissdao de chamas (DM-62, Digimed, Sdo Paulo, BR). A

relacdo Na*/ K* foi calculada usando os dados do contetido de sodio e potassio.

2.7 ANALISES ESTATISTICAS

Por meio do programa Statistica, os dados das varidveis, conteddo hidrico relativo,
trocas gasosas, bioquimica, contetdo de sédio, contelldo de potassio, relacdo Na*/K* foram
submetidos ao teste T para comparacdo das médias (controle x choque salino) com nivel de
significancia de 5 %. Os dados que ndo apresentaram distribuicdo normal e homogeneidade
foram submetidos ao teste Mann-Whitney com nivel de significancia de 5 %. Os dados de
expressao relativa dos genes de aquaporinas foram submetidos a comparagdes pareadas usando
técnicas de randomizacdo e bootstrapping (Teste de Randomizacdo de Realocacdo Pareada
Fixa) com nivel de significancia de 5 % utilizando o pacote de software Rest2009 (modo REST
Standard) (Pfaffl et al., 2002).
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3 RESULTADOS

3.1 CONTEUDO HIDRICO RELATIVO

O conteddo hidrico relativo foliar (CHR) de plantas expostas a salinidade exibiu reducao
de 14 % em relacéo ao controle somente ap6s 45 h da imposi¢do do choque salino. As plantas
dos tratamentos controle e choque salino apresentaram valores médios de CHR na faixa de 84

e 72 %, respectivamente (Fig. 1).

3.2 TROCAS GASOSAS

O choque salino promoveu reducdo da conduténcia estomatica (gs) em relagcdo ao
controle principalmente sob baixo DPV apds 48 h de imposi¢do da salinidade (42 %) (Fig. 2
A). Apesar da imposicdo do sal, 24 h e 28 h ndo foram suficientes para reduzir a assimilacéo de
CO2 (A) em plantas sob choque salino, tendo aumento de 23 % e 8 %, respectivamente.
Contudo, reducdo foi observada apds 48 h e 52 h de imposic¢do do sal principalmente sob alto
DPV (62 %) (Fig. 2 B). Em adicdo, a eficiéncia do uso da agua (EUA) aumentou 74 % em
plantas expostas a salinidade em comparacéo as plantas controle apos 24 h e 28 h da adicdo do
sal (baixo e alto DPV). Entretanto, apds 48 h e 52 h de imposicdo a salinidade ndo houve

diferenga significativa entre os tratamentos (Fig. 2 C).

3.3 SOLUTOS ORGANICOS DE FOLHAS E RAIZES

A salinidade promoveu alteragdes significativas dos metabolitos primérios de folhas da
especie C. procera (Tabela 1 e Fig. 3-4). Plantas expostas a salinidade exibiram reducéo dos
pigmentos cloroplastidicos clorofila a (CHL a) (17 %) e clorofila b (CHL b) (15 %) apds a 48
h de imposi¢édo da salinidade (Tabela 1).

Os solutos envolvidos no metabolismo do carbono, carboidratos soltveis totais (CST) e
sacarose em folhas de plantas expostas a salinidade mostraram-se superiores em relacdo as
plantas controle apds 24 h de imposicdo da salinidade, com aumento de 24 e 39 %,
respectivamente. Porém, houve reducgéo de frutose as 24 h (17 %) e de CST 48 h (18 %) (Fig.
3 A-C). Os aminoacidos livres totais (ALT) ndo exibiram alterac@es significativas em folhas de

C. procera. Foi observado tanto decréscimo de prolina (27 %) quanto de proteinas solUveis
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totais (PST) (20 %) as 24 h em plantas sob NaCl em comparacéo as plantas controle. Porém,
aumento de prolina (60 %) e PST (17 %) ocorreu apds 48 h de exposicdo a salinidade (Fig. 3
D-F).

A salinidade promoveu alteragdes rapidas na dindmica do metabolismo primario do
sistema radicular da espécie C. procera (Fig. 4). Plantas submetidas ao tratamento de choque
salino exibiram decréscimos de CST (63 %), sacarose (98 %) e frutose (64 %) apds 30 min de
imposicdo a salinidade em relacédo ao controle (Fig. 4 A-C). E apds 2 h de imposicao do estresse,
houve aumento de CST (161 %) e frutose (251 %). Entretanto, para os tempos de 8 h e 24 h ndo
houve diferencas significativas entre os tratamentos para todos os carboidratos (Fig. 4 A-C). Ja
apos as 30 h, plantas sob choque salino exibiram aumento de sacarose (305 %), CST (43 %),
frutose (49 %) em comparacdo ao controle. Plantas do tratamento salino também apresentaram
aumento de CST (294 %) e sacarose (373 %) perante 48 h de exposi¢édo ao sal. Tanto CST (148
%) quanto sacarose (357 %) e frutose (149 %) foram acumulados apds 54 h em plantas
submetidas ao choque salino (Fig. 4 A-C).

Assim como o0s carboidratos em raizes, os solutos envolvidos no metabolismo do
nitrogénio exibiram decréscimos no sistema radicular de plantas expostas a salinidade ap6s 30
min de imposicdo a salinidade. Houve reducdo de 60 % de ALT, 77 % de prolina e 64 % de
PST em relacdo ao controle (Fig. 4 D-F). Decréscimo de prolina (34 %) também foi observado
apos 2 h sob sal. Sobretudo, PST exibiu aumento de 63 e 85 % em plantas do tratamento salino
em relacdo ao controle (as 2 h e 8 h), respectivamente e também aumento de 260 % de prolina
apos 8 h de imposicdo de NaCl (Fig. 4 EF). Em comparacdo ao controle, plantas sob tratamento
salino aumentaram o contetdo de ALT (109 %) as 24 h, como também acréscimo de prolina
(128-45 %) e reducdo de PST (21-27 %) as 24 h e 30 h de exposicdo a salinidade,
respectivamente (Fig. 4 D-F). Em relacdo ao controle, plantas sob NaCl apresentaram
acréscimos de ALT (215, 1.194 %) e PST (190, 181%) perante 48 h e 54 h de imposicédo a
salinidade. Também as 54 h a prolina (58 %) foi acumulada (Fig. 4 D-F).

3.4 EXPRESSAO GENICA DE AQUAPORINAS NO SISTEMA RADICULAR

A salinidade promoveu alteracdes rapidas na dinamica da expressdo de proteinas
intrinsecas de membrana plasmatica e de tonoplasto de raizes da espécie C. procera. TIP1.4
foi a isoforma mais fortemente induzida e PIP1.2 a mais reprimida. Plantas submetidas ao

tratamento de choque salino exibiram inducdo da expressédo de PIP1.2, PIP2.4 (Fig. 5 BF),
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TIP1.1, TIP1.2, TIP1.3, TIP1.4, e TIP2.1 (Fig. 5 G-K) e repressdo da expressdao de PIP2.1,
PIP2.2, PIP2.3 (Fig. 5 C-E) e TIP4.1 (Fig. 5 M) ap0s 2 h de exposicéo ao NaCl. A salinidade
promoveu regulacdo negativa das isoformas PIP1.2, PIP2.3, PIP2.4 (Fig. 5 BEF), TIP1.3,
TIP1.4, TIP2.1, TIP2.2 (Fig. 5 I-L) e TIP4.1 (Fig. 5 M) as 8 h. E quando as plantas foram
expostas por 24 h ao NaCl as isoformas PIP1.2 (Fig. 5 B), TIP1.3, TIP1.4 e TIP2.2 (Fig. 5 IJL)

foram reprimidas.

3.5 CONTEUDO DE SODIO, POTASSIO E RELACAO Na*/K*

O choque salino promoveu acimulo de sdédio nos tecidos de C. procera. O sistema
radicular exibiu maiores acumulos de Na* (217 %) em relacdo ao controle seguido do caule
(127 %). Por outro lado, a folha, apesar de apresentar maior concentracdo de Na* em relacdo
ao caule ou a raiz mostrou menor acimulo (61 %) de Na* quando comparada ao controle (Fig.
6 A). Ndo houve diferencas significativas para o conteddo de K+ em ambos os tecidos (Fig. 6
B). Quanto a relacdo Na*/K", plantas tratadas apresentaram aumento de 70% na raiz, 62% no
caule e 27% nas folhas (Fig 6 C).
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4 DISCUSSAO

Embora evitar e tolerar danos consequentes do estresse osmético e idnico seja uma
tarefa bastante dificil, dispor de diversos mecanismos de resposta adequados, atuando
simultaneamente, é fundamental para a manutencdo da integridade fisiol6gica durante o
estresse salino. Em nosso estudo plantas jovens de Calotropis procera submetidas ao choque
salino de curto prazo exibiram modulacdo de pardmetros fisiologicos, bioguimicos e
moleculares como resposta de aclimatacdo ao estresse causado. Sob tais condi¢des, ndo é
surpreendente que um dos principais desafios para a aclimatacao ao estresse salino é o acimulo
de Na* nos tecidos vegetais, especialmente para folhas que sdo o principal local de toxidade do
Na*. Estratégias que evitem que o sddio seja transportado e acumulado nos 6rgdos
fotossintetizantes séo cruciais para a toleréncia a salinidade (Munns, 2002; Munns e Tester,
2008; Willadino e Camara, 2010). Nesse propdésito diversos mecanismos de tolerancia sao
desencadeados por meio da seletividade na captacdo de Na* pela raiz, carregamento do xilema
preferencial ao K™ ao invés do Na* e também pela remocéo de s6dio do xilema realizado pelas
raizes, caule, peciolo e bainhas foliares (Munns, 2002; Munns e Tester, 2008; Willadino e
Camara, 2010). Notavelmente, C. procera exibiu menor acimulo de Na* nas folhas em relacao
ao caule e a raiz. E além disso, conseguiu manter as concentracdes de K* significativamente
inalteradas em todos os tecidos avaliados, contribuindo para a prote¢cdo do metabolismo de C.
procera, principalmente nos tecidos foliares onde foi mantida menor relagdo intracelular de
Na*/K*. A manutencao do equilibrio das concentragdes de potassio em relagdo ao sédio atua no
combate a toxicidade ibnica, uma vez que o K™ é essencial para evitar a entrada de Na",
promover a ativacdo de inimeras enzimas, estabilizacdo de sintese de proteinas e manutengéo
de homeostase do pH citosélico (Dreyer e Uozum, 2011; Munns e Tester, 2008).

Durante a exposicao ao choque salino é comum que ocorra mudangas no status hidrico
gerando o estresse osmatico em plantas (Munns e Tester, 2008) sendo observado pequenas
mudancas no CHR foliar de C. procera ao ser exposta a elevadas concentra¢es de NaCl. Ténue
interferéncia na manutencdo do status hidrico como a encontrada nesse trabalho esta associada
a capacidade de tolerancia ao sal resultante da utilizacdo de mecanismos de eficiéncia do uso
da agua, tais como, controle estomatico, ajuste osmotico e reprogramacdo transcricional de
aquaporinas (Munns e Tester, 2008; Nounjan et al., 2018; Rodriguez-Gamir et al., 2019; Slama
et al., 2015; Zhou et al., 2014). Por outro lado, rapidas e acentuadas reducfes de CHR estdo

associadas a sensibilidade ao estresse osmatico (Hossain et al., 2015; Mekawy et al., 2015).
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E importante ressaltar que a capacidade de evitar o acimulo de sal nos 6rgdos
fotossintetizantes, a manutencdo do status hidrico como também a baixa relacdo Na*/K* sdo
cruciais para manter a atividade fotossintéticas sob salinidade (Munns e Tester, 2008;
Wungrampha et al., 2018). Em nosso trabalho C. procera exibiu alta performance fotossintética
diante de maior resisténcia estomatica, EUA e alto DPV quando exposta a 24 h de choque
salino. Resposta oposta entre A e gs aqui observada pressupde a influéncia de fatores néo-
estomaticos nas taxas fotossintéticas da espécie. Esses resultados sdo corroborados por
trabalhos anteriores que investigaram a espécie sob déficit hidrico (Frosi et al., 2013; Rivas et
al., 2017). A investigacdo de Rivas e colaboradores (2017) por exemplo discutiram que a alta
taxa de fotossintese da espécie C. procera era acompanhada de aumento da condutancia do
mesofilo e transporte de elétrons sob déficit hidrico. Além disso, esses autores também
relataram a capacidade dessa espécie exibir A méxima sob alto DPV, DFFF e déficit hidrico
(Rivas et al., 2017). Portanto em concordancia com os trabalhos anteriores, propomos que a alta
assimilacdo de COz2em C. procera sob choque de NaCl poderia ser explicada por aumento da
condutancia do mesofilo e carboxilacdo da Rubisco (Flexas et al., 2004; Rivas, 2016; Rivas et
al., 2017). Por outro lado com o avanco do tempo de exposi¢do a salinidade (ap6s 48 h) a
especie mostrou declinio do desempenho fotossintético consistente com a limitagdo estomatica.
Nessas condi¢Oes a reducdo de gs afeta a fotossintese por reduzir a disponibilidade de CO: para
o sitio de fixacdo da Rubisco. Entretanto por outra perspectiva, o controle estoméatico mostra-
se como resposta de aclimatacdo da planta ao choque salino, favorecendo a economia de agua
e EUA em C. procera (Chaves et al., 2009; Frosi et al., 2013; Rivas et al., 2017). Além disso,
a salinidade também promoveu declinio de pigmentos cloroplastidicos, corroborando a
influéncia de limitacGes ndo-estomaticas na reducdo das taxas fotossintéticas em C. procera.

O actmulo de solutos organicos esta relacionado aos processos de osmorregulacao e
osmoprotecdo em plantas conferindo tolerancia a salinidade (Blum, 2017; Mansour e Ali, 2017,
Sami et al., 2016; Slama et al., 2015). Diante do choque salino, C. procera exibiu alteracdes
rapidas e acentuadas na dindmica do metabolismo primério do sistema radicular. A dinamica
metabdlica através de flutuacBes rapidas tem significancia adaptativa, uma vez que tanto
metabolitos  intermedidrios quanto os produtos finais das vias metabdlicas
(biossintese/catabolismo) podem exercer funcdes importantes para a resposta de aclimatacao a
salinidade (Slama et al., 2015, Richter et al. 2015 ). Nas raizes, ap6s horas (2 h, 8 h) e dias (24
h, 30 h, 48 h, 54 h) de imposicdo ao NaCl foi observada regulacéo positiva dos metabdlitos

primarios, sugerindo o possivel uso dessas moléculas como osmoprotetores, osmorreguladores,
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e como resposta primaria de aclimatacdo a salinidade em C. procera. Isso ocorreu
principalmente 54 h da imposi¢édo da salinidade quando foi observada participacdo expressiva
dos metabdlitos primarios nas raizes. Em contrapartida, a reducédo de todos os metabolitos nos
minutos iniciais de exposi¢do ao NaCl (30 min) mostrou evidéncias do periodo de ajuste de C.
procera ao choque salino. Assim a espécie C. procera inicialmente sofre o impacto do choque
salino, porém aclimata seu metabolismo rapidamente estimulando rotas metabdlicas de resposta
ao estresse.

De fato, choque salino ndo é comum em meio natural, onde a salinidade ocorre
progressivamente. Entretanto, estudos como o0 nosso podem demonstrar a capacidade de uma
espéecie usar mecanismos eficientes de forma muito rapida. Os aminoacidos exibiram forte
regulacdo sob salinidade, exibindo aumento superior a 10 vezes apds 54 h de exposicdo ao
choque salino. Sua acumulacéo foi atribuida principalmente por “sintese de novo” uma vez que
para maioria das observacdes o0 acimulo de ALT foi acompanhado do aumento de proteinas. O
estudo recente das respostas transcriptdmicas e metabdlicas de C. procera a salinidade mostrou
evidente participacdo dos aminoacidos como resposta de aclimatacdo ao choque salino de 500
mM de NaCl ao longo do tempo. Os aminoécidos acumulados foram prolina, valina, leucina,
glutamina, arginina, asparagina, serina e glutamato (Mutwakil et al., 2017). Em nosso trabalho
avaliamos a resposta da prolina um dos aminodcidos mais acumulados em plantas sob
condicBes de estresse, que geralmente exibe maior acimulo em espécies tolerantes em relacdo
as sensiveis (Evelin et al., 2009; Mansour e Ali, 2017; Verbruggen e Hermans, 2008). Além
disso, a prolina desempenha inimeras fungdes envolvendo a estabilizagdo de estruturas
subcelulares e proteases, eliminacao de espécies reativas de oxigénio, aumento da atividade de
enzimas de desintoxicacgdo, redugdo do acimulo de Na* e CI, aumento da homeostase citosolica
de K*, assim como na manutenc¢do do fluxo de elétrons (Mansour e Ali, 2017; Szabados e
Savouré, 2010).

Outra importante classe de metabdlitos compativeis reconhecidos por apresentar
inimeras funcdes, mediando processos fisiologicos vitais das plantas sdo os carboidratos
(Martinez-Noél e Tognetti, 2018; Sami et al., 2016). Os solutos envolvidos no metabolismo do
carbono exibiram importante participacdo na resposta inicial a exposicdo a salinidade, com
aumentos expressivos de CST, sacarose e frutose no sistema radicular. Por outro lado, o
contetdo de carboidratos nas folhas coincidiu com as taxas fotossintéticas. Os carboidratos séo
acumulados para aliviar os efeitos negativos da salinidade atuando na homeostase osmotica,

eliminacdo de radicais livres e estabilizacdo de membranas. Além disso, 0s agucares estdo
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relacionados com a sinalizacdo do estresse por meio da modulacdo da expressdo de genes,
reducdo do Na* e aumento da captacdo de K* sob salinidade (Martinez-Noél e Tognetti, 2018;
Sami et al., 2016).

Uma vez acumulado solutos e criado um gradiente de potencial hidrico favoravel para
a conducdo hidraulica ao longo da planta, se faz necessario a facilitacdo do fluxo de dgua ao
longo dos tecidos. Mecanismos de controle do fluxo de agua por meio da atividade de
aquaporinas (AQPs) sdo imprescindiveis para habitacdo em ambientes salinos, uma vez que
AQPs exercem importante papel fisiolégico no status hidrico, controle da condutividade
hidraulica ao longo da planta, absor¢do de agua na raiz a partir da solucéo do solo e condutéancia
estomatica (Li et al., 2014; Moshelion et al., 2015). As aquaporinas das raizes de C. procera
mostraram resposta diferencial ao choque salino. Dessa forma, cinco isoformas TIP foram
induzidas e cinco foram reprimidas. Os membros TIP, estdo localizados principalmente na
membrana do vaclolo (tonoplasto) e possuem atividade no transporte de agua superior a
encontrada para os membros PIP (Maurel, 1997; Maurel et al., 2008). Além de agua, TIPs sdo
capazes de transportar glicerol, uréia, aménia e CO2 (Fox et al., 2017; Maeshima e Ishikawa,
2008; Maurel et al., 2009). E relatada que a superexpressio de TIPs confere tolerancia a
salinidade em diversas espécies. O gene PgTIP1 por exemplo, conferiu maior tolerancia a
salinidade e a seca em soja ao manter a homeostase da agua, Na* e de espécies reativas de
oxigénio (An et al., 2018). A superexpressdo de PgTIP1 em soja promove a inducdo da
expressdo de NHX, SOS1 CAT1 e APX1 contribuindo para a compartimentalizagdo de ions no
vacuolo e defesa antioxidante sob salinidade (An et al., 2017). Peng et al., (2007) mostraram
que a superexpressao de PgTIP1 confere maior crescimento e tolerancia ao sal em Arabdopsis
thaliana. Em Arabdopsis transformadas com SITIP2.2 foi relatado aumento da atividade de
enzimas antioxidantes (CAT, SOD, POD), razdo K*/ Na* e tolerancia a salinidade (Xin et al.,
2014). J& Martins et al., 2017 relataram a melhora da capacidade antioxidante e crescimento de
tabaco sob NaCl que superexpressaram CsTIP2.

Isoformas PIP também foram induzidas em raizes de C. procera, no entanto, em menor
proporcéo em relagdo as isoformas TIP1. Além disso, esta subfamilia atua no transporte de agua
com alta eficiéncia, controlando quase que a totalidade do potencial de permeabilidade de agua
da membrana plasmatica por meio dos membros PIP1 e PIP2 (Bellati et al., 2010; Maeshima e
Ishikawa, 2008). J& para a inibicdo da expressdo de PIPs foi descrito reducdo no transporte de
agua nas raizes, condutividade hidraulica, potencial hidrico foliar e retardamento na

recuperacdo de plantas ap6s o deficit hidrico (Siefritz et al., 2002). Por outro lado, a
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superexpressdo de GmPIP1.6 em raizes confere tolerancia a salinidade em soja por promover
manutencdo da condutividade hidraulica, aumento da assimilagdo de CO: e crescimento (Zhou
et al., 2014). Por fim, a superexpressdo de PIP2.7 induz aumento de seis vezes na
condutividade hidraulica da raiz em Arabidopsis thaliana condicionada a salinidade (Pou et
al., 2016).

As isoformas de AQPs em C. procera exibiram regulagdo transitoria da expressdo ao
longo do tempo de exposicdo ao NaCl. Variacdo temporal da expressdo de AQPs sob salinidade
foi mostrada em raizes de arroz (Li et al., 2008), em folhas de espécies de Malus (Liu et al.,
2012) e em Arabdopsis sob NaCl e desidratacdo (Feng et al., 2018). A regulacéo transcricional
e pés-transcricional de isoformas de AQPs é complexa e por vezes opostas (Fox et al., 2017;
Kapilan et al., 2018), entretanto, entre as aquaporinas aqui estudadas foi possivel tracar um
padrdo de expressao temporal, havendo indugdo (up-regulation, UP) as 2 h e repressao (down-
regulation, DOWN) ap6s 8 h e 24 h de exposi¢do ao choque salino.

Os trabalhos supracitados evidenciam a importancia da inducdo de aquaporinas para
manutencdo do status hidrico das espécies vegetais (An et al., 2018; Pou et al., 2016; Zhou et
al., 2014), sendo a expressdo coordenada de PIPs e TIPs um ponto chave para a melhora do
fluxo de &gua celular e captacdo de adgua na raiz (Johansson et al., 2000; Maurel et al., 2015,
2002; Zhao et al., 2008). Além disso, a repressdo de AQPs influenciam negativamente a
condutividade hidraulica e condutancia estomatica amortecendo as taxas transpiratérias, que
por sua vez, favorece a conservacao de dgua na parte aérea (Hachez et al., 2006; Moshelion et
al., 2015; Siefritz et al., 2002; Skorupa-Ktaput et al., 2015). Adicionalmente pesquisas relatam
o papel funcional de aquaporinas presentes em células do parénquima do xilema no controle
hidraulico, destacando a participacdo destas AQPs na manutencdo da capacidade de transporte
do xilema e na restauracdo da funcionalidade dos vasos apds a embolia (Secchi et al. 2017).

Neste contexto evidenciamos que sob condi¢fes de alta salinidade, a inducdo da
expressao de PIPs e TIPs, com destaque PIP2.4, TIP1.4 e TIP1.3 possivelmente ocorre para
promover o ajuste do fluxo de &gua celular (vacuolo-citosol-apoplasto) e aumento da absorcéo
de 4gua do sistema radicular da espécie C. procera (Johansson et al., 2000; Maurel et al., 2015,
2002; Zhao et al., 2008). Por outro lado, propomos que a repressao da expressdo de AQPs em
especial de PIP1.2, TIP4.1e TIP1.4 as 8 h, e PIP1.2, TIP2.2 e TIP1.3 apds 24 h de exposicdo
ao NaCl pode ser uma estratégia utilizada por C. procera para evitar a perda de agua pelo
sistema radicular na presenca de alto potencial osmético do solo salinizado (Hachez et al., 2006;
Skorupa-Ktaput et al., 2015).
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A plasticidade em modular de forma transitéria o metabolismo primario e expressao
génica de AQPs evidencia a robustez da resposta de aclimatacdo do sistema radicular de C.
procera aos efeitos rapidos do estresse osmotico e ibnico gerado pelo choque salino (Munns e
Tester, 2008; Shavrukov, 2013). Estes mecanismos de aclimatagdo podem atuar localmente na
protecédo dos processos celulares e na manutencdo da atividade do sistema radicular por meio
da osmorregulacgéo, desintoxicacéo de espécies reativas de oxigénio e compartimentalizacao do
sodio citosélico (An et al., 2018, 2017; Mansour e Ali, 2017; Sami et al., 2016; Slama et al.,
2015). E de fato pode regular a homeostase da agua da planta inteira (An et al., 2018; Chaumont
and Tyerman, 2017; Javot e Maurel, 2002; Maurel et al., 2015; Moshelion et al., 2015; Pou et
al., 2016; Rodriguez-Gamir et al., 2019; Zhou et al., 2014).

O estudo das respostas fisioldgicas de C. procera sob choque salino mostrou que a alta
salinidade provoca répida resposta detectavel pelos parametros fisiolégicos de plantas jovens
sob condigdes de casa de vegetacdo. A imposicao a grandes concentracdes de NaCl (200 mM)
afeta a fotossintese da espécie em curto espaco de tempo, mas pouco afeta seu nivel de
hidratacdo. C. procera utiliza metabdlitos envolvidos nos processos de osmorregulacdo e
osmoprotecdo para aclimatacdo ao estresse osmotico, exibindo répida regulacdo da dindmica
destes metabolitos no sistema radicular. Contudo, sob condi¢6es de salinidade de curto prazo,
respostas menos acentuadas ocorrem na regulacdo de metabolitos em folhas. Além disto, a
modulagéo temporal da expressédo de PIPs e TIPs evidencia a plasticidade da permeabilidade
de &gua do sistema radicular, para responder a redu¢do na entrada de agua e desidratacédo celular
geradas pelo solo salinizado. Neste sentido, o acumulo de aminoacidos e carboidratos e a
regulacao da expressdo de aquaporinas na raiz contribuem no conjunto para a alta performance

do sistema radicular e alivio do status hidrico foliar de C. procera sob choque salino.
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LEGENDA DE FIGURAS

Fig. 1 Conteudo de sédio de folhas, caule e raizes de plantas jovens de C. procera sob 54 horas de exposi¢do ao
choque salino (200 mM de NaCl) em casa de vegetacdo (n=4+E.P). Valores seguidos por * diferem entre si pelo
teste T ou teste Mann-Whitney (p<0,05).

Fig. 2 Conteudo hidrico relativo (CHR) em folhas de plantas jovens de C. procera sob condic¢6es de choque salino
(200 mM de NaCl) em casa de vegetagdo (n=4+E.P). Valores seguidos por * diferem entre si pelo teste T ou teste
Mann-Whitney (p<0,05).

Fig. 3. (A) Condutancia estomatica (gs), (B) assimilacéo liquida de CO- (A) e (C) eficiéncia do uso da agua (EUA)
em plantas jovens de C. procera sob condi¢cdes de choque salino (200 mM de NaCl) em casa de vegetacdo
(n=4%E.P). Valores seguidos por * diferem entre si pelo teste T ou teste Mann-Whitney (p<0,05).

Fig. 4 (A) Carboidratos soltveis totais (CST), (B) sacarose, (C) frutose, (D) aminoacidos livres totais, (E) prolina,
(F) proteinas solaveis totais (PST) em folhas de plantas jovens de C. procera sob condi¢des de choque salino (200
mM de NaCl) em casa de vegetacdo (n=4+E.P). Valores seguidos por * diferem entre si pelo teste T ou teste Mann-
Whitney (p<0,05).

Fig. 5 (A) Carboidratos soltveis totais (CST), (B) sacarose, (C) frutose, (D) aminoacidos livres totais, (E) prolina,
(F) proteinas soluveis totais (PST) em raizes de plantas jovens de Calotropis procera sob condi¢des de choque
salino (200 mM de NaCl) em casa de vegetacdo (n=4+E.P). Valores seguidos por * diferem entre si pelo teste T
ou teste Mann-Whitney (p<0,05).

Fig. 6 Expressdo relativa de aquaporinas em raizes de plantas jovens de C. procera condi¢des de choque salino
(200 mM de NaCl) em casa de vegetacdo. (A-F) Proteinas intrinsecas de membrana plasmatica. (G-M) Proteinas
intrinsecas de tonoplasto. (---) Linha tracejada indica limite entre a regulaco positiva (acima da linha) e negativa
(abaixo da linha) da expresséo. Valores seguidos por * diferem entre si pelo teste de Randomizagdo de Realocacao
Pareada Fixa (p<0,05).

Fig. S1. Andlise fenética de membros da familia de aquaporinas de C. procera e Arabdopsis thaliana pelo método
de Neighbor Joining, com valores de bootstrap ao nivel de 1000 replicagdes. PIP (Proteinas de Membrana
Plasmatica), TIP (Proteinas de Membrana de Tonoplasto).

Fig.S2. Alinhamento de sequéncias de aquaporinas de C. procera e Arabdopsis thaliana. As sequéncias de
aminoacidos foram alinhadas usando o programa MEGA 7. Motivos NPA conservados estdo destacados em
amarelo. Sitios ar / R (posicbes H2, H5, LE1 e LE?2) estdo destacados em caixa de texto.



Fig. 1

CHR (%)

100

80

60

40

20

[ Controle
B 200mM de NaCl

ns

21 h

45h

88



[ Controle (sob baixo DPV) 7] Controle (sob alto DPV}
I NaCl 200mM (sob baixo DPV) [ NaCl 200mM (sob alto DPV)

A
0.09 -
E3
= . ?
o 0.06 =
&
= /]
E
% 003 |
0.00 '
15 B

NSk

E3

—_
<
I

A (nmol m-'zs'l)
< W
SN\

C ns

ns

EUA (mmol m-"2s71)
< [N EEN
I I
TR R

24h 28h 48 h S2h

Fig. 2.



90

4 120

@STW&.EEEV Isoaedes

= o o)
N O " =
[ | I

a_zﬁ-mv_._csé L1V

=

vy

o
T

- 200
- 150

o

<

—
I

o)
v <
T

-1 160

Amzﬁ-ﬁ.mv ISd

- 120

]

]

|

I 200 mM de NaCl

I:I Controle

o= ]
oo <t o
I T

(SWp.Bnoww) 1)

(S I _Sy[owru) asoyna g

*
=2 +*
2 =
£
* z
+*
- *
| | | | C_ | | | | E_ | | | |
< = < o o o o > o) o) o o o o < o
= S = S wy > e S v -3 o = S >
< o A — ol ~ — — e l > e} e

(S-S [oww) vurjorg

Fig. 3



91

(SIS Tour) asoseaeg

m .
(SW B Toww) TV (S, B1D) 154

o = [an] o o o o o
0 O < ~ = -t co ~ o = = -~ .
T T T _ _ , T T T I _ _ :
& * V
%
* 4
A
* @&J
wn
= . &U%
z x v%
& * Nw
’ « o,
= = %,
+* . v
%
+*
; %
* ™ m v
(/)
e
i %
3 .
@)
> >3
Z m m @
k)
o3 = . I
£ % . s
s o
<D
[ SR
< * : *ﬂ&o
D- | | | | | | | | E | 1 | Q&a
o o o o o o o o oo o ay = 5
o > e S > " = v = =4 2 =
(7] D =t (| o i — & NS S =

(S -8 10mm) 18D

(S -8 Toww) dsona g (S B¥ Towm) earjo.g

Fig. 4



92

uo1552.4dx9 AN [ uorssaudxa aanePy olssa1dxd 2410y uo1ss3.1dxa daney

w -+ e 2] o w A by S~ o v -+ L] o - <
T T T T T T T T T T T T T T T T
| I
_ _w s
! N
| |
~ ~ " o~ I
[§] N N
3 3 s i i
oY & | & “
__ |
T
| . |
| E— Vﬂ/
I |
_ - I
| |
| |
| |
PNl w ¢
s T = ! ﬁﬁ&
|
| |
~ = - s |
~ «~ @ o
= 3 “W = i K
" R, | =~ I
| |
T t
— 1 w1 %
. |
_ < |
I I I | |
_ _
|
| |
g H | »
| |
| ! _
=~ - N . ~ h
m..._ &l nP.._ z m.P._ | % m
& _ A | = _ <
| | |
| ! _
H *— | 4 p—— _
_ _ _
- sl = el
l ! l ! l | | | 1 I | 1 1 l l _ ! l I I
Wy -+ Faay o1 — o = €=} vy o ol —_ o R=] Us] - ) 3] — = el wy =+ [ad]
uo1ssa1dxa daneEPy uoissaadxa aanepy uoIssaIdxa aanepy uorssaadxa aane@y uo1ssaadxa danepy

Fig. 5



] Controle
B 200 mM de NaCl

A

1.6 -

1.2

0.8 -

Na't (g Kg'! MS)
o

04 —

H
H

0.0

o
T

ns

K" (g Kg'l MS)
=
I

ns

0.4

0.3

02+

Na /K

0.1 —

0.0

Folha Caule Raiz

Fig. 6



Fig. S1.

94

100

CpTIP1.1
CpTIP1.2
ALTIP1.1
ALTIP1.2
CpTIP1.3
CpTIP1.4
ALTIP1.3

— CpTIP4.1

56

100 AtTIP4.1

AtTIP2.3

97 AtTIP2 1
100 CpTIP2.2

— AtTIP3.1

93— AtTIP3.2
AtTIP5.1

,—AtNIF'1.1

34— ASIP2.1
4 CpPIP1.1
CpPIP1.2
AtPIP1.1

98

AtPIP1.2

APIP1.4
AtPIP1.3
AtPIP1.5
CpPIP2.1

]

30

AtPIP2.7
AtPIP2.8
100 CpPIP2.2
CpPIP2.3

839

ﬁ\ﬁ

CpPIP2.4
> AtPIP2.6
AtPIP2.5
AtPIP2.4

AtPIP2.1
5 APIP2.2
APIP2.3

ﬁﬁ%

11PI1

TIP4

1IP?

PIPI1

PIP?




CpPIP1.2
CpPIP1.1
AtPIP1.5
AtPIP1.1
AtPIP1.2
AtPIP1.3
AtPIP1.4
AtPIP2.6
CpPIP2.1
AtPIP2.7
AtPIP2.8
CpPIP2.2
CpPIP2.3
AtPIP2.5
AtPIP2.4
CpPIP2.4
AtPIP2.1
AtPIP2.2
AtPIP2.3
AtTIPS.1
CpTIP4.1
AtTIP4.1
AtTIP3.1
AtTIP3.2
AtTIP1.3
AtTIP1.2
AtTIP1.1
CpTIP1.1
CpTIP1.2
CpTIP1.3
CpTIP1.4
AtTIP2.2
AtTIP2.3
CpTIP2.1
CpTIP2.2
AtTIP2.1

Fig.S2.

I
KCKSVGIQGIAWA
KCSSVGIQGIANWY

MCASVGIQGIAWAFRGMIFALVYCTAGISGHINPAVTFGLFLARKLSLTRALFYIVMQPILAPLPIGFAVFL
MCASVGIQGIAWA

MCASVGIQGIAWAFREGMIFALVYCTAGISGHINPAVTFGLFLARKLSLTRAVYYIVMQPILAPLPIGFAVFL
MCASVGIQGIAWAFEGMIFALVYCTAGISGHINPAVT FGLFLARKLSLTRAVFYIVMQIPILAPLPIGFAVFL

MCASVGIQGIAWA
ACASVGLLGISWA
QCDGVGILGISKWA
PCDGVGLLGIANA
PCGGVGLLGIAWA

QCGGVGILGIAWA

QCGGVGILGIAWA
QCTGVGVLGIAWA
DCGGVGILGIAWA

DCGGVGILGIAKA
DCGGVGILGIAWA
DCGGVGILGIANA
VSGPFGVLIPAIA

MIFALVYCTAGISGHINPAVTFGLFLARKLSLTRTLFYIVMQPLLAPLPIGFAVFL!
MIFALVYCTAGISGHINPAVTFGLFLARKLSLARALFYIVMQPILAPLPIGFAVFL

[
]
[
MIFALVYCTAGISGHINPAVTFGLFLARKLSLTRALYYIVMQPILAPLPIGFAVFLH
[H]
[H]
[H]

B8
B

MIFILVYCTAGISGHINPAVTFGLFLARKVSLIRAVLYMIAQPVLAPLPIGFAVFM\

MIFILVYCTAGISGHINPAVTFGLLLARKVTLVRAVMYMVAQPVLAPLPIGFAVFIVH
FM\

- -MIFILVYCTAGISGHINPAVTFGLFLARKVSLIRAIMYMVAQPVLAPLPIGFAVFM\
MIFILVYCTAGISGHINPAVTFGLFLARKVSLPRALLYIIAQPVLAPLPIGFAVFMF

MIFILVYCTAGISGHINPAVTFGLFLARKVSLIRAVLYMVAQPVLAPLPIGFAVFM\
NRLALSSSVYISWNVSGHVNPAVT FAMAVAGRISVPTAMFYWTSQLAVGPIFIGFVAGA

ANPLVGLFFVAM
GNTLVGLFAVAV,

LVVAVMISAGFRISGHLNPAVTLGLCVGGHITVWRSILYFIDQDGLGPLLTGLVVGAN

TNTPGGLILVALA
TNTPGGLVLVALA
PATPAGLVAASLY

HAFALFAAVSAAINVSGHVNPAVT FGALVGGRVTAIRAIYYWIAQGIIAPLAIGLIVGAN
HALALFAAVSAATNVSGHVNPAVT FAALIGGRISVIRAIYYWVAQGIIAPLAIGLIVGAN
HRFALFVAVSVGANVSGHVNPAVT FGAFIGGNITLLRAILYWIAQGIIAPLAIGLIVGAN

I
FVWVAVMISAG-HISGHLNPAVTLGLLLGGHISVFRAFLYWIDQDGFGPLLTGFVVGANI
I
I

ATTPSGLVAAAL
ATTPSGLVAAAV,

FGLFVAVSVGANISGHVNPAVTFGVLLGGNITLLRGILYWIAQGTIAPIAIGFIVGAN

AATPAGLISASTA
AATPAGLISASTA
SSTPSGLVAAATA
AGTPAGLISASTA
ALDPAGLVAVAV

FGLFVAVSVGANISGHVNPAVTFGAFIGGNITLLRGILYWIAQGTIAPIAIGFIVGAN
AFALFVAVSVGANISGHVNPAVT FGAFVGGNITLLRGILYWIAQGTIAPIAIGFIVGAN
AFALFVAVSVGANISGHVNPAVT FGAFVGGNITLLRGILYWIAQGTIAPIAIGFIVGAN
ALALFVAVSVGANISGHVNPAVTFGAFLGGNITLLRGILYWIAQGIIAPLAIGFIVGAN

ALDPAGLVAIAIA
ALDPAGLVAVAV(
ALDPAGLVAVAV(
ALDTPGLVAIAV(

FALFVGVSIAANISGHLNPAVTLGLAVGGNITVITGFFYWIAQGTIAPIAIGFIVGAN
RFALFVGVSIAANISGHLNPAVTLGLAIGGNITLITGFFYWIAQGTIAPIAIGFIVGAN

L L L L L T

FALFVAVAVGANISGHVNPAVTFGLALGGQITILTGIFYWIAQGVIAPIAIGFIVGAN

I
I
I
I
I
I
AFALFVAVSVGANISGHVNPAVT FGAFVGGHITLLRSILYWIAQGIIAPIAIGFIVGANT]
I
I
I
I
L

EFALFVAVAVGANI SGHVNPAVTFGLALGGQITILTGIFYWIAQGVIAPIAIGFIVGAN

FALFVAVAIGANISGHVNPAVTFGLAVGGQITVITGVFYWIAQGTIAPLAIGLIVGAN

| AAGPF SAdS

ARISLGSAVIYNQKKAWDHHY
ARS LGAATIYNKDKAWDHHY
ARISFGAAVIYNNEKAWDDQY
ARISFGAAVIYGKDKAWDDHY
ARISFGAAVIYNKSKPWDDHY
ARIS FGAAVIYNKSKPHDDHY
ARISFGAAVIFNKSKPWDDHY
ACAFGSAMVYG- - -SFKNQA
ARSFGPALVSG- - - NWTDHY
ARSFGPALVSG- - -NWTDHY
ARIFGPALVC

- - - RWHDH¥

AVEFGPAVVSH - - - TWTNHY
AVAFGPAVVSH - - - TWTNHY
AVAFGPAVVSY - - - TWTNHY
AVEFGPAVVSH- - - THTNHY
AVEFGPAVVSH - - - TWTNHY
AVEFGPAVVSH - - - THTNHY
AVEFGPAVVSY- - - TWTNHY
AR FGPAVVSG- - -DFSQIV
ARSFGPAVVSG- - -DLSQIV
ARSFGPAVASG- - -DFAGNY
ARISFGPAVASG- - - DFAGNY
ARISFGPAVAAG- - -DFSGHY

95



96

Tabela 1. Contetdo de clorofila a (CHL a) e Clorofila b (CHL b) em folhas de plantas jovens de C. procera sob
condicBes de choque salino (200 mM de NaCl) em casa de vegetacdo (n=4+E.P). Valores seguidos por * diferem
entre si pelo teste T ou teste Mann-Whitney (p<0,05).

Tratamento CHLa (g9.kg*MS) CHLb (g.kg*MS)
24 h 48 h 24 h 48 h
Controle 3,6+0,19 4,5+ 0,06 1,2+0,08 1,4+0,03

200 mM de NaCl 4,1 +0,24" 3,7+£0,07" 1,2 +£0,05™ 1,2+0,02




Tabela S1. Par de primers de genes de aquaporinas e genes normalizadores.
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Gene Nimero de acesso Descri¢io Sequéncia do primer Tamanho do produto Tm Eficiéncia

(5'-3') (forward/reverse) (pb) °C) (%)

PIP1.] DNI144739 c0_gl_il Agquaporin PIP1 F: CCGAATGACCAAGCAATGCC 194 60.2 92.0
R: TACAAGGAACCACCACCTGC 59.9

PIP1.2 DN74902_cl1_g2 il Aquaporin PIP] F: GCATTGTCCTCACGGTATATGC 162 599 93.6
R: ACCACCAAGTAGTAATCAGGGC 59.8

PIP2.]1 DNI157061_¢2_g5_il Aquaporin PIP2 F: AAAGGAGGGCTGAAACAGGG 182 59,9 99.0
R: AAGGCATTGGGATCCTTCCG 60,0

PIP2.2 DN7709_c0_gl_il Aquaporin PIP2 F: AAAGGACTACCACGATCCGC 200 59,8 99.1
R: CAAGAATACCAACACCGCCG 59,6

PIP2.3 DNI12149_c0_gl_il Aquaporin PIP2 F: TTGTGGCCAAATGCACCATG 187 60,0 91.2
R: GCAAATGAGCTTCAACCCGG 60,1

PIP2.4 DN61905_cl_gl_il Aquaporin PIP2 F: AAAGCCTGGGACGATCACTG 111 60,0 90.6
R: TCCCAGAGCTTTCACTGCTG 60,0

TiPi.1 DNI197439 ¢9_gl il Aguaporin TIPI F: TCCATGTCCAGCTAACCACG 109 59.8 93.5
R: GCGATTGGTTTCATCGTGGG 59.9

TiP1.2 DN99429 ¢5_gl il Aguaporin TIPI F: ACCATCCCGATGCACTCAAG 169 60,1 100.0
R: ACGAAGAGTGCAAATGCGTG 59.8

TIP1.3 DNI100226_c0_g4_il Aguaporin TIP1 F: GGTGCAAATATTTCCGGCGG 131 60,2 93.1
R: AAGCAAGCAACAACGGAACC 599

TIP1.4 DN88187_cl_gl_i2 Aguaporin TIP1 F: AAGGTAATGTGACCGCCGAC 160 60,4 99.4
R: TAACGGACAATGGAGCAGGC 60,4

TIP2.] DN37766_c0_gl_il Aguaporin TIP2 F: ACAAGAGGAGCGTGGTCATG 188 60,0 100
R: GCAAATATCTTGGCTGCCGG 60,0

TIP2.2 DN26228_c0_g2_il Agquaporin TIP2 F: GCAAATATCTTGGCTGCCGG 188 60,0 95.9
R: ACAAGAGGAGCGTGGTCATG 60,0

TIP4.] DNS56863_c0_gl_il Agquaporin TIP4 F: AGAGGCCCGACCCAATAAAC 169 59,7 93.8
R: AAGGTAACCTTGACGGGCTG 60,0

CYP23 TR24005|c1_gl_i8 Peptidyl-prolyl cis-trans ~ F: CATGTTCAATCCAGTCGAAGTC 119 59,6 100
isomerase 23 isoform X2  R: ATCATCCTTACCAGCAACCAGT 599

ACTI104 TR39342|c4_g5_i5 Actin-104 F: CACAATATGGCTGAGGGTGAG 91 60,5 98

R: GAGCATCATCACCAGCAAATC 60,6

UBP25 TR43486|c0_gl_i2 Ubiguitin carboxyl-terminal F: AATCACTTCTCTCACCGCTCTC 138 60,0 100
hydrolase 25 R: ATCAGAGGGAGGGTGCTATTG 60,5

Tm: Temperatura de melting
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5 CONCLUSAO

Este trabalho forneceu, pela primeira vez a selecdo de genes de referéncia (RGS)
candidatos para estudos da expressdao génica em C. procera. Além de indicar RGs mais
confiaveis para 15 combinacbes de tempo sob trés diferentes condicGes experimentais,
incluindo dois orgdos vegetais e trés concentracdes de salinidade. Entre os 10 RGs avaliados,
CYP23 mostrou-se um importante candidato a RG para normalizagcdo da expressao de C.
procera sob diferentes condi¢cdes experimentais. Ao contrario de UBP25 que deve ser evitado
para a normalizacdo da expressao génica para condicdes de estresse salino de longa duragdo em
folha de C. procera.

O estudo da fisiologia de C. procera sob choque salino mostrou que a alta salinidade
provocou rapida resposta nos parametros fisioldgicos de plantas jovens sob condi¢des de casa
de vegetacdo. Alta concentracdo de NaCl (200 mM) afeta a fotossintese da espécie a curto
prazo, mas pouco afeta seu nivel de hidratacdo. C. procera utiliza metabdlitos envolvidos nos
processos de osmorregulacdo e osmoprotecao para aclimatacao ao estresse osmotico, exibindo
rapida regulagédo da dindmica destes metabdlitos no sistema radicular. A modulacéo temporal
da expressdo de aquaporinas PIPs e TIPs evidencia a plasticidade da permeabilidade de agua
do sistema radicular, para responder a reducdo na entrada de agua e desidratacdo celular geradas
pelo solo salinizado. Portanto, o acimulo de carboidratos e aminoécidos associado a regulacao
da expressdo de aquaporinas contribuem para a alta performance do sistema radicular e alivio
do status hidrico foliar sob choque salino.

Neste contexto, este trabalho permitiu abranger o entendimento das respostas
fisiologicas e moleculares de C. procera a salinidade, principalmente com relacéo as estratégias
de manutencdo do balanco hidrico por meio do sistema radicular fornecendo informacées

relevantes para o melhoramento genético de plantas do metabolismo Cs.
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