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RESUMO

A catingueira (Cenostigma pyramidale), uma espécie da familia Fabaceae, destaca-se como um
excelente modelo para estudos sobre tolerancia ao estresse salino, devido a sua capacidade de
adaptacdo as condicOes adversas do semiarido brasileiro. A salinidade do solo compromete o
crescimento vegetal, desencadeando mecanismos de resposta que envolvem transportadores de
membrana, essenciais para a homeostase ibnica, e carboidratos ndo estruturais (CNES),
fundamentais para a manutencdo do balanco energético e osmdtico da planta sob estresse.
Diante disso, este estudo teve como objetivo avaliar a resposta ao estresse salino em C.
pyramidale, com énfase na analise da expressao de quatro familias génicas de transportadores
de membrana — Transportadores ABC (ATP-binding cassette), Aquaporinas (AQPs), Purine
Permease (PUP) e P-type ATPase , no transcriptoma radicular, e o acimulo de carboidratos ndo
estruturais (CNEs). As analises envolveram a mineragdo de transcritos no transcriptoma
radicular da catingueira, identificacdo diferencial dos genes de interesse por analise in silico,
correlacdo com QTLs de soja associados a tolerancia ao estresse salino, validacdo da expresséo
via RT-gPCR e quantificacdo dos carboidratos ndo estruturais totais. A analise de similaridade
génica revelou 124 transcritos ortdlogos a QTLs de soja relacionados a tolerancia ao estresse
salino. A expressdo génica via RT-qPCR demonstrou que quatro transcritos foram induzidos
no tecido radicular apés duas horas de estresse salino (NaCl 100 mM), enquanto cinco
transcritos apresentaram inducao apos 11 dias, evidenciando o papel dos transportadores de
membrana na resposta ao estresse. Além disso, a analise dos CNEs e amido revelou que, apos
11 dias de exposicdo ao estresse salino, os niveis de amido diminuiram significativamente nas
amostras submetidas ao estresse em comparacao ao controle. Esse resultado sugere que 0 amido
foi degradado para aumentar a concentracéo de carboidratos sollveis, desempenhando um papel
crucial na osmorregulacdo e no fornecimento de energia, auxiliando a planta a minimizar os

impactos da salinidade.

Palavras-chave: Catingueira; ABC transporters, Aquaporinas, P-type ATPases; Purine

Permease.



ABSTRACT

The catingueira (Cenostigma pyramidale), a species of the Fabaceae family, stands out as an
excellent model for studies on tolerance to saline stress, due to its ability to adapt to the adverse
conditions of the Brazilian semiarid region. Soil salinity compromises plant growth, triggering
response mechanisms that involve membrane transporters, essential for ionic homeostasis, and
nonstructural carbohydrates (NSCs), fundamental for maintaining the energy and osmotic
balance of the plant under stress. Therefore, this study aimed to evaluate the response to saline
stress in C. pyramidale, with emphasis on the analysis of the expression of four gene families
of membrane transporters - ABC transporters (ATP-binding cassette), Aquaporins (AQPS),
Purine Permease (PUP) and P-type ATPase - in the root transcriptome, and the accumulation
of nonstructural carbohydrates (NSCs). The analyses involved transcript mining in the
catingueira root transcriptome, differential identification of genes of interest by in silico
analysis, correlation with soybean QTLs associated with salt stress tolerance, validation of
expression via RT-gPCR and quantification of total non-structural carbohydrates. Gene
similarity analysis revealed 124 transcripts orthologous to soybean QTLs related to salt stress
tolerance. Gene expression via RT-gPCR demonstrated that four transcripts were induced in
root tissue after two hours of salt stress (100 mM NacCl), while five transcripts showed induction
after 11 days, evidencing the role of membrane transporters in the stress response. Furthermore,
analysis of CNEs and starch revealed that, after 11 days of exposure to salt stress, starch levels
significantly decreased in samples subjected to stress compared to the control. This result
suggests that starch was degraded to increase the concentration of soluble carbohydrates,
playing a crucial role in osmoregulation and energy supply, helping the plant to minimize the

impacts of salinity.

Keywords: Catingueira; ABC transporters, Aquaporins, P-type ATPases; Purine Permease.
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1 INTRODUCAO

A elevada concentracdo de sais nos solos, incluindo a regido semiarida do Nordeste
brasileiro, tem efeito sobre os processos fisiolégicos, metabolicos e bioquimicos das plantas,
promovendo desequilibrio osmético, seca fisiologica, estresse oxidativo e toxicidade idnica,
resultando em restricdes no crescimento e na produtividade vegetal (SHOUKAT et al., 2019).
Como resposta, as plantas desenvolveram diversos mecanismos de tolerancia para prevenir ou
minimizar os danos causados pelo estresse salino. Entre esses mecanismos, destaca-se a
producdo de proteinas essenciais para o metabolismo, na homeostase i0nica € na manutencao
do equilibrio hidrico, protegendo as estruturas celulares. Além disso, desempenham um papel
crucial na eliminagdo de espécies reativas de oxigénio (ROS, Reactive Oxygen Species) € na
integracdo de sinais envolvendo diferentes vias metabolicas (POLLE e CHEN et al., 2014;
ZHAO et al., 2020, ATHAR et al, 2022).

Dentre as diversas proteinas que atuam sobre o processo de tolerancia das plantas a
salinidade estao aquelas que compdem o Sistema de Transportadores de Membrana (STMs), o
qual compreende um conjunto de proteinas especializadas, presentes majoritariamente na
membrana plasmatica (GILL et al., 2021). As proteinas do STMs sdo codificadas por familias
multigénicas de transportadores, canais i0nicos, bombas de transporte e carreadores, sendo
essenciais na regulagao do equilibrio i6nico, na absor¢ao de nutrientes e na resposta a salinidade
do solo (AMIN et al., 2021; BANIK & DUTTA, 2023).

Outro componente importante na tolerancia das plantas a alta salinidade sdao os
carboidratos nao estruturais (CNEs), que abrangem os carboidratos soliveis e o amido. Estes
compostos organicos incluem agucares simples, como glicose, glucose, frutose, manitol,
sacarose, além de polidis e oligossacarideos (JIAO et al., 2020). Os CNEs atuam como
osmolitos que auxiliam na manutencdo do equilibrio osmotico, promovendo aumento da
retengdo de dgua na planta (GIL et al., 2013). Além disso, contribuem para a eliminacdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS), pois detém a capacidade de reagir com radicais hidroxila
agindo como um antioxidante, bem como se integram a membrana celular prevenindo a
peroxidacdo causada por ROS (KEUNEN et al., 2013). Dessa forma, os CNEs minimizam o
dano oxidativo, e atuam como moléculas sinalizadoras na regulacdo metabolica contra o
principal estresse em questdo (PELLEGRINI et al., 2020). A sintese de aglcares soliveis €
necessaria para a manutengdo da absor¢do hidrica dos tecidos vegetais e facilita a recirculagdo
de Na+ das raizes para as folhas, auxiliando na sobrevivéncia da planta frente ao estresse (LIMA

et al.,2021). Os carboidratos ndo estruturais sdo amplamente distribuidos nos tecidos vegetais,
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entretanto, sob condi¢des de estresse salino tendem a se acumular no tecido radicular. Estudos
sugerem que esse acumulo estd ligado a mecanismos adaptativos que contribuem para a
tolerancia ao aumento da concentragdo de Na*, incluindo sua translocacdo ¢
compartimentalizagdo em resposta a salinidade (SHAHID et al., 2020).

A catingueira (Cenostigma pyramidale), ¢ uma espécie representante da familia
Fabaceae, com ampla distribuicdo nas regides semiaridas do Brasil. Tal fato se deve a sua
adaptacdo a solos pedregosos, secos, muito salinos e pouco férteis (SANTOS et al., 2021).
Destaca-se como fonte de lenha e carvao vegetal, forrageira e para fins medicinais
(CARVALHO et al., 2023). E uma planta pioneira, de crescimento rapido, com grande potencial
na recuperacdo de areas degradadas e que apresentam alta tolerancia a salinidade (FALCAO et
al., 2015). Estudos fisiologicos tém ressaltado a impressionante capacidade da catingueira em
remobilizar, rapidamente, o teor de Na" do tecido foliar e recuperar a concentragdo de K™ horas
apods a submissao do estresse salino (LIMA et al.,2021). Adicionalmente, estudos moleculares
(FROSI et al., 2018) com essa espécie revelaram varios genes associados ao equilibrio hidrico
e ionico sendo induzidos apds imposi¢ao de alta salinidade (NaCl 100mM). Desta forma, a
catingueira mostra-se como um excelente modelo vegetal a ser explorado em estudos de
tolerancia ao referido estresse.

Tendo em vista que os mecanismos celulares/moleculares de tolerancia a salinidade
sdo amplamente dependentes do STMs, a identificagdo e analise de membros desses
transportadores, como as familias, ABC trasnporters, Aquaporinas, PUP (Purine Permease) e
P-type ATPase foram os alvos moleculares avaliados nesse estudo. Os ABC transporters tem
como fung¢ao principal realizar o transporte de substancias intracelulares, como Na+ (DAHUJA
et al.,2021). As Aquaporinas essencialmente realizam a transloca¢do de moléculas de agua,
contudo também podem ser capazes de mobilizar sais toxicos (YEPE-MOLINA et al., 2020).
Os PUP detém a capacidade de executar o transporte do fito-hormonio citocinina que ajuda a
minimizar os efeitos causados pelo estresse salino (XIAO et al., 2020). As proteinas codificadas
pela familia P-fype ATPase sdo capazes de realizar o transporte de ions e cations contra seu
gradiente de concentracio (MATALIN et al., 2021). Adicionalmente, comprovando-se a
dindmica dos CNEs como componentes no sistema de tolerdncia da catingueira ao estresse
salino, os genes sintetizadores e transportadores de CNEs se tornam alvos promissores para

futuros estudos de caracterizagao funcional.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Salinidade dos solos e consequéncias sobre o crescimento e desenvolvimento vegetal

Segundo a FAO (Food and Agriculture Organization), solos salinos estdo presentes em
todos os continentes. Ademais, as mudangas climaticas sdo um fator determinante na variagao
da salinidade do solo, com efeito significativo de mudangas nos padrdes climaticos regionais e
globais, na maioria das vezes influenciados pela a¢ao antrépica (CORWIN et al., 2021).

O aumento da concentragdo de sais nos solos, potencializado pelas mudangas climaticas,
pode ser causado por alteracdo nos padrdes de precipitagdo, ocasionando periodos de seca
prolongados ou chuvas intensas e irregulares (OKUR e Orcen, 2020). Periodos de seca
prolongados promovem altas taxas de evapotranspiragado, intensificando a concentracdo de sais
no solo. Por outro lado, chuvas intensas levam ao acimulo de sais nas camadas profundas no
solo. Outros fatores que contribuem para a salinizagdo dos solos sdo com agua salobra de pogos
da regido irrigacdo o aumento do nivel do mar, o qual acarreta a intrusao de agua salgada em
areas costeiras, assim contribuindo para o aumento da concentragao de sais nos solos proximos
ao litoral (ESWAR et al., 2021). Em decorréncia desses fatores, os solos com altos teores de sal
j& atingem ~30 % das terras agricolas irrigadas no mundo, e estima-se que em 2050 esse
percentual atinja 50% (MUKHOPADHYAY et al., 2021).

O estresse salino ¢ um grande problema para a produtividade das culturas, promovendo
redu¢do do crescimento, diminuicdo da qualidade/quantidade de colheitas, além de
proporcionar maior suscetibilidade das plantas as doengas e pragas agricolas (BUTCHER et al.,
2016). Diante disso, a salinidade do solo se mostra um desafio significativo para a produgao
agricola, com impactos socioecondmicos severos (SINGH, 2022). Para os grandes produtores,
o declinio das colheitas resulta em perdas substanciais na renda, como também afeta as cadeias
de suprimento alimentar, com escassez de produtos e aumento dos precos. J4, para o pequeno
agricultor, o qual utiliza o cultivo de subsisténcia, a perda da produgdo promove a inseguranga
alimentar da comunidade local e compromete sua principal fonte de renda (ZIERVOGEL et al.,
2010).

O estresse salino provoca diversos efeitos nas plantas, desencadeando uma série de
mudangas fisioldgicas, a exemplo da seca fisioldgica, onde a alta concentragdo de sal no solo
cria um gradiente osmotico desfavoravel (devido a um meio externo hipertonico), dificultando
a absorc¢do de 4gua pelas raizes comprometendo, assim, o desenvolvimento da planta (OKON

et al., 2019).
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A alta salinidade também pode alterar o metabolismo dos lipidios, modificando a
composicdo lipidica das membranas celulares, alterando sua fluidez (SHAHID et al., 2020)
impactando na sua integridade e na fun¢do de permeabilidade seletiva, dificultando a absor¢ao
de nutrientes, resultando em subnutricido (GARCIA-CAPARROS et al., 2010). Assim, com a
reducdo do potencial hidrico e a interferéncia na absor¢do de nutrientes (ex. nitrogénio e
magnésio), o estresse salino pode levar a diminui¢do na concentragdo de pigmentos
fotossintéticos, resultando na inibigdo da atividade fotossintética (SOLTABAYEVA et al.,
2020).

O actimulo de espécies reativas de oxigénio (ROS/reactive oxygen species) também ¢
provocado pelo excesso de sais, levando a danos oxidativos nas células e tecidos vegetais. Entre
os efeitos dos ROS incluem-se a redugdo na expansdo celular, na atividade metabolica, no
fechamento dos estdmatos, ¢ na fotossintese, levando a reducdo do crescimento,
desenvolvimento, e rendimento das culturas (CHOUDHURY et al., 2017).

Com base nesse conhecimento, aliado aos avancos em tecnologias Omicas (ex.
genOmica, transcrtiptomica e protedmica), a identificacdo e analise de genes e proteinas
envolvidos nesses processos tem sido uma estrategia eficiente na busca de plantas mais

tolerantes a estresses como alta salinidade dos solos.

2.1 Consequéncias do estresse salino na fisiologia das plantas

O estresse salino ¢ responsavel por causar uma série de mudangas na fisiologia das
plantas. Uma dessas alteragdes ¢ a chamada seca fisiologica, que ocorre quando as raizes nao
conseguem manter o nivel de absor¢do adequado de agua devido a alta concentrag¢do de sal no
solo, criando um gradiente osmoético desfavoravel (OKON et al., 2019). Isso acarreta células
plasmolisadas e compromete o desenvolvimento saudavel do organismo.

A alta salinidade também pode alterar o metabolismo dos lipidios, modificando a
composicdo lipidica das membranas celulares e, consequentemente, alterando sua fluidez
(SHAHID et al., 2020). Isso impacta a integridade das membranas e sua funcdo de
permeabilidade seletiva, dificultando a absorcdo de nutrientes pelas células vegetais e
resultando em subnutricao.

Devido a redugdo do potencial hidrico e a interferéncia na absor¢ao de nutrientes, como
nitrogénio e magnésio, causada pelo comprometimento das membranas, o estresse salino pode
levar a diminui¢do na concentragdo de pigmentos fotossintéticos, resultando na inibi¢do das

atividades fotossintéticas (SOLTABAYEVA et al., 2020). Uma elevada taxa de salinidade
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também ocasiona o acumulo de espécies reativas de oxigénio, levando a danos oxidativos nas

células e tecidos vegetais.

2.2 Mecanismo de respostas das plantas ao estresse salino

A alta salinidade induz estresse idnico de sodio (Na") no citosol, alterando a
homeostase do fon potassio (K"), comprometendo varias vias fisiobioquimicas e de
desenvolvimento da planta (ALI ez al., 2021). As plantas desenvolveram mecanismos altamente
refinados para manter a homeostase celular mesmo sob condigdes ambientais extremas,
incluindo a alta salinidade (MISHRA et al., 2024).

Esses mecanismos de tolerancia a salinidade atuam em niveis fisioldgicos,
bioquimicos e moleculares para mitigar os efeitos negativos desse estresse abidtico (POLASH
et al., 2019). Entre essas estratégias, destaca-se a homeostase i0nica € a compartimentalizagao,
que envolvem a exclusdao do ion sddio nas raizes e sua subsequente compartimentalizacao no
vacuolo, prevenindo sua toxicidade celular (KRISHNAMURTHY et al., 2009). Esse processo
¢ realizado por antiportadores Na“*/H", cuja atividade depende do gradiente de protons gerado
por bombas H*-ATPase e H*-pirofosfatase.

A sintese de solutos compativeis € outro mecanismo para a manutengao do equilibrio
osmotico, protegendo as estruturas celulares e as enzimas contra a desnaturacdao. Além de
atuarem como osmoprotetores, esses compostos apresentam propriedades antioxidantes,
auxiliando na neutralizagdo de espécies reativas de oxigénio -ROS- (KEREPESI et al., 2000).
Adicionalmente, a resposta antioxidante constitui um mecanismo de defesa contra o estresse
oxidativo induzido pela salinidade, que se caracteriza pelo aumento da atividade de enzimas
antioxidantes, como superoxido dismutase, catalase e peroxidase (POLASH et al., 2018).

A regulacdo hormonal desempenha um papel fundamental na tolerancia das plantas a
salinidade. Os fitohormdnios, por exemplo, estdo envolvidos na regulagdo da abertura e
fechamento estomatico para minimizar a perda hidrica, na modulagdo da absorcao de ions e na
ativacdao de mecanismos antioxidantes (ULLAH et al., 2018). Além disso, promovem a sintese
de proteinas de defesa e regulam o crescimento vegetal em condi¢cdes adversas (GURMANI et
al., 2011). Logo, a interagdo entre esses mecanismos contribui para a tolerancia das plantas a
ambientes salinos, garantindo a manutengdo de suas fungdes fisiologicas e o desenvolvimento
adequado.

Dentre os mecanismos de tolerAncia das plantas ao estresse salino, destaca-se o

Sistema de Transportadores de Membrana (STM), composto por canais proteicos
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transmembranares ¢ bombas antiportadoras de Na*/H" (MANSOUR et al., 2014). Esse
mecanismo desempenha um papel crucial na adaptagcdo ao estresse salino, uma vez que suas
proteinas estdo localizadas na membrana plasmatica, apontada por estudos como a primeira
estrutura a detectar o aumento da concentragao de sais no meio (AGHAEI e KOMATSU, 2013).
Logo, ao perceber essa elevagdo, o STM ¢ ativado como uma linha priméria de defesa,
prevenindo o actimulo de sais toxicos na célula e evitando desequilibrios osmoticos e idnicos
que comprometeriam a homeostase do organismo vegetal (JANICKA-RUSSAK, 2013).

Outro fator relevante na tolerancia das plantas a salinidade € o acumulo de carboidratos
nao estruturais e amido. Esses compostos, que incluem agucares soliveis e de reserva, variam
de monossacarideos a polissacarideos e desempenham um papel fundamental no metabolismo,
crescimento e resposta das plantas a condi¢des adversas, como o estresse salino (OLIVEIRA et
al., 2022). Além de servirem como principal fonte de energia para o metabolismo celular, em
situagdes de estresse abiotico, como salinidade e seca, esses carboidratos atuam como
osmolitos, auxiliando na manutencdo do equilibrio osmoético. Eles também regulam a
sinalizagdo ROS e protegem vias metabolicas envolvidas na eliminagdo de sais tdxicos
(CAMILO-ALVES et al., 2017). Ademais, os carboidratos ndo estruturais funcionam como
moléculas sinalizadoras, modulando a expressdo génica e a resposta das plantas ao estresse

salino (CHO e YOO, 2011).

2.2.1 Sistema de Transportadores de Membrana — STM

A membrana plasmatica ¢ um componente celular fundamental na regulacao da
homeostase celular, regulando o influxo e efluxo de ions e moléculas. Essa seletividade ¢
conferida por um conjunto de proteinas transportadoras/carreadoras dispostas na bicamada
lipidica. Essas proteinas especializadas constituem o Sistema de Transportadores de Membrana
(STM) (GILL et al., 2021). Os transportadores de membrana sdo classificados de acordo com
suas moléculas que transportam, como ions, acUcares, transportadores de aminodcidos, além
dos transportadores que regulam hormodnios vegetais e metabolitos secundarios (MISHRA et
al, 2024). Com base nessas propriedades, o STM apresenta papel fundamental na homeostase
celular (ajustamento osmotico, homeostase id6nica) direcionando o transporte de ions das raizes
para demais partes da planta, transportando agua e elementos minerais no xilema, transferindo
acucares pelo floema e absorvendo e desintoxicando metais pesados nas plantas (ZHAO et al.,

2020; MISHRA et al., 2024). Esse sistema ¢ regulado por familias génicas que codificam
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proteinas de transporte (GANI et al., 2020), cuja expressao ¢ modulada por vias de sinalizagao
sensiveis a diferentes tipos de estresses.

Entre os principais componentes do STM, as bombas de protons geram um gradiente
eletroquimico de H* através da membrana plasmatica, estabelecendo a forga motriz de protons
(HARUTA et al., 2015). Esse gradiente ¢ crucial para o transporte secundario de ions, como
Na*, por meio de antiportadores e simportadores. O antiportador Na*/H*, por exemplo, utiliza
o gradiente de H* gerado pelas ATPases de H* para expulsar Na* da cé¢lula em troca de H',
contribuindo para a homeostase 16nica (KUMARI et al., 2020). Além disso, os transportadores
de alta afinidade para K* (HKTs) desempenham papel essencial na manuten¢do do equilibrio
de Na" e K*, enquanto canais i0nicos facilitam a passagem de diversos cations através da
membrana plasmatica (RODRIGUEZ-NAVARRO et al., 2006). As Aquaporinas, por sua vez,
sdo proteinas especializadas no transporte eficiente de agua pelas membranas celulares,
auxiliando na adaptacao da planta a condi¢cdes de estresse.

No contexto da tolerancia ao estresse salino, os transportadores de membrana sao
responsaveis por manter a regulacdo de ions de sodio (Na") citoplasmaticos, remobilizar sais
toxicos, aumentar a absor¢do de agua, a fim de manter o equilibrio hidrico celular (AMIN et
al., 2021). Sob determinada condi¢do de estresse, incluindo a salinidade, as plantas ativam
familias especializadas de genes de transportadores de membrana, como ATPases, Aquaporinas,
transportadores ABC, permeases entre outros.

A eficiéncia do Sistema de Transportadores de Membra na tolerancia a estresse
abiodticos, como a alta salinidade, ¢ evidenciada por diversos estudos. Pesquisas relatam que a
superexpressao de genes codificadores de proteinas do STM resulta em maior tolerancia ao sal,
reduzindo o acimulo de Na* nas folhas e mantendo elevados os niveis de K* em Arabidopsis
thaliana (SHI et al., 2003; WANG et al., 2013). Resultados semelhantes foram observados em
células de tabaco e arroz, onde a maior indugdo de genes do STM, como da familia ABC e
Aquaporina, contribuiu para a exclusao de Na*, a manutengao do potencial de membrana (ANIL
et al., 2007; NGUYEN et al., 2018; Li et al., 2018) e do gradiente de protons essencial para o
transporte ativo de ions (OBATA et al., 2007), além de contribuir para a regulacdo do fluxo de

agua e a osmorregulagdo sob estresse salino (XU et al., 2014).
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2.2.1.1 Transportadores ABC (ABC transporters)

Os transportadores ABC (ABC transporters) sdo uma classe de proteinas de membrana
responsaveis pelo efluxo de substincias intracelulares, principalmente Na'.
Predominantemente localizados nas membranas celulares, esses transportadores desempenham
um papel essencial na remobilizacdo do sal dentro das células, contribuindo para a tolerancia
das plantas ao estresse salino. Logo, os ABC transporters se mostram de grande importancia
para a manutencao do equilibrio osmotico e idnico, impactando positivamente na fisiologia das
plantas diante frente a estresses (ZHANG et al.,2020; DAHUIJA et al., 2021). A estrutura dos
transportadores ABC em plantas ¢ composta por dois dominios de ligacdo a nucleotideos
(NBDs) e dois dominios transmembranares (TMDs). Os NBDs sdo hidrofilicos e contém
diversos motivos conservados, enquanto os TMDs sdo hidrofébicos e apresentam baixa
homologia. Para que os transportadores ABC realizem a translocacdo de substancias, os NBDs
fornecem energia por meio da ligagdo e hidrolise do ATP, enquanto os TMDs desempenham a
funcao de selecionar os substratos a serem transportados através das membranas, utilizando o

canal de energia gerado (ZHANG et al., 2020).

2.2.1.2 Aquaporinas (AQPs)

As Aquaporinas (AQPs) sdao proteinas de canais, que desempenham fungao principal
de permitir o transporte de agua através das membranas celulares, sendo de total importancia
para manter a homeostase celular (QIN et al., 2019; YEPE- MOLINA et al., 2020). Essas
proteinas ocorrem nas plantas em multiplas isoformas que refletem sua diversidade de
localizagdo subcelular, seletividade de transporte além de propriedades de regulacdo. Nas
células vegetais, as Aquaporinas podem ser encontradas na membrana plasmatica, reticulo
endoplasmatico, vacuolos e plastidios (MAUREL et al., 2015).

Essas proteinas de canais ndo se limitam ao transporte de agua sendo capaz de
translocar gases dissolvidos, metaloides e compostos organicos (SADE et al., 2017). Dessa
forma, ajudam a manter a homeostase do organismo, pois contribuem na regula¢do hidrica,
osmotico e idnica das células (GAUTAM et al., 2021).

Sob condi¢des de alta salinidade a expressdao de AQPs tende aumentar, com maior
acimulo na membrana plasmatica e no tonoplasto (CHENG et al., 2021; JIA et al., 2020). Esse
grupo proteico € classificado em cinco subfamilias, a citar: proteinas analogas a nodulina

(NIPs), proteinas intrinsecas basicas (SIPs), proteinas intrinsecas da membrana plasmatica
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(PIPs), proteinas intrinsecas do tonoplasto (TIPs), proteinas intrinsecas nio caracterizadas

(XIPs) (XU et al., 2020).

2.2.1.3 Permeases de Purinas (Purine Permease, PUP)

As Permeases de Purinas (Purine Permease, PUP) constituem uma familia de
transportadores de membrana predominantes em plantas vasculares. Sua funcdo foi
inicialmente reconhecida pela captacao e transporte de nucleotideos purinas e seus derivados
(XIAO et al., 2019). No entanto, pesquisas recentes apontam que as PUPs desempenham um
papel essencial no transporte do hormonio citocinina (XIAO et al., 2020). As citocininas sdao
fundamentais no crescimento e desenvolvimento das plantas, também participando na
mitigacao dos efeitos do estresse salino (KESHISHIAN et al., 2022). Suas funcgdes se estendem
a manuten¢ao do equilibrio hormonal, ativando vias de sinalizagao e regulando a expressao de
genes associados ao estresse salino, além de influenciarem no metabolismo e no equilibrio
i6nico (LIU et al., 2018). Assim, ao favorecer a eficiéncia do transporte de citocininas nas
plantas, a familia PUP contribui para a tolerancia das plantas ao estresse salino. Transcritos da
familia PUP utilizam um sistema de transporte altamente seletivo para purinas, que ¢ acoplado
ao transporte de protons H'. Esse processo € impulsionado pela hidrolise do ATP, fornecendo a
energia necessaria para o transporte contra o gradiente de concentragdao (QI et al., 2013).
Membros da familia PUP s3o proteinas transmembranares (membrana plasmatica e do reticulo
endoplasmatico) que permitem a interacao do ambiente intracelular e extracelular (ROMANOV

etal. 2021).

2.2.1.4 Atepases do tipo P (P-type ATPase)

As Atepases do tipo P (P-type ATPase) sdo classificadas como transportadores
integrantes das membranas que desempenham papéis fundamentais no transporte
transmembranar em plantas (ZHANG et al., 2020). Localizados majoritariamente na membrana
plasmatica e no tonoplasto, sendo comuns no tecido radicular das plantas (WANI et al., 2020).
As P-type ATPase funcionam como bombas de antiporter de Na"/H" energizadas através da
hidrolise de adenosina trifosfato (ATP) e sdo capazes de realizar a translocacao de ions e cations
mesmo contra seus gradientes de concentragdo (MATALIN et al., 2021). Além disso, as P-type
ATPase desenvolvem papel importante na tolerancia das plantas ao estresse salino, visto que

contribuem para a redu¢io da concentragdo de Na' nas células, através do transporte desse ion
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contra o gradiente eletroquimico do citosol para o vactolo ou apoplasto (XU et al., 2020).
Ademais, estdo envolvidas no controle estomatico, contribuindo para a exclusido de ions salinos,
bem como na absor¢do de agua, a fim de manter o equilibrio hidrico e osmoético do organismo

(ZHAO et al., 2020).

2.2.2 Carboidratos ndo estruturais (CNEs)

Os carboidratos nao estruturais (CNEs) sdo compostos organicos fundamentais ao
funcionamento das plantas. Tais carboidratos abrangem acgtlcares soluveis como glicose e
frutose e separadamente o amido, sendo esse ultimo uma forma de armazenamento de energia
nos vegetais. Os agucares soliveis atuam na regulagdo osmotica, transporte de energia,
transdugdo de sinais e sintese de compostos (DU et al., 2020).

O amido como molécula energética, mantém as fungdes do organismo sob condi¢des de
estresse. A sua quebra fornece energia, acucares e metabolitos que auxiliam na sobrevivéncia
do vegetal a condig¢des estressante e sua sintese permite reservar carbono para uso futuro, desse
modo evitando consumo respiratorio excessivo (THALMANN et al., 2017).

Os carboidratos nao estruturais também participam da sintese de compostos de defesa
das plantas como resinas e terpenos. Esses acucares fornecem energia para sintese dos
compostos de defesa e funcionam como substrato dos compostos secundarios (OMARI, 2021).
Esses compostos sdo sintetizados em diferentes tecidos da planta e desempenham um papel
importante na protecdo contra predadores e patdogenos. Ademais, os CNEs também sao
importantes para minimizar efeitos nocivos de estresses abidticos, como a alta salinidade. Em
relacdo ao estresse salino, esses atuam no controle de danos promovidos por tal estresse
(PELLEGRINI et al., 2020), funcionando como substancias osmoreguladoras a fim de manter
o equilibrio osmotico, eliminando radicais livres. Dessa forma, atenuam o estresse oxidativo
que se acumulando na regido radicular com o intuito de regularizar o potencial hidrico e manter

a captacao de agua (LIMA et al., 2021).

2.3 A catingueira como modelo de toleriancia a salinidade

A Cenostigma pyramidale (Tul.) E. Gagnon & G. P. Lewis, popularmente conhecida
como catingueira, ¢ uma espécie da familia Fabaceae. Em relacdio a sua morfologia, a
catingueira ¢ uma arvore de médio a grande porte. Suas folhas sdo compostas e alternadas, com

foliolos que variam de ovais a lanceolados, caracterizados por um limbo estreito e alongado,
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afilando-se em uma ponta (semelhante a uma langa). Apresenta inflorescéncia do tipo racemo
e frutos do tipo legume (FILHO et al., 2023).

E considerada uma planta pioneira, como sendo uma das primeiras a colonizar areas
apos impactos ambientais, o que evidencia sua notavel capacidade de tolerancia a diferentes
tipos de estresses (RIBEIRA ef al., 2021). Por ser uma espécie de locais de clima semiarido, a
catingueira passou por pressoes seletivas que lhe conferiram caracteristicas essenciais para
suportar as adversidades desse ambiente. Entre as caracteristicas adaptativas estdo a producao
de ceras espiculares, presenga de tricomas nas folhas, um sistema radicular profundo e a
capacidade de acumular carboidratos soluveis (NASCIMENTO et al.,2024).

A Catingueira apresenta uma alta plasticidade fenotipica, logo detém a capacidade de
ajustar suas caracteristicas funcionais em respostas a condigdes ambientais adversas como o
estresse por seca e salinidade que sdo muito presentes em sua regido tipica (VILELA et al.,
2021). Alguns atributos fisiolégicos que esta espécie regula para tolerar essas adversidades
naturais sdo, o potencial hidrico foliar, a condutancia estomatica, a eficiéncia no uso de adgua e
a eficiéncia no uso de nutrientes, assim mantendo suas fungdes fisiologicas regulares frente a
esses tipos de estresses abidticos (FALCAO et al., 2015).

Na regido nordeste do Brasil, a alta salinidade ¢ uma condicdo comum, onde a
catingueira ¢ abundante e considerada uma das espécies mais adaptadas para esta regido. Para
se adaptar a solos com altas concentragdes salinas, a catingueira desenvolveu uma série de
mecanismos para minimizar os efeitos desse estresse, como: regulacdo salina, resisténcia
osmotica, exclusio de fons, acimulo de solutos e remobilizagdo de Na* foliar (LIMA et al.,
2021). Além disso, a catingueira reduz a perda de agua através do fechamento dos estomatos,
diminuindo a condutancia estomatica e mantendo taxas basais de fotossintese, apresenta
alta eficiéncia no uso de dgua, maximizando a fotossintese com minima perda de 4gua por
transpiracdo e possui um sistema radicular bem desenvolvido, que lhe permite acessar agua em
camadas mais profundas do solo, especialmente em areas de estdgio sucessional tardio

(FALCAO et al., 2015).

2.4 Bioinformatica e analises moleculares em estudos de estresse salino em plantas

A bioinformatica ¢ uma ciéncia multidisciplinar abrangendo a é4rea da biologia,
computagdo e informatica, com o objetivo de analisar e interpretar dados biologicos. Através
de suas ferramentas computacionais € possivel coletar, visualizar, organizar e analisar

informagdes como sequéncias de DNA e proteinas, estruturas moleculares, expressao génica e
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interacdo entre biomoléculas (GAUTHIER et al., 2019). Devido a essa incrivel capacidade de
processamento de grande quantidade de dados, a bioinformatica tem possibilitado o estudo das
diferentes 6micas e possibilitando uma analise abrangente, em larga escala, de dados biologicos
de categorias distintas, como a genOmica, trascriptomica, protedmica, metabolomica, entre
outras (VAILATI-RIBONI et al., 2017). As dmicas desempenham papel essencial para a
compreensao dos sistemas bioldgicos em sua maxima, fornecendo novos insigths e abordagens
sobre a expressao génica, a interacdes proteicas, as vias metabolicas e caracteristicas funcionais
do organismo.

Dentre todas as diferentes 6micas, a transcriptomica destaca-se pela possibilidade de
entender a modulacdo da expressdo génica. Tal estratégia tem como foco a analise do
transcriptoma, que consiste no conjunto de transcritos das células, incluindo mRNAs (MISRA
et al., 2019). Dessa forma, por meio da transcriptomica € possivel: identificar dindmicas de
expressao génica, estudar mudangas de expressao as quais refletem “decisoes” fisiologicas,
determinar a estrutura transcricional dos genes e catalogar diferentes tipos de transcritos,
quantificar niveis de expressao de transcritos especificos em diferentes condigdes e fases de
desenvolvimento.

Ademais, as andlises moleculares sdo de grande importancia para compreender os
mecanismos de tolerancia ao estresse salino em plantas, visto que através desse tipo de analise
¢ possivel a identificagdo de genes, proteinas e vias metabolicas envolvidas na resposta a
salinidade e revelam padroes de expressao génica. Duas técnicas moleculares que destacam
nesse tipo de estudo sdo: JPCR e RNA-Seq.

A técnica de qPCR (quantitative Polymerase Chain Reaction) ¢ utilizada para
amplificar e quantificar DNA/RNA em tempo real com alta precisdo e sensibilidade,
consequentemente sendo apontada como padrao-ouro em estudos de expressao génica e demais
pesquisas gendmicas (BUTZ et al., 2019). Essa técnica também se destaca por sua versatilidade,
podendo desde detectar a variacdo no numero de copias e metilagdo de DNA até a validagao de
biomarcadores (PABINGER et al., 2014).

Em relacdo ao RNA-Seq, ¢ uma técnica de sequenciamento de nova geragdo que
analisa a expressdo e estrutura de RNAs em larga escala. O seu aspecto revolucionério foi
permitir a caracterizagdo abrangente e quantitativa de transcriptomas com resolu¢ao em nivel
de nucleotideo, superando as limitagdes de técnicas anteriores como microarrays € SAGE
(HRDLICKOVAet al.,2017). O RNA-Seq possibilita a identificagdo de genes diferencialmente

expressos, a deteccdo de isoformas de splicing alternativo, RNAs ndo codificantes e fusdes
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génicas, além de oferecer um amplo dinamismo de detec¢do e menor ruido de fundo (COSTA

et al., 2013).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar a expressdo génica e as alteragdes metabolicas no tecido radicular de C.
pyramidale sob estresse salino, por meio da caracterizacgao in silico e experimental de membros
do Sistema de Transportadores de Membrana (STM), além da quantificagdo de carboidratos

nao estruturais em diferentes tempos de exposicao ao NaCl.

3.2 Objetivos especificos

» Caracterizar e estabelecer um perfil de expressdo in silico para os transcritos das familias
ABC (ABC transporters), Aquaporinas (AQPs), PUP (Purine Permease) e P-type ATPase
no transcriptoma radicular de C. pyramidale ja disponivel.

» Validar, via RT-qPCR, a expressao diferencial de transcritos associados asfamilias génicas

estudadas sob estresse salino.

» Auvaliar a concentracao de carboidratos ndo estruturuais no tecido radicular da Catingueira

apos a aplicacdo de estimulo de excesso de sal com NaCl 100mM.
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4 METODOLOGIA

4.1 Analises in silico

4.1.1 Mineragao de transportadores de membrana no transcriptoma da catingueira

Os transcritos associados as familias de transportadores de membrana foram
minerados no banco de dados do transcriptoma radicular de C. pyramidale gerado pelo grupo
do Laboratorio de Genética e Biotecnologia Vegetal (LGBV/UFPE). Este banco foi gerado a
partir de plantas da catingueira submetidas ao estresse salino (solu¢do salina, NaCl 100 mM)
por até 11 dias (tempo maximo de estresse) (FROSI et al., 2018). Ao total, bibliotecas (paired-
end, 2x300 pb, Illumina) foram geradas, a partir dos seguintes tratamentos: controles (Ct30min
e Ctl1d, controles 30 min e 11 dias); Estresse salino (Salt30min, Salt2h e Salt11d; estresse
salino ap6s 30 min, 2h e 11dias, respectivamente). Para cada condicdo analisada, houve o
emprego de triplicatas bioldgicas, resultando em um total de 15 bibliotecas RNA-Seq. A
biblioteca “Ct30min”, serviu como controle para os temos iniciais (Salt30min e Salt2h). Apds
a montagem ‘“de novo” do transcriptoma, foram obtidos 890.051 transcritos traduzidos
associados a 746.849 unigenes. Para mineragao dos transcritos alvos foi realizado um BLASTp
(e-value < e?°) entre sondas das familias ABC transporters, Aquaporinas, Purine Permease e
P-type ATPase. Os conjuntos de sondas foram obtidos do banco de dados “Arabidopsis
Membrane Protein Library” (disponivel em: http://wardlab.cbs.umn.edu/arabidopsis/).
Somente o best-hit foi considerado para cada sonda com similaridade estatisticamente

significativa.

4.1.2 Analise in silico da expressao diferencial

A andlise de expressdo diferencial para os alvos em cada tratamento foi realizada
contra seu respectivo controle, usando-se o software edgeR (ROBINSON et al., 2009). Foram
considerados diferencialmente expressos (DE) (UR, up-regulated e DR, down-regulated)
transcritos que apresentaram -1 > Log2FC > 1 (p < 0,05 e FDR < 0,05) considerando-se os

diferentes contrastes (tratamento vs controle).
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4.1.3 Anotacdo funcional dos transportadores de membrana diferencialmente expressos

Para a recuperagdo dos termos GO, foi utilizado a ferramenta GENE ONTOLOGY
(ASHBURNER et al., 2000; ALEKSANDER et al., 2023), que identifica termos GO
significativamente representados em um determinado conjunto de transcritos. Tal ferramenta
aplica uma distribui¢do hipergeométrica (neste caso: p < 0,05) e uma corre¢do de FDR (neste
caso: FDR < 0,05) para identificacdo dos processos bioldgicos, funcdes moleculares e
compartimentos celulares nos quais os transcritos analisados estdo associados. Neste estudo fo1

dado preferéncia a categoria “processos biologicos™.

4.1.4 Analise de similaridade e ortologia dos transportadores de membrana com QTLs

Visando agregar valor biologico e potencial biotecnoldgico aos transcritos de ABC
transporters, Aquaporinas, PUP e P-fype ATPase minerados, os dados foram contrastados
contra CDSs (coding sequences) ancoradas em regides de QTLs (Quantitative Trait Loci) no
genoma de referéncia de soja (Wm82.a2.v1). A presente analise consistiu da mineracao na base
de dados SoyBase, especificamente na secdo  “List of GWAS QTL”
(https://www.soybase.org/GWAS/list.php). Tal se¢ao apresenta regides de QTLs ancoradas no
genoma de referéncia de soja, categorizadas por caracteristica que influenciam. Para a presente
analise, centrou-se esfor¢os em QTLs associados a tolerancia ao estresse salino. Foram
recuperados, via opgao “Download track data across region (Gm0X:XX..XX)” e processamento
de arquivo em formato Genbank, todos os IDs (formato Glyma.XXgXXXXXX.X) dos genes
models existentes a 500 Kb up- e downstream dos SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms)
associados aos respectivos QTLs. Para o genoma da soja, tal medida fisica estd associada a uma
medida genética de ~1 cM (sentimorgan) — PMID: 16381975 — (SHULTZ et al., 2006), sendo
1cM equivale a 1% de chance de que um marcador em um cromossomo se separe de um
segundo marcador no mesmo cromossomo, devido a cruzamento em uma Unica geragao
(Robinson, 1998; https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-
biology/centimorgan). As CDSs recuperadas foram, portanto, co-localizadas com os SNPs em
questao, tendo sua posicao revelada via gBrowser da plataforma SoyBase.

Os IDs obtidos foram usados para executar o download de sequéncias de mRNA (na
base de dados SoyBase; https://www.soybase.org/) para posterior construg¢ao de banco de dados

local. Apds esse procedimento, executou-se um BLASTp (cutoff e-20) entre sequéncias
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recuperadas (obtidas do genoma de soja traduzido e os transcritos traduzidos expressos
codificadores de ABC transporters, Aquaporinas, PUP e P-type ATPase, também traduzidos.
Posteriormente, realizou-se a analise de ortologia entre ABC, AQPs, PUP e P-type ATPase de
catingueira ¢ CDS contidas nas regides analisadas, via programa orthofinder (EMMS et al.,

2019).

4.1.5 Selecao e desenho de primers para analise de expressao diferencial via RT-qPCR

O desenho dos primers especificos para os genes alvos foi realizado pela ferramenta

online Primer3 Plus (http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi), os

primers foram desenhados apenas para os alvos que foram induzidos nos dados in silico,
utilizando-se as especificagdes padroes: tamanho do amplicon de 80 a 150 pb; temperatura de

anelamento de 58°C (minimo), 60°C (6timo) e 62°C (maximo), e conteudo de GC de 45 a 55%.

4.2 Analises moleculares

4.2.1 Material vegetal e tratamentos

Sementes de Cenostigma pyramidale foram gentilmente cedidas pelo Centro de
Referéncia para Recuperagdo de Areas Degradadas (CRAD) — UNIVASF/Petrolina-PE, Brasil.
As sementes foram desinfetadas em solu¢@o de hipoclorito de sodio (0,5%) e semeadas em areia
lavada, em tubetes, na casa de vegetacdo do Laboratorio de Genética e Biotecnologia Vegetal
(LGBYV), Recife, PE. Apos 11 dias, as plantas foram transferidas para vasos contendo 5 kg de
areia lavada. As plantas foram mantidas sob condi¢des controlada de irrigacdo, visando manter
a saturacdo em niveis similares ao da capacidade de campo do substrato (80%). A cada 7 dias
as plantas foram irrigadas com solu¢do nutritiva de Hoagland (EPSTEIN; BLOOM, 2005),
visando fornecimento de nutrientes necessarios ao pleno desenvolvimento. Apds 5 meses de
completo desenvolvimento, para avaliar os efeitos do estresse salino em distintas escalas
temporais, os exemplares de Catingueira foram expostos a NaCl 100mM por trés periodos
distintos: 30 minutos, 2 horas e 11 dias. As plantas foram organizadas em cinco grupos, sendo
trés submetidos ao tratamento salino e dois mantidos como controles (os tratamentos de 30
minutos e 2 horas compartilharam o mesmo grupo controle). Por fim, as plantas foram utilizadas

para dois experimentos: i) andlise de expressdo diferencial de membros do sistema de


http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi
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transportadores de membranas (STMs), por RT-qPCR e 1ii) dinamica de carboidratos ndo

estruturais no tecido radicular.

4.2.2 Extra¢ao de RNA e sintese de cDNA

O RNA total do tecido radicular da Catingueira foi extraido segundo o protocolo descrito
por Chang et al., (1993). Aliquotas RNA (lug) de cada amostra (em triplicata) foram
convertidas em cDNA, utilizando-se o kit Improm-II Reverse Transcriptional System
(Promega), conforme as especificagdes do fabricante. As amostras foram preparadas em

triplicata bioldgica, armazenadas em freezer -20, até a realizacao das rea¢des de RT-qPCR.

4.2.3 PCR quantitativa em tempo real (RT-qPCR)

As reacdes de RT-qPCR foram preparadas com 1 pL de cDNA, (5 pL) de gPCR Master
Mix 2x, 1 puL de cada primer, em um volume final de 10 uL (H20 ultrapura). As reagdes foram
realizadas no equipamento CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection System Bio-Rad
Laboratories, programado para: 95°C por 2 min, seguido por 40 ciclos de 95°C por 15 seg, 60°C
por 30 seg e 72°C por 15 seg. As curvas de dissociagdo (60-95°C por 20 min) foram avaliadas
para confirmagdo da especificidade dos primers. As reagdes foram realizadas em triplicata
(biologicas e técnicas). Utilizou-se dois genes de referéncia (SAC1 e HAG2) (FROSI et al.,
2021) para a analise de expressao relativa, a qual foi escrutinada pelo software REST- Relative
Expression Software Toll, v 2.0.7), de acordo com as orientagdes do MIQE (7The Minimum
Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments) (BUSTIN et al.,
2009).

4.3 Analise bioquimica de carboidratos niao estruturais (a¢tcares soliveis) e amido

A fim de verificar alteragdes nas concentragdes de aguicares soluveis totais e amido entre
os grupos estresse e controle, ao longo dos diferentes tempos de estresse, o conteudo de agucar
soltivel foi avaliado utilizando-se 25 mg de massa radicular, normalizado para cada tratamento.
Amostras de cada tratamento (30 minutos, 2 horas, 11 dais) foram maceradas até a obtengao de
po6 fino, com adig¢do de 1,2 mL de etanol 80%. As amostras foram homogeneizadas e incubadas

em banho-maria a 70°C, por 90 min. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 12.500
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g por 10 minutos, e o sobrenadante coletado e transferido para novo eppendorf (DUBOIS et al.,
1956). Para nova centrifugacgao foi adicionado 600 pl de etanol 80% ao pellet.

Para a quantificacdo do amido, foi utilizada a fracao insolivel dos carboidratos soluveis
totais, onde o pellet foi hidrolisado com a enzima amiloglucosidase (10U) por 1h. Em seguida,
procedeu-se a andlise. Todas as amostras foram medidas no comprimento de onda de 487nm,
com a ajuda de Geneses 10S UV-Vis, Thermo Scientific, o equipamento opera na faixa de
comprimento de onda de 190 a 1100 nm.

O experimento foi conduzido de forma inteiramente casualizada. Para avaliar a
concentragdo de carboidratos soliveis totais € amido em cada um dos tempos de estresse (2h e
11 d) e tratamentos (controle e estressado) foi realizada uma ANOVA fatorial. Além disso, para
aqueles resultados que deram significativos no teste da ANOVA, foi realizado o teste de
Newman-Keuls (p=< 0,05), a fim de determinar quais grupos apresentaram diferenca estatistica
significativa. As analises foram executadas no programa Statistica 8.0 (StatSoft. Inc, Oklahoma,

USA).
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5. RESULTADOS
5.1 Identificacio e expressao diferencial dos transportadores de membrana

No conjunto de dados analisados, foi possivel a identificacdo de um total de 3.723
transcritos expressos pertencentes as quatro familias génicas de interesse. Desse montante,
1.331 s3o da familia ABC, 163 Aquaporinas, 993 de P-type ATPase e 1.236 da familia PUP,

como pode ser visualizado na Figura 1.

Figura 1 — Numero de transcritos expressos em cada familia génica: ABC transporters (ABC);

Aquaporinas (AQPs); Purine Permease (PUP) e P-type ATPase, na Catingueira sob estresse salino.
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Fonte: O autor (2024).

Para cada uma das familias génicas procedeu-se a contagem dos transcritos
constitutivos e diferencialmente expressos (DE) em cada tratamento (Figuras 2 e 3).

Para a familia ABC transporters, no tratamento de 30 min de estresse, 1.324 transcritos
foram constitutivos, quatro reprimidos e trés induzidos (Figura 2A). No tratamento de 2 horas,

foram identificados 1.322 constitutivos, quatro reprimidos e cinco induzidos (Figura 2A). Para
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o tratamento de 11 dias de estresse, por sua vez, foram identificados 1.308 transcritos
constitutivos, 16 reprimidos e sete induzidos associados aos ABC transporters (Figura 2A).
Quanto as Aquaporinas (AQPs), para o tratamento inicial (30 min) foram detectados
160 transcritos constitutivos, 2 reprimidos e apenas um induzido (Figura 2B). Em relagdo ao
tratamento de 2 horas foram obtidos 158 constitutivos, trés reprimidos e dois induzidos (Figura
2B). Por fim, para o tratamento de 11 dias, foi constatado 150 AQPs constitutivas, sete

reprimidas e seis induzidas (Figura 2B).

Figura 2 — Numero de transcritos constitutivos (TC), reprimidos e induzidos em cada uma das familias

génicas ABC transporters-ABC (2A) e Aquaporinas — AQPs (2B), em cada tratamento aplicado.
Fonte: O autor (2024).
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Para os transcritos PUP, no tratamento de 30 minutos, foram obtidos 1.228 constitutivos,
quatro reprimidos e quatro induzidos (Figura 3A). Referente ao tratamento de duas horas, foram
identificados 1229 constitutivos, trés reprimidos e quatro induzidos (Figura 3A). Emrelagdo ao
tratamento de 11 dias, foram identificados 1209 transcritos constitutivos, treze reprimidos e
quatorze induzidos associados aos PUP (Figura 3A).

No tocante as P-type ATPase, para o tratamento inicial foram detectados 986
transcritos constitutivos, 3 reprimidos e 4 induzidos (Figura 3B). Em relagdo ao tratamento de
duas horas, foram minerados 990 P-type ATPase constitutivos, apenas um reprimido e quatro
induzidos (Figura 3B). Por ultimo, para o tratamento de 11 dias, foi constatado 976 P-type

ATPase constitutivas, onze reprimidas e seis induzidas (Figura 3B).




34

Figura 3 — Numero de transcritos constitutivos, reprimidos ou induzidos para cada uma das familias
génicas PUP e P-type ATPase, para cada tratamento aplicado. Perfil de expressdo dos transcritos
codificadores de Purine Permease (A) e P-type ATPase (B) para cada tratamento analisado.

Fonte: O autor (2024).
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5.2 Termos GO (Gene Onthology) dos transcritos diferencialmente expressos in silico

Através da ferramenta GENE ONTOLOGY foi realizado analise de processos
biologicos associados a ABC transporters, Aquaporinas, Purine Permease e P-type ATPase
induzidos, em cada tempo de estresse.

Dos 94 transcritos diferencialmente expressos investigados, 62 (68%) foram
associados a um termo GO. No geral, os transcritos foram vinculados aos seguintes processos
biologicos (Tabela 1): transporte transmembranar, transporte de dgua e transporte de fluidos,
autofosforilagdo de proteinas, fosforilagdo de peptidil-serina, transducdo de sinal intracelular,
transporte transmembranar de cations monoatomicos e atividade de aciltransferase.

Transcritos da familia ABC transporters estdo associados ao termo GO que indica
apenas fun¢do de transporte transmembranar, enquanto os transcritos de Aquaporinas estao
correlacionados ao referido termo GO anterior, além dos que indicam func¢do de transporte de
agua e transporte de fluidos. Ademais, os transcritos da familia PUP estdo associados ao termo
GO que indica funcdo de autofosforilacio de proteinas, fosforilagio de peptidil-serina,
transducdo de sinal intracelular. Por fim, os transcritos de P-fype ATPase estao correlacionados

a transporte transmembranar de cations monoatdmicos e atividade de aciltransferase.
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Tabela 1 - Distribuicao de termos de ontoliga génica (GO) para os transcritos diferencialmente
expressos de ABC transporters (ABC), Aquaporinas (AQPs), Purine Permease PUP e P-type ATPase.

Transcrito ID Familia Termo Processo biol6gicoassociado
Génica GO
TR217432 c0 gl i2 ABC G0:0055085 Transporte transmembranar
TR24328 c0_gl_i6 ABC G0:0055085 Transporte transmembranar
TR177995 c0 g3 i3 AQPs G0:0055085 Transporte transmembranar
G0:0006833 Transporte de agua
TR25074 c0 gl _i4 ABC G0:0055085 Transporte transmembranar
TR140508 c0 g2 il ABC GO0:0055085 Transporte transmembranar
G0:0055085 Transporte transmembranar
TR293042_c0 g4 i2 AQPs G0:0006833 Transporte de agua
GO0:0055085 Transporte transmembranar
TR23887_c1 g3 i2 AQPs G0:0006833 Transporte de agua
G0:0042044 Transporte de fluidos
TR102425 c1_g1_i3 ABC G0:0055085 Transporte transmembranar
TR24984 c0 g2 il ABC G0:0055085 Transporte transmembranar
TR25040 c0 g2 _i2 ABC G0:0055085 Transporte transmembranar
TR256435 c0 _g7_il ABC G0:0055085 Transporte transmembranar
G0:0055085 Transporte transmembranar
TR255921 c0 g5 i6 AQPs G0:0006833 Transporte de agua
G0:0042044 Transporte de fluidos
TR139956 c0 gl il ABC G0:0055085 Transporte transmembranar
TR25074 c0 gl _i4 ABC G0:0055085 Transporte transmembranar
TR176148 c0 gl il AQPs G0:0006833 Transporte de agua
G0:0042044 Transporte de fluidos
GO0:0055085 Transporte transmembranar
TR24596 c0 g1 il AQPs G0:0006833 Transporte de agua
G0:0042044 Transporte de fluidos
G0:0055085 Transporte transmembranar
TR294551 c0 g3 i2 AQPs G0:0006833 Transporte de agua
G0:0055085 Transporte transmembranar
TR177995 c0 g3 il AQPs G0:0006833 Transporte de agua

TR177995 c0 g3 il AQPs G0:0042044 Transporte de fluidos

GO0:0055085 Transporte transmembranar
TR102112 cl g2 i4 AQPs G0:0006833 Transporte de 4gua

G0:0042044 Transporte de fluidos
TR138214 c0 gl i2 ABC G0:0055085 Transporte transmembranar
TR63573 c0 g1 il ABC GO0:0055085 Transporte transmembranar
TR102415 c0 gl i2 ABC GO0:0055085 Transporte transmembranar
TR320742 cl gl il ABC GO0:0055085 Transporte transmembranar
TR139250 c0 gl i5 ABC GO0:0055085 Transporte transmembranar
TR218007 _cl gl il ABC GO0:0055085 Transporte transmembranar
TR99414 c0 gl i2 ABC GO0:0055085 Transporte transmembranar
TR22599 c2 g4 il ABC GO0:0055085 Transporte transmembranar
TR320360 cl1 g3 il ABC GO0:0055085 Transporte transmembranar

GO0:0046777 Autofosforilacdo de proteinas
GO0:0018105 Fosforilacdo de peptidil-serina
GO0:0035556 Transducéo de sinal intracelular
GO0:0046777 Autofosforilacdo de proteinas
GO0:0018105 Fosforilagdo de peptidil-serina

TR101055_c1_gl_i5 PUP

TR102426_c1_g3_il PUP
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G0:0035556

Transducéo de sinal intracelular

TR294773_c2_gl_il

PUP

GO:0046777
G0:0018105
G0:0035556

Autofosforilacéo de proteinas
Fosforilagéo de peptidil-serina
Transducéo de sinal intracelular

TR256293 c0_gl_i10

PUP

GO:0046777
G0:0018105
G0:0035556

Autofosforilagdo de proteinas
Fosforilagdo de peptidil-serina
Transducéo de sinal intracelular

TR254589 c0_g2_i19

PUP

GO:0046777
G0:0018105
G0:0035556

Autofosforilagdo de proteinas
Fosforilagdo de peptidil-serina
Transducéo de sinal intracelular

TR217109_c0 gl _i4

PUP

GO:0046777
G0:0018105
G0:0035556

Autofosforilagdo de proteinas
Fosforilagdo de peptidil-serina
Transducéo de sinal intracelular

TR175176_c0_g3_il

PUP

GO:0046777
G0:0018105
G0:0035556

Autofosforilagdo de proteinas
Fosforilagdo de peptidil-serina
Transducéo de sinal intracelular

TR254903_c0_gl_i2

PUP

GO:0046777
G0:0018105
G0:0035556

Autofosforilacdo de proteinas
Fosforilacdo de peptidil-serina
Transducdo de sinal intracelular

TR25154 ¢c0_gl_i4

PUP

GO:0046777
G0:0018105
G0:0035556

Autofosforilacdo de proteinas
Fosforilacdo de peptidil-serina
Transducdo de sinal intracelular

TR217113 c0_gl il

PUP

G0:0046777
G0:0018105
G0:0035556

Autofosforilacdo de proteinas
Fosforilacdo de peptidil-serina
Transducdo de sinal intracelular

TR178689 _cl1_gl il

PUP

G0:0046777
G0:0018105
G0:0035556

Autofosforilacdo de proteinas
Fosforilacdo de peptidil-serina
Transducdo de sinal intracelular

TR178095_cO_gl_i5

PUP

G0:0046777
G0:0018105
G0:0035556

Autofosforilacdo de proteinas
Fosforilacdo de peptidil-serina
Transducdo de sinal intracelular

TR139372_c3_g1_i3

PUP

G0:0046777
G0:0018105
G0:0035556

Autofosforilacdo de proteinas
Fosforilacdo de peptidil-serina
Transducdo de sinal intracelular

TR320261_c0_gl_il

PUP

GO:0046777
G0:0018105
G0:0035556

Autofosforilacdo de proteinas
Fosforilagdo de peptidil-serina
Transducéo de sinal intracelular

TR320457_c0_gl_i3

PUP

GO:0046777
G0:0018105
G0:0035556

Autofosforilagao de proteinas
Fosforilacdo de peptidil-serina
Transducéo de sinal intracelular

TR320322_c0_gl_i4

PUP

GO:0046777
G0:0018105
G0:0035556

Autofosforilagao de proteinas
Fosforilacdo de peptidil-serina
Transducéo de sinal intracelular

TR138708_c0_gl_il

PUP

GO:0046777
G0:0018105
G0:0035556

Autofosforilagao de proteinas
Fosforilacdo de peptidil-serina
Transducéo de sinal intracelular

TR293392_c0_gl_i2

PUP

GO:0046777
G0:0018105
G0:0035556

Autofosforilagao de proteinas
Fosforilacdo de peptidil-serina
Transducgéo de sinal intracelular

TR255707_c0_gl_i5

PUP

GO:0046777
G0:0018105
G0:0035556

Autofosforilagdo de proteinas
Fosforilagéo de peptidil-serina
Transducgéo de sinal intracelular

GO:0046777

Autofosforilagao de proteinas




TR178761_c0_gl_i3 PUP

G0:0018105
G0:0035556

Fosforilagéo de peptidil-serina
Transducéo de sinal intracelular

TR217351 cl gl i1
P-type ATPAse

GO0:0016747

G0:0098655

Transporte transmembranar de cations
monoatémicos
Atividade de aciltransferase

TR24680_c0_g2_i5
P-type ATPAse

GO0:0016747
G0:0098655

Transporte transmembranar de cations
monoatémicos
Atividade de aciltransferase

TR24680_c0_g2_i25

P-typeATPse

GO0:0016747

G0:0098655

Transporte transmembranar de cations
monoatémicos
Atividade de aciltransferase

TR139179 c0_gl_i3

P-type ATPAse

GO0:0016747

G0:0098655

Transporte transmembranar de cations
monoatémicos
Atividade de aciltransferase

TR101299 c1 gl_i8

P-type ATPAse

GO0:0016747

G0:0098655

Transporte transmembranar de cations
monoatémicos
Atividade de aciltransferase

TR139179 c0 g1 i3

P-type ATPAse

G0:0016747

G0O:0098655

Transporte transmembranar de cations
monoatémicos
Atividade de aciltransferase

TR139727 cl_g2_i2

P-type ATPAse

GO0:0016747

G0:0098655

Transporte transmembranar de cations
monoatémicos
Atividade de aciltransferase

TR139513_c0_g2_i7

P-type ATPAse

GO:0016747

G0:0098655

Transporte transmembranar de cations
monoatdmicos
Atividade de aciltransferase

TR139513_c0_g2_i5

P-type ATPAse

GO:0016747

G0:0098655

Transporte transmembranar de cations
monoatdmicos
Atividade de aciltransferase

TR101933_c0_gl_il

P-typeATPAse

GO:0016747

G0:0098655

Transporte transmembranar de cations
monoatdmicos
Atividade de aciltransferase

TR217941_c0_g3_i3

P-type ATPAse

GO:0016747

G0:0098655

Transporte transmembranar de cations
monoatdmicos
Atividade de aciltransferase

TR294842_c0_g2_il

P-type ATPAse

G0:0016747

G0:0098655

Transporte transmembranar de cations
monoatdmicos
Atividade de aciltransferase

TR139179_c0_gl_i3

P-type ATPAse

G0:0016747

G0:0098655

Transporte transmembranar de cations
monoatdmicos
Atividade de aciltransferase

Fonte: O autor (2024).

5.3 Analise de ortologia com QTL:s de soja associados a tolerancia a estresse salino

Foi realizada uma busca de sequéncias similares e ortolégas aos transcritos da
Catingueira , codificadores das familias génicas de interesse, tanto contra o proteoma conceitual

de soja, quanto contra o proteoma oriundo de regides de QTLs de soja associadas a tolerancia

a estresse salino (Figura 4).
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Figura 4 - Apresentagdo do quantitativo das familias génicas de interesse de Catingueira que
apresentam ortologia com Joci de soja ancorados, ou nao, a regides QTLs associados a tolerancia a alta

salinidade.

Cp vs. Gmax
(ABC; AQP; PUP; P-type ATPase transcritos - ortologos ancorados com
regioes QTLs)

Cp vs. Gmax Cp vs. Gmax
(ABC; AQP; PUP; P-type ATPase (ABC; AQP; PUP; P-type ATPase
transcritos - homélogos) transcritos - ortologos)

Fonte: O autor (2024).

Figura 5 - Apresentac@o do quantitativo dos transcritos da familia génica de ABC transporters de
Catingueira que apresentam ortologia com loci de soja ancorados, ou ndo, a regides QTLs associados a

tolerancia a alta salinidade.

Cp vs.Gmax
(ABC transcritos - ortologos
ancorados com regides QTLs)

Cp vs. Gmax

(ABC transcritos - homélogos) Cp vs. Gmax

(ABC transcritos - ortologos

Fonte: O autor (2025).
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Figura 6 - Apresentagdo do quantitativo dos transcritos da familia génica de Aquaporina de
Catingueira que apresentam ortologia com /oci de soja ancorados, ou nao, a regioes QTLs associados a

tolerancia a alta salinidade.

Cp vs. Gmax
(AQP transcritos - ortologos
ancorados com regides QTLs)

Cp vs. Gmax
(AQP transcritos - ortologos)

Cp vs. Gmax
(AQP transcritos - homélogos)

Fonte: O autor (2025)
Figura 7 - Apresentac@o do quantitativo dos transcritos da familia génica de Purine permease de

Catingueira que apresentam ortologia com loci de soja ancorados, ou ndo, a regides QTLs associados a

tolerancia a alta salinidade.

Cp vs. Gmax
(PUP transcritos - ortologos
ancorados com regides QTLs)

Cp vs. Gmax
(PUP transcritos - homologos)

Cp vs. Gmax
(PUP transcritos - ortologos)

Fonte: O autor (2025).
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Figura 8 - Apresentacdo do quantitativo dos transcritos da familia génica de P-type
ATPase de Catingueira que apresentam ortologia com loci de soja ancorados, ou ndo, a

regides QTLs associados a tolerancia a alta salinidade.

Cp vs. Gmax
(P-type ATPase transcritos - ortologos
ancorados com regides QTLs)

Cp vs. Gmax . Cp vs. Gmax
(P-type iTPa’sle lra;lSCﬂtDS - (P-type ATPase transcritos 1
omoélogos

ortologos)

Fonte: O autor (2025).
Verificou-se que 585 ABC transporters, 52 Aquaporinas, 407 PUP e 326 P-type

ATPase exibiram similaridade (analise BLASTp) com proteinas de soja, sendo que 198, para
ABC transporters, 37 para Aquaporinas, 453 para PUP e 260 para P-type ATPase apresentaram
relacdes de ortologia (Figura 4; Figura 5; Figura 6; Figura 7; Figura 8).

Em relagdo ao conjunto dos ortdlogos, observou-se que 62 para ABC transporters, 3
para Aquaporinas, 33 para PUP e 26 para P-type ATPase foram ortdlogos a proteinas
codificadas nas regides de QTLs analisadas (Figura 5; Figura 6; Figura 7; Figura 8). Nesse
conjunto, 32 transcritos da Catingueira foram induzidos nas andlises in silico de RNA-Seq,
sendo 10 transcritos da familia génica ABC transporters, trés Aquaporinas, 15 para a familia

PUP e quatro P-type ATPase (Figura 9).



Figura 9 - Identificagdo dos pares de ortélogos dos transcritos induzidos da Catingueira e soja

ancorados nos QTLs de tolerancia a salinidade.

Glycine max QTL
ID

C. pyramidale
transcript ID

Gene family Soybean proteim

TR139250 c0 gl i5 ABC
TR138214 c0_gl i2 ABC Glyma.08G101500.1.p
Salt tolerance 1-gl TR32-775 c0 gl i3 ABC
TR320322 c0 gl i4 pPUP
TR294773 ¢2 gl il PUP Glyma.08G099400.1.p
TR178689 cl gl il PUP Glyma.08G100800.1.p
TR217113 c0 gl il PUP Glyma.08G100800.1.p
Salt tolerance l-gz %gzlggggg:zé:gi:ﬁ‘o 5811; Gly11130861346001p
TR178095 c0_gl i5 PUP Glyma.08G124800.1.p
TR25154 c0_gl _i4 PUP Glyma.08G127000.1.p
TR102425 cl_gl i3 ABC Glyma.06G189300.1.p
Salt tolerance 1-g3 TR218007 cl gl il ABC Glyma.06G191400.1.p
TR63573 c0 gl il ABC Glyma.06G191300.1.p
TR293392 ¢0_gl i2 PUP Glyma.06G189600.1.p
Salt tolerance 1-g4 TR25074_c0_gl_i4 AQPs Glyma.18G240700.1.p
7777777777 TR254589 c0 g2 i19 PUP Glyma.18G236800.1.p
TR293042 c0 g4 i2 AQPs
Salt tolerance 1-g6 TR177995 ¢c0_g3 i3 AQPs Glyma.02G255000.1.p
TR177995 c0 g3 il ABC
Salt tolerance 1-g8 TR320360 ¢l g3 il ABC Glyma.02G261600.1.p
TR217432 ¢0 gl i2 ABC Glyma.13G183400.1.p
TR139513_c0_g2 i7 PUP
Salt tolerance 1-g9 TRI139513 ¢0 g2 i3 P-type ATPase
TR101933 c0 gl il  P-type ATPase Glyma.13G183700.1.p
TR217941 c0_g3 i3  P-type ATPase
TR294842 c0 g1 il P-type ATPase 7
TR63573 c0_gl il ABC Glyma.12G228500.1.p
TR175176_c0_g3 il PUP
Salt tolerance 1-g10 1 1 38708 0 g1 il PUP Glyma.12G224500.1.p
TR320457 c0 gl i3 PUP
TR320261 c0 gl il PUP

@tolerance I-gll

Glyma.09G005 SW

Fonte: O autor (2024).
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5.4 Transportadores de membrana induzidos (up-regulated)

Os dados de expressdo génica diferencial obtidos pela analise in silico de RNA-Seq,
foram analisados via RT-qPCR . Foram testados 40 alvos, sendo 38 alvos das familias génicas

estudadas e dois genes constitutivos (Tabela 2).

Tabela 2 — Sequéncia de primers dos genes de referéncia e alvos avaliados.

Primer Famili Sequéncia (5’ - 3°) Tn GC Tamanho
a O (%) (pb)
Genes Referéncia
SAC1 F:CCAGTCCAGGTCCTTCACATA 60 52,4 108
R:TGAAGAGAATGGTTGGTACGG
HAG2 F:GCATGAGACGAGGAGAGTTTG 60 52,4 101
R:CACTTCGCCTGCTTAATTTTG
Genes Alvos
TR177995 ¢0_g3 i3 AQP F: ACATGCCCTTCCGAAACATCGC 62 54,5 150
R: CGTGGGTGAGTTTGTTGAAGGC
TR139956_c0_g1 il AQP F: ATAATCTCAACCGCTCCGCCTC 62 54,5 144
R: TGTTCAAGTTCACCACCACCGC
TR293042_c0_g4 i2 AQP F: AAACCCAGCAGTGACGTTCG 61 54,5 88
R: TCCCAGACACTGCATCACCATG
TR288127 ¢0_g2 il AQP F: ATAGCCTGTGTTCTCTGGAGCC 61 54,5 80
R: GTTCCCACTTCTCACTTCTCAGC
TR102112 c1 g2 i4 AQP F: AGATCATCGGCACCTTCGTTCTC 62 54,5 88
R: AACACGGGAACATGGGAGTCAC
TR102112 _c1 g3 i2 AQP F: ATCCTTGTTTACTGCACCGCCG 63 54,5 119
R: TGTGCCACCATGTACAGGAACG
TR165616 c0_g3 il AQP F: AACCCGGCTCGTTCATTTGG 61 54,5 104
R: ATCAATCCAGCCAAGCCACCAC
TR138214 c0_g1 i2 ABC F: TGGTGGTGGCGCATCGTTTATC 62 54,5 128
R: AGACGCATAGAATCCGCCCTTG
TR25074 c0 g1 i4 ABC F: AGGGCACAAGATCGGCATTG 61 54,5 80
R: GCTCAACCAGGCGAAACAAAGC
TR217432_¢c0_g1 i2 ABC F: TTACACTGTGCTGCTCTGCCTG 63 54,5 89
R: ACAATTGTGCAGCTCCGGGTTC
TR102425 c1_gl1 i3 ABC F: ACACTTGCATACCCACTGAGCC 63 54,5 142
R: GTCACGCCATGCAACACAAGTG
TR139250 _c0_g1 i5 ABC F: ATGGGCGAAAGAGGGATGATGC 63 54,5 87
R: AGAATCCCACATTTGCAGCCGG
TR320775 _c0_gl1 i3 ABC F: TTCAATAGCCGCCGGTCTTTCC 63 54,5 112
R: AATCGTTGACCTGGAGCAGCAG
TR255610_c0_g1 _i2 ABC F: TTTCCCGGCCCTCTTATCAACG 62 54,5 111
R: ACGCCGCATTTGAACACCAG
TR218007 c1_g1 il ABC F: TGTGCTTATGTTGTTGGGCGC 62 55 80
R: TACGGCTGGCAAACACAAGC
TR320360 c1_g3 il ABC F: TCACCACCAACCAAACCGTG 62 54,5 130
R: TGTGGTGTCGTTGATGTGGAGC
TR63573 ¢c0 g1 il ABC F: AGCTCAACAGTGGATCCTTGCC 62 54,5 88
R: TTCCACACCACAGAAGCTCCAG
TR25332 c1 g1 i2 ABC F: TCACATCGCCTTCTCTGTCCTC 61 54,5 99
R: ATATACTGCCCTGTGTGCCTCC
TR217351_c1_gl_i1  P-type F: ATTGCGGAACAGGCTAAGCGTC 63 54,5 180

ATPase R:AAGTGCCTCCAAGCTTGCCTTC
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TR24680_c0_g2 i25 P-type  F: AAGAAACACGCGGGATTGGG 62 545 100
ATPase R: ATTGCTCAGATATCACGCCCGC
TR217941 ¢0 g3 i3 P-type  F: TTTGCTGGATGGTTTGGGCG 62 545 111
ATPase R: TGCAACCATCGAAACCTCCTCC
TR294842_c0_g2 il  P-type F: TCAGTTTAAGGCAGGCGAGACG 63 54,5 97
ATPase R: AGGCACCGCAACCACTACAATG
TR139513 0 g2 i7 P-type F: TGGTCAGTTTGCAGCGACGTTC 63 545 91
ATPase R: TGCCAGACTTTACAAGCGTCCC
TR139513_¢0 g2 i5 P-type  F: TCGGGTGCAGCAAGAGACA 63 545 135
ATPase R: TCGCTGCAAACTGACCATCTGC
TR101933_¢0 gl il  P-type F: ACCCTCTTGTTCTCTGGCTTCC 62 545 146
ATPase R: AGTCCAAGCGTTCCTGTTCGTC
TR101299 c1 gl i8 P-type F: AGCGACGATGTTCCATGCACTG 63 54,5 113
ATPase R: AACGCCCAACTACCGATCTCAC
TR139179 c0_gl i3 P-type F: TGTGTTGACGTTGACAGCGAGC 64 53 135
ATPase R:ACAAGCACACACAAAGAGGGAGC
TR101055 c1 gl i5  PUP F: GCAGCCCATATTCAAGTCCG 59 55 178
R: CTGCTCGGATTCAACGCTAC
TR102426_c1 g3 il  PUP F: CAAGCCGAACCCATATTCCG 59 55 170
R: TCTTGAGGAAGTGAGCTGGG
TR294773 ¢2 gl il  PUP F: TCTCGAAGGTCATGGAGTCG 59 55 178
R: GAGAATAGCGGCGACAAGTC
TR255707_c0_gl i4  PUP F: AATTCGCCTGCAAGTCCATC 58 50 115
R: TCCACAATGTTGCGATGACC
TR256293 c0 gl i10  PUP F: TAAACCGTCTCATCCCACCC 59 55 180
R: TTGTTCGCCTTGTGAGTTGG
TR254589 c0 g2 i19  PUP F: TCGACACGTCACTATAGGGC 59 55 179
R: TGAGGCAAAGAACCAAGCAC
TR217109 c0 gl i4  PUP F: GAGTCGAATTGTGAGGAGGC 59 55 116
R: ACATCTTCTGCCCTCTCCAC
TR320630 c0 gl i3  PUP F: TCTCAGAGCATTCCCTTCCG 59 55 80
R: CCAACGCCATAGATCTTGCC
TR175176_c0 g3 il  PUP F: GCAGCACCCGAACTAATGTC 59 55 134
R: TGTCTCCTTGTTTGACCAGC
TR254903 ¢0 gl i2 PUP  F: AGCAACTGTACCATGACCATTG 58 50 107
R: ATCCTTGCAGTTTCTCGTGG
TR25154 c0 gl i4  PUP F: AMAGTTCACCCACGTCAAGC 59 50 126

R: ATCCATCTATGCCTCCACCG

Fonte: O autor (2024).

Os transcritos avaliados por RT-qPCR (TR24680 c0 g2 i25/P-type ATPase,
TR139513 c0 g2 i5/P-type ATPase, TR101933 c0 gl il/P-type ATPase,
TR139956 cOgl il/Aquaporina, TR217351 cl1 gl/P-type ATPase, TR139179 c0 gl i3/P-
type ATPase, TR217109 c0 gl i4/Purine permease e TR177995 c0 g3 i3/Aquaporina)
revelaram inducao no tratamento de 2 horas e 11 dias (Tabela 3), confirmando a modulagdo da
expressao dos dados in silico obtidos nas bibliotecas RNA-Seq. Os pardmetros de qPCR que
incluem eficiéncia de amplificacdo (E), declive (S) e coeficiente de correlagdo (R), derivados

da curva padrao, foram obtidos a partir da dilui¢do seriada das amostras de cDNA (Tabela 3).
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Tabela 3 - Expressao relativa e pardmetros de qPCR [eficiéncia de amplificagdo (E), declive (S),
coeficiente de correlagdo (R) e interceptacdo Y] derivados de transcritos codificadores de sistemas de
transportadores de membrana em C. pyramidale sob estresse de alta salinidade. * MT: modulacao

transcricional.
Transcrito Familia E (%) R S Y Intercept MT*
Estresse de 2 horas

TR25074 c0 g1 i4 ABC 109,56  -0,993 -3,11 36,73 0,277(RE)
TR102425 ¢1_g1 i3 ABC 101,17 -0,982  -3,29 36,09 0,51(NS)
TR320360 c1_g3 il ABC 95,42 -0,917 -3,44 38,84 0,336(RE)
TR217351_cl1_gl1 il P-type ATPase 108,38 -0,989 -3,14 34,04 0,379(RE)
TR24680 c0 g2 i25 P-type ATPase 108,92 -0,991 -3,13 33,72 48,038(IN)
TR294842 ¢c0 g2 il P-type ATPase 104,73  -0,995 -3,21 37,71 0,327(RE)
TR139513 c0 g2 i7 P-type ATPase 94,92 -0,995 -345 31,74 0,4(NS)
TR139513 c0_g2 i5 P-type ATPase 99,49 -0,960  -3,33 36,15 3,348(IN)
TR101933 ¢c0 g1 il P-type ATPase 92,31 -0,983  -3,52 33,92 3,348(IN)
TR139179 ¢0 g1 i3 P-type ATPase 104,01  -0,984 -3,23 33,45 1,366(NS)
TR177995 ¢c0 g3 i3 AQP 97,73 -0,708  -3,38 36,23 1,217(NS)
TR139956 c0 g1 il AQP 108,12 -0,997 -3,14 38,72 16,802(IN)
TR102112 c1_g2 i4 AQP 90,63 -0,999  -3,57 32,21 0,032(RE)
TR101055 c1_g1 i5 PUP 91,93 -0,992  -3,53 34,79 0,782(NS)
TR217109 _c0 g1 i4 PUP 98,04 -0,988  -3,37 37,44 0,9804(NS)

SAC1 Gene de referéncia 101,14 -0,99 3,18 - -

HAG2 Gene de referéncia 102,96 -0,99 3,25 - -

Estresse de 11 dias

TR25074 c0 gl i4 ABC 109,56  -0,993  -3,11 36,73 0,507(RE)
TR102425 c¢1_g1 i3 ABC 101,17  -0,982  -3,29 36,09 0,626(RE)
TR320360 c1 g3 il ABC 95,42 -0,917 -3,44 38,84 0,059(RE)
TR217351 ¢l g1 il P-type ATPase 108,38  -0,989 -3,14 34,04 6,855(IN)
TR24680 c0 g2 i25 P-type ATPase 108,92  -0,991 -3,13 33,72 1,134(NS)
TR294842 ¢0 g2 il P-type ATPase 104,73  -0,995 -3,21 37,71 0,613(NS)
TR139513 ¢0 g2 i7 P-type ATPase 94,92 -0,995 -345 31,74 1,433(NS)
TR139513 ¢0 g2 i5 P-type ATPase 99,49 -0,960 -3,33 36,15 0,831(NS)
TR101933 ¢0 g1 il P-type ATPase 92,31 -0,983  -3,52 33,92 2,738(IN)
TR139179 ¢0 g1 i3 P-type ATPase 104,01 -0,984 -3,23 33,45 4,236(IN)
TR177995 ¢0 g3 i3 AQP 97,73 -0,708  -3,38 36,23 5,100(IN)
TR139956 ¢c0 g1 il AQP 108,12 -0,997 -3,14 38,72 1,066(NS)
TR102112 cl1 g2 i4 AQP 90,63 -0,999  -3,57 32,21 1,024(NS)
TR101055 c¢1 g1 i5 PUP 91,93 -0,992  -3,53 34,79 0,557(NS)
TR217109 ¢c0 g1 i4 PUP 98,04 -0,988  -3,37 37,44 2,738(IN)

SAC1 Gene de referéncia 101,14 -0,99 3,18 - -

HAG2 Gene de referéncia 102,96 -0,99 3,25 - -

Fonte: O autor (2024). Legenda: NS (ndo significativo), RE (reprimido), IN (induzido).



45

5.5 Determinacido de CNEs e amido na catingueira apos 2h e 11 dias de estresse salino

Na analise dos carboidratos nao estruturais (CNEs) foram avaliadas as variagdes nas
concentragdes de aglicares soliveis totais (AST) e amido, comparando os grupos controle e
estressado ao longo dos diferentes periodos de estresse. Para os AST, nao foram observadas
diferencas significativas entre os grupos controle e estressado no mesmo tempo de estresse,
nem entre diferentes tempos de estresse (Figura 10).

Em relagdo as concentracdes de amido, os resultados também nao mostraram diferenga
significativa entre os grupos estresse € controle apds 2 horas sob estresse salino (Figura 10). No
entanto, apos 11 dias de estresse, o grupo controle apresentou uma concentragdao

significativamente maior de amido em comparag¢dao com as amostras estressadas (Figura 10).

Figura 10 - Concentragdo de agtcares soluveis totais ¢ amido nos tempos de estresse de 2 h e 11 dias.
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Fonte: O autor (2024). Legenda: Agulcares soltveis totais (AST) e amido de raizes de plantas jovens de Cenostigma
pyramidale sob estresse salino (estresse 2 horas, estresse 11 dias e seus respectivos controles). Os valores representam o valor
médio para as repeticdes experimentais (n = 5 + erro padrio), e letras maiusculas representam diferenca do tratamento ao dos
diferentes periodos de estresse, letras minusculas representam diferengas entre os tratamentos dentro do mesmo tempo de
estresse, letras diferentes representam diferengas estatisticas entre os tratamentos pelo teste de Newman- Keuls (p=< 0,05).
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6 DISCUSSAO

6.1 Transcritos diferencialmente expressos e termos GO associados

As analises in silico do perfil de transcri¢ao das raizes da Catingueira sob estresse
salino (100mM de NaCl) revelaram indugdo de 15 ABC transporters (Figura 2A), doze
Aquaporinas (Figura 2B), 22 PUP (Figura 3A) e doze P-type ATPase (Figura 3B). Observou-
se que, para todas as familias gé€nicas, quanto maior o tempo de estresse aplicado, maior a
quantidade de elementos reprimidos e induzidos.

A inducdo dos transcritos da familia ABC transporters pode estar associada a
translocacdo de sais e sodios nas células, pois seus genes estdo associados com vias de
sinalizagdo ligadas ao estresse salino (BO ef al., 2019). Dessa forma, minimizando os impactos
negativos da condicao de estresse salino.

Em relacdo as Aquaporinas, o conjunto induzido, provavelmente, reflete a
necessidade de maior absor¢do de agua pelas raizes a fim de manter o equilibrio
hidrico/osmotico das células (COUCHOUD et al., 2019). Adicionalmente, AQPs localizadas
na membrana celular das raizes sdo capazes de translocar sais toxicos para fora da célula e
atuam como canais de cation realizando a mobilizagdo de Na® e K (PATEL et al., 2021;
AHMED et al., 2020; HAN et al., 2021).

Os transcritos induzidos de Purine Permease provavelmente refletem a necessidade
de aumentar o transporte de citocininas para que esse hormonio possa atuar de maneira mais
eficaz contra os efeitos fisiolégicos do estresse salino (ANFANG et al., 2021). Isso ocorre
ativando vias de sinalizagdo de outros genes que ajudam na resisténcia ao estresse em questao
e realizando sua influéncia metabdlica no organismo para manter o equilibrio i6nico e osmotico
(LOPEZ et al., 2019). Além disso, como as PUP tém a capacidade de realizar o transporte de
ions contra seus gradientes de concentragdo, alguns transcritos induzidos podem estar agindo
no sentido de diminuir a concentracdo de Na' nas células.

Em relacdo ao conjunto de transcritos da familia génica P-type ATPase, sua indugao
deve estar associada a urgéncia em diminuir o sddio nas células ocasionado pelo estresse salino.
Como as P-type ATPase sio bombas de prétons transmembranares capazes de realizar o
transporte de ions e cations contra seus gradientes eletroquimicos (ZUBAREVA et al., 2020),
essas ATPases representam uma 6tima opgao para minimizar a concentracdo de Na+ intracelular
e manter o equilibrio idnico das células (JIA et al., 2023). Além disso, existe uma correlacao

entre os transcritos dessa familia génica e o controle do estomato (ZHAO et al., 2021). Dessa
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forma, esses transcritos podem estar ativando mais de um mecanismo de defesa com a
finalidade de aumentar a absor¢do de agua, visando restaurar o equilibrio hidrico das células.

Os dados obtidos da ferramenta Gene Ontology contribuem para a compreensdo da
natureza biolégica dos transcritos em estudo. Os transcritos ABC transporters induzidos -
associados a um termo GO - apresentaram a fun¢do de transporte transmembranar (Tabela 1),
sugerindo seu papel na remobilizagdo de sais na célula.

As Aquaporinas demonstram uma associagdo nao apenas com o processo bioldgico
anterior, mas também com aqueles que envolvem o transporte de agua e fluidos (Tabela 1). Essa
correlagdo ressalta sua funcao essencial em facilitar, de forma agil, o transporte de moléculas
de 4gua. Isso ¢ alcangado por meio da criacdo de canais nas areas intracelulares e nas
membranas celulares. Essa atividade ¢ de suma importancia para mitigar os efeitos prejudiciais
do estresse salino, visto que promove uma condutancia hidraulica estavel, resultando na
regulacdo adequada dos niveis osmdticos intracelulares (GAUTAM et al., 2021).

Os transcritos Purine Permease induzidos estdo associados a termos GO que
demonstraram a fun¢do de autofosforilacdo de proteinas e transducdo de sinal intracelular
(Tabela 1), evidenciando seu papel na ativagao das proteinas de transporte e remobilizacao de
citocininas. Por outro lado, as P-type ATPases mostraram associagao com processos biologicos
de transporte transmembranar de cations monoatdmicos e, de forma surpreendente, com a
atividade de acetiltransferase (Tabela 1). Dessa forma, as ATPases do tipo P exibem o efeito
esperado de serem capazes de realizar a translocagdo de cations como Na' para manter a
homeostase i0Onica, sugerindo ainda a modificagdo de genes e possivelmente de proteinas

associadas ao estresse salino devido a sua capacidade de transferir grupos acetil.
6.2 Ortologos a QTLs de soja associados a tolerancia a estresse salino

A identificacdo de genes localizados em regides de QTLs revela seu importante papel
em programas de melhoramento genético vegetal, visando a obten¢do de cultivares agricolas
mais adaptadas ao estresse associado, promovendo a seguranca alimentar e a sustentabilidade
das culturas agricolas. Neste estudo, 948 transcritos das familias génicas ABC, AQPs, PUP e
P-type ATPase de C. pyramidale apresentaram relagdes de ortologia com proteinas de soja
(Figura 4). Devido a esses dois organismos pertencerem a familia (Fabaceae), essa relacdo
evolutiva entre seus transcritos ¢ coerente. Em uma conjuncao mais particular, observou-se 32
transcritos induzidos (10 pertencentes a familia génica ABC transporters, trés AQPs, 15 PUP e

quatro P-type ATPase) na catingueira, ortdlogos de proteinas codificadas em QTLs de soja
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associadas a tolerancia ao estresse salino (Figura 4). Isso significa a importancia desses
transcritos como alvos candidatos para analises de caracterizacao funcional na referida espécie
e em outras leguminosas. Além disso, os transcritos de ambas as familias génicas estudadas
apresentam a relagdo de ortologia do tipo "many-to-one" com os transcritos das QTLs Salt
tolerance 1-gl, Salt tolerance 1-g2, Salt tolerance 1-g6, Salt tolerance 1-g9 e Salt tolerance 1-
g10 (Figura 5). Esse tipo de relagdo ocorre quando multiplos genes/proteinas de uma espécie
sdo ortdlogos de um tinico gene/proteina de outra espécie (FERNANDEZ et al., 2020). Logo,
os transcritos induzidos de ABC, AQPs, PUP e P-fype ATPase demonstram suprir o organismo

de um deposito molecular interessante para fortalecer a tolerancia ao estresse salino.
6.3 Expressao diferencial dos transportadores de membrana

A técnica de RNA-seq ¢ frequentemente empregada para explorar os padroes de
expressao genética em plantas em resposta a uma variedade de fatores de estresse, abrangendo
a salinidade e demais estresses abioticos. Aliado a esse metodo tem-se a RT-qPCR
desempenhando um papel significativo na detec¢ao e quantificacdo da expressao génica, sendo
uma ferramenta valiosa para analises transcriptdmicas abrangendo uma variedade de
organismos e condi¢des de tratamento (POMBO et al., 2019).

No presente estudo, a validagdo dos dados de expressao da biblioteca de RNA-Seq da
Catingueira submetida a salinidade (NaCl 100 mM) foi parcialemnte corroborada pelos dados
obtidos por RT-qPCR, demonstrando conscientencia entre as abordagens. Embora o nimero de
genes regulados positivamente tenha sido menore do que as analises in silico previram, os dados
confirmam tendéncias importantes na resposta da planta ao estresse salino.

Para o tratamento de duas horas, dos 38 transcritos selecionados (oito aquaporinas, dez
ABC transporter, onze Purine Permease e nove P-type ATPase) para a validacdo, somente um
transcrito da familia Aquaporina (AQP2) e trés da familia P-type ATPase (ATPase2, ATPase6,
ATPase7) apresentaram regulacdo positiva -induzido- (Tabela 3). No que diz respeito ao
tratamento de onze dias, novamente um transcrito da familia Aquaporina, embora tenha sido
um transcrito diferente (AQP1), um da familia Purine Permease (PUP7) e trés P-type ATPase
(ATPasel, ATPase7, ATPase9) demonstraram regulacao positiva (Tabela 3).

Os resultados foram inesperados, visto que os transcritos das familias génicas ABC
transportes, Aquaporinas, Purine Permease e P-type ATPase sao responsivos ao estresse salino
e foram induzidos nas andlises RNA-Seq. Todas as familias analisadas, com excecao das PUP,

possuem a capacidade de transportar sais e sodio intracelulares, embora a principal funcdo das
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Aquaporinas seja o transporte de agua. Esse transporte de agua realizado pelas Aquaporinas ¢
de suma importancia para a homeostase do organismo frente ao estresse salino, uma vez que
esse tipo de estresse ¢ causador da seca fisiologica nas plantas. ABC transporters, por outro
lado, desempenham um papel mais amplo no transporte de sais e so6dio, além de estarem
envolvidas em vias de sinalizagdo especificas para esse tipo de estresse. No que se refere a
familia P-type ATPase, seus transcritos sdo responsaveis pela exclusdo do Na' intracelular,
quando esse estar em excesso, pois como sdo bombas de antiporter Na™/H" possui a capacidade
de translocar esse cation contra seu gradiente de concentragdo contribuindo para a homeostase
i0nica e 6smotico das células. Embora as Purine Permeases nao estejam diretamente ligadas
com a capacidade de remobilizacdo de sais e sodios elas desempenham um importante papel
para a tolerdncia ao estresse salino, pois os transcritos dessa familia transportam o fito-
horménio citocinina o qual além de contribuir para o crescimento de desenvolvimento das
plantas ele atua mantendo o equilibrio metabolico e i0nico do organismo além de ativar vias de
sinalizagcdo de genes associados ao estresse salino.

A andlise de expressdo génica por meio de RNA-Seq e ensaios de RT-qPCR sao
ferramentas essenciais na pesquisa de transcriptomica, fornecendo informagdes valiosas sobre
aregulacdo génica em diferentes condicdes. Uma série de fatores técnicos e biologicos deve ser
considerada ao abordar essa discrepancia acima relatada. Primeiramente, variagdes no grau de
sensibilidade e especificidade entre os dois tipos de analises, resultando em diferencas nos
resultados obtidos pelas duas técnicas (VANGUILDER et al.,2008; BUSTIN et al., 2013). Além
disso, considerando a natureza complexa e dindmica da regulagdo génica, ¢ crucial reconhecer
que as amostras biologicas podem apresentar variagdes intrinsecas, o que pode influenciar os
resultados obtidos a partir de diferentes metodologias de andlise.( MARIONI et al., 2008;
WANG et al., 2009).

6.4 Dinamica de carboidratos nio estruturais

Durante o estresse salino, as plantas tendem a acumular carboidratos ndo estruturais
(CNEs), especialmente em seus tecidos foliares e caulinares. Esse acumulo ocorre devido as
propriedades dos aglcares soluveis, que atuam na osmorregulagdo, como osmolitos e
eliminadores de radicais hidroxila, ajudando a planta a manter seu equilibrio hidrico e a resistir
as condi¢des impostas pelo estresse salino (PELLEGRINI et al., 2020). Para aumentar os niveis
de carboidratos ndo estruturais e promover seu acimulo, a planta adota duas estratégias: o

aumento da sintese desses compostos e sua realocacdo para os tecidos mais necessitados.
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A regido radicular das plantas ja é conhecida por possuir vias de sinalizagdo que sdo
ativadas pelo aumento nos niveis de salinidade, desencadeando a estratégia de acumulagdo de
acucares soluveis (TATTINI et al., 1996; SINGH et al., 2022). Com base nos dados coletados
sobre CNEs e amido no tecido radicular de Cenostigma pyramidale, é possivel supor que a raiz
desempenha um papel maior na acumulagdo desses carboidratos do que apenas a sinalizagdo;
ela pode ser responsavel também pela producao e translocagdo desses compostos para outros
tecidos.

Os dados que sustentam essa hipotese mostram que, nos dois tempos de estresse
analisados, nao houve mudancas significativas nos niveis de agucares entre as amostras controle
e estressadas. No entanto, o nivel de amido na amostra estressada no tempo de 11 dias foi menor
do que sua amostra controle. Estudos anteriores indicam que a degradagdo do amido para suprir
os niveis de carboidratos soluveis totais ¢ uma estratégia comum para lidar com o estresse salino
(LIMA et al., 2021). Portanto, pode-se inferir que a diminui¢do do amido na regido radicular se
deve a sua degradagdo para manutencao nas concentragdes de carboidratos soluveis totais, € a
constancia dos CNEs nessa regido pode levantar a suposi¢ao que eles estao sendo transportados
para outros tecidos da planta. Todavia, se faz necessaria novos estudos repetindo esse
experimento com a adicdo da andlise dos tecidos foliares e caulinares e outros tempos de

estresse para se confirmar essa nova fungao incutida a regiao radicular.
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7 CONCLUSAO

Os transcritos das familias génicas ABC transporters, Aquaporinas, P-type ATPase e
Purine Permease agem como transportadores intrinsecos a membrana sendo capazes de realizar
a translocacao de sais nas células e transporte de fitohormodnio, além de estarem associados com
vias de sinalizacdo ligadas ao estresse salino.

As analises in silico realizadas, evidenciam a expressao diferencial dos transcritos das
familias génicas estudadas quando submetidas ao estresse salino. Ademais, os transcritos
induzidos em C. pyramidale estao associados a termos GO relacionados a processos biologicos
de transporte transmembranar, transporte de agua e transporte de fluidos, autofosforilagao de
proteinas, fosforilacdo de peptidil-serina, transducdo de sinal intracelular, transporte
transmembranar de cations monoatomicos e atividade de aciltransferase. O conjunto de
induzidos também se relaciona com regides de QTLs associados a tolerancia a salinidade em
soja. No entanto, as analises de expressao por RT-qPCR nao estdo totalmente concordantes com
os dados da biblioteca de RNA-Seq. Embora alguns transcritos tenham sido induzidos,
conforme previsto pelos dados in silico, outros ndo apresentaram indugdo. Variacao nos dados
de inducdo pode ser explicada pela maior sensibilidade e precisao da técnica de RT-qPCR na
quantificacdo dos niveis de expressao génica, conforme indicado por estudos. Portanto, sdo
necessarios estudos adicionais para verificar se as familias génicas estudadas realmente
apresentam uma resposta efetiva ao estresse salino em C. pyramidale.

Os dados de carboidratos ndo estruturais reveleram diferencas significativas nos niveis
de amido entre as amostras estressada e controle para o tempo de estresse de 11 dias. A redugao
do amido da planta sob estresse (em comparagdo com a planta controle) pode ser resultado da
degradacdo deste carboidrato para manter as concentragdes de carboidratos soliveis totais,
mitigando os efeitos negativos do estresse salino. No entanto, sdo necessarios novos estudos
que repitam esse experimento, adicionando a analise dos tecidos foliares e caulinares, além de

considerar diferentes periodos de estresse.
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