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RESUMO

Este estudo teve como objetivo o teste de duas hipdteses, que foram: a) A Setaria
viridis (L.) P. Beauv. (acesso A10.1) € intolerante a estresse salino, e consequentemente pode
ser utilizada como planta modelo para validacdo de genes candidatos a conferir tolerancia a
salinidade; e b) O perfil de expresséo de genes de dendé (Elaeis guineensis Jacg.) responsivos
a estresse de salinidade, observado mediante andlise in silico de expressao diferencial, é igual
ao observado in vivo. Para testar a primeira hipétese, foi realizada uma caracterizagdo da
resposta morfofisiologica de S. viridis (A10.1) a diferentes concentracdes de NaCl tanto na
germinacdo das sementes e desenvolvimento inicial, quanto na fase vegetativa. Os resultados
alcancados permitem confirmar a primeira hipdtese; no entanto, além de se observar que a
germinacdo das sementes foi pouco afetada pela salinidade no substrato, enquanto o
desenvolvimento inicial das mudas foi altamente prejudicado; também foi observado que na
fase vegetativa a intolerancia ao sal era mais evidente quando a condutividade elétrica é
superior a aproximadamente 15 dSm™ (NaCl > 0,4 g / 100 g de substrato). Para testar a
segunda hipdtese, foi realizada a prospec¢do e anotacdo de genes responsivos a estresse de
salinidade em dendg, e caracterizacdo do perfil de expressdo génica deste mediante emprego
de gPCR. Dados de RNA-seq, que fazem parte do Banco de Dados “Sal da Terra” da
Embrapa Agroenergia, e que foram obtidos a partir de amostras de folhas de plantas com zero,
cinco e doze dias de estresse salino, foram submetidos a andlise utilizando o mdédulo de
transcritoma da plataforma OmicsBox. Para a selecdo de genes responsivos ao estresse salino,
foram aplicados os seguintes critérios: FDR < 0.01 e logFC > 5. Um total de 33 genes foi
selecionado quando comparando plantas no dia zero e no dia cinco de estresse, e 10 genes
quando comparando plantas no dia zero e no dia doze de estresse. Seis genes eram comuns a
ambos 0s grupos, e por isso foram selecionados para anotacdo estrutural e funcional. Destes,
trés genes foram selecionados para caracterizacdo do perfil de expressdo in vivo, sendo que

em nenhum deles foi observada coincidéncia nos perfis de expressao in silico e in vivo.

Palavras-chave: Estresse Abidtico. Palma de 6leo. Salinidade. Fenémica. Transcritbmica.



ABSTRACT

This study aimed to test two hypotheses, which were: a) Setaria viridis (L.) P. Beauv.
(accession A10.1) is not tolerant to salt stress, and therefore can be used as a model plant for
validation of candidate genes to confer tolerance to salinity, and b) the expression profile of
salinity stress-responsive genes from oil palm (Elaeis guineensis Jacq.), observed by in silico
differential expression analysis, is the same as that observed in vivo. To test the first
hypothesis, we performed the characterization of the morphophysiological response of S.
viridis (A10.1) to different concentrations of NaCl in seed germination and initial
development, as well as in the vegetative phase. The results achieved allow confirming the
first hypothesis; however, besides seen that the seed germination was little affected by the
salinity in the substrate, while the initial seedling development was highly impaired; it was
also observed that in the vegetative phase the intolerance to salt was more evident when the
electrical conductivity is greater than approximately 15 dSm™ (NaCl > 0.4 g / 100 g
substrate). To test the second hypothesis, we prospected and annotated genes responsive to
salinity stress in the oil palm genome and then characterized its expression profile through
gPCR analysis. RNA-seq data, which are part of Embrapa Agroenergy's “Salt of the Earth”
Database, and which were obtained from leaf samples of plants with zero, five and twelve
days of salt stress, were submitted to analysis using the OmicsBox platform transcript
module. For the selection of saline stress-responsive genes, the following criteria were
applied: FDR <0.01 and logFC > 5. A total of 33 genes were selected when comparing plants
at zero and five days of stress and 10 genes when comparing plants at zero and 12 days of
stress. Six genes were common to both groups and were therefore selected for structural and
functional annotation. From these, three genes were selected for characterization of the
expression profile in vivo; none of them had coincidence in silico and in vivo expression

profiles.

Keywords: Abiotic Stress. Oil palm. Salinity. Phenomics. Transcriptomics.
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CAPITULO 1
1 INTRODUCAO GERAL

A salinidade é um dos mais importantes estresses abidticos que afetam negativamente
a agricultura. O nivel de dano depende da espécie vegetal, do solo e da qualidade da agua
utilizada para irrigagdo (QADIR et al., 2014). A quantidade elevada de sal no solo afeta a
capacidade das plantas de absorverem agua e impacta negativamente a taxa de crescimento da
maioria das culturas (DEINLEIN et al., 2014).

Por definicdo, a salinidade ¢ referida como a concentracdo de sais inorganicos que se
encontram dissolvidos na solu¢do do solo e/ou na dgua (HU, Y; SCHMIDHALTER, 2004).
Os sais inorganicos dissolvidos sdo constituidos por cations e anions. Os principais exemplos
de cations encontrados na solugdo do solo sdo: sodio (Na*), célcio (Ca?*), magnésio (Mg?") e
potassio (K*); e os principais anions sdo: cloro (CI), sulfato (SO4%), bicarbonato (HCO3),
carbonato (COs?), e nitrato (NO3"). Em solos e agua altamente salinos, sdo encontrados outros
elementos como o boro (B), o estroncio (Sr?*), o molibdénio (Mo), o didxido de silicio (SiO>),
0 bario (Ba%*) e o aluminio (APF*) (HU, Y; SCHMIDHALTER, 2004).

A desestruturacdo do solo induzida pelo sal € comum em regides aridas e semiaridas,
onde a precipitacdo é baixa demais para a percolacdo da agua da chuva atraves do solo e a
irrigacdo é praticada em sistemas de drenagem natural ou artificial (QADIR et al., 2014). O
processo de salinizacdo dos solos pode ocorrer de duas maneiras, uma delas por causas
naturais (salinidade priméaria) ou devido a acBes antrdpicas (salinidade secundaria). A
salinidade primaria acontece em resposta ao intemperismo e deposito de sais oceanicos; a
salinidade secundaria esta relacionada ao desmatamento e irrigacdo (PARIHAR et al., 2015).
A salinidade secundaria ocorre com frequéncia nas regides aridas e semiaridas (PITMAN;
LAUCHLI, 2002). Globalmente, estima-se que dos 230 milhdes de hectares de solos
irrigados, 19,5% sdo afetados pela salinidade (FAO, 2019).

Evolutivamente as plantas distinguem-se em dois grupos quanto a tolerdncia a
salinidade: as halofitas e as glicofitas (DIAS, 2010). As halofitas sdo descritas como plantas
que apresentam a capacidade de crescer e completar seu ciclo de vida em ambientes com alta
salinidade, enquanto as glicofitas ndo apresentam essa capacidade (DIAS, 2010). A maioria
das espécies vegetais € descrita como glicofitas, mas € nas hal6fitas que se encontra uma fonte
promissora de genes para tolerancia a salinidade (GREENWAY; MUNNS, 1980; SLAMA et
al., 2015).
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Estudos morfofisioldgicos de caracterizacdo da resposta de plantas diante do estresse
salino, com um robusto protocolo de salinizacdo, sdo eficientes para compreender a resposta
que determinado vegetal apresenta a salinidade. Avaliar as respostas morfofisioldgicas de
plantas a estresses abidticos, como a salinidade, pode contribuir para a compreensdo dos
mecanismos de tolerancia e/ou suscetibilidade que uma determinada espécie apresenta. Neste
contexto, a fenbmica surge como uma area emergente da ciéncia, imprescindivel para a
caracterizacdo de fenOtipos podendo ser inter-relacionada com outras areas como, por
exemplo, a metabolomica e a transcritdomica (RAHMAN et al., 2015), fornecendo insights dos
mecanismos envolvidos na resposta da planta a salinidade.

As técnicas modernas de fenotipagem, agrupadas sob o conceito de fendmica, sdo
poderosas ferramentas em estudos visando avaliar o grau de suscetibilidade de uma espécie
vegetal a um ou mais estresses, sejam eles abidticos ou bidticos, ou a combinagdo destes, o
que pode contribuir para estratégias mais eficazes de prospeccdo e validacdo de genes e
promotores responsivos ao estresse salino (SANTOS, 2017). Buscam-se avaliagdes rapidas,
que possam ser aplicadas em larga escala, com métodos ndo destrutivos, realizados muitas
vezes no campo, baseados em imagens geradas por técnicas espectroscopicas em diferentes
regides do espectro eletromagnético (WALTER; LIEBISCH; HUND, 2015).

A Setaria viridis (L.) P. Beauv. tem sido proposta como planta modelo para estudo de
gendmica funcional que visa prospectar e validar genes/alelos para uso em plantas C4, tais
como milho, cana-de-acUcar e sorgo. Esta espécie vegetal apresenta aspectos bioldgicos
favoraveis ao seu uso como planta modelo, cabendo citar o seu ciclo de vida curto, um
genoma pequeno e ja sequenciado e anotado, um sistema de cultura de tecidos e
transformacdo genética ja validado, propagacdo por sementes, entre outros. A S. viridis
pertence & ordem Cyperales, ao género Setaria e a familia poaceae (Gramineas). E uma
planta diploide (2n = 2x = 18), com um genoma relativamente pequeno, chegando a
aproximadamente 510 Mb (BRUTNELL et al., 2010).

Os objetivos desse trabalho foram: a) determinar se o acesso A10.1 de S. viridis é
intolerante ao estresse de salinidade, podendo assim ser usado como planta modelo para
validacdo de genes e promotores responsivos ao estresse salino; b) determinar se o perfil de
expressao in vivo de um gene de dendé responsivo a salinidade (obtido mediante emprego da
técnica de PCR quantitativo) é similar ao perfil de expressdo observado in silico (obtido

mediante emprego da técnica de RNA-Seq).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Asalinizagédo dos solos como fator limitante na superagéo do maior desafio da
agricultura mundial no século 21

O maior desafio da agricultura mundial nesta primeira metade do século 21 é
promover um aumento de 70% na producdo de alimentos, tendo como base os dias atuais,
para atender a demanda de uma populacdo mundial que deve chegar a nove bilhdes de pessoas
em 2050 (FAO, 2019). Este desafio precisa ser enfrentado em um novo contexto, até entéo
ndo confrontado pela agricultura, que é o de mudancas climaticas. Tais mudancas referem-se
a variagdo do clima em escala global ou em escala regional ao longo do tempo (NASA, 2017).

E provavel que eventos climaticos extremos se tornem mais graves e mais frequentes,
aumentando ainda mais as limitacbes para a producdo de biomassa devido a estresses
abioticos e bidticos. A adaptacdo a essas mudancas necessariamente terd que passar pelo
desenvolvimento de um setor agricola mais resiliente a essas novas condi¢fes, o chamado
"sistema alimentar climatico inteligente” (WHEELER; VON BRAUN, 2013). Um dos
estresses abioticos que mais ameaca esse equilibrio é a salinidade. Segundo a FAO (2015),
ndo existem estatisticas recentes precisas sobre a extensdo global desse problema, embora
existam dados que mostram a ocorréncia de solos salinizados em mais de 100 paises.

A salinidade dos solos é um dos estresses abioticos mais limitantes no
desenvolvimento das culturas irrigadas, considerando-se que cerca de 20% de area cultivada é
afetada pelo sal (GUPTA; HUANG, 2014). Dos atuais 230 milhdes de hectares de terra
irrigada45 milhdes encontram-se afetados pelo sal (FAO, 2015). Ribeiro et al. (2009) afirmam
ainda que esse problema é um assunto discutido em varios paises, principalmente nos que
apresentam regides aridas e semiaridas. Quanto ao Brasil, 0s solos salinos e sddicos séo
aqueles que ocorrem na regido do Pantanal mato-grossense e com predominio na regido
semiarida do Nordeste (RIBEIRO; FREIRE; MONTENEGRO, 2003). A definicdo de
salinidade, sodicidade e alcalinidade, bem como a descricdo de seus efeitos sobre os tecidos
vegetais estdo no Quadro 1, a seguir (MUNNS, 2005).
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Quadro 1 - Definicdo de salinidade, sodicidade e alcanidade, segundo o Laboratério de
Salinidade da USDA (adaptado de MUNNS, 2005)

Termo Definicéo Descrigéo Efeitos no Comentarios
crescimento da
planta
Salinidade Solos salinos tém Esta definicdo de Componentes CEeéa
uma alta salinidade deriva osmoticos e condutividade
concentragdo de sais | da CEe que salinos elétrica de estratos,
soltveis. Eles sdo forneceré a reducéo | especificos e reflete a
classificados como | da maioria da inibem o concentracdo de sal
salinos quando o colheita. crescimento de | em solos saturados.
CEe, ¢ >4 dSm™, Entretanto, muitas | raiz e broto. A condutividade de
colheitas sdo 4dSm™ é
afetadas por um equivalente a 40
CEe <4 dSm™. mM de NaCl.
Sodicidade Solos sédicos tém Esta definigdo de A estrutura de Altos ESP separam
uma baixa sodicidade deriva solos pobres particulas de argila.
concentracao de sais | do ESP que causa | inibe o O solo oligotréfico
sollveis, mas uma degradacéo da crescimento de | drenado, quando
alta porcentagem de | estrutura de solos raizes. molhado, torna-se
Na+ permutavel argilosos, causados alagado. Este
(ESP). Eles séo pelo deslocamento também se torna
classificados como | de Na+ e cétions endurecido quando
sodicos quando o divalentes ligados seco.
ESP ¢ >15. por cargas
negativas em
particulas de argila.
Alcanidade Solos alcalinos sdo | O alto pH é Alto pH afeta a

um tipo de solo
sddico com alto pH.
Eles sdo definidos
como tendo um ESP
> 15 com pH de
8,5-10.

causado pelo sal de
carbonato em
material de origem.

disponibilidade
de nutrientes.

Fonte: Adaptado de Munns (2005).

O problema do excesso de sal no solo enfrentado pela agricultura provém da crescente

escassez de recursos hidricos de boa qualidade, levando produtores a utilizar agua salobra

para irrigacdo das culturas (DIAS, 2010). Partindo deste pressuposto, a salinizacdo primaria

ou natural do solo é o processo de acumulo de sais (s6dio, potassio, magnésio, célcio, cloreto,

sulfato, carbonato e bicarbonato) resultante do alto teor de sal nas matérias-primas,

proveniente de inundacgdes, drenagem natural deficiente; a secundaria ou induzida pelo

homem ¢é resultante de préaticas inapropriadas de antropizacdo dos solos (adubacao,

fertilizantes inorganicos, irrigacdo com agua salina, lamina insuficiente de agua de irrigacdo
e/ou drenagem insuficiente) (FAO, 2015).

Para avaliar a salinidade, geralmente s&o empregadas medidas de condutividade

elétrica (CE), total de solidos dissolvidos (TSD), potencial osmoético (Wr) e condutividade
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elétrica do extrato de saturacdo da solucdo (CEe). Com base nas propriedades quimicas do
solo como: CEe, porcentagem de sodio trocavel (PST) e pH da pasta saturada do solo (pHs),
um solo salino é definido quando CEe>4 dSm?, PST<15% e pH<85 (HU, Y;
SCHMIDHALTER, 2004).

Solos afetados pelo sal incluem tanto aqueles onde a condutividade elétrica do solo
excede 4 dSm™ a 25°C, como aqueles onde a porcentagem de sddio trocavel excede 6 dSm™ -
solos sodificados (PEDROTTI, 2015). A salinidade é a situacdo de excesso de sais sollveis
nas camadas superficiais do solo, afetando, de alguma maneira, o desenvolvimento vegetal
(RIBEIRO et al, 2009). Uma condutividade elétrica de 4 dSm? corresponde a
aproximadamente 40 mM de NaCl, gerando uma pressdao osmdtica de aproximadamente 0,2
MPa, o que por consequéncia promove diversos problemas fisiolégicos em plantas sensiveis
(MUNNS; TESTER, 2008).

2.2 Os efeitos da salinidade na planta

Os sais exercem efeitos de forma direta ou indireta, lenta ou abrupta, total ou parcial
sobre o desenvolvimento e producdo das espécies vegetais (SERTAO, 2005). Nos solos
agricultaveis, tais efeitos estdo relacionados as respostas das plantas, tanto na fisiologia
qguanto no metabolismo, sendo o efeito prejudicial observado em todos os niveis de
desenvolvimento da planta, provocando a reducdo ou perda de produtividade. O estresse
salino afeta todos os principais processos do vegetal, tais como germinacdo, crescimento,
pigmentos fotossintéticos e fotossintese, absorcdo de agua, desequilibrio de nutrientes,
estresse oxidativo e, por consequéncia, o rendimento (PARIHAR et al., 2015).

As diversas mudancas relacionadas ao crescimento e desenvolvimento das plantas
dependem da quantidade de sal e do tempo de exposi¢cdo (GUPTA; HUANG, 2014), o que
pode reduzir diversos aspectos da producdo. A inibi¢do do crescimento e da producdo vegetal
se deve a reducdo no potencial osmético da solucdo do solo, provocado pelo excesso de sais
e/ou pelo efeito tdxico dos mesmos (SILVA et al., 2000).

Na fase inicial do estresse, a absorcdo de agua pela raiz diminui e a perda de agua pela
folha aumenta, como resultado do estresse osmotico (MUNNS, 2005). O estresse osmatico
causa mudancas fisiologicas como desequilibrios de nutrientes, diminuicdo da capacidade de
desintoxicar espécies reativas de oxigénio (ROS), diminui¢do das atividades fotossintéticas e
abertura estomatica (MUNNS; TESTER, 2008). O estresse salino na fase inicial também

desencadeia um estresse i6nico, e tal efeito é um dos mais prejudiciais, pois gera um acumulo
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de fons Na* e CI" nos tecidos de plantas expostas em solos com altas concentracdes de NaCl
(JAMES et al., 2011). Além disso, apés o acumulo de Na*, ocorre diminui¢do da condutancia
estomaética e, por consequéncia, da taxa de fotossintese (MUNNS; TESTER, 2008).

2.3 Tolerancia a Salinidade — Mecanismos de Tolerancia

No que diz respeito a resposta das plantas ao estresse salino, estas séo classificadas em
dois grandes grupos, glicofitas e haldfitas. A grande maioria das espécies vegetais cultivadas
sdo glicofitas, com algumas poucas excecles. As glicofitas, que correspondem a 99% da flora
do planeta, ndo séo capazes de se desenvolver e completar seu ciclo de vida em ambientes
com elevadas concentracfes salinas (WILLADINO; CAMARA, 2010). As plantas halofitas
sobrevivem e se reproduzem em ambientes onde a concentragédo de sal é de cerca de 200 mM
de NaCl ou mais, e constituem cerca de 1% da flora do planeta, sendo que o efeito da
salinidade sobre o crescimento varia entre as mesmas (SCHOSSLER et al., 2012). Tais
plantas possuem a capacidade de crescer em substratos cujo potencial hidrico oscila entre -1,0
e -2,5 MPa e, em condi¢fes extremas, a -5,0 MPa (WILLADINO; CAMARA, 2004).

As plantas ditas tolerantes a salinidade apresentam um ou mais mecanismos de
tolerancia. Essas caracteristicas sdo multigénicas, portanto, as vias bioquimicas que levam a
produtos ou processos que melhoram a tolerancia ao sal provavelmente agem de forma
sinérgica (PARIDA, 2005). As glicdfitas sdo caracterizadas por ndo suportarem o déficit
hidrico ocasionado pela reducéo do potencial osmotico e as altas taxas de ions no citoplasma.
Em contrapartida, as plantas consideradas tolerantes, denominadas halofitas, sdo capazes de
armazenar grandes quantidades de ions no citoplasma, diminuindo o efeito téxico dos
mesmos e permitindo um gradiente osmotico mais favoravel para que a absorcdo de agua
pelas raizes seja mais efetiva (GUPTA; HUANG, 2014).

As diversas espécies e cultivares de plantas respondem diferentemente aos efeitos
negativos da salinidade, havendo para cada uma delas um limite toleravel de salinidade que
ndo causa reducdo na produtividade potencial (DIAS, 2010). A tolerancia e sensibilidade a
salinidade dependem, sobretudo, do tipo de sal, do método e da frequéncia de irrigacdo e das
condicdes climéaticas (RHOADES; KANDIAH; MASHALLI, 2000). Os critérios para avaliar a
tolerancia das culturas a salinidade podem ser englobados de acordo com um dos trés critérios
seguintes: 1) capacidade da planta de sobreviver em solo salino; 2) rendimento da planta em

meio salino e 3) producdo relativa (RHICHARDS, 1954). Desse modo, as espécies vegetais
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podem ser classificadas como glicéfitas sensiveis e moderadamente sensiveis, haléfitas
moderadamente tolerantes e tolerantes.

Os diferentes niveis de tolerdncia além de estarem relacionados a caracteristicas
multigénicas, também estdo relacionados a genes Unicos responsaveis pela caracteristica de
interesse, ligados a mecanismos bioquimicos e moleculares que conferem a tolerdncia ao
estresse salino, os quais estariam ausentes em plantas sensiveis (PARIHAR et al., 2015).
Geralmente incluem a capacidade de minimizar o acimulo liquido de sddio e / ou ions cloreto
e para selecionar potéssio de um fundo de alta concentracdo de sodio (FLOWERS, 2004).

Resultados recentes sobre fluxos de ions mostram que a manutencao da homeostase de
K* é essencial para as atividades enzimaticas, homeostase idnica e homeostase do pH
(SHABALA; POTTOSIN, 2014). Fernandes et al. (2010) afirmaram que varias hal6fitas
apresentam mecanismos de exclusdo de Na® e CI" em estruturas morfologicas como, por
exemplo, glandulas secretoras ou pelos vesiculares. Muitas vezes a exclusdo de sal ocorre
através das folhas por meio dessas glandulas para manter o nivel interno de sal baixo. A
exclusdo pode ocorrer também através das raizes para regular o teor de sal de suas folhas ou
ainda promover a abscisdo de folhas velhas que acumulam consideraveis quantidades de sal
(WILLADINO; CAMARA, 2014).

Para plantas expostas a diferentes concentracdes de sal, 0s mecanismos de resposta ao
estresse salino variam desde regulacdo antioxidante, regulacdo hormonal, acimulo de solutos
compativeis, protecdo osmotica, entre outros (GUPTA; HUANG, 2014). Existem ainda os
mecanismos de escape, 0s quais envolvem reduzida atividade metabdlica, levando a um
estado de dorméncia, que evitam a exposicdo ao estresse. J& 0s mecanismos de tolerancia, por
sua vez, envolvem alta atividade metabdlica sob pouco ou quase nenhum estresse, e baixa sob
estresse severo. (WILLADINO; CAMARA, 2005). A Figura 1, a seguir, refere-se a uma
representacdo esquematica de algumas respostas das plantas perante as altas concentracdes

salinas.
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Figura 1 - Representacdo esquematica dos estresses sob condigdes altamente salinas e as
respostas correspondentes das plantas para sobrevivéncia a tais condigdes
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Fonte: adaptado de Sharma et al. (2016)

Acerca do supracitado pode-se afirmar que a produtividade agricola aumentara se a
reducdo no rendimento causada pelo estresse abidtico for minimizada (MICKELBART,
HASEGAWA,; SERRES, 2015). Iniciativas que visem ao melhoramento genético para
tolerancia a estresses abioticos viabilizam o cultivo de espécies em areas originalmente
consideradas inapropriadas. (SANTOS, 2017).

2.4 Uso de genes de tolerancia a salinidade

O estresse salino tem sido estudado em diferentes espécies vegetais (ZHOU et al.,
2015) e (LI et al., 2014). Atualmente, sabe-se que fatores de transcricdo tém importantes
papéis na regulacdo de diversos genes. Nesse sentido, Udawat et al. (2016) afirmaram que
estresses abidticos possuem caracteristicas multigénicas por natureza e as respostas celulares

sdo frequentemente interligadas. Ressaltam, ainda, que respostas celulares e moleculares ao
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estresse incluem acUimulo de proteinas, regulacdo de genes responsivos ao estresse por
antioxidantes, fatores de transcri¢do, solutos compativeis, abertura e fechamento de canais
idnicos, fitohormonios, entre outros.

A proteina universal do estresse (USP) tem um papel vital na tolerdncia ao estresse
abidtico em vaérias espécies vegetais (UDAWAT et al., 2016). Estudos realizados em tabaco
pelos mesmos autores corroboram que a superexpressdéo do gene SbUSP aumenta o
crescimento da planta, alivia o acimulo de ROS, mantém a homeostase de ions e melhora o
estado fisiol6gico da planta sob estresses osmoticos. Os fatores de transcricdo NAC tém
papéis cruciais na regulacdo de respostas ao estresse em diversas espécies de plantas. No
estudo de Hong et al. (2016), plantas de arroz transgénicas com superexpressdo do gene
ONACO022 cultivadas em substrato mostraram uma maior tolerancia a seca, levando as taxas
de sobrevivéncia mais altas e maior crescimento em relacdo as plantas selvagens. Quando
cultivadas hidroponicamente em solu¢es Hoagland suplementadas com 150mM de NaCl, as
plantas transgénicas também mostraram uma maior tolerancia ao sal, acumulando menos Na+
nas raizes e brotos quando comparadas as plantas selvagens.

Zhou et al. (2015) constataram que fatores de transcricdo WRKY estdo envolvidos na
resposta da planta ao estresse de alta salinidade. Desse modo, em seu estudo com algodao
(Gossypium hirsutum), comprovaram que a superexpressdo do GhWRKY34 em Arabidopsis
aumenta a tolerancia ao sal das plantas transformadas. Varios parametros como germinacao
de semente, comprimento da raiz e conteudo de clorofila nas linhas transgénicas GhWRKY 34
foram significativamente mais altos, apresentando uma taxa baixa de Na+/K+ nas folhas e
raizes. Tendo estas questbes em vista, 0s autores afirmam o GhWRKY34 como regulador
positivo de transcricdo que pode ajudar na manutencdo da homeostase de Na+/K+,
promovendo respostas positivas perante o estresse salino.

Estudos recentes como os de Khan et al. (2010) e Khan et al. (2015) apontam que a
importancia do acido salicilico (SA) tem sido cada vez mais reconhecida na melhoria da
tolerancia ao estresse abidtico das plantas via controle mediado por SA dos principais
processos metabdlicos de plantas. Os autores afirmam que o SA esta envolvido na inducéo da
tolerancia a salinidade aumentando a biomassa de Torreya grandis (espécie de conifera), isso
devido aos altos indices de teor de clorofila e atividades de enzimas antioxidantes que
eventualmente ativam o processo fotossintético aliviando o estresse oxidativo (LI et al.,
2014). A inducdo de AS reduziu algumas lesbes causadas pelo estresse salino em Solanum
lycopersicum (tomate) causando alteracdes na expressdo padrdo de membros da familia do
gene GST, como SIGSTT2, SIGSTT3, SIGSTF4 (CSISZAR et al., 2014). Estudos com SA de
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origem exogena (0,5 mM) apresentaram resultados satisfatorios em relagéo a toleréncia ao sal
em Triticum aestivum (trigo), devido ao aumento do nivel de transcricdo de genes
antioxidantes: GPX1, GPX2, DHAR, GR, GST1, GST2, MDHAR e GS, e um aumento da
atividade das enzimas GSH da via do ascorbato (AsA) (LI et al., 2014).

A glicina betaina é um dos solutos que se acumulam nos cloroplastos de certas plantas
halotolerantes quando estas sdo expostas a estresse salino (HAYASHI et al. 1997). Em
resultados do estudo realizado por Hayashi et al. (1997), o qual teve como objetivo
transformar Arabidopsis thaliana com o gene CodA que codifica a colina oxidase, a enzima
que converte a colina em glicina betaina, foi possivel observar que a planta acumulou a
glicina betaina, e isso resultou em um aumento na tolerdncia ao estresse salino e ao frio
(SANTOS, 2017).

Sharma et al. (2016) afirmam que, em altos niveis de sal, 0 mecanismo de excluséo de
sodio sozinho ndo é capaz de manter baixos niveis de Na* intracelular e, portanto, os ions
comecam a se acumular nos tecidos vegetais. Em ambientes com alta salinidade, um aumento
do nivel de sodio intracelular também induz a sinalizagio de Ca?* levando a ativacio do
efluxo ativo de Na* das células vegetais via SOS1 / SOS2 / SOS3 (Figura 2), além do
transporte a longa distancia de Na* da raiz ao topo.

Os mesmos autores explicam o resultado positivo da seguinte maneira: o Na*
extracelular pode ser percebido por um receptor de membrana, enquanto o Na* intracelular
pode ser percebido por proteinas de membrana ou por qualquer uma das varias enzimas
sensiveis a Na" que se encontram no citoplasma. Apesar da identidade molecular dos
“sensores” de sodio ainda permanecerem desconhecidos, o antiportador de Na*/H* ‘Salt
Overly Sensitive 1’ (SOS1) ¢ um possivel candidato. O antiportador gera um mecanismo
baseado em perceber o estresse salino e essa percepcdo envolve um aumento do Ca*
citosilico, interacdes proteicas e fosforilacdo reversivel com SOS1, agindo em conjunto com
duas outras proteinas chamadas SOS2 e SOS3. Além disso, proteinas SOS4 e SOS5 também
foram caracterizadas e ajudam na manutencao da integridade e arquitetura da parede celular
sob estresse salino (MAHAJAN; PANDEY; TUTEJA, 2008).
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Figura 2 - Modelo das vias SOS em resposta ao estresse salino
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Fonte: adaptado de Gupta; Huang (2014)
2.5 Prospeccédo e Validagédo de Promotores / Genes Responsivos a Estresse Salino

Com o sequenciamento do genoma humano surgiu a “era pds gendmica”. Neste
contexto, outras técnicas foram avancando, como a transcriptbmica, a protedbmica e a
metaboldmica, objetivando o isolamento e caracterizacdo do RNA, das proteinas e dos
metabolitos, respectivamente. As ferramentas de bioinforméatica foram desenvolvidas
concomitantemente. O termo “Omica” refere-se a analise global dos sistemas bioldgicos
(VARGAS, 2014).

A bioinformatica é a utilizacdo de métodos computacionais, matematicos e estatisticos
para analisar dados bioldgicos, bioquimicos e biofisicos. Pode ser definida como uma ciéncia
e tecnologia de aprendizagem, gestdo e processamento de informacdo biologica. A
bioinformatica é muitas vezes focada na obtencdo e orientacdo de dados bioldgicos, na
organizacdo destas informacdes em bases de dados, no desenvolvimento de métodos para
obtencdo de informacdes Uteis e, a partir de tais bases de dados, na elaboracdo de métodos
para a integracdo de informacdes relacionadas a partir de diferentes fontes (PIMENTEL et al.,
2016).

Partindo do melhoramento genético classico, os fenotipos desejaveis eram estudados
na tentativa de se descobrir 0s genes responsaveis pelas caracteristicas de interesse. Este
processo de genética direta é possivel gracas ao desenvolvimento de técnicas que possibilitam
0 sequenciamento do genoma, ou parte dele. A alta precisdo e reducdo dos custos facilitou e
alavancou os estudos de gendmica por todo o mundo (SANTQOS, 2017). Com os avancos de

outras técnicas e a facilidade de acesso as informacGes disponiveis em banco de dados, é
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possivel que se faga o contrario: a escolha de um gene de interesse, sua inser¢do na planta e
posterior analise fenotipica, a chamada genética reversa (CARNEIRO et al., 2000).

Desse modo, a genética reversa € uma estratégia para determinar a fungdo de um gene
em particular, estudando os fenétipos de individuos com alteracdes no gene de interesse
(SESSIONS et al., 2002). Os mesmos autores completam que sequéncias homélogas podem
ser Uteis para prever a funcdo e caracterizacdo do gene, porém, existem muitos genes sem
homologia com genes com caracteristicas funcionais. Além disso, apesar da homologia de
sequéncia poder revelar as fungbes gerais, a funcdo precisa de um gene especifico que ndo
pode necessariamente ser determinado apenas com homologia de sequéncia isolada. A
resposta de tolerancia a seca e outros estresses abioticos € carregada por varios genes, fatores
de transcrigdo, hormonios, proteinas, cofatores, ions e metabolitos (BUDAK et al., 2015). Em
anos recentes, varios marcadores moleculares, incluindo polimorfismos de nucleotideo Unico
(SNPs) e loci de caracteristica quantitativa (QTL), associados com genes para sinalizacéo de
seca e outros estresses, foram referidos. Estratégias gendmicas que podem identificar e
transferir genes especificos com facilidade, explorar parentes selvagens de plantagdes, agora
requerem menos tempo e trabalho para desenvolver cultivares de grande valor (BUDAK,
2015).

A descoberta de marcadores de DNA para caracteristicas relacionadas a estresses tem
ajudado a selecionar os tracos e parentescos com facilidade e confiabilidade em um tempo
consideravelmente menor. Portanto, marcadores, especialmente os SNPs, apresentam alta
capacidade na identificacdo de genes ligados a seca e outros estresses (BUDAK, 2015). Além
de toda essa gama de utilizacdes apresentadas, 0 uso de genética reversa para a validacao de
genes candidatos a tolerancia a estresses abidticos e bioticos necessita de plantas modelo que,
além das caracteristicas inerentes a este tipo de planta, apresentem também intolerancia aos
estresses alvo. (SANTQOS, 2017).

A identificacdo e caracterizacdo de genes de resposta e/ou resisténcia ao estresse
salino em plantas tém sido alvo de diversas pesquisas em todo o mundo. Nos Gltimos anos,
tém se destacado as analises comparativas de genomas; o uso de bibliotecas de subtracdo e a
analise da expressao de conjuntos génicos, em larga escala (FERREIRA, 2008).

A identificacdo correta de genes diferencialmente expressos entre condigdes
especificas é essencial na compreensdo de variacBes fenotipicas (COSTA-SILVA;
DOMINGUES; LOPES, 2017). O RNA-Seq é a abordagem mais abrangente e baseada em
sequenciamento de alto rendimento para a analise qualitativa e quantitativa de transcritomas

inteiros de organismos modelo e ndo modelo. O cDNA fragmentado é sequenciado, as
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sequéncias resultantes (“leituras™) sdo mapeadas e comparadas com genomas ou transcritomas
conhecidos. Para organismos ndo modelo, as leituras sdo montadas e anotadas, por exemplo,
em bancos de dados de proteinas ou outros transcritomas. A quantificacdo dos RNAs ou
contigs € alcancada contando os fragmentos correspondentes ap6s anotacdo em um genoma
ou transcritoma conhecido ou apdés montagem de novo e anotagdo no banco de dados de
proteinas Swissprot / TREMBL. Como as transcricbes completas podem ser analisadas, a
técnica detecta variantes de emenda, SNPs e indels, locais de inicio da transcricdo e
poliadenilagdo alternativa (GENXPRO, 2019).

O trabalho de Torres (2017) teve como o0 objetivo obter uma visdo global dos
transcritos ativos em C. arabica usando a técnica de RNA-Seq e analisar genes especificos
altamente expressos em folhas com potencial de caracteristicas exploratorias para
melhoramento e compreensdo da biologia evolutiva do café. A identificacdo e caracterizacao
desses genes possibilitam a realizacdo de novos estudos, como a analise da expressao
diferencial entre plantas cultivadas em campo e em casa de vegetacdo, ou a prospeccdo da
variabilidade natural utilizando diferentes materiais genéticos, que possibilitam a
identificacdo e validacdo de polimorfismos e de alelos especificos para o desenvolvimento de
marcadores moleculares associados a toleréncia a varios estresses abioticos, inclusive ao
estresse salino.

0 estudo de Reichel (2016) objetivou analisar a expressdo dos genes da subfamilia
DREB em resposta a seca em plantas de Coffea canephora Conilon. Os conhecimentos
podem fornecer subsidios para a compreensao do determinismo genético da tolerancia a seca
em C. canephora, cujo objetivo final é aumentar a sua producéo, qualidade e sustentabilidade
através de programas de melhoramento genético em cafeeiro.

A PCR em tempo real foi descrita pela primeira vez no inicio da década de 1990 por
Higuchi e seus colaboradores, que desenvolveram um sistema ao qual uma camera de video
foi acoplada, de modo a monitorar a PCR durante todos os ciclos. Este mecanismo permitiu-
Ihes observar o0 aumento da fluorescéncia, durante a reacao, em virtude da ligacdo do brometo
de etidio as moléculas de DNA de dupla fita recém-sintetizadas (HIGUCHI et al., 1993).

O monitoramento da PCR, em tempo real, revolucionou o processo de quantificacdo
de fragmentos de DNA e RNA. A entdo denominada PCR em tempo real permite a
quantificacdo desses acidos nucleicos de maneira precisa e com maior reprodutibilidade, uma
vez que determina valores de quantificacdo durante a fase exponencial da reacdo. O acimulo

de produtos da PCR é detectado e monitorado diretamente pela leitura do aumento da
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fluorescéncia do fluéforo utilizado, enquanto na PCR tradicional os produtos precisam ser
posteriormente analisados por eletroforese (VARGAS, 2014).

O principal fundamento na utilizagdo desse método é o chamado limiar do ciclo, ou
threshold cycle (Ct). O Ct é definido como o ciclo da reacdo de PCR no qual o sinal
fluorescente do corante sinalizador atravessa uma linha arbitraria denominada limiar. Para
apresentar os dados na forma de Ct, deve-se certificar que o limiar esta delimitado na fase
exponencial de amplificacdo, acima do ruido de fundo e abaixo da fase de platé da reacdo de
PCR. O valor numérico do Ct é inversamente proporcional a quantidade inicial do transcrito
de interesse na reacdo, ou seja, quanto menor o valor de Ct, maior a quantidade inicial do
transcrito na amostra (SCHMITTGEN; LIVAK, 2008).

A PCR em tempo real possui componentes essenciais para seu funcionamento, entre
eles um termociclador com sistema Gtico para a excitagdo da fluorescéncia e um computador
com um software para aquisi¢cdo de dados e analise final da reacdo, (AMBION, 2019). Duas
maneiras distintas sdo aplicaveis, para que se possa realizar a analise de resultados obtidos em
experimentos utilizando a PCR em tempo real, a quantificacdo absoluta e a relativa. A
quantificacdo absoluta representa a quantidade de copias do transcrito de interesse, enquanto a
quantificacdo relativa demonstra alteracdo na expressdo do gene alvo relativa a algum grupo
referéncia como um controle ndo tratado ou uma amostra tempo zero. A quantificacao
absoluta é utilizada quando se precisa conhecer a quantidade de amplicons, por exemplo, na
quantificacdo em calculos de carga viral (SUGDEN; WINTER, 2008). Tendo a técnica
apresentada em vista, a mesma € uma alternativa para validacdo de promotores de genes

responsivos a diferentes estresses, tanto bidtico como abidtico.

2.6 Caracterizacdo das respostas morfofisioldgicas de Setaria viridis L. (Acesso A10.1)
ao estresse de salinidade mediante emprego da fendbmica

Muitas plantas sdo importantes para fins cientificos no que tange a facilidade de
domesticacdo, manipulacdo e transformacdo genética (SANTOS, 2017). Parida (2005);
Munns e Tester (2008), entre outros, destacam a existéncia de duas plantas modelo muito
conhecidas e utilizadas na comunidade cientifica, visando principalmente a questdes
relacionadas ao estresse abiotico, a Arabidopsis thaliana, planta herbdcea comum na Europa e
na Asia, e a espécie de arroz Oryza sativa. Outra planta modelo tradicionalmente usada é o
tabaco (WANG et al., 2019). Porém, todas essas plantas-modelo representam o mecanismo

fotossintético C3. A Setaria viridis € uma importante planta modelo que estd emergindo
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rapidamente como um sistema de escolha para o estudo do desenvolvimento de plantas do
mecanismo fotossintético C4 (SANTQOS, 2017).

A planta modelo utilizada no presente estudo é a S. viridis, pertencente a ordem
Cyperales, ao género Setaria e & familia poaceae (Gramineas). E uma planta dipléide (2n = 2x
= 18), conhecida popularmente como rabo de raposa verde, além disso, seu genoma é
relativamente pequeno, chegando a aproximadamente 510Mb (BRUTNELL et al., 2010).
Essa espécie tem sido estudada visando a sua utilizagdo como planta modelo para estudos de
genética reversa, objetivando a validacdo de genes e promotores especialmente no que se
refere aos estudos de fotossintese de plantas C4.

A S. italica e seu ancestral selvagem, Setaria viridis, relnem caracteristicas de
interesse como baixa estatura, entre 15 a 40 cm, o que facilita a manipulacdo e
acondicionamento. O ciclo de vida é curto, entre 6 e 9 semanas, dependendo das condicGes de
fotoperiodo, possuindo elevada producdo de sementes, aproximadamente 13.000 por planta,
motivo pelo qual pode estar atribuido a caracteristica das mesmas de autopolinizarem-se
(BRUTNELL et al., 2010). Estes autores ainda salientam que tais especies podem ser
transformadas atraves do método Agrobacterium.

Além das caracteristicas biologicas favoraveis apresentadas pela S. viridis, segundo
Martins et al. (2015), o protocolo de transformacdo genética pelo método Agrobacterium
contribui significativamente para a adogdo dessa espécie como planta modelo, adicionando
seu emprego na pesquisa aplicada, incluindo a tolerancia de diferentes estresses abioticos e o
melhoramento relacionado a quantidade de biomassa para a producdo de etanol de segunda
geracdo (2G). Santos (2017) afirma que descobertas em modelos genéticos adiantados, tais
como a ervilha (Pisum sativum) e o milho (Zea mays), foram vitais para os conhecimentos das
bases genéticas modernas conhecidas atualmente.

A S. viridis tem sido proposta como planta modelo para validacdo de genes, devido
aos varios aspectos biologicos favoraveis previamente citados. As ferramentas de fenotipagem
podem ser aliadas aos estudos de engenharia genética e em estudos relacionados ao grau de
intolerancia desse acesso a diversos estresses, 0 que pode permitir 0 uso da mesma para
validacdo de genes de tolerancia (SANTOS, 2017). Os métodos atuais de fenotipagem visam
a descricdo quantitativa da anatomia, ontogénese e propriedades fisioldgicas e bioquimicas
das plantas. Buscam avaliacBes rapidas, em larga escala, com métodos ndo destrutivos
realizados muitas vezes no campo, baseados em imagens geradas por técnicas
espectroscopicas em diferentes regides do espectro eletromagnético (WALTER; LIEBISCH;
HUND, 2015).
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Santos (2017) ressalta que, dentre as ferramentas utilizadas pela fendmica, estdo as
cameras digitais para captura e analise de imagens, a exemplo da area foliar; as cdmeras de
infravermelho, que podem mostrar gradientes de temperatura e que estdo diretamente
relacionados com a dissipagdo de energia; o uso de imagens geradas por detectores de
fluorescéncia e indices de concentracéo de clorofila. O IRGA, Infrared Gas Analyzer, foi um
dos equipamentos precursores, sendo que com o mesmo é possivel medir pardmetros como
taxa de assimilacdo liquida de carbono, taxa de fotossintese e taxa transpiratoria (BOREM;
FRISCHE-NETO, 2013).

Existem poucos trabalhos que citam a S. viridis (Acesso A10,1) como potencial planta
modelo para prospecgdo de genes responsivos a estresses. O trabalho de Santos (2017) utiliza
a setaria desse acesso submentendo a mesma em dois estresses abidticos, ao de frio e ao de
salinidade, e em diferentes estadios de desenvolvimento, tudo isso buscando validar a S.
viridis como possivel planta modelo para os respectivos estresses. Os resultados apresentados
indicam certa sensibilidade da S. viridis para os dois estresses avaliados, entretanto, estes
necessitam ser melhor caracterizados.

O trabalho de Muthamilarasan et al. (2015) mostrou que a expressdo de TFs WRKY
em S. viridis e em S. italica em resposta a estresses abioticos de amplo espectro sugere sua
participacdo na regulacdo de mecanismos de sinalizacdo durante o estresse ambiental. Plantas
C4 vem ganhando impeto em investigacdo de biologia do estresse devido a sua maior
eficiéncia na utilizacdo de dgua (SADRAS; GRASSINI; STEDUTO, 2011). A Setaria italica
e sua ancenstral selvagem S. viridis vem sendo identificada como planta modelo para o estudo
de fotossintese C4 e para tolerancia a estresses abidticos (MUTHAMILARASAN et al.,
2015). Além disso, ambas as espécies compartilham sinergia genética com varias gramineas
utilizadas para a producdo de biocombustiveis; e, portanto, S. italica e S. viridis também
foram consideradas como sistemas modelo para pesquisa em bioenergia e estudos de nutri¢éo
(LI; BRUTNELL, 2011). Porém, nenhum dos estudos citados acima utiliza a S. viridis do
acesso Al10.1 como planta modelo em estudos em validacdo de genes e/ou promotores

responsivos ao estresse salino.
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3 HIPOTESES E OBJETIVOS ESPECIFICOS
3.1 Hipoteses
Este projeto estudo visa testar duas hipoteses, que sao:

1) A Setaria viridis (L.) P. Beauv. (acesso Al10.1) é intolerante a estresse salino, e
consequentemente pode ser utilizada como planta modelo para validacdo de genes candidatos
a conferir tolerancia a salinidade; e

2) O perfil de expressdo de genes de Elaeis guineensis Jacg. responsivos a estresse de
salinidade, observado mediante analise in silico de expressdo diferencial, é igual ao observado

in vivo.

3.2 Objetivos Especificos

Para testar as duas hipoteses acima apresentadas, buscaremos alcancar 0s seguintes objetivos
especificos, sendo que os dois primeiros dizem respeito a primeira hipotese, e os trés altimos,

a segunda:

e Avaliar a germinacgdo e o desenvolvimento inicial de Setaria viridis (A10.1) quando

submetida a estresse salino;

e Avaliar a resposta morfofisiologica da S. viridis (A10.1) ao estresse salino, aplicado

no estadio 2 (fase vegetativa);

e Prospectar no genoma de palma de 6leo (Elaeis guineensis) genes responsivos ao

estresse salino;
e Realizar a anotacgdo estrutural e funcional dos genes prospectados; e

e Caracterizar, mediante emprego da técnica de gPCR, o perfil de expressdo dos genes

responsivos a estresse salino selecionados.
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4 ORGANIZACAO DA DISSERTACAO

Para facilitar a compreensdo, o trabalho foi dividido em trés capitulos, evidenciados a

seguir e na figura 3.

Capitulo 1 — Introducéo Geral.

Capitulo 2 — Respostas morfofisiologicas de Setaria viridis (L.) P. Beauv. (acesso
A10.1) a diferentes concentracbes de NaCl durante a germinacdo de sementes, no
desenvolvimento inicial das pléantulas, e na fase vegetativa de crescimento das plantas.

Capitulo 3 - Prospeccdo e anotacdo de genes responsivos a estresse de salinidade em
dendé (Elaeis guineensis Jacg.), e caracterizacdo do perfil de expressdo génica mediante

emprego de gPCR.

Figura 3 - Estruturacdo da dissertacéo (capitulos)

{;) Capitulo2

() capitulo3

-—p  Fenomica

Estresse =—>
salino

Pros~pec;ao €
anotagao de genes
responsivos ao
estresse

qPCR

Legenda: A dissertacdo foi dividia em quatro capitulos: Capitulo 2 — Caracterizacdo da resposta
morfofisioldgica de Setaria viridis (L.) P. Beauv. (acesso A10.1) a diferentes concentragdes de NaCl
na germinacao das sementes e desenvolvimento inicial, e na fase vegetativa. Capitulo 3 - Prospeccéo e
anotacdo de genes responsivos a estresse de salinidade em dendé (Elaeis guineensis Jacg.), e
caracterizacdo do perfil de expressdo génica mediante emprego de qPCR.

Fonte: Da autora (2020).
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CAPITULO 2

Respostas morfofisioldgicas de Setaria viridis (L.) P. Beauv. (acesso A10.1) a diferentes
concentracdes de NaCl durante a germinacdo de sementes, no desenvolvimento inicial

das pléantulas, e na fase vegetativa de crescimento das plantas

RESUMO

Este trabalho teve como objetivo estudar as respostas de Setaria viridis acesso A10.1 a
salinidade, visando o seu potencial uso como planta modelo para validar genes de tolerancia
ao sal. No primeiro experimento, sementes de S. viridis foram submetidas & germinacdo em
meio de cultura contendo 0, 30, 60, 90, 120 ou 150 mM de NaCl. As plantulas resultantes
foram mantidas no meio usado para germinacdo durante a fase inicial do crescimento. No
segundo experimento, plantas no estadio de crescimento vegetativo foram submetidas a doses
crescentes de NaCl no substrato de cultivo, que corresponderam aos valores de condutividade
elétrica de 3, 9, 14, 20, 25 e 31 dSm™. A percentagem de germinagdo de sementes de Setaria
foi pouco afetada pela salinidade no substrato, enquanto o desenvolvimento inicial das
plantulas foi altamente prejudicado. As plantulas submetidas a 150 mM de NacCl
apresentaram, em media, 8% da area foliar do controle. O sistema radicular das plantas,
também, foi duramente afetado pela salinidade. A 150 mM de NaCl, o comprimento por
volume, o comprimento total e o volume das raizes apresentaram reducéo igual ou superior a
90%. Nas plantas submetidas a salinidade no estddio de crescimento vegetativo, houve
reducdo nas taxas de evapotranspiracdo e nos teores de pigmentos, comprometimento do
sistema de captura e utilizacdo da luz e queda nas taxas de trocas gasosas foliares. Estas
respostas foram proporcionais a dose de sal e se refletiram em menor acimulo de biomassa

seca e fresca na parte aérea. A partir de 25 dSm, todas as plantas morreram.

Palavras-chave: Estresse Abidtico. Salinidade. Fendmica. Planta modelo.
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Morphophysiological responses of Setaria viridis (L.) P. Beauv. (accession A10.1) to
different NaCl concentrations during seed germination, the initial development of the
seedling, and in the vegetative development phase

ABSTRACT

This work aimed to study the responses of Setaria viridis accession A10.1 to salinity,
aiming at its potential use as a model plant to validate salt tolerance genes. In the first
experiment, seeds of S. viridis were sown on culture medium supplemented with NaCl at
different concentrations (0, 30, 60, 90, 120 or 150 mM). After germination, the resulting
seedlings were kept for two additional days on the germination medium - the initial growth
phase. In the second experiment, plants in the vegetative growth stage were subjected to
increasing doses of NaCl in the cultivation substrate, which corresponded to the electrical
conductivity values of 3, 9, 14, 20, 25 and 31 dSm™. The percentage of germination was little
affected by the salinity in the substrate, while the initial seedling development was highly
impaired. Seedlings submitted to 150 mM NaCl presented, on average, only 8% of the leaf
area of the control. The seedlings’ root system was also severely affected by salinity. At 150
mM NaCl, the length per volume, the total length and the volume of the roots showed a
reduction equal to or greater than 90%. In plants submitted to salinity in the vegetative growth
stage, there was a reduction in evapotranspiration rates and pigment levels, impairment of the
capture system and use of light and a decrease in leaf gas exchange rates. These responses
were proportional to the salt dose and were reflected in less accumulation of dry and fresh

biomass in the aerial part. All plants died when electric conductivity was higher than 25 dSm"
1

Keywords: Abiotic Stress. Salinity. Phenomics. Model Plant
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1 INTRODUCAO

A salinidade dos solos € um problema recorrente em diversas partes do mundo, com
predominancia em regiGes aridas e semiaridas (FAO, 2015). Mais de 100 paises séo afetados
pela presenca de sal em seus solos e a tendéncia mundial é que mais areas sejam afetadas
devido aos atuais cenarios das alteracdes climaticas (ZAMAN; SHAHID; HENG, 2018).
Segundo a FAO (2019), estima-se que dos 1.5 bilhdes de hectares utilizados na agricultura de
sequeiro, e dos 230 milhdes de hectares utilizados na agricultura irrigada, 2.1% e 19.5%
encontram-se afetados pela salinidade, respectivamente. No Brasil, os solos salinos e sodicos
ocorrem na regido do Pantanal mato-grossense e, principalmente, na regido semiarida do
Nordeste (RIBEIRO et al., 2003).

Os sais exercem efeitos de forma direta ou indireta, lenta ou abrupta, total ou parcial
sobre 0 desenvolvimento e producdo das plantas (SERTAO, 2005). Tais efeitos estdo
relacionados as respostas das plantas, tanto na fisiologia quanto no metabolismo, sendo
observado em todos os niveis de desenvolvimento, provocando reducdo ou perda de
produtividade (RIBEIRO et al., 2009). O estresse salino afeta todos os principais processos do
vegetal, tais como germinacdo, crescimento, niveis de pigmentos fotossintéticos, taxa de
fotossintese, absorcdo de 4gua, homeostase de nutrientes, e, por consequéncia, o rendimento
(PARIHAR et al., 2015).

A inibicdo do crescimento e da producdo vegetal se deve a reducdo no potencial
osmotico da solucdo do solo, provocado pelo excesso de sais e/ou ao efeito toxico dos
mesmos (SILVA et al., 2000). Na fase inicial do estresse salino, conhecida fase osmotica, a
absorcdo de agua pela raiz diminui (MUNNS, 2005). O estresse osmotico causa mudancas
fisiolégicas como desequilibrios de nutrientes, diminuicdo da capacidade de desintoxicar
espécies reativas de oxigénio (ROS), diminuicdo na atividade fotossintética e na abertura
estomatica (MUNNS; TESTER, 2008). Em uma fase posterior, o estresse salino desencadeia
0 estresse ibnico, e tal efeito € um dos mais prejudiciais, pois gera um acimulo de ions Na* e
CI" nos tecidos de plantas cultivadas em solos com altas concentracdes de NaCl (JAMES et
al., 2011).

Pela sua importancia, a salinidade tem sido foco de estudos que visam, a longo prazo,
a prospeccdo, validacdo e ao uso de genes de tolerancia aquele estresse abidtico (UDAWAT
et al., 2016). A validacdo de genes candidatos de tolerancia a salinidade, tanto como de
promotores de genes responsivos ao estresse salino, da-se normalmente mediante emprego de

estratégia de genética reversa utilizando-se plantas modelo.
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Parihar et al. (2015); Munns e Tester (2008) entre outros, destacam a existéncia de trés
plantas modelos muito conhecidas e utilizadas na comunidade cientifica, visando
principalmente estudos relacionados aos estresses abidticos: Arabidopsis thaliana (L.)
Heynh., Oryza sativa L e Solanum lycopersicum. Especificamente visando o estudo do
estresse salino utilizando a abordagem gendmica, na maioria dos estudos € o arroz, o tabaco e
a Arabidopsis que tem sido utilizada como planta modelo (FLOWERS, 2004). Todas essas
plantas ttm em comum o fato de possuirem o mecanismo fotossintético C3. A Setaria viridis
pertence a ordem Cyperales, ao género Setaria e a familia poaceae (Gramineas). E uma planta
dipléide (2n = 2x = 18), com um genoma relativamente pequeno, chegando a
aproximadamente 510 Mb. A espécie possui caracteristicas de interesse como baixa estatura,
ciclo de vida curto, abundante producéo de sementes, existéncia de protocolos para cultura de
tecidos e transformacdo genética (BRUTNELL et al., 2010). A S. viridis estd emergindo
rapidamente como a planta modelo para o estudo de validacdo de genes para plantas C4
(BRUTNELL et al., 2010; BRUTNELL; BENNETZEN; VOGEL, 2015; LI; BRUTNELL,
2011; MARTINS et al, 2019).

No entanto, os estudos que avaliam as respostas dos acessos de S. viridis aos estresses
abioticos ainda sdo escassos (HUANG et al., 2016). N&o se sabe, por exemplo, se a planta é
susceptivel ou tolerante a salinidade. Este trabalho teve como objetivo determinar se 0 acesso
A10.1 de S. viridis é tolerante ou susceptivel a salinidade, visando o seu potencial uso como

planta modelo para validar genes de tolerancia ao referido estresse
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2  MATERIAL E METODOS
2.1 Germinagao das sementes e crescimento inicial das plantulas sob estresse salino

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Genética e Biotecnologia (LGB)
da Embrapa Agroenergia, em Brasilia, DF, Brasil (S—15.732°, W—47.900).

Santos (2017) realizou um trabalho prévio com o objetivo de determinar se a Setaria
viridis (acesso A 10.1) é uma espécie sensivel aos estresses de salinidade, podendo servir
como planta modelo para validagdo de genes de tolerancia a este estresse. O presente estudo
complementa o estudo realizado por Santos (2017), tendo sido utilizadas as mesmas
concentracdes salinas e a mesma quantidade de réplicas bioldgicas, tanto para avaliacdes de
germinacdo e desenvolvimento inicial como para o segundo estadio de desenvolvimento de S.
viridis acesso A10.1. Desse modo, 0 presente estudo tem como objetivo comprovar que este
acesso de S. viridis pode ser usado como planta modelo para validagdo de genes de tolerancia
a este estresse utilizando mais equipamentos de fenotipagem para tal.

Utilizaram-se sementes de S. viridis acesso A10.1. As sementes foram submetidas a
quebra de dorméncia pelo tratamento com &cido sulfarico (1000 uM) por 15 minutos. Em
seguida, foram lavadas em agua deionizada e submetidas a desinfeccdo em solugdo com
hipoclorito de sddio (2%) e Tween 20® (0.1%). Por fim, as sementes foram secas em papel de
filtro estéril.

As sementes foram semeadas em placas de Petri contendo o meio de cultura
esterilizado, com diferentes concentracdes de NaCl. Utilizou-se 0 meio MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962) a '/, forca e pH 5,8. No seu preparo, foram adicionados os seguintes
suplementos, nas seguintes quantidades: 1 mIL™* de vitaminas, 20 gL de sacarose, 2,0 gL de
Phytagel, e 100 mgL™? de inositol. A um volume padronizado do meio MS foram
acrescentadas as quantidades crescentes de NaCl, de modo a se obterem as concentracfes
salinas de 0, 30, 60, 90, 120 e 150 mM de NaCl. O meio MS salinizado foi esterilizado por 20
minutos em autoclave a 121°C/1 atm. Ap0s resfriamento a 25°C, mediu-se a condutividade
elétrica em cada concentracdo salina. Por fim, distribuiu-se 0 meio em placas de Petri e
semeou-se as sementes.

Para este estudo foram utilizadas quatro placas de Petri (90x15 cm) para cada
concentracdo salina. Em cada placa foram semeadas 20 sementes. ApOs 0 semeio, as placas
foram mantidas em uma cdmara de crescimento Conviron® modelo Adaptis 1000TC
(Controlled Environments Inc., Winnipeg, Canada) sob fotoperiodo de 16/8 horas

(luz/escuro), temperatura de 25+2°C e intensidade de luz de 150 pmol m™s™.
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A percentagem de germinagdo das sementes foi avaliada 7 dias apds o semeio. Foram
consideradas germinadas as sementes que originaram plantulas compostas de parte aérea e
sistema radicular. Aos 9 dias apds o semeio, foi determinada a area foliar e as varidveis
relacionadas a morfologia do sistema radicular das plantulas. A area foliar das plantulas foi
determinada por meio da técnica de fluorescéncia de clorofila por imagem, utilizando-se um
fluorébmetro Walz modelo IMAGING-PAM versdo Maxi (Heinz Walz GmbH, Effeltrich,
Alemanha). Para isso, as plantulas foram previamente mantidas no escuro por 30 minutos e,
em seguida, submetidas a uma rotina que mede, inicialmente, a fluorescéncia inicial (Fo), com
a menor intensidade luminosa possivel, e a fluorescéncia méaxima (Fm), a partir de um pulso
de luz saturante (2800 pmol m2s1). O software Imaging Win, que controla o equipamento,
permite a determinacdo da area que gera um sinal de fluorescéncia a partir da imagem de
qualquer parametro. Para as plantulas de S. viridis, a area foliar foi estimada a partir da area
de emissdo do sinal de fluorescéncia maxima (Fm). O célculo da area é independente da
concentracdo de clorofila e da intensidade do sinal de fluorescéncia.

Para a determinacdo das variaveis relacionadas a morfologia do sistema radicular,
utilizou-se o sistema de escaneamento de raizes Regent WinRHIZO v. 4.0 (Regent Systems,
Quebec, Canada), acoplado a um scanner profissional Epson XL 10000, equipado com
unidade de luz adicional (TPU). As plantulas foram dispostas em uma cuba de acrilico de
20x30cm de comprimento, contendo uma lamina de agua. As imagens geradas foram
avaliadas em duas plantas de cada placa, determinando-se as seguintes variaveis:
comprimento total de raizes (cm), area projetada total (cm2), area superficial total (cm?),

didmetro médio (mm), comprimento por volume (cm/m?) e volume das raizes (cm?).

2.2 Submissdo das plantas de Setaria viridis acesso A10.1 ao estresse salino

As sementes de S. viridis foram submetidas a quebra de dorméncia, esterilizacao,
secagem e semeio conforme descrito anteriormente no item 2.1. Foram semeadas 20 sementes
em cada placa de Petri, as quais foram mantidas em uma camara de crescimento Conviron®
modelo Adaptis 1000TC (Controlled Environments Inc., Winnipeg, Canada) sob fotoperiodo
de 16/8 horas (luz/escuro), temperatura de 25+2°C e intensidade de luz de 150 pmol m™2s™.

Sete dias ap0s o semeio, as plantulas originadas das sementes foram transplantadas
individualmente para vasos (0,2 L) contendo 100 g de substrato. Em seguida, as mesmas

foram transferidas para uma camara de crescimento Conviron® modelo PGW40 (Controlled
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Environments, Winnipeg, Canada) sob fotoperiodo de 16/8 horas (luz/escuro), temperatura de
25+2°C, umidade relativa de 60% e intensidade de luz de 500 pmol m-2s™,

Quando as plantas atingiram o segundo estadio de desenvolvimento (fase vegetativa),
aos 7 dias apos o transplantio, ou seja, mais ou menos 14 dias ap6s a semeadura (MARTINS
et al., 2015), as mesmas foram submetidas as doses de 0, 2, 4, 6, 8 e 10 g de NaCl/dm?® de
substrato, em cinco repeticdes. Tais doses de sal equivaleram a 3, 9, 14, 20, 25 e 31 dSm™! de
condutividade elétrica. Vasos contendo a mesma quantidade de substrato, porém sem plantas,
também receberam as mesmas quantidades de NaCl.

O substrato utilizado para esse experimento foi preparado mediante mistura de solo,
substrato comercial (Bioplant®) e vermiculita, na proporcéo (2:1:1; v/v/v). Antes da mistura,
a vermiculita, o substrato comercial e o solo foram esterilizados em 121°C a 1 atm por 30
minutos.

O sal foi aplicado por meio de uma solucdo salina diluida. A quantidade de agua
utilizada para a dissolucdo do sal foi padronizada para atingir a capacidade de campo do
substrato. Tal procedimento foi um meio de assegurar que ndo houvesse extravasamento da
solucdo e, portanto, perda de Na* ou CI. Uma vez que o sal foi totalmente dissolvido, a
solucéo foi uniformemente aplicada na superficie do substrato.

A manutencao diaria do conteudo de agua no substrato foi realizada pela reposicao de
agua evapotranspirada utilizando-se agua deionizada até o limite da capacidade de campo. As
plantas permaneceram sob estresse salino por 12 dias. Oito dias apds a aplicacdo do sal no
substrato, foram coletadas duas plantas de cada tratamento para a determinacdo do peso, 0
qual foi adicionado ao peso final do vaso, visando corrigir o calculo da quantidade diaria de
agua necessaria para fazer com que o substrato retornasse a 100% da capacidade de campo

Doze dias ap6s a aplicacdo da solucdo salina, o substrato contido em cada vaso
plastico, com diferentes concentracdes de NaCl, foi succionado com o auxilio de uma bomba
de vacuo Buchi© modelo V-700 (Sigma-Aldrich, Missouri, Estados Unidos), para remogéo
de amostras de extrato aquoso. Estas amostras foram utilizadas para determinar a
condutividade elétrica e o potencial hidrico (WYw), usando um medidor de condutividade
Hanna modelo HI98311 (Hanna Instruments, Rhode Island, USA) e um medidor de potencial
hidrico Decagon modelo WP4C (Decagon Devices, Pullman, EUA) respectivamente.

A avaliacdo das plantas sob estresse salino foi realizada através da medicdo das trocas
gasosas, utilizando-se o analisador de gases por infravermelho ADC modelo LCpro-SD (ADC
Bioscientific, Hoddesdon, Reino Unido). A radiacdo fotossinteticamente ativa foi configurada

para 1,500 pmol ms™, 0 CO2 no interior da cAmara foi mantido em torno de 400 umol CO;
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mol™? e a temperatura fixada em 25°C. As seguintes varidveis foram obtidas: A - Taxa de
assimilagdo liquida de CO2 (umol de CO; m?s?); gs - taxa de condutancia estomatica ao
vapor d’agua (mol de H.0 m?s?); E - taxa de transpiracdo (mmol de H20 m?2s?); e Ci —
concentragdo intracelular de CO, (umol de CO, mol?). As avaliacdes foram realizadas na
folha mais jovem, completamente expandida.

As plantas foram avaliadas pela técnica de fluorescéncia de clorofila (Método de Pulso
de Saturacdo), usando um fluorimetro por imagem Walz modelo IMAGING-PAM Maxi
(Heinz Walz GmbH, Effeltrich, Alemanha), impulsionado pelo software ImaginWin verséo
2.40b. Foi utilizada uma abordagem de curva de indugdo. A cabeca de iluminacdo IMAG-
MAX/L LED e uma camera IMAGMAX/K4 CCD foram montadas em uma barra de metal de
15 mm de didmetro no suporte opcional, de forma que o sensor de medicdo ficou a uma
distancia padréo de 18,5 cm para todas as plantas. As seguintes configuracfes foram usadas:
luz de medicdo = 1; pulso de saturagdo = 10 (2800 umol/ m2 /s); ganho = 1; amortecimento =
2; ganho vermelho = 25; intensidade vermelha = 4; intensidade NIR = 7; fator Fm = 1,055;
fator F = 0,999; luz actinica = 9. A curva de indugéo teve 315 s de duracéo e se iniciou pela
medida de Fo e Fm, sendo a luz actinica ligada apds 40 s, aplicando-se um pulso de saturacédo
a cada 20 s. As medidas foram realizadas em plantas mantidas no escuro por 30 min, na
mesma folha utilizada para avaliagdes de trocas gasosas. Os parametros avaliados foram: Fm;
Fo; Y (I); Fv/iFm; F; Y (NPQ); Y (NO); NPQ; gN; gP; gL e ETR. Apds a medi¢do dos
parametros iniciais, todos os parametros derivados foram calculados pelo software. Para isso,
uma area de interesse (AOI) que ndo englobou a nervura central foi marcada. As medic6es
ocorreram diariamente durante 12 dias consecutivos.

Para a analise de pigmentos, utilizou-se uma camera hiperespectral Resonnon Pika XC
(Resonon, Bozeman, MT, EUA) que foi acionada pelo software Spectronon versao 2.1 para
escanear as folhas. O sistema foi composto pela camera hiperespectral, com fase de traducao
linear e sistema de iluminacdo fixo na torre de montagem. Imagens hiperespectrais foram
geradas mantendo a mesma distancia para todas as plantas e as configuracdes utilizadas foram
realizadas de acordo com as recomendacdes do manual. Cinco regides de interesse para 0
espectro de refletancia média foram marcadas em cada planta. A partir da assinatura espectral
da amostra, foi possivel estimar os teores de pigmentos. Os pardmetros calculados foram
indice de clorofila [Cl = (R-1 660-R -1 930) x R930] (GITELSON et al., 2005), indice de
reflectancia fotoguimica [PRI = (R531- R570)/(R531+R570)] (GAMON; PENUELAS;
FIELD, 1992; SOUSA et al., 2015) e indice de carotenoides [CRI = (R-1 510) - (R-1 550) x
R800] (GITELSON et al., 2002).
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A parte aérea das plantas foi colhida aos 12 dias apds o inicio do estresse. O material
foi pesado para a determinagdo da massa fresca e, em seguida, colocado em estufa a 65°C,
com ventilacdo forcada, até a obtencdo de massa constante. Por fim, pesou-se novamente para

a determinacdo da massa seca.

2.3 Delineamento experimental e analise dos dados

Para ambos 0s experimentos, utilizou-se o delineamento experimental inteiramente
casualizado. No experimento relativo a germinacdo de sementes e crescimento inicial das
plantulas, foram avaliados seis tratamentos (0, 30, 60, 90, 120 e 150 mM NaCl) em 4
repeticOes. A unidade experimental foi uma placa de Petri contendo 20 sementes.

Para o0 estudo de resposta ao estresse salino na fase vegetativa, foram utilizados seis
tratamentos (0, 2, 4, 6, 8 e 10 g de NaCl/dm?® de substrato), com cinco repeticdes.

Antes de realizar as andlises estatisticas, verificou-se se o0s dados apresentaram
homogeneidade de variancia, distribuicdo normal e independéncia dos erros, conforme o0s
testes de Variancia e Tukey, respectivamente. Uma vez satisfeitos tais requisitos, os dados
foram submetidos a andlise de variancia de acordo com Snedecor e Cochran (1967). Apos a
analise de variancia, ajustaram-se equacdes de regressdo aos dados cujas médias foram
significativamente diferentes, utilizando-se 0 software SISVAR
(http://www.dex.ufla.br/~danielff/en/softwares/sisvar_en.html) (FERREIRA, 2015).
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3 RESULTADOS

3.1 Efeito do estresse salino sobre a germinacéo de sementes e crescimento das
pléntulas de Setaria viridis

O aumento da concentracdo salina no substrato de germinacdo levou a um aumento
linear na sua condutividade elétrica (Figura 4), a qual atingiu valores proximos a 15 mSm-?,
na dose de 150 mM de NaCl. Como consequéncia, a percentagem de germinacéo de sementes
diminuiu linearmente. Caiu de praticamente 100% no controle para cerca de 70% na
concentracdo de 150 mM de NaCl (Figura 5). Porém, o efeito mais drastico do aumento da

concentragéo salina no substrato ocorreu no crescimento das plantulas.

Figura 4 - Condutividade elétrica do substrato de germinacdo de sementes de S. viridis em
fungéo da concentragdo de NaCl
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Legenda: A variavel analisada seguiu um padrdo de modelo linear significativo (p<0,05).
Fonte: Da autora (2020).
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Figura 5 - Percentagem de germinagé@o de sementes de Setaria viridis em fungéo da
concentracdo de NaCl no substrato
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Legenda: A variavel analisada seguiu um padrdo de modelo linear significativo (p<0,05).
Fonte: Da autora (2020).

A parte aérea das plantulas de S. viridis foi completamente afetada pelo aumento da
concentracdo salina no substrato. Tal efeito foi tdo forte que, a partir de 90 mM de NaCl no
substrato, as plantas estressadas tinham, em média, apenas 10% da area foliar das plantas
controle (Figura 6). Visualmente, foi possivel observar as diferencas tanto por imagens

digitais (Figura 7) quanto por imagens de fluorescéncia da clorofila (Figura 8).
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Figura 6 - Area foliar de plantulas de Setaria viridis em funcéo da concentracio de NaCl no

substrato aos nove dias apds o semeio
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Legenda: A variavel analisada seguiu um padrao de modelo quadratico significativo (p<0,05).

Fonte: Da autora (2020).
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Figura 7 - Efeitos do aumento da concentracdo de NaCl no substrato de germinagéo sobre o
aspecto visual da parte aérea de plantulas de S. viridis aos 9 dias apds o semeio

Legenda: Imagem digital de plantulas de S. viridis grminadas em placas de Peri A 0 mM; (B) 30
mM; (C) 60 mM; (D) 90 mM; (E) 120 mM; (F) 150 mM de NaCl.

Fonte: Da autora (2020).
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Figura 8 - Efeitos do aumento da concentracdo de NaCl no substrato de cultivo sobre a
fluorescéncia méxima (Fm) em plantulas de S. viridis aos 9 dias apds o semeio

Legenda: Imagem derivada da técnica fluorescéncia da clorofila por imagem (método do pulso de
saturacdo). Os valores dos dados relativos a cada planta na imagem correspondem ao parametro
fluorescéncia maxima (Fm) e podem ser mapeados com o auxilio da falsa barra de cores localizada
abaixo. Concentracdo de NaCl: (A) 0 mM. (B) 30 mM. (C) 60 mM. (D) 90 mM. (E) 120 mM. (F) 150

mM.
Fonte: Da autora (2020).
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Visualmente, o aumento da concentracdo salina no substrato provocou uma reducéo
drastica no tamanho do sistema radicular das pléntulas de Setaria viridis (Figura 9). As
varidveis mais afetadas foram o comprimento por volume, o comprimento total e o volume,
com uma queda de 95,41, 89,69% e 89,65, respectivamente. A variavel menos afetada foi o
diametro médio, que apresentou uma queda de apenas 30,19% (Figura 10).

Figura 9 - Efeito visual do aumento da concentracdo de NaCl no substrato de germinacao
sobre o sistema radicular de plantulas de S. viridis aos nove dias ap6s 0 semeio

F)- (‘ 4 N \g N

Legenda: Imagem obtida a partir do escaneamento das plantulas realizado pelo Winrhizo.
Concentragdo de NaCl: (A) 0 mM. (B) 30 mM. (C) 60 mM. (D) 90 mM. (E) 120 mM. (F) 150 mM.
Fonte: Da autora (2020).



Figura 10 - Efeitos do aumento da concentragdo de NaCl no substrato de germinacao sobre as

variaveis morfoldgicas em raizes de plantulas de S. viridis
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Legenda: (A) comprimento total (cm). (B) &rea total projetada (cm?). (C) area total da superficie (cm?).
(D) diametro médio (mm). (E) comprimento por volume (cm/mmg3). (F) volume (cm?). Todas as

variaveis analisadas seguiram um padrdo de modelo linear significativo (p<0,05).

Fonte: Da autora (2020).
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3.2  Efeitos do estresse salino sobre plantas de Setaria viridis acesso A10.1 no segundo
estadio de desenvolvimento

O aumento nos niveis de NaCl no substrato de cultivo das plantas levou a um aumento
proporcional na condutividade elétrica (Figura 11A) e reducdo no potencial hidrico (Figura
11B) do extrato de saturagdo. As doses de 0, 2, 4, 6, 8 e 10 g de NaCl/dm?® de substrato
elevaram a condutividade elétrica para 3, 9, 14, 20, 25 e 31 dSm™. O substrato que n&o
recebeu a adicdo de NaCl, representado pelo nivel salino de 0,0 g de NaCl, apresentou CE
superior a zero dS m™, o que pode ser atribuido ao efeito i6nico dos sais presentes nos
produtos quimicos utilizados para fertiliza-lo.

Devido a robustez do protocolo de saliniza¢do utilizado, no qual havia um controle
total da quantidade de sal e da disponibilidade hidrica em cada tratamento, as taxas de
evaporacdo (Figura 12A) e evapotranspiracdo (Figura 12B) reais foram capazes de
discriminar os niveis salinos no substrato. Assim, as maiores taxas de evaporagdo e
evapotranspiragao ocorreram nos vasos controle, enquanto a medida que aumentaram as doses
de NaCl no substrato ambas as taxas diminuiram proporcionalmente. Com o crescimento das
plantas ao longo do periodo experimental, as diferencas nas taxas de evapotranspiracao
tornaram-se mais nitidas. Isto ocorreu por que as diferencas no tamanho das plantas devido ao
estresse salino tornaram-se maiores (Figura 13).

Nas plantas controle, as variaveis de fluorescéncia da clorofila mantiveram-se
relativamente estaveis ao longo do periodo de avaliagdo. Em geral, a partir da adi¢cdo de 4 g de
NaCl/dm? de substrato, as folhas das plantas de setaria comegaram a apresentar problemas no
aparato de captura e utilizacdo da luz. Houve reducédo nos valores de fluorescéncia maxima no
escuro (Fm), efetivo rendimento quantico do fotossistema Il [Y(Il)] e maximo rendimento
quantico do fotossistema Il (Fv/Fm). Por outro lado, houve aumento nos valores de
fluorescéncia inicial no escuro (Fo), e no rendimento quantico da dissipacdo regulada
[Y(NPQ)] e ndo regulada [Y(NO)] da energia da luz (Figura 15). Tais respostas se acentuaram
ao longo do periodo de estresse, principalmente nas doses de 6 a 10g de NaCl/dm? de
substrato, provocando a morte de 70% e 90% das plantas, respectivamente. Na dose de 1 g de

NaCl, houve 100% de mortalidade, a partir do sexto dia de estresse.
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Figura 11 - Efeitos do aumento da concentracdo de NaCl nas variaveis de condutividade
elétrica (A) e o potencial hidrico (B) do extrato de saturagdo do substrato de
cultivo das plantas de Setaria viridis
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Legenda: (A) Condutividade elétrica de cada nivel salino ao final do periodo experimental. (B)
Potencial hidrico de cada nivel salino ao final do periodo experimental. Os valores representam uma
média de 5 repeticOes. Foi verificado que em (A) seguiu-se um padrdo de modelo linear significativo
(p<0,05), e em (B) seguiu-se um padrdo de modelo quadratico significativo.

Fonte: Da autora (2020).
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Figura 12 - Taxa diéria de perda de 4gua em funcao de diferentes concentracdes de NaCl no
substrato de cultivo
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Legenda: (A) Taxa de evaporagdo de agua do substrato, os valores representam uma média de 3
repetices. (B) Taxa de evapotranspiragdo das plantas, os valores representam uma média de 5
repeticdes. As barras indicam o erro padrdo da média. Nos locais onde as barras de erro ndo aparecem
é porque elas sdo menores do que os simbolos.

Fonte: Da autora (2020).
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Figura 13 - Efeitos do aumento da concentragdo de NaCl no substrato de cultivo sobre o
aspecto visual de plantas de Setaria viridis na fase vegetativa
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Legenda: Imagem digital RGB de plantulas ap6s 12 dias submetidas ao estresse salino. (0, 2, 4, 6, 8,
10 g NaCl/dm? de substrato).
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O aumento dos niveis de salinidade no substrato provocou queda linear nas varidveis
de trocas gasosas (Figura 14) nas folhas de plantas de Setaria.

O indice de clorofila (CI), o indice de refletancia de carotenoides (CRI) e o indice de
refletancia fotoquimica (PRI) foram eficientes em discriminar as plantas de setaria com base
nas doses de sal aplicadas ao substrato de cultivo. Praticamente ndo houve diferencas entre as
varidveis antes da aplicacdo do estresse salino (tempo zero). No entanto, sob estresse, foi
observada uma queda nos valores de Cl, CRI e PRI em funcéo das doses de sal adicionadas ao
substrato (Figura 16).

Por fim, houve queda linear no acumulo de biomassa fresca e seca na parte aérea das

plantas de setaria na medida em que se aumentaram as doses de NaCl (Figura 17).

Figura 14 - Mudancas nas variaveis de trocas gasosas em plantas de Setaria viridis em funcao
de concentragdes crescentes de NaCl no substrato de cultivo
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Legenda: (A) Taxa de assimilacdo liquida de CO- (A). (B) Taxa de condutancia estomatica ao vapor de
agua (gs). (C) Concentracdo intercelular de CO; (Ci). (D) Taxa de transpiracdo estomética (E). Os
valores representam a média de 5 repeticGes. Em todas as varidveis analisadas seguiu-se um padrdo de
modelo quadrético significativo (p<0,05).

Fonte: Da autora (2020).
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Figura 15 - Efeitos do aumento de concentragdo de NaCl no substrato de cultivo sobre as
variaveis derivadas da técnica de fluorescéncia da clorofila (método do pulso de

saturacao)
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Legenda: (A) Fo: rendimento minimo de fluorescéncia em folhas adaptadas ao escuro; (B) Fm:

rendimento méaximo de fluorescéncia na folha adaptada ao escuro; (C) Fv/Fm: rendimento quéantico

méaximo de PSII; (D) Y(II): rendimento quéntico efetivo do PSII; (E) Y(NPQ): rendimento quantico da

dissipagdo de energia regulada; e (F) Y(NO): rendimento quéantico da dissipacdo de energia nédo

regulada. As plantas submetidas aos tratamentos 0.8 e 1.0 g de NaCL/dm? de solo morreram entre 0s

dias 5 e 6; ndo sendo, portanto, coletados dados dessas plantas a partir do sexto dia.
Fonte: Da autora (2020).



64

Figura 16 - Efeitos do aumento da concentragdo de NaCl no substrato de cultivo sobre o
indice de clorofila (A), o indice de refletancia dos carotenoides (B) e indice de
refletdncia fotoquimica (C) em plantas de setéria na fase vegetativa
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Legenda: Os valores representam uma média de 5 repeti¢des. As barras representam o erro padrdo da
média. Onde as barras ndo aparecem é porque elas sdo menores do que os simbolos.

Fonte: Da autora (2020).
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Figura 17 - Efeitos do aumento de concentragdo de NaCl no substrato de cultivo sobre a
biomassa fresca (A) e seca (B) da parte aérea de plantas de Setaria viridis
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Legenda: Os valores representam uma média de 5 repeti¢cGes. Foi verificado que em ambas as
variaveis seguiu-se um padrdo de modelo linear significativo (p<0,05).
Fonte: Da autora (2020).
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4 DISCUSSAO

4.1 Efeitos do estresse salino sobre a germinacgéo de sementes e desenvolvimento inicial
de plantulas do acesso A10.1 de Setaria viridis

O estresse salino, quando aplicado a espécies vegetais sensiveis, em geral, retarda e
reduz a germinacdo das sementes, além de restringir o crescimento das plantulas
(CHARTZOULAKIS; LOUPASSAKI, 1997; GUO et al., 2012). A principio, o efeito dos sais
no solo resulta na reducdo do seu potencial hidrico, o que interfere na absorcdo de agua pela
semente (PEREIRA et al., 2012). Posteriormente, a entrada de solutos na semente pode levar
a toxicidade ibnica, a alteragbes na composicdo dos lipidios e a interferéncia no
funcionamento da membrana plasmatica, afetando, por exemplo, a permeabilidade e o
transporte (BLISS et al., 1984; CORDEIRO et al., 2014).

As sementes de S. viridis acesso A10.1 apresentaram uma taxa de germinacédo
consideravel, mesmo em 150 mM de NaCl, ou seja, cerca de 15 dSm de condutividade
elétrica, que representa aproximadamente 1/3 da concentracdo salina da agua do mar. No
entanto, sabe-se que a germinacdo de sementes € relativamente tolerante a salinidade
(FLOWERS, 2004). Mesmo acessos de Arabidopsis sensiveis ao sal conseguem germinar até
125 mM de concentracdo salina no substrato (GALPAZ; RAYMOND, 2010). Em
experimentos realizados com espécies de plantas da familia Poaceae, da qual S. viridis faz
parte, os resultados ndo foram muito diferentes. Sementes de capim-arroz, por exemplo, ao
serem submetidas a concentragdes crescentes de sal, apresentaram taxa de germinacao
superior a 80%, mesmo quando submetidas a 150 mM de NaCl. Nesta espécie, a germinacao
foi inibida completamente apenas em 400 mM de NaCl (SADEGHLOO et al., 2013). No
milho, foram realizados experimentos com concentracdes de até 200 mM de NaCl e KCI, mas
nenhum dos sais afetou diretamente a germinacao das sementes (CONUS et al., 2009).

Muscolo, Panuccio e Eshel, (2013) afirmaram que grande parte das culturas apresenta
uma maior intolerdncia a salinidade no crescimento inicial pds-germinacdo. Existem
pesquisas que mostram que, mesmo espécies que apresentam germinacdo elevada em meio
salino, em geral sofrem reducdo na area foliar, no nimero de folhas, na altura das plantulas e
na biomassa da parte aérea (CAVALCANTI et al.; CHARTZOULAKIS; LOUPASSAKI,
1997; CONUS et al., 2009). Portanto, a percentagem de germinacao de sementes ndo pode ser
considerada um bom indicador da tolerancia ao estresse salino em plantas (CAVALCANTI et
al., 2005a, 2005b; CONUS et al., 2009). Neste estudo, por exemplo, apesar das sementes de

setaria apresentarem uma taxa de germinagéo razoavel sob estresse salino, o desenvolvimento
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inicial das plantulas, considerando raizes e parte aérea, foi altamente prejudicado. Para Galpaz
e Raymond (2010), a resposta ao estresse salino pode ser melhor quantificada utilizando-se a
percentagem de reducdo no comprimento das raizes, em relacdo ao controle. No caso de
Setéria, tanto raiz quanto parte aérea foram drasticamente afetadas pelo estresse salino.

4.2 Efeitos do estresse salino sobre o segundo estadio de desenvolvimento de Setaria
viridis acesso A10.1

A éagua disponivel as plantas esta diretamente relacionada aos sais dissolvidos nela, 0s
quais aumentam a sua condutividade elétrica (Figura 11A), diminuem o seu potencial
osmético (Figura 11B) e, consequentemente, dificultam e reduzem a sua absor¢do (PARIHAR
et al., 2015; SILVA, 2019). Neste aspecto, o efeito osmotico do sal foi marcante tanto no
substrato nu quanto no substrato cultivado com plantas, pois quanto maior a concentracao de
sal, menores as taxas de evaporacdo (Figura 12A) e evapotranspiracdo (Figura 12B),
respectivamente. A reducéo nas taxas de evapotranspiracdo ocorreu basicamente pela queda
nas taxas de trocas gasosas como um todo (Figura 14), especialmente nas taxas de
condutancia estomatica (Figura 14B) e transpiracdo (Figura 14D).

Estudos com microscopia eletrénica tém mostrado que, sob estresse salino, ocorre a
desorganizacdo da estrutura dos tilacdides (PARIDA; DAS, 2005). Neste trabalho, a presenca
de NaCl no substrato, a partir de 4 g/dm? (CE aproximada de 14mS m™), provocou danos ao
sistema de membrana dos cloroplastos e, consequentemente, aos centros de reacdo e aos
complexos de antenas de captacdo de luz do fotossistema Il. Tal inferéncia se deveu, tanto
pelo aumento em Fo (Figura 15A) quanto pela redu¢do em Fm (Figura 15B) e Fv/Fm (Figura
15C). Consequentemente, houve gueda no fluxo de elétrons no esquema em Z da fotossintese,
o qual foi proporcional a concentracdo salina no substrato (Figura 15D). A energia da luz ndo
aproveitada para fluir os elétrons no esquema em Z foi direcionada para a geracdo de calor
(Figura 15E) e parte foi reemitida como fluorescéncia (Figura 15F). O aumento desta ultima
variavel sob estresse salino significa que o aparato fotoquimico ndo foi capaz de dissipar a
energia da luz de forma regulada e, por isso, pode ter entrado em colapso, contribuindo para
causar a morte das plantas.

A salinidade afeta o contetdo de clorofila das plantas (PAK et al., 2009). A queda nos
teores de pigmentos foliares, representados por Cl e CRI (Figura 16 A e B) é um resultado
recorrente na literatura para diversas espécies vegetais que sdo susceptiveis a salinidade
(SHAH; HOUBORG; MCCABE, 2017; SALEH, 2012). Resultados similares foram

observados em Oryza sativa, quando submetida ao estresse salino. Nesta espécie houve uma
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diminuicdo do teor de clorofila a (33%) e b (41%), com 200 mM de NaCl (AMIRJANI,
2011). Em Vigna radiata, 150 mM de NaCl provocou um declinio de 31% nos teores de
clorofila (SAHA et al., 2010).

E interessante observar que ao final do periodo de estresse, a queda no PRI foi
proporcional ao estresse salino (Figura 16C), o que indica que as plantas, provavelmente,
mantiveram o ciclo das xantofilas funcionando em todas as doses de sal estudadas. A ativacao
do ciclo das xantofilas € uma resposta observada em algumas espécies hal6fitas sob estresse
salino (QIU et al., 2003; RABHI et al., 2012) e relaciona-se com a protecdo do aparato
fotossintético contra os danos fotoinibitorios (QIU et al., 2003). No caso de Setaria viridis
acesso A10.1, o funcionamento do ciclo das xantofilas ndo foi suficiente para dar vazdo ao
fluxo de elétrons ndo aproveitado para a fotossintese. Caso contrario, ndo teria ocorrido o
incremento na emissdo de fluorescéncia nas doses mais altas de NaCl, conforme pode ser
observado pelo aumento em Y(NO) (Figura 15F).

O efeito do estresse salino sobre o acumulo de biomassa nas plantas muito
provavelmente foi relacionado ao efeito osmotico, que teve como consequéncia o fechamento
estomatico e a restricdo a entrada de CO2 no mesofilo foliar. A redugdo de matéria seca
devido a alta salinidade é uma resposta comumente citada na literatura para diversas espécies
intolerantes (KHAN et al., 2010, 2015; SOUSA et al., 2015; LI et al., 2014).

As alteragdes visuais mais severas foram observadas nos maiores niveis salinos (6 a
10 g de NaCl/dm? de substrato), indicando que as plantas de setaria toleraram doses de até 4 g
de NaCl/dm?® de substrato, sem alteracGes substanciais que resultassem na morte das mesmas.
A partir de 6 g/dm® de NaCl no substrato, o que equivale a CE do extrato de saturacéo de
aproximadamente 20 dSm™, as plantas tiveram as suas varidveis afetadas e reduziram
drasticamente o crescimento. Segundo Flowers (2004), embora a tolerancia das condicdes
salinas pelas plantas seja varidvel, as espécies de culturas geralmente sdo intolerantes a um
terco da concentracdo de sais encontrados na agua do mar. Portanto, o acesso Al10.1 de
Setaria viridis se comportou como uma planta glicéfita.

Nas plantas de S. viridis, a rapidez das respostas obtidas permite relacionar a reducao
no crescimento e, nas doses mais altas, a morte das plantas ao choque osmético, uma vez que
o sal foi adicionado quando as plantas ja se encontravam em pleno desenvolvimento. De
qualquer forma, as respostas obtidas para as plantas de setaria permitem classifica-la como
uma planta sensivel aos altos niveis de concentracdes salinas no substrato, podendo ser
utilizada tanto como planta modelo para validacdo de promotores responsivos ao estresse

salino, quanto de genes candidatos de tolerancia ao referido estresse. As variaveis medidas
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neste trabalho sdo de fato utilizadas para a avaliagéo da tolerancia de plantas ao estresse
salino, a exemplo de trabalhos como Sousa et al. (2015); Pak et al. (2009); Flowers et al.
(2014); Santos (2017); Belo Silva (2019).

5 CONCLUSOES

A germinacdo de sementes de Setaria viridis acesso A10.1 foi pouco afetada pelo
estresse salino. Porém, o crescimento inicial das plantulas, expresso com base no tamanho da
parte aérea e das raizes, foi altamente prejudicado. O mesmo ocorreu na fase de crescimento
vegetativo, em que a parte aérea foi duramente afetada pelo excesso de sal, com base em
dados de trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila, teores de pigmentos e producdo de
biomassa.

Uma vez que seu crescimento como um todo foi duramente afetado pela
condutividade elétrica de 15 dSm, que é um valor limiar para as glicéfitas, nds concluimos
que S. viridis acesso A10.1 é uma planta sensivel a salinidade. Portanto, este acesso pode ser
utilizado como planta modelo em estudos de genomica funcional para validar genes

candidatos a conferir tolerancia aquele estresse.
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CAPITULO 3

Prospeccgéo e anotacao de genes responsivos a estresse de salinidade em dendé (Elaeis
guineensis Jacq.) e caracterizacdo do perfil de expressdo génica mediante emprego de
gPCR

RESUMO

Transcritbmica € o emprego de distintas técnicas no estudo do transcritoma de um
organismo. Dentre as técnicas mais utilizadas, 0 RNA-seq € a que mais se destaca atualmente.
RNA-seq é o sequenciamento de cDNAs derivados de transcritos, em larga escala, utilizando
plataformas de NGS (Next Generation Sequencing). A analise de dados de RNA-seq permite
caracterizar o perfil de expressdo génica in silico em uma determinada condi¢do, como o
estresse salino, mediante emprego de estratégias de analise de expressédo diferencial de genes.
O perfil determinado in silico precisa ser validado in vivo, o que pode ser realizado com a
técnica de RT-gPCR. Este trabalho visou a prospecgédo de genes de E. guineensis responsivos
a estresse de salinidade, a partir de dados de RNA-seq obtidos em um estudo anterior. Os
genes resultantes da prospeccdo foram analisados funcional e estruturalmente antes de serem
submetidos a comparacéo dos perfis de expressdo génica in silico e in vivo. Folhas de plantas
de dendé submetidas a estresse salino - 2.0 g de NaCl /100 g de substrato, coletadas aos cinco
e 12 dias apos inicio do estresse, foram submetidas a extracdo de RNA total (trés plantas por
tratamento) cinco e doze dias sob estresse. O mesmo foi feito para trés plantas submetidas a
0.0 g de NaCl /100 g de substrato. A plataforma de bioinformatica OmicsBox, na sua versao
1.2.4., médulo “transcritomics”, utilizando o “Reference Based Transcriptomics Workflow”
com ajustes, foi empregada na selecdo dos genes responsivos ao estresse salino, e para gerar o
perfil de expressdo in silico dos genes selecionados. Foram identificados 33 genes
diferencialmente expressos quando comparando as amostras com cinco dias de estresse e 0
controle; e 10 genes diferencialmente expressos quando comparando as amostras com 12 dias
de estresse e o controle; utilizando os seguintes critérios de selecdo: maior expressao quando
estressado em comparagdo com o controle, FDR <0.01 e logFC > 5. Seis genes eram comuns
aos dois grupos; e, tendo como base os perfis de expressdao dos mesmos in silico, trés destes
foram escolhidos genes para gerar o perfil de expressdo in vivo. Os perfis de expressdo in

silico e in vivo ndo foram similares para nenhum dos genes.

Palavras-chave: Estresse abidtico. Palma de 6leo. RNA-seq. Transcritbmica. OmicsBox.
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Prospection and annotation of genes responsive to salinity stress in oil palm (Elaeis

guineensis Jacqg.), and characterization of gene expression profile using qPCR

ABSTRACT

Transcriptomics is the use of different techniques in the study of an organism's
transcriptome. Among the most used techniques, RNA-seq is the one that stands out the most
today. RNA-seq is the sequencing of cDNAs derived from transcripts, on a large scale, using
NGS (Next Generation Sequencing) platforms. The analysis of RNA-seq data allows
characterizing the profile of gene expression in silico in a given condition, such as saline
stress. It is done using strategies of differential gene expression analysis. The profile
determined in silico needs to be validated in vivo, which can be done using the RT-gPCR
technique. This work aimed to prospect E. guineensis genes responsive to salinity stress,
based on RNA-seq data obtained in a previous study. The genes prospected were then
functionally and structurally annotated, before submitted to gPCR analysis. Leaves of palm
oil plants - collected at five and 12 days after the onset of stress at 2.0 g of NaCl / 100 g of
substrate - were subjected to total RNA extraction (three plants per treatment). The same was
done with leaves from plants submitted to 0.0 g of NaCl / 100 g of substrate. The
bioinformatics platform OmicsBox, version 1.2.4., Module “transcriptomics”, using the
“Reference Based Transcriptomics Workflow” with adjustments, was used in the selection of
genes responsive to salt stress; and to generate the expression profile in silico selected genes.
33 differentially expressed genes were identified when comparing samples with five days of
stress and control; and 10 differentially expressed genes when comparing samples with 12
days of stress and control. The criteria used for selection were: up regulated when stressed,
FDR < 0.01 and logFC > 5. Six genes were common to both groups; and, based on their
expression profiles in silico, three of these genes were chosen to generate the expression

profile in vivo. The in vivo profile of these genes did not match their in silico profile.

Keywords: Abiotic Stress. Oil Palm. RNA-seq. Transcriptomics. OmicsBox.
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1 INTRODUCAO

Transcritbmica é um conjunto de técnicas utilizadas para estudar o transcritoma de um
organismo, cabendo destacar as técnicas de microarranjo e de RNA-seq. Transcritoma é a
soma de todos os transcritos de uma célula, um tecido, um 6rgéo, ou do organismo inteiro, em
um determinado momento do desenvolvimento deste, em determinadas condigdes ambientais.
Nos ultimos anos, em decorréncia dos avancos tecnoldgicos alcangados com a técnica de
RNA-seq, e da significativa reducdo dos custos para aplicacdo dessa técnica, testemunhamos
uma explosdo na quantidade de dados de transcritoma gerados e tornados publicos (LOWE et
al., 2017).

RNA-seq se refere ao sequenciamento em larga escala de cDNAs derivados de
transcritos, mediante emprego de tecnologias de sequenciamento de nova geracgdo, sendo que
a abundéncia desses é derivada do numero de sequéncias (“reads”) para cada transcrito
(LOWE et al., 2017). A anélise dos dados de RNA-seq se inicia com uma analise da
qualidade das sequéncias geradas, seguida por uma etapa de pré-processamento que visa
melhorar a qualidade destas, e continua com o0 mapeamento de sequéncias de alta qualidade
em um genoma ou transcritoma de referéncia. Por fim, os dados mapeados sdo normalizados e
utilizados para analise de expressdo diferencial de genes, mediante emprego de métodos
estatisticos e de aprendizado de maquina (“machine learning”) (COSTA-SILVA;
DOMINGUES; LOPES, 2017; STARK; GRZELAK; HADFIELD, 2019).

A andlise de expressdo diferencial é provavelmente a mais importante etapa que
permite ao usudrio interpretar as informacdes bioldgicas sobre os perfis de expressdo de uma
célula, um tecido, um o6rgdo, ou do organismo inteiro, em um determinado momento do
desenvolvimento deste, em determinadas condi¢Bes ambientais distintas (JIMENEZ-
JACINTO; SANCHEZ-FLORES; VEGA-ALVARADO, 2019). O perfil de expressdo génica
in silico obtido com a analise de expressao diferencial contém as informacdes sobre genes
relacionados a resposta do organismo a uma determinada condi¢do como, por exemplo,
estresse salino.

O perfil de expressdo génica obtido mediante analise de expressao diferencial precisa
ser validado in vivo, 0 que pode ser feito utilizando a técnica de RT-gPCR. A transcricéo
reversa (RT) seguida pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) representa uma ferramenta
poderosa para a deteccdo e quantificagdo de mRNA. Esta técnica é considerada a mais

sensivel e eficaz para a detec¢do e quantificacdo da expressao de um gene (PFAFFL, 2004)
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Vieira (2019) aplicou a fendmica, a transcritdmica e a metaboldmica para caracterizar
as respostas morfofisioldgicas, de expressdo de transcritos e de metabdlitos de dendé (Elaeis
guineensis Jacq.) a estresse salino. Este presente estudo objetivou prospectar genes de E.
guineensis responsivos a estresse de salinidade, mediante analise dos dados brutos de RNA-
seq, gerados por Vieira (2019). Os genes prospectados provenientes do sequenciamento foram
submetidos a anotacdo estrutural e funcional, e os perfis de expressdo génica in silico e in vivo

foram comparados.
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2 MATERIAL E METODOS

Os dados brutos de RNA-Seq utilizados neste estudo para prospeccdo de genes de
dendé (E. guineensis) responsivos a estresse de salinidade sdo oriundos do estudo realizado
por Vieira (2019). Plantas de dendé foram submetidas a estresse de salinidade (2.0 g de NaCl
/ 100 g de substrato), e amostras de RNA total de folhas de trés plantas (replicatas) com 5 e
trés com 12 dias de estresse foram coletadas, juntamente com amostras de RNA total de
folhas de trés plantas controle (0.0 g de NaCl / 100 g de substrato), e submetidas a
sequenciamento em Plataforma Illumina - HiSeq3000 (Tabela 2).

2.1 Analise de expressao diferencial in silico e prospeccéo de genes responsivos a
salinidade

Para a analise da expressdo diferencial visando a prospecgdo de genes responsivos a
salinidade em dendé, foi utilizada a plataforma de bioinformatica OmicsBox (OmicsBox —
Bioinformatics  Made  Easy, BioBam  Bioinformatics, March 3, 2019,
https://www.biobam.com/omicsbox), na sua versio 1.2.4., moddulo “transcritomics”,

utilizando o “Reference Based Transcriptomics Workflow” ajustado.

Tabela 1 - Amostras provenientes do sequenciamento pair-end (controle, estressadas com 5 e

12 dias)
Nome da Amostra Tipo de Sequenciamento Arquivos FastQ Utilizados
Control_R1 2X150bp Pair-end Sequencing 1, 2
Control_R2 2X150bp Pair-end Sequencing 1,
Control_R3 2X150bp Pair-end Sequencing 1,

05DaysStressed R1 2X150bp Pair-end Sequencing

05DaysStressed R2 2X150bp Pair-end Sequencing

05DaysStressed R3 2X150bp Pair-end Sequencing

12DaysStressed_R1 2X150bp Pair-end Sequencing

12DaysStressed_R2 2X150bp Pair-end Sequencing

R
NN N NN N NN

12DaysStressed_R3 2X150bp Pair-end Sequencing

Fonte: Da autora (2020).
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2.1.1 Reference Based Transcriptomics Workflow - Pré-processamento FASTQ,
Verificagéo de qualidade FASTQ, Alinhamento de RNA-Seq e Geragao de
Tabela de Contagem (BAM + GFF)

Os 18 arquivos FASTQ das nove amostras sequenciadas foram submetidos ao pré-
processamento utilizando os seguintes pardmetros: Remove Adapters: true; Use Adapters
From: Default Adapter Sequences; Adapter Sequences: TruSeq3; Seed Mismatches: 2;
Palindrome Clip Threshold: 30; Simple Clip Threshold: 15; Minimum Adapter Length: 8;
Keep Both Reads: true; Trimming: true; Trimming Option: Sliding Window Trimming;
Window Size: 4; Required Quality: 15; Filter By Quality: true; Average Quality: 25; Filter By
Length: true; e Minimum Length: 36.

Apos a triagem, os arquivos foram submetidos a anélise de qualidade utilizando os
seguintes parametros: Chart Read Length Binning: true; Provide Adapter Sequences: false; e
Provide Contaminant Sequences: false.

Por fim, os arquivos com as sequéncias de alta qualidade foram submetidos ao
mapeamento contra o genoma completo de Elaeis guineensis - EG5 - BioProject
PRINA192219  (www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/192219), utilizando o  arquivo
EG5_genomic_Version3_AnnotRelease102.gff3 disponivel em
ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/Elaeis_guineensis/GFF/,  utilizando  0s  seguintes
parametros: Sequencing Data: Paired-End Reads; Overhang: 100; Upstream Files Pattern: _1;
Downstream Files Pattern: _2; 2-pass Mapping: true; Sort by Coordinate: true; Min. Intron
Length: 20; Max. Intron Length: 1000000; Max. Distance Between Mates: 1000000; Include
Chimeric Alignments: false; Max. # of Multiple Alignments: 20; Max. # of Mismatches: 999;
Save Splice Junctions: false; e Save Unmapped Reads: false.

Os nove arquivos BAM gerados durante a etapa de mapeamento foram submetidos a
geracdo da Count Table (BAM + GFF) utilizando os seguintes parametros: Quantification
Level: gene; Name/Group By: ID; Strand Specificity: Non Strand Specific; Overlap Mode:
Union; e Minimum Mapping Quality: 10.

2.1.2 Reference Based Transcriptomics Workflow - Anélise da expresséo diferencial

Para a selecdo dos genes diferencialmente expressos aos 12 e 5 dias ap6s o inicio do
estresse salino, em comparacdo a planta ndo estressada, foram utilizados 0s seguintes
parametros: CPM Filter: 1.0; Samples reaching CPM Filter: 3; Normalization Method: TMM

(Trimmed mean of M values); Design Type: Simple Design; Primary Experimental Factor:
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Time; Primary Contrast Condition: 5 ou 12 dias; Primary Reference Condition: 0; Select a

Statistical Test: Exact Test; e Robust: true.

2.2 Selegdo e anotacdo estrutural e funcional de genes responsivos a salinidade

Para selecionar os genes responsivos a salinidade, foram utilizados os seguintes
critérios: FDR < 0.01, logFC > 5.,e logCPM = 1. Estes critérios foram utilizados para
selecionar genes diferencialmente expressos entre as plantas controle e as estressadas, tanto
aos 5 dias quanto aos 12 dias de estresse. Os genes selecionados como up regulated entre o
controle e doze dias de estresse foram submetidos a anotacdo estrutural e funcional, tendo

como base o genoma de dendé disponivel no NCBI (SINGH et al., 2013).

2.3 Analise do perfil de expressédo diferencial in vivo dos genes responsivos a salinidade

Trés dos genes responsivos ao estresse salino selecionados e anotados foram
submetidos a analise do perfil de expressdo in vivo utilizando a técnica de qPCR.
Inicialmente, as sequéncias dos trés genes alvo foram obtidas do Genbank e exportadas para o
programa primer3plus (bioinformatic). Foram escolhidos dois pares de primers para cada
gene alvo.

Durante o experimento realizado com dendé (Elais guineensis) para analisar a resposta
da planta para com o estresse salino no substrato, foram selecionadas 3 plantas para coleta de
material para analise. O material (folhas) foi armazenado em um freezer -80°C. As coletas
consistiram em: plantas controle, plantas estressadas coletadas aos 5 dias ap6s o inicio do
estresse, e 12 dias ap0s o inicio do estresse salino.

As amostras dos tecidos das folhas de dendé (Elais guineensis) foram inicialmente
fragmentadas em grau com pistilo contendo nitrogénio liquido. A seguir foram misturadas ao
reagente Trizol (Invitrogen) com auxilio de um homogenizador de tecidos (MA102, Marconi).
A extracdo de RNA foi realizada seguindo as instru¢des do fabricante. O RNA extraido para o
teste descrito a seguir continha 400 ng / ul.

As amostras de RNA foram tratadas com Dnase (Deoxyribonuclease I, Invitrogen)
para remoc¢do de possiveis residuos de DNA gendmico, e todo o processo foi realizado de
acordo com o kit da invitrogen. A seguir foi feito o cONA para um volume total de 100ul e,
em seguida, a técnica de PCR convencional foi realizada com os pares de primers para que

fosse possivel ser escolhido o melhor par de primer para cada um dos genes. Para isso, foi
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utilizado o material vegetal estressado de 5 dias. O procedimento seguiu de acordo com o kit
da invitrogen.

Foi realizada uma g-PCR para analise quantitativa visual dos 8 genes responsivos ao
estresse salino encontrados anteriormente. Para a realizagdo da PCR quantitativa em tempo
real (QPCR), utilizou-se o kit comercial SYBR® GreenER™ qPCR SuperMix Universal
(Invitrogen®) (INVITROGEN, 2010). O protocolo foi modificado em relagdo ao volume da
reacdo. O cDNA obtido anteriormente foi diluido serialmente 1:100. Os componentes
presentes no kit comercial foram adicionados a placas de qPCR de 96 pocos do tipo universal.
Todos os genes foram comparados com o gene de referéncia.

As leituras da fluorescéncia foram realizadas pelo StepOnePlus™ Real-Time PCR a
cada ciclo de amplificagho e, posteriormente, analisadas pelo  software
StepOne™/StepOnePlus™Software v2. 3 - Life Technologies. Todas as reagdes foram
submetidas as mesmas condicgdes, e o resultado, expresso em valor de Ct, se refere ao nimero
de ciclos de PCR necessarios para que o sinal fluorescente atinja o limiar de deteccdo. Os
resultados individuais expressos em valores de Ct foram analisados pelo proprio software
(VARGAS, 2014).
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3 RESULTADOS

Trés objetivos especificos principais orientaram a realizacdo deste capitulo. O
primeiro visou prospectar no genoma de palma de 6leo (Elaeis guineensis) genes responsivos
ao estresse salino; o segundo visou realizar a anotacdo estrutural e funcional dos genes
prospectados; e, por fim, caracterizar, mediante emprego da técnica de gPCR, o perfil de

expressdo dos genes responsivos a estresse salino selecionados.

3.1 Pré-processamento FASTQ, Verificacdo de qualidade FASTQ, Alinhamento de
RNA-Seq e Geracédo de Tabela de Contagem (BAM + GFF)

A Tabela 2 mostra que apds o pré-processamento foi gerado um conjunto de
sequéncias de alta qualidade que nédo apresentam leituras de baixa qualidade, o percentual do
numero das leituras foi de 23%, o tamanho das sequéncias segue um padrdo de no maximo
150 pb e o percentual de GC foi de 50%.

Apols a andlise de qualidade foi feito o mapeamento, que remete ao processo de
alinhamento das sequéncias das amostras contra 0 genoma de referéncia de dendé. O
percentual das leituras Unicas mapeadas foi de 92% (Tabela 3).

Apds o mapeamento foi realizada uma tabela de contagem que estima a expressdo
génica de experimentos de sequenciamento de RNA. Essa ferramenta utiliza arquivos com
leituras de sequenciamento alinhadas no formato SAM / BAM e um arquivo GTF / GFF com
coordenadas de caracteristicas genomicas. Ele faz a contagem de quantas leituras sdo
mapeadas para cada recurso de interesse (genes, exon). E obtida uma tabela de contagem que
pode ser usada para executar uma analise de expressao diferencial dentro do OmicsBox, que
esta evidenciada na Tabela 4.

Na Figura 18, € evidenciada a analise de como as contagens sao distribuidas em cada
amostra para todos 0s recursos (gene, exon).

A Figura 19 mostra as mesmas informacdes da tabela anterior (Tabela 4) em formato

de imagem e em porcentagem. Para cada amostra foram atribuidas contagens relativas.



Tabela 2 - Anélise de qualidade das sequéncias das amostras de RNA-seq de plantas de dendé controle e estressadas (5 e 12 dias de estresse)

Nome da Amostra NUmero de Leituras Leituras de Baixa Qualidade Comprimento da Sequéncia GC%
Control_R1_1 29.858.321 0 36-150 50.0
Control_R1_2 29.858.321 0 36-150 50.0
Control_R2_1 30.782.147 0 36-150 50.0
Control_R2_2 30.782.147 0 36-150 50.0
Control_R3_1 20.592.830 0 36-150 50.0
Control_R3_2 20.592.830 0 36-150 50.0
05DaysStressed_R1 1 22.654.938 0 36-150 51.0
05DaysStressed_R1 2 22.654.938 0 36-150 51.0
05DaysStressed_R2_1 22.165.930 0 36-150 50.0
05DaysStressed R2 2 22.165.930 0 36-150 50.0
05DaysStressed R3 1 21.590.646 0 36-150 51.0
05DaysStressed R3 2 21.590.646 0 36-150 51.0
12DaysStressed R1 1 20.341.988 0 36-150 50.0
12DaysStressed R1 2 20.341.988 0 36-150 50.0
12DaysStressed R2_1 21.468.502 0 36-150 51.0
12DaysStressed _R2_2 21.468.502 0 36-150 51.0
12DaysStressed R3 1 22.785.976 0 36-150 49.0
12DaysStressed_R3 2 22.785.976 0 36-150 49.0

Legenda: Quantidade de leituras totais, Quantidade de leituras de qualidade baixa, Tamanho das sequéncias e Percentual das bases nitrogenadas (GC).
Fonte: Da autora (2020).
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Tabela 3 - Mapeamento das sequéncias de alta qualidade das amostras de RNA-seq de plantas de dendé controle e estressadas (5 e 12 dias de
estresse) contra o genoma de referéncia de Elaeis guineensis (EG5) anotado e disponivel no NCBI

Nome da Amostra

Leituras Mapeadas

Comprimento

NUmero de Splices

Exclusivamente Médio Mapeado Total Anotado GT/IAG GC/AG | AT/AC | Nao canbnicos
Control_R1 27.951.593/93.614% 290.41 25.948.276 25.886.259 25.304.981 487.59 20.512 135.193
Control_R2 28.919.398/ 93.949% 290.6 26.607.606 26.543.086 25.967.802 | 489.874 | 21.964 127.966
Control_R3 18.077.169 / 87.784% 291.76 16.360.995 16.325.627 15.973.403 297.719 12.137 77.736
05DaysStressed_R1 19.807.753 / 87.432% 291.67 16.776.326 16.736.681 16.389.272 289.214 14.179 83.661
05DaysStressed_R2 20.306.495/91.611% 292.37 18.836.359 18.798.940 18.436.874 | 299.904 | 16.229 83.352
05DaysStressed_R3 19.011.515 / 88.054% 292.34 15.931.520 15.897.666 15.578.571 259.809 13.575 79.565
12DaysStressed_R1 17.985.617 / 88.416% 291.87 15.668.872 15.628.953 15.311.987 | 260.646 | 13.966 82.273
12DaysStressed_R2 18.350.992 / 85.479% 292.11 15.077.028 15.040.772 14.735.012 245.92 13.647 82.449
12DaysStressed_R3 20.766.103 / 91.135% 292.24 18.440.136 18.396.041 18.019.254 | 315.964 | 14.609 90.309

Legenda: Leituras Unicas mapeadas das amostras, Comprimento médio mapeado, Total de sequéncias, Quantidade de sequéncias anotadas no genoma,
Quantidade de splices dos pares de base (GT/AG. GC/AG. AT/AC), e Quantidade de ndo canbnicos.

Fonte: Da autora (2020).
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Tabela 4 - Quantificagéo das sequéncias de alta qualidade das amostras de RNA-seq de plantas de dendé controle e estressadas (5 e 12 dias de
estresse) contra o genoma de referéncia de Elaeis guineensis (EG5) anotado e disponivel no NCBI

Leituras de Entrada

Leituras Alinhadas

Nome da Amostra Total de “Pair A Genes Nao Genes Ambiguas Alinhamentos néo Unicos Alinhamento de N&o Alinhados
End Sequences” Baixa Qualidade

Control_R1 29.692.333 25.692.842 / 86.53% 1.799.259 / 6.06% 458.227 [ 1.54% 1.740.740 / 5.86% 0 1.265/0.00%
Control_R2 30.515.836 26.675.395/ 87.41% 1.771.330/ 5.80% 471.103/1.54% 1.596.438/ 5.23% 0 1.570/0.01%
Control_R3 22.045.218 15.956.976 / 72.38% 1.849.181/8.39% 270.187/1.23% 3.968.049 / 18.00% 0 825/0.00%
05DaysStressed_R1 24.580.201 16.132.336 / 65.63% | 3.417.878/13.91% | 256.196/1.04% 4.772.448 1 19.42% 0 1.343/0.01%
05DaysStressed_R2 23.155.078 17.626.321/76.12% | 2.419.865/10.45% | 259.472/1.12% 2.848.583/12.30% 0 837/0.00%
05DaysStressed_R3 23.419.547 15.219.468/64.99% | 3.561.579/15.21% | 229.205/0.98% 4.408.032 / 18.82% 0 1.263/0.01%
12DaysStressed_R1 21.622.164 15.579.276 / 72.05% | 2.188.717/10.12% | 216.528/1.00% 3.636.547 / 16.82% 0 1.096 / 0.01%
12DaysStressed_R2 23.732.714 14.771.292 /1 62.24% | 3.367.254/14.19% | 211.131/0.89% 5.381.722 / 22.68% 0 1.315/0.01%
12DaysStressed_R3 23.608.152 18.499.033 / 78.36% 2.027.638/8.59% 238.601/1.01% 2.842.049/ 12.04% 0 831/0.00%

Legenda: Recurso: soma de todas as leituras que foram atribuidas a qualquer gene; Sem recurso: leituras que ndo puderam ser atribuidas a nenhum gene;
Ambiguo: 1€ as sequéncias que foram atribuidas a mais de um recurso. Essas leituras ndo sdo contadas para nenhum recurso; Alinhamento ndo exclusivo: 1&
com mais de um alinhamento relatado; Baixa qualidade de alinhamento: leituras ignoradas devido ao filtro "Qualidade minima de mapeamento”. Nao
alinhado: 1é o arquivo SAM / BAM sem alinhamento.

Fonte: Da autora (2020).
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Figura 18 - Distribuicdo dos grupos de contagem
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Legenda: Diagrama de caixa que permite ver como as contagens sdo distribuidas em cada amostra
para todos 0s recursos. Recursos com contagem de zero em todas as amostras foram descartados para
este diagrama.

Fonte: Da autora (2020).
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Figura 19 - Quantificacdo das sequéncias de alta qualidade das amostras de RNA-seq de
plantas de dendé controle e estressadas (5 e 12 dias de estresse) contra 0 genoma
de referéncia de Elaeis guineensis (EG5) anotado e disponivel no NCBI em

porcentagem
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Legenda: Recurso: a soma de todas as leituras que foram atribuidas a qualquer gene; Sem recurso:
leituras que ndo puderam ser atribuidas a nenhum gene; Ambiguo: Ié as sequéncias que foram
atribuidas a mais de um recurso. Essas leituras ndo sdo contadas para nenhum recurso; Alinhamento
ndo exclusivo: 1é com mais de um alinhamento relatado; Baixa qualidade de alinhamento: leituras
ignoradas devido ao filtro "Qualidade minima de mapeamento”. N&o alinhado: I& o arquivo SAM /
BAM sem alinhamento.

Fonte: Da autora (2020).

3.2 Analise da expressao diferencial, selecdo e anotacdo de genes responsivos a estresse
salino

Para analisar a diferenca entre os grupos comparados (Controle x Estressado 5 dias e
Controle x Estressado 12 dias) foi gerada uma escala multidimensional na qual as distancias
representam as alteracGes tipicas de logFC entre as amostras (Figura 20).

A figura 21 apresenta um gréafico de dispersdo construido plotando o log negativo dos
valores ajustados (FDR) no eixo y versus o logFC no eixo x; sendo que foram selecionados
somente aqueles genes com FDR < 0.01 e logFC > 5. Os genes up-regulated selecionados séo
mostrados em vermelho e os down-regulated sdo mostrados em verde (Figura 21).

Ja a figura 22 apresenta um grafico de dispersdo construido plotando logFC alterado
no eixo y versus a média do log do CPM no eixo X; sendo que sdo apresentados em vermelho

somente aqueles genes com FDR < 0.01.
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O HeatMap é uma representacdo visual bidimensional de dados na qual valores
numeéricos de pontos sdo representados por uma gama de cores (Figura 23). Os dendrogramas
adicionados ao lado esquerdo e superior sdo produzidos por um método hierarquico de
agrupamento que toma como entrada a distancia euclidiana calculada entre genes (a direita) e
amostras (embaixo). As primeiras barras conttm o desenho experimental dos dados
mostrando a associacdo entre amostras e amostras experimentais covariaveis. Foram
encontrados 33 genes diferencialmente expressos (FDR < 0.01 ¢ logFC > 5) quando
comparadas as amostras controle com amostras estressadas por 5 dias; e 10 genes quando

comparadas as amostras controle com amostras estressadas por 12 dias.
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Figura 20 - MDS-Plot: Escala multidimensional relativa a separagdo do grupo controle e do
grupo estressado com diferentes concentracdes de NaCl coletados com 5 e com 12

dias
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Legenda: (A) Escala multidimensional dos grupos Controle X

multidimensional dos grupos Controle x Estressado 12 dias.

Fonte: Da autora (2020).

Estressado 5 dias. (B) Escala
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Figura 21 - Volcano-Plot: Gréafico de dispersdo relativo aos genes up-regulated e down-
regulated estressados aos 5 e aos 12 dias
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Legenda: (A) Representacdo dos genes up-regulated (5 dias) em vermelho com FDR<0,01 e logFC
>5,0; genes down-regulated estdo representados em verde com FDR<0,01 e logFC<5,0; os genes
representados na cor cinza possuem FDR<0,01; e os genes representados na cor preta possuem
FDR>0,01. (B) Representacdo dos genes up-regulated (12 dias) em vermelho com FDR<0,01 e logFC
>5,0; genes down-regulated estdo representados em verde com FDR<0,01 e logFC<5,0; os genes

representados na cor cinza possuem FDR<0,01; e os genes representados na cor preta possuem
FDR>0,01.
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Fonte: Da autora (2020).
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Figura 22 - MA-Plot: Gréfico relativo a representacdo dos genes up-regulated referente ao
estresse de 5 e 12 dias
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Legenda: (A) Representacdo dos genes up-regulated (5 dias) em vermelho com FDR<0,01 e logFC
>5,0; e os genes representados na cor preta possuem FDR>0,01. (B) Representacdo dos genes up-
regulated (12 dias) em vermelho com FDR<0,01 e logFC >5,0; e os genes representados na cor preta
possuem FDR>0,01.

Fonte: Da autora (2020).
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Figura 23 - Mapa de calor da associagdo entre amostras de folha de dendé controle e amostras
de folha de dendé estressadas com 5 e com 12 dias
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Legenda: (A) Associagdo entre amostras de folha de dendé controle e amostras de folha de dendé
estressadas com cinco dias. (B) Associagdo entre amostras de folha de dendé controle e amostras de
folha de dendé estressadas com 12 dias.

Fonte: Da autora (2020).



Tabela 5 - Dados estatisticos gerados a partir da analise de expressdo diferencial utilizando o software edgeR (ROBINSON; MCCARTHY;
SMYTH, 2010) para os genes up-regulated selecionados, mediante uso dos critérios FDR <0.01 ¢ logFC > 5, e que estavam presentes

quando comparando as plantas controle vs. estressadas por cinco dias, e também quando comparando as plantas controle vs.
estressadas por 12 dias

93

Simbolo do gene FC logFC logCPM P-Value FDR

LOC105055832 61.78245385346276 5.94912526743785 4.19742382282159 9.86609252933471E-6 1.11762671824238E-4
LOC105055156 80.01363947475419 6.32217404395396 -0.108356975711198 2.10408072102021E-19 3.27046579612346E-17
LOC105045973 86.1173894404394 6.42823268124787 4.42082753645471 5.3837755475566E-7 8.80108066450999E-6
LOC105047536 42.01546149952851 5.39284842572865 2.80734979266622 2.62754706138134E-15 2.27516780479335E-13
LOC105058460 42.2957408136076 5.40244048597579 -0.23774609039843 3.6478576100151E-17 4.14217508136026E-15
LOC105039727 56.03242147207154 5.80818993566647 0.58521585717272 1.23427499253139E-18 1.7337449395091E-16

Legenda: FC: Razdo entre o valor médio da abundancia de um Teste de Abundancia Diferencial especifica na condicdo de contraste e na condicdo de

referéncia, se o valor médio da abundancia no grupo de contraste for maior que no grupo de referéncia. Se esse valor for maior no grupo de referéncia, o FC
sera calculado como a razdo entre o valor médio da abundancia na condicao de referéncia e o valor em a condi¢do de contraste com um sinal negativo. logFC:

medida que descreve 0 quanto a expressdao muda entre as condicGes, logCPM: a média log2-count-per-million, p-Value: Valor p para a hip6tese nula de
abundancia ndo diferencial, FDR: Um valor p corrigido para multiplas comparacGes de testes (BENJAMINI, Y.; HOCHBERG Y., 1995), se atendendo ao
critério logFC (logFC> 1 ou logFC <-1 por padréo).

Fonte: Da autora (2020).
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Tabela 6 - Anotacdo estrutural e funcional dos genes up-regulated selecionados, mediante uso dos critérios FDR < 0.01 e logFC > 5, e que

estavam presentes quando comparando as plantas controle vs. estressadas por cinco dias, e também quando comparando as plantas

Simbolo do Descricéo do gene Cromossomo/ | # de exons Tipo do gene Sentido
Gene Scaffold

LOC105055832 | Probable vacuolar amino acid transporter YPQ1 13 12 Codificacdo de proteinas Anti-sense
LOC105055156 | Thiosulfate sulfurtransferase 16. chloroplastic 12 7 Codificacdo de proteinas Anti-sense
LOC105045973 | Non-specific lipid-transfer protein 1 5 2 Codificagdo de proteinas Anti-sense
LOC105047536 | Acidic endochitinase 6 1 Codificacéo de proteinas Sense
LOC105058460 | Transcription factor bHLH94 15 3 Codificacéo de proteinas Anti-sentido
LOC105039727 | Glycine-rich cell wall structural protein 2 2 1 Codificagdo de proteinas Anti-sentido

Legenda: Simbolo dos genes selecionados, Descricdo dos mesmos, Posicionamento no cromossomo, Quantidade de exons, Tipo de gene, e o sentido da fita
complementar de DNA.

Fonte: Da autora (2020).
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3.3 Analise do perfil de expressao in vivo dos genes responsivos a estresse salino

De acordo com as analises utilizando a plataforma de bioinformatica OmicsBox
(OmicsBox — Bioinformatics Made Easy, BioBam Bioinformatics, March 3, 2019,
https://www.biobam.com/omicsbox), na sua versdo 1.2.4., modulo “transcriptomics”,
utilizando o “Reference Based Transcriptomics Workflow” ajustado, onde foi comparado o
perfil de expressdo diferencial entre 0 e 5 dias vs 0 e 12 dias. Foram encontrados 33 genes
diferencialmente expressos (FDR < 0.01 e logFC > 5) quando comparadas as amostras
controle com amostras estressadas por 5 dias; e 10 genes quando comparadas as amostras
controle com amostras estressadas por 12 dias (Figura 23).

Seis desses genes estavam superexpressos tanto em 5 dias, como em 12 dias. Com
base nos padrdes de expressdo dos mesmos, foram escolhidos trés genes para a devida
comparacéo in vivo via qPCR, evidenciados na Quadro 2 a seguir. A figura 24 demonstra os

perfis de expressao in silico e in vivo dos trés genes selecionados para analise por gPCR.



Quadro 2 - Sequéncias dos trés genes selecionados para analise por qPCR, e dos respectivos pares de primers utilizados

Simbolo

do gene

Sequéncia do gene

Par de Primers 1

Par de Primers 2

LOC105045973

ATGGCTCGCTGCGGTGCTCCTCTGGCCACGGTGGTGGTCCTCGCCGTGCTGCTGGTGGCGGCACCGTACACGGCGCA
TGCCATCACCTGCGGCCAGGTGGTGTCCTACCTGACCCCATGCATCTCCTACGCCCGCAGCGGTGGGCAGGTCCCCG
CCGGGTGCTGCAGTGGAGTGAAGGGACTCGTCGCGGCGGCGAGGACCACCGCTGACCGCCGGACGGCATGCACCT
GCCTCAAGAACACCGCCGCTGGTTTGTCCGGCCTCAAGCCCGGCCTCATCTCCGGTATCCCCGGCAAGTGCGGTGTC
CGCGTTCCCTACGCCATCAGCCCCTCCACCGACTGCTCTAGGGTGAGCTAA

L: GCAGTGGAGTGAAGGGACTC
R: AGCTCACCCTAGAGCAGTCG

L: TGACCCCATGCATCTCCTAC
R: AGCTCACCCTAGAGCAGTCG

LOC105039727

ATGGCTTGCGTGAACCCTCTTCTCCCTGCTATTCTTGTCGTTGCTTCCTTTGTCTTGGTAGCAGAATGTCGGGTCTCC
AGGAAGGACCTTGGTGTGGGCCTGGGTGGTGGACTTGGCGTTGGAGTTGGTGTTGGCTTAGGAGGTGGTAGTGCTT
CCGGCTCCGGCTCCGGTTCGGCCTCTGGCTCTGGATCTGGTGCGGGGTCTGGGGCCGGTTCAGGTGCAGGGTCATCC
GCAGGGTCTGATGCCGGTTCAGGTTCGGGTTATGGTTCTGGCCAAGGGTCTGGCTCGGGATCTGGTACGGGATATGG
TGAAGGCTACGGTGAAGGCCATGGCCATGGTGCGGGAACTGGTTCGGGACATGGTGAAGGCTACGGCGAAGGGTA
TGGTGAAGGCCATGGTTCTGGTTCTGGTGATGGTTCAGGCTCGGGTTATGGTGAGGGTCACGGGTCTGGGTCTGGGT
ATGGTAGCGGCCATGGCAAGTGA

L: CTTGCGTGAACCCTCTTCTC
R: AAGCCAACACCAACTCCAAC

L: CTTGCGTGAACCCTCTTCTC
R: ACCTCCTAAGCCAACACCAA

LOC105058460

ATGGCTCTAGATGCTGCGGTCTTCCCACAAGACCCCTTTGGTTGCACCATGAAGGAGTTCTACACCTTGGGAGGAGT
ATGGAACTATGGTTTTGGTGGGTTGGAAGGGAAGGGGGTGGTGGTTGAATGCAAGATGGATGGTGGTGTTGGTGGT
GGGGTGAGGCAAGAGCAGGGAAAGGGGGTGGTTGATGGAGTGCATGGGAACTGGGACTCCTCTTGCTCTTCCTTGG
TGCAAAACCTTGAGGAGTGGGATGTGAATTCCTCACCCCCATCGGAGACTGGTGGCCGGGAGACGGCGATGAGGGG
CCGGAGGAAGAGGCGACGCACCAAGAGTTTCAAGAACAAGGAGGAGGTGGAGAACCAGAGGATGACCCACATTGC
GGTGGAGCGCAACCGGCGAAAGCAGATGAACGAGTACCTCTCATCGATCCGGTCCCTCATGCCTCCTTCCTATGTGC
AAAGGGGTGATCAAGCATCAATAATTGGTGGCGCAATAAATTATGTCAAAGAGCTTGAGCAACTTCTCCAATCTCT
CGAAGTTCAAAAGCGACTGAAGCAAAGATCCGATACAGTTCCTTTTGCTGATTTCTTCACCTTTCCTCAGTACTCATC
ATGCTCTTCTCAAAGTGCAAACGGCGCTGCAACCACCACCACCGCTGCCGCCGCCATCAACACCAACGCTACTGAG
ATAATGGCTGAGAACCGGTCGGCCATAGCCGACATTGAGGTAATGATGGTCGACAGCCATGCCAATCTCAAGGTTC
TCTCGAGACGGCGACCCAAGCAGCTGCTCAAGTTAGTGGTGGGCTTACAGAACCTGCAGCTCACTACACTCCACCTC
AATGTGACCACCATGGATGAAATGGTTCTCTACTCATTCAGTCTCAAGGTAGAAGATGATTGCCAATACACATCTGT
GGATGAAATTGCTACTGCAGTCTATCAAATGGTTGGGAAGATTCAACAGTCGTCCGATCTTAACTAA

L: GGTTGCACCATGAAGGAGTT
R: CACCAAGGAAGAGCAAGAGG

L: ACCTTGAGGAGTGGGATGTG
R: GACCGGATCGATGAGAGGTA

Legenda: As letras L e R significam esquerda e direita, respectivamente.

Fonte: Da autora (2020).
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Figura 24 - Perfis de expressdo in silico e in vivo dos trés genes selecionados para anélise por

gPCR
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Legenda: Perfis de expressdo de LOC105058460 (A e D), LOC105039727 (B e E) e LOC105045973

(CePF).

Fonte: Da autora (2020).



98

4 DISCUSSAO

4.1 Analise de expressao diferencial, prospeccdo e anotagdo de genes responsivos a
salinidade

A crescente pesquisa na area de expressao génica em busca de genes candidatos
associados as respostas aos estresses abidticos tem possibilitado estudar o transcritoma e
identificar genes responsivos a diversos estresses, tanto bidticos como abiéticos (TORRES,
2017). O principal objetivo deste capitulo foi analisar o perfil de expressdo de genes de Elaeis
guineensis Jacq. responsivos a estresse de salinidade, observado mediante analise in silico de
expressao diferencial e comparar seu comportamento in vivo mediante a técnica de qPCR.

De acordo com o “Reference Based Transcriptomics Workflow” utilizado, os dados
obtidos apds a realizacdo do Pre-processamento FASTQ, verificacdo de qualidade FASTQ,
alinhamento de RNA-Seq e geracdo de tabela de contagem (BAM + GFF), evidenciaram que
a analise da expressdo diferencial apresentou uma quantificacdo das sequéncias de alta
qualidade das amostras de RNA-seq de plantas de dendé controle e estressadas (5 e 12 dias de
estresse) contra o genoma de referéncia de Elaeis guineensis (EG5) anotado e disponivel no
NCBI, evidenciado na Tabela 4.

Todo o processo descrito anteriormente permitiu analisar os dados brutos obtidos por
Vieira (2019). Foi possivel conseguir até 30 milhdes de sequéncias de alta qualidade por
amostra, foi um processo de retirada de adaptadores, sequéncias de baixa qualidade e qualquer
tipo de contaminacdo. Apos a analise de qualidade foi feito o mapeamento, que remete ao
processo de alinhamento das sequéncias das amostras contra 0 genoma de referéncia de
dendé. O percentual das leituras unicas mapeadas ao genoma de referéncia foi de 92%, e isso
prova gue nado existe contaminacao.

Dando seguimento com as analises, a tabela de contagem € obtida em seguida, esse
seguimento faz a contagem de quantas leituras sdo mapeadas para cada gene ou exon, e a
mesma pode ser usada para executar uma analise de expressdo diferencial dentro do
OmicsBox, evidenciada na Tabela 4. Os resultados adquiridos por essa contagem permitiram
quantificar as sequéncias de alta qualidade das amostras de RNA-seq de plantas de dendé
controle e estressadas (5 e 12 dias de estresse) contra o genoma de referéncia de dendé. O
percentual de leituras alinhadas a genes foi bastante alto em todas as amostras analisadas; as
leituras alinhadas a ndo genes foram baixas, ndo atingindo 20%; os alinhamentos de baixa

qualidade ou os que ndo foram alinhados a nada é de no maximo 0,01%.



99

Para analisar a diferenca entre os grupos comparados (Controle x Estressado 5 dias e
Controle x Estressado 12 dias) foi gerado um MDS-Plot, que se refere a uma escala
multidimensional relativa a separacdo do grupo controle e do grupo estressado com diferentes
concentragdes de NaCl coletados com 5 e com 12 dias (Figura 20). A Figura 21 apresenta
uma representacdo dos genes up-regulated e down-regulated estressados aos 5 e aos 12 dias.
Essas figuras provam que é possivel fazer uma boa distingdo de genes diferencialmente
expressos com os critérios estabelecidos.

Por Gltimo, o Heatmap evidencia a associacdo entre amostras de folha de dendé
controle e amostras de folha de dendé estressadas com 5 e com 12 dias. O mapa de calor
fornece os simbolos dos 33 genes up-regulated encontrados quando a comparacao é entre
amostras de folha de dendé controle e amostras de folha de dendé estressadas com 5 dias, e 0s
simbolos dos 10 genes up-regulated encontrados quando a comparacdo é entre amostras de
folha de dendé controle e estressadas com 12 dias.

Foram selecionados 6 genes responsivos a estresse salino, os quais foram submetidos
a anotacdo estrutural e funcional evidenciado na tabela 6. O gene que corresponde ao
LOC105055832, se refere a um aminoacido, 0s quais sd80 componentes essenciais do
metabolismo das plantas, ndo apenas como constituintes das proteinas, mas também como
precursores de importantes metabdlitos secundarios e como transportadores de nitrogénio
organico entre os orgdos da planta. O transporte atraves de membranas intracelulares e
translocacdo de aminoacidos dentro da planta é mediado por transportadores de aminoacidos
de membrana (DINKELOO et al., 2017).

O gene LOC105055156 se refere as sulfuriltransferases que constituem uma familia de
proteina grande e complexa, caracterizada pela presenca de um dominio rodanés e implicado
em diversos processos moleculares e de sinalizagdo, em algumas plantas, as
sulfuriltransferases estdo presentes principalmente nos cloroplastos (MOSELER et al., 2019).

O gene LOC105045973 se refere a uma proteina de transferéncia lipidica néo
especifica-1. O estudo de Gangadhar et al. (2016) com analise da expressdo do gene
StnsLTP1 mostrou diferencas na sua expressao sob estresse por calor, déficit hidrico e salino.
Linhagens transgénicas de batata que superexpressam o gene StnsLTP1 exibiram integridade
da membrana celular aprimorada sob estresse, como per-oxidacéo lipidica da membrana e teor
de peroxido de hidrogénio reduzidos. Além disso, os transgénicos também exibiram atividade
enzimatica antioxidante aumentada com acimulo aumentado de ascorbatos e regulacdo

positiva de genes relacionados ao estresse.
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O gene LOC105047536, se refere a uma endocitinase &cida. Estudo realizado por
Khalili et al. (2018) com estresse salino em trigo, mostrou que as linhagens transgénicas
continham a expressdo de endocitinase &cida, que esta relacionada a defesa contra o estresse
oxidativo.

Para aumentar o conhecimento sobre os efeitos da expressdo génica e entender o
fendtipo da planta inteira sob estresse, é necessaria uma abordagem focada que combine
aspectos moleculares, fisiol6gicos e metabdlicos da tolerdncia ao estresse da planta. A selecéo
do promotor ou fator de transcri¢do apropriado a ser usado para a transformacéo pode ser feita
pela melhor compreensdo dos processos fisiologicos subjacentes em resposta a diferentes
estresses abioticos (SRIVASTAVA, 2019). O gene que corresponde ao LOC105058460, se
refere a um fator de transcrigéo.

O gene LOC105039727 se refere a proteina estrutural da parede celular rica em
glicina-2. Muitos estudos avangaram para a compreensdo das vias que contribuem para a
biossintese da parede celular e como essas vias sdo regulados por estimulos externos e
internos. Evidéncias recentes apoiam um modelo no qual certos aspectos da propria parede
podem atuar como sinais reguladores do crescimento (RUI; DINNENY, 2019). Componentes
moleculares de vias de sinalizagcdo que detectam e mantém a integridade da parede celular
comecaram a aparecer, incluindo sinais que surgem na parede, sensores que detectam
alteracdes na superficie da célula e modulos de transducdo de sinal a jusante. As condicfes de
estresse abidtico e bidtico fornecem novas contextos para o estudo da integridade da parede
celular, mas ainda assim, a natureza e as consequéncias das rupturas da parede devido a varios
estressores requerem uma investigacdo mais aprofundada (RUI; DINNENY, 2019).

Foi possivel atingir o objetivo especifico de prospectar no genoma de palma de 6leo
(Elaeis guineensis) genes responsivos ao estresse salino por meio do “Reference Based
Transcriptomics Workflow” e dos critérios estabelecidos: FDR < 0.01 e logFC > 5. Foi
possivel, ainda, a realizacdo da anotacdo estrutural e funcional dos genes prospectados
altamente expressos. O fluxograma também permitiu um alto grau de certeza (do ponto de
vista estatistico) quanto a diferenca de expressdo dos genes encontrados na amostra controle e
dos genes encontrados nas amostras estressadas com 5 e 12 dias.

O estudo de genes candidatos identificados baseados nas analises de expressdo génica
é de grande importancia na compreensdo do determinismo genético de caracteristicas de
interesse (ALVES, 2015), como a salinidade. A importancia de se fazer uma comparacao
entre a analise in silico com a andlise in vivo é grande, pois a plataforma utilizada para analise

in silico permite um enorme arcabouco de softwares para realizacdo de diversas anélises como
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a realizada no presente estudo, além selecionar genes diferencialmente expressos com um
background de estatistica confidvel, o qual também foi feito no presente trabalho. Seria
impossivel analisar 20 mil genes de cada vez manualmente. O perfil de expressdo obtido a
partir de plataformas tecnolégicas avancgadas precisa ser comprovado na bancada dentro de
laboratorio (in vivo), e por isso a importancia dessa compara¢do (REICHEL, 2016).

4.2 Anélise do perfil de expressdo in vivo de genes responsivos a estresse salino

Seis dos genes encontrados estavam superexpressos tanto em 5 dias como em 12 dias.
Com base nos padrdes de expressdo dos mesmos, foram escolhidos trés genes para a devida
comparagéo in vivo via qPCR. Comparando os perfis de expresséo in silico e in vivo dos trés
genes selecionados para anélise por gPCR, evidenciados na figura 26, € possivel ver que as
respostas s@o bastante diferentes. Essa diferenca entre os perfis de expressdo pode ser devido
ao préprio PCR quantitativo, a0 manuseio na bancada, ou ainda, aos pares de primers, e a
determinacdo exata da temperatura de anelamento. Pode ter sido a estratégia usada para
selecionar 0s genes responsivos, na qual ao invés de ser utilizada a analise “Pair Waise”, se
utilizou a analise “Time Course”, e a partir dai se realizou a selecdo dos genes; € necessario

aplicar ainda, mais critérios especificos de selecéo.
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5 CONCLUSOES

A plataforma de bioinforméatica OmicsBox (OmicsBox — Bioinformatics Made Easy,
BioBam Bioinformatics, March 3, 2019, https://www.biobam.com/omicsbox), na sua versao
1.2.4., médulo “transcritomics”, utilizando o “Reference Based Transcriptomics Workflow”
ajustado permitiu identificar genes responsivos ao estresse salino diferencialmente expressos
e com uma diferenca no nivel de expressao esperado.

A estratégia de selecionar genes comparando amostras Controle x Estressado 5 dias e
amostras Controle x Estressado 12 dias e, com base nos padrdes de expressdo dos mesmos,
realizar a escolha para a devida comparacdo in vivo via g°PCR ndo se mostrou a melhor
estratégia, pois genes que aumentam entre Controle x Estressado 5 dias, mas decaem ente
Estressado 5 dias x Estressado 12 dias acabam sendo selecionados também, e ndo € o objetivo
do estudo.

A aplicacdo do gPCR ndo gerou os dados esperados, portanto se faz necessario
otimizar o pipeline utilizado para selecao e validacdo dos genes, principalmente no que se diz
respeito a selecdo dos genes responsivos com o perfil esperado.

Quanto aos objetivos especificos desta secdo, os resultados sdo 0s seguintes: o
primeiro, que visou prospectar no genoma de palma de oOleo (Elaeis guineensis) genes
responsivos ao estresse salino, foi atingido; o segundo objetivo, que visou realizar a anotacao
estrutural e funcional dos genes prospectados, tambem foi concluido com sucesso, tendo ao
final do trabalho seis genes selecionados. Por fim, o terceiro, que era caracterizar mediante
emprego da técnica de qPCR, o perfil de expressdo dos genes responsivos a estresse salino
selecionados, também foi concluido, porém, tal caracterizacdo foi realizada com apenas trés
genes, ndo gerando os resultados esperados. E necesséario realizar ajustes e reavaliar o

protocolo empregado para realizar o qPCR; e refazer a andlise.
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CONSIDERACOES FINAIS

O objetivo de avaliar se a Setaria viridis (L.) P. Beauv. (acesso A10.1) é intolerante a
estresse salino, e consequentemente poder utiliza-la como planta modelo para validacdo de
genes candidatos a conferir tolerancia a salinidade, foi alcangado. O efeito da salinidade na
germinacdo € menor do que se esperava, porém o efeito no desenvolvimento inicial e no
segundo estadio de desenvolvimento mostra uma relagdo inversamente proporcional entre o
aumento na concentracdo de NaCl e a reducdo de todas as variaveis medidas.

S. viridis se mostrou intolerante ao estresse aplicado mesmo quando essa intolerancia
se torna mais evidente, quando a condutividade elétrica é superior a aproximadamente 15
dSm™ (NaCl > 0,4 g / 100 g de substrato). Com os dados obtidos neste estudo, é possivel saber
exatamente como trabalhar com salinidade nessa espécie, ou seja, permite ter conhecimento
de qual concentracdo trabalhar, em quanto tempo esperar uma resposta significativa e ter
certeza do comportamento desta planta sob diferentes concentragdes de NaCl, tanto no meio
de cultura como no substrato. Todos os objetivos especificos desta se¢do foram atingidos.
Assim, e possivel inferir que o acesso A10.1 de S. viridis pode ser utilizado como planta
modelo em estudos de gendmica funcional para validar genes candidatos a conferir tolerancia
a salinidade.

O objetivo de avaliar se o perfil de expressdo de genes de Elaeis guineensis Jacg.
responsivos a estresse de salinidade, observado mediante analise in silico, € igual ao
observado in vivo, foi alcancado.

O processo de selecdo de genes diferencialmente expressos, com um grau estatistico
de 99% de certeza, se mostrou eficiente para selecionar os referidos genes. E preciso realizar
alguns ajustes, porém os dois primeiros objetivos especificos desta se¢do foram alcangados.
No que diz respeito ao terceiro e Ultimo objetivo especifico, a comparacdo mediante qPCR
precisa ser refeita com ajustes.

No geral, os dados do presente trabalho fornecem subsidios para futuros estudos com
objetivos semelhantes e de mesma area. A sugestdo € que se mude a estratégia de selecdo dos
genes, e que ao inveés de se utilizar a analise “Time-Course”, se utilize a “Pair-Waise”, além
de ser preciso definir outros critérios e mais especificos de selecdo. O protocolo utilizado para
analise do perfil de expressdo utilizando o PCR quantitativo ndo gerou resultados confiaveis
devido ao alto erro padrdo, além de que em situacdes em que a expressao deveria ser zero,
houve expressdo génica; sendo, portanto, necessario realizar ajustes e reavaliar o protocolo

empregado para realizar o gPCR; e refazer a analise.



