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RESUMO 

 

Ritmos circadianos são “marca-passos” endógenos que permite que os organismos se antecipem 

as mudanças diárias. Em plantas, informações sobre a base molecular para esse sistema já se 

encontra bem descrito, inclusive no seu envolvimento na tolerância a diferentes tipos de estresse 

abiótico. O objetivo do presente trabalho foi caracterizar respostas fisiológicas e moleculares 

de plantas jovens de Cenostigma pyramidale sob salinidade e como o ritmo circadiano 

influencia essas respostas. Em diferentes momentos do dia (manhã e início da noite) foi 

aplicado o choque salino e avaliado os perfis metabólicos desencadeados. Nos dois conjuntos 

experimentais as plantas acumularam altas quantidades de Na+, em relação ao controle, em seus 

tecidos foliares e foram capazes diminuir essa concentração até o fim do experimento. 

Sugerindo que essa espécie se utiliza da recirculação de Na+ para tolerar o estresse. Em seu 

metabolismo, no geral, as plantas apresentaram ciclos diurnos em relação ao amido, prolina e 

H2O2. As plantas submetidas ao choque salino no início da manhã demonstraram maiores 

alterações em sua homeostase, pelo maior acúmulo de peróxido de hidrogênio e MDA, e um 

maior investimento em prolina. Quando se levou em consideração o tempo de aplicação do 

estresse, em tecido radicular, as plantas submetidas ao estresse salino no início da manhã, foi 

observado que à medida que aumentava o tempo de exposição ao estresse também ocorreu o 

aumento nos teores de prolina. No entanto, ocorreu a diminuição nas concentrações de MDA. 

Os dados indicaram que a alta salinidade promove respotas rápida nos parâmetros fisiológicos 

de plantas de C. pyramidale sob condições de casa de vegetação, principalmente no sistema 

radicular. Informações in silico baseadas na análise do transcriptoma radicular de C. pyramidale 

sob salinidade (100 mM) em diferentes tempos de estresse, demonstraram que o sal estresse 

afetou a expressão de componentes do relógio circadiano. Houve indução de Gigantea, após 30 

min e 2h de aplicação do estresse, com sua repressão no estresse máximo (após 11 dias sob 

salinidade). ELF4 (Early Flowering 4), um gene relatado na literatura com expressão noturna 

e essencial para a ritmicidade, também apresentou expressão diferencial, estando reprimido no 

estresse máximo. 

 

Palavras-chave: Relógio circadiano; trocas gasosas; solutos osmóticos; peroxidação lipídica; 

recirculação de sódio; expressão gênica; ELF4; Gigantea. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



     

 
 

ABSTRACT 

 

Circadian rhythms are endogenous “pacemakers” that allow organisms to anticipate daily 

changes. In plants, information on the molecular base for this system is already well described, 

including its role in the tolerance to different types of abiotic stress. The present work aimed to 

characterize the physiological and molecular responses of young plants Cenostigma pyramidale 

under salinity, and how the circadian rhythm influences these responses. At different times of 

the day (morning and early evening) a salt shock was applied and the triggered metabolic 

profiles were evaluated. In the two experimental sets, the plants accumulated high amounts of 

Na+ in their leaf tissues in relation to the control and were able to decrease this concentration 

until the end of the experiment, suggesting that this species employs Na+ recirculation in order 

to tolerate stress. In their metabolism, the plants generally presented daytime cycles in relation 

to starch, proline, and H2O2. The plants subjected to the salt shock early in the morning did not 

demonstrate greater alterations in their homeostasis due to the higher accumulation of H2O2 and 

MDA, and to the greater investment in proline. When taking the stress application time into 

account, in the root tissue of the plants subjected to salt stress early in the morning, it was 

observed that as the exposure time to stress increased, so did the contents of proline.  However, 

there was a decrease in MDA concentrations. The data indicated that high salinity promotes 

quick responses in the physiological parameters of plants of C. pyramidale under plant nursery 

conditions, especially in the root system. In silico information based on the root transcriptome 

analysis of C. pyramidale under salinity (100 mM) in different stress times demonstrated that 

salt stress affected the expression of the components of the circadian clock.  There was an 

induction of Gigantea after 30 minutes and 2 hours of stress application, with its repression at 

maximum stress (after 11 days under salinity). ELF4 (Early Flowering 4), a gene reported in 

the literature with nighttime expression and essential for rhythmicity, also presented a 

differential expression, being repressed at maximum stress.  

 

Keywords: Circadian clock; gas exchange; osmotic solutes; lipid peroxidation; sodium 

recirculation; gene expression; ELF4; Gigantea. 
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1 APRESENTAÇÃO 

 

Muitas das atividades fisiológicas e comportamentais das espécies ocorrem em 

eventos temporais. Esses aspectos podem variar em sua regularidade, no entanto, eles 

sempre estão conectados com os eventos periódicos do ambiente. Essas conexões entre o 

ambiente-atividades biológicas são chamadas de ritmos biológicos (SWEENEY, 1962). 

Levando em consideração que a sincronização ambiental ocorre desde bactérias a 

eucaryotos mais derivados, é de se supor que pressões seletivas levaram os organismos a 

correlacionar suas atividades com os eventos temporais do ambiente (PITTENDRIGH, 

1993). Provavelmente a programação das atividades para que ocorressem em fase 

especifica dentro de um ciclo puderam garantir que reações incompatíveis sejam 

acontecessem em momentos temporais distintos, garantindo assim um melhor 

desempenho dos organismos (MITSUI et al., 1986). 

Um subconjunto dos ritmos biológicos é o ritmo circadiano. Este pode ser 

considerado um sofisticado mecanismo que garante a persistência de um ritmo que possui 

periodicidade correspondente ao movimento de rotação da Terra (aproximadamente 24 

h) (SWEENEY, 1962; GARDNER et al., 2006). Os primeiros estudos realizados sobre 

ritmos circadianos foram realizados em plantas e desde então trabalhos das relações do 

ciclo diário de luz/escuro tem sido realizados com outros organismos (MITSUI et al., 

1986; QIAN et al., 2012). Em plantas, várias atividades estão sob controle circadiano, 

como condutância estomática, assimilação de CO2, abertura floral, produção de 

fitorreguladores e expressão de genes envolvidos na tolerância ao estresse (ATKINS; 

DODD, 2014; DODD et al., 2015; GRUNDY; STOKER; CARRÉ, 2015; WELLER; 

ORTEGA, 2015; DIOS et al., 2016, 2017; GESSLER et al., 2017). E estudos recentes 

apontam que aproximadamente 30% do transcriptoma de Arabidopsis thaliana está sob 

controle circadiano (COVINGTON et al., 2008). 

Estudos em nível molecular do relógio circadiano já foram investigados em 

algumas espécies (MARTINO-CATT; ORT, 1992; MARCOLINO-GOMES et al., 2014), 

mais profundamente em A. thaliana (GREEN; TOBIN, 1999; HALL et al., 2001; SEO; 

MAS, 2014). Em síntese, o funcionamento do relógio se inicia pela manhã com expressão 

de dois fatores de transcrição LHY (LATE ELONGATED HYPOCOTYL) e CCA 

(CICARDIAN CLOCK ASSOCIATED), que são reprimidos pela expressão das 

chamadas proteínas PRR (PSEUDO-RESPONSE REGULATOR). Durante a madrugada 

um complexo noturno, formado por três proteínas (ELF3, ELF4 e LUX) inibe a expressão 
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das PRR. Assim a expressão de LHY e CCA sobe novamente pela manhã (SEO; MAS, 

2014). No entanto, mais do que controlar as atividades metabólicas das plantas, estudos 

recentes vêm demonstrando que o relógio contribui para a capacidade das plantas 

tolerarem diferentes tipos de estresse ambiental e se adaptarem a eles (GRUNDY; 

STOKER; CARRÉ, 2015). Isso se deve pelo relógio está no controle da expressão de uma 

grande fração de genes responsivos ao estresse (WILKINS et al., 2009; HABTE et al., 

2014). Em contrapartida, trabalhos vêm indicando que diferentes tensões ambientais 

funcionam com input para o relógio circadiano resultando em uma expressão alterada e 

splicing diferencial dos genes do relógio (BENDIX; MARSHALL; HARMON, 2015; 

GRUNDY, STOKER; CARRÉ, 2015). Além disso, já foi demonstrado que as plantas 

apresentam capacidade de respostas diferenciadas ao longo do dia, dependendo do 

momento que em o estresse ambiental é aplicado (em nível transcricional) (WILKINS; 

BRÄUTIGAM; CAMPBELL, 2010; GREENHAM; MCCLUNG, 2015; PARK et al., 

2016). Logo, a compreensão das interações de diferentes estresses com o relógio 

circadiano se tornou alvos vários estudos nos últimos anos.  

Dentre os estresses abióticos que mais limitam a produtividade da biomassa 

vegetal, está o estresse salino. Para suportar essa adversidade as plantas alteram sua 

morfologia, fisiologia, metabolismo e expressão gênica, que em conjunto resultam em 

algum grau de tolerância (GUPTA et al., 2014). Em um cenário em que mudanças 

ambientais vêm acontecendo de forma mais rápida e intensa, a compreensão de como esse 

estresse abiótico impacta (ou não) no relógio circadiano se faz necessário, uma vez que 

uma boa sincronização com ambiente resulta em um aumento no fitness das espécies 

(GREEN et al., 2002). Além disso, é necessário investigar essas informações em espécies 

lenhosas, que apresentam uma estratégia de vida diferente das espécies que até o 

momento foram alvos desses estudos (espécies que apresentam ciclo de vida curto ou são 

domesticadas) (NAKAMICHI, 2011).  

Dessa forma, o presente estudo visa investigar a performance fisiológica e 

alterações na expressão gênica de uma espécie lenhosa nativa da caatinga, Cenostigma 

pyramidale (Tul.) L. P. Queiroz (Fabaceae) submetida alta salinidade.  Através desse 

conjunto de dados, o estudo pretende compreender: 1) como o tempo de exposição ao sal 

afeta os níveis de solutos orgânicos e balanço redox em uma situação de choque salino; 

2) se a entrada do estímulo em diferentes momentos do dia desencadeia perfis de respostas 

diferenciados no metabolismo primário; 3) identificar in sílico os genes do relógio 

circadiano no transcriptoma radícula de C. pyramidale e verificar se salinidade age como 
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um input alterando seus níveis de expressão. Com isso desejamos fornecer informações 

sobre as conexões entre salinidade e o relógio circadiano em uma espécie lenhosa 

importante para florestas tropicais sazonalmente secas. 
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2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

2.1 RITMO BIOLÓGICOS 

 

Os ritmos biológicos são observados em praticamente em todos os organismos, 

desde os mais basais aos mais derivados na escala evolutiva (SWEENEY, 1962). Estes 

relógios são sofisticados componentes adaptativos que permitem que as funções 

biológicas sejam colocadas em uma “base” de tempo regular (MCCLUNG, 2006; 

FUKUDA et al., 2007). Os primeiros experimentos que demonstraram a medição 

precisam do tempo pelas plantas foram realizados por Ganer e Allard (1920). Estre 

trabalho mostrou que as plantas produzem flores em certas estações devido a sua 

capacidade de medir a duração do dia ou, mais exatamente a duração de período escuro 

ininterrupto, com refino suficiente para detectar a estação do ano. Com o tempo vários 

experimentos mostraram que esse comportamento rítmico é extremamente comum nas 

plantas e que existe toda uma classe de fenômenos em que a medição do tempo é o 

comportamento característico (SWEENEY, 1962). 

A capacidade de regulação endógena dos ritmos biológicos ocorre na presença ou 

ausência de ciclos ambientais (por exemplo, períodos de luminosidade e escuridão e 

sazonalidade), permitindo a organização temporal das funções biológicas e o 

acontecimento das atividades em uma base temporal regular (ROENNEBERG; WIRZ-

JUSTICE; MERROW, 2003). Entretanto, o padrão do ritmo expresso em condições 

constantes é denominado ritmo em livre-curso e este é ajustado quando submetidos às 

pistas temporais ambientais (MCCLUNG, 2006). Logo, a geração endógena dos ritmos 

pode ser submetida a ajustes temporais contínuos por pistas periódicas do ambiente 

(MCCLUNG, 2006; GREENHAM; MCCLUNG, 2015).  

A sincronização pode ser definida como a relação de ajuste temporal entre o ritmo 

endógeno e os ciclos ambientais (HARMER, 2009). Esta possui funções essenciais como 

ajustar o período e a fase dos ritmos endógenos de acordo com a duração e as fases dos 

ciclos ambientais (MÁS; YANOVSKY, 2009). A correspondência incorreta entre os 

ritmos ambientas e os endógenos mostrou reduzir o conteúdo de clorofila foliar, a 

assimilação, o crescimento e aumentou a mortalidade (DODD et al., 2005). Os sinais 

ambientais como luz e temperatura são chamados de zeitgeber (“doador do tempo”) 

(MCCLUNG, 2006), sendo os responsáveis por redefinir o relógio na planta (MÁS; 

YANOVSKY, 2009), embora seja a luz de longe o zeitberg mais dominante. Muitos dos 
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componentes do relógio das plantas são sensíveis à luz, mostrando transcrição sensível à 

presença de luz (GREENHAM; MCCLUNG, 2015). 

 

2.2 RITMOS CIRCADIANOS 

 

Os organismos demonstram de fato organização temporal, e, portanto, são capazes 

de medir o tempo. Essa apropriação de ritmicidade, devido às condições ambientais 

diárias, em uma escala de 24 horas, levou a definição de ritmo circadiano (do latim cerca 

de um dia).  O relógio circadiano é um oscilador biológico que gira em torno de 24 horas, 

que permite os organismos a anteciparem às mudanças diárias previsíveis que estão 

ligadas a rotação da Terra (MCCLUNG, 2006; GRUNDY; STOKER; CORRÉ, 2015). 

Os ritmos circadianos controlam muitos processos nas plantas, incluindo condutância 

estomática, assimilação de CO2, fotossíntese, produção de fitorreguladores e expressão 

genes de tolerância (MARTINO-CATT; ORT, 1992; WILKINS; BRÄUTIGAM; 

CAMPBELL, 2010). Por muito tempo se perguntou se o os componentes que formam o 

relógio eram totalmente endógenos (SWEENEY, 1962). No entanto, só na década de 

1990, que se observou um rápido progresso em direção à identificação dos componentes 

do relógio (Tabela 1) e a dos mecanismos oscilatórios centrais para o relógio circadiano 

(MCCLUNG, 2006). Esses avanços se deram, em grande parte, devido ao surgimento de 

Arabidopsis thaliana como um poderoso modelo que permitiu a análises genéticas 

avançadas (SOMERVILLE; KOORNNEEF, 2002; KOORNNEEF; MEINKE, 2010). 

O relógio circadiano é composto por três “circuitos de retorno” que são 

interligados. Dois fatores de transcrição de domínio MYB únicos, CIRCADIAN AND 

CLOCK ASSOCIATED 1 (CCA1) e LATE ELONGATED HYPOCOTYL (LHY) 

parecem desempenhar papéis fundamentais em cada loop, sendo propostos como como o 

oscilador central do relógio (ALABADÍ et al., 2001). O funcionamento do relógio se 

inicia pela manhã com expressão de dois fatores de transcrição LHY e CCA1. CCA1 e 

LHY reprimem a expressão de um componente noturno TIMING OF CAB 

EXPRESSION 1 (TOC1), um membro da família das PRR (Pseudoresponse Regulator) 

(MCWATTERS; DEVLIN, 2011). Por sua vez, CCA1 e LHY são down-regulated pela a 

expressão das chamadas proteínas PRR 7, 9 e 5 (Pseudo-Response Regulator). Durante a 

madrugada um complexo noturno, formado por três proteínas (ELF3, ELF4 e LUX) inibe 

a expressão das PRR. Assim a expressão de LHY e CCA sobe novamente pela manhã. 

(Figura 1). 
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Figura 1 - Modelo do relógio circadiano de Arabidopsis thaliana 

 

 Fonte: Greenham e Mcclung, 2015. Nature. 

 

No entanto, outras conexões entre os módulos são estabelecidos e vários 

participantes e suas regulações foram adicionados à lista original dos componentes do 

relógio (SIMON; DODD, 2017). Além do controle transcricional, evidencias vem 

demonstrando que mecanismos como splicing alternativo, tunover de proteínas e 

modificações da cromatina refinam ainda mais a precisão e a robustez dos osciladores 

circadianos (GREENHAM; MCCLUNG, 2015). Até o momento mais de 20 componentes 

associados ao relógio foram identificados em A. thaliana (HSU; HARMER, 2014) e 

homólogos desses genes também já foram identificados e caracterizados em outras 

espécies (FABRICANTE; ANDRADE; MARQUES, 2010; YON et al., 2012; 

CALIXTO; WAUGH; BROWN, 2015). No entanto vários estudos recentes (de 

MIZUNO; NAKAMICHI, 2005; KIM et al., 2010; MONTAIGU; COUPLAND, 2017) 

vem demonstrando que é grande a complexidade do relógio circadiano em A. thaliana e 

que muitas “peças” do quebra-cabeça ainda estão faltando. 
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Tabela 1 - Principais genes do relógio circadiano em Arabdopsis thaliana 

Gene Descrição 

Horário da 

atividade da 

proteína 

Função molecular Referência 

CCA1 

 

CIRCADIAN CLOCK 

ASSOCIATED 1 
Manhã 

Fator de transcrição; controla diretamente a expressão de 

genes de saída do relógio; repressão dos genes expressos à 

tarde/noite. 

HARMER, 2009 

LHY 

 

MYB-RELATED 

TRANSCRIPTION FACTOR 

LHY 

Manhã 
Fator de transcrição; repressão dos genes expressos a 

tarde/noite. 
HARMER, 2009 

PRR9 
PSEUDO-RESPONSE 

REGULATOR 9 

Depois do 

amanhecer 
Fator de transcrição; reprime a expressão de CCA1 e LHY 

MIZUNO; NAKAMAMICHI, 2005; 

NAKAMICHI et al., 2005 

PRR7 
PSEUDO-RESPONSE 

REGULATOR 7 

Depois do 

amanhecer 
Fator de transcrição; reprime a expressão de CCA1 e LHY NAKAMICHI et al., 2005 

PRR5 
PSEUDO-RESPONSE 

REGULATOR 5 
Tarde Fator de transcrição; reprime a expressão de CCA1 e LHY 

NAKAMICHI et al., 2012; WANG; 

FUJIWARA; SOMERS, 2010 

PRR3 
PSEUDO-RESPONSE 

REGULATOR 3 
Fim de tarde/Noite 

Fator de transcrição; modula a estabilidade de transcrição do 

TOC1 
PARA et al., 2007 

TOC 1 

(PRR1) 

PSEUDO-RESPONSE 

REGULATOR 1 
Fim de tarde/Noite Fator de transcrição; reprime a expressão de CCA1 e LHY HUANG et al., 2012 

LUX LUX ARRHYTHMO Noite 
Fator de transcrição; reprime a expressão de PRR9 e genes de 

saída 
NUSINOW et al., 2011 

ELF 3 
PROTEIN EARLY 

FLOWERING 3 
Noite Regulador de transcrição; reprime a expressão de PRR9 NUSINOW et al., 2011 

ELF 4 
PROTEIN EARLY 

FLOWERING 3 
Noite Regulador de transcrição; reprime a expressão de PRR9 HERRERO et al., 2012 

ZTL 
CLOCK-ASSOCIATED PAS 

PROTEIN ZTL 
Fim de tarde 

Proteína F-BOX; regula a estabilidade das proteínas de 

TOC1 
MÁS et al., 2003 

GI GIGANTEA  Proteína nuclear; interação proteína-proteína DALCHAU et al., 2011 

Fonte: A autora (2020). 
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2.3 ESTRESSE ABIÓTICO E RELÓGIO CIRCADIANO NAS PLANTAS 

 

Devido à previsibilidade das mudanças diárias no ambiente, é de se esperar que o 

relógio circadiano ajude as plantas na adaptação ás tensões abióticas (HSU; HARMER, 

2014). Nos últimos anos alguns estudos vem relatando que o relógio tem influência nas 

respostas ao estresse abiótico, contribuindo para a tolerância vegetal a diferentes tipos de 

estresse (DODD et al., 2005; FOWLER; COOK; THOMASHOW, 2005; GRUNDY; 

STOKER; CORRÉ, 2015; SYED et al., 2015). Isso ocorre porque o relógio circadiano 

controla uma grande fração de genes responsivos ao estresse abiótico (WILKINS; 

BRÄUTIGAM; CAMPBELL, 2010; GRUNDY; STOKER; CORRÉ, 2015). Por 

exemplo, a produção de fitormônios é um tipo de resposta das plantas submetidas a 

estresses abióticos. A síntese de ácido abscísico (ABA), que é aumentada rapidamente 

após estresse salino e a seca, tem seus níveis sob controle circadiano (MIZUNO; 

YAMASHINO, 2008). Estudo realizado em tabaco mostra variações significativas nas 

concentrações de ABA em suas folhas, sendo relatados picos três horas após escuridão e 

queda máxima de concentração após exposição à luz (NOVAKOVA et al., 2005). O 

estresse hídrico também afeta a expressão dos genes do relógio circadiano, levando a uma 

dessincronização do período circadiano. Isso sugere que ocorre uma reconfiguração de 

novos ritmos, levando à adaptação da planta as novas condições impostas pelo ambiente 

( MARCOLINO-GOMES et al., 2014; GRUNDY; STOKER; CORRÉ, 2015). Esses 

reajustes podem promover um equilíbrio, permitindo o crescimento e a tolerância a 

estresses abióticos. Mutações nos componentes do relógio circadiano não só impactam 

em seu oscilador central, mas também alteram nas habilidades das plantas em tolerar 

condições de estresse e se aclimatarem a essa nova condição (GRUNDY; STOKER; 

CORRÉ, 2015). Essas informações são relevantes e de grande interesse para a produção 

de variedades tolerantes. Uma vez, que o relógio circadiano está envolvido nas interações 

ambientais e que uma grande fração de genes importantes na tolerância ao estresse e de 

traços agrícolas de interesse parecem estar sob sua regulação (BENDIX; MARSHALL; 

HARMON, 2015). 

 

2.4 SALINIDADE  

 

A salinização é um fator limitante para o desenvolvimento e produtividade 

vegetal. Está pode ocorrer de forma natural, chamada de salinização primária, ou por 
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influência antropica, a salinização secundária (FAO; ITPS, 2015). A salinização primária 

pode ocorrer devido à acumlação de íons provenientes do itemperismo, baixa 

pluviosidade e elevada taxa de evapotranspiração (ESTEVES; SUZUKI, 2008). Já 

desmatamentos, utilização de água salobra na irrigação e sistemas de drenagem 

ineficientes são as causas mais frequentes da salinização secundária (POLLE; CHEN, 

2015). O processo de salinização envolve o acúmulo desses sais na solução do solo, 

podendo existir altas concentrações de sais de Na+, Ca2+, Mg2+ e K+ (PEDROTTI et al., 

2015), sendo cloreto de sódio (NaCl), sulfato de sódio (Na2SO4), carbonato de sódio 

(Na2CO3), sulfato de cálcio (CaSO4) ou carbonato de cálcio (CaCO3), em maior 

predominância (POLLE; CHEN, 2015). Solos afetados por sais podem ser classificados 

em salinos, sódicos e salino-sódicos, dependendo da concentração de sais, condutividade 

eletrica e quantidade de Na+ disponivel para troca iônica (WICKE et al., 2011). Solos 

salinos são caracterizados por apresentar elevada concentração de Na+ e apresentarem 

baixa capacidade de troca iônica, condutividade eletrica entre 2 e 4 mS cm-1. Já os solos 

sódicos possuem uma alta capacidade de troca catiônica e mais de 15% de Na+ trocável. 

Os solos sódicos podem subclassicados em moderadamente sódico (entre 20 e 30%), 

fortemente sódico (de 30 a 40%) e extremamente sódico (mais de 40%) (RICHARDS, 

1954). Solos salino-sódicos além de possuírem alta porcentagem de Na+ trocável, também 

possuem altas concentrações desse íon na solução do solo (POLLE; CHEN, 2015). A 

existência de locais afetados pelas altas concentraçoes de sais promoveu a seleção de 

espécies apatadas a tais condições. Segundo esse critério as plantas podem ser 

classificadas em I) glicófitas, que suportam uma concentração de moderada de salinidade, 

e II) halófitas, que são plantas que apresentam a capacidade de completar seu ciclo de 

vida em ambientes com concentrações acima de 200  mM de NaCl (FLOWERS; 

HAJIBAGHER; CUPSON, 1986). 

A aréa de solos salinizados vem aumentando significativemente em todo planeta. 

No Brasil estima-se que cerca 25% das áreas irrigadas do território estejam nessas 

condições, estando estes em sua maioria localizados na região semiárida do nordeste 

(GHERY, 2000). A implementação da irrigação e as condições climaticas locais são os 

principais fatores que tem levado a um aumento na concentração de sais nesses solos. 

Logo, se torna de extrema urgência a busca por técnicas que ajudem a reduzir a salinidade 

do solo, seja estas por técnicas de manejo agrícola ou pelo emprego de tecnicas de 

melhoramento genético, a fim de selecionar genótipos tolerantes as altas concentrações 

de sais no solo. 
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2.5 EFEITOS DAS ALTAS CONCENTRAÇÕES DE SAIS SOBRE AS PLANTAS 

 

A alta salinidade prejudica o estabelecimento, crescimento e desenvolvimento das 

plantas, promovendo reduções na produtividade (LATEF; MIRANSARI, 2014), focando 

em seus aspectos fisiológicos, as altas concentrações de sais afeta as plantas, 

principlamente de duas maneiras: deficit hídrico, devido à redução do potencial osmótico 

da solução do solo que leva a redução da disponibilidade de água para as plantas (efeito 

osmótico) e pelos efeitos tóxicos de íons específicos (Na+ e Cl-).  As tensões causados 

pelos íons estão diretamente relacionados à alteração na taxa de Na+/K+, pois o Na+ 

externo impacata no influxo do K+ intracelular. Além disso, também é observado um 

acumulo de Na+ e Cl- no citosol (TUTEJA, 2007). A elevada concentração Na+ e Cl- 

intracelular prejudicam a estrutura das enzimas e outras macromoléculas, danificam as 

organelas, prejudicam o processo fotossintético e respiração, inibem a síntese proteica e 

induz uma deficiência iônica (PORCEL; AROCA; RUIZ-HOZANO, 2012). Quando os 

efeitos do estresse osmótico excedem os níveis de tolerâncias, ocorrem distibuios 

funcionais, como redução na fotossíntese, fechamento estômatico, senescência e redução 

do crescimento (VOLKMAR; HU; STEPPUHN, 1998; PASCALE; RUGGIERO; 

BARBIERI, 2003). O desequilibrio nutricional também é observado, devido à diminuição 

na absorção de nutrientes, no entanto, este pode ser considerado um efeito indireto 

(CHAVES; FLEXAS; PINHEIRO, 2008).  É relatada, adicionalmente, a ocorrencia de 

injúrias, como necrose foliar. Sendo essas lesões, provocadas pela elevada salinidade, 

notaveis nas mais diversas partes da planta. 

A redução da na disponibilidade de água causada pela salinidade faz com que as 

plantas lancem mão de estratégias para minimizar a perda de água, a fim de manter o 

conteudo hídrico. Assim, o fechamento estomático se torna um dos primeiros mecanimos 

utilizados pela planta para tolerar a deficiência hídrica, evitando assim a perda excessiva 

de água por transpiração (CAMPOS; HSIE, 2012; MEDEIROS et al., 2014). Como 

efeitos colaterais, ocorre a redução da taxa fotossintética devido o aumento da resistência 

estomática á difusão de CO2 (MAHAJAN; TUTEJA, 2005; CHAVES; FLEXAS; 

PINHEIRO, 2008). Com a queda na transpiração, a eficiência do uso da água , que 

representa a relação entre a assimilação de CO2 por molécula de água (MANSUR; 

BARBOSA, 2000; SILVA et al., 2009), pode vir a aumentar (HUANG et al., 2014a). 

Com a redução da condutância estomática e da concentração de CO2, ocorre uma redução 

na atividade do ciclo de Calvin, levando a uma diminuição do consumo de ATP e do 
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NADPH, diminuindo a disponibilidade de NADP+ (BAKER; ROSENQVIST, 2004). O 

desequilíbrio entre a absorção e a utilização da energia absorvida, leva a um acúmulo de 

energia, fazendo com que as plantas apresentem uma resposta conhecida como 

fotoinibição (MORALES, 2014). Além disso, o excesso de energia é prejudicial, pois o 

fluxo de elétrons provenientes da fotólise da água reduz o O2 contribuindo para a 

formação de espécies reativas de oxigênio (ERO) (ZHU, 2003; BATOOL, SHAHZAD; 

ILYAS, 2014), como superóxidos, peróxidos e hidroxila. Essas moléculas em níveis 

elevados podem causar danos oxidativos aos lipídios, proteínas e ácidos núcléicos. No 

entanto, estudo recente vem apontando o papel dessas moléculas na sinalização ao 

estresse (POLLE; CHEN, 2015). 

 

2.6 RESPOSTAS E MECANISMOS DE TOLERÂNCIA À SALINIDADE 

 

As plantas quando expostas a alta salinidade apresentam processos danificados 

como síntese de proteínas, metabolismo de lipídios e fotossíntese. E para tolerar os efeitos 

osmóticos impostos pela salinidade, as plantas necessitam diminuir seu potencial hídrico 

a um nível abaixo do encontrado no solo, garantindo a absorção de água, processo 

conhecido como ajustamento osmótico ou osmorregulação (YAMAGUCHI; 

BLUMWALD, 2005). Esse ajuste ocorre pela capacidade de elevar a concentração de 

sais, absorvidos da solução do solo, e também pelo aumento na síntese de solutos 

compatíveis (WILLADINO; CAMARA, 2010). Muitas plantas desencadearam 

mecanismos de tolerância através da exclusão, compartimentalização dos sais ou 

prevençao da entrada de sal (MUNNS; TESTER, 2008), evitando assim os efeitos 

deléterios na fotossíntese e outros processos chaves do metabolismo pelas alterações 

iônicas.  

A sinalização ao estresse salino na planta é, primeiramente, percebida em nível de 

membrana plasmática, por meio de receptores. Tal ação resulta na geração de moléculas 

envolvidas em uma sinalização secundária, como Ca2+, inositol e ácido abscísico 

(PORCEL; AROCA; RUIZ-HOZANO, 2012). Quando o Na+ ou os sais são elevados no 

solo, à planta tende a absorver mais Na+, resultando na diminuição da absorção do K+. O 

Na+ compete com o K+ pelos seus sítios de ligação, que estão envolvidos em várias 

funções celulares essenciais. Entretanto, essas funções não podem ser realizadas pela 

ligação do Na+. Uma elevada razão Na+/K+, geralmente promovida pela salinidade, causa 

desequilíbrio iônico no citoplasma e consequentemente prejuízos em vias metabólicas 
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(GIRI; MUKERJI, 2004). O K+ possui um papel chave no metabolismo da planta, pois 

está envolvido na síntese de proteínas e atividade enzimática (LEIGH; WYN JONES, 

1984). A regulação de absorção líquida de Na+ é resultado de uma alta extrusão ativa do 

Na+ na membrana plasmática através do antiporte Na+/H+ (POLLE; CHEN, 2015). A 

compartimentalização tem como objetivo minimizar a concentração dos íons no 

citoplasma, sendo estes alocados em vacúolo. Alternativamente à compartimentalização 

no vacúolo, os sais podem ser transportados para a parede celular, o que, por sua vez, 

pode resultar na desidratação da célula  (MÜHLING; LÄUCHLI, 2002).  

Uma das consequencias da exposição à alta salinidade é a produção de espécies 

reativas de oxigênio (ERO) que resultam em danos em nível celular e molecular. No 

entanto, estudos recentes tem demonstrado que fatores de transcrição, como heat-shocks 

Factors (HSF), são sensíveis a H2O2 e ativam enzimas antioxidantes para atenuar os 

efeitos das ERO em plantas sob estresse salino. A ação de enzimas antioxidativas, como 

catalase, superóxidos dismutase e ascobarto peroxidase resultam em plantas com maior 

tolerância ao estresse oxidativo e suas concentrações aumentam sob estresse salino 

(RIVAS; OLIVEIRA; SANTOS, 2013). Além do fator enzimático, moléculas como 

glutationa, tocoferol e ácido ascórbico atuam como antioxidantes, fazendo parte do 

sistema antioxidativo não enzimático (POLLE; CHEN, 2015). Outras moléculas que 

atuam na proteção das plantas em nível celular é a prolina e glicina betaína, aminoácidos 

que atuam na osmorregulação e osmoproteção (TUTEJA, 2007). Para a acumulação de 

solutos compatíveis, como glicina betaína, prolina e manitol, em resposta ao estresse 

salino, é necessário a ativação de rotas metabólicas que sintetizam tais solutos e o mesmo 

ocorre para a síntese de enzimas.  

O acúmulo do aminoácido prolina é um dos mais frequentemente reportados como 

modificações induzidas pela salinidade nas plantas (SZABADOS; SAVOURÉ, 2010). 

Em condição salina, a prolina atua na célula como um osmólito protetor e não tóxico para 

manter um balanço osmótico sob baixos potenciais hídricos (TUTEJA, 2007). Além 

disso, a prolina pode atuar na estabilização das estruturas das proteínas, favorecer a 

estabilização do pH citosólico, auxiliar no equilíbrio redox das células estressadas e no 

sequestro de espécies reativas de oxigênio (VERBRUGGEN; HERMANS, 2008; 

SZABADOS; SAVOURÉ, 2010). 

Além dos mecanismos fisiológicos, adaptações a níveis morfológicos e 

anatômicos também surgem em resposta à alta salinidade. O processo de absição se dá 

principamente nas folhas. A planta pode desprender suas folhas quando estas possuem 
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altos teores de íons indesejaveis, assim ocorre uma econômia de água por transpiração 

(YENSEN, 2006). Folhas suculentas, que apresentam maior espessura e tecidos capazes 

de estocar água, tem como objetivo reduzir a salinidade apoplastica, mantendo o tugor 

celular (DUARTE et al., 2013), permitindo que as plantas possa sobreviver com alto 

níveis de sais em parte dos seus tecidos. As glândulas de sal, mecanismos presentes em 

glicófitas, são formações que excretam sais das folhas como forma de controlar o excesso 

no interior das células. Essa excreção de sais contribui para o balanço iônico das folhas 

(FERNANDES et al., 2010). 

 

2.7 Cenostigma pyramidale (Tul.) L. P. QUEIROZ 

 

A Caatinga é uma floresta tropical seca brasileira, tendo boa parte de sua 

localização no semiárido nordestino, com características fitogeográficas específicas e nos 

últimos anos vem se aplicando esforços para estudar a biota da caatinga (LEAL; 

TABARELLI; SILVA, 2003). Quanto à flora, por exemplo, há registro de 

aproximadamente 900 espécies vegetais, sendo 380 delas endêmicas desse bioma 

(GIULIETTI et al., 2002). A família Fabaceae é uma das mais representativas dentro do 

bioma caatinga, com aproximadamente 320 espécies (QUEIROZ, 2009). Entre essas 

espécies está Cenostigma pyramidale, conhecida popularmente como catingueira. Essa 

espécie ocorre na região Norte, no estado do Amazonas, sendo também amplamente 

distribuída no Nordeste semiárido brasileiro, nos estados de Alagoas, Bahia, Ceará, 

Maranhão, Rio Grande do Norte, Paraíba, Pernambuco, Piauí e Sergipe, tendo como 

domínios fitogeográficos a Amazônia e Caatinga (LEWIS; SCHRIRE; LOCK, 2005; 

SILVA et al., 2009). É considerada uma das espécies mais representativas da Caatinga 

(FALCÃO et al., 2015) 

C. pyramidale apresenta uma grande faixa de tolerância ambiental, apresentando 

um porte arbustivo quando a disponibilidade hídrica é restrita e porte arbóreo quando a 

disponibilidade hídrica é maior, com porte médio de 4-6 m de altura, podendo atingir até 

12 m. Sua madeira é branco-amarelada com elevada densidade, contendo grandes 

quantidades de celulose e lignina, sendo indicada para recomposição florestal mista de 

áreas degradadas. Essa espécie se adapta facilmente a diferentes tipos de solos, 

apresentando uma rápida germinação após o início das chuvas. Ela investe na caducifólia 

durante a estação seca, estratégia relacionada à economia de água por transpiração, e na 

estação chuvosa apresenta um rápido rebrotamento de suas folhas. Essas folhas são 
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bipinadas, apresentando uma coloração rosada quando jovens e esverdeadas quando 

maduras e as flores são racimos curtos de coloração amarela. Os frutos são vagens 

achatadas de coloração castanho-claro quando maduros, as sementes também são 

achatadas de coloração castanho-claro quando maduras e a raiz é do tipo pivotante 

(MAIA, 2004). 

Essa espécie apresenta múltiplas utilidades, como potencial madeireiro, 

restauração florestal, aplicações industriais, com suas folhas constituindo fonte de 

forragem para o gado, podendo ser utilizadas, assim como as flores e cascas, no uso 

medicinal (tratamento de diversas infecções, atividade antioxidante, farmacológica e 

antifúngica) (BAHIA et al., 2005; CRUZ et al., 2007; ALVIANO et al., 2008).  

Cenostigma pyramidale vem sendo estudada por diferentes linhas de pesquisa 

dentro da biologia vegetal. Leite; Machado (2009) realizaram estudos envolvendo 

biologia reprodutiva e polinização em C. pyramdale. Estudos abordando aspectos 

ecofisiológicos também foram realizados. Lima et al. (2012) realizaram estudos 

envolvendo a maturação fisiológica da semente. Falcão et al. (2015) avaliou a plasticidade 

fenotípica e estratégias ecofisiológicas de C. pyramidale, em campo, em caatinga com 

diferentes estágios sucessionais, onde foi observado que seus atributos variam de acordo 

do estágio de sucessão. Sendo observado a plasticidade fenotípica dessa espécie, sendo a 

água o principal recurso promotor de alterações funcionais para aclimatação. Frosi et al. 

(2016) realizou um ensaio experimental, onde plantas jovens dessa espécie foram 

inoculadas com fungos micorrízicos arbusculares e submetidas a diferentes níveis de 

fósforo foliar.  Logo, a utilização de C. pyramidae como modelo para experimentos 

envolvendo fisiologia vegetal e biologia molecular pode ser de grande valia para 

compreender o que essa espécie expressa para tolerar as condições, muitas vezes 

adversas, encontradas na caatinga, como estresse hídrico e salinidade. 
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distintas no metabolismo primário de Cenostigma pyramidale (Fabaceae), uma 
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RESUMO 

 

Em plantas, muitos processos como, por exemplo, condutância estomática, assimilação 

de CO2 e expressão de genes de tolerância a estresses bióticos e abióticos são controlados 

por osciladores endógenos, como o relógio circadiano. Estudos recentes demonstraram 

que estresses como frio, seca e salinidade agem como input no relógio circadiano levando 

a uma dessincronização do período circadiano, levando à adaptação da planta às novas 

condições impostas pelo ambiente. Nosso estudo investigou a performance fisiológica de 

uma espécie lenhosa nativa da caatinga Cenostigma pyramidale (Fabaceae) submetida a 

choque salino (200mM) no início da manhã e início da noite, nas primeiras 72 horas de 

aplicação do estresse. Levando em consideração que aproximadamente 30% do 

metabolismo primário está sob controle do relógio circadiano, nos perguntamos se 

diferentes níveis de repostas serão desencadeados em seu status metabólico, já que 

alterações aos níveis transcricionais resultam em modificações bioquímicas e fisiológicas. 

Nos dois conjuntos experimentais, quando comparados ao controle, foi observado um 

acúmulo de altas quantidades de Na+ nos tecidos foliares já nas primeiras horas de 

exposição ao sal, sendo observada sua diminuição até o fim do experimento, assim, 

sugerindo que essa espécie se utiliza da recirculação de Na+ para tolerar o estresse. Em 

seu metabolismo, no geral, as plantas apresentaram ciclos diurnos em relação ao amido, 

prolina e H2O2.  Já nas plantas sob estresse, ocorreu uma diminuição na concentração de 

amido e um aumento de H2O2, MDA e prolina. Ao final do experimento, as plantas 

submetidas ao choque salino no início da manhã demonstraram maiores alterações em 

sua homeostase, pelo maior acúmulo de peróxido de hidrogênio e MDA e um maior 

investimento em prolina para atenuar os efeitos do estresse osmótico, que não foi 

observado nas plantas submetidas ao estresse no início da noite. Esses resultados sugerem 

que a transpiração diurna é um fator importante nos estudos que investigam plantas sobre 

estresse salino. Além disso, abre um debate sobre questões metodológicas em ensaios que 

investigam choques salinos de curto períodos, uma vez que poucos estudos informam o 

momento do dia em que foi aplicado o estresse. 

 

Palavras-chave: trocas gasosas, recirculação de sódio, peróxido de hidrogênio, prolina, 

MDA, folha, horário de coleta. 
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ABREVIAÇÕES: A, taxa de assimilação líquida de CO2; FAA, aminoácidos livres 

totais; SS, carboidratos solúveis totais; E, transpiração foliar; ETR, taxa de transporte de 

elétrons; Fv/Fm, eficiência quântica máxima do fotossistema II; Fv’/Fm’, eficiência 

máxima do fotossistema II a um dado dfff; gs, condutância estomática; H2O2, peróxido 

de hidrogênio; MDA, dialdeído malônico; NPQ, quenching não fotoquímico; TPS, 

proteínas solúveis totais; qP, quenching fotoquímico. 

 

1. Introdução 

 

Ao investigar aspectos fisiológicos e moleculares relacionados ao comportamento 

de plantas frente a fatores bióticos e abióticos adversos, deve-se considerar um ponto 

crucial, capaz de influenciar a maior parte das respostas das espécies vegetais, o ritmo 

circadiano.  A regulação circadina pode fornecer um sofisticado mecanismo adaptável 

capaz de garantir um ritmo ideal entre crescimento e tolerância a estresses abióticos. Isso 

permite que as plantas encontrem um equilíbrio devido à orquestração da expressão 

gênica ao longo do dia (Greenham and McClung, 2015). Fatores endógenos controlados 

por relógios biológicos possivelmente conferem vantagem seletiva a espécies vegetais, 

como observado em Arabidopsis thaliana (Bläsing et al., 2005; Green et al., 2002; Green 

and Tobin, 1999) em que a perda do ritmo causou uma queda do fitness nessa espécie 

(Green et al., 2002). Estudos demonstraram que o ritmo circadiano influencia o teor de 

clorofila, fotossíntese e eficiência no uso da água ao longo do dia, contribuindo para a 

tolerância a estresses abióticos (Grundy et al., 2015). Particularmente, foi observado que 

muitos dos genes responsivos a alta salinidade, déficit hídrico e calor, estão sob o controle 

do relógio circadiano (Grundy et al., 2015; Marcolino-Gomes et al., 2015). Entretanto, 

estudos envolvendo ritmo circadiano e estresses abióticos são restritos a espécies modelos 

como A. thaliana (Bläsing et al., 2005; Green and Tobin, 1999) ou espécies cultivadas, 

como a soja (Marcolino-Gomes et al., 2014; Rodrigues et al., 2015), existindo lacunas 

sobre essas informações em espécies lenhosas. 

A salinização dos solos é um dos principais problemas ambientais estabelecido 

em várias partes do mundo. Na Caatinga, floresta tropical sazonalmente seca, localizada 

em quase toda sua totalidade na região nordeste brasileira (Santos et al., 2014), a 

salinidade é um dos principais estresses abióticos que limitam o desenvolvimento das 

plantas. A salinização promove redução da produtividade vegetal, pois causa seca 
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fisiológica, toxidez pelo acúmulo de íons, principalmente Na+ e Cl- e desequilíbrio no 

balanço nutricional (Munns and Tester, 2008; Polleand Chen, 2015). Para suportar essa 

condição, as plantas possuem mecanismos intrínsecos de tolerância, visando evitar danos 

severos em seu metabolismo como redução da condutância estomática e transpiração, 

acúmulo de osmorreguladores e osmoprotetores, que também atuam como sinalizadores. 

O aumento da atividade do sistema antioxidante enzimático e não enzimático é 

igualmente observado (Foyer and Noctor, 2003; Medeiros et al., 2014). 

Considerando as alterações metabólicas que ocorrem no período de 24 horas em 

função das variações de luz e temperatura, não é surpreendente imaginar que respostas 

diferenciadas serão desencadeadas dependendo do momento da entrada do estresse. 

Fowler et al. (2005), demonstraram que quando um estímulo de estresse é dado em 

diferentes momentos do dia, a magnitude da resposta transcricional varia de acordo com 

o controle circadiano, em planta de A. thaliana, sob baixas temperaturas. Em um 

experimento investigando a regulação circadiana na tolerância ao sal, com aplicação do 

estresse salino em momentos distintos do dia (dia/noite), foi possível observar que a 

tolerância ao estresse salino difere no dia versus a noite. Nessas condições as plantas do 

tratamento dia produziu menos biomassa quando comparados ao tratamento noite (Park 

et al., 2016). Levando em consideração que aproximadamente 30% do metabolismo 

primário está sob controle do relógio circadiano (McClung, 2006), nos perguntamos se 

esses diferentes níveis de repostas serão percebidos já em seu status metabólico, já que 

alterações a níveis transcricionais resultam em modificações bioquímicas e fisiológicas. 

Dessa forma, o presente estudo visa investigar a performance fisiológica de uma 

espécie lenhosa nativa da caatinga Cenostigma pyramidale (Fabaceae) submetida a 

choque salino (200mM) no início da manhã e início da noite, nas primeiras 72 horas de 

aplicação do estresse. Através desse conjunto de dados, o estudo buscou averiguar se a 

aplicação do choque salino em diferentes momentos do dia desencadearia respostas 

diferenciadas em seu metabolismo primário e alterações em seus padrões circadianos. 

 

2. Materiais e Métodos 

 

O experimento foi realizado em casa de vegetação, do Departamento de Botânica 

da Universidade Federal de Pernambuco, localizada no nordeste brasileiro (8°08′58′S, 

34°56′55′W), a uma temperatura média de 34 ± 2 ° C, 40-60% de umidade relativa e luz 

natural (fluxo luminoso máximo: 1400 μmolm− 2 s – 1 e mínimo). O período de coleta do 
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material vegetal foi janeiro/2017, com 13h/11h (luz/escuro). Até o início do experimento 

as plantas foram mantidas em hidratação ideal (capacidade de 250 mL). Além disso, foi 

adicionada solução nutritiva de Hoagland (F total), a cada 15 dias, a fim de suprir todos 

os nutrientes necessários para o pleno desenvolvimento das plantas. Para responder as 

perguntas do trabalho, foi realizado um delineamento experimental com os seguintes 

tratamentos: Dia*Controle (DC), Dia*Sal (DS), Noite*Controle (NC) e Noite*Sal (NS). 

Para cada tratamento foram destinadas 48 réplicas biológicas (uma planta por vaso), 

totalizando 192 unidades experimentais. A cada horário estabelecido, foram coletadas 

simultaneamente quatro réplicas biológicas, das plantas controle e das irrigadas com 

solução de NaCl (200 mmol) (Fig. S1). Amostras das folhas estressadas foram aplicadas 

em momentos previamente escolhidos, considerando o tempo ZT, sendo ZT0 

considerando o início da luz e o ZT13 o fim da luminosidade. Já a fazer escura foi 

considerada do intervalo de ZT14 até ZT24, no entatanto para as análises bioquímicas 

foram utilizadas três replicas biológicas. Foram amostradas quatro replicas biológicas em 

cada momento de coleta. As folhas foram imediatamente congeladas em nitrogênio 

líquido. As folhas foram destinadas para avaliar os parâmetros bioquímicos.   

As medidas de trocas gasosas e fluorescência da clorofila a foram realizadas a 

partir das 8:00h e todos os dias durante todo o experimento, sendo realizadas em uma 

folha totalmente expandida e não senescente. Nos dias em que se realizaram as medidas 

de trocas gasosas foi medida a temperatura e umidade do ar utilizando-se um termo-

higrômetro (Termo-Higro SH 122, J Prolab. São José dos Pinhais, BR). Esses dados 

foram utilizados para o cálculo do déficit de pressão de vapor (DPV), que variou entre 

3.44 KPa e 2.19 KPa entre os dias do experimento (valores para medidas realizadas as 

8:30 da manhã (4h ZT), seguindo metodologia proposta por Campbell and Norman 

(1998). Foram mensuradas a taxa líquida de assimilação de CO2 (A), transpiração foliar 

(E) e a condutância estomática (gs) utilizando um analisador de gases por infravermelho 

(IRGA, ADC, modelLCi-pro; Hoddesdon, UK). A densidade de fluxo de fótons 

fotossintéticos (DFFF) foi mantida correspondente com as condições do ambiente que 

ficou em torno de 800 µmol.m2.s-1. Todas as medidas foram realizadas às 8 horas da 

manhã (4 horas ZT). Foi realizada uma medida antes da aplicação da solução salina nas 

plantas para verificar se todas se encontravam em condições experimentais equiparáveis.  

Para avaliar a fluorescência da clorofila a, foram realizadas medidas tanto com as 

folhas adaptadas ao escuro por 30 minutos quanto para as folhas adaptadas à luz. Essas 

medidas foram realizadas com o auxílio de um fluorômetro portátil Fluor Pen FP100 
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(Photon Systems Instruments, Brno, CzechRepublic). Foram determinados a 

fluorescência mínima (Fo), máxima (Fm) e calculada a fluorescência variável (Fv = Fm–

Fo) para as folhas adaptadas ao escuro. Com as folhas adaptadas à luz, foram mensuradas 

a emissão de fluorescência no estado de equilíbrio (F’) e a fluorescência máxima (Fm’). 

A partir desses parâmetros, como forma de avaliar a capacidade fotoquímica, foram 

calculados os seguintes parâmetros: eficiência quântica máxima (Fv/Fm) e eficiência 

máxima do fotossistema II (Fv’/Fm’) , a taxa de transporte de elétrons [ETR=(φPSII x 

DFFF x 0,5 x 0,84)], onde o rendimento quântico do fotossistema II é expresso como 

φPSII = Fm'-Ft / Fm', DFFF é a densidade do fluxo de fótons fotossintetizantes, 0,5 

representa a fração de energia de excitação distribuída para o PSII e 0,84 a porcentagem 

de luz absorvida pelas folhas em um dado DFFF (Baker, 2008). Também foi calculado o 

quenching fotoquímico [qP = (Fm'-Ft) / (Fm'-Fo')] e não fotoquímico [NPQ = (Fm – Fm') 

/ Fm']. 

Para estimar o conteúdo hídrico relativo foliar (CHR), foram coletados folíolos de 

folhas maduras e não senescentes em todas as manhãs do experimento. A obtenção do 

CHR foi processada seguindo equação proposta por (Barrs and Weatherley, 1962): CHR 

(%) = (Pf-Ps)/(Pt-Ps) X 100. Onde: Pf, Ps e Pt significam, respectivamente, peso fresco, 

peso seco e peso turgido do material vegetal coletado para a análise. 

A partir do material foliar coletado foram determinados os teores de carboidratos 

solúveis totais (SS) (DuBois et al., 1956). Para quantificar o teor de amido foi utilizado o 

pallet da extração etanólica de carboidratos (DuBois et al., 1956). Foram quantificados 

também os açúcares redutores (Nelson, 1944; Somogyi, 1952) e o teor de frutose 

(Foreman et al., 1973). Além dessas também foram quantificados os teores de proteínas 

solúveis totais (Bradford, 1976) aminoácidos livres totais (Moore and Stein, 1948), 

prolina (Bates et al., 1973) e peróxido de hidrogênio (H2O2) (Alexieva et al., 2001), 

dialdeído malônico (MDA) (Cakmak and Horst, 1991) todos a partir de uma massa de 50 

mg.  

Foi quantificado o conteúdo de sódio das folhas em todos os pontos amostrais do 

experimento. Após a secagem em estufa (60 °C) até atingir peso constante, 500 mg de 

material foliar foi digerido em solução de ácido sulfúrico (H2SO4) em bloco digestor a 

350 °C para obtenção do extrato das amostras (Thomas et al., 1967). O conteúdo de sódio 

foi determinado por fotometria de emissão de chamas (DM-62, Digimed, São Paulo, BR). 

 

2.1. Análise estatística 
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Os dados foram submetidos a teste de normalidade (Shapiro-wilk) e 

homogeneidade das variâncias para saber se os dados apresentavam os pré-requisitos 

necessários para a utilização da estatística paramétrica. O conjunto de dados que não 

atendeu os requisitos necessários foi submetido a testes não paramétricos. Foi realizado 

um teste T (ou Wilcox), com nível de significância a 5%, para comparar as médias entre 

os tratamentos (Sal x Controle), em cada ponto de coleta. Nós utilizamos modelos lineares 

generalizados mistos (GLMMs) para determinar se as variáveis bioquímicas analisadas 

diferem entre o tratamento controle*dia e os demais tratamentos. Como variável 

explicativa (efeito fixo) do modelo, usamos os efeitos do sal. Considerando que 

realizamos medidas ao longo do tempo para cada tratamento, utilizamos as coletas como 

efeito aleatório para todos os modelos, uma vez que cada tratamento foi coletado 12 

vezes. Para a implementação do GLMM, usamos o pacote glmmTMB, e a seleção do 

melhor modelo foi dada pela comparação com o critério de informação Akaike com uma 

correção para o tamanho finitos de amostra (AICc) para selecionar os modelos mais bem 

suportados. Essa abordagem reduz os problemas associados aos testes múltiplos 

linearidade de variáveis explicativas e amostras pequenas (Burnham e Anderson, 2002). 

Os modelos com melhor suporte foram selecionados com base em seus AICc, que 

revelam a probabilidade de um determinado modelo – com base nos dados e no ajuste. A 

seleção do melhor modelo foi realizada usando a função ICtab no pacote bbmle. Foi 

realizada uma análise de componentes principais para verificar se existia uma tendência 

de agrupamento entre os tratamentos e verificar quais eram as variáveis mais influentes 

na separação dos possíveis grupos. Para essa análise consideramos os dados dos três 

últimos pontos de coleta de cada tratamento, assim conseguimos observar o balanço das 

respostas bioquímicas em diferentes momentos de coleta de material vegetal. Para essa 

análise multivariada foram utilizados os pacotes Factoextra (Kassambara and Mundt, 

2017), PCAmixdata e ggplot2. Para todas as análises foi utilizado o software R 3.5.1 

(Team, 2018). 

 

3. Resultados 

 

A rega salina promoveu um rápido acúmulo de Na+ nas folhas de C. pyramidae. 

Após aproximadamente duas horas, para as plantas DS, e quatro horas para as plantas NS, 

da aplicação do choque salino, as folhas apresentaram um aumento em suas concentrações 
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(p<0.05). Surpreendentemente, após atingir uma concentração máxima de Na+ em relação 

às plantas controle (aproximadamente 200% em ambos os conjuntos experimentais), foi 

observado sucessivas quedas na concentração de Na+, tendo as últimas coletas deixado 

de apresentar diferença estatísticas entre o tratamento controle (Fig. 1 a e b). 

As trocas gasosas apresentaram alterações já nas primeiras 24 horas após 

exposição ao sal. No geral, as plantas submetidas à rega salina, exibiram um decréscimo 

das trocas gasosas e status hídrico em comparação as plantas controle. A condutância 

estomática (gs) reduziu nas plantas submetidas à rega salina a partir do segundo dia do 

experimento (após 24h e 15h, em DS e NS, respectivamente). As plantas submetidas ao 

choque salino no período da manhã apresentaram uma redução de 62.5%, 70% e 53%, 

nas primeiras 24h, 48h e 72h, respectivamente (p<0.01) (Fig. 2). Já as plantas irrigadas 

com solução noturna no início da noite apresentaram uma redução mais amena após as 

primeiras 15h do choque salino (12.5%, p<0.0001). No entanto, nos dias seguintes do 

experimento, após 40h e 63h de aplicação do estresse, demonstram quedas pronunciadas, 

de 77.85% e 76.4% da gs, respectivamente (p<0.05). A redução da gs é um dos principais 

mecanismos de defesa contra o déficit hídrico causado pela seca fisiológica, devido a altas 

concentrações de sais e já foi observada em diversos estudos (Habte et al., 2014; Huang 

et al., 2014a).  

Com relação à assimilação liquida de CO2, também foram observadas reduções 

nas plantas submetidas ao estresse em relação ao controle. As plantas DS apresentaram 

uma redução de 30% após 24h da aplicação da rega salina (p<0.01). Nas leituras 

seguintes, 48h e 72h, foi observada uma leve recuperação, apresentando uma queda de 

20% e 12%, respectivamente (p<0.01). Já nas plantas NS foi verificada uma redução de 

21% após 15h de exposição ao sal (p<0.001). Nas medidas seguintes, 40h e 63h, foram 

observadas reduções mais acentuadas, uma que as plantas submetidas ao estresse tiverem 

um desempenho 80% e 78.5% menor que as plantas controle, respectivamente (p<0.05). 

Sobre a eficiência do uso da água (EUA), as plantas regadas pela manhã não 

demonstraram diferença estatística entre os tratamentos ao longo de todo o experimento 

(Fig. 2 g). Já o tratamento que recebeu rega salina às 17:00 horas, após 15h e 40h, o 

controle apresentou uma maior eficiência no uso da água (p<0.05). As 63h não foram 

mais observadas diferenças estatísticas entre os tratamentos. (Fig. 1 f). 

Com relação ao conteúdo hídrico foliar (CHR), não foram observadas diferenças 

significativas entre os tratamentos nos três dias do experimento, tendo as plantas DC, DS, 

NC e NS, valores médios de CHR de 82.6, 73.1, 80.5 e 79.2%, respectivamente. 



      31 
   

 

Entre os parâmetros de fluorescência avaliados, a maioria deles se manteve 

constantes durante todo o experimento. A maior variação ocorreu no segundo dia do 

experimento das plantas que foram submetidas à rega salina pela manhã. (Tab. 1). 

Para análise dos resultados, nós procuramos encontrar padrões de repostas, 

identificando as alterações que ocorreram nas primeiras 24 horas, pois temos pontos 

amostrais que permitem observar todo um ciclo circadiano e também alterações par-a par 

(controle versus estresse) a fim de observar alterações pontuais que ocorreram ao longo 

de todo experimento. Levando em consideração o momento da aplicação do estresse, e 

controlando o efeito da coleta, o GLMM mostrou que as concentrações dos metabólitos 

diferiram entre os tratamentos. No geral, as plantas DS apresentaram uma maior 

concentração de prolina, as NC um maior acúmulo de amido, aminoácidos, frutose e 

peróxido e menor de MDA. Já as plantas NS apresentaram um maior acúmulo de 

aminoácidos e peróxido de hidrogênio (Tab. 2). 

As variáveis relacionadas ao metabolismo do carbono, como carboidratos solúveis 

totais (SS), frutose e amido apresentaram padrões de comportamento diferenciados. Para 

amido, as plantas submetidas a choque salino apresentaram valores mais baixos que os 

controles tanto nas plantas irrigadas pela manhã como a noite. No entanto, para as plantas 

irrigadas pela manhã com a solução salina, diferenças significativas foram observadas já 

nas primeiras coletas. Já nas plantas irrigadas no início da noite, diferenças estatísticas 

acentuadas só foram observadas a partir de 12h da aplicação do estresse (10h). Diferenças 

entre condições estressadas e controle foram mais acentuadas durante o período de luz, 

em particular após 12 horas de período luminoso (Fig 3 a e b). Com relação a SS, as 

plantas submetidas a salinidade pela manhã desencadearam uma redução na sua 

concentração após 8 horas do choque salino. No entanto, observou-se uma tendência de 

aumento de concentração de SS ao final do experimento. Já as plantas em que a imposição 

salina ocorreu no início da noite, o aumento só foi observado no último momento de 

coleta (118%, p<0.0001) (Fig. 3 c e d). Com relação à frutose, só foi possível observar 

diferenças entre os tratamentos no experimento com irrigação no início da noite, onde as 

plantas submetidas a condição salina apresentaram uma redução na concentração de 

frutose (33%, p<0.01) (Fig 3 e e f). Os açúcares redutores também demonstram 

comportamentos distintos em relação aos tratamentos. As plantas do tratamento DS 

apresentaram valores mais baixos que o controle (p<0.05) nas primeiras horas após a 

imposição do choque salino. Aumentos nos níveis de açucares redutores só foram 

observados nas últimas coletas do experimento. Nas plantas NS foi observado um 
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aumento já nas primeiras horas após aplicação do estresse. Esse aumento se manteve 

durante quase todo o experimento (p<0.01) (Fig 3 g e h). Em ambos os experimentos, as 

diferenças mais acentuadas ocorreram no período luminoso.  

Com relação aos solutos envolvidos no metabolismo de nitrogênio, também foram 

observadas diferenças entre os tratamentos. Apenas um momento de coleta apresentou 

diferenças estatísticas, com relação ao TSP, entre o controle o estressado no tratamento 

dia. No entanto, nas plantas do tratamento NS, foi observada uma tendência de aumento 

na concentração nas últimas coletas, apresentando diferença estatística na última coleta, 

com um aumento de 140% em relação ao controle (p<0.01) (Fig 4 a e b). Para 

aminoácidos livres totais, só foram observadas diferenças no tratamento noite. 

Inicialmente houve um aumento de 50%, após 2h da aplicação do estresse (p<0.01). Nas 

coletas seguintes em que foram observadas diferenças, as plantas estressadas 

apresentaram menores concentrações de FAA, tendo a última coleta apresentando os 

valores mais, em torno de 40% menor que as plantas controle (Fig 4 c e d). Os tratamentos 

submetidos ao choque salino apresentaram concentrações mais altas de prolina durante 

todo experimento, com diferença estatística em vários pontos de coleta (Fig 4 e e f). 

Divergindo do que ocorreu em amido e açúcares redutores, as diferenças mais acentuadas 

para esse aminoácido ocorreram no período noturno (entre 14-24h), tanto para DS e NS, 

como para as plantas submetidas à salinidade aprestando concentrações mais altas. A 

principal divergência entre os tratamentos submetidos ao estresse foi em que as plantas 

DS apresentaram um aumento acentuado nas últimas coletas. Esse padrão não foi 

observado nas plantas NS. 

Quanto ao teor de peróxido de hidrogênio (H2O2) também foram observadas 

alterações nos dois conjuntos experimentais. Entretanto, aumentos acentuados só foram 

observados em DS, com um pico de concentração na última coleta, onde foi quantificada 

uma concentração três vezes mais alta em relação às plantas controle (Fig 5 a e b). Com 

relação ao dialdeído malônico (MDA), as plantas submetidas ao choque salino no período 

da manhã apresentaram aumento em suas concentrações em vários momentos de coleta. 

As maiores diferenças foram observadas nos últimos momentos de coleta, tendo a última 

coleta apresentada um aumento de aproximadamente 400% em relação às plantas controle 

(Fig. 5 c). Já as plantas NS apresentaram inicialmente uma redução dos níveis de MDA, 

com um aumento em aproximadamente 24h após aplicação do choque salino. No entanto, 

não foram mais observadas diferenças estatísticas até o fim do experimento (Fig 5 d). 
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Uma análise de componentes principais foi realizada, considerando as variáveis 

bioquímicas analisadas e os três últimos momentos de coleta. A PCA foi capaz de explicar 

52.9% de toda a variação nos dados, considerando os dois eixos principais (DIM1 e 

DIM2). Foi possível observar uma discreta separação entre DC, NC e NS. O tratamento 

DS apresentou o maior distanciamento dos demais tratamentos ao longo da DIM1 (Fig 

7).  

 

4. Discussão 

 

Nossos resultados demonstram que as plantas apresentam diferentes estratégias 

para lidar com o estresse salino em diferentes momentos do dia (dia versus noite). Essa 

diferença de sensibilidade frente ao estresse salino não é totalmente inesperada, uma vez 

que a taxa de transpiração, que facilita o transporte de Na+ das raízes para a parte aérea, 

é bem mais alta durante o dia que a noite (Park et al., 2016), dessa forma a velocidade de 

absorção acaba diferindo do momento da aplicação do estresse. Durante a noite, devido 

à baixa taxa de transpiração, a entrada de Na+ se deu de forma mais lenta. Estudos 

demonstraram que a transpiração noturna diminui a redistribuição hidráulica, podendo 

resultar em uma diminuição na absorção de nutrientes (Howard et al., 2009). Basicamente 

são conhecidos dois mecanismos básicos que promovem a tolerância ao sal: os que 

retardam a entrada de Na+ na planta e os que visam minimizar a concentração de sais no 

citoplasma (Munns, 2002; Munns and Tester, 2008). Análises eletrofisiológicas 

indicaram que proteínas HKT1 são capazes de mediar tanto o influxo como o efluxo de 

Na+, dependendo do gradiente eletroquímico, promovendo uma recirculação de Na+ via 

floema em A. thaliana (Berthomieu et al., 2014). Essa estratégia pode desempenhar um 

papel importante na proteção dos tecidos aéreos contra o acúmulo de Na+. Os baixos 

níveis de Na+ nas folhas de C. pyramidale ao final do experimento, após apresentar um 

acúmulo três vezes maior em relação ao controle, fornecem fortes indícios de que essa 

espécie se utiliza de mecanismos de recirculação de Na+para enfrentar o estresse salino e 

proteger seus fotossistemas.  

Sob condições de alta salinidade a diminuição da gs afeta a fotossíntese, pois este 

mecanismo promove uma redução da disponibilidade de CO2 no sítio de fixação da 

rubisco (Chaves et al., 2008). Essa estratégia é considerada como uma resposta de 

aclimatação da planta ao choque salino, favorecendo a economia de água (Chaves et al., 

2008). O fechamento estomático também está fortemente influenciado pela ação de 
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sinalizadores químicos, como o ácido abscísco (ABA), que também está envolvido na 

acumulação de prolina (Gómez-Cadenas et al., 1998). O declínio fotossintético observado 

no estudo também foi verificado por Frosi et al. (2017) ao trabalhar com a mesma espécie 

em condições mais brandas de estresse salino (100 mmol). Logo, independente do 

momento da aplicação do estresse, reduções nas taxas fotossintéticas eram esperadas em 

ambos conjuntos experimentais, tendo em vistas que essas respostas são amplamente 

descritas em plantas glicófitas (Silva et al., 2010; Ben Ahmed et al., 2012; Huang et al., 

2014b; Frosi et al., 2017; Marriboina et al., 2017).  

Além de ajustamentos fotossintéticos as plantas quando submetidas ao estresse 

salino promovem alterações no seu metabolismo primário. É sabido que vários 

parâmetros do metabolismo vegetal está sob regulação circadiana, como condutância 

estomática e assimilação de CO2 (Habte et al., 2014), síntese de ABA (Mizuno and 

Yamashino, 2008; Sanchez et al., 2011), amido (Dodd and Webb, 2014; Webb and 

Satake, 2015), prolina (He et al., 2002) e peróxido de hidrogênio(Grace et al., 2012). 

Alguns ritmos são regulados por ciclos ambientais de luz ou temperatura, no entanto, 

outros permanecem em um ambiente sem variação, o que implica que eles estão sob um 

mecanismo endógeno, o relógio circadiano (McWatters and Devlin, 2011). Mais 

precisamente, estudos transcricionais revelaram que grande porção de genes de A. 

thaliana se expressa ritmicamente (aproximadamente 89%) independente da condição 

que esteja submetida (Michael et al., 2008). Em nossos resultados, foi possível observar 

claramente padrões e que alguns metabolitos primários estão sob controle do relógio 

circadiano, apresentando padrões de aumento e queda em intervalos de tempo de 

exposição da luminosidade (ou não), independente do momento de exposição ao choque 

salino.  

A coordenação do crescimento, tanto no período luminoso quanto no escuro, é 

resultado de um fino gerenciamento do carbono, pois até mesmo curtos períodos de 

escassez podem levar a inibição do crescimento (Stitt et al., 2007). Em nossos 

experimentos foi possível observar o aumento de amido no período luminoso nas plantas 

controle em ambos os conjuntos experimentais. Já as plantas submetidas ao estresse 

apresentaram uma acentuada queda nas concentrações de amido. Os picos nas 

concentrações desse carboidrato coincidem com o aumento da exposição à luz (entre 10h 

e 12h ZT). Estes foram justamente os horários que podemos observar diferenças 

estatísticas mais pronunciadas entre os tratamentos. O acúmulo de amido na presença de 

luz e sua degradação no escuro ocorreram quase que linearmente (Webb and Satake, 
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2015; Mora-García et al., 2017), e padrões de acumulação e degradação foram observados 

mesmo quando variáveis ambientais, como irradiância e concentrações de CO2 e 

nutrientes foram alterados (Gibon et al., 2009; Tschoep et al., 2009; Hummel et al., 2010). 

No entanto, em nossos experimentos foram observadas alterações nos padrões em 

momentos críticos, pois após um longo período de exposição à luminosidade, as plantas 

apresentaram um déficit hídrico que combinado com o aumento de sais no solo e aumento 

na concentração de Na+ no tecido foliar acabaram por resultar em um fechamento 

estomático. Com a diminuição na chegada de CO2 no sítio da fixação da rubisco, a síntese 

de amido fica comprometida. É necessário realizar ajustes na taxa de síntese e 

principalmente degradação de amido a fim de evitar sua escassez de carbono. Em nosso 

experimento, foi notável que as plantas, mesmo submetidas a uma nova condição 

ambiental, apresentaram níveis muito semelhantes em relação ao controle nas coletas 

realizadas no fim do período escuro (24h ZT). Sob déficit hídrico ou estresse osmótico, a 

degradação do amido parece ser mediada por enzimas hidrolíticas (BAM1, AMY3 e 

PHS1), assim sugerindo que uma complexa rede de regulação enzimática é ativada 

resultando em uma plasticidade no tunoverde amido (Thalmann et al., 2016). Embora 

esteja bem documentado que luminosidade e relógio circadiano sejam agentes 

regulatórios fundamentais para o metabolismo do amido, o impacto final sobre a atividade 

das enzimas do amido frente a estresse abiótico ainda não foi completamente 

compreendida (Thalmann and Santelia, 2017).  

O aumento nos níveis desse aminoácido não só fornece tolerância ao estresse, 

devido a sua atuação na proteção de membranas, proteínas e DNA (Liang et al., 2013), 

mas também serve como reserva de nitrogênio durante a recuperação (Hare and Cress, 

1997). Além disso, He et al. (2002) correlacionaram um aumento da atividade das 

enzimas envolvidas no sistema de defesa antioxidante com o aumento dos níveis de 

prolina. Nossos resultados mostraram que nas plantas controles ocorre naturalmente um 

acúmulo de prolina em decorrência do maior tempo de exposição à luz. No período escuro 

ocorre um declínio à medida que se aumenta o tempo de ausência de luz. Estudos já 

mostraram que os níveis PRP (proteína rica-prolina) apresentam uma variação diurna, ao 

nível transcricional. Níveis mínimos ocorreram no período noturno e níveis máximos 

entre 10-16h ZT em plantas de soja sob condições naturais (16-h light/8-h dark, 10°-30 

°C) (He et al., 2002). Em nosso experimento, as alterações de padrões na concentração 

de prolina foram observadas na ausência de luz. Nesses horários, os níveis de prolina 

continuaram elevados. A manutenção de níveis altos de prolina, quando seria esperada a 



      36 
   

 

diminuição nos seus níveis, evidencia o papel desse aminoácido na tolerância ao estresse 

(Verbruggen and Hermans, 2008; Miller et al., 2010). 

Espécies reativas de oxigênio (ROS) são consequências inevitáveis do 

metabolismo aeróbico (Foyer and Noctor, 2003; Sanchez et al., 2011). Quando a 

produção de ROS excede a sua eliminação, essas biomoléculas podem causar danos na 

célula resultando em estresse oxidativo (Miller et al., 2010). No entanto, a manutenção 

de um sinal de ROS, do local de origem do estresse ao alvo da resposta, é crucial para 

enfrentamento de situações de estresse (Miller et al., 2010). Em nossos resultados 

podemos observar padrões de produção de ROS que foram crescentes no período 

luminoso (mais acentuada) e no período noturno. A luminosidade é o principal 

impulsionador da fotossíntese e sendo a produção de ROS uma das suas consequências, 

não é surpreendente que os níveis ROS flutuem ao longo do dia (Grace et al., 2012; 

Guadagno et al., 2018). Estudos recentes demonstraram que a produção de ROS é 

controlada pelo relógio circadiano, em que foi possível observar padrões de expressão 

específicos em momentos do dia, tanto ao nível transcricional como na produção de H2O2, 

e que essa regulação temporal também reflete sobre a atividade enzimática da catalase 

(Grace et al., 2012). Mesmo as plantas NC e NS tenham apresentados níveis médios mais 

elevados na concentração de H2O2 (Tab. 2), quando comparadas às plantas as DC, estes 

não foram acompanhados pelo um maior acúmulo de MDA, que inclusive foi 

estatisticamente mais baixo nas plantas NC. A acumulação de ROS aumenta o dano da 

membrana ao produzir substâncias envolvidas na peroxidação lipídica como o MDA 

(Polle and Chen, 2015; Sami et al., 2016), sendo esta resposta comum em vários estudos 

que investigam as respostas ao estresse salino (Huang et al., 2014b; Mittal et al., 2012). 

Já o maior acúmulo de peróxido de hidrogênio, nas plantas SN, indica que essa molécula 

estava exercendo outras funções. Boursiac et al. (2008) demonstraram que H2O2 é um 

potente inibidor de condutividade hidráulica sob condições salinas devido à redução na 

abundância de aquaporinas PIP. ROS atuam como moléculas sinalizadoras de estresse 

(Foyer and Noctor, 2005; Miller et al., 2010), mas também de crescimento (Mangano et 

al., 2016) e desenvolvimento(Mhamdi and Breusegem, 2018). Logo, o aumento em suas 

concentrações não deve ser vistos apenas como eventos prejudiciais que devem ser 

evitados ou aliviados, podendo ser visto também como pré-requisitos para as plantas 

responderem adequadamente e induzir mecanismos adequados de aclimatação (Miller et 

al., 2010). 
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5. Conclusão 

 

A alta salinidade desencadeou respostas rápidas nos parâmetros fisiológicos em 

condições da casa de vegetação sob luminosidade natural. A imposição de uma alta 

concentração de NaCl afetou a fotossíntese da espécie já nas primeiras 24 horas, porém 

não afetou seu nível de hidratação. Além disso, foi possível observar respostas diferentes 

devido à imposição da solução salina em diferentes momentos do dia, em que as plantas 

regadas no início do dia apresentaram um maior desequilíbrio em seu balanço redox, 

levando a um maior acúmulo de H2O2 e MDA, se utilizando da prolina como uma das 

estratégias para promover a osmorregulação. Além disso, nossos dados demonstraram 

que as respostas à imposição de altas concentrações de sódio (200 mM) é um processo 

dinâmico em que alterações não são condições constantes que podem ser observados em 

alguns momentos do dia e em outros não, ou seja, flutuações diárias também são uma 

fonte de variação em experimentos. Esse ensaio mostra o quão importante é informar os 

horários em que o material biológico foi coletado e em que momento foi aplicado o 

estresse, tendo em vista que muitas vezes essas informações são suprimidas nos trabalhos 

científicos, principalmente em estudos moleculares, uma vez que a variação temporal é 

um fator importante em experimentos de salinidade em curto prazo. 
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Figura S1. Esquema do deliamento experimetal. Em cada momento de coleta (tempo ZT) foram 

coletadas amostras submetidas ao choque salino e controle.  a)  indica as coletas realizadas em 

plantas submetidas ao choque salino pela manhã (8:00) - Dia; b) indica as coletas realizadas em 

plantas submetidas ao choque salino no início da noite (17:00) - Noite. 
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Figura 1. Concentração de sódio e potássio de folhas de plantas jovens de C. pyramidalis sob 72 

horas de exposição ao choque salino (200 mmol de NaCl) em casa de vegetação (n=3±E.P).  

Valores seguidos por * diferem entre si pelo teste T ou teste Mann-Whitney.        Coletas realizadas 

no período noturno. Setas indicam o momento da aplicação da solução salina. 

 
Fonte: A autora (2020). 
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Fonte: A autora (2020). 
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Figure 2. Trocas gasosas nas folhas de plantas jovens de C. pyramidalis submetidas a choque salino em 

momentos diferentes do dia (8:00 horas – Day e 17:00 – Night) em casa de vegetação. As medidas foram 

realizadas sempre às 4 ZT (a primeira medida foi realizada antes da aplicação da rega salina em ambos 

os tratamentos, com objetivo de verificar as condições fisiológicas das plantas). As variveis são: a, b - 

taxa fotossintética líquida (A); condutância estomática (gs); c, d - condutância estomática (gs); e, f – 

eficiência do uso da água (EUA); g, h - taxa de transpiração (E). (n = 4 E.P). * P <0,05, ** P <0,01, *** 

P <0,001. 
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Figura 3. (a-b) Amido, (c-d) açúcares solúveis (SS) e (e-f) frutose e (g-h) Açucares redutores em 

plantas jovens de C. pyramidalis submetidas a choque salino em momentos diferentes do dia (8:00 

horas – Day e 17:00 – Night). (n = 3 E.P). * P <0,05, ** P <0,01, *** P <0,001.      Coletas 

realizadas no período noturno.  Setas indicam o momento da aplicação da solução salina. Barras 

indicam: coleta realizadas nas primeiras 24 horas (branca), nas 48 horas (cinza clara) e 72 horas 

(cinza escuro).  
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Figura 4. a-b) Aminoácidos, (c-d) proteínas solúveis totais (SS) e (e-f) prolina em plantas jovens 

de C. pyramidalis submetidas a choque salino em momentos diferentes do dia (8:00 horas – Day 

e 17:00 – Night). (n = 3 E.P). * P <0,05, ** P <0,01, *** P <0,001.        Coletas realizadas no 

período noturno. Setas indicam o momento da aplicação da solução salina. Barras indicam: coleta 

realizadas nas primeiras 24 horas (branca), nas 48 horas (cinza clara) e 72 horas (cinza escuro). 

 
Fonte: A autora (2020)
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Figura 5. (a-b) peróxido de hidrogênio (H2O2) e (c-d) MDA em plantas jovens de C. pyramidalis 

submetidas a choque salino em momentos diferentes do dia (8:00 horas – Day e 17:00 – Night) ). 

(n = 3 E.P). * P <0,05, ** P <0,01, *** P <0,001.        Coletas realizadas no período noturno. 

Setas indicam o momento da aplicação da solução salina Barras indicam: coleta realizadas nas 

primeiras 24 horas (branca), nas 48 horas (cinza clara) e 72 horas (cinza escuro). 

Fonte: A autora (2020). 
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Figura 6. (a-b) Teores de carboidratos não-estruturais em plantas jovens de C. pyramidalis 

submetidas choque salino em momentos diferentes do dia (8:00 horas – Day e 17:00 – Night) ). 

(n = 3 E.P). * P <0,05, ** P <0,01, *** P <0,001.         Coletas realizadas no período noturno. 

Setas indicam o momento da aplicação da solução salina Barras indicam: coleta realizadas nas 

primeiras 24 horas (branca), nas 48 horas (cinza clara) e 72 horas (cinza escuro). 

Fonte: A autora (2020).
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Figura 7. Análise de componentes principais (PCA) baseada nos parâmetros bioquímicos de plantas jovens de C. pyramidale submetidas a choque salino em 

momentos diferentes do dia (8:00 horas – Day e 17:00 – Night). Foram utilizados os dados das três últimas coletas. 

 
Fonte: A autora (2020) 
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Tabela 1. Fluorescência da clorofila em plantas jovens de C. pyramidale submetidas a salinidade 

(NaCl 200 mmol) (n = 4 ±E.P.). * P <0.05 (t test at 5%). 

  Control  Saline 

Parameters 24h 48h 72h  24h 48h 72h 

Day        

        
Fv/Fm 0,72 ±0,03 0,75 ±0,01 0,74 ±0,01  0,77 ±0,01* 0,71±0,01 0,75 ± 0,02 

Fv´/Fm´ 0,46 ±0,03 0,52 ±0,03 0,49 ±0,02  0,48±0,02 0,43±0,02 0,46 ±0,008 

NPQ 0,15 ±0,06 0,32 ±0,1 0,58 ±0,1  0,44±0,15 0,37±0,09 0,58 ±0,15 

QP 0,58 ±0,06 0,26 ±0,02 0,42 ±0,09  0,55±0,03 0,6 ±0,04 0,42 ±0,10 

ϕPSII 0,40 ±0,06 0,15±0,01* 0,28 ±0,08  0,38±0,03 0,39±0,04 0,28 ±0,08 

ETR 175,3±24,2 171,4 ±15, 69,1 ±16,4*  164,1±13 66,3±4,6* 60,4 ±17,2 

        

 15h 40h 63h  15h 40h 63h 

Night        

        

Fv/Fm 0,71±0,02* 0,75 ±0,02 0,74 ±0,03  0,6 ±0,02 0,72±0,02 0,72 ±0,02 

Fv´/Fm´ 0,48 ±0,03 0,46 ±0,03 0,46 ±0,02  0,46 ±0,03 0,41±0,03 0,42 ±0,02 

NPQ 0,29 ±0,13 0,44 ±0,05 0,48 ±0,05  0,22 ±0,05 0,35±0,11 0,26 ±0,08 

QP 0,6 ±0,03 0,58 ±0,06 0,51 ±0,03  0,43 ±0,08 0,65±0,03 0,62 ±0,03 

ϕPSII 0,44±0,06  0,39±0,02 0,33±0,09  0,26 ±0,06 0,43±0,02 0,4 ±0,03 

ETR 184 ±16,7 136,9±16,2 142,5 ±12,8   116,9 ±30,2 151,1±8,3 181,5 ±14,1 

Fonte: A autora (2020).
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Tabela 2.  Resultados dos modelos de melhor ajuste (ΔAICc<2) que examinaram as influências do fator fixo (sal) e aleatório (coleta) para cada parâmetro 

bioquímico analisado. 

Fator do modelo ß SE Z P-value 
 

Fator do modelo ß SE Z P-value 

Prolina  Proteína     

Sal (200 mmol)  Sal (200 mmol)     

Sal*Dia 0.4454 0.1509 2.951 0.00317 **  Sal*Dia 0.05540 0.10621 0.522 0.6019 

Controle*Noite -0.2057 0.1032 -1.993 0.04622 *  Controle*Noite -0.13110 0.06991 -1.875 0.0608 . 

Sal*Noite 0.2093 0.1509 1.386 0.16560  Sal*Noite -0.03127 0.10621 -0.294 0.7684 

           

Efeito aleatório 0.0728 0.2698    Efeito aleatório 0.03835 0.1958   

Resíduo 0.1916 0.4377    Resíduo 0.08798 0.2966   

           

Amido      SS     

Sal (200 mmol)      Nulo     

Sal*Dia -0.21061 0.12181 -1.73 0.08379 .  Sal*Dia - - - - 

Controle*Noite 0.30474 0.10547 2.89 0.00386 **  Controle*Noite - - - - 

Sal*Noite -0.16574 0.12181 -1.36 0.17360  Sal*Noite - - - - 

           

Efeito aleatório 0.02228 0.1493    Efeito aleatório 0.01220 0.1104   

Resíduo 0.20023 0.4475    Resíduo 0.07157 0.2675   

           

Aminoácidos      Frutose     

Sal (200 mmol)      Sal (200 mmol)     

Sal*Dia -0.09491 0.08310 -1.14 0.253358  Sal*Dia 0.03128 0.07410 0.42 0.6729 

Controle*Noite 0.37332 0.05980 6.24 <0.001 ***  Controle*Noite 0.12487 0.05958 2.10 0.0361 * 

Sal*Noite 0.29454 0.08310 3.54 <0.001 ***  Sal*Noite -0.01040 0.07410 -0.14 0.8884 

           

Efeito aleatório 0.01997 0.1413    Efeito aleatório 0.01164 0.1079   
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Resíduo 0.06437 0.2537    Resíduo 0.06389 0.2528   

           

Açucares redutores      H2O2     

Sal (200 mmol)      Sal (200 mmol)     

Sal*Dia -0.005247 0.106962 -0.05 0.9609  Sal*Dia 0.26933 0.15916 1.692 0.090619 . 

Controle*Noite -0.120775 0.068828 -1.75 0.0793 .  Controle*Noite 0.52899 0.08926 5.926 <0.001 *** 
Sal*Noite 0.189193 0.106962 1.77 0.0769 .  Sal*Noite 0.57008 0.15916 3.582 <0.001 *** 

           

Efeito aleatório 0.04022 0.2006    Efeito aleatório 0.1042 0.3228   

Resíduo 0.08527 0.2920    Resíduo 0.1434 0.3787   

           

MDA           

Sal (200 mmol)           

Sal*Dia 0.1558 0.2103 0.741 0.4588       

Controle*Noite -0.2689 0.1080 -2.490 0.0128 *       

Sal*Noite -0.2882 0.2103 -1.370 0.1706       

           

Efeito aleatório 0.1954 0.4420         

Resíduo 0.2100 0.4583         

           

p<0.1, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001. Variáveis significativas estão em negrito 
 

Fonte: A autora (2020). 
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RESUMO 

 

O estudo teve como objetivo caracterizar respostas bioquímicas (açucares solúveis totais, 

prolina, peroxido de hidrogênio e MDA) em tecidos foliares e radiculares em plantas 

jovens de Cenostigma pyramidale, uma espécie lenhosa de alta representatividade da 

Caatinga, uma floresta tropical sazonalmente seca, após exposição ao choque salino. 

Foram coletados tecidos em cinco momentos (10 h, 30 h, 43h, 48h e 50h) após a exposição 

ao estresse. Em folhas, foram observadas alterações nas concentrações de MDA, com um 

aumento significativo após 30 h de exposição ao sal (aproximadamente 50%) e que se 

manteve após 48 (18%) e 50 h (111%). Alterações nos níveis de prolina foram observadas 

apenas no início do estresse (10 e 30 h), com mais de 100% de aumento em comparação 

ao controle. Com relação ao tecido radicular, a prolina apresentou uma regulação positiva 

ao longo do tempo, enquanto que as concentrações de aldeído malônico foram 

inicialmente altas no início do estresse (~ 20%), com reduções ao longo da exposição ao 

estresse, mas sempre superior ao controle.  

 

Palavras-chave: estresse salino, Cenostigma pyramidale, aldeído malônico, prolina. 

 

ABREVIAÇÕES: salinidade; solutos orgânicos; Chl a, clorofila a; Chl b, clorofila b; 

carboidratos solúveis totais; H2O2, peróxido de hidrogênio, MDA, aldeído malônico. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A salinização do solo é um risco ambiental predominante em todo planeta, 

especialmente em regiões áridas e semiáridas (Munns and Tester, 2008; Jorda, 2004; 

Schofield and Kirkby, 2003). Estima-se que aproximadamente um bilhão de hectares 

estão sob efeito desse estresse abiótico no mundo (Fao and Itps, 2015). No Nordeste 

Brasileiro, cerca de 30% das terras produtivas possuem algum grau de salinização, 

resultante, principalmente, de projetos de irrigação inadequados (Gorji; Tanik and Serbel, 

2015). Encontrada na região Nordeste do Brasil, a Caatinga se insere no bioma de floresta 

tropical sazonalmente seca (Silva et al., 2017). Esta floresta sofre forte influência das 

irregularidades de chuva e aumento nas concentrações de sais no solo, devido elevada 

evapotranspiração e manejo inadequado do solo (Silva et al., 2017; Tabarelli et al., 2018). 

Logo, as plantas estabelecidas nesses ecossistemas estão frequentemente expostas a 

condições que levam ao estresse hídrico e/ou salino. Além disso, a Caatinga apresenta um 

elevado adensamento populacional que inserem outros tipos de perturbações a sua 

vegetação, pois as plantas se tornam recursos bastante utilizados pelas populações 

humanas e animais estabelecidas na região (Silva et al., 2017; Tabarelli et al., 2018).  

O aumento nas concentrações de sais no solo submete a vegetação a uma condição 

ambiental desfavorável, devido aos impactos em sua homeostase, acarretando um 

prejuízo em seu crescimento e produtividade (Frosi et al., 2016; Jaarsma; de Vries and de 

Boer 2013; Polle and Chen, 2015; Singh, 2015). Entre os efeitos tóxicos resultantes do 

excesso de sais no solo destacam-se os danos nas estruturas enzimáticas e organelas, 

prejuízos no desempenho fotossintético, inibição na síntese proteica e deficiência iônica 

(Porcel; Aroca and Ruiz-Lozano, 2012). Diante dessa condição ambiental desfavorável, 

as plantas utilizam-se de respostas adaptativas, como ativação do sistema antioxidante 

enzimático e não enzimático e acúmulo de solutos orgânicos compatíveis, como prolina, 

glicina betaína e açúcares (Deinlein et al., 2014; Sami et al., 2016; Szabados and Savouré, 

2010), para assegurar a homeostase osmótica, controlar e reparar os danos causados pelas 

espécies reativas de oxigênio e estabelecer um novo ritmo de crescimento (Gill and 

Tuteja, 2010). O acúmulo de metabolitos orgânicos é uma estratégia observada por 

diversas espécies na tolerância a alta salinidade (Duarte et al., 2013; Frosi et al., 2017; 

Mittal, Kumari, and Sharma 2012). Esses solutos além de reestabelecer o fluxo de água 

em relação ao meio hipertônico, devido à redução da pressão osmótica, também atuam na 

eliminação dos radicais livres, na proteção das estruturas celulares e manutenção das 
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atividades enzimáticas (Kao, 2015; Ranney; Bassuk and Whitlow, 1991), podendo ser 

acumulados em altos níveis sem prejudicar as funções celulares (Slama et al., 2015). 

Ensaios experimentais que investigam as respostas ao aumento da salinidade no solo 

podem ser executados de duas maneiras: 1) através da exposição gradual, o estresse salino 

ou 2) pela aplicação instantânea a altos níveis de salinidade (≥150 mM), i.e., o choque 

salino. Estudos moleculares já indicaram que vias diferentes são ativadas dependendo de 

como se dá a aplicação do sal. Apesar do choque salino ser incomum na natureza, estudos 

utilizando essa metodologia desenham um excelente cenário para investigar as repostas 

ao estresse osmótico e iônico (Shavrukov, 2013a). 

Cenostigma pyramidale (Tul.) L.P. Queiroz, popularmente conhecida como 

‘catingueira’ é uma Fabaceae lenhosa que é bastante explorada devido ao interesse 

madeireiro (Silva et al., 2009), medicinal (Alviano et al., 2008). Sendo assim estudos que 

investiguem a tolerância de espécies, como C. pyramidale, nativa, abundante e de 

interesse social, a condições adversas extremas se faz necessário para contribuir com 

informações para estudos destinados a recuperação/restauração ambiental. 

Diante do exposto, nosso estudo teve como objetivo caracterizar as repostas 

bioquímicas de C. pyramidale sob choque salino, baseado na hipótese de que o sistema 

radicular dessa espécie apresenta um acúmulo mais rápido e acentuado de solutos 

orgânicos, principalmente carboidratos e prolina, em relação às folhas para minimizar o 

estresse oxidativo e manter o fluxo de água e a captação de nutrientes diante de uma 

redução do potencial osmótico.  

 

2 MATERIAS E MÉTODOS 

 

2.1 Condições de crescimento, material vegetal e delineamento experimental 

 

O experimento foi realizado na casa de vegetação do Centro de Biociências da 

Universidade Federal de Pernambuco, localizada em Recife, região Nordeste do Brasil 

(8°08′58′S, 34°56′55′W), a uma temperatura média de 34 ± 2 °C, umidade relativa de 40-

60% e luz natural (fluxo máximo de luz: 1400 μmol m-2 s-1). 

As sementes de Cenostigma pyramidale (Fabaceae) foram germinadas em vasos 

contendo 5 kg de areia lavada e mantidas em casa de vegetação por seis meses. Até o 

início do experimento as plantas foram mantidas em hidratação ideal (capacidade de pote 

de 250 mL). Foi adicionada solução nutritiva de Hoagland (força total), a cada 15 dias, a 
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fim de suprir a demanda de nutrientes necessários para o pleno desenvolvimento das 

plantas. Posteriormente, as plantas foram submetidas a dois tratamentos: 1) Controle: 

plantas regadas todos os dias com água deionizada na capacidade de pote e 2) Choque 

salino: plantas regadas todos os dias com solução salina de 200 mM de NaCl. Cada 

tratamento foi composto por 25 indivíduos. Para determinação dos tempos de coleta do 

material vegetal foi utilizado como referência o momento inicial de aplicação da 

salinidade (8:00 h). Por fim, foram coletadas folhas e raízes dentro das primeiras 50 h 

após exposição à salinidade, nos tempos 10 h, 30h, 43h, 48h e 50h. Os dados fisiológicos 

e de concentração foliar interna de NaCl estão descritos na tabela 1. 

 

2.2 Análises bioquímicas  

 

Para análise dos solutos orgânicos foram utilizadas folhas e raízes coletadas nos 

diferentes tempos após o início da imposição da salinidade (10 h, 30h, 43h, 48h e 50h). 

Os tecidos vegetais coletados foram utilizados para quantificação de carboidratos solúveis 

totais (SS), prolina, clorofila a (Chl a), clorofila b (Chl b), carotenoides (Car) 

(Lichtenthaler and Buschmann, 2005), aldeído malônico (MDA) (Cakmak and Horst, 

1991) e peróxido de hidrogênio (H2O2) (Alexieva et al., 2001). As análises foram 

determinadas em espectrofotômetro com duplo feixe ajustado ao comprimento de onda 

específico para cada composto orgânico. Todas as amostras coletadas foram 

imediatamente congeladas em nitrogênio líquido e armazenadas a - 80 °C. 

 

2.3 Análises estatísticas 

 

Os dados das variáveis bioquímicas foram submetidos ao teste T (ou Wilcox 

quando não atendidos os pré-requisitos do teste) para comparação das médias (controle × 

choque salino) com nível de significância de 5 %.  Os dados que não apresentaram 

distribuição normal e/ou homogeneidade foram submetidos ao teste Mann-Whitney 

(p<0,05). Os dados das variáveis bioquímicas (SS, prolina, MDA e H2O2) foram 

submetidos a uma análise de regressão linear com R2 ajustado (p<0,05). Os modelos dos 

tratamentos foram comparados com análise de covariância e as análises foram realizadas 

considerando o fator sal e o tempo de exposição ao sal como covariável. Uma análise de 

componentes principais (PCA) foi utilizada para verificar se houve uma tendência de 

agrupamento entre os tratamentos, além de identificar quais eram as variáveis mais 
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influentes na separação dos possíveis grupos. Para essa análise multivariada foram 

utilizados os pacotes Factoextra (Kassambara e Mundt, 2017), PCAmixdata e ggplot2. 

Para todas as análises foi utilizado o software R 3.5.1 (R Core Team, 2018).  

 

3 RESULTADOS 

 

3.1 Resposta bioquímica de folhas e raízes 

 

O aumento da salinidade desencadeou alterações no metabolismo nas folhas de C. 

pyramidale dentro das 50 h da aplicação do choque salino. Após 10h de exposição a alta 

salinidade foi observada um aumento da prolina e MDA (127%), na parte aérea (Fig. 2 a 

e 4 c). Já no tecido radicular, aumento significativo foi observado apenas na concentração 

de MDA (139%) (Fig. 4 d). Na segunda coleta, realizada após 30h da exposição ao choque 

salino, os níveis de prolina e MDA se mantiveram altos em relação as plantas controle 

(197% e 37%) nas folhas (Fig. 2 a; Fig. 1 c). Os aumentos dessas variáveis também foram 

mais altos no tecido radicular, de 255% para o MDA (Fig. 1 c) e 126% para a prolina 

(Fig. 2 b). Interessantemente, após 43h de exposição a rega salina foi observado um 

aumento de carotenoides (200%) nas plantas sob choque salino, sendo essa resposta a 

única observada no tecido foliar, nesse momento de coleta (Fig. 4 c). No tecido radicular, 

para esse mesmo tempo de exposição, os níveis de prolina e MDA ainda se mantiveram 

significativamente altos em relação as plantas controle, 207 e 94%, respectivamente (Fig. 

3 b; Fig. 4 d). Na coleta realizada após 48h, a parte aérea apresentou aumento significativo 

nos pigmentos fotossintéticos (Chl a, Chl b e Car) (Fig. 1 a, b, c) e MDA (Fig. 1 c), no 

entanto foi observado uma redução de aproximadamente 50% nos teores de H2O2 (Fig. 1 

a). No tecido radicular, os níveis de prolina, MDA e H2O2 permaneceram estatisticamente 

mais altos que as plantas controle (Fig. 3 b; Fig. 4 b, d). 

A última coleta realizada após 50h de exposição a rega salina, os níveis de 

pigmentos fotossintéticos se mantiveram mais altos nas plantas submetidas ao sal (Fig. 4 

a, b, c), além dos níveis de H2O2 e MDA (Fig. 1 a, c). No entanto, os níveis de carboidratos 

de solúveis totais (SS) passaram a ser estatisticamente mais altos que as plantas controle 

(aumento de 60%) (Fig. 3 a). Um aumento de aproximadamente 100% na concentração 

dos SS também foi observado no tecido radicular (Fig. 3 b), acompanhado com o aumento 

nos níveis de prolina e MDA, 159 e 53% respectivamente (Fig. 3 a; Fig. 4 d). 
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3.2 Ancova 

 

Através das regressões lineares foi possível observar que na parte aérea, apenas a 

prolina apresentou uma tendência de queda em suas concentrações ao longo do tempo de 

exposição ao sal (Fig. 5 c). Para essas variáveis as linhas de regressão entre os tratamentos 

diferiram quanto a inclinação. Para as demais variáveis (SS, MDA e H2O2 – Fig. 5 a, e, 

g) analisadas não foram observadas nenhuma relação linear. 

No sistema radicular, as plantas apresentaram um aumento nas concentrações de 

prolina com o tempo de exposição ao sal. Por outro lado, as plantas controles 

apresentaram uma diminuição ao longo do tempo do experimento (Fig. 5 d) e as 

concentrações de MDA apresentaram uma tendência de diminuição ao longo do 

experimento (Fig. 5 f). 

 

3.3 Análise de Componentes Principais (PCA) 

 

Uma análise de componentes principais foi realizada para C. pyramidale 

considerando as variáveis bioquímicas analisadas, para o sistema radicular e parte aérea, 

considerando todos os pontos amostrados dentro das 50 h após aplicação da solução 

salina. Para a parte a aérea as variáveis foram capazes de explicar 80,4% da variação dos 

dados, no entanto alguns tempos de coleta (10 h e 43 h) permaneceram agrupados as 

plantas controle. Para DIM 1, as variáveis mais importantes foram carotenoides, clorofila 

b e a, respectivamente. Já para DIM 2, foram peróxido, açúcares solúveis totais e MDA 

(Fig. 6 b). Já para o sistema radicular, os dados foram capazes de explicar 71,43% da 

variação dos dados, considerando os dois primeiros componentes principais. Houve 

formação de dois grandes grupos, em função da salinidade, seguindo ao longo da DIM 1, 

sendo as variáveis mais relevantes a prolina e o MDA, sendo essa componente 

responsável por explicar 51,7% dessa variação. Já a DIM 2 explicou 19,7% da variação 

tendo como mais variáveis com maiores valores de contribuição os açucares solúveis 

totais (SS) e o peroxido de hidrogênio (H2O2) (Fig. 6 a).  

 

4 DISCUSSÃO 

 

Ensaios com choque salino são uma excelente oportunidade de observar as 

respostas simultâneas da planta aos efeitos do choque osmótico, que são mais 
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proeminentes no tecido radicular e o estresse iônico na parte aérea (Shavrukov, 2013b). 

C. pyramidale parece investir em prolina como ajustamento inicial à resposta ao estresse 

salino, em se tratando de osmorregulador. Aumentos significativos já foram observados 

após 10h em folhas, sendo está uma resposta rápida quando considerado que alterações 

nesse parâmetro só puderam ser observadas após 30h no tecido radicular. Embora o 

acúmulo de prolina seja uma resposta importante e bem aceita nem sempre ocorre uma 

boa correlação entre o acúmulo de prolina e o tempo de estresse (Jaarsma et al., 2013). 

No entanto, no tecido radicular esse comportamento foi observado, demonstrando que 

essa espécie investe nesse aminoácido como umas das primeiras estratégias para suportar 

a alta salinidade, e mantem esse aumento à medida que aumenta o tempo de exposição ao 

sal. A prolina é um aminoácido multifuncional com funções relacionadas à proteção da 

integridade de proteínas e enzimas  (Szabados and Savouré, 2010) e estudos têm apontado 

que esta pode atuar na eliminação de ROS devido a sua relação com a atividade de 

enzimas antioxidantes (Verbruggen and Hermans, 2008). Foi observado que plantas com 

a mutação de P5CS1 na prolina mostraram atividade significativamente mais baixa, em 

relação às selvagens, nas enzimas do ciclo glutationa-ascobarto sob salinidade. Foi 

sugerido que o acúmulo de prolina pode estar envolvido na estabilidade ou atividade 

dessas enzimas (Strizhov and Ja, 2008). Logo, a utilização de uma molécula que oferta 

múltiplos benefícios pode ser uma estratégia eficiente para tolerar uma condição tão 

adversa, como um choque salino. 

Associada ao estresse salino, a rápida diminuição do potencial hídrico, 

principalmente em condições de choque, ocorre um desiquilíbrio, devido aos excessos de 

íons ou deficiência nutricional (Munns and Tester, 2008). Isso acaba resultando na 

liberação de elétrons em estados de alta energia que acabam sendo transferidos para o 

oxigênio molecular, formando espécies reativas de oxigênio (ROS), como o H2O2 (Foyer 

and Noctor, 2005). As plantas submetidas ao choque salino apresentaram acúmulos 

pontuais (após 48h em raiz e 50h em folhas), no entanto, valores significativamente mais 

altos de MDA foram observados durante todo o experimento, indicando que outras 

espécies reativas de oxigênio, como 1O2, O2·- e HO· (Miller et al., 2010), podem ter 

contribuído em maior peso pelo dano oxidativo, caracterizado pelo acúmulo de MDA. 

Ainda assim, em folhas, foi observada uma correlação positiva entre o H2O2 e o SS 

(cor=0.72; p=0.002) e o MDA (cor=0.54; p 0.037), demonstrando que este também é 

responsável pelo acúmulo desses compostos. ROS também possuem papel fundamental 

na transmissão de sinais envolvidos na resposta ao estresse (Farmer and Mueller, 2013) e 
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interage com outras redes de sinalização que regulam a aclimatação da planta, incluindo 

a fosforilação de cálcio, hormônios e proteínas (Miller et al., 2010). Apesar da 

mensuração do MDA ser amplamente utilizada como uma resposta ao estresse oxidativo 

(Rivas et al., 2013; Huang et al., 2014) sua produção pode ser induzida pela lipoxigenase, 

geralmente benéfico responsável pela produção de reguladores, ou produção de ROS 

(Farmer and Mueller, 2013). Em nosso ensaio os níveis de MDA nas plantas submetidas 

a salinidade se mantiveram altos em relação as plantas controle, no entanto, o tecido 

radicular apresentou relação negativa como o tempo de exposição ao sal. Estudos recentes 

vem apontando que um aumento transitório do MDA podem indicar processos de 

aclimatação e não dano e ainda, que essa molécula pode exercer diferentes funções como 

ativação de genes reguladores envolvidos na tolerância, proteção celular e ativação do 

sistema antioxidante (Morales and Munné-Bosch, 2019). No entanto, a interpretação 

correta se os níveis de MDA são transitórios ou se mantem constantemente altos só será 

possível com a mensuração dessa variável em vários pontos de coleta dentro do 

experimento, pois medidas pontuais podem levar a equívocos quanto a função real 

exercida por essa molécula. 

Em nosso experimento podemos verificar que a exposição ao sal, levou ao 

acúmulo de clorofila a, b e carotenoides. O aumento de carotenoides já foi relacionado 

com a tolerância a estresses abióticos (Duarte et al., 2013b; Frosi et al., 2017), inclusive 

já foi demonstrado que tal mecanismo envolvendo pigmentos associa alterações 

fisiológicas e genéticas. Nesse último caso a repressão de um gene, regula o conteúdo de 

β-caroteno, carotenoides totais e capacidade antioxidante, sugerindo que níveis 

aumentados desses pigmentos contribuem para a tolerância ao estresse salino (Kim et al., 

2012). O aumento da concentração de pigmentos fotossintéticos pode ter contribuído para 

minimizar os danos da peroxidação lipídica no tecido foliar, uma vez que quando 

comparado ao tecido radicular, as plantas submetidas a salinidade apresentaram valores 

mais próximos do controle. Além disso, a ação fotoprotetora desempenhada pelos 

carotenoides pode ajudar a dissipar o excesso de energia, impedindo danos a maquinaria 

fotossintética (Latowski; Szymanska and Strzałka, 2013). O aumento na concentração de 

pigmentos também foi observado por Frosi et al. (2017), com a mesma espécie sob 

salinidade de 100 mM.  

Quanto ao carboidrato, seu aumento significativo na concentração só pode ser 

observado após 50 h de exposição ao sal, em ambos os tecidos. Indicando que o acúmulo 

dessas macromoléculas é uma resposta mais tardia para essa espécie em condições de 
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estresse salino. O acúmulo de carboidratos, especialmente sacarose, frutose, trealose, 

rafinose e frutanos, que são osmólitos compatíveis, contribuem para redução do potencial 

osmótico contribuindo assim na tolerância, sendo uma reposta amplamente descrita em 

espécies submetidas a salinidade (Sami et al., 2016). Além disso, estudos já 

demonstraram o papel sinalizador dos carboidratos (Rolland; Moore and Sheen 2002) 

controlando processos a níveis transcricionais, pós transcricionais e pós-traducionais 

(Bläsing et al., 2005). 

Em conclusão, o choque salino em C. pyramidale, nas primeiras 50h de exposição, 

promoveu alterações no acúmulo de açúcares solúveis totais, tanto em tecido radicular 

como foliar. Em folhas as repostas no acúmulo de prolina foi rápida, porém transitória, 

tendo esse tecido investido principalmente em pigmentos fotossintéticos para atenuar os 

efeitos da chegada de Na+. Provavelmente o acúmulo de prolina foi uma estratégia 

investida devido as características multifuncionais desse aminoácido. E ainda, o aumento 

nas concentrações de H2O2 e MDA parece estar ligado mais a atuação dessas moléculas 

como sinalizadoras do que na caracterização de uma possível desregulação em seu status 

redox. Estudos que investiguem o papel sinalizador do MDA e o H2O2 no sistema 

antioxidativo podem fornecer informações importantes de como essa espécie consegue 

tolerar uma condição de alta salinidade tão severa. 
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Tabela 1. Caracterização do estado fisiológico das plantas de C. pyramidale em tratamentos controle e de choque salino em diferentes momentos 

após a adição de 200 mM de NaCl ao longo do experimento de salinidade; e concentração foliar de NaCl após 72h da imposição do estresse pelo 

test T a 5% de probabilidade (n=4±D.P). Asteriscos (*) indicam diferenças entre os tratamentos (*, p<0,05 e **, p<0,01). 

Parâmetros fisiológicos 
Concentração 

foliar 

 gs A E EUA NaCl 

 Controle Sal  Controle Sal  Controle Sal  Controle Sal  Controle Sal  

0h 0,03±0,1 0,03±0,1 8,21±0,9 10,15±2,5 1,33±0,5 1,35±0,3 6,70±2,0 7,52±0,4 - - 

24h 0,02±0,0** 0,01±0,0** 6,48±0,7** 2,77±1,3** 0,86±0,1** 0,42±0,2** 7,51±1,1 6,48±0,9 3,16±0,2 4,98±0,3 

48h 0,06±0,1** 0,02±0,0** 8,18±1,2** 4,15±2,7** 1,33±0,2** 0,52±0,3** 6,14±0,4 7,84±1,4 2,00±0,1 6,10±0,5 
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Figura 1. (a) Clorofila a (Chl a), (b) clorofila b (Chl b) e (c) carotenóides (Car) em plantas 

jovens de C. pyramidale em sob condições de choque salino (200 mM de NaCl) em casa 

de vegetação (n=3±E.P). *P<0.05, **P<0.01,***P<0.001 indicam diferenças pelo teste T 

ou teste Mann-Whitney. 
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Figura 2. Carboidratos solúveis totais (SS) em folhas (a) e raiz (b) em plantas jovens de 

C. pyramidale sob condições de choque salino (200 mM de NaCl) em casa de vegetação 

(n=3±E.P). *P<0.05, **P<0.01,***P<0.001 indicam diferenças pelo teste T ou teste 

Mann-Whitney. 
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Figura 3. Prolina em folhas (a) e raiz (b) em plantas jovens de C. pyramidale sob 

condições de choque salino (200 mM de NaCl) em casa de vegetação (n=3±E.P). 

*P<0.05, **P < 0.01,***P<0.001 indicam diferenças pelo teste T ou teste Mann-Whitney. 
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Figura 4. Peróxido de hidrogênio (H2O2) e dialdeído malônico em folhas (a-c) e raiz (b-

d) em plantas jovens de C. pyramidale sob condições de choque salino (200 mM de NaCl) 

em casa de vegetação (n=3±E.P). *P<0.05, **P < 0.01,***P<0.001 indicam diferenças 

pelo teste T ou teste Mann-Whitney. 
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Figura 5. Variáveis bioquímicas de folhas e raízes de plantas jovens de C. pyramidale sob 

condições de choque salino (200 mM de NaCl) em casa de vegetação (n=3±E.P) em cinco 

momentos de coleta (10 h, 30 h, 43 h, 48 h e 50 h) após aplicação do estresse. As variáveis são: 

a, b—açucares solúveis totais (SS); c, d—Prolina; e, f— Dialdeído Malônico (MDA); g, h—

Peróxido de hidrogênio (H2O2). *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 (indicam diferenças entre as 

inclinações). 
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Figura 6. Análise multivariada de componentes principais baseados nos parâmetros 

bioquímicos de C. pyramidale em diferentes tempos de coleta após choque salino (200 

mMol) (n=3). 
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Resumo 

 

Cenostigma pyramidale (Tul.) Gagnon & G.P. Lewis é uma espécie lenhosa de grande 

importância para florestas tropicais sazonalmente secas brasileiras. Essas regiões se 

encontram em processo de desertificação, devido ao aumento das concentrações de sais 

no solo. Resultado de projetos de irrigação inadequados e mau uso do solo. Os genes do 

relógio circadiano são “marca-passos” endógenos que regulam diversos processos 

metabólicos e consequentemente o desenvolvimento da planta. No entanto, pouco se sabe 

sobre os genes do relógio circadiano em espécies lenhosas nativas. No presente trabalho, 

identificamos quatro genes candidatos do relógio circadiano em C. pyramidale. Análise 

fenética e motivos conservados revelaram as relações existentes entre os genes candidatos 

do relógio em C. pyramidale e outras espécies. Também examinamos a expressão desses 

genes em resposta a salinidade e três deles apresentaram expressão diferencial, 

confirmados por RT-qPCR. Curiosamente CpELF4 apresentou uma expressão diferencial 

pela manhã, mesmo sendo um gene considerado de expressão noturna em outras espécies. 

Sendo um forte indicio que alterações no tempo de floração dessa espécie é alterada pela 

salinidade. Nosso estudo é o primeiro a revelar a presença de componentes primários do 

relógio circadiano em uma espécie lenhosa de ambientes semi-áridos e sua modulação 

frente ao estresse salino. Assim nossos dados se tornam a base para estudos que desejam 

investigar os padrões de expressão de genes do relógio circadiano ao longo do dia, em 

espécies não cultivadas, e suas conexões com genes de tolerância a salinidade. 

 

Palavras-chave: Ritmo circadiano; lenhosa; bioinformática; RT-qPCR; floração. 
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Abreviações: BLAST, ferramenta básica de busca de alinhamento local; MEGA, Análise 

Genética Evolutiva Molecular; NCBI, Centro Nacional de Informação Biotecnológica; 

RNA-Seq, sequenciação de RNA. 

 

1. Introdução 

 

As plantas devido sua natureza séssil, por muitas vezes estão submetidas a 

múltiplos estresses ambientais (Jacob et al., 2016). Logo, a capacidade de memorizar e 

antecipar as mudanças diárias previsíveis torna-se uma vantagem ecológica (Green et al., 

2002). Nesse contexto, o ritmo circadiano é classificado como um subconjunto dos ritmos 

biológicos, que leva aproximadamente 24 h para completar um ciclo (Sweeney 1962; 

McClung, 2006b; Greenham and McClung, 2015). Estes ritmos são gerados 

endogenamente e se auto-sustentam (Covington et al. 2008; Montesinos-Navarro et al. 

2012). Estudos mais recentes propuseram um modelo para em plantas, composto por três 

―circuitos de retorno que são interligados. Dois fatores de transcrição de domínio MYB 

únicos, CIRCADIAN AND CLOCK ASSOCIATED 1 (CCA1) e LATE ELONGATED 

HYPOCOTYL (LHY) parecem desempenhar papéis fundamentais em cada loop, sendo 

propostos como o oscilador central do relógio (Caluwé et al., 2016). O funcionamento do 

relógio se inicia pela manhã com expressão de dois fatores de transcrição LHY e CCA1, 

os quais reprimem a expressão de um componente noturno TIMING OF CAB 

EXPRESSION 1 (TOC1), um membro da família das PRR (PSEUDORESPONSE 

REGULATOR) (McWatters and Devlin 2011). Por sua vez, CCA1 e LHY são reprimidos 

pela a expressão de PRR 7, 9 e 5. Durante a madrugada um complexo noturno, formado 

por três proteínas (ELF3, ELF4 e LUX) inibe a expressão das PRR. Assim a expressão 

de LHY e CCA sobe novamente pela manhã. Proteínas nucleares também estão 

envolvidas nas atividades do relógio circadiano, como a proteína GIGANTEA (GI), que 

regula a expressão FLAVIN-BINDING, KELCHREPEAT, F BOX 1 (FKF1) (um 

fotorreceptor da luz azul) (Doroquez et al., 2003) e parece ser um forte candidato no 

controle da compensação de temperatura (Edwards et al., 2005; Mishra and Panigrahi 

2015b). 

Estudos da função do relógio e suas conexões com outras vias, dentre elas às 

relacionadas com tolerância aos estresses abióticos, estão restritos a plantas modelos, 

como Arabdopsis thaliana ou espécies de importância agronômica, como arroz, soja e 

tabaco (Marcolino-Gomes et al., 2014a; Liu et al., 2016; Chen et al., 2018; Moraes et al., 
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2019). E trabalhos recentes investigaram as relações entre estresse abióticos como seca, 

frio, pouca luminosidade e CO2 e a regulação circadiana (Espinoza et al., 2010; 

Nakamichi, 2011; Yon et al., 2012; Marcolino-Gomes et al., 2015; Marcolino-Gomes et 

al., 2017; Annunziata et al., 2018), no entanto, poucos estudos investigaram a relação 

entre o relógio circadiano e o estresse salino (Park et al., 2016). E levando em 

consideração que o aumento das concentrações de sais no solo são uma das ameaças mais 

crescentes para a produção agrícola em todo planeta (Fao and Itps, 2015), investigar os 

impactos do aumento da salinidade no solo em todos os aspectos relacionados a fisiologia 

das plantas se torna imperativo.  

 Para aumentar nossa compreensão da função do relógio nas interações abióticas, 

identificamos quatro componentes principais do relógio (LHY, PRR53, ELF4 e Gigantea) 

em uma espécie lenhosa da Caatinga, Cenostigma pyramidale (Fabaceae) e examinamos 

o efeito do tratamento salino na expressão de genes do relógio. Nossos resultados 

fornecem mais evidências sobre a conservação do relógio circadiano em espécies nativas 

e do subsídio para investigar como alterações abióticas, como a salinidade, impactam na 

expressão desses componentes. Entender as conexões existentes entre os genes do relógio 

circadiano e a tolerância à salinidade pode contribuir para um futuro melhoramento dessa 

espécie, visando aumentos de produtividade, tolerância e sucesso na recuperação de áreas 

degradadas. 

 

2. Matérias e Métodos  

 

2.1 Material biológico e condições de estresse 

 

2.1.1 Coleta do material radicular  

 

Para análise da expressão dos genes do relógio circadiano foram realizadas coletas 

do tecido radicular após 30 min, 2h e 11 dias imposição da salinidade. As coletas foram 

realizadas as 8:00, 8:30 e 8:00, respectivamente. Todas as amostras coletadas foram 

imediatamente congeladas em nitrogênio líquido e armazenadas a -80 °C até o isolamento 

do RNA total.  

 

2.1.2 Isolamento de RNA total e síntese de cDNA  
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O RNA total foi isolado usando o método de cloreto de lítio (Chang et al., 157 1993). 

Para remoção do DNA foi utilizada a DNAse (Promega, Fitchburg WI, EUA). A 

qualidade do RNA total extraído foram avaliadas pelo gel Agarose (1,5%), corado com 

blue-green loading dye I (LGC Biotechnology, SP, Brasil) a fim de verificar a integridade 

do RNA. A quantificação das amostras de RNA foi realizada por fluorometria (Qubit, 

Oregon, EUA). A conversão de RNA em cDNA (transcrição reversa) foi realizada com 

0.5 μg 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 à -20°C. 

 

2.2 Caracterização in silico de genes candidatos a genes do relógio circadiano em 

Cenostigama pyramildale e análise de Neighbor-Joining (nj) 

 

Para identificar os genes do relógio circadiano homólogos de A. thaliana no 

transcriptoma de C. pyramidale. As sequências correspondentes de aminoácidos dessa 

espécie foram obtida em banco de dados como o Phytozome 

(https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html) e Uniprot (https://www.uniprot.org/) 

utilizando palavras chaves e são representadas pelos respectivos número de identificação. 

Foi realizado um BLAST (tBLASTn) contra o transcriptoma de C. pyramidale. As 

sequências nucleotídicas de C. pyramidale mais semelhantes foram selecionadas com 

base nos valores de e-values menores que 0,05.  

Os conjuntos de sequências foram submetidos à análise de domínio conservado 

utilizando o batch CD-search (Marchler-Bauer et al., 2011), buscando as assinaturas de 

conservação presentes no CDD (conserved Domain Database). Dado que os domínios 

funcionais tem importância para a função e classificação das proteínas, estes foram 

analisadas usando ferramentas de descoberta de motivos MEME, versão 5.1.1 (Bailey 

and Elkan, 1994). Para o alinhamento e construção das árvores foram consideradas as 

isoformas que apresentavam alguma alteração ao nível proteico. Após essa análise, as 

sequências foram submetidas a uma curadoria manual, em que foram comparadas ao 

banco TAIR (A. thaliana) a fim de observar quais de C. pyramidale apresentam maior 

similaridade com A. thaliana (p-valeu: -30). Por fim, os quatro conjuntos de sequências 

que não apresentaram divergências significativas, PRR (3,5,7 e 9), ELF4, LHY e GI, 

foram submetidas as análises fenéticas. Estas foram performadas utilizando o pacote 

MEGA 7 (Kumar, Stecher and Tamura, 2018), alinhando-se as sequências de C. 
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pyramidale, recuperadas via BLAST com as sondas. Assim, os fenogramas foram gerados 

através do método Neighbour-Joining com Bootstrap de 2000 repetições e o número de 

diferenças como modelo de substituição de aminoácidos. Para a geração dos fenogramas 

foram consideradas apenas as sequências que divergiam em sequência de aminoácidos, 

uma vez que foi percebido que muitas isoformas diferiam apenas ao nível de nucleotídeos 

e não gerava nada informativo nas árvores, gerando apenas politomias.  

 

2.3 Expressão dos genes do relógio em bibliotecas de RNA-seq 

 

A identificação de transcritos induzidos ou reprimidos foi realizada com base na 

alteração de log2 fold change (log2FC) e valor de p. Foi considerado induzido ou 

reprimido quando os valores de log2FC foram superiores a +1 ou inferiores a -1, 

respectivamente, associados a um valor de p <0,05. A análise de expressão foi realizada 

pelo edgeR um pacote do Bioconductor para examinar a expressão diferencial de dados 

de contagem replicados (Robinson et al., 2009).  

 

2.4 Seleção de genes alvos e desenho de primers  

 

Para seleção de alvos dos genes do relógio circadiano e desenho de primers foi 

utilizado o transcriptoma radicular de C. pyramidale exposta à salinidade. As sequências 

sondas foram obtidas no banco de dados revisado do UNIPROT (Universal Protein) e 

NCBI (National Center for Biotechnology Information) e Phytozome (The plant 

Genomics Resource). Posteriormente foi realizado BLAST local (tBLASTn) contra o 

transcriptoma de C. pyramidale (programa BioEdit). As sequências recuperadas foram 

traduzidas pela ferramenta ORFinder e submetidas à ferramenta de reconhecimento de 

domínios CD-Search para a seleção de sequências com domínio completo. Para 

determinação da nomenclatura dos genes do relógio circadiano foi realizado um 

alinhamento (programa MEGA 7) com sequências de outras espécies para construção de 

uma árvore fenética (método Neighbor Joining, Bootstrap 2000 replicações). A 

nomenclatura foi baseada na homologia de sequências. O alinhamento também foi 

utilizado para a confirmação da presença e integridade do motivo funcional.  

Os primers foram desenhados usando a ferramenta online Primer3 

(http://bioinfo.ut.ee/primer 3-0.4.0/) com os seguintes parâmetros: comprimento 18 - 22 
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pb, conteúdo 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 1).  

 

2.5 Condições qPCR 

 

As reações qPCR foram realizadas em PCR LineGene 9600 (Bioer, Hangzhou, China) 

utilizando GoTaq® qPCR Master Mix (Promega, Fitchburg WI, EUA). O mix de reação 

de 10 μL consistiu de 5 μL de SYBR Green Super Mix (Applied Biosystems, Foster City 

CA, EUA), 2 μL de cDNA diluído (1/10), 0,3 μL para cada primer (5 μM) e 2,4 μL 

ddH2O. Controles Non-template também foram incluídos para cada par de primers. As 

reações foram realizadas nas seguintes condições: 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 amplificação de 65 - 95 °C. Todas as reações foram realizadas em triplicatas (réplicas 

biológicas e técnicas). A eficiência de amplificação (E) foi determinada a partir de uma 

curva padrão gerada por diluições seriadas de cDNA 196 (1/10, 1/100, 1/1000 e 1/10000) 

para cada primer, em triplicata, e calculada usando a equação: E = 10 (-1/slope of the standard 

curve).  

Por meio do pacote de software Rest2009 (modo REST Standard) a expressão relativa 

dos genes foi calculada utilizando dados de Cq (Ciclo de quantificação) por meio da 

fórmula: E (ΔCq alvo)/ E (ΔCq normalizador) onde: E representa a eficiência média para 

cada gene, ΔCq a diferença entre o Cq da amostra controle e da amostra tratada. O teste 

de hipóteses (p <0,05) foi utilizado para determinar se as diferenças na expressão dos 

transcritos alvo entre as condições de controle e tratamento foram significativas. Os dados 

da expressão foram normalizados pela média geométrica do nível de expressão de três 

genes de referência SAC1 (Phosphoinositide phosphatase), RSH1 (Putative GTP 204 

diphosphokinase) e HAG2 (Histone acetyltransferase type B catalytic subunit) (Frosi et 

al., 2019 – dados não publicados). 

 

3 Resultados  

 

3.1 Identificação e caracterização dos genes do relógio circadiano em C. pyramidale 

 

Nesse estudo, os genes candidatos foram identificados usando sequencias de A. 

thaliana, Glicine max e Medicago trucantula para pesquisa in silico no transcriptoma de 
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C. pyramidale. Para estabelecer as relações entre os candidatos a genes do relógio em C. 

pyramidale e as proteínas de A. thalina e outras plantas, realizamos alinhamentos globais, 

seguidos por análises filogenéticas e construção de árvores filogenéticas.  

Para ELF4 foram recuperadas 27 sequências de transcritos codificados pelo 

provável candidato de CpELF4 e apenas uma delas não apresentou domínio completo na 

região C-terminal. Uma árvore NJ foi gerada incluindo 12 sequências de C. pyramidale 

contendo o domínio conservado DUF1313, além de 61 sequências de outras espécies de 

plantas e algas. As sequências das algas emergiram no dendograma na posição basal, com 

um valor de bootstrap de 98. Três grupos foram formados com auto-valor de suporte. As 

sequências de C. pyramidale surgiram dentro do grupo IRRV (bootstrap de 98) agrupadas 

com outras leguminosas, com um bootstrap que variaram de 80 à 99, indicando uma 

similaridade estrutural entre as ELF4 envolvidas. Três sequências também se agruparam 

ao tipo tipo I (S/T/F) (K/R) V, com um valor de bootstrap de 98, também se agrupando 

com leguminosas (Medicago truncatula, Glicine max e Phaseolus vulgaris) (Figura 1). 

Considerando a importância do domínio funcional para a classificação e a função dos 

candidatos do ELF4 em C. pyramidale, realizamos uma análise de motivo das proteínas 

ELF4 em C. pyramilade. Nossa análise revelou a presença de um motivo DUF1313 

conservado em todas as proteínas. Os membros da família DUF1313 são divididos em 

três tipos principais, de acordo com a substituição de quatro resíduos de aminoácidos tipo 

IARV, tipo I (S/T/F) (K/R) V e tipo IRRV, onde o tipo IRRV é o maior (158 genes). 

Nossas análises mostraram que os genes putativos de CpELF4 contêm resíduos 

pertencentes aos genes do tipo IRRV e tipo ISKV (Figura 2).  

Para análise dos PRRs inicialmente consideramos TOC1 (PRR1), PRR 3,5, 7 e 9 

que participam do sistema circadiano. No entanto, para TOC1, as sequências obtidas 

através do tBLASn resgataram sequências que possuíam apenas o domínio CCT na região 

terminal. Devido ao domínio pseudo-receptor altamente conservado, retiramos essas 

informações obtidas para TOC1. Mas antes foi construída uma árvore para verificar se 

alguma sequência das PRRs ficaria no clado das sequências de TOC1 de outras espécies 

vegetais, o que não ocorreu. Foram regastadas inicalmente, 448 transcrtitos com as 

sequências sondas, no entanto, apenas 18 apresentavam os domínios conservados 

completos. Devido seu alto grau de similaridade a diferenciação entre as PRR3/7 e 9/5 é 

difícil. Na árvore foram encontrados três nós, na região basal ficaram as sequências de 

PRR5 em monocotiledôneas (Oriza sativa e Zea mays) (Figura 3-a). No segundo nó foram 

agrupadas as sequências PRR3/7 e no terceiro nó agrupadas todas as sequências de 
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PRR9/5 onde as sequências de CpPRR foram agrupadas. Os três nós apresentaram altos 

valores de bootstrap. Todas as sequências apresentaram domínios completos. O domínio 

pseudo-receptor autêntico compartilha o motivo DDK (ácido aspártico-ácido aspártico-

lisina), que é essencial para a atividade fosfotransferência. No entanto, os dois primeiros 

resíduos são divergentes nas proteínas das angiospermas. Nas sequências de CpPRR 

apenas uma sequência (Cp101947|c1_g2_i1.p1) apresentou o segundo ácido aspártico 

conservado, exibindo portanto um motivo DDK completo. As outras mantiveram o 

primeiro resíduo de ácido aspártico e substituíram o segundo por um ácido glutâmico 

(Figura 3-b). O domínio CCT é bem conservado em todas as proteínas (Figura 3-c).  

Para LHY, as sondas recupararam 36 sequências, dessas 29 apresentavam o 

domínio conservado completo. No entanto apenas 16 sequências apresentaram alta 

similaridade com AtLHY. O fenograma mostrou as CpLHY compartilham um maior grau 

de similaridade com três leguminosas (Medicago truncatula, Glycine max e Phaseolus 

vulgaris) do que com AtLHY. As LHY em monocotiledôneas (Oriza sativa e 

Brachypodium distachyon) ficaram na região basal. Isso pode indicar que os LHY em 

angiospermas evoluíram independentemente em dicotiledôneas e monocotiledôneas, 

embora possam compartilhar o mesmo ancestral (Figura 4-a). O domínio domínio 

Myb_DNA_binding se mostrou bastantes conservados nas sequências de C. pyramidale 

(Figura 4-b). 

GIGANTEA é uma proteína que até o momento não tem domínios conservados 

reconhecidos (Mishra and Panigrahi, 2015a). Com as sondas foram recuperadas 16 

sequências. As sequencias de candidatas a CpGI, apresentaram um alto grau de 

similaridade com outras espécies. Com AtGI as sequências de CpGI apresentaram 

similaridade entre 67-77%.  Os transcritos codificados por CpGI foram agrupadas dentro 

do subclado das leguminosas juntamente com os homólogos de Medicago truncatula, 

Glycine max e Phaseolus vulgaris (Figura 5). Sua região intermediária apresentou um 

alto grau de conservação com outras espécies, indicando que regiões que caracterizem 

suas funções, provavelmente está dentro dessa região. Além disso, as proteínas CpGI 

continham múltiplos domínios transmembranas e sinais de localização nuclear em 

posições semelhantes às dos GI de Arabdopsis e soja (Figura 6). 

 

3.2 Impacto da salinidade nos genes do relógio circadiano  
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Para investigar como a salinidade afeta a expressão dos genes do relógio 

circadiano, investigamos a expressão diferencial desses genes, no tecido radicular de C. 

pyramidale em três momentos distintos após aplicação de uma solução salina (100 mM). 

Inicialmente verificamos na tabela de expressão diferencial quais transcritos pertenciam 

ao grupo de genes que compõem o relógio circadiano. Em seguida foi verificado os níveis 

de expressão e FDR para cada um deles (Tabela 2). A seleção dos transcritos alvos foi 

baseada em sua expressão nas bibliotecas de RNA-seq de C. pyramidale sob salinidade. 

Considerando os pares de primers funcionais, todos apresentaram eficiência aceitáveis 

(90-110%) (Tabela 1). A análise expressão relativa mostrou que CpLHY e CpGI foram 

induzidos nos tempos de 30 min e 2h. Já CpELF4 e CpGI foram reprimidos a 11 dias, 

confirmando os dados do RNA-seq. Apenas a expressão de CpPRR95 que se mostrava 

induzida aos 11 dias de exposição a salinidade não foi confirmada pela RT-qPCR (Tabela 

3). 

 

4. Discussão 

 

Utilizando sequências sondas dos genes do relógio circadiano de A. thaliana e 

outras espécies modelo, os candidatos em C. pyramidale foram pesquisados nas 

bibliotecas de RNA-seq. Tais condições foram escolhidas para verificar os impactos do 

estresse abiótico (e.g., salinidade), uma vez que essas informações ainda são escassas, 

principalmente se tratando de espécies lenhosas e nativas de ambientes de florestas 

tropicais sazonalmente secas. 

ELF4 é um gene do relógio circadiano essencial para a manutenção dos ritmos 

circadianos e controle da floração, cuja expressão atinge o pico à noite. Juntamente com 

ELF3 e LUX, formam um complexo noturno para regular o relógio circadiano e o 

alongamento do hipocólito (Nusinow et al., 2011). A perda de função do ELF4 leva a 

disfunção circadiana (imprecisão e arritmicidade) e amplitude baixa dos genes do relógio 

que são induzidos pela luz, como CCA1 (Kolmos and Davis, 2007). Para A. thalina foram 

identificados cinco genes ELF4 (Khanna et al., 2003). Em soja foram identificados nove, 

no entanto todos apresentam um motivo DUF1313 (tipo IRRV) (Marcolino-Gomes et al., 

2017). No entanto, em C. pyramidale foram identificados sete genes. A maior parte deles 

pertencem ao tipo IRRV e alguns ao tipo I (S / T / F) (K / R) V.  

A repressão de CpELF4 sob salinidade não é totalmente inesperada, uma vez que 

Marcolino et al. (2014) verificou que a imposição severa do estresse hídrico reprimiu 
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fortemente a expressão de ELF4 em soja. Levando em consideração que alguns efeitos 

do estresse hídrico são comuns ao estresse salino, como  (Mishra et al., 2016), a alteração 

em seu padrão de expressão é indicativo que ELF4 contribui para respostas fisiológicas 

importantes, além do controle da floração (Marcolino-Gomes et al., 2017) e regulação 

circadiana (McWatters et al. 2007). Dois estudos recentes (Marcolino-Gomes et al. 2017; 

Chen et al., 2016) demonstraram que a superexpressão de GmELF4 e DhELF4 em A. 

thaliana atrasaram a floração das plantas transgênicas em relação as plantas selvagens. 

Se do ponto de vista econômico a repressão da floração pode ser vantajosa em 

leguminosas de interesse econômico, onde o acúmulo de biomassa é o mais importante, 

do ponto de vista ecológico isso é preocupante. Se a função de ELF4 for bem conservada 

como parece (Kolmos et al., 2009), em regiões suscetíveis a secas irregulares ou em 

processo de desertificação a alteração nos níveis de expressão de ELF4 por seca 

(Marcolino-gomes et al., 2017) ou salinidade, como nossos resultados demonstram, pode 

resultar em antecipação ou retardo floração em várias espécies da comunidade. Essa 

mudança pode alterar significativamente a rede ecológica nesse ecossistema (Visser and 

Gienapp, 2019). 

As PRRs são proteínas que apresentam dois domínios conservados (Farré and Liu, 

2013), na região N-terminal é observado o domínio pseudo-receptor e o domínio CCT na 

região C-terminal, sendo este último um domínio específico das plantas (Strayer et al., 

2000; Li and Xu, 2017). Análises filogenéticas indicaram que existem três grupos de 

genes PRR nas plantas terrestres, os grupos TOC1, PRR73 e PRR95 (Satbhai et al., 2011). 

Todos os PRRs são expressos de maneira circadiana e cada um tem efeitos distintos no 

sistema circadiano (Hanano and Davis, 2018). As proteínas PRR9, PRR7 e PRR5 são as 

principais repressoras transcricionais de CCA1 e LHY e portanto, são essenciais para o 

funcionamento adequado do relógio.  Isso foi observado devido aos padrões de associação 

PRR9, PRR7 e PRR5 com as regiões promotoras de CCA1 e LHY em A. thaliana, onde 

essa associação é inversamente correlacionada a expressão de CCA1 e LHY (Nakamichi 

et al., 2010). Estudos já demonstraram que PRR9, 5 e 7 são importantes na adaptação ao 

frio, em que estes genes fazem a intermediação da expressão de DREB1 (Nakamichi et 

al., 2009). A presença de motivos dos genes do relógio circadiano nos promotores de 

genes de resposta ao estresse é um forte indicativo o que o relógio controla a expressão 

de genes de resposta ao estresse, existindo um mecanismo de feedback reciproco entre o 

relógio e a resposta ao estresse (Habte et al., 2014; Grundy et al., 2015). Logo, a 

identificação desses regiões promotoras a partir de um genoma é fundamental para 
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elucidar as conexões existentes entre os genes responsivos ao estresse salino e do relógio 

circadiano. 

CCA1 e LHY são fundamentais na fase matinal do ritmo circadiano. As sondas 

de AtCCA1, através do tBLASTn, identificou CpLHY em vez de CpCCA1 (essa 

informação foi obtida após as sequências resgatadas pela sonda de AtCCA1 no 

transcriptoma de C. pyramidale terem apresentados altos valores de escore e baixos e-

value com AtLHY). Sugerindo que C. pyramidale apresentava ortólogos verdadeiros para 

de AtLHY, mas nenhum ortólogo para AtCCA1. Foi proposto que algumas espécies, 

como cevada e morango, tem apenas LHY e que a duplicação desse gene ocorreu de 

forma independente em A. thaliana, dando origem a AtCCA1(Calixto et al., 2015; Chen 

et al., 2018). Em nosso ensaio, o CpLHY se mostrou induzido após 30 min e 2h após 

aplicação salina, sendo confirmada pela qPCR. Estudos já apontaram o envolvimento do 

LHY/CCA1na regulação a estresse abióticos (Huang et al., 2012; Grundy et al., 2015). 

Em soja e cevada, a indução do DREB (Elemento de Ligação Responsivo a Desidratação) 

foi associada a um aumento na expressão de LHY/CCA1 em soja sob estresse hídrico 

(Habte et al., 2014; Marcolino-Gomes et al., 2014b). No entanto em nosso ensaio, não 

foram encontrados elementos DREB com expressão diferencial, nos momentos em que 

LHY estavam induzidos. Isso pode indicar que LHY esteja modulando outras vias de 

resposta.  

A análise do perfil do transcriptoma de C. pyramidale revelou que o gene GI foi 

regulado em resposta a salinidade, estando reprimido, sendo os dados confirmados pela 

qPCR. É sabido que GI desempenha múltiplos papéis nas plantas e já foi vista sua 

participação em resposta a vários tipos de estresse abióticos, como frio (Cao et al., 2005) 

e salinidade (Kim et al., 2013). Além de participação no controle do relógio circadiano 

(Hibberd et al., 2005; McClung, 2006a) e regulação do tempo de floração (Fowler et al., 

1999). E embora suas funções bioquímicas precisas não tenham sido definidas, ela parece 

fazer parte de uma rede que recebe informações ambientais e as transmite para modular 

o ritmo circadiano de crescimento e desenvolvimento (Laflamme, 2015; Mora-García et 

al., 2017).  

Foi proposto que a degradação de GI permite a formação de um complexo SOS2-

SOS3 que leva a fosforilação da via SOS1, em uma rede de interação proteína-proteína. 

A fosforilação de SOS1 promove a exportação de íons sódio das células, levando a uma 

maior tolerância ao sal (Qiu et al., 2002; Kim et al., 2013), devido ao reestabelecimento 

da homeostase iônica. É provável que essa rede interação, entre GI-via SOS, tenha 
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ocorrido em C. pyramidale, uma vez que SOS3 e outras SOS2 (CIPKN_ARATH, 

CIPK5_ARATH e CIPK4_ARATH) estavam induzidas (Tabela 1).  Em A. thalina foi 

observado que mutantes gi exibiram uma excepcional tolerância ao sal (Kim et al., 2013). 

Estes indivíduos apresentaram um maior acúmulo de amido, alterações no metabolismo 

de sacarose (Kurepa et al., 1998b) e maior sensibilidade ao estresse luminoso e oxidativo 

(Kurepa et al., 1998a). Xie et al. (2015) demonstraram, em um elegante experimento, que 

os efeitos de GI no tempo de floração é independente de seu papel na resistência ao 

estresse abiótico e que essas funções podem ser separadas por polimorfismos de 

nucleotídeos que resulta em uma substituição de aminoácidos entre duas proteínas GI.  

 

5. Considerações finais 

 

Nossos resultados sugerem que os genes do relógio circadiano (CpLHY, CpGI, 

CpELF4 e CpPRR95) podem estar envolvidos na coordenação de respostas em C. 

pyramidale sob salinidade. Um estudo mais detalhado sobre o padrão de expressão desse 

genes ao longo do dia, juntamente com as principais vias de respostas induzidas e 

reprimidas no transcriptoma podem ajudar elucidar quais correlações existentes são 

significativas. Uma vez que a existência de interações entre a expressão de genes de 

defesa ao estresse osmótico/iônico e os genes do relógio circadiano pode ser fundamental 

para aumentar a sobrevivência e a eficiência reprodutiva. A compreensão desses 

mecanismos poderá fornecer importantes insights sobre os impactos do aumento da 

concentração de sal no solo, um dos fatores abióticos mais limitantes para a produtividade 

vegetal no planeta. 
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Figuras, tabelas e legendas 

   

Figura 1. Árvore Neighbor-joining (matriz de distância) gerada a partir de sequências 

candidatas de C. pyramidale ELF4 e sequências ELF4 de outras plantas. Fenogram foi 

construído com o software MEGA 7. As sequências completas de aminoácidos foram 

alinhadas e a análise Bootstrap foi realizada com base em 2000 repetições. A identificação 

das sequências está no material suplementar (Tab S1). 
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Figura 2. Motivos de aminoácidos conservados do domínio DUF1313 nas isoformas de 

ELF4 de C. pyramidale. A abscissa indica o número de resíduos de aminoácidos e o eixo 

vertical indica a altura do resíduo, conforme descrito pela porcentagem de resíduos no tipo. 

A caixa indica os quatro resíduos de aminoácidos conservados das proteínas do tipo IRRV 

e ISKV da família DUF1313. 
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Figura 3. a) Análise fenética e de motivos conservados das proteínas PRR (3, 5, 7 e 9) 

de C. pyramidale com onze diferentes espécies. Fenograma foi construído com o software 

MEGA 7. As sequências completas de aminoácidos foram alinhadas e a análise Bootstrap 

foi realizada com base em 2000 repetições. Os motivos protéicos são mostrados abaixo 

do alinhamento; alinhamento de sequências de aminoácidos das proteínas PRRs. A 

comparação de sequências foi realizada com o software Clustal Omega com parâmetros 

padrão. As barras coloridas na sequência mostram resíduos e motivos conservados; b) 

Região do domínio pseudo-receptor, os triângulos amarelos indicam a posição do motivo 

DDK; c) Região do domínio CCT. A identificação das sequências está no material 

suplementar (Tab S4). 

 

 

 

a) 

b) 

c) 
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Figura 4 a) Análise fenética e de motivos conservados das proteínas LHY candidata em 

C. pyramidale com outras espécies. Os motivos protéicos são mostrados ao lado; b) 

alinhamento de sequências de aminoácidos das proteínas LHY. A comparação de 

sequências foi realizada com o software Clustal Omega com parâmetros padrão. As barras 

coloridas na sequência mostram resíduos e motivos conservados. A caixa preta indica o 

domínio Myb_DNA_binding. A identificação das sequências está no material 

suplementar (Tab S3). 

 

 

 

 

a) 

b) 
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Figura 5. Análise fenética das proteínas GI candidata em C. pyramidale com outras 

espécies. Fenogram foi construído com o software MEGA 7. As sequências completas de 

aminoácidos foram alinhadas e a análise Bootstrap foi realizada com base em 2000 

repetições. A identificação das sequências está no material suplementar (Tab S2). 
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Figura 6. Alinhamento de genes candidatos de Gigantea em C. pyramidale entre 

Arabidopsis thaliana (At), Glycine max (Gm), Medicago truncatula (Mt), Phaseolus 

vulgaris (Pv), Prunus persica (Pp) e Eucalyptus grandis (Eg). As regiões sombreadas 

representam 100% de similaridade (preto), 80-99% de similaridade (cinza escuro com 

fonte branca) e 60-79% de similaridade (cinza claro com fonte preta). Regiões vermelhas 

indicam domínios transmembranas e regiões azuis representa sinalização de localização 

nuclear. 
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Tabela 1. Par de primers dos genes do relógio circadiano e referência utilizados na RT-qPCR do tecido radicular de C. pyramidale 

Descrição do Primer Gene 
Sequência  

(5’ – 3’) 

Tamanho 

(pb) 

Tm 

(°C) 

GC 

(%) 

Tamanho 

do 

produto  

(bp) 

Slope 
E 

(%) 
R2 

LHY  CpLHY F: GATGAACTCACCACCCTTCAA 21 60.0 47.6  244 3.27 101.82 0.99 

  R: GGTCCATTTCCTTCAGCTTCT 21 59.8 57.1     

ELF4 

CpELF4 F: 

CCAGACGCAACAAATAGAACC 

21 59.7 47.6 175 3.21 102.34 0.98 

  R: GAGAGGACGATTCCTTGCTTT 21 60.0 47.6     

GIGANTEA CpGI F: GCTAGAGCAGTTCAGCCTGTG 21 60.3 57.1 190 3.44 95.30 1 

  R: GGATACCATTGATTCGTGGTG 21 60.1 47.6     

Regulador de Pseuda-resposta 

95 

CpPRR95 F: TCCGAACACTCTGACTCTGCT 21 60.2 52.4 162 3.22 104.35 0.99 

  R: CATCCTCATGTGCTTCTGGTT 21 60.1 47.6     

Phosphoinositide phosphatase  

 

SAC1 

 

F:CCAGTCCAGGTCCTTCACATA 

 

21 

 

60 

 

52.4 

 

101 

 

3.18 

 

101.14 

 

0.99 

  R:TGAAGAGAATGGTTGGTACGG 21 60 47.6     

Putative GTP 

diphosphokinase  

 

RSH1 

 

F:TGACCTCAGCCATGATACCTC 

 

21 

 

60.1 

 

52.4 

 

168 

 

3.51 

 

92.64 

 

0.99 

  R:ATGTTGCGAAGATGATCCAAG 21 60.1 42.9     

Histone acetyltransferase type 

B catalytic subunit 

 

HAG2 

 

F:GCATGAGACGAGGAGAGTTTG 

 

21 

 

60 

 

52.4 

 

108 

 

3.25 

 

102.96 

 

0.99 

  R:CACTTCGCCTGCTTAATTTTG 21 59.9 42.9     

          

Tm, Temperatura de Melting; E, RT-qPCR eficiência de amplificação; R2, coeficiente de regressão  



 

 

Tabela 2. Valores de expressão (log2FC) e análise estatística (p-value) de quatro genes putativos do relógio circadiano (TG) e três genes de referência (GR) do 

transcriptoma radicular de C. pyramidale sob estresse salino. Coletas realizadas pela manhã (8, 8:30 e 8h, respectivamente). 

 

Categoria Genes candidatos 
Controle x Sal 30min Controle x Sal 2h  Controle x Sal 11d  

log2FC p-value FDR log2FC p-value FDR log2FC p-value FDR 

TG CpLHY 

Cp294887|c0_g1_i7 
11.06 4.40E-11 4.40E-07 9.498 1.70E-05 0.0047 0.536 0.3 0.67 

TG CpELF4 

Cp24473|c0_g1_i2 
-8.074 0.002 0.11 -8.067 0.00065 0.056 -7.21 0.00024 0.011 

TG 
CpGI 

Cp254691|c0_g1_i1 
9.853 2.20E-07 3.50E-04 11.188 6.50E-15 6.90E-11 -5.067 3.40E-12 1.80E-09 

TG CpPRR95 

Cp101947|c1_g2_i1 
-0.117 0.89 1 0.683 0.27 0.89 1.48 0.00079 0.025 

GR CpRSH1 0.042 0.99 1 0.594 0.48 1 -0.694 0.24 0.60 

GR CpHAG2 0.299 0.71 1 0.129 0.84 1 -0.012 0.99 1 

GR CpSAC1 -0.015 0.99 1 -0.087 0.89 1 0.323 0.47 0.84 
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Tabela 3. Expressão relativa calculada pelo software REST de quatro genes putativos do relógio 

circadiano para Sal 30min, 2h, 11d e nas raízes de C. pyramidale.  

 

Sal 30min 

Gene  Eficiência da 

reação 

Expressão Desvio 

padrão 

95% C.I P(H1) Resultado 

CpLHY  0.99 4.976 1.659-3.221 0.466-27.376 0.039 UR 

CpELF4  0.98 1.645 0.811-2.459 2.099-5.129 0.09 ns 

CpGI  1 6.274 3.743-9.241 3.345-10.494 0.012 UR 

CpPRR95  0.99 0.895 0.288-5.678 0.175-4.863 0.982 ns 

Sal 2h 

CpLHY  0.99 5.457 2.995-6.751 4.221-10.321 0.01 UR 

CpELF4  0.98 0.967 0.674-2.765 0.196-5.897 0.91 ns 

CpGI  1 6.995 4.897-2.865 3.443-11.233 0.02 UR 

CpPRR95  0.99 0.943 0.367-0.590 0.235-5.917 0.985 ns 

Sal 11d 

CpLHY  0.99 1.154 0,285-1,951 0,176 - 8,921 0,977  ns 

CpELF4  0.98 0.389 0.326-1.183 0.178 – 0.389 0.04 DR 

CpGI  1 0.328 0.129-0.455 0.224-0.680 0.04 DR 

CpPRR95  0.99 0.846 0.111-0487 0.230-3.178 0.741 ns 

95% C.I. (95% Intervalo de confiança); P(H1) (Teste de hipótese); UR (induzido a p < 0.05); DR 

(reprimido a p < 0.05); ns (diferença não significativa p ≤ 0.05) 
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6 CONCLUSÃO GERAL 

 

O estudo da fisiologia de C. pyramidale permitiu verificar as respostas dessa 

espécie após a exposição ao choque salino (200 mM). Esse desencadeou respotas rápidas 

em seus parâmetros fisiológicos e bioquímicos, tanto na parte áerea como no tecido 

radicular. Sendo a raiz o tecido a demonstrar alterações mais rápidas em seu metabolismo 

para alterar essa nova condição ambiental. A aplicação do choque salino em diferentes 

momentos do dia permitou demonstrar que as respostas a elavdas concentrações de NaCl 

é um processo dinâmico em que alterações não são condições constantes. Essas podem 

ser observados em alguns momentos do dia e em outros não, ou seja, flutuações diárias 

também são uma fonte de variação em experimentos. Esse ensaio experimental permitiu 

verificar a interferência do ritmo circadiano nas respostas fisiológicas. 

 A análise do transcriptoma do tecido radicular de C. pyramidale permitiu a 

indetificação de genes putativos do relógio circadiano (ELF4, LHY, Gigantea e PRR95). 

Foi possível verificar que a salinidade afetou o nível de expressão desses candidatos, 

sugerindo que eles possam estar modulando vias de saída de resposta a salinade. Nesse 

contexto, este trabalho permitiu melhorar o entendimento das respotas fisiológicas e 

moleculares de C. pyramidale sob situações de aumento de concentrações de NaCl na 

zona radicular, verificando as influências do ritmo circadiano em suas respostas 

bioquímicas e o impacto do aumento da salinidade na expressão dos genes do relógio 

circadiano. 
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APÊNDICE B – MATERIAL SUPLEMENTAR 

Tabela S1. Informações sobre as espécies da família DUFF1313 (ELF4). 

Espécies ID* Banco de dados 
Tamanho 

(aa) 
Tipo 

Arabidopsis 

thaliana 

EF4L2_ARATH/AT1G72630.1/Q94BS8 UniProtKB/JGI/Pfam 119 IRTV 

EF4L3_ARATH/AT2G06255.1/Q8S8F5 UniProtKB/JGI/Pfam 109 VRRV 

EF4L1_ARATH/AT2G29950.1/O80877 UniProtKB/JGI/Pfam 125 ISQV 

ELF4_ARATH/AT2G40080.1/O04211 JGI/Pfam 111 ISKV 

EF4L4_ARATH/AT1G17455.1/Q570U6 UniProtKBJGI/Pfam 114 IRRV 

Auxenochlorella 

protothecoides 
A0A087SCA4_AUXPR/A0A087SCA4 UniProtKB 95 ILQI 

Brachypodium 

distachyon 

I1H4N2_BRADI/I1H4N2 UniProtKB/Pfam 116 IRRV 

I1IPW5_BRADI/I1IPW5 UniProtKB/Pfam 153 IARV 

A0A0Q3EN91_BRADI/Bradi4g13227 UniProtKB/Pfam 138 IRRV 

Chlorella 

variabilis 
E1Z6M4_CHLVA/E1Z6M4 UniProtKB/Pfam 127 IAAV 

Eucalyptus grandis 

Eucgr.J00211.1/A0A059A9I6 JGI/Pfam 142 ISKV 

Eucgr.J00214.1/A0A059AA17 JGI/Pfam 146 ISKV 

Eucgr.J01911.1/A0A059AFC0 JGI/Pfam 156 ISKV 

Glycine max 

Glyma.07G037300.2/I1MJZ6 JGI/Pfam 114 IRRV 

Glyma.11G229700.1/K7MPJ8 JGI/Pfam 123 ISKV 

Glyma.09G067300.1/C6SWP2 JGI/Pfam 112 IRRV 

Glyma.14G193700.2/K7M812 JGI/Pfam 168 ISKV 

Glyma.15G176300.1/C6T1H5 JGI/Pfam 112 IRRV 

Glyma.16G006700.1/C6SWF7 JGI/Pfam 114 IRRV 

Glyma.17G050800.2/I1MSC4 JGI/Pfam 114 IRRV 

Gossypium 

arboreum 

C6ZKH5_GOSAR/ACK56111/C6ZKH5 UniProtKBJGI/Pfam 114 IRRV 

Gorai.009G092100.4 JGI 178 ISKV 

Gorai.010G087000.1 JGI 114 IRRV 

Gorai.010G198100.1 JGI 121 IRRV 

Gorai.011G058500.1 JGI 112 ISKV 

Gorai.011G287700.1 JGI 116 IRRV 

Gorai.011G287800.1 JGI 108 ISRV 

Gorai.013G225600.1 JGI 105 ISKV 

Jatropha curcas 
A0A067KQ00_JATCU UniProtKB/Pfam 134 IRRV 

A0A067L8C2_JATCU UniProtKB/Pfam 114 IRRV 

Medicago 

truncatula 

Medtr2g041310.1/I3TAT7 JGI 114 IRRV 

Medtr3g070490.1/I3S8X5 JGI/Pfam 114 IRRV 

Medtr8g020200.1/C6ZKI2 JGI 115 IRRV 

Oryza sativa 

subsp. japonica 
Q75K38_ORYSJ/Q75K38 (Japonica) NCBI 115 IRRV 

Phaseolus vulgaris 

Phvul.001G242900.1/V7D1X3 JGI 120 IRRV 

Phvul.003G132400.1/V7CB61 JGI/Pfam 130 ISKV 

Phvul.008G261200.1/V7B8K0 JGI/Pfam 108 IAKV 

Phvul.009G228400.1/V7AYP2 JGI/Pfam 149 ISKV 
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Phvul.010G130900.1/V7AS50 JGI/Pfam 114 IRRV 

Pinus radiata C6ZKI3_PINTA UniProtKB/Pfam 85 ISRV 

Populus 

trichocarpa 

Potri.001G170100.1/B9GKV5 UniProtKB/Pfam 85 ISRV 

Potri.006G143800.1/B9MSX7 JGI/Pfam 110 ISK- 

Potri.008G068200.1/B9HHP4 JGI/Pfam 114 IRRV 

Potri.009G046400.1/B9HP35 JGI/Pfam 122 ISKV 

Potri.019G131700.1/B9INK1 JGI/Pfam 177 ITKV 

Prunus mume XP_008228208 NCBI 114 IRRV 

Saccharum 

officinarum 

C6ZKI6_SACOF/C6ZKI6 JGI/Pfam 114 IRRV 

C6ZKI5_SACOF/C6ZKI5 UniProtKB/Pfam 119 IRRV 

Solanum 

tuberosum 

M0ZL43_SOLTU/PGSC0003DMT400003078/M0ZL43 UniProtKB/Pfam 438 IRRV 

M1A8C8_SOLTU/PGSC0003DMT400016935/M1A8C8 JGI/Pfam 119 ISKV 

M1AU15_SOLTU/PGSC0003DMT400030304/M1AU15 UniProtKB/JGI/Pfam 111 ISKV 

C6ZKI5_SACOF/C6ZKI7_SOLTU UniProtKB/JGI/Pfam 114 IRRV 

M1CZA8_SOLTU/PGSC0003DMT400078042/M1CZA8 UniProtKB/Pfam 109 IRRV 

M1DJ36_SOLTU/PGSC0003DMT400089865/M1DJ36 UniProtKB/JGI/Pfam 134 ISKV 

Vitis vinifera F6HXY0_VITVI/XP_002275459/F6HXY0 JGI/Pfam 114 IRRV 

Zea mays 

B6TE20_MAIZE/B6TE20 UniProtKB/Pfam 128 IRRV 

B6TR40_MAIZE/B6TR40 UniProtKB/Pfam 129 IRRV 

B7ZZS3_MAIZE/B7ZZS3 UniProtKB/Pfam 143 IARV 

B4FX35_MAIZE/B4FX35 JGI/Pfam 145 ISKV 

B6SH35_MAIZE/B6SH35 NCBI/Pfam/UniProtKB 114 IRRV 

B6U7D2_MAIZE/B6U7D2 UniProtKB/Pfam 143 IARV 
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Tabela S2. Identificação e banco de dados utilizado para construção da árvore fenética da 

proteína Gigantea. 

Espécies ID* Banco de dados 

Cenostigma pyramidale 

Cp218010|c0_g1_i1.p1  

Transcriptoma 

Cp218010|c0_g1_i2.p2  

Cp218010|c0_g1_i4.p1  

Cp218010|c0_g2_i1.p1  

Cp218010|c0_g2_i2.p1 

Cp254691|c0_g1_i1.p1  

Cp254691|c0_g1_i3.p1 

Eucalyptus grandis Eucgr.F02686.1  JGI/Pfam 

Arabidopsis thaliana GIGAN_ARATH  UniProtKB 

Glycine max Glyma.20G170000.1 JGI/Pfam 

Gossypium arboreum Gorai.005G077100.1 JGI/Pfam 

Linum usitatissimum Lus10028693 JGI/Pfam 

Medicago truncatula Medtr1g098160.1  JGI/Pfam 

Solanum lycopersicum PGSC0003DMP400032753 JGI/Pfam 

Phaseolus vulgaris Phvul.007G083500.1  JGI/Pfam 

Prunus persica Prupe.8G040600.1  JGI/Pfam 

Oryza sativa Q9AWL7|GIGAN_ORYSJ UniProtKB 
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Tabela S3. Identificação e banco de dados das proteínas utilizadas para construção das árvores 

fenéticas de LHY. 

Espécies ID* Banco de dados 

Cp - Cenostigma pyramidale 

Cp294887|c0_g1_i2.p1  

Transcriptoma 
Cp294887|c0_g1_i7.p1 

Cp294887|c0_g1_i1.p1 

Cp294887|c0_g1_i3.p1 

At - Arabidopsis thaliana AT1G01060.1 UniProtKB 

Gm - Glycine max Glyma.19G260900.1.p JGI/Pfam 

Gr - Gossypium arboreum Gorai.008G132000.1 JGI/Pfam 

Mt - Medicago truncatula Medtr7g118330.1 JGI/Pfam 

Sl - Solanum lycopersicum Solyc10g005080.2.1 JGI/Pfam 

Pv - Phaseolus vulgaris Phvul.009G259650.1.p JGI/Pfam 

Pp - Prunus persica Prupe.2G200400.1.p JGI/Pfam 

Os - Oryza sativa LOC_Os08g06110.2 UniProtKB 

Bd - Brachypodium distachyon Bradi3g16515.1.p JGI/Pfam 
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Tabela S4. Identificação e banco de dados das proteínas utilizadas para construção das árvores fenéticas 

das PRRs. 

Identificação-Fenograma Espécies ID*Banco de dados 
Banco de 

dados 

CpPRR216643|c0_g1_i1.p1  

Cenostigma pyramidale 

TR216643|c0_g1_i1.p1  

Transcriptoma CpPRR216643|c0_g1_i3.p1 TR216643|c0_g1_i3.p1 

CpPRR101947|c1_g2_i1.p1 TR101947|c1_g2_i1.p1 

VvPRR9-like Vitis vinifera F6I2Y5_VITVI UniProtKB 

AtAPRR3 Arabidopsis thaliana Q9LVG4 (APRR3_ARATH) UniProtKB 

AtAPRR9 Arabidopsis thaliana Q8L500 (APRR9_ARATH) UniProtKB 

AtPRR5 Arabidopsis thaliana Q6LA42 (APRR5_ARATH) UniProtKB 

BdPRR73 Brachypodium distachyon Bradi1g65910.1 JGI/Pfam 

BrPRR5-like Brassica oleracea capitata Bol036197 JGI/Pfam 

GmPRR7 Glycine max  Glyma.10G048100.1 JGI/Pfam 

GmPRR7-like Glycine max  Glyma.10G048100.2 JGI/Pfam 

MtPRR3-like Medicago truncatula G7JRK3 (G7JRK3_MEDTR) UniProtKB 

MtPRR7-like Medicago truncatula Medtr1g067110.1 JGI/Pfam 

OsPRR5-like Oryza sativa LOC_Os11g05930.1 JGI/Pfam 

PpPRR5-like Prunus persica Prupe.2G198500.1.p JGI/Pfam 

PpPRR5 Prunus persica Prupe.2G318900.1.p JGI/Pfam 

PpPRR7 Prunus persica Prupe.6G244200.1 JGI/Pfam 

PvPRR7 phaseolus vulgaris Phvul.007G162500.1 JGI/Pfam 

SlPRR5-like Solanum lycopersicum Solyc03g081240.2.1 JGI/Pfam 

ZmPRR59-like Zea mays A0A096S8S6_MAIZE UniProtKB 

 


