ne~-
[ (=2
e~

‘I

@

=
=
9

US IMPAVID A
L

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOLOGIA VEGETAL

LAIS LUANA DE LIMA

INFLUENCIA DO RITMO CIRCADIANO NA FISIOLOGIA E EXPRESSAO
GENICA DE Cenostigma pyramidale SOB SALINIDADE

Recife
2020



LAIS LUANA DE LIMA

INFLUENCIA DO RITMO CIRCADIANO NA FISIOLOGIA E EXPRESSAO
GENICA DE Cenostigma pyramidale SOB SALINIDADE

Tese de doutorado apresentada ao Programa de
Pés-Graduacdo em Biologia Vegetal da
Universidade Federal de Pernambuco, como
parte dos requisitos para obtencdo do grau de
Doutora em Biologia Vegetal.

Orientador: Prof. Dr. Mauro Guida dos Santos

Recife
2020



Catalogacéo na Fonte:
Bibliotecaria Elaine Cristina Barroso, CRB4/1

Lima, Lais Luana de
Influéncia do ritmo circadiano na fisiologia e expressdo génica de Cenostigma

pyramidale sob salinidade / Lais Luana de Lima — 2020.

125 f.: il., fig., tab.
Orientador: Mauro Guida dos Santos

Tese (doutorado) — Universidade Federal de Pernambuco. Centro de Biociéncias.
Programa de Pds-graduagdo em Biologia Vegetal, Recife, 2020.
Inclui referéncias e apéndices.

1. Fabaceae 2. Expressdo génica 3. Estresse (Fisiologia) 1. Santos, Mauro Guida
dos (orient.) Il. Titulo

583.74 CDD (22.ed.) UFPE/CB —2022-172




LAIS LUANA DE LIMA

INFLUENCIA DO RITMO CIRCADIANO NA FISIOLOGIA E EXPRESSAO
GENICA DE Cenostigma pyramidale SOB SALINIDADE

Tese de doutorado apresentada ao Programa de
Pbés-Graduacdo em Biologia Vegetal da
Universidade Federal de Pernambuco, como
parte dos requisitos para obtencdo do grau de
Doutora em Biologia Vegetal.

19/02/2020

BANCA EXAMINADORA:

Prof. Dr. Mauro Guida dos Santos — UFPE

Prof. Dr. Marcus Vinicius Loss Sperandio — UFRPE

Prof. Dr. Marciel Teixeira de Oliveira— UFPE

Dr. José Ribamar Costa Ferreira Neto — UFPE

Dr. Jodo Pacifico Bezerra Neto - UFPE

Recife
2020



AGRADECIMENTOS

A Universidade Federal de Pernambuco pela oportunidade em realizar esse trabalho.

Ao meu orientador Prof. Dr. Mauro Guida dos Santos pelo comprometimento para que
esse trabalho caminhasse da melhor forma possivel, além do apoio e ensinamentos.

Ao Prof. Dr. Marciel Teixeira de Oliveira pela disponibilidade em ajudar sempre que
possivel. Nunca medindo esforcos para deixar o laboratério com as melhores condicGes de
trabalho.

A professora Profa. Dra. Ana Maria Benko e o Prof. Dr. Kido por abrir as portas de seus
laboratérios para que analises moleculares fossem realizadas.

A professora Profa. Dra. Valesca Pandolfi pela dedicacdo em nos acompanhar na
aprendizagem nas analises moleculares.

A professora Profa. Dra. Gabriella Frosi, pela vasta contribuicdo no andamento desse
projeto. Sempre disposta a ajudar é sem davida um exemplo de dedicacéo e profissionalismo.
Obrigada por todo suporte e pela amizade.

As Dras. Rebeca Rivas e Maria Reis, por todo suporte no laboratério de biologia
molecular, além dos momentos descontracao dentro dos laboratdrios em que frequentamos por
longas jornadas.

A todos os integrantes do Laboratério de Fisiologia Vegetal, que foram fundamentais
para a realizacdo desse trabalho. Que ndo mediram esforcos em ajudar quando requisitados,
especialmente a Rafaela Ferreira que me acompanho do comeco ao fim nas anélises da bancada.
Sempre com muita dedicacdo e comprometimento. Gratid&o.

A toda equipe dos Laboratorios de Biotecnologia Vegetal (LGBV), Biologia Vegetal
(LGM) e Citogenética Vegetal, da UFPE pelo suporte nos mais diferentes momentos e que
sempre se mostraram solicitos nos momentos que precisei.

Ao Laboratério de Quimica do Solo (UFRPE) por disponibilizar seu espago e
equipamentos para realizacdo das nossas analises.

A FACEPE por conceder a bolsa de estudos. Recurso fundamental para que eu pudesse
me dedicar a esse trabalho.

Aos amigos do doutorado (Turma 2020), por dividir todas as dores e delicias dessa
jornada. Gostaria de agradecer especialmente ao Bruno Lustosa, Fernando Sena, Lucas Costa,
Silvia Caroline e Silvia Santos que me “socorreram” sempre que necessario e promoverem

6timos momentos de descontracdo e amizade.



Aos amigos da vida por todo apoio emocional durante a realizagdo do doutorado e pela
compreensdo, por ndo esta presente em varios momentos devido a dedicacgdo a esse trabalho.
Gostaria de agradecer especialmente a Aline Magalhédes, Camila Melo, Jacqueline Boulitreau,
Ana Laura Dutra, Ana Clara Magalhdes, Nathalia Bandeira, Maurilio Figueiredo, Gustavo
Araujo, Juliana Pereira, Virginia Svedese, Jhinny Almeida e Rair Menezes. Gratidao por tudo,
VOCés sdo incriveis.

Ao meu namorado, Diego César Nunes, um exemplo de companheirismo, amizade e
paciéncia. Que ndo mediu esforco para que esse trabalho fosse concluido. Sempre com palavras
de suporte e positividade, ndo me deixando esmorecer mesmo quando eu ficava desesperada (e
foram muitos momentos de desespero). Muito obrigada por tudo!

Aos meus familiares por todo apoio, cuidado e amor. Especialmente aos meus pais,
Marinalva e Luiz, a minha irmd Juliana e a minha prima Jalia que sempre estiveram comigo em
todos 0s momentos e que nunca hesitaram em me ajudar no que fosse necessario.

A todos que contribuiram de forma direta ou indireta para a realizacdo deste trabalho.



RESUMO

Ritmos circadianos sdo “marca-passos’” endégenos que permite que os organismos se antecipem
as mudancas diarias. Em plantas, informacGes sobre a base molecular para esse sistema ja se
encontra bem descrito, inclusive no seu envolvimento na tolerancia a diferentes tipos de estresse
abiotico. O objetivo do presente trabalho foi caracterizar respostas fisiologicas e moleculares
de plantas jovens de Cenostigma pyramidale sob salinidade e como o ritmo circadiano
influencia essas respostas. Em diferentes momentos do dia (manhd e inicio da noite) foi
aplicado o choque salino e avaliado os perfis metabdlicos desencadeados. Nos dois conjuntos
experimentais as plantas acumularam altas quantidades de Na*, em relagdo ao controle, em seus
tecidos foliares e foram capazes diminuir essa concentracdo até o fim do experimento.
Sugerindo que essa espécie se utiliza da recirculacdo de Na* para tolerar o estresse. Em seu
metabolismo, no geral, as plantas apresentaram ciclos diurnos em relagcdo ao amido, prolina e
H20. As plantas submetidas ao choque salino no inicio da manhd demonstraram maiores
alteracbes em sua homeostase, pelo maior acimulo de peréxido de hidrogénio e MDA, e um
maior investimento em prolina. Quando se levou em consideracdo o tempo de aplicacdo do
estresse, em tecido radicular, as plantas submetidas ao estresse salino no inicio da manha, foi
observado que a medida que aumentava o tempo de exposi¢do ao estresse também ocorreu o
aumento nos teores de prolina. No entanto, ocorreu a diminui¢do nas concentragdes de MDA.
Os dados indicaram que a alta salinidade promove respotas rapida nos parametros fisioldgicos
de plantas de C. pyramidale sob condicGes de casa de vegetagéo, principalmente no sistema
radicular. Informacdes in silico baseadas na analise do transcriptoma radicular de C. pyramidale
sob salinidade (100 mM) em diferentes tempos de estresse, demonstraram que o sal estresse
afetou a expressao de componentes do reldgio circadiano. Houve inducdo de Gigantea, ap6s 30
min e 2h de aplicacdo do estresse, com sua repressdo no estresse maximo (apo6s 11 dias sob
salinidade). ELF4 (Early Flowering 4), um gene relatado na literatura com expressao noturna
e essencial para a ritmicidade, também apresentou expressao diferencial, estando reprimido no
estresse maximo.

Palavras-chave: Reldgio circadiano; trocas gasosas; solutos osmaticos; peroxidacéo lipidica;
recirculacdo de sddio; expressao génica; 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 H20.. 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 H.O, 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 APRESENTACAO

Muitas das atividades fisioldgicas e comportamentais das espéecies ocorrem em
eventos temporais. Esses aspectos podem variar em sua regularidade, no entanto, eles
sempre estdo conectados com os eventos periodicos do ambiente. Essas conexdes entre o
ambiente-atividades biologicas sdo chamadas de ritmos bioldgicos (SWEENEY, 1962).
Levando em consideracdo que a sincronizacdo ambiental ocorre desde bactérias a
eucaryotos mais derivados, é de se supor que pressdes seletivas levaram os organismos a
correlacionar suas atividades com os eventos temporais do ambiente (PITTENDRIGH,
1993). Provavelmente a programacdo das atividades para que ocorressem em fase
especifica dentro de um ciclo puderam garantir que reacGes incompativeis sejam
acontecessem em momentos temporais distintos, garantindo assim um melhor
desempenho dos organismos (MITSUI et al., 1986).

Um subconjunto dos ritmos biolégicos é o ritmo circadiano. Este pode ser
considerado um sofisticado mecanismo que garante a persisténcia de um ritmo que possui
periodicidade correspondente ao movimento de rotacdo da Terra (aproximadamente 24
h) (SWEENEY, 1962; GARDNER et al., 2006). Os primeiros estudos realizados sobre
ritmos circadianos foram realizados em plantas e desde entdo trabalhos das relagfes do
ciclo diario de luz/escuro tem sido realizados com outros organismos (MITSUI et al.,
1986; QIAN et al., 2012). Em plantas, varias atividades estdo sob controle circadiano,
como condutdncia estomaética, assimilacdo de CO», abertura floral, producdo de
fitorreguladores e expressao de genes envolvidos na tolerancia ao estresse (ATKINS;
DODD, 2014; DODD et al., 2015; GRUNDY; STOKER; CARRE, 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 esta sob
controle circadiano (COVINGTON et al., 2008).

Estudos em nivel molecular do reldgio circadiano ja 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 sintese, o funcionamento do reldgio se inicia pela manha com expressao
de dois fatores de transcricdo LHY (LATE ELONGATED HYPOCOTYL) e CCA
(CICARDIAN CLOCK ASSOCIATED), que s@o reprimidos pela expressao das
chamadas proteinas PRR (PSEUDO-RESPONSE REGULATOR). Durante a madrugada

um complexo noturno, formado por trés proteinas (ELF3, ELF4 e LUX) inibe a expressédo
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das PRR. Assim a expressdo de LHY e CCA sobe novamente pela manha (SEO; MAS,
2014). No entanto, mais do que controlar as atividades metabdlicas das plantas, estudos
recentes vém demonstrando que o reldgio contribui para a capacidade das plantas
tolerarem diferentes tipos de estresse ambiental e se adaptarem a eles (GRUNDY;
STOKER; CARRE, 2015). Isso se deve pelo reldgio esta no controle da expresséo de uma
grande frag@o de genes responsivos ao estresse (WILKINS et al., 2009; HABTE et al.,
2014). Em contrapartida, trabalhos vém indicando que diferentes tensGes ambientais
funcionam com input para o relégio circadiano resultando em uma expressao alterada e
splicing diferencial dos genes do reldgio (BENDIX; MARSHALL; HARMON, 2015;
GRUNDY, STOKER; CARRE, 2015). Além disso, ja foi demonstrado que as plantas
apresentam capacidade de respostas diferenciadas ao longo do dia, dependendo do
momento que em o estresse ambiental € aplicado (em nivel transcricional) (WILKINS;
BRAUTIGAM; CAMPBELL, 2010; GREENHAM; MCCLUNG, 2015; PARK et al.,
2016). Logo, a compreensdo das interacdes de diferentes estresses com o reldgio
circadiano se tornou alvos varios estudos nos ultimos anos.

Dentre os estresses abidticos que mais limitam a produtividade da biomassa
vegetal, estd o estresse salino. Para suportar essa adversidade as plantas alteram sua
morfologia, fisiologia, metabolismo e expressao génica, que em conjunto resultam em
algum grau de tolerancia (GUPTA et al., 2014). Em um cenario em que mudancas
ambientais vém acontecendo de forma mais rapida e intensa, a compreensao de como esse
estresse abidtico impacta (ou nao) no relégio circadiano se faz necessario, uma vez que
uma boa sincronizagdo com ambiente resulta em um aumento no fitness das espécies
(GREEN et al., 2002). Além disso, € necessario investigar essas informacgdes 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 sdo
domesticadas) (NAKAMICHI, 2011).

Dessa forma, o presente estudo visa investigar a performance fisioldgica e
alteracOes na expressdo génica 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 exposicao ao sal
afeta os niveis de solutos organicos e balanco redox em uma situagdo de choque salino;
2) se a entrada do estimulo em diferentes momentos do dia desencadeia perfis de respostas
diferenciados no metabolismo priméario; 3) identificar in silico os genes do reldgio

circadiano no transcriptoma radicula de C. pyramidale e verificar se salinidade age como
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um input alterando seus niveis de expressdo. Com isso desejamos fornecer informacdes
sobre as conexdes entre salinidade e o relogio circadiano em uma espécie lenhosa

importante para florestas tropicais sazonalmente secas.
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 RITMO BIOLOGICOS

Os ritmos bioldgicos sdo observados em praticamente em todos 0s organismos,
desde 0s mais basais aos mais derivados na escala evolutiva (SWEENEY, 1962). Estes
relogios sdo sofisticados componentes adaptativos que permitem que as funcbes
biologicas sejam colocadas em uma “base” de tempo regular (MCCLUNG, 2006;
FUKUDA et al., 2007). Os primeiros experimentos que demonstraram a medicao
precisam do tempo pelas plantas foram realizados por Ganer e Allard (1920). Estre
trabalho mostrou que as plantas produzem flores em certas estacfes devido a sua
capacidade de medir a duracdo do dia ou, mais exatamente a duracao de periodo escuro
ininterrupto, com refino suficiente para detectar a estacdo do ano. Com o tempo Varios
experimentos mostraram que esse comportamento ritmico é extremamente comum nas
plantas e que existe toda uma classe de fenbmenos em que a medi¢do do tempo € o
comportamento caracteristico (SWEENEY, 1962).

A capacidade de regulacdo enddgena dos ritmos biolégicos ocorre na presenca ou
auséncia de ciclos ambientais (por exemplo, periodos de luminosidade e escuriddo e
sazonalidade), permitindo a organizacdo temporal das funcbes bioldgicas e o
acontecimento das atividades em uma base temporal regular (ROENNEBERG; WIRZ-
JUSTICE; MERROW, 2003). Entretanto, o padrdo do ritmo expresso em condigdes
constantes é denominado ritmo em livre-curso e este é ajustado quando submetidos as
pistas temporais ambientais (MCCLUNG, 2006). Logo, a geracdo enddgena dos ritmos
pode ser submetida a ajustes temporais continuos por pistas peridédicas do ambiente
(MCCLUNG, 2006; GREENHAM; MCCLUNG, 2015).

A sincronizacgdo pode ser definida como a relacéo de ajuste temporal entre o ritmo
enddgeno e os ciclos ambientais (HARMER, 2009). Esta possui fungdes essenciais como
ajustar o periodo e a fase dos ritmos enddgenos de acordo com a duragdo e as fases dos
ciclos ambientais (MAS; YANOVSKY, 2009). A correspondéncia incorreta entre 0s
ritmos ambientas e os enddgenos mostrou reduzir o conteudo de clorofila foliar, a
assimilacdo, o crescimento e aumentou a mortalidade (DODD et al., 2005). Os sinais
ambientais como luz e temperatura sdo chamados de zeitgeber (“doador do tempo™)
(MCCLUNG, 2006), sendo os responséveis por redefinir o reloégio na planta (MAS;
YANOVSKY, 2009), embora seja a luz de longe o zeitberg mais dominante. Muitos dos
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componentes do reldgio das plantas sdo sensiveis a luz, mostrando transcri¢ao sensivel a
presenca de luz (GREENHAM; MCCLUNG, 2015).

2.2 RITMOS CIRCADIANOS

Os organismos demonstram de fato organizagao temporal, e, portanto, séo capazes
de medir o tempo. Essa apropriacdo de ritmicidade, devido as condi¢cdes ambientais
diarias, em uma escala de 24 horas, levou a defini¢cdo de ritmo circadiano (do latim cerca
de um dia). O reldgio circadiano € um oscilador biolégico que gira em torno de 24 horas,
que permite 0s organismos a anteciparem as mudancas didrias previsiveis que estdo
ligadas a rotacdo da Terra (MCCLUNG, 2006; GRUNDY; STOKER; CORRE, 2015).
Os ritmos circadianos controlam muitos processos nas plantas, incluindo condutancia
estomatica, assimilacdo de CO., fotossintese, producdo de fitorreguladores e expressao
genes de tolerdncia (MARTINO-CATT; ORT, 1992; WILKINS; BRAUTIGAM;
CAMPBELL, 2010). Por muito tempo se perguntou se 0 0s componentes que formam o
relogio eram totalmente endégenos (SWEENEY, 1962). No entanto, s6 na década de
1990, que se observou um réapido progresso em direcdo a identificacdo dos componentes
do relégio (Tabela 1) e a dos mecanismos oscilatorios centrais para o relégio circadiano
(MCCLUNG, 2006). Esses avanc¢os se deram, em grande parte, devido ao surgimento de
Arabidopsis thaliana como um poderoso modelo que permitiu a analises genéticas
avancadas (SOMERVILLE; KOORNNEEF, 2002; KOORNNEEF; MEINKE, 2010).

O rel6gio circadiano é composto por trés “circuitos de retorno” que sdo
interligados. Dois fatores de transcri¢do de dominio MYB Unicos, CIRCADIAN AND
CLOCK ASSOCIATED 1 (CCA1l) e LATE ELONGATED HYPOCOTYL (LHY)
parecem desempenhar papéis fundamentais em cada loop, sendo propostos como como o
oscilador central do relégio (ALABADI et al., 2001). O funcionamento do reldgio se
inicia pela manha com expressao de dois fatores de transcricdo LHY e CCAl. CCAl e
LHY reprimem a expresséo de um componente noturno TIMING OF CAB
EXPRESSION 1 (TOC1), um membro da familia das PRR (Pseudoresponse Regulator)
(MCWATTERS; DEVLIN, 2011). Por sua vez, CCAl e LHY sdo down-regulated pela a
expressao das chamadas proteinas PRR 7, 9 e 5 (Pseudo-Response Regulator). Durante a
madrugada um complexo noturno, formado por trés proteinas (ELF3, ELF4 e LUX) inibe
a expressao das PRR. Assim a expressdo de LHY e CCA sobe novamente pela manha.
(Figura 1).
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Figura 1 - Modelo do reldgio circadiano de Arabidopsis thaliana
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Fonte: Greenham e Mcclung, 2015. Nature.

No entanto, outras conexdes entre os mddulos sdo estabelecidos e varios
participantes e suas regulacfes foram adicionados a lista original dos componentes do
relégio (SIMON; DODD, 2017). Além do controle transcricional, evidencias vem
demonstrando que mecanismos como splicing alternativo, tunover de proteinas e
modifica¢fes da cromatina refinam ainda mais a precisdo e a robustez dos osciladores
circadianos (GREENHAM; MCCLUNG, 2015). Até o momento mais de 20 componentes
associados ao reldgio foram identificados em A. thaliana (HSU; HARMER, 2014) e
homdlogos desses genes também ja foram identificados e caracterizados em outras
espécies (FABRICANTE; ANDRADE; MARQUES, 2010; YON et al., 2012;
CALIXTO; WAUGH; BROWN, 2015). No entanto varios estudos recentes (de
MIZUNO; NAKAMICHI, 2005; KIM et al., 2010; MONTAIGU; COUPLAND, 2017)
vem demonstrando que é grande a complexidade do relégio circadiano em A. thaliana e

que muitas “pegas” do quebra-cabeca ainda estdo faltando.



Tabela 1 - Principais genes do reldgio circadiano em Arabdopsis thaliana
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Horario da
Gene Descricao atividade da Func&o molecular Referéncia
proteina
Fator de transcricdo; controla diretamente a expressao de
CCAl . . L . \
CIRCADIAN CLOCK Manh& genes de saida do reldgio; repressdo dos genes expressos a HARMER, 2009
ASSOCIATED 1 ;
tarde/noite.
LHY MYB-RELATED Fator de transcricéo; repressdo dos genes expressos a
TRANSCRIPTION FACTOR Manha ’ . HARMER, 2009
LHY tarde/noite.
PSEUDO-RESPONSE Depois do _— . « MIZUNO; NAKAMAMICHI, 2005;
PRR9 REGULATOR 9 amanhecer Fator de transcrigéo; reprime a expressdo de CCAl e LHY NAKAMICHI et al., 2005
PSEUDO-RESPONSE Depois do o . x
PRR7 REGULATOR 7 amanhecer Fator de transcrigéo; reprime a expressdo de CCAl e LHY NAKAMICHI et al., 2005
PSEUDO-RESPONSE _— . « NAKAMICHI et al., 2012; WANG;
PRR5 REGULATOR 5 Tarde Fator de transcrigéo; reprime a expressdo de CCAl e LHY FUJIWARA: SOMERS, 2010
PSEUDO-RESPONSE . . Fator de transcri¢do; modula a estabilidade de transcri¢do do
PRR3 REGULATOR 3 Fim de tarde/Noite ToC1 PARA et al., 2007
TOC 1 PSEUDO-RESPONSE . . . . <
(PRR1) REGULATOR 1 Fim de tarde/Noite Fator de transcri¢do; reprime a expressdo de CCAl e LHY HUANG et al., 2012
LUX LUX ARRHYTHMO Noite Fator de transcrigo; reprlme;:ig;(pressao de PRR9 e genes de NUSINOW et al., 2011
PROTEIN EARLY . o . x
ELF 3 FLOWERING 3 Noite Regulador de transcricdo; reprime a expressdo de PRR9 NUSINOW et al., 2011
PROTEIN EARLY . L . x
ELF 4 ELOWERING 3 Noite Regulador de transcricao; reprime a expressdo de PRR9 HERRERO et al., 2012
CLOCK-ASSOCIATED PAS . Proteina F-BOX; regula a estabilidade das proteinas de A
ZTL PROTEIN ZTL Fim de tarde TOoC1 MAS et al., 2003
Gl GIGANTEA Proteina nuclear; interacdo proteina-proteina DALCHAU et al., 2011

Fonte: A autora (2020).
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2.3 ESTRESSE ABIOTICO E RELOGIO CIRCADIANO NAS PLANTAS

Devido a previsibilidade das mudangas diarias no ambiente, é de se esperar que 0
relogio circadiano ajude as plantas na adaptacdo as tensdes abiodticas (HSU; HARMER,
2014). Nos altimos anos alguns estudos vem relatando que o relégio tem influéncia nas
respostas ao estresse abiotico, contribuindo para a tolerdncia vegetal a diferentes tipos de
estresse (DODD et al., 2005; FOWLER; COOK; THOMASHOW, 2005; GRUNDY;
STOKER; CORRE, 2015; SYED et al., 2015). Isso ocorre porque o relégio circadiano
controla uma grande fracdo de genes responsivos ao estresse abiotico (WILKINS;
BRAUTIGAM; CAMPBELL, 2010; GRUNDY; STOKER; CORRE, 2015). Por
exemplo, a producdo de fitormonios é um tipo de resposta das plantas submetidas a
estresses abioticos. A sintese de acido abscisico (ABA), que é aumentada rapidamente
apos estresse salino e a seca, tem seus niveis sob controle circadiano (MIZUNO;
YAMASHINO, 2008). Estudo realizado em tabaco mostra variagdes significativas nas
concentracfes de ABA em suas folhas, sendo relatados picos trés horas apés escuriddo e
gueda maxima de concentracdo apos exposicao a luz (NOVAKOVA et al., 2005). O
estresse hidrico também afeta a expressdo dos genes do reldgio circadiano, levando a uma
dessincronizacdo do periodo circadiano. Isso sugere que ocorre uma reconfiguracdo de
novos ritmos, levando a adaptacdo da planta as novas condi¢Ges impostas pelo ambiente
( MARCOLINO-GOMES et al., 2014; GRUNDY; STOKER; CORRE, 2015). Esses
reajustes podem promover um equilibrio, permitindo o crescimento e a tolerancia a
estresses abioticos. Mutagdes nos componentes do reldgio circadiano ndo s6 impactam
em seu oscilador central, mas também alteram nas habilidades das plantas em tolerar
condicdes de estresse e se aclimatarem a essa nova condi¢cdo (GRUNDY; STOKER;
CORRE, 2015). Essas informagcdes s&o relevantes e de grande interesse para a producéo
de variedades tolerantes. Uma vez, que o reldgio circadiano esta envolvido nas interacdes
ambientais e que uma grande fracdo de genes importantes na tolerancia ao estresse e de
tracos agricolas de interesse parecem estar sob sua regulagdo (BENDIX; MARSHALL;
HARMON, 2015).

2.4 SALINIDADE

A salinizagdo é um fator limitante para o desenvolvimento e produtividade

vegetal. Esta pode ocorrer de forma natural, chamada de salinizacdo priméria, ou por
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influéncia antropica, a salinizacao secundaria (FAO; ITPS, 2015). A salinizacdo primaria
pode ocorrer devido & acumlacdo de ions provenientes do itemperismo, baixa
pluviosidade e elevada taxa de evapotranspiracdo (ESTEVES; SUZUKI, 2008). Ja
desmatamentos, utilizacdo de agua salobra na irrigacdo e sistemas de drenagem
ineficientes sdo as causas mais frequentes da salinizacdo secundaria (POLLE; CHEN,
2015). O processo de saliniza¢do envolve o acimulo desses sais na solu¢do do solo,
podendo existir altas concentrag@es de sais de Na*, Ca**, Mg?* e K* (PEDROTTI et al.,
2015), sendo cloreto de sodio (NaCl), sulfato de sodio (Na2S0Os), carbonato de sodio
(Na2CO3), sulfato de célcio (CaSO4) ou carbonato de célcio (CaCOs), em maior
predominancia (POLLE; CHEN, 2015). Solos afetados por sais podem ser classificados
em salinos, sddicos e salino-sddicos, dependendo da concentracdo de sais, condutividade
eletrica e quantidade de Na* disponivel para troca i6nica (WICKE et al., 2011). Solos
salinos sdo caracterizados por apresentar elevada concentracdo de Na* e apresentarem
baixa capacidade de troca iénica, condutividade eletrica entre 2 e 4 mS cm™. Ja os solos
sodicos possuem uma alta capacidade de troca cationica e mais de 15% de Na* trocavel.
Os solos sodicos podem subclassicados em moderadamente sddico (entre 20 e 30%),
fortemente sodico (de 30 a 40%) e extremamente sddico (mais de 40%) (RICHARDS,
1954). Solos salino-sodicos além de possuirem alta porcentagem de Na* trocavel, também
possuem altas concentraces desse ion na solugdo do solo (POLLE; CHEN, 2015). A
existéncia de locais afetados pelas altas concentracoes de sais promoveu a selecdo de
espécies apatadas a tais condicGes. Segundo esse critério as plantas podem ser
classificadas em 1) glicéfitas, que suportam uma concentracdo de moderada de salinidade,
e Il) haldfitas, que sdo plantas que apresentam a capacidade de completar seu ciclo de
vida em ambientes com concentracbes 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 areas irrigadas do territorio estejam nessas
condicBes, estando estes em sua maioria localizados na regido semiarida do nordeste
(GHERY, 2000). A implementacdo da irrigacdo e as condi¢Oes climaticas locais sdo 0s
principais fatores que tem levado a um aumento na concentracdo de sais nesses solos.
Logo, se torna de extrema urgéncia a busca por técnicas que ajudem a reduzir a salinidade
do solo, seja estas por técnicas de manejo agricola ou pelo emprego de tecnicas de
melhoramento genético, a fim de selecionar gendtipos tolerantes as altas concentra¢es

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

A alta salinidade prejudica o estabelecimento, crescimento e desenvolvimento das
plantas, promovendo reducdes na produtividade (LATEF; MIRANSARI, 2014), focando
em seus aspectos fisiologicos, as altas concentracbes de sais afeta as plantas,
principlamente de duas maneiras: deficit hidrico, devido a reducéo do potencial osmotico
da solucdo do solo que leva a reducédo da disponibilidade de agua para as plantas (efeito
osmoético) e pelos efeitos toxicos de ions especificos (Na* e CIY). As tensbes causados
pelos ions estdo diretamente relacionados a alteracdo 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 CI" no citosol (TUTEJA, 2007). A elevada concentracdo Na* e CI
intracelular prejudicam a estrutura das enzimas e outras macromoléculas, danificam as
organelas, prejudicam o processo fotossintético e respiracdo, inibem a sintese proteica e
induz uma deficiéncia ionica (PORCEL; AROCA; RUIZ-HOZANO, 2012). Quando 0s
efeitos do estresse osmotico excedem o0s niveis de tolerancias, ocorrem distibuios
funcionais, como reducdo na fotossintese, fechamento estdmatico, senescéncia e reducédo
do crescimento (VOLKMAR; HU; STEPPUHN, 1998; PASCALE; RUGGIERO;
BARBIERI, 2003). O desequilibrio nutricional também é observado, devido & diminuicdo
na absor¢do de nutrientes, no entanto, este pode ser considerado um efeito indireto
(CHAVES; FLEXAS; PINHEIRO, 2008). E relatada, adicionalmente, a ocorrencia de
injarias, como necrose foliar. Sendo essas lesBes, provocadas pela elevada salinidade,
notaveis nas mais diversas partes da planta.

A reducdo da na disponibilidade de agua causada pela salinidade faz com que as
plantas lancem méo de estratégias para minimizar a perda de agua, a fim de manter o
conteudo hidrico. Assim, o fechamento estomatico se torna um dos primeiros mecanimos
utilizados pela planta para tolerar a deficiéncia hidrica, evitando assim a perda excessiva
de agua por transpiracdo (CAMPOS; HSIE, 2012; MEDEIROS et al., 2014). Como
efeitos colaterais, ocorre a reducdo da taxa fotossintética devido o aumento da resisténcia
estomatica a difusdo de CO> (MAHAJAN; TUTEJA, 2005; CHAVES; FLEXAS;
PINHEIRO, 2008). Com a queda na transpiragdo, a eficiéncia do uso da agua , que
representa a relacdo entre a assimilacdo de CO. por molécula de dgua (MANSUR,;
BARBOSA, 2000; SILVA et al., 2009), pode vir a aumentar (HUANG et al., 2014a).
Com a reducdo da condutancia estomética e da concentracdo de CO2, ocorre uma reducdo

na atividade do ciclo de Calvin, levando a uma diminuicdo do consumo de ATP e do
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NADPH, diminuindo a disponibilidade de NADP* (BAKER; ROSENQVIST, 2004). O
desequilibrio entre a absorcéo e a utilizagdo da energia absorvida, leva a um acumulo de
energia, fazendo com que as plantas apresentem uma resposta conhecida como
fotoinibicdo (MORALES, 2014). Além disso, 0 excesso de energia é prejudicial, pois o
fluxo de elétrons provenientes da fotolise da agua reduz o O contribuindo para a
formacéo de espécies reativas de oxigénio (ERO) (ZHU, 2003; BATOOL, SHAHZAD;
ILYAS, 2014), como superdxidos, peroxidos e hidroxila. Essas moléculas em niveis
elevados podem causar danos oxidativos aos lipidios, proteinas e acidos nucléicos. No
entanto, estudo recente vem apontando o papel dessas moléculas na sinalizacdo ao
estresse (POLLE; CHEN, 2015).

2.6 RESPOSTAS E MECANISMOS DE TOLERANCIA A SALINIDADE

As plantas quando expostas a alta salinidade apresentam processos danificados
como sintese de proteinas, metabolismo de lipidios e fotossintese. E para tolerar os efeitos
osmoticos impostos pela salinidade, as plantas necessitam diminuir seu potencial hidrico
a um nivel abaixo do encontrado no solo, garantindo a absorcdo de agua, processo
conhecido como ajustamento osmdtico ou osmorregulacdo (YAMAGUCHI;
BLUMWALD, 2005). Esse ajuste ocorre pela capacidade de elevar a concentracdo de
sais, absorvidos da solugcdo do solo, e também pelo aumento na sintese de solutos
compativeis (WILLADINO; CAMARA, 2010). Muitas plantas desencadearam
mecanismos de tolerdncia através da exclusdo, compartimentalizacdo dos sais ou
prevencao da entrada de sal (MUNNS; TESTER, 2008), evitando assim os efeitos
deléterios na fotossintese e outros processos chaves do metabolismo pelas alteracdes
ibnicas.

A sinalizacdo ao estresse salino na planta €, primeiramente, percebida em nivel de
membrana plasmatica, por meio de receptores. Tal acdo resulta na geracdo de moléculas
envolvidas em uma sinalizagdo secundaria, como Ca?*, inositol e &cido abscisico
(PORCEL; AROCA; RUIZ-HOZANO, 2012). Quando o Na* ou 0s sais sdo elevados no
solo, a planta tende a absorver mais Na+, resultando na diminui¢do da absor¢édo do K*. O
Na* compete com o K" pelos seus sitios de ligacdo, que estdo envolvidos em varias
funcbes celulares essenciais. Entretanto, essas fun¢des ndo podem ser realizadas pela
ligacdo do Na*. Uma elevada razdo Na*/K*, geralmente promovida pela salinidade, causa

desequilibrio idnico no citoplasma e consequentemente prejuizos em vias metabdlicas
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(GIRI; MUKERIJI, 2004). O K* possui um papel chave no metabolismo da planta, pois
estd envolvido na sintese de proteinas e atividade enzimatica (LEIGH; WYN JONES,
1984). A regulacdo de absorcdo liquida de Na* é resultado de uma alta extrusdo ativa do
Na* na membrana plasmatica através do antiporte Na*/H* (POLLE; CHEN, 2015). A
compartimentalizacdo tem como objetivo minimizar a concentragdo dos ions no
citoplasma, sendo estes alocados em vacuolo. Alternativamente & compartimentalizacéo
no vacuolo, os sais podem ser transportados para a parede celular, o que, por sua vez,
pode resultar na desidrataco da célula (MUHLING; LAUCHLI, 2002).

Uma das consequencias da exposicdo a alta salinidade é a producdo de espécies
reativas de oxigénio (ERO) que resultam em danos em nivel celular e molecular. No
entanto, estudos recentes tem demonstrado que fatores de transcricdo, como heat-shocks
Factors (HSF), sdo sensiveis a H.O> e ativam enzimas antioxidantes para atenuar 0s
efeitos das ERO em plantas sob estresse salino. A ac¢éo de enzimas antioxidativas, como
catalase, superdxidos dismutase e ascobarto peroxidase resultam em plantas com maior
tolerancia ao estresse oxidativo e suas concentragbes aumentam sob estresse salino
(RIVAS; OLIVEIRA; SANTOS, 2013). Alem do fator enzimético, moléculas como
glutationa, tocoferol e acido ascérbico atuam como antioxidantes, fazendo parte do
sistema antioxidativo ndo enziméatico (POLLE; CHEN, 2015). Outras moléculas que
atuam na protecdo das plantas em nivel celular é a prolina e glicina betaina, aminoacidos
que atuam na osmorregulacdo e osmoprotecdo (TUTEJA, 2007). Para a acumulacdo de
solutos compativeis, como glicina betaina, prolina e manitol, em resposta ao estresse
salino, € necessario a ativacao de rotas metabdlicas que sintetizam tais solutos e 0 mesmo
ocorre para a sintese de enzimas.

O acumulo do aminoécido prolina é um dos mais frequentemente reportados como
modificaces induzidas pela salinidade nas plantas (SZABADOS; SAVOURE, 2010).
Em condicéo salina, a prolina atua na célula como um osmdlito protetor e n&o toxico para
manter um balango osmotico sob baixos potenciais hidricos (TUTEJA, 2007). Além
disso, a prolina pode atuar na estabilizacdo das estruturas das proteinas, favorecer a
estabilizacdo do pH citosolico, auxiliar no equilibrio redox das células estressadas e no
sequestro de espécies reativas de oxigénio (VERBRUGGEN; HERMANS, 2008;
SZABADOS; SAVOURE, 2010).

Além dos mecanismos fisioldgicos, adaptagdes a niveis morfologicos e
anatdbmicos também surgem em resposta a alta salinidade. O processo de absi¢éo se da

principamente nas folhas. A planta pode desprender suas folhas quando estas possuem
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altos teores de ions indesejaveis, assim ocorre uma econémia de agua por transpiracdo
(YENSEN, 2006). Folhas suculentas, que apresentam maior espessura e tecidos capazes
de estocar agua, tem como objetivo reduzir a salinidade apoplastica, mantendo o tugor
celular (DUARTE et al., 2013), permitindo que as plantas possa sobreviver com alto
niveis de sais em parte dos seus tecidos. As glandulas de sal, mecanismos presentes em
glicdfitas, sdo formagdes que excretam sais das folhas como forma de controlar o excesso
no interior das células. Essa excrecao de sais contribui para o balango iénico 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
localizag@o no semiarido nordestino, com caracteristicas fitogeograficas especificas e nos
ultimos anos vem se aplicando esforcos para estudar a biota da caatinga (LEAL;
TABARELLI; SILVA, 2003). Quanto a flora, por exemplo, h& registro de
aproximadamente 900 espécies vegetais, sendo 380 delas endémicas desse bioma
(GIULIETTI et al., 2002). A familia Fabaceae € uma das mais representativas dentro do
bioma caatinga, com aproximadamente 320 espécies (QUEIROZ, 2009). Entre essas
espécies estd Cenostigma pyramidale, conhecida popularmente como catingueira. Essa
espécie ocorre na regido Norte, no estado do Amazonas, sendo também amplamente
distribuida no Nordeste semiarido brasileiro, nos estados de Alagoas, Bahia, Ceard,
Maranhdo, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Piaui e Sergipe, tendo como
dominios fitogeograficos a Amazénia e Caatinga (LEWIS; SCHRIRE; LOCK, 2005;
SILVA et al., 2009). E considerada uma das espécies mais representativas da Caatinga
(FALCAO et al., 2015)

C. pyramidale apresenta uma grande faixa de tolerancia ambiental, apresentando
um porte arbustivo quando a disponibilidade hidrica é restrita e porte arboreo quando a
disponibilidade hidrica 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 recomposicdo florestal mista de
areas degradadas. Essa espécie se adapta facilmente a diferentes tipos de solos,
apresentando uma rapida germinacao apds o inicio das chuvas. Ela investe na caducifolia
durante a estagdo seca, estratégia relacionada a economia de agua por transpiracéao, e na

estacdo chuvosa apresenta um rapido rebrotamento de suas folhas. Essas folhas sdo
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bipinadas, apresentando uma coloracdo rosada quando jovens e esverdeadas quando
maduras e as flores sdo racimos curtos de coloracdo amarela. Os frutos sdo vagens
achatadas de coloragdo castanho-claro quando maduros, as sementes também sdo
achatadas de coloracdo castanho-claro quando maduras e a raiz é do tipo pivotante
(MAIA, 2004).

Essa espécie apresenta multiplas utilidades, como potencial madeireiro,
restauracdo florestal, aplicacGes 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 infec¢des, atividade antioxidante, farmacoldgica e
antifungica) (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 polinizagdo em C. pyramdale. Estudos abordando aspectos
ecofisioldgicos também foram realizados. Lima et al. (2012) realizaram estudos
envolvendo a maturacdo fisioldgica da semente. Falcdo et al. (2015) avaliou a plasticidade
fenotipica e estratégias ecofisiologicas de C. pyramidale, em campo, em caatinga com
diferentes estagios sucessionais, onde foi observado que seus atributos variam de acordo
do estégio de sucessdo. Sendo observado a plasticidade fenotipica dessa espécie, sendo a
agua o principal recurso promotor de alteracdes funcionais para aclimatacdo. Frosi et al.
(2016) realizou um ensaio experimental, onde plantas jovens dessa espécie foram
inoculadas com fungos micorrizicos arbusculares e submetidas a diferentes niveis de
fésforo foliar. Logo, a utilizacdo de C. pyramidae como modelo para experimentos
envolvendo fisiologia vegetal e biologia molecular pode ser de grande valia para
compreender 0 que essa espécie expressa para tolerar as condi¢des, muitas vezes

adversas, encontradas na caatinga, como estresse hidrico e salinidade.
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3ARTIGO 1

APLICACAO DE CHOQUE SALINO EM DIFERENTES MOMENTOS DO DIA
DESENCADEIA RESPOSTAS DISTINTAS NO METABOLISMO PRIMARIO
DE CENOSTIGMA PYRAMIDALE (FABACEAE), UMA ESPECIE LENHOSA DE
FLORESTA TROPICAL SAZONALMENTE SECA

MANUSCRITO A SER SUBMETIDO AO PERIODICO:

Thearetical and experimental botany.
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Aplicacao de choque salino em diferentes momentos do dia desencadeia respostas
distintas no metabolismo primario de Cenostigma pyramidale (Fabaceae), uma
espécie lenhosa de floresta tropical sazonalmente seca
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RESUMO

Em plantas, muitos processos como, por exemplo, condutancia estomatica, assimilacao
de CO; e expressao de genes de tolerancia a estresses bidticos e abidticos sdo controlados
por osciladores enddgenos, como o reldgio circadiano. Estudos recentes demonstraram
que estresses como frio, seca e salinidade agem como input no relégio circadiano levando
a uma dessincronizacao do periodo circadiano, levando a adaptacdo da planta as novas
condigBes impostas pelo ambiente. Nosso estudo investigou a performance fisiologica de
uma espécie lenhosa nativa da caatinga Cenostigma pyramidale (Fabaceae) submetida a
choque salino (200mM) no inicio da manha e inicio da noite, nas primeiras 72 horas de
aplicacdo do estresse. Levando em consideracdo que aproximadamente 30% do
metabolismo primario estd sob controle do rel6gio circadiano, nos perguntamos se
diferentes niveis de repostas serdo desencadeados em seu status metabdlico, ja que
alteragBes aos niveis transcricionais resultam em modificagGes bioquimicas e fisioldgicas.
Nos dois conjuntos experimentais, quando comparados ao controle, foi observado um
acimulo de altas quantidades de Na® nos tecidos foliares ja nas primeiras horas de
exposicdo ao sal, sendo observada sua diminuicdo até o fim do experimento, assim,
sugerindo que essa espécie se utiliza da recirculacdo de Na* para tolerar o estresse. Em
seu metabolismo, no geral, as plantas apresentaram ciclos diurnos em relacdo ao amido,
prolina e H2O2. J& nas plantas sob estresse, ocorreu uma diminui¢do na concentragdo de
amido e um aumento de H>O>, MDA e prolina. Ao final do experimento, as plantas
submetidas ao choque salino no inicio da manh& demonstraram maiores alteragfes em
sua homeostase, pelo maior acimulo de peréxido de hidrogénio e MDA e um maior
investimento em prolina para atenuar os efeitos do estresse osmotico, que ndo foi
observado nas plantas submetidas ao estresse no inicio da noite. Esses resultados sugerem
que a transpiracdo diurna € um fator importante nos estudos que investigam plantas sobre
estresse salino. Além disso, abre um debate sobre questdes metodoldgicas em ensaios que
investigam choques salinos de curto periodos, uma vez que poucos estudos informam o
momento do dia em que foi aplicado o estresse.

Palavras-chave: trocas gasosas, recirculacdo de sodio, perdxido de hidrogénio, prolina,
MDA, folha, horério de coleta.
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ABREVIACOES: A, taxa de assimilagio liquida de CO2; FAA, aminoacidos livres
totais; SS, carboidratos solUveis totais; E, transpiracdo foliar; ETR, taxa de transporte de
elétrons; Fv/Fm, eficiéncia quantica maxima do fotossistema II; Fv’/Fm’, eficiéncia
méaxima do fotossistema Il a um dado dfff; gs, conduténcia estomatica; H202, peroxido
de hidrogénio; MDA, dialdeido malénico; NPQ, quenching ndo fotoquimico; TPS,
proteinas sollveis totais; gP, quenching fotoquimico.

1. Introducéo

Ao investigar aspectos fisiologicos e moleculares relacionados ao comportamento
de plantas frente a fatores bidticos e abidticos adversos, deve-se considerar um ponto
crucial, capaz de influenciar a maior parte das respostas das espécies vegetais, 0 ritmo
circadiano. A regulagdo circadina pode fornecer um sofisticado mecanismo adaptével
capaz de garantir um ritmo ideal entre crescimento e tolerancia a estresses abioticos. 1sso
permite que as plantas encontrem um equilibrio devido a orquestracdo da expressao
génica ao longo do dia (Greenham and McClung, 2015). Fatores endégenos controlados
por reldgios bioldgicos possivelmente conferem vantagem seletiva a espécies vegetais,
como observado em Arabidopsis thaliana (Bl&sing 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, fotossintese e eficiéncia no uso da agua ao longo do dia, contribuindo para a
tolerancia a estresses abidticos (Grundy et al., 2015). Particularmente, foi observado que
muitos dos genes responsivos a alta salinidade, déficit hidrico e calor, estdo sob o controle
do reldgio circadiano (Grundy et al., 2015; Marcolino-Gomes et al., 2015). Entretanto,
estudos envolvendo ritmo circadiano e estresses abioticos sdo restritos a especies modelos
como A. thaliana (Blasing 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 informagdes em espécies lenhosas.

A salinizagdo dos solos é um dos principais problemas ambientais estabelecido
em varias partes do mundo. Na Caatinga, floresta tropical sazonalmente seca, localizada
em quase toda sua totalidade na regido nordeste brasileira (Santos et al., 2014), a
salinidade é um dos principais estresses abioticos que limitam o desenvolvimento das

plantas. A salinizacdo promove redugdo da produtividade vegetal, pois causa seca
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fisioldgica, toxidez pelo acumulo de ions, principalmente Na* e CI" e desequilibrio no
balango nutricional (Munns and Tester, 2008; Polleand Chen, 2015). Para suportar essa
condigdo, as plantas possuem mecanismos intrinsecos de tolerancia, visando evitar danos
severos em seu metabolismo como reducdo da condutancia estomatica e transpiracao,
acumulo de osmorreguladores e osmoprotetores, que também atuam como sinalizadores.
O aumento da atividade do sistema antioxidante enzimatico e ndo enzimético é
igualmente observado (Foyer and Noctor, 2003; Medeiros et al., 2014).

Considerando as alteracdes metabolicas que ocorrem no periodo de 24 horas em
funcdo das variacdes de luz e temperatura, ndo é surpreendente imaginar que respostas
diferenciadas serdo desencadeadas dependendo do momento da entrada do estresse.
Fowler et al. (2005), demonstraram que quando um estimulo de estresse é dado em
diferentes momentos do dia, a magnitude da resposta transcricional varia de acordo com
0 controle circadiano, em planta de A. thaliana, sob baixas temperaturas. Em um
experimento investigando a regulacéo circadiana na tolerancia ao sal, com aplicagéo do
estresse salino em momentos distintos do dia (dia/noite), foi possivel observar que a
tolerancia ao estresse salino difere no dia versus a noite. Nessas condi¢des as plantas do
tratamento dia produziu menos biomassa quando comparados ao tratamento noite (Park
et al., 2016). Levando em consideragdo que aproximadamente 30% do metabolismo
primario esta sob controle do relégio circadiano (McClung, 2006), nos perguntamos se
esses diferentes niveis de repostas serdo percebidos ja em seu status metabdlico, ja que
alteracdes a niveis transcricionais resultam em modificacdes bioquimicas e fisioldgicas.

Dessa forma, o presente estudo visa investigar a performance fisioldgica de uma
espécie lenhosa nativa da caatinga Cenostigma pyramidale (Fabaceae) submetida a
choque salino (200mM) no inicio da manha e inicio da noite, nas primeiras 72 horas de
aplicacdo do estresse. Atraves desse conjunto de dados, o estudo buscou averiguar se a
aplicacdo do choque salino em diferentes momentos do dia desencadearia respostas

diferenciadas em seu metabolismo primario e alteragdes em seus padrdes circadianos.

2. Materiais e Métodos

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo, do Departamento de Botanica
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 maximo: 1400 umolm™2°~! e minimo). O periodo de coleta do
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material vegetal foi janeiro/2017, com 13h/11h (luz/escuro). Até o inicio do experimento
as plantas foram mantidas em hidratagdo ideal (capacidade de 250 mL). Além disso, foi
adicionada solugéo nutritiva de Hoagland (F total), a cada 15 dias, a fim de suprir todos
0s nutrientes necessarios para 0 pleno desenvolvimento das plantas. Para responder as
perguntas do trabalho, foi realizado um delineamento experimental com o0s seguintes
tratamentos: Dia*Controle (DC), Dia*Sal (DS), Noite*Controle (NC) e Noite*Sal (NS).
Para cada tratamento foram destinadas 48 réplicas bioldgicas (uma planta por vaso),
totalizando 192 unidades experimentais. A cada horario estabelecido, foram coletadas
simultaneamente quatro réplicas biologicas, das plantas controle e das irrigadas com
solugéo de NaCl (200 mmol) (Fig. S1). Amostras das folhas estressadas foram aplicadas
em momentos previamente escolhidos, considerando o tempo ZT, sendo ZTO
considerando o inicio da luz e 0 ZT13 o fim da luminosidade. Ja a fazer escura foi
considerada do intervalo de ZT14 até ZT24, no entatanto para as analises bioguimicas
foram utilizadas trés replicas bioldgicas. Foram amostradas quatro replicas bioldgicas em
cada momento de coleta. As folhas foram imediatamente congeladas em nitrogénio
liquido. As folhas foram destinadas para avaliar os parametros bioguimicos.

As medidas de trocas gasosas e fluorescéncia 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 ndo senescente. Nos dias em que se realizaram as medidas
de trocas gasosas foi medida a temperatura e umidade do ar utilizando-se um termo-
higrometro (Termo-Higro SH 122, J Prolab. Sdo José dos Pinhais, BR). Esses dados
foram utilizados para o célculo do déficit de pressdo 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 manha (4h ZT), seguindo metodologia proposta por Campbell and Norman
(1998). Foram mensuradas a taxa liquida de assimilacdo de CO2 (A), transpiracdo foliar
(E) e a condutancia estomatica (gs) utilizando um analisador de gases por infravermelho
(IRGA, ADC, modelLCi-pro; Hoddesdon, UK). A densidade de fluxo de fotons
fotossintéticos (DFFF) foi mantida correspondente com as condi¢Bes do ambiente que
ficou em torno de 800 pmol.m?.s. Todas as medidas foram realizadas as 8 horas da
manha (4 horas ZT). Foi realizada uma medida antes da aplicacdo da solugdo salina nas
plantas para verificar se todas se encontravam em condi¢fes experimentais equiparaveis.

Para avaliar a fluorescéncia da clorofila a, foram realizadas medidas tanto com as
folhas adaptadas ao escuro por 30 minutos quanto para as folhas adaptadas a luz. Essas

medidas foram realizadas com o auxilio de um fluorémetro portatil Fluor Pen FP100
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(Photon Systems Instruments, Brno, CzechRepublic). Foram determinados a
fluorescéncia minima (Fo), maxima (Fm) e calculada a fluorescéncia variavel (Fv = Fm—
Fo) para as folhas adaptadas ao escuro. Com as folhas adaptadas a luz, foram mensuradas
a emissao de fluorescéncia no estado de equilibrio (F) e a fluorescéncia maxima (Fm’).
A partir desses parametros, como forma de avaliar a capacidade fotoquimica, foram
calculados os seguintes parametros: eficiéncia quantica maxima (Fv/Fm) e eficiéncia
maxima do fotossistema II (Fv’/Fm’) , a taxa de transporte de elétrons [ETR=(¢PSII x
DFFF x 0,5 x 0,84)], onde o rendimento quantico do fotossistema Il é expresso como
oPSII = Fm'-Ft / Fm', DFFF é a densidade do fluxo de fotons fotossintetizantes, 0,5
representa a fracdo de energia de excitagdo distribuida para o PSII e 0,84 a porcentagem
de luz absorvida pelas folhas em um dado DFFF (Baker, 2008). Também foi calculado o
quenching fotoguimico [gP = (Fm'-Ft) / (Fm'-Fo")] e ndo fotoquimico [NPQ = (Fm — Fm’)
/ Fm'].

Para estimar o contetdo hidrico relativo foliar (CHR), foram coletados foliolos de
folhas maduras e ndo senescentes em todas as manhas do experimento. A obtencéo do
CHR foi processada seguindo equacdo 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 analise.

A partir do material foliar coletado foram determinados os teores de carboidratos
solGveis totais (SS) (DuBois et al., 1956). Para quantificar o teor de amido foi utilizado o
pallet da extracdo etandlica de carboidratos (DuBois et al., 1956). Foram quantificados
também os acucares redutores (Nelson, 1944; Somogyi, 1952) e o teor de frutose
(Foreman et al., 1973). Além dessas também foram quantificados os teores de proteinas
sollveis totais (Bradford, 1976) aminoacidos livres totais (Moore and Stein, 1948),
prolina (Bates et al., 1973) e peroxido de hidrogénio (H202) (Alexieva et al., 2001),
dialdeido mal6nico (MDA) (Cakmak and Horst, 1991) todos a partir de uma massa de 50
mg.

Foi quantificado o conteido de sddio das folhas em todos os pontos amostrais do
experimento. Apos a secagem em estufa (60 °C) até atingir peso constante, 500 mg de
material foliar foi digerido em solucdo de &cido sulfarico (H2SO4) em bloco digestor a
350 °C para obtencéo do extrato das amostras (Thomas et al., 1967). O conteudo de sodio
foi determinado por fotometria de emisséo de chamas (DM-62, Digimed, S&o Paulo, BR).

2.1. Andlise estatistica
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Os dados foram submetidos a teste de normalidade (Shapiro-wilk) e
homogeneidade das variancias para saber se os dados apresentavam 0s pré-requisitos
necessarios para a utilizacdo da estatistica paramétrica. O conjunto de dados que nao
atendeu os requisitos necessarios foi submetido a testes ndo parametricos. Foi realizado
um teste T (ou Wilcox), com nivel de significancia a 5%, para comparar as médias entre
os tratamentos (Sal x Controle), em cada ponto de coleta. Nés utilizamos modelos lineares
generalizados mistos (GLMMs) para determinar se as variaveis bioquimicas analisadas
diferem entre o tratamento controle*dia e os demais tratamentos. Como variavel
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 aleatdrio para todos os modelos, uma vez que cada tratamento foi coletado 12
vezes. Para a implementacdo do GLMM, usamos o pacote gimmTMB, e a selecdo do
melhor modelo foi dada pela comparacao com o critério de informacéo Akaike com uma
correcédo para o tamanho finitos de amostra (AlICc) para selecionar os modelos mais bem
suportados. Essa abordagem reduz os problemas associados aos testes multiplos
linearidade de variaveis explicativas e amostras pequenas (Burnham e Anderson, 2002).
Os modelos com melhor suporte foram selecionados com base em seus AlICc, que
revelam a probabilidade de um determinado modelo — com base nos dados e no ajuste. A
selecdo do melhor modelo foi realizada usando a funcdo ICtab no pacote bbmle. Foi
realizada uma andlise de componentes principais para verificar se existia uma tendéncia
de agrupamento entre os tratamentos e verificar quais eram as variaveis mais influentes
na separacdo dos possiveis grupos. Para essa analise consideramos os dados dos trés
ultimos pontos de coleta de cada tratamento, assim conseguimos observar o balanco das
respostas bioquimicas em diferentes momentos de coleta de material vegetal. Para essa
analise multivariada foram utilizados os pacotes Factoextra (Kassambara and Mundt,
2017), PCAmixdata e ggplot2. Para todas as analises foi utilizado o software R 3.5.1
(Team, 2018).

3. Resultados
A rega salina promoveu um rapido acimulo de Na* nas folhas de C. pyramidae.

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

da aplicagéo do choque salino, as folhas apresentaram um aumento em suas concentragdoes



30

(p<0.05). Surpreendentemente, apés atingir uma concentracdo maxima de Na* em relacdo
as plantas controle (aproximadamente 200% em ambos 0s conjuntos experimentais), foi
observado sucessivas quedas na concentracdo de Na*, tendo as Ultimas coletas deixado
de apresentar diferenca estatisticas entre o tratamento controle (Fig. 1 a e b).

As trocas gasosas apresentaram alteracbes ja nas primeiras 24 horas apés
exposicao ao sal. No geral, as plantas submetidas a rega salina, exibiram um decréscimo
das trocas gasosas e status hidrico em comparacdo as plantas controle. A condutancia
estomatica (gs) reduziu nas plantas submetidas a rega salina a partir do segundo dia do
experimento (apds 24h e 15h, em DS e NS, respectivamente). As plantas submetidas ao
choque salino no periodo da manha apresentaram uma reducdo de 62.5%, 70% e 53%,
nas primeiras 24h, 48h e 72h, respectivamente (p<0.01) (Fig. 2). Ja as plantas irrigadas
com solugdo noturna no inicio da noite apresentaram uma reducdo mais amena apos as
primeiras 15h do choque salino (12.5%, p<0.0001). No entanto, nos dias seguintes do
experimento, apds 40h e 63h de aplicacdo do estresse, demonstram quedas pronunciadas,
de 77.85% e 76.4% da gs, respectivamente (p<0.05). A reducdo da gs é um dos principais
mecanismos de defesa contra o déficit hidrico causado pela seca fisioldgica, devido a altas
concentracdes de sais e ja foi observada em diversos estudos (Habte et al., 2014; Huang
etal., 2014a).

Com relagéo a assimilacdo liquida de CO2, também foram observadas reducdes
nas plantas submetidas ao estresse em relacdo ao controle. As plantas DS apresentaram
uma reducdo de 30% apds 24h da aplicacdo da rega salina (p<0.01). Nas leituras
seguintes, 48h e 72h, foi observada uma leve recuperacao, apresentando uma queda de
20% e 12%, respectivamente (p<0.01). J& nas plantas NS foi verificada uma redugdo de
21% ap0s 15h de exposicdo ao sal (p<0.001). Nas medidas seguintes, 40h e 63h, foram
observadas reducdes 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 eficiéncia do uso da agua (EUA), as plantas regadas pela manh& néo
demonstraram diferenca estatistica entre os tratamentos ao longo de todo o experimento
(Fig. 2 g). Ja o tratamento que recebeu rega salina as 17:00 horas, apds 15h e 40h, o
controle apresentou uma maior eficiéncia no uso da agua (p<0.05). As 63h ndo foram
mais observadas diferencas estatisticas entre os tratamentos. (Fig. 1 f).

Com relagéo ao conteudo hidrico foliar (CHR), ndo foram observadas diferencas
significativas entre os tratamentos nos trés 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.
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Entre os parametros de fluorescéncia avaliados, a maioria deles se manteve
constantes durante todo o experimento. A maior variagdo ocorreu no segundo dia do
experimento das plantas que foram submetidas a rega salina pela manhd. (Tab. 1).

Para andlise dos resultados, n6s procuramos encontrar padrdes de repostas,
identificando as alteracbes que ocorreram nas primeiras 24 horas, pois temos pontos
amostrais que permitem observar todo um ciclo circadiano e também altera¢Ges par-a par
(controle versus estresse) a fim de observar alteragfes pontuais que ocorreram ao longo
de todo experimento. Levando em consideracdo o momento da aplicacdo do estresse, e
controlando o efeito da coleta, 0 GLMM mostrou que as concentracGes dos metabolitos
diferiram entre os tratamentos. No geral, as plantas DS apresentaram uma maior
concentracdo de prolina, as NC um maior acimulo de amido, aminoacidos, frutose e
peréxido e menor de MDA. Ja as plantas NS apresentaram um maior acumulo de
aminoéacidos e peroxido de hidrogénio (Tab. 2).

As variaveis relacionadas ao metabolismo do carbono, como carboidratos soltveis
totais (SS), frutose e amido apresentaram padrdes de comportamento diferenciados. Para
amido, as plantas submetidas a chogue salino apresentaram valores mais baixos que 0s
controles tanto nas plantas irrigadas pela manha como a noite. No entanto, para as plantas
irrigadas pela manha com a solucdo salina, diferencas significativas foram observadas ja
nas primeiras coletas. Ja nas plantas irrigadas no inicio da noite, diferencas estatisticas
acentuadas so foram observadas a partir de 12h da aplicacdo do estresse (10h). Diferencas
entre condicgdes estressadas e controle foram mais acentuadas durante o periodo de luz,
em particular apés 12 horas de periodo luminoso (Fig 3 a e b). Com relacdo a SS, as
plantas submetidas a salinidade pela manhd desencadearam uma reducdo na sua
concentracdo apds 8 horas do choque salino. No entanto, observou-se uma tendéncia de
aumento de concentracdo de SS ao final do experimento. Ja as plantas em que a imposi¢édo
salina ocorreu no inicio da noite, 0 aumento so foi observado no Gltimo momento de
coleta (118%, p<0.0001) (Fig. 3 c e d). Com relagéo a frutose, so foi possivel observar
diferengas entre os tratamentos no experimento com irriga¢do no inicio da noite, onde as
plantas submetidas a condicdo salina apresentaram uma reducdo na concentragdo de
frutose (33%, p<0.01) (Fig 3 e e f). Os aglcares redutores também demonstram
comportamentos distintos em relacdo aos tratamentos. As plantas do tratamento DS
apresentaram valores mais baixos que o controle (p<0.05) nas primeiras horas apés a
imposi¢cdo do choque salino. Aumentos nos niveis de agucares redutores sé foram

observados nas Ultimas coletas do experimento. Nas plantas NS foi observado um
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aumento ja nas primeiras horas apds aplicacdo do estresse. Esse aumento se manteve
durante quase todo o experimento (p<0.01) (Fig 3 g e h). Em ambos 0s experimentos, as
diferengas mais acentuadas ocorreram no periodo luminoso.

Com relacéo aos solutos envolvidos no metabolismo de nitrogénio, também foram
observadas diferencas entre os tratamentos. Apenas um momento de coleta apresentou
diferengas estatisticas, com relacdo ao TSP, entre o controle o estressado no tratamento
dia. No entanto, nas plantas do tratamento NS, foi observada uma tendéncia de aumento
na concentracdo nas Ultimas coletas, apresentando diferenca estatistica na ultima coleta,
com um aumento de 140% em relacdo ao controle (p<0.01) (Fig 4 a e b). Para
aminoacidos livres totais, s6 foram observadas diferengas no tratamento noite.
Inicialmente houve um aumento de 50%, apos 2h da aplicagdo do estresse (p<0.01). Nas
coletas seguintes em que foram observadas diferencas, as plantas estressadas
apresentaram menores concentracdes de FAA, tendo a Gltima 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 concentragdes mais altas de prolina durante
todo experimento, com diferenca estatistica em varios pontos de coleta (Fig 4 e e f).
Divergindo do que ocorreu em amido e acUcares redutores, as diferencas mais acentuadas
para esse aminoacido ocorreram no periodo noturno (entre 14-24h), tanto para DS e NS,
como para as plantas submetidas a salinidade aprestando concentragcbes mais altas. A
principal divergéncia entre os tratamentos submetidos ao estresse foi em que as plantas
DS apresentaram um aumento acentuado nas ultimas coletas. Esse padrdo ndo foi
observado nas plantas NS.

Quanto ao teor de perdxido de hidrogénio (H202) também foram observadas
alteracdes nos dois conjuntos experimentais. Entretanto, aumentos acentuados s6 foram
observados em DS, com um pico de concentracdo na ultima coleta, onde foi quantificada
uma concentracao trés vezes mais alta em relacédo as plantas controle (Fig 5 a e b). Com
relacdo ao dialdeido maldnico (MDA), as plantas submetidas ao choque salino no periodo
da manha apresentaram aumento em suas concentragdes em varios momentos de coleta.
As maiores diferencas foram observadas nos ultimos momentos de coleta, tendo a ultima
coleta apresentada um aumento de aproximadamente 400% em relacdo as plantas controle
(Fig. 5 ¢). Ja as plantas NS apresentaram inicialmente uma reducgéo dos niveis de MDA,
com um aumento em aproximadamente 24h apos aplicacdo do choque salino. No entanto,

ndo foram mais observadas diferencas estatisticas até o fim do experimento (Fig 5 d).
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Uma analise de componentes principais foi realizada, considerando as variaveis
bioguimicas analisadas e os trés tltimos momentos de coleta. A PCA foi capaz de explicar
52.9% de toda a variagdo nos dados, considerando os dois eixos principais (DIM1 e
DIM2). Foi possivel observar uma discreta separacao entre DC, NC e NS. O tratamento
DS apresentou o maior distanciamento dos demais tratamentos ao longo da DIM1 (Fig
7).

4. Discussao

Nossos resultados demonstram que as plantas apresentam diferentes estratégias
para lidar com o estresse salino em diferentes momentos do dia (dia versus noite). Essa
diferenca de sensibilidade frente ao estresse salino ndo é totalmente inesperada, uma vez
que a taxa de transpiracéo, que facilita o transporte de Na* das raizes para a parte aérea,
é bem mais alta durante o dia que a noite (Park et al., 2016), dessa forma a velocidade de
absorcéo acaba diferindo do momento da aplicacdo do estresse. Durante a noite, devido
a baixa taxa de transpiracdo, a entrada de Na* se deu de forma mais lenta. Estudos
demonstraram que a transpira¢do noturna diminui a redistribuicao hidraulica, podendo
resultar em uma diminuicao na absorgéo de nutrientes (Howard et al., 2009). Basicamente
sdo conhecidos dois mecanismos basicos que promovem a tolerancia ao sal: os que
retardam a entrada de Na* na planta e os que visam minimizar a concentragdo de sais no
citoplasma (Munns, 2002; Munns and Tester, 2008). Analises eletrofisioldgicas
indicaram que proteinas HKT1 sdo capazes de mediar tanto o influxo como o efluxo de
Na*, dependendo do gradiente eletroquimico, promovendo uma recirculacdo de Na* via
floema em A. thaliana (Berthomieu et al., 2014). Essa estratégia pode desempenhar um
papel importante na protecdo dos tecidos aéreos contra o acimulo de Na*. Os baixos
niveis de Na* nas folhas de C. pyramidale ao final do experimento, ap6s apresentar um
acumulo trés vezes maior em relacdo ao controle, fornecem fortes indicios de que essa
espécie se utiliza de mecanismos de recirculacdo de Na*para enfrentar o estresse salino e
proteger seus fotossistemas.

Sob condicdes de alta salinidade a diminuicdo da gs afeta a fotossintese, pois este
mecanismo promove uma reducdo da disponibilidade de CO: no sitio de fixacdo da
rubisco (Chaves et al., 2008). Essa estratégia € considerada como uma resposta de
aclimatacdo da planta ao choque salino, favorecendo a economia de agua (Chaves et al.,

2008). O fechamento estomatico também esta fortemente influenciado pela acdo de
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sinalizadores quimicos, como o acido abscisco (ABA), que também estd envolvido na
acumulacdo de prolina (Gomez-Cadenas et al., 1998). O declinio fotossintético observado
no estudo também foi verificado por Frosi et al. (2017) ao trabalhar com a mesma espécie
em condi¢cBes mais brandas de estresse salino (100 mmol). Logo, independente do
momento da aplicacdo do estresse, reducdes nas taxas fotossintéticas eram esperadas em
ambos conjuntos experimentais, tendo em vistas que essas respostas sdo amplamente
descritas em plantas glicéfitas (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 alterages no seu metabolismo primério. E sabido que varios
parametros do metabolismo vegetal esta sob regulacdo circadiana, como condutancia
estomatica e assimilacdo de CO; (Habte et al., 2014), sintese 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 peroxido de hidrogénio(Grace et al., 2012).
Alguns ritmos séo regulados por ciclos ambientais de luz ou temperatura, no entanto,
outros permanecem em um ambiente sem variacao, o que implica que eles estdo sob um
mecanismo enddgeno, o reldgio circadiano (McWatters and Devlin, 2011). Mais
precisamente, estudos transcricionais revelaram que grande porgdo de genes de A.
thaliana se expressa ritmicamente (aproximadamente 89%) independente da condi¢édo
que esteja submetida (Michael et al., 2008). Em nossos resultados, foi possivel observar
claramente padrbes e que alguns metabolitos primarios estdo sob controle do reldgio
circadiano, apresentando padrOes de aumento e queda em intervalos de tempo de
exposicdo da luminosidade (ou ndo), independente do momento de exposicdo ao choque
salino.

A coordenacdo do crescimento, tanto no periodo luminoso quanto no escuro, €
resultado de um fino gerenciamento do carbono, pois até mesmo curtos periodos de
escassez podem levar a inibicdo do crescimento (Stitt et al., 2007). Em nossos
experimentos foi possivel observar o aumento de amido no periodo luminoso nas plantas
controle em ambos 0s conjuntos experimentais. Ja as plantas submetidas ao estresse
apresentaram uma acentuada queda nas concentracdes de amido. Os picos nas
concentragOes desse carboidrato coincidem com o aumento da exposicéao a luz (entre 10h
e 12h ZT). Estes foram justamente os horarios que podemos observar diferencas
estatisticas mais pronunciadas entre os tratamentos. O acimulo de amido na presenca de

luz e sua degradagdo no escuro ocorreram quase que linearmente (Webb and Satake,
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2015; Mora-Garciaetal., 2017), e padrdes de acumulacéo e degradacao foram observados
mesmo quando varidveis ambientais, como irradiancia e concentragcbes de CO: e
nutrientes foram alterados (Gibon et al., 2009; Tschoep et al., 2009; Hummel et al., 2010).
No entanto, em nossos experimentos foram observadas alteracbes nos padrdes em
momentos criticos, pois apos um longo periodo de exposicdo a luminosidade, as plantas
apresentaram um déficit hidrico que combinado com o aumento de sais no solo e aumento
na concentragdo de Na* no tecido foliar acabaram por resultar em um fechamento
estomatico. Com a diminuicéo na chegada de COz no sitio da fixag&o da rubisco, a sintese
de amido fica comprometida. E necessario realizar ajustes na taxa de sintese e
principalmente degradagdo de amido a fim de evitar sua escassez de carbono. Em nosso
experimento, foi notavel que as plantas, mesmo submetidas a uma nova condicao
ambiental, apresentaram niveis muito semelhantes em relacdo ao controle nas coletas
realizadas no fim do periodo escuro (24h ZT). Sob déficit hidrico ou estresse osmotico, a
degradacdo do amido parece ser mediada por enzimas hidroliticas (BAM1, AMY3 e
PHS1), assim sugerindo que uma complexa rede de regulacdo enzimatica é ativada
resultando em uma plasticidade no tunoverde amido (Thalmann et al., 2016). Embora
esteja bem documentado que luminosidade e reldgio circadiano sejam agentes
regulatorios fundamentais para o metabolismo do amido, o impacto final sobre a atividade
das enzimas do amido frente a estresse abidtico ainda ndo foi completamente
compreendida (Thalmann and Santelia, 2017).

O aumento nos niveis desse aminoécido ndo so fornece tolerancia ao estresse,
devido a sua atuacdo na protecdo de membranas, proteinas e DNA (Liang et al., 2013),
mas também serve como reserva de nitrogénio durante a recuperacdo (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 niveis de
prolina. Nossos resultados mostraram que nas plantas controles ocorre naturalmente um
acumulo de prolina em decorréncia do maior tempo de exposicéo a luz. No periodo escuro
ocorre um declinio a medida que se aumenta o tempo de auséncia de luz. Estudos ja
mostraram que os niveis PRP (proteina rica-prolina) apresentam uma variacao diurna, ao
nivel transcricional. Niveis minimos ocorreram no periodo noturno e niveis maximos
entre 10-16h ZT em plantas de soja sob condi¢fes naturais (16-h light/8-h dark, 10°-30
°C) (He et al., 2002). Em nosso experimento, as alteragdes de padrdes na concentracao
de prolina foram observadas na auséncia de luz. Nesses horarios, os niveis de prolina

continuaram elevados. A manutencdo de niveis altos de prolina, quando seria esperada a
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diminuicdo nos seus niveis, evidencia o papel desse aminoacido na tolerancia ao estresse
(Verbruggen and Hermans, 2008; Miller et al., 2010).

Espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo consequéncias inevitaveis do
metabolismo aerobico (Foyer and Noctor, 2003; Sanchez et al., 2011). Quando a
producdo de ROS excede a sua eliminacdo, essas biomoléculas podem causar danos na
célula resultando em estresse oxidativo (Miller et al., 2010). No entanto, a manutencao
de um sinal de ROS, do local de origem do estresse ao alvo da resposta, € crucial para
enfrentamento de situacBes de estresse (Miller et al., 2010). Em nossos resultados
podemos observar padrbes de producdo de ROS que foram crescentes no periodo
luminoso (mais acentuada) e no periodo noturno. A luminosidade é o principal
impulsionador da fotossintese e sendo a producdo de ROS uma das suas consequéncias,
ndo € surpreendente que os niveis ROS flutuem ao longo do dia (Grace et al., 2012;
Guadagno et al., 2018). Estudos recentes demonstraram que a producdo de ROS ¢é
controlada pelo rel6gio circadiano, em que foi possivel observar padrbes de expressdo
especificos em momentos do dia, tanto ao nivel transcricional como na producao de H>O»,
e gque essa regulacdo temporal também reflete sobre a atividade enzimatica da catalase
(Grace et al., 2012). Mesmo as plantas NC e NS tenham apresentados niveis médios mais
elevados na concentracdo de H20- (Tab. 2), quando comparadas as plantas as DC, estes
ndo foram acompanhados pelo um maior acimulo de MDA, que inclusive foi
estatisticamente mais baixo nas plantas NC. A acumulacdo de ROS aumenta o dano da
membrana ao produzir substancias envolvidas na peroxidacdo lipidica como 0 MDA
(Polle and Chen, 2015; Sami et al., 2016), sendo esta resposta comum em Varios estudos
que investigam as respostas ao estresse salino (Huang et al., 2014b; Mittal et al., 2012).
Ja o maior acimulo de peroxido de hidrogénio, nas plantas SN, indica que essa molécula
estava exercendo outras funcdes. Boursiac et al. (2008) demonstraram que H202 é um
potente inibidor de condutividade hidraulica sob condigdes salinas devido a redugéo na
abundancia 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, 0 aumento em suas
concentragdes ndo deve ser vistos apenas como eventos prejudiciais que devem ser
evitados ou aliviados, podendo ser visto tambem como pré-requisitos para as plantas
responderem adequadamente e induzir mecanismos adequados de aclimatacdo (Miller et
al., 2010).
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5. Concluséao

A alta salinidade desencadeou respostas rapidas nos parametros fisiolégicos em
condicdes da casa de vegetacdo sob luminosidade natural. A imposicdo de uma alta
concentracdo de NaCl afetou a fotossintese da espécie ja nas primeiras 24 horas, porém
ndo afetou seu nivel de hidratacdo. Além disso, foi possivel observar respostas diferentes
devido a imposicdo da solucdo salina em diferentes momentos do dia, em que as plantas
regadas no inicio do dia apresentaram um maior desequilibrio em seu balanco redox,
levando a um maior acimulo de H2O2 e MDA, se utilizando da prolina como uma das
estratégias para promover a osmorregulacdo. Além disso, nossos dados demonstraram
que as respostas a imposicao de altas concentragdes de s6dio (200 mM) é um processo
dindmico em que alteragcdes ndo sdo condig¢bes constantes que podem ser observados em
alguns momentos do dia e em outros ndo, ou seja, flutuacGes didrias também sdo uma
fonte de variagdo em experimentos. Esse ensaio mostra o qudo importante é informar os
horarios em que o material bioldgico foi coletado e em que momento foi aplicado o
estresse, tendo em vista que muitas vezes essas informacdes sdo suprimidas nos trabalhos
cientificos, principalmente em estudos moleculares, uma vez que a variacdo temporal €

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 manha (8:00) - Dia; b) indica as coletas realizadas em
plantas submetidas ao choque salino no inicio da noite (17:00) - Noite.

K Rega salina as 8:00h \
Delmeamento experlmental SO0 AN
10:00 2:00
o .
oo  10:00 24:00 4:00

Controle f f % E ? E
\_ Tempo (ZT) J
/ Rega salina as 17:00h \

200 mM
b) 4:00 6:00 0:00 24:00 4:00 6:00

Controle

W W

oooooooooo woo | amen oo —

\ Tempo (ZT) /




44

Figura 1. Concentracdo de sddio e potassio de folhas de plantas jovens de C. pyramidalis sob 72
horas de exposicdo ao choque salino (200 mmol de NaCl) em casa de vegetacdo (n=3zE.P).

Valores seguidos por * diferem entre si pelo teste T ou teste Mann-Whitney.
no periodo noturno. Setas indicam o0 momento da aplicacdo da solugdo salina.

20

15

10

Na* (g kg™)

*(Control a* (Stress . 20

a) Day gz*a((ccontrol)l): K’\i (Sirsess) ) b) N|ght
r /% b 415
m] ﬁ/ u @\@ _ / $ 110
L \* o~ %7 >< ]

> ~ /

x/ | ;ﬂ;

. _® o \‘/3\ ;/o j\* 5
éZ@\ 00— o 0 © o |88 O—o-0—0" O\@/@ 5:8
‘I 1 1 1 1 1 1 ‘I 1 ‘I 1 1 ‘I 1 1 1 1 1 1 1 ‘I 1 I‘ 1

Fonte: A autora (2020).

4h 6h 10h 12h 14h 20h 24h 10h 24h 4h 6h 4h 14h 16h 20h 24h 4h 6h 10h 12h 14h 24h 10h 14h

Coletas realizadas

K* (g kg™)



45

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 vegetacdo. As medidas foram
realizadas sempre as 4 ZT (a primeira medida foi realizada antes da aplica¢do da rega salina em ambos
os tratamentos, com objetivo de verificar as condicdes fisioldgicas das plantas). As variveis sdo: a, b -
taxa fotossintética liquida (A); condutancia estomatica (gs); ¢, d - conduténcia estomatica (gs); e, f -
eficiéncia do uso da dgua (EUA); g, h - taxa de transpiragdo (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) acucares soltveis (SS) e (e-f) frutose e (g-h) Acucares 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 periodo noturno. Setas indicam o0 momento da aplicacdo da solucéo 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) Aminoacidos, (c-d) proteinas solUveis totais (SS) e (e-f) prolina em plantas jovens
de C. pyramidalis submetidas a chogue 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
periodo noturno. Setas indicam o momento da aplicacdo da solugdo 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 5. (a-b) peroxido de hidrogénio (H-0,) 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 periodo noturno.

Setas indicam o momento da aplicagdo da solucéo 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 6. (a-b) Teores de carboidratos ndo-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 periodo noturno.
Setas indicam o momento da aplicagdo da solucéo 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 7. Analise de componentes principais (PCA) baseada nos parametros bioquimicos 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 trés ultimas coletas.
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Tabela 1. Fluorescéncia 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%).

Parameters

Day

Fv/Fm

Fv' /Fm’

NPQ

QP
oPSII
ETR

Night

Fv/Fm

Fv'/Fm’

NPQ
QP
oPSII

ETR

Control Saline

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

0,72 +0,03 0,75+0,01 0,74 0,01 0,77 +0,01* 0,71+0,01 0,75 + 0,02
0,46 +0,03 0,52 +0,03 0,49 +0,02 0,48+0,02 0,43+0,02 0,46 +0,008
0,15+0,06 032+0,1 0,58+0,1 0,44+0,15 0,37+0,09 0,58 +0,15
0,58 +0,06 0,26 +0,02 0,42 +0,09 0,55+0,03 0,6 +0,04 0,42 +0,10
0,40 +0,06 0,15+0,01* 0,28 +0,08 0,38+0,03 0,39+0,04 0,28 +0,08
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

0,71+0,02* 0,75 0,02 0,74 +0,03 0,6 +0,02 0,72+0,02 0,72 +0,02
0,48 +0,03 0,46 +0,03 0,46 +0,02 0,46 +0,03 0,41+0,03 0,42 +0,02
0,29 +0,13 0,44 +0,05 0,48 +0,05 0,22 +0,05 0,35+0,11 0,26 +0,08
0,6 +0,03 0,58 +0,06 0,51+0,03 0,43+0,08 0,65+0,03 0,62 +0,03
0,44+0,06 0,39+0,02 0,33+0,09 0,26 +0,06 0,43+0,02 0,4 +0,03

184 +16,7 136,9%16,2 142,5+12,8 116,9 +30,2151,1+8,3 181,5 +14,1

Fonte: A autora (2020).
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Tabela 2. Resultados dos modelos de melhor ajuste (AAICc<2) que examinaram as influéncias do fator fixo (sal) e aleatdrio (coleta) para cada parametro
bioquimico analisado.

Fator do modelo R SE 4 P-value Fator do modelo R SE Z P-value
Prolina Proteina
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 aleatorio 0.0728 0.2698 Efeito aleatéorio 0.03835 0.1958
Residuo 0.1916 0.4377 Residuo 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 aleatério 0.02228 0.1493 Efeito aleatério 0.01220 0.1104
Residuo 0.20023 0.4475 Residuo 0.07157 0.2675
Aminoacidos 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 <0.00]1 *** 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 aleatério 0.01997 0.1413 Efeito aleatério 0.01164 0.1079
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Residuo 0.06437 0.2537 Residuo 0.06389 0.2528

Acucares redutores H202

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 aleatério 0.04022 0.2006 Efeito aleatério  0.1042 0.3228

Residuo 0.08527 0.2920 Residuo 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 aleatorio 0.1954 0.4420

Residuo 0.2100 0.4583

p<0.1, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001. Variaveis significativas estdo em negrito

Fonte: A autora (2020).
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4 ARTIGO 2

INFLUENCIA DO ESTRESSE SALINO NAS RESPOSTAS BIOQUIMICAS DE
CENOSTIGMA PYRAMIDALE (FABACEAE): RAIZES E FOLHAS

MANUSCRITO A SER SUBMETIDO AO PERIODICO:

Plant, cell and environment
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Influéncia do estresse salino nas respostas bioquimicas de Cenostigma pyramidale

(Fabaceae): raizes e folhas

Lais Luana de Lima!, Gabriella Frosi', Rafaela Lopes!, Ana Maria Benko-lIseppon?,

Valesca Pandolfi?, Mauro Guida dos Santos®”

lUniversidade Federal de Pernambuco, Departamento de Botanica, Laboratério de
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RESUMO

O estudo teve como objetivo caracterizar respostas bioguimicas (agucares soluveis totais,
prolina, peroxido de hidrogénio 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, apds exposi¢do ao choque salino.
Foram coletados tecidos em cinco momentos (10 h, 30 h, 43h, 48h e 50h) apds a exposicao
ao estresse. Em folhas, foram observadas alteragdes nas concentragdes de MDA, com um
aumento significativo apds 30 h de exposicdo ao sal (aproximadamente 50%) e que se
manteve apos 48 (18%) e 50 h (111%). Alteragdes nos niveis de prolina foram observadas
apenas no inicio do estresse (10 e 30 h), com mais de 100% de aumento em comparagédo
ao controle. Com relagéo ao tecido radicular, a prolina apresentou uma regulagéo positiva
ao longo do tempo, enquanto que as concentracBes de aldeido malénico foram
inicialmente altas no inicio do estresse (~ 20%), com redugdes ao longo da exposi¢cdo ao
estresse, mas sempre superior ao controle.

Palavras-chave: estresse salino, Cenostigma pyramidale, aldeido malénico, prolina.

ABREVIACOES: salinidade; solutos organicos; Chl a, clorofila a; Chl b, clorofila b;

carboidratos soluveis totais; H202, peroxido de hidrogénio, MDA, aldeido malénico.



56

1 INTRODUCAO

A salinizacdo do solo € um risco ambiental predominante em todo planeta,
especialmente em regibes aridas e semiaridas (Munns and Tester, 2008; Jorda, 2004;
Schofield and Kirkby, 2003). Estima-se que aproximadamente um bilhdo de hectares
estdo sob efeito desse estresse abiotico no mundo (Fao and Itps, 2015). No Nordeste
Brasileiro, cerca de 30% das terras produtivas possuem algum grau de salinizagdo,
resultante, principalmente, de projetos de irrigacéo inadequados (Gorji; Tanik and Serbel,
2015). Encontrada na regido Nordeste do Brasil, a Caatinga se insere no bioma de floresta
tropical sazonalmente seca (Silva et al., 2017). Esta floresta sofre forte influéncia das
irregularidades de chuva e aumento nas concentragdes de sais no solo, devido elevada
evapotranspiracdo e manejo inadequado do solo (Silvaet al., 2017; Tabarelli et al., 2018).
Logo, as plantas estabelecidas nesses ecossistemas estdo frequentemente expostas a
condigdes que levam ao estresse hidrico e/ou salino. Além disso, a Caatinga apresenta um
elevado adensamento populacional que inserem outros tipos de perturbacfes a sua
vegetacdo, pois as plantas se tornam recursos bastante utilizados pelas populagdes
humanas e animais estabelecidas na regido (Silva et al., 2017; Tabarelli et al., 2018).

O aumento nas concentracdes de sais no solo submete a vegetacdo a uma condicgéo
ambiental desfavoravel, devido aos impactos em sua homeostase, acarretando um
prejuizo 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 toxicos resultantes do
excesso de sais no solo destacam-se 0s danos nas estruturas enzimaticas e organelas,
prejuizos no desempenho fotossintético, inibicdo na sintese proteica e deficiéncia idnica
(Porcel; Aroca and Ruiz-Lozano, 2012). Diante dessa condi¢do ambiental desfavoravel,
as plantas utilizam-se de respostas adaptativas, como ativacdo do sistema antioxidante
enzimatico e ndo enzimatico e acimulo de solutos organicos compativeis, como prolina,
glicina betaina e agUcares (Deinlein et al., 2014; Sami et al., 2016; Szabados and Savourg,
2010), para assegurar a homeostase osmética, controlar e reparar os danos causados pelas
espécies reativas de oxigénio e estabelecer um novo ritmo de crescimento (Gill and
Tuteja, 2010). O acumulo de metabolitos organicos € uma estratégia observada por
diversas especies na tolerancia a alta salinidade (Duarte et al., 2013; Frosi et al., 2017;
Mittal, Kumari, and Sharma 2012). Esses solutos além de reestabelecer o fluxo de agua
em relagdo ao meio hipertdnico, devido a reducgdo da pressdo osmotica, também atuam na

eliminacdo dos radicais livres, na protecdo das estruturas celulares e manutengédo das
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atividades enzimaticas (Kao, 2015; Ranney; Bassuk and Whitlow, 1991), podendo ser
acumulados em altos niveis sem prejudicar as func@es 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 exposicdo gradual, o estresse salino
ou 2) pela aplicacdo instantanea a altos niveis de salinidade (>150 mM), i.e., o choque
salino. Estudos moleculares ja indicaram que vias diferentes sdo ativadas dependendo de
como se da a aplicacédo do sal. Apesar do choque salino ser incomum na natureza, estudos
utilizando essa metodologia desenham um excelente cenario para investigar as repostas
ao estresse osmatico e idnico (Shavrukov, 2013a).

Cenostigma pyramidale (Tul.) L.P. Queiroz, popularmente conhecida como
‘catingueira’ ¢ 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 tolerancia de espécies, como C. pyramidale, nativa, abundante e de
interesse social, a condi¢cdes adversas extremas se faz necessario para contribuir com
informacdes para estudos destinados a recuperacao/restauracdo ambiental.

Diante do exposto, nosso estudo teve como objetivo caracterizar as repostas
bioquimicas de C. pyramidale sob choque salino, baseado na hipdtese de que o sistema
radicular dessa espécie apresenta um acUumulo mais rapido e acentuado de solutos
organicos, principalmente carboidratos e prolina, em relacéo as folhas para minimizar o
estresse oxidativo e manter o fluxo de &gua e a captacdo de nutrientes diante de uma

reducdo do potencial osmotico.

2 MATERIAS E METODOS

2.1 Condic0es de crescimento, material vegetal e delineamento experimental

O experimento foi realizado na casa de vegetacdo do Centro de Biociéncias da
Universidade Federal de Pernambuco, localizada em Recife, regido 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 méximo de luz: 1400 pmol m?2s?).

As sementes de Cenostigma pyramidale (Fabaceae) foram germinadas em vasos
contendo 5 kg de areia lavada e mantidas em casa de vegetacdo por seis meses. Até o
inicio do experimento as plantas foram mantidas em hidratacéo ideal (capacidade de pote

de 250 mL). Foi adicionada solugéo nutritiva de Hoagland (forca total), a cada 15 dias, a
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fim de suprir a demanda de nutrientes necessarios para o pleno desenvolvimento das
plantas. Posteriormente, as plantas foram submetidas a dois tratamentos: 1) Controle:
plantas regadas todos os dias com agua deionizada na capacidade de pote e 2) Choque
salino: plantas regadas todos os dias com solucdo salina de 200 mM de NaCl. Cada
tratamento foi composto por 25 individuos. Para determinacdo dos tempos de coleta do
material vegetal foi utilizado como referéncia o momento inicial de aplicacdo da
salinidade (8:00 h). Por fim, foram coletadas folhas e raizes dentro das primeiras 50 h
apos exposicao a salinidade, nos tempos 10 h, 30h, 43h, 48h e 50h. Os dados fisiologicos

e de concentracao foliar interna de NaCl estdo descritos na tabela 1.

2.2 Analises bioquimicas

Para analise dos solutos organicos foram utilizadas folhas e raizes coletadas nos
diferentes tempos ap6s o inicio da imposi¢do da salinidade (10 h, 30h, 43h, 48h e 50h).
Os tecidos vegetais coletados foram utilizados para quantificagdo de carboidratos sollveis
totais (SS), prolina, clorofila a (Chl a), clorofila b (Chl b), carotenoides (Car)
(Lichtenthaler and Buschmann, 2005), aldeido malénico (MDA) (Cakmak and Horst,
1991) e perdxido de hidrogénio (H20.) (Alexieva et al., 2001). As analises foram
determinadas em espectrofotdmetro com duplo feixe ajustado ao comprimento de onda
especifico para cada composto organico. Todas as amostras coletadas foram

imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a - 80 °C.

2.3 Analises estatisticas

Os dados das variaveis bioquimicas foram submetidos ao teste T (ou Wilcox
quando n&o atendidos os pre-requisitos do teste) para comparagdo das medias (controle x
choque salino) com nivel de significancia de 5 %. Os dados que ndo apresentaram
distribuicdo normal e/ou homogeneidade foram submetidos ao teste Mann-Whitney
(p<0,05). Os dados das variaveis bioquimicas (SS, prolina, MDA e H»0,) foram
submetidos a uma analise de regressao linear com R? ajustado (p<0,05). Os modelos dos
tratamentos foram comparados com analise de covariancia e as analises foram realizadas
considerando o fator sal e o tempo de exposicdo ao sal como covaridvel. Uma anélise de
componentes principais (PCA) foi utilizada para verificar se houve uma tendéncia de

agrupamento entre os tratamentos, além de identificar quais eram as variaveis mais
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influentes na separacdo dos possiveis grupos. Para essa analise multivariada foram
utilizados os pacotes Factoextra (Kassambara e Mundt, 2017), PCAmixdata e ggplot2.
Para todas as anélises foi utilizado o software R 3.5.1 (R Core Team, 2018).

3 RESULTADOS

3.1 Resposta bioquimica de folhas e raizes

O aumento da salinidade desencadeou alteracées no metabolismo nas folhas de C.
pyramidale dentro das 50 h da aplicacdo do choque salino. Apds 10h de exposi¢éo a alta
salinidade foi observada um aumento da prolina e MDA (127%), na parte aérea (Fig. 2 a
e 4 c). Jano tecido radicular, aumento significativo foi observado apenas na concentracdo
de MDA (139%) (Fig. 4 d). Na segunda coleta, realizada ap6s 30h da exposi¢do ao choque
salino, os niveis de prolina e MDA se mantiveram altos em relacdo as plantas controle
(197% e 37%) nas folhas (Fig. 2 a; Fig. 1 ¢). Os aumentos dessas variaveis também foram
mais altos no tecido radicular, de 255% para 0 MDA (Fig. 1 c) e 126% para a prolina
(Fig. 2 b). Interessantemente, apds 43h de exposicdo a rega salina foi observado um
aumento de carotenoides (200%) nas plantas sob choque salino, sendo essa resposta a
Unica observada no tecido foliar, nesse momento de coleta (Fig. 4 c). No tecido radicular,
para esse mesmo tempo de exposicdo, os niveis de prolina e MDA ainda se mantiveram
significativamente altos em relacdo as plantas controle, 207 e 94%, respectivamente (Fig.
3b; Fig. 4d). Na coleta realizada ap6s 48h, a parte aérea apresentou aumento significativo
nos pigmentos fotossintéticos (Chl a, Chl b e Car) (Fig. 1 a, b, ¢) e MDA (Fig. 1 c), no
entanto foi observado uma reducdo de aproximadamente 50% nos teores de H20: (Fig. 1
a). No tecido radicular, os niveis de prolina, MDA e H20. permaneceram estatisticamente
mais altos que as plantas controle (Fig. 3 b; Fig. 4 b, d).

A Ultima coleta realizada apds 50h de exposicdo a rega salina, os niveis de
pigmentos fotossintéticos se mantiveram mais altos nas plantas submetidas ao sal (Fig. 4
a, b, ¢), além dos niveis de H.O.e MDA (Fig. 1 a, ¢). No entanto, os niveis de carboidratos
de sollveis totais (SS) passaram a ser estatisticamente mais altos que as plantas controle
(aumento de 60%) (Fig. 3 a). Um aumento de aproximadamente 100% na concentracao
dos SS tambem foi observado no tecido radicular (Fig. 3 b), acompanhado com 0 aumento

nos niveis de prolina e MDA, 159 e 53% respectivamente (Fig. 3 a; Fig. 4 d).
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3.2 Ancova

Atraveés das regressoes lineares foi possivel observar que na parte aérea, apenas a
prolina apresentou uma tendéncia de queda em suas concentragdes ao longo do tempo de
exposicdo ao sal (Fig. 5 ¢). Para essas variaveis as linhas de regressédo entre os tratamentos
diferiram quanto a inclinacdo. Para as demais varidveis (SS, MDA e H20.— Fig. 5 a, e,
g) analisadas ndo foram observadas nenhuma relagéo linear.

No sistema radicular, as plantas apresentaram um aumento nas concentracdes de
prolina com o tempo de exposicdo ao sal. Por outro lado, as plantas controles
apresentaram uma diminuicdo ao longo do tempo do experimento (Fig. 5 d) e as
concentracdes de MDA apresentaram uma tendéncia de diminuicdo ao longo do

experimento (Fig. 5 f).

3.3 Analise de Componentes Principais (PCA)

Uma analise de componentes principais foi realizada para C. pyramidale
considerando as variaveis bioquimicas analisadas, para o sistema radicular e parte aérea,
considerando todos os pontos amostrados dentro das 50 h apds aplicacdo da solucdo
salina. Para a parte a aérea as variaveis foram capazes de explicar 80,4% da variacdo dos
dados, no entanto alguns tempos de coleta (10 h e 43 h) permaneceram agrupados as
plantas controle. Para DIM 1, as variaveis mais importantes foram carotenoides, clorofila
b e a, respectivamente. J& para DIM 2, foram peroxido, agUcares solUveis totais e MDA
(Fig. 6 b). J& para o sistema radicular, os dados foram capazes de explicar 71,43% da
variacdo dos dados, considerando os dois primeiros componentes principais. Houve
formacédo de dois grandes grupos, em funcdo da salinidade, seguindo ao longo da DIM 1,
sendo as variaveis mais relevantes a prolina e o MDA, sendo essa componente
responsavel por explicar 51,7% dessa variacdo. Ja a DIM 2 explicou 19,7% da variacao
tendo como mais variaveis com maiores valores de contribuicdo os agucares sollveis
totais (SS) e o peroxido de hidrogénio (H20.) (Fig. 6 a).

4 DISCUSSAO

Ensaios com choque salino sdo uma excelente oportunidade de observar as

respostas simultdneas da planta aos efeitos do choque osmoético, que sdo mais
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proeminentes no tecido radicular e o estresse idnico na parte aérea (Shavrukov, 2013b).
C. pyramidale parece investir em prolina como ajustamento inicial & resposta ao estresse
salino, em se tratando de osmorregulador. Aumentos significativos ja foram observados
apos 10h em folhas, sendo esta uma resposta rapida quando considerado que alteracdes
nesse parametro sé puderam ser observadas ap6s 30h no tecido radicular. Embora o
acumulo de prolina seja uma resposta importante e bem aceita nem sempre ocorre uma
boa correlacdo entre 0 acimulo 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 aminoacido como umas das primeiras estratégias para suportar
a alta salinidade, e mantem esse aumento & medida que aumenta o tempo de exposi¢do ao
sal. A prolina é um aminoacido multifuncional com funcgdes relacionadas a protecdo da
integridade de proteinas e enzimas (Szabados and Savouré, 2010) e estudos tém apontado
que esta pode atuar na eliminacdo de ROS devido a sua relacdo com a atividade de
enzimas antioxidantes (Verbruggen and Hermans, 2008). Foi observado que plantas com
a mutacdo de P5CS1 na prolina mostraram atividade significativamente mais baixa, em
relacdo as selvagens, nas enzimas do ciclo glutationa-ascobarto sob salinidade. Foi
sugerido que o acumulo de prolina pode estar envolvido na estabilidade ou atividade
dessas enzimas (Strizhov and Ja, 2008). Logo, a utilizagdo de uma molécula que oferta
multiplos beneficios pode ser uma estratégia eficiente para tolerar uma condicdo tdo
adversa, como um choque salino.

Associada ao estresse salino, a rapida diminuicdo do potencial hidrico,
principalmente em condicdes de choque, ocorre um desiquilibrio, devido aos excessos de
ions ou deficiéncia nutricional (Munns and Tester, 2008). Isso acaba resultando na
liberacdo de elétrons em estados de alta energia que acabam sendo transferidos para o
oxigénio molecular, formando espécies reativas de oxigénio (ROS), como o H20> (Foyer
and Noctor, 2005). As plantas submetidas ao choque salino apresentaram acumulos
pontuais (apos 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 oxigénio, como 'Oz, O, e HO- (Miller et al., 2010), podem ter
contribuido em maior peso pelo dano oxidativo, caracterizado pelo acimulo de MDA.
Ainda assim, em folhas, foi observada uma correlacdo positiva entre o H202 e 0 SS
(cor=0.72; p=0.002) e 0 MDA (cor=0.54; p 0.037), demonstrando que este também ¢é
responsavel pelo acimulo desses compostos. ROS também possuem papel fundamental

na transmissao de sinais envolvidos na resposta ao estresse (Farmer and Mueller, 2013) e
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interage com outras redes de sinalizagcdo que regulam a aclimatacdo da planta, incluindo
a fosforilagdo de calcio, hormbnios e proteinas (Miller et al., 2010). Apesar da
mensuracdo do MDA ser amplamente utilizada como uma resposta ao estresse oxidativo
(Rivas et al., 2013; Huang et al., 2014) sua producéo pode ser induzida pela lipoxigenase,
geralmente benéfico responsavel pela producdo de reguladores, ou producdo de ROS
(Farmer and Mueller, 2013). Em nosso ensaio os niveis de MDA nas plantas submetidas
a salinidade se mantiveram altos em relacdo as plantas controle, no entanto, o tecido
radicular apresentou relacdo negativa como o tempo de exposicao ao sal. Estudos recentes
vem apontando que um aumento transitério do MDA podem indicar processos de
aclimatacdo e ndo dano e ainda, que essa molécula pode exercer diferentes fun¢des como
ativacdo de genes reguladores envolvidos na tolerancia, protecéo celular e ativagdo do
sistema antioxidante (Morales and Munné-Bosch, 2019). No entanto, a interpretacdo
correta se os niveis de MDA s&o transitorios ou se mantem constantemente altos so sera
possivel com a mensuracdo dessa varidvel em vérios pontos de coleta dentro do
experimento, pois medidas pontuais podem levar a equivocos quanto a funcdo real
exercida por essa molécula.

Em nosso experimento podemos verificar que a exposicdo ao sal, levou ao
acumulo de clorofila a, b e carotenoides. O aumento de carotenoides ja foi relacionado
com a tolerancia a estresses abidticos (Duarte et al., 2013b; Frosi et al., 2017), inclusive
ja foi demonstrado que tal mecanismo envolvendo pigmentos associa alteracdes
fisioldgicas e genéticas. Nesse ultimo caso a repressdo de um gene, regula o conteudo de
B-caroteno, carotenoides totais e capacidade antioxidante, sugerindo que niveis
aumentados desses pigmentos contribuem para a tolerancia ao estresse salino (Kim et al.,
2012). O aumento da concentracdo de pigmentos fotossintéticos pode ter contribuido para
minimizar os danos da peroxidacdo lipidica no tecido foliar, uma vez que quando
comparado ao tecido radicular, as plantas submetidas a salinidade apresentaram valores
mais proximos do controle. Além disso, a acdo fotoprotetora desempenhada pelos
carotenoides pode ajudar a dissipar o excesso de energia, impedindo danos a maquinaria
fotossintética (Latowski; Szymanska and Strzatka, 2013). O aumento na concentragdo 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 concentragdo so pode ser
observado apds 50 h de exposicéo ao sal, em ambos os tecidos. Indicando que o acumulo

dessas macromoléculas é uma resposta mais tardia para essa espécie em condigdes de
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estresse salino. O acumulo de carboidratos, especialmente sacarose, frutose, trealose,
rafinose e frutanos, que sdo osmalitos compativeis, contribuem para reducdo do potencial
osmoético contribuindo assim na tolerancia, sendo uma reposta amplamente descrita em
especies submetidas a salinidade (Sami et al., 2016). Além disso, estudos ja
demonstraram o papel sinalizador dos carboidratos (Rolland; Moore and Sheen 2002)
controlando processos a niveis transcricionais, pds transcricionais e pos-traducionais
(Blasing et al., 2005).

Em concluséo, o chogue salino em C. pyramidale, nas primeiras 50h de exposicao,
promoveu alteracbes no acimulo de acUcares soluveis totais, tanto em tecido radicular
como foliar. Em folhas as repostas no acumulo de prolina foi rapida, porém transitoria,
tendo esse tecido investido principalmente em pigmentos fotossintéticos para atenuar os
efeitos da chegada de Na*. Provavelmente o acimulo de prolina foi uma estratégia
investida devido as caracteristicas multifuncionais desse aminoacido. E ainda, 0 aumento
nas concentragdes de H20, e MDA parece estar ligado mais a atuacdo dessas moléculas
como sinalizadoras do que na caracterizagdo de uma possivel desregulagdo em seu status
redox. Estudos que investiguem o papel sinalizador do MDA e o H202 no sistema
antioxidativo podem fornecer informag6es importantes de como essa espécie consegue

tolerar uma condicdo de alta salinidade t&o severa.
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Tabela 1. Caracterizacao do estado fisioldgico das plantas de C. pyramidale em tratamentos controle e de choque salino em diferentes momentos
apos a adicao de 200 mM de NaCl ao longo do experimento de salinidade; e concentracéo foliar de NaCl apos 72h da imposicao do estresse pelo
test T a 5% de probabilidade (n=4+D.P). Asteriscos (*) indicam diferencgas entre os tratamentos (*, p<0,05 e **, p<0,01).

Parametros fisiologicos Concentragao
foliar
g A E EUA NaCl
Controle Sal Controle Sal Controle Sal Controle Sal Controle Sal

Oh 0,03+0,1 0,03+0,1 8,21+0,9  10,15+25  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+11 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) Clorofilaa (Chl a), (b) clorofila b (Chl b) e (c) carotendides (Car) em plantas
jovens de C. pyramidale em sob condic¢des de choque salino (200 mM de NaCl) em casa
de vegetagdo (n=3xE.P). *P<0.05, **P<0.01,***P<0.001 indicam diferengas pelo teste T
ou teste Mann-Whitney.
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Figura 2. Carboidratos soltveis totais (SS) em folhas (a) e raiz (b) em plantas jovens de
C. pyramidale sob condic¢des de choque salino (200 mM de NaCl) em casa de vegetacao
(n=3xE.P). *P<0.05, **P<0.01,***P<0.001 indicam diferencgas 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
condicdes de choque salino (200 mM de NaCl) em casa de vegetacdo (n=3+E.P).
*P<0.05, **P < 0.01,***P<0.001 indicam diferencas pelo teste T ou teste Mann-Whitney.
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Figura 4. Peroxido de hidrogénio (H20-) e dialdeido malénico em folhas (a-c) e raiz (b-
d) em plantas jovens de C. pyramidale sob condicGes de choque salino (200 mM de NaCl)
em casa de vegetacdo (n=3zE.P). *P<0.05, **P < 0.01,***P<0.001 indicam diferengas

pelo teste T ou teste Mann-Whitney.
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Figura 5. Variaveis bioquimicas de folhas e raizes de plantas jovens de C. pyramidale sob
condicBes de chogue salino (200 mM de NaCl) em casa de vegetacdo (n=3xE.P) em cinco
momentos de coleta (10 h, 30 h, 43 h, 48 h e 50 h) apds aplicacdo do estresse. As variaveis sao:
a, b—acucares sollveis totais (SS); ¢, d—Prolina; e, f— Dialdeido Malbnico (MDA); g, h—
Peroxido de hidrogénio (H202). *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 (indicam diferencas entre as
inclinacdes).
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Figura 6. Andlise multivariada de componentes principais baseados nos pardmetros
bioquimicos de C. pyramidale em diferentes tempos de coleta apds choque salino (200
mMol) (n=3).
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Resumo

Cenostigma pyramidale (Tul.) Gagnon & G.P. Lewis é uma espécie lenhosa de grande
importancia para florestas tropicais sazonalmente secas brasileiras. Essas regides se
encontram em processo de desertificacdo, devido ao aumento das concentragdes de sais
no solo. Resultado de projetos de irrigacdo inadequados e mau uso do solo. Os genes do
relogio circadiano sdo “marca-passos” endogenos que regulam diversos processos
metabolicos e consequentemente o desenvolvimento da planta. No entanto, pouco se sabe
sobre os genes do reldgio circadiano em espécies lenhosas nativas. No presente trabalho,
identificamos quatro genes candidatos do relogio circadiano em C. pyramidale. Anélise
fenética e motivos conservados revelaram as relagfes existentes entre os genes candidatos
do relégio em C. pyramidale e outras espécies. Também examinamos a expressao desses
genes em resposta a salinidade e trés deles apresentaram expressao diferencial,
confirmados por RT-qPCR. Curiosamente CpELF4 apresentou uma expressao diferencial
pela manh&, mesmo sendo um gene considerado de expressao noturna em outras especies.
Sendo um forte indicio que altera¢fes no tempo de floracdo dessa espécie € alterada pela
salinidade. Nosso estudo é o primeiro a revelar a presenca de componentes primarios do
relégio circadiano em uma espécie lenhosa de ambientes semi-aridos e sua modulagao
frente ao estresse salino. Assim nossos dados se tornam a base para estudos que desejam
investigar os padrbes de expressdo de genes do relégio circadiano ao longo do dia, em
espeécies ndo cultivadas, e suas conexdes com genes de tolerancia a salinidade.

Palavras-chave: Ritmo circadiano; lenhosa; bioinformética; RT-gPCR; floracéo.
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AbreviacOes: BLAST, ferramenta basica de busca de alinhamento local; MEGA, Anélise
Genética Evolutiva Molecular; NCBI, Centro Nacional de Informagdo Biotecnologica;
RNA-Seq, sequenciacdo de RNA.

1. Introducéo

As plantas devido sua natureza séssil, por muitas vezes estdo submetidas a
multiplos estresses ambientais (Jacob et al., 2016). Logo, a capacidade de memorizar e
antecipar as mudancas diarias previsiveis torna-se uma vantagem ecoldgica (Green et al.,
2002). Nesse contexto, o ritmo circadiano € classificado como um subconjunto dos ritmos
bioldgicos, que leva aproximadamente 24 h para completar um ciclo (Sweeney 1962;
McClung, 2006b; Greenham and McClung, 2015). Estes ritmos sdo 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 trés
—circuitos de retorno que sao interligados. Dois fatores de transcrigdo de dominio MYB
unicos, CIRCADIAN AND CLOCK ASSOCIATED 1 (CCAL) e LATE ELONGATED
HYPOCOTYL (LHY) parecem desempenhar papéis fundamentais em cada loop, sendo
propostos como o oscilador central do reldgio (Caluwe et al., 2016). O funcionamento do
relégio se inicia pela manhd com expressdo de dois fatores de transcricdo LHY e CCAL,
0S quais reprimem a expressdo de um componente noturno TIMING OF CAB
EXPRESSION 1 (TOC1), um membro da familia das PRR (PSEUDORESPONSE
REGULATOR) (McWatters and Devlin 2011). Por sua vez, CCAl e LHY s&o reprimidos
pela a expressdo de PRR 7, 9 e 5. Durante a madrugada um complexo noturno, formado
por trés proteinas (ELF3, ELF4 e LUX) inibe a expressao das PRR. Assim a expressdo
de LHY e CCA sobe novamente pela manha. Proteinas nucleares também estdo
envolvidas nas atividades do relogio circadiano, como a proteina GIGANTEA (Gl), que
regula a expresséo 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 compensacgédo de temperatura (Edwards et al., 2005; Mishra and Panigrahi
2015b).

Estudos da fungé@o do relogio e suas conexdes com outras vias, dentre elas as
relacionadas com tolerancia aos estresses abioticos, estdo restritos a plantas modelos,
como Arabdopsis thaliana ou espécies de importancia agronémica, 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 relacfes entre estresse abioticos como seca,
frio, pouca luminosidade e CO, e a regulacdo 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 relacédo
entre o reldgio circadiano e o estresse salino (Park et al., 2016). E levando em
consideracdo que o aumento das concentragdes de sais no solo sdo uma das ameagas mais
crescentes para a producédo agricola 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 compreensao da funcéo do reldgio nas interagdes abioticas,
identificamos quatro componentes principais do relégio (LHY, PRR53, ELF4 e Gigantea)
em uma espécie lenhosa da Caatinga, Cenostigma pyramidale (Fabaceae) e examinamos
o efeito do tratamento salino na expressdao de genes do reldgio. Nossos resultados
fornecem mais evidéncias sobre a conservacao do relégio circadiano em espécies nativas
e do subsidio para investigar como altera¢Ges abidticas, como a salinidade, impactam na
expressao desses componentes. Entender as conexdes existentes entre os genes do relogio
circadiano e a tolerancia a salinidade pode contribuir para um futuro melhoramento dessa
espécie, visando aumentos de produtividade, tolerancia e sucesso na recuperacao de areas

degradadas.
2. Matérias e Métodos
2.1 Material bioldgico e condigdes de estresse
2.1.1 Coleta do material radicular

Para analise da expressdo dos genes do reldgio circadiano foram realizadas coletas
do tecido radicular apds 30 min, 2h e 11 dias imposi¢do da salinidade. As coletas foram
realizadas as 8:00, 8:30 e 8:00, respectivamente. Todas as amostras coletadas foram
imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80 °C até o isolamento

do RNA total.

2.1.2 Isolamento de RNA total e sintese de cDNA
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O RNA total foi isolado usando o método de cloreto de litio (Chang et al., 157 1993).
Para remocdo do DNA foi utilizada a DNAse (Promega, Fitchburg WI, EUA). A
qualidade do RNA total extraido foram avaliadas pelo gel Agarose (1,5%), corado com
blue-green loading dye | (LGC Biotechnology, SP, Brasil) a fim de verificar a integridade
do RNA. A quantificacdo das amostras de RNA foi realizada por fluorometria (Qubit,
Oregon, EUA). A conversdo de RNA em cDNA (transcricdo reversa) foi realizada com
0.5 pg de RNA total, utilizando GoScript™ Reverse Transcription System Oligo dT
(Promega, Fitchburg WI, EUA), de acordo com o protocolo do fabricante (Promega).

Posteriormente, o cDNA foi armazenado a -20°C.

2.2 Caracterizacdo in silico de genes candidatos a genes do reldgio circadiano em

Cenostigama pyramildale e analise de Neighbor-Joining (nj)

Para identificar os genes do relégio circadiano homdlogos de A. thaliana no
transcriptoma de C. pyramidale. As sequéncias correspondentes de aminoacidos 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 sdo representadas pelos respectivos niumero de identificacéo.
Foi realizado um BLAST (tBLASTn) contra o transcriptoma de C. pyramidale. As
sequéncias nucleotidicas de C. pyramidale mais semelhantes foram selecionadas com
base nos valores de e-values menores que 0,05.

Os conjuntos de sequéncias foram submetidos a analise de dominio conservado
utilizando o batch CD-search (Marchler-Bauer et al., 2011), buscando as assinaturas de
conservacao presentes no CDD (conserved Domain Database). Dado que os dominios
funcionais tem importancia para a funcdo e classificacdo das proteinas, estes foram
analisadas usando ferramentas de descoberta de motivos MEME, versdo 5.1.1 (Bailey
and Elkan, 1994). Para o alinhamento e construcéo das arvores foram consideradas as
isoformas que apresentavam alguma alteragdo ao nivel proteico. Apds essa analise, as
sequéncias 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 sequéncias
que ndo apresentaram divergéncias significativas, PRR (3,5,7 e 9), ELF4, LHY e Gl,
foram submetidas as analises fenéticas. Estas foram performadas utilizando o pacote

MEGA 7 (Kumar, Stecher and Tamura, 2018), alinhando-se as sequéncias 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 repeti¢des e o nUmero de
diferengas como modelo de substituicdo de amino&cidos. Para a geracdo dos fenogramas
foram consideradas apenas as sequéncias que divergiam em sequéncia de aminoacidos,
uma vez que foi percebido que muitas isoformas diferiam apenas ao nivel de nucleotideos

e ndo gerava nada informativo nas arvores, gerando apenas politomias.

2.3 Expressao dos genes do reldgio em bibliotecas de RNA-seq

A identificagdo de transcritos induzidos ou reprimidos foi realizada com base na
alteracdo 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 analise de expressao foi realizada
pelo edgeR um pacote do Bioconductor para examinar a expressao diferencial de dados
de contagem replicados (Robinson et al., 2009).

2.4 Selecdo de genes alvos e desenho de primers

Para selecéo de alvos dos genes do reldgio circadiano e desenho de primers foi
utilizado o transcriptoma radicular de C. pyramidale exposta a salinidade. As sequéncias
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 sequéncias recuperadas foram
traduzidas pela ferramenta ORFinder e submetidas a ferramenta de reconhecimento de
dominios CD-Search para a selecdo de sequéncias com dominio completo. Para
determinacdo da nomenclatura dos genes do reldgio circadiano foi realizado um
alinhamento (programa MEGA 7) com sequéncias de outras espécies para construcéo de
uma éarvore fenética (método Neighbor Joining, Bootstrap 2000 replicagdes). A
nomenclatura foi baseada na homologia de sequéncias. O alinhamento também foi
utilizado para a confirmacdo da presenca 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 parametros: comprimento 18 - 22
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pb, contetddo 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 Condicdes gPCR

As reacdes gPCR foram realizadas em PCR LineGene 9600 (Bioer, Hangzhou, China)
utilizando GoTag® gqPCR Master Mix (Promega, Fitchburg WI, EUA). O mix de reacdo
de 10 pL consistiu de 5 uL. de SYBR Green Super Mix (Applied Biosystems, Foster City
CA, EUA), 2 uL de cDNA diluido (1/10), 0,3 uL para cada primer (5 uM) e 2,4 uL
ddH20. Controles Non-template também foram incluidos para cada par de primers. As
reacOes foram realizadas nas seguintes condicdes: 95 °C por 2 min, seguido por 35 ciclos
de 95 °C por 15 s e 62 °C por 1 min. A curva de melting foi gerada variando a temperatura
de amplificacdo de 65 - 95 °C. Todas as reacdes foram realizadas em triplicatas (réplicas
bioldgicas e técnicas). A eficiéncia de amplificacdo (E) foi determinada a partir de uma
curva padréo gerada por dilui¢des seriadas de cDNA 196 (1/10, 1/100, 1/1000 e 1/10000)
para cada primer, em triplicata, e calculada usando a equagdo: E = 10 (/slope of the standard
curvey

Por meio do pacote de software Rest2009 (modo REST Standard) a expressao relativa
dos genes foi calculada utilizando dados de Cq (Ciclo de quantificacdo) por meio da
formula: E (4Cq alvo)/ E (41Cq normalizador) onde: E representa a eficiéncia média para
cada gene, ACq a diferenca entre o Cq da amostra controle e da amostra tratada. O teste
de hipoteses (p <0,05) foi utilizado para determinar se as diferengas na expressdo dos
transcritos alvo entre as condigdes de controle e tratamento foram significativas. Os dados
da expressdo foram normalizados pela média geométrica do nivel de expressao de trés
genes de referéncia SAC1 (Phosphoinositide phosphatase), RSH1 (Putative GTP 204
diphosphokinase) e HAG2 (Histone acetyltransferase type B catalytic subunit) (Frosi et
al., 2019 — dados néo publicados).

3 Resultados

3.1 Identificacéo e caracterizacé@o dos genes do relégio 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 relagdes entre os candidatos a genes do relogio em C.
pyramidale e as proteinas de A. thalina e outras plantas, realizamos alinhamentos globais,
seguidos por andlises filogenéticas e construcao de arvores filogenéticas.

Para ELF4 foram recuperadas 27 sequéncias de transcritos codificados pelo
provavel candidato de CpELF4 e apenas uma delas ndo apresentou dominio completo na
regido C-terminal. Uma arvore NJ foi gerada incluindo 12 sequéncias de C. pyramidale
contendo o dominio conservado DUF1313, além de 61 sequéncias de outras espécies de
plantas e algas. As sequéncias das algas emergiram no dendograma na posicao basal, com
um valor de bootstrap de 98. Trés grupos foram formados com auto-valor de suporte. As
sequéncias de C. pyramidale surgiram dentro do grupo IRRV (bootstrap de 98) agrupadas
com outras leguminosas, com um bootstrap que variaram de 80 a 99, indicando uma
similaridade estrutural entre as ELF4 envolvidas. Trés sequéncias também se agruparam
ao tipo tipo | (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 importancia do dominio funcional para a classificacdo e a funcdo dos
candidatos do ELF4 em C. pyramidale, realizamos uma analise de motivo das proteinas
ELF4 em C. pyramilade. Nossa analise revelou a presenca de um motivo DUF1313
conservado em todas as proteinas. Os membros da familia DUF1313 séo divididos em
trés tipos principais, de acordo com a substitui¢do de quatro residuos de aminoéacidos tipo
IARV, tipo | (S/T/F) (K/R) V e tipo IRRV, onde o tipo IRRV é o maior (158 genes).
Nossas analises mostraram que o0s genes putativos de CpELF4 contém residuos
pertencentes aos genes do tipo IRRV e tipo ISKV (Figura 2).

Para analise dos PRRs inicialmente consideramos TOC1 (PRR1), PRR 3,5,7¢9
que participam do sistema circadiano. No entanto, para TOC1, as sequéncias obtidas
através do tBLASN resgataram sequéncias que possuiam apenas o dominio CCT na regido
terminal. Devido ao dominio pseudo-receptor altamente conservado, retiramos essas
informagdes obtidas para TOC1. Mas antes foi construida uma arvore para verificar se
alguma sequéncia das PRRs ficaria no clado das sequéncias de TOC1 de outras espécies
vegetais, 0 que ndo ocorreu. Foram regastadas inicalmente, 448 transcrtitos com as
sequéncias sondas, no entanto, apenas 18 apresentavam os dominios conservados
completos. Devido seu alto grau de similaridade a diferenciacéo entre as PRR3/7 e 9/5 ¢é
dificil. Na arvore foram encontrados trés nés, na regido basal ficaram as sequéncias de
PRR5 em monocotileddneas (Oriza sativa e Zea mays) (Figura 3-a). No segundo né foram

agrupadas as sequéncias PRR3/7 e no terceiro n0 agrupadas todas as sequéncias de
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PRR9/5 onde as sequéncias de CpPRR foram agrupadas. Os trés nds apresentaram altos
valores de bootstrap. Todas as sequéncias apresentaram dominios completos. O dominio
pseudo-receptor auténtico compartilna o motivo DDK (&cido aspértico-acido aspartico-
lisina), que é essencial para a atividade fosfotransferéncia. No entanto, os dois primeiros
residuos sao divergentes nas proteinas das angiospermas. Nas sequéncias de CpPRR
apenas uma sequéncia (Cp101947|c1_g2_il.pl) apresentou o segundo acido aspértico
conservado, exibindo portanto um motivo DDK completo. As outras mantiveram o
primeiro residuo de &cido aspartico e substituiram o segundo por um acido glutamico
(Figura 3-b). O dominio CCT é bem conservado em todas as proteinas (Figura 3-c).

Para LHY, as sondas recupararam 36 sequéncias, dessas 29 apresentavam o0
dominio conservado completo. No entanto apenas 16 sequéncias apresentaram alta
similaridade com AtLHY. O fenograma mostrou as CpLHY compartilham um maior grau
de similaridade com trés leguminosas (Medicago truncatula, Glycine max e Phaseolus
vulgaris) do que com AtLHY. As LHY em monocotiledéneas (Oriza sativa e
Brachypodium distachyon) ficaram na regido basal. Isso pode indicar que os LHY em
angiospermas evoluiram independentemente em dicotiledéneas e monocotileddneas,
embora possam compartilhar o mesmo ancestral (Figura 4-a). O dominio dominio
Myb_DNA _binding se mostrou bastantes conservados nas sequéncias de C. pyramidale
(Figura 4-b).

GIGANTEA € uma proteina que até 0 momento ndo tem dominios conservados
reconhecidos (Mishra and Panigrahi, 2015a). Com as sondas foram recuperadas 16
sequéncias. As sequencias de candidatas a CpGl, apresentaram um alto grau de
similaridade com outras espécies. Com AtGl as sequéncias de CpGl apresentaram
similaridade entre 67-77%. Os transcritos codificados por CpGI foram agrupadas dentro
do subclado das leguminosas juntamente com os homologos de Medicago truncatula,
Glycine max e Phaseolus vulgaris (Figura 5). Sua regido intermediaria apresentou um
alto grau de conservacdo com outras espécies, indicando que regides que caracterizem
suas funcbes, provavelmente estd dentro dessa regido. Além disso, as proteinas CpGl
continham multiplos dominios transmembranas e sinais de localizagdo nuclear em

posicdes semelhantes as dos Gl de Arabdopsis e soja (Figura 6).

3.2 Impacto da salinidade nos genes do relégio circadiano
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Para investigar como a salinidade afeta a expressdo dos genes do reldgio
circadiano, investigamos a expressao diferencial desses genes, no tecido radicular de C.
pyramidale em trés momentos distintos ap6s aplicacdo de uma solucéo salina (100 mM).
Inicialmente verificamos na tabela de expressao diferencial quais transcritos pertenciam
ao grupo de genes que compdem o reldgio circadiano. Em seguida foi verificado os niveis
de expresséo e FDR para cada um deles (Tabela 2). A selecdo dos transcritos alvos foi
baseada em sua expressdo nas bibliotecas de RNA-seq de C. pyramidale sob salinidade.
Considerando os pares de primers funcionais, todos apresentaram eficiéncia aceitaveis
(90-110%) (Tabela 1). A analise expressao relativa mostrou que CpLHY e CpGlI foram
induzidos nos tempos de 30 min e 2h. J& CpELF4 e CpGl foram reprimidos a 11 dias,
confirmando os dados do RNA-seq. Apenas a expressao de CpPRR95 que se mostrava
induzida aos 11 dias de exposi¢do a salinidade ndo foi confirmada pela RT-gPCR (Tabela
3).

4. Discussao

Utilizando sequéncias sondas dos genes do reldgio circadiano de A. thaliana e
outras espécies modelo, os candidatos em C. pyramidale foram pesquisados nas
bibliotecas de RNA-seq. Tais condic¢des foram escolhidas para verificar os impactos do
estresse abiotico (e.g., salinidade), uma vez que essas informac6es ainda sdo escassas,
principalmente se tratando de espécies lenhosas e nativas de ambientes de florestas
tropicais sazonalmente secas.

ELF4 é um gene do reldgio circadiano essencial para a manutencdo dos ritmos
circadianos e controle da floracdo, cuja expressdo atinge o pico a noite. Juntamente com
ELF3 e LUX, formam um complexo noturno para regular o relogio circadiano e o
alongamento do hipocolito (Nusinow et al., 2011). A perda de fungéo do ELF4 leva a
disfuncgéo circadiana (impreciséo e arritmicidade) e amplitude baixa dos genes do relogio
que sdo 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 algunsao tipo 1 (S/T/F) (K/R) V.

A repressdo de CpELF4 sob salinidade nédo ¢ totalmente inesperada, uma vez que

Marcolino et al. (2014) verificou que a imposicdo severa do estresse hidrico reprimiu
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fortemente a expressao de ELF4 em soja. Levando em consideracdo que alguns efeitos
do estresse hidrico sdo comuns ao estresse salino, como (Mishra et al., 2016), a alteracao
em seu padrdo de expressdo € indicativo que ELF4 contribui para respostas fisiologicas
importantes, além do controle da floracdo (Marcolino-Gomes et al., 2017) e regulacao
circadiana (McWatters et al. 2007). Dois estudos recentes (Marcolino-Gomes et al. 2017;
Chen et al., 2016) demonstraram que a superexpressdao de GmELF4 e DhELF4 em A.
thaliana atrasaram a floragdo das plantas transgénicas em relacéo as plantas selvagens.
Se do ponto de vista econdmico a repressdo da floracdo pode ser vantajosa em
leguminosas de interesse econdmico, onde o acumulo de biomassa € o mais importante,
do ponto de vista ecoldgico isso é preocupante. Se a funcdo de ELF4 for bem conservada
como parece (Kolmos et al., 2009), em regides suscetiveis a secas irregulares ou em
processo de desertificacdo a alteracdo nos niveis de expressdo de ELF4 por seca
(Marcolino-gomes et al., 2017) ou salinidade, como nossos resultados demonstram, pode
resultar em antecipacdo ou retardo floracdo em vérias espécies da comunidade. Essa
mudanca pode alterar significativamente a rede ecolégica nesse ecossistema (Visser and
Gienapp, 2019).

As PRRs sdo proteinas que apresentam dois dominios conservados (Farré and Liu,
2013), na regido N-terminal é observado o dominio pseudo-receptor e o dominio CCT na
regido C-terminal, sendo este Gltimo um dominio especifico das plantas (Strayer et al.,
2000; Li and Xu, 2017). Analises filogenéticas indicaram que existem trés grupos de
genes PRR nas plantas terrestres, os grupos TOC1, PRR73 e PRR95 (Satbhai et al., 2011).
Todos os PRRs sdo expressos de maneira circadiana e cada um tem efeitos distintos no
sistema circadiano (Hanano and Davis, 2018). As proteinas PRR9, PRR7 e PRR5 sdo as
principais repressoras transcricionais de CCAL e LHY e portanto, sdo essenciais para o
funcionamento adequado do reldgio. Isso foi observado devido aos padrdes de associacao
PRR9, PRR7 e PRR5 com as regides promotoras de CCAl e LHY em A. thaliana, onde
essa associacdo é inversamente correlacionada a expressao de CCA1 e LHY (Nakamichi
et al., 2010). Estudos ja demonstraram que PRR9, 5 e 7 sdo importantes na adaptacao ao
frio, em que estes genes fazem a intermediacdo da expresséo de DREB1 (Nakamichi et
al., 2009). A presenca de motivos dos genes do relégio circadiano nos promotores de
genes de resposta ao estresse € um forte indicativo o que o relogio controla a expressédo
de genes de resposta ao estresse, existindo um mecanismo de feedback reciproco entre o
relégio e a resposta ao estresse (Habte et al., 2014; Grundy et al., 2015). Logo, a

identificacdo desses regibes promotoras a partir de um genoma é fundamental para
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elucidar as conexdes existentes entre 0s genes responsivos ao estresse salino e do reldgio
circadiano.

CCALl e LHY s&o fundamentais na fase matinal do ritmo circadiano. As sondas
de AtCCA1, através do tBLASTN, identificou CpLHY em vez de CpCCAl (essa
informacdo foi obtida apds as sequéncias resgatadas pela sonda de AtCCALl no
transcriptoma de C. pyramidale terem apresentados altos valores de escore e baixos e-
value com AtLHY). Sugerindo que C. pyramidale apresentava ort6logos verdadeiros para
de AtLHY, mas nenhum ortélogo para AtCCA1. Foi proposto que algumas espécies,
como cevada e morango, tem apenas LHY e que a duplicacdo desse gene ocorreu de
forma independente em A. thaliana, dando origem a AtCCA1(Calixto et al., 2015; Chen
et al., 2018). Em nosso ensaio, 0 CpLHY se mostrou induzido ap6s 30 min e 2h ap6s
aplicacdo salina, sendo confirmada pela gPCR. Estudos j& apontaram o envolvimento do
LHY/CCA1na regulacéo a estresse abioticos (Huang et al., 2012; Grundy et al., 2015).
Em soja e cevada, a inducdo do DREB (Elemento de Ligacdo Responsivo a Desidratacéo)
foi associada a um aumento na expressao de LHY/CCA1 em soja sob estresse hidrico
(Habte et al., 2014; Marcolino-Gomes et al., 2014b). No entanto em nosso ensaio, nao
foram encontrados elementos DREB com expressao diferencial, nos momentos em que
LHY estavam induzidos. Isso pode indicar que LHY esteja modulando outras vias de
resposta.

A analise do perfil do transcriptoma de C. pyramidale revelou que o gene Gl foi
regulado em resposta a salinidade, estando reprimido, sendo os dados confirmados pela
gPCR. E sabido que Gl desempenha multiplos papéis nas plantas e ja foi vista sua
participacdo em resposta a varios tipos de estresse abio6ticos, como frio (Cao et al., 2005)
e salinidade (Kim et al., 2013). Além de participacdo no controle do reldgio circadiano
(Hibberd et al., 2005; McClung, 2006a) e regulacdo do tempo de floracdo (Fowler et al.,
1999). E embora suas func¢des bioguimicas precisas ndo tenham sido definidas, ela parece
fazer parte de uma rede que recebe informacgdes ambientais e as transmite para modular
o ritmo circadiano de crescimento e desenvolvimento (Laflamme, 2015; Mora-Garcia et
al., 2017).

Foi proposto que a degradacédo de Gl permite a formagdo de um complexo SOS2-
SOS3 que leva a fosforilagéo da via SOS1, em uma rede de interagdo proteina-proteina.
A fosforilacdo de SOS1 promove a exportacdo de ions sddio das células, levando a uma
maior tolerancia ao sal (Qiu et al., 2002; Kim et al., 2013), devido ao reestabelecimento

da homeostase idnica. E provavel que essa rede interacdo, entre Gl-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 tolerancia ao sal (Kim et al., 2013).
Estes individuos apresentaram um maior acumulo de amido, alteracdes no metabolismo
de sacarose (Kurepa et al., 1998b) e maior sensibilidade ao estresse luminoso e oxidativo
(Kurepaet al., 1998a). Xie et al. (2015) demonstraram, em um elegante experimento, que
os efeitos de GI no tempo de floragdo é independente de seu papel na resisténcia ao
estresse abiotico e que essas funcdes podem ser separadas por polimorfismos de

nucleotideos que resulta em uma substituicdo de aminoacidos entre duas proteinas Gl.

5. Considerac0es finais

Nossos resultados sugerem que os genes do relégio circadiano (CpLHY, CpGl,
CpELF4 e CpPRR95) podem estar envolvidos na coordenagdo de respostas em C.
pyramidale sob salinidade. Um estudo mais detalhado sobre o padrdo de expresséo desse
genes ao longo do dia, juntamente com as principais vias de respostas induzidas e
reprimidas no transcriptoma podem ajudar elucidar quais correlacfes existentes sao
significativas. Uma vez que a existéncia de interagdes entre a expressdo de genes de
defesa ao estresse osmético/idnico e o0s genes do relégio circadiano pode ser fundamental
para aumentar a sobrevivéncia e a eficiéncia reprodutiva. A compreensdo desses
mecanismos poderd fornecer importantes insights sobre os impactos do aumento da
concentracdo de sal no solo, um dos fatores abidticos mais limitantes para a produtividade
vegetal no planeta.
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Figura 1. Arvore Neighbor-joining (matriz de distancia) gerada a partir de sequéncias
candidatas de C. pyramidale ELF4 e sequéncias ELF4 de outras plantas. Fenogram foi
construido com o software MEGA 7. As sequéncias completas de aminoacidos foram
alinhadas e a analise Bootstrap foi realizada com base em 2000 repeticdes. A identificacdo

das sequéncias esta no material suplementar (Tab S1).
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Figura 2. Motivos de aminoacidos conservados do dominio DUF1313 nas isoformas de
ELF4 de C. pyramidale. A abscissa indica o numero de residuos de aminoéacidos e 0 €ixo
vertical indica a altura do residuo, conforme descrito pela porcentagem de residuos no tipo.
A caixa indica os quatro residuos de aminoacidos conservados das proteinas do tipo IRRV

e ISKV da familia DUF1313.
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Figura 3. a) Analise fenética e de motivos conservados das proteinas PRR (3, 5, 7 e 9)
de C. pyramidale com onze diferentes espécies. Fenograma foi construido com o software
MEGA 7. As sequéncias completas de aminoacidos foram alinhadas e a analise Bootstrap
foi realizada com base em 2000 repeti¢cdes. Os motivos protéicos sao mostrados abaixo
do alinhamento; alinhamento de sequéncias de aminoacidos das proteinas PRRs. A
comparacdo de sequéncias foi realizada com o software Clustal Omega com parametros
padrdo. As barras coloridas na sequéncia mostram residuos e motivos conservados; b)
Regido do dominio pseudo-receptor, os triangulos amarelos indicam a posi¢do do motivo
DDK; c¢) Regido do dominio CCT. A identificacdo das sequéncias estd no material
suplementar (Tab S4).
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Figura 4 a) Andlise fenética e de motivos conservados das proteinas LHY candidata em
C. pyramidale com outras espécies. Os motivos protéicos sdo mostrados ao lado; b)
alinhamento de sequéncias de aminoacidos das proteinas LHY. A comparacdo de
sequéncias foi realizada com o software Clustal Omega com parametros padréo. As barras
coloridas na sequéncia mostram residuos e motivos conservados. A caixa preta indica o

dominio Myb_DNA binding. A identificacdo das sequéncias estd no material
suplementar (Tab S3).
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espécies. Fenogram foi construido com o software MEGA 7. As sequéncias completas de
aminoéacidos foram alinhadas e a andlise Bootstrap foi realizada com base em 2000
repeticdes. A identificacdo das sequéncias estd 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 regides 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). Regides vermelhas
indicam dominios transmembranas e regides azuis representa sinalizacdo de localizacéo
nuclear.



Tabela 1. Par de primers dos genes do reldgio circadiano e referéncia utilizados na RT-qPCR do tecido radicular de C. pyramidale
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Tamanho
_— . Sequéncia Tamanho  Tm GC do E 9
Descricéo do Primer Gene (5 -3 (ob) °C) (%)  produto Slope (%) R
(bp)
LHY CpLHY  F: GATGAACTCACCACCCTTCAA 21 60.0 47.6 244 3.27 101.82 0.99
R: GGTCCATTTCCTTCAGCTTCT 21 598 57.1
CpELF4 F: 21 59.7 476 175 3.21 102.34 0.98
ELF4 CCAGACGCAACAAATAGAACC
R: GAGAGGACGATTCCTTGCTTT 21 60.0 47.6
GIGANTEA CpGl F: GCTAGAGCAGTTCAGCCTGTG 21 60.3 57.1 190 3.44 95.30 1
R: GGATACCATTGATTCGTGGTG 21 60.1 47.6
Regulador de Pseuda-resposta  CpPRR95 F: TCCGAACACTCTGACTCTGCT 21 60.2 524 162 3.22 104.35 0.99
95
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 60.1 524 168 3.51 92.64  0.99
R:ATGTTGCGAAGATGATCCAAG 21 60.1 429
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 eficiéncia de amplificacdo; R?, coeficiente de regresséo



Tabela 2. Valores de expressao (log.FC) e andlise estatistica (p-value) de quatro genes putativos do relégio circadiano (TG) e trés genes de referéncia (GR) do
transcriptoma radicular de C. pyramidale sob estresse salino. Coletas realizadas pela manha (8, 8:30 e 8h, respectivamente).

Categoria  Genes candidatos

Controle x Sal 30min

Controle x Sal 2h

Controle x Sal 11d

logo,FC  p-value FDR logo,FC  p-value FDR logo,FC  p-value FDR

TG CoLHY 1106 440E-11 440E-07 9498 170E-05 00047 0536 03 0.67

Cp294887|c0_gl_i7 : : : : : : : : .
TG CpELF4

Cp24473(c0_g1._i2 -8.074  0.002 0.11 -8.067 0.00065  0.056 -7.21  0.00024 0.011

CpGl

TG Cp254691c0_gl. il 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 il -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. Expressao relativa calculada pelo software REST de quatro genes putativos do relégio
circadiano para Sal 30min, 2h, 11d e nas raizes de C. pyramidale.

Sal 30min
Gene Eficiéncia da Expressdo Desvio 95% C.1 P(H1) Resultado
reacao padréo
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
CpGl 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
CpGl 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
CpGl 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.1. (95% Intervalo de confian¢a); P(H1) (Teste de hip6tese); UR (induzido a p < 0.05); DR
(reprimido a p < 0.05); ns (diferenga ndo significativa p < 0.05)
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6 CONCLUSAO GERAL

O estudo da fisiologia de C. pyramidale permitiu verificar as respostas dessa
espécie apos a exposicdo ao choque salino (200 mM). Esse desencadeou respotas rapidas
em seus parametros fisiolégicos e bioquimicos, tanto na parte derea como no tecido
radicular. Sendo a raiz o tecido a demonstrar alteracées mais rapidas em seu metabolismo
para alterar essa nova condicdo ambiental. A aplicacdo do choque salino em diferentes
momentos do dia permitou demonstrar que as respostas a elavdas concentragdes de NaCl
€ um processo dindmico em que alteracGes ndo sdo condi¢des constantes. Essas podem
ser observados em alguns momentos do dia e em outros ndo, ou seja, flutuacGes diarias
também sdo uma fonte de variacdo em experimentos. Esse ensaio experimental permitiu
verificar a interferéncia do ritmo circadiano nas respostas fisioldgicas.

A andlise do transcriptoma do tecido radicular de C. pyramidale permitiu a
indetificacdo de genes putativos do reldgio circadiano (ELF4, LHY, Gigantea e PRR95).
Foi possivel verificar que a salinidade afetou o nivel de expressdo desses candidatos,
sugerindo que eles possam estar modulando vias de saida de resposta a salinade. Nesse
contexto, este trabalho permitiu melhorar o entendimento das respotas fisioldgicas e
moleculares de C. pyramidale sob situacGes de aumento de concentracbes de NaCl na
zona radicular, verificando as influéncias do ritmo circadiano em suas respostas
bioquimicas e o impacto do aumento da salinidade na expressao dos genes do relégio

circadiano.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Basic mechanisms are known to promote salt tolerance in plants: a delay in Na' uptake or rapid Na' remobi-
Gas exchange lization from leaf tissue. We measured dynamics of the Na' /K" ratio and components of carbon metabolism
Proline

during the first 72 h after saline stress (200 mM NaCl) began in Cenostigma pyramidale, a woody species, under
controlled conditions. Saline stress at two times: one plant group at the beginning of the morning and the other in
the evening. Stressed plants had three times more Na ™ in leaves than did control plants in the first 24 h. However,
in the next few hours, despite new applications of saline solution, the Na" /K" ratio continued to decline. Several
samples, including night treatments, provided evidence that this species uses Na™ recirculation mechanisms to
endure salt stress. Effects of salt on the traits evaluated differed depending on the time when stress began. Be-
tween the two saline treatments, in the first 24 h after saline stress, gas exchange decreased more strongly in
morning-stressed plants, when large amounts of Na' reached the leaf and K left this organ. Nevertheless, when
stress was applied in the evening, leaf Na' remobilization was faster, and the soluble sugar/starch ratio remained
greater than did the control. Our data suggested that time of the beginning of salt stress could change the level of
damage. Morning-stressed plants synthesized greater amounts of proline, Hy02, and malondialdehyde than did
night-stressed plants. We recommend that details regarding the time of stress be taken into consideration in
physiological studies.

Saline stress

Sodium recirculation
Starch

Sugar metabolism

stress in Arabidopsis (Park et al., 2016). One of the mechanisms of
salinity tolerance is the ability to re-translocate and prevent ion uptake

1. Introduction

Salinity can lead to biomass loss worldwide, although many ques-
tions remain and this problem continues to increase with climate change
(Polle and Chen, 2015; Isayenkov and Maathuis, 2019). Salinization
promotes a reduction in plant productivity because it causes physio-
logical drought, toxicity caused by the accumulation of ions (mainly
Na'), and nutritional imbalance (Munns and Tester, 2008; Polle and
Chen, 2015), To support this condition, plants have intrinsic tolerance
mechanisms to avoid severe damage to their metabolism, such as
reduced stomatal conductance and transpiration (Frosi et al., 2017) and
ion re-translocation between different tissues (Nemati et al, 2011;
Henderson et al., 2015; Fan et al., 2018).

Ton movement throughout the plant is dependent on the sap from
conducting tissues, which are regulated by the gas exchange during the
day. Thus, traits such as light and temperature could change ion
movement through plant tissues. The application of salt stress at
different times during the day led to different levels of tolerance to salt
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under high salt concentrations in the soil solution (Isayenkov and
Maathuis, 2019). This behavior could support the maintenance of car-
bon metabolism in woody species (Henderson et al., 2015). A previous
study on a tree species showed changes in Na* leaf content when plants
were inoculated with arbuscular mycorrhizal fungus in a controlled
experiment with NaCl application; thus, suggesting that this species was
able to achieve Na* ion homeostasis in the leaves through more efficient
tissue hydration (Frosi et al., 2017).

Under salt stress, those plant species that have a rapid recirculation
of salt ions, could be considered more tolerant. However, different ef-
fects could occur among species, depending on the amount of salt, the
time it comes into contact with the root system (Nemati et al., 2011;
Frosi et al,, 2017; Fan et al,, 2018), and the speed with which the salt
reaches the leaves. If the salt ion re-translocation mechanism is regu-
lated by genes (Polle and Chen, 2014; Fan et al., 2018), as well as the K*
ion uptake regulation (Henderson et al., 2015), the time of day the salt is
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applied could influence tolerance to salt stress. This is particularly true
for two reasons. First, the faster salt enters the leaves, the shorter the
time for activation of all the genes involved in tolerance. Second, the
circadian thythm strongly influences gene activity and tolerance to sa-
line stress (Park et al., 2016). Thus, the moment of contact with the
saline likely plays an important role in plant responses.

Leaf photosynthetic metabolism products could alleviate the effects
of salt stress, such as starch (Thalmann and Santelia, 2017) and
nonstructural carbohydrates (Liu et al., 2018), performing functions,
such as signaling, maintenance of water transport (Secchi ef al., 2011),
and osmotic regulation (Sami et al., 2016). Such components can un-
dergo a strong change because of the effects of salinity on stomatal
conductance and the photosynthetic machinery in tree species (Polle
and Chen, 2014; Frosi et al., 2017). Among the sugar molecules, starch
(Thalmann and Santelia, 2017), soluble sugars (Nemati et al., 2011), and
their relationship play an important role in tolerance to salinity (Frosi
et al, 2017; Lin et al., 2018). Thus, under salt stress, the maintenance of
metabolism also would depend on the increase in the soluble sugar/-
starch ratio (Liu et al., 2018).

This study evaluated whether the time of day at the onset of stress
influences the dynamics of Na® ions and sugars in the leaf tissue of
Cenostigma pyramidale, a woody species from a tropical dry forest. Thus,
the plants were evaluated during the initial hours after being irrigated
with a high concentration of salt close to the root system. We hypoth-
esized that: 1) when the salt solution is applied early in the morning, the
Na® concentration in the leaf tissue will be remobilized more quickly
compared to that of trees inoculated in the early evening because of a
higher rate of transpiration; 2) among stressed plants, those that
received salt at night will have a higher soluble sugar/starch ratio
because of the slow increase in stress during the night.

2. Material and methods
2.1. Plant material and growth conditions

Cenostigma pyramidale (Tul.) E. Gagnon & G. P. Lewis seeds were
collected from the semi-arid region of northeastern Brazil. The seeds
were disinfected in sodium hypochlorite solution (0.5%) and germi-
nated in washed sand. After 6 d, the production of the first pair of leaves
had occurred and plants were transferred to pots containing approxi-
mately 5 kg of washed sand. Plants were maintained under ideal hy-
dration (pot capacity - 250 mL) until the application of the saline
solution at 6 months of age. Furthermore, Hoagland solution (full
strength HS) was added every 15 d to supply all nutrients necessary for
the full development of the plants.

2.2. Experiment design

The plants were grown under greenhouse conditions in northeastern
Brazil (8°08'58"S, 34°56'55"W) at an average temperature of 34 + 2 °C,
40-60% relative humidity, and natural lighting (maximum luminous
flux: 1400 pmol m™? s™). Summer was the collection period for plant
material when there was a 13 h/11 h (light/dark) cycle. To address the
study questions, an experimental design was implemented with the
following treatments: Day*Control (DC), Day* Salt (DS) with the
application of saline irrigation at 08:00 h and Night*Control (NC), and
Night*Sal (NS) with the application of saline irrigation at 17:00 h. These
two times were chosen due to several plant physiology and molecular
biology studies with abiotic stress beginning at different times
throughout the day. We want to test whether plants behavior is similar.
For each treatment, 48 biological replicates were designed (one plant
per pot), for a total of 192 experimental units. At each set time was four
biological replicates for each treatment (control and irrigated with NaCl
solution) were conducted simultaneously, within the first 72 h after the
first saline irrigation, with 200 mM NaCl. Leaves were immediately
frozen in liquid nitrogen and stored in a freezer at —20 °C for the
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2.3. Foliar relative water content (RWC), soil moisture (SM), and
electrical conductivity (EC)

Leaf discs 3 cm in diameter were collected from mature and non-
senescent leaves every morning of the experiment (06:00 h) and
immediately weighed on a precision scale to obtain fresh weight (FW).
Then, the discs were soaked for 24 h in deionized water and weighed
again to obtain turgid weight (TW). Later, leaf discs were dried in an
oven for 48 h at 60 “C and weighed to obtain dry weight (DW). The leaf
RWC was calculated according to Barrs and Weatherley (1962): RWC
(%) = [FW-DW/TW-DW] x 100. Soil moisture content was obtained
using a soil moisture meter (v/v) (HFM 2030 Falker, Porto Alegre, BR).

The sand samples were collected (25 g) and homogenized in 25 mL of
deionized water. This solution was stirred three times for 2 min, for a
total of 6 min. The solution was held immobile for 24 h and the super-
natant was collected to measure electrical conductivity using a con-
ductivity meter (Model CD-4306, Lutron Electronic Enterprise Co.,
Taipei, Taiwan, China).

2.4. Gas exchange

Gas exchange was measured between 08:00 h and 09:00 h every day
of the experiment in expanded and non-senescent leaves using an
infrared gas analyzer (IRGA, ADC, model LCi-Pro; Hoddesdon, UK) and
stomatal conductance (g;) and the net photosynthetic rate (A). The water
use efficiency (WUE - A/E) was also calculated, where E is the transpi-
ration rate. The photosynthetic photon flux density (PPFD) was deter-
mined according to the global radiation incident at the time of
measurements, which was approximately 800 pmol m? s™! during the
experiment. The vapor pressure deficit (VPD) was calculated in parallel
with gas exchange measurements using the es-ea formula, where (es) is
the saturating vapor pressure and (ea) is the ambient vapor pressure
(Campbell and Norman, 1998), using temperature and air humidity
obtained by a digital thermo-hygrometer (Thermo-Higro SH 122, J.
Prolab, Sao José dos Pinhais, BR). The VPD ranged from 2.19 to 3.44
during the experiment.

2.5. Analyses of sugars, free amino acids (FAA), and total soluble
proteins (TSP)

Leaves were used to determine the content of total soluble sugars
(SS) (DuBois et al., 1956) using D (+) glucose as a standard and the
absorbance was read at 490 nm. The insoluble fraction of the SS extract
was used to determine the starch content. The pellet was hydrolyzed for
1 h with 10 units of amyloglucosidase, and the resulting sugars were
analyzed (DuBois et al., 1956). Reducing sugars were also quantified
(Nelson, 1944; Somogy, 1951), as well as fructose content (Foreman
et al., 1973). Nonstructural carbohydrates (NSCs) were defined as the
sum of starch and SS. The SS/starch ratio was also calculated. The FAA,
proline, and TSP were determined according to Moore and Stein (1948),
Bates et al. (1973), and Bradford (1976), respectively.

2.6. Mineral nutrient analyses

For the quantification of potassium (K*) and sodium (Na*), 500 mg
of leaf dry matter was used. The material was digested in a sulfuric acid
solution (H;804) in a digester block at 350 °C to obtain a sample extract
(Thomas et al., 1967). K™ and Na™ contents were determined by flame
photometry (DM-62, Digimed, Sao Paulo, Brazil) (Silva, 2009). The
Na'/K" ratio was calculated using Na' and K" data.

2.7. Foliar hydrogen peroxide (H202) and malondialdehyde (MDA)

The MDA as a product of membrane lipid peroxidation was measured
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according to Cakimak and Horst (1991) and Hy0, as a common reactive
oxygen species (ROS), were determined according to Alexicva et al
(2001).

2.8. Statistical analyses

Data were subjected to a test of normality (Shapiro-Wilk) and ho-
mogeneity of variance to determine if the prerequisites for parametric
statistic use were met. The dataset that did not meet the requirements
was subjected to non-parametric tests. A t-test (Wilcoxon) was per-
formed, with a significance level of 5%, to compare the means between
treatments (Salt x Control) at each collection point within each exper-
imental set. Principal component analysis (PCA) was performed to
determine whether there were trends in the grouping of treatments and
which variables were the most influential in the separation of the po-
tential groups. The same variables could have been responsible for the
differentiation of groups in both the day and night treatments. For this

multivariate analysis, the Factoextra (Kassambara and Mundt, 2017),
PCA mixdata, and ggplot2 packages were used. For all analyses, the
software R 3.5.1 (R Core Team, 2018) was used.

3. Results

3.1. Foliar RWC, SM, and soil electrical conductivity (EC)

Treatments were not significantly different in RWC and SM among
the three experimental days (Table 1). EC was approximately five times
higher at the end of the experiment in the DS and NS treatments
compared to their respective controls (Table 1).

3.2. Gas exchange

Gas exchange varied in the first 24 h after salt exposure. Overall,
plants subjected to saline irrigation experienced reduced gas exchange
and water status compared to control plants. Stomatal conductance (g)
decreased in plants subjected to saline irrigation from the second day of
the experiment (after 24 h and 15 h in DS and NS, respectively) (I'ig. 2a
and b). Plants subjected to saline stress in the morning were reduced by
62.5%, 70%, and 53% & in the first 24 h, 48 h, and 72 h, respectively (p
< 0.01) (Fig. 2a). Plants irrigated in the evening exhibited a milder
reduction in g after the first 15 h of the saline stress (12.5%, p <
0.0001). However, gas exchange dropped sharply in the following days
of the experiment at 40 h (77.85%) and 63 h (76.4%) after salt stress (p

Table 1

Attributes measurements (RWC—relative water content; SM—soil moisture;
EC—electrical conductivity) in young plants of C. pyramidale under control and
salinity conditions (NaCl 200 mmol) under greenhouse conditions.

Control Stress (200 mM NaCl)
Parameters  24h 48h 72h 24h 48h 72h
Day
SM (%) 14.1 £ 139+ 143 £ 14.3 £ 14.01 £ 145 +
0.81 0.59 0.74 0.63 0.71 0.46
EC (m$ 041+ 052+ 047+ 048+ 093+ 25+
eam') 0.03 0.01 0.02 0.05 0.23" 0.8"
RWC (%) 867+ 823+ 826+ 894% 776+ 731+
9.5 7.6 9.4 8.69 9.6 6.4
15h 40h 63h 15h 40h 63 h
Night
SM (%) 145+ 143+ 146+ 142+ 1472+ 149+
0.97 0.55 0.30 0.89 0.76 0.92
EC (m$ 045+ 047+ 046+ 047+ 081+ 2.7 &
') 0.04 0.05 0.04 0.03 0.31" 04"
RWC (%) 846+ 894+ 805+ 885+ 843+ 792+
7.5 8.8 7.6 6.2 9.7 8.2

* Indicate statistically significant difference (t-test at 5%).
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< 0.05) (Fig. 2b). The reduction of g is one of the main defense mech-
anisms against water deficit caused by physiological drought because of
high concentrations of salts.

The rate A of DS plants decreased by 30% 24 h after the application
of saline irrigation (p < 0.01) (Fig. 2¢). In the following readings, 48 h
and 72 h, we observed a slight recovery with a decrease of 20% and
12%, respectively (p < 0.01) (Fig. 2c). The NS plants showed a 21%
reduction in g after 15 h of exposure to salt (p < 0.001). At 40 h and 63
h, plants subjected to stress performed 80% and 78.5% poorer than did
control plants, respectively (p < 0.05) (Fig. 2d). Regarding WUE, the
plants watered in the morning were not statistically different among
treatments throughout the experiment (Fig. 2e). In the NS treatment, the
control was more efficient in water use after 15h and 40 h (p < 0.05). At
63 h, no statistical differences were observed among treatments

(Fig. 2f).
3.3. Foliar Na* and K" content

Saline irrigation promoted the rapid accumulation of Na* and
reduced K" in the leaves of C. pyramidale (Vig. 1a and b). Approximately
2 h after the application of saline stress to the DS plants and 4 h later for
the NS plants, the leaves showed an increase in their concentrations (p
< 0.05). Surprisingly, after reaching a maximum concentration of Na™ in
relation to the control plants (around 24 h increased by 200% in both
experimental sets), we observed successive decreases in the concentra-
tion of Na™. Despite new saline irrigation, the last sample showed no
statistical differences with that of the control treatment. The Na™/K"
ratio confirmed this behavior in both treatments (Fig. 1c and d).

3.4. Foliar sugars content

The variables related to carbon metabolism, such as SS and starch,
showed different behavior patterns. For starch, plants subjected to saline
stress had lower values than those of the controls, both in plants irri-
gated in the morning and at night. However, we observed significant
differences for the DS plants in the first sampling (Fig. 3a). NS plants
showed marked statistical differences 12 h after saline irrigation
(Fig. 3b). Differences between the control and treatments were more
prominent during the light period, particularly after 12 h of the bright
period (Fig. 3a and b).

The DS plants triggered a reduction in SS concentrations after 8 h of
saline stress. However, there was a tendency for an increase in SS con-
centration by the end of the experiment (Fig. 3¢). In NS plants, such an
increase was only observed at the last sampling (118%, p < 0.0001)
(Fig. 3d). Regarding fructose, we found differences only between
treatments in the night experiment, wherein plants subjected to saline
conditions exhibited reduced concentrations of fructose (33%, p < 0.01)
(data not shown). Reducing sugars also performed differently in relation
to the treatments. The DS-plant treatments had lower values for
reducing sugars than did the control (p < 0.05), and their increased
levels were only found in the last samplings of the experiment. In NS
plants, we found increased reducing sugars in the first hours after saline
stress. This increase lasted for almost the entire experiment (p < 0.01).
In both experiments, the most prominent differences occurred during
the light period (data not shown).

The SS/starch ratio exhibited different behaviors between the two
treatments. The DS plants prioritized only SS production after the third
application of the saline solution. However, NS plants had already
prioritized SS production over starch since the end of the first saline
application (Fig. 4a and b). Both treatments under salt stress produced
either NSC or less than did the control plants, with the greatest reduction
for the NS plants (Fig. 5a and b).

3.5. Foliar FAA and TSP content

Only one moment of sampling showed statistical differences between
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Fig. 1. (a-b) Concentrations of sodium (Na"), potassium (K") and (c-d) Na' /K" ratio in young plants of C. pyramidale subjected to saline treatment (200 mM NaCl)
at different times of the day (Day—8:00 and Night—17:00 h). Shaded area represents night time. Arrows indicate saline application timing (n = 3 + SE). *P < 0.05,

**P < 0.01, ***P < 0.001.

the control and treatment groups for TSP. However, we found a ten-
dency for increased concentrations in the last samplings for NS treat-
ment plants with a statistical increase of 140% in relation to that of the
control in the last sample (p < 0.01) (Fig. 6a and b). For the FAA, we
found differences only in the night treatment. Initially, there was an
increase of 50% 2 h after saline irrigation (p < 0.01). In the following
samplings, we found differences wherein stressed plants showed lower
FAA concentrations, with the last sampling having approximately 40%
lower concentration than did the control plants (Fig. 6c¢ and d). The
treatments subjected to saline stress showed higher concentrations of
proline throughout the experiment (Fig. 6e and f). Differing from the
results for starch and reducing sugars, the most important differences for
this amino acid occurred at night (between 14 and 24 h) for both DS and
NS plants. The main difference between treatments subjected to saline
stress was during the last samplings, when DS plants had a high leaf
proline content, whereas this pattern was not observed in NS plants.

3.6. Foliar H;0 and MDA content

As for the H202 content, we found differences in both experimental
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sets. However, only the Hy02 content of DS plants sharply increased,
with a peak three times higher in the last sample compared to that of the
control plants (Fig. 7a and b). The DS plants had increased MDA con-
centrations in various samples. The greatest difference was approxi-
mately 400% more than that of the control plants, and this occurred in
the last sampling (I'ig. 7c). On the other hand, NS plants initially had
reduced MDA levels that increased approximately 24 h after application
of the saline stress. However, statistical differences were not significant
until the end of the experiment (Fig. 7d).

3.7. PCA

We run PCA routines for each treatment set (Day and Night) using
the biochemical and Na* /K" data. The ordination covering all variables
accounted for 49% of the total data variation in day treatments. DIM1
accounted for 30% and DIM2 accounted for 19%. Concerning night
treatments, the variables explained 42% of the total data variation.
DIM1 accounted for 26% and DIM2 accounted for 16%. The PCA
confirmed that the application of saline stress at different times during
the day led to different metabolic behaviors (Fig. 8).
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4. Discussion

Our results suggest that plants of the same species respond differ-
ently depending on the time of day when stress is applied. This differ-
ence in sensitivity to salt stress was expected, because the rate of
transpiration, which facilitates the transport of Na* from roots to shoots,
is much higher during the day than at night. During the night, Na'
uptake occurr slowly at the beginning because of the low rate of tran-

Moreover, the present study shows that the daily dynamics of
nonstructural carbohydrates depending on the time when salt stress
begins.

Two basic mechanisms are known to promote salt tolerance: those
that delay Na' uptake into the plant and those that minimize the con-
centration of salts in the cytoplasm (Munns, 2002; Munns and Tester,
2008; Henderson et al., 2015), This strategy can play an important role
in protecting shoot tissues against Na' accumulation. Indeed,

spiration, which allow the activation of salinity tolerance meckh
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C. pyramidale st d low Na* foliar levels after reaching a content three
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times greater than that of the controls. Several samples, including that of
nighttime treatments, provided strong evidence that this species uses
Na' recirculation mechanisms to face salt stress and to protect its pho-
tosystems. Even after the two new applications of saline solution, the
Na' content did not increase in the leaf tissue. This behavior reinforces
what has already been found in C. pyramidale plants associated with
arbuscular mycorrhizal fungi and salt stress (Frosi et al., 2017). There-
fore, our first hypothesis was not supported by our results. Na' arrival in
the leaves was fast only in the early stages after the first application of
the saline solution. The Na* ions always decreased faster in the NS
plants, and there was no significant difference in Na™ content between
treatments at the end of the evaluation.

These results suggest that night-stressed plants were able to use some
mechanism of Na' remobilization. A specific group of cotransporters,
cation-chloride cotransporters (CCCs), have been shown to act on ho-

control plants.

Plant growth is the result of fine carbon management because even
short periods of scarcity can lead to growth inhibition (Stitt et al., 2007;
Sami et al., 2016; Lin et al.,, 2018). In the present study, foliar starch
increased during the light period in control plants in both experimental
sets, whereas it decreased in stressed plants. The higher starch content in
the presence of light and its degradation in the dark occurred almost
linearly (Webb and Satake, 2015; Mora-Garcia et al., 2017), and patterns
of accumulation and degradation were observed even when environ-
mental variables, such as irradiance and concentrations of CO; and
nutrients, were altered (Gibon et al., 2009; Tschoep et al., 2009; Hum
mel etal., 2010). Onthe other hand, under saline stress, reduced g leads
to less CO, assimilation, limiting sugar synthesis. Our results showed
changes in the pattern of starch synthesis between stress treatments.
Under water deficit or osmotic stress, starch degradation appears to be

meostasis among K", Na*, and Cl~ in Vitis vinifera and Arabidopsis under
salinity (Henderson et al., 2015; Wei et al., 2018). In our study, we did
not evaluate CI”~ because of its limited structural laboratory conditions,
unlike the previous study of the same group with this species (Frosi
et al., 2017). However, the most sensitive part of salt stress is the
Na®/K" ratio. This relationship had the same behavior between treat-
ments, even after new salt applications, the tendency has always been to
reduce Na' or restore leaf K levels similar to that of the control.
Under high salinity and reduced g the net CO; assimilation rate
decreased because of increased gas exchange resistance. This strategy is
an acclimatization response of plants to saline stress, favoring water
savings (Chaves et al., 2008). A photosynthetic decline was also found in
the same species under less severe conditions of salt stress (100 mmol)
(Frosi et al., 2017). Therefore, regardless of the timing of the application
of stress, reductions in photosynthetic rates were expected in both
experimental sets, as these responses have been widely described in
glycophyte plants (Silva et al., 2010; Ben Ahmed et al., 2012; Huang
et al., 2014; Frosi et al., 2017; Marriboina et al., 2017). The plants
stressed in the early morning had a strongly decreased g in the first
moments after saline stress because of the intense transpiration and
rapid foliar salt increase. This changed the carbon partition in different
sugars when compared to plants stressed at night. Thus, our second
hypothesis was partially corroborated, because plants stressed at night
showed a higher SS/starch ratio for longer after the applied stress. Only
after the third application of saline solution in the moming-stressed
plants did this relationship become strongly distanced from that of the
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diated by hydrolytic enzymes; thus, suggesting that a complex
network of enzymatic regulation is activated, resulting in plasticity in
starch turnover (Thalmann et al., 2016). Although it is well documented
that daylight and the circadian clock are key regulatory agents for starch
metabolism, the final impact on starch enzyme activity under abiotic
stress is not entirely clear (Thalmann and Santelia, 2017).

The difference in starch content in stressed plants as compared to
that of the controls was greater in night-stressed plants, as shown in the
SS/Starch ratio. These plants synthesized less starch on the first day after
the application of salt than those stressed in the early morning. The focus
on soluble sugar synthesis is because of the maintenance of water uptake
by tissues. Additionally, it would lead to Na' recirculation, whereas
stimulating K™ increases from the root tissues to the leaves (Nemati
et al., 2011). Thus, maintaining a high SS/Starch ratio could support the
lism of C. py avoid senescence, and aid in water trans-
port. Foliar water content was maintained. In previous studies, different
species showed NSC decrease under stress promoted by drought (Lin
et al., 2018) or salinity (Nemati et al, 2011) because of the
non-accumulation of starch. In the present study, NSC decreased be-
tween saline treatments in the first hours after NaCl application in the
moming; however, this only occurred the next day in NS plants. In both
treatments, this differed from that of the control plants was momentary,
only after the first salt application. This shows the ability for metabolism
adjustment in this species.

The mai e of carbon met also plays an important role
in nitrogen metabolism; thus, both can act in species tolerance

metab

boli
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Fig. 6. (a-b) Total soluble proteins (TPS), (c-d) amino acids (FAA) and (e-f) proline in young plants of C. pyramidale subjected to saline treatment (200 mM NaCl) at
different times of the day (Day—8:00 and Night—17:00 h). Shaded area represents night time. Arrows indicate saline application timing (n = 3 + SE). *P < 0.05, **P

< 0.01, ***P < 0.001.

(Hellmann et al., 2000). Soluble sugars and proline accumulated during
stress can lead to the regulation of different aspects of metabolism,
including mitigation of effects promoted by ROS (Sami et al., 2016).
Indeed, leaves of stressed plants showed high content of SS and proline
at times of high HyO3 concentration in both saline treatments. However,
plants that received a saline solution in the early morning behaved
differently from those that received saline stress at night. Plants stressed
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in sunlight always showed less of a difference in starch content
compared to that of the control plants, without increasing the SS/Starch
ratio, except after the third application of NaCL Thus, the greatest
accumulation of proline and Hz0; was observed in the leaves of
moming-stressed plants as compared with that of the night-stressed
plants. This resulted in strong MDA production and suggested damage
to the membranes induced by salinization. The increase in leaf HyO2
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content could damage the membrane by producing substances involved
in lipid peroxidation, resulting in MDA production (Polle and Chen,
2015; Sami et al,, 2016). Such a response has been common in previous
studies investigating responses to salt stress (Mittal et al., 2012; Huang
et al, 2014). On the other hand, the greater H,O, content in
morning-stressed plants may indicate other metabolic functions, as a
potent inhibitor of hydraulic conductivity under saline conditions
because of a reduction in the abundance of PIP ins (Boursiac
et al., 2008). Furthermore, ROS act as stress signaling molecules (Foyer
and Noctor, 2005; Miller et al., 2010), but are also for growth (Mangano
et al., 2016) and development (Mhamdi and Breusegem, 2018). Thus,
high Hy0; concentrations should not be seen only as harmful events that
must be avoided or alleviated and can be seen as prerequisites for plants
to respond adequately and induce better acclimatization mechanisms
(Miller et al., 2010).

Rapid reduction of CO, assimilation and increased proline levels not
only provides tolerance to stress because of its role in protecting mem-
branes, proteins, and DNA (Liang et al., 2013) but also acts as a nitrogen
reserve during recovery from stress (Hare and Cress, 1997), Our results
showed a natural accumulation of proline in the control plants because
of the longer exposure to light, whereas it declined during the dark
period. Therefore, in the salt changed foliar proline dynamics, it was
maintained high during the night, and this change was observed in both
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salt treatments. Thus, the ability to increase proline content, when a
reduction is expected, reinforces the role of this amino acid in stress
tolerance (Verbruggen and Hermans, 2008; Miller et al., 2010).

5. Conclusion

The salinity treatments triggered different rapid responses in physi-
ological traits. The treatments modified the net photosynthesis rate in
the first 24 h but did not affect the leaf water status. The present study
showed that the time of the day that salt stress begins changes the
behavior of stressed plants. C. pyramidale plants, despite receiving three
applications with high saline concentration, showed the ability to
quickly remobilize Na™ content from leaf tissue and recover K™ con-
centration hours after the onset of saline stress. Despite new applications
of saline solution, stressed plants continued to avoid the increase of Na*
in leaves and maintained the K™ content in the same organ, with this
behavior faster in night-stressed plants than in morning-stressed plants.
A previous study conducted by our group (Frosi et al., 2017) docu-
mented the tolerance of this species to salinity. In this study, one
tolerance factor was elucidated, which was the ability to maintain the
ionic balance in the main photosynthetic tissue. Furthermore, this study
reinforced the importance of reporting the times when biological ma-
terial was collected and when stress was applied.
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Tabela S1. Informacdes sobre as espécies da familia DUFF1313 (ELF4).

APENDICE B - MATERIAL SUPLEMENTAR
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Espécies ID* Banco de dados Tar(r;z;]ho Tipo
EFAL2_ARATH/AT1G72630.1/Q94BS8 UniProtkB/JGI/Pfam 119 IRTV
o EFAL3_ARATH/AT2G06255.1/Q8S8F5 UniProtkB/JGI/Pfam 109 VRRV
Q’:}E’;ﬂ‘;"s's EF4L1_ARATH/AT2G29950.1/080877 UniProtkKB/JGI/Pfam 125 ISQV
ELF4_ARATH/AT2G40080.1/004211 JGI/Pfam 111 ISKV
EFAL4_ARATH/AT1G17455.1/Q570U6 UniProtkBJGI/Pfam 114 IRRV
Auxenochlorella 57 575cA4 AUXPRIADA0STSCAL UniProtkB 95 ILQI
protothecoides
_ I1H4N2_BRADI/ITHAN2 UniProtKB/Pfam 116 IRRV
Sirs?gzzsgg'“m I1IPW5_BRADI/ILIPW5 UniProtkB/Pfam 153 IARV
AOAOQ3EN9L_BRADI/Bradi4g13227 UniProtKB/Pfam 138 IRRV
\?;r'gﬁ'l'i";‘ E1Z6M4_CHLVA/E1Z6M4 UniProtkB/Pfam 127 IAAV
Eucgr.J00211.1/A0A059A916 JGI/Pfam 142 ISKV
Eucalyptus grandis Eucgr.J00214.1/A0A059AA17 JGI/Pfam 146 ISKV
Eucgr.J01911.1/A0A059AFCO JGI/Pfam 156 ISKV
Glyma.07G037300.2/11MJZ6 JGI/Pfam 114 IRRV
Glyma.11G229700.1/K7MPJ8 JGI/Pfam 123 ISKV
Glyma.09G067300.1/C6SWP2 JGI/Pfam 112 IRRV
Glycine max 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/ILMSC4 JGI/Pfam 114 IRRV
C6ZKH5_GOSAR/ACKS56111/C6ZKHS UniProtkBJGI/Pfam 114 IRRV
Gorai.009G092100.4 JGI 178 ISKV
Gorai.010G087000.1 JGI 114 IRRV
Gossypium Gorai.010G198100.1 JGI 121 IRRV
arboreum Gorai.011G058500.1 JGI 112 ISKV
Gorai.011G287700.1 JGI 116 IRRV
Gorai.011G287800.1 JGI 108 ISRV
Gorai.013G225600.1 JGI 105 ISKV
Jatrophacurcas 0A0B7KQQ0_JATCU UniProtKB/Pfam 134 IRRV
AOA067L8C2_JATCU UniProtKB/Pfam 114 IRRV
_ Medtr2g041310.1/13TAT7 JGI 114 IRRV
L\fjgé‘;?g& Medtr3g070490.1/1358X5 JGIPfam 114 IRRV
Medtr8g020200.1/C6ZKI2 JGI 115 IRRV
Oryza sativa Q75K38_ORYSJ/Q75K38 (Japonica) NCBI 115 IRRV
subsp. japonica
Phvul.001G242900.1/\V7D1X3 JGI 120 IRRV
phaseolus vulgaris PTVU-003G132400.1V7CB61 JGI/Pfam 130 ISKV
Phvul.008G261200.1/V/7B8KO JGI/Pfam 108 IAKV
Phvul.009G228400.1/\VTAY P2 JGI/Pfam 149 ISKV



Pinus radiata

Populus
trichocarpa

Prunus mume

Saccharum
officinarum

Solanum
tuberosum

Vitis vinifera

Zea mays

Phvul.010G130900.1/V7AS50
C6ZKI3_PINTA
Potri.001G170100.1/B9GKV5
Potri.006G143800.1/BOMSX7
Potri.008G068200.1/BO9HHP4
Potri.009G046400.1/BO9HP35
Potri.019G131700.1/B9INK1
XP_008228208
C6ZKI16_SACOF/C6ZKI6

C6ZKI5_SACOF/C6ZKI5

MO0ZL43_SOLTU/PGSC0003DMT400003078/M0ZL43
M1A8C8_SOLTU/PGSC0003DMT400016935/M1A8C8
M1AU15_SOLTU/PGSC0003DMT400030304/M1AU15
C6ZKI5_SACOF/C6ZKI7_SOLTU
M1CZA8_SOLTU/PGSC0003DMT400078042/M1CZA8
M1DJ36_SOLTU/PGSC0003DMT400089865/M1DJ36
F6HXYO_VITVI/XP_002275459/F6HXY0
B6TE20_MAIZE/B6TE20

B6TR40_MAIZE/B6TR40

B727ZS3 MAIZE/B7ZZS3

B4FX35 MAIZE/B4FX35

B6SH35 MAIZE/B6SH35

B6U7D2_MAIZE/B6U7D2

JGI/Pfam
UniProtKB/Pfam
UniProtKB/Pfam
JGI/Pfam

JGI/Pfam

JGI/Pfam

JGI/Pfam

NCBI

JGI/Pfam
UniProtKB/Pfam
UniProtKB/Pfam
JGI/Pfam
UniProtKB/JGI/Pfam
UniProtKB/JGI/Pfam
UniProtKB/Pfam
UniProtKB/JGI/Pfam
JGI/Pfam
UniProtKB/Pfam
UniProtKB/Pfam
UniProtKB/Pfam
JGI/Pfam

NCBI/Pfam/UniProtKB

UniProtkKB/Pfam

122

114
85

85

110
114
122
177
114
114
119
438
119
111
114
109
134
114
128
129
143
145

114
143

IRRV
ISRV
ISRV
ISK-

IRRV
ISKV
ITKV
IRRV
IRRV
IRRV
IRRV
ISKV
ISKV
IRRV
IRRV
ISKV
IRRV
IRRV
IRRV
IARV
ISKV

IRRV
IARV




Tabela S2. Identificacdo e banco de dados utilizado para construcdo da arvore fenética da

proteina Gigantea.
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Espécies

ID*

Banco de dados

Cenostigma pyramidale

Eucalyptus grandis
Arabidopsis thaliana
Glycine max
Gossypium arboreum
Linum usitatissimum
Medicago truncatula
Solanum lycopersicum
Phaseolus vulgaris
Prunus persica

Oryza sativa

Cp218010|c0_g1_il.p1
Cp218010|c0_g1_i2.p2
Cp218010jc0_g1 i4.p1
Cp218010|c0_g2_il.p1
Cp218010jc0_g2_i2.p1
Cp254691|c0_gl1 il.pl
Cp254691|c0_g1_i3.p1
Eucgr.F02686.1
GIGAN_ARATH
Glyma.20G170000.1
Gorai.005G077100.1
Lus10028693
Medtr1g098160.1
PGSC0003DMP400032753
Phvul.007G083500.1
Prupe.8G040600.1
Q9AWLT7|GIGAN_ORYSJ

Transcriptoma

JGI/Pfam
UniProtkB
JGI/Pfam
JGI/Pfam
JGI/Pfam
JGI/Pfam
JGI/Pfam
JGI/Pfam
JGI/Pfam
UniProtkB




124

Tabela S3. Identificacdo e banco de dados das proteinas utilizadas para construcéo das arvores

fenéticas de LHY.

Espécies

ID*

Banco de dados

Cp - Cenostigma pyramidale

At - Arabidopsis thaliana

Gm - Glycine max

Gr - Gossypium arboreum

Mt - Medicago truncatula

SI - Solanum lycopersicum

Pv - Phaseolus vulgaris

Pp - Prunus persica

Os - Oryza sativa

Bd - Brachypodium distachyon

Cp294887|c0_gl1_i2.p1
Cp294887|c0_gl1_i7.pl
Cp294887|c0_gl1_il.pl
Cp294887|c0_g1_i3.p1
AT1G01060.1
Glyma.19G260900.1.p
Gorai.008G132000.1
Medtr7g118330.1
Solyc10g005080.2.1
Phvul.009G259650.1.p
Prupe.2G200400.1.p
LOC_0s08g06110.2
Bradi3gl16515.1.p

Transcriptoma

UniProtkKB
JGI/Pfam
JGI/Pfam
JGI/Pfam
JGI/Pfam
JGI/Pfam
JGI/Pfam
UniProtkB
JGI/Pfam
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Tabela S4. Identificacdo e banco de dados das proteinas utilizadas para construcao das arvores fenéticas

das PRRs.

Identificacdo-Fenograma

Espécies

ID*Banco de dados

Banco de
dados

CpPRR216643|c0_g1 il.pl
CpPRR216643|c0_g1_i3.pl
CpPRR101947|c1 g2 il.pl
VVPRRO-like

AtAPRR3

AtAPRR9

AtPRR5

BdPRR73

BrPRR5-like

GmPRRY7

GmMPRR7-like
MtPRR3-like

MtPRR7-like

OsPRR5-like

PpPRR5-like

PpPRR5

PpPRR7

PVPRR7

SIPRR5-like
ZmPRR59-like

Cenostigma pyramidale

Vitis vinifera

Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Brachypodium distachyon
Brassica oleracea capitata
Glycine max

Glycine max

Medicago truncatula
Medicago truncatula
Oryza sativa

Prunus persica

Prunus persica

Prunus persica

phaseolus vulgaris
Solanum lycopersicum
Zea mays

TR216643|c0_gl1 _il.pl
TR216643|c0_gl1_i3.pl
TR101947|c1_g2_il.pl
F6I12Y5_VITVI

QI9LVG4 (APRR3_ARATH)
Q8L500 (APRR9_ARATH)
Q6LA42 (APRR5_ARATH)
Bradilg65910.1

Bol036197
Glyma.10G048100.1
Glyma.10G048100.2
G7JRK3 (G7JRK3_MEDTR)
Medtr1g067110.1
LOC_0s11g05930.1
Prupe.2G198500.1.p
Prupe.2G318900.1.p
Prupe.6G244200.1
Phvul.007G162500.1
Solyc03g081240.2.1
A0A096S8S6_MAIZE

Transcriptoma

UniProtkB
UniProtKB
UniProtkB
UniProtKB
JGI/Pfam
JGI/Pfam
JGI/Pfam
JGI/Pfam
UniProtkB
JGI/Pfam
JGI/Pfam
JGI/Pfam
JGI/Pfam
JGI/Pfam
JGI/Pfam
JGI/Pfam
UniProtkB




