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RESUMO

As plantas desenvolveram adaptacdes quem respondem a varias condicdes de estresse geradas
pelo ambiente, como o estresse por frio, seca, metais pesados e salinidade. Estas condigOes
estressantes além de causarem grandes perdas na producdo de biomassa vegetal, também
resultam em agdes de mecanismos de resposta a esses estresses, e podem ser detectados sob o
ponto de vista molecular. Uma destas € o estresse salino, que pode causar estresse osmotico e
estresse oxidativo para as plantas afetadas. Algumas plantas desenvolveram mecanismos de
tolerancia ao sal, estas sdo conhecidas como hal6fitas. Funaria hygrometrica Hedw.
(Funariaceae) é um exemplo de espécie de musgo halofito, pertencente & mesma familia do
organismo modelo entre os bryophytes, o musgo Physcomitrella patens (Hedw.) Brunch &
Schimp. F. hygrometrica produz abundantes esporofitos por populacdo e um grande nimero de
pequenos esporos que sdo facilmente dispersos pelo ar. Essa capacidade de dispersédo faz de F.
hygrometrica um importante modelo de estudo do estresse salino, uma vez que esses esporos
podem ser dispersos em ambientes afetados por esse estresse abidtico, como ambientes
marinhos, principalmente pela possibilidade de carreamento de diasporas pelas aves migratorias
marinhas. A via fenilpropanoide (fenilpropandide amonia lyase-PAL), neste trabalho
representado pelo gene PHYPADRAFT 113035, uma cdpia homdloga do gene da PAL, que
participa da cascata de eventos moleculares que podem vir a gerar protecdo aos estresses
abiodticos, justificando o estudo desse gene no estresse salino. O objetivo do presente trabalho
foi identificar o desenvolvimento de F. hygrometrica e a expressdo quantitativa do gene
PHYPADRAFT 113035 nas espécies haldfitas. Para os estudos de desenvolvimento e
expressao gquantitativa, os esporos de F. hygrometrica foram submetidos a diferentes tempos de
imersdo em solucdo salina, simulando a dispersdo realizada por aves marinhas. Apds a
exposicao dos esporéfitos em solucédo salina, os esporos colocados em meio de cultura KNOP
foram monitorados durante 30 dias e seu crescimento e sobrevivéncia foram analisados. A
biomassa gerada foi submetida a extracdo de RNA para experiéncias de PCR quantitativo em
tempo real (QPCR). Quando submetidas a diferentes tempos de imersdao em solucdo salina,
F.hygrometrica ndo mostrou diferencas significativas em seu crescimento. A expressao do gene
foi aumentada no tempo de imersao inicial, 6 minutos, mas diminuiu nos tempos posteriores,
esses resultados corroboram com a caracteristica de retorno rapido da expressdo da enzima
PAL, conforme demonstrado por estudos anteriormente realizados. F.hygrometrica
demonstrou-se uma espécie adequada para estudos de desenvolvimento e dispersao, pois suas
adaptacOes auxiliam a sobrevivéncia deste organismo sob condigdes de estresse salino.
Palavras-chave: Musgos. Sal. Crescimento. Phenylpropanoid ammonia-lyase —PAL.



ABSTRACT

The plants developed adaptations to respond to various stress conditions generated by the
environment, such as stress from cold, drought, salinity and heavy metals. These stressful
conditions besides causing great losses in the production of vegetal biomass, also results in
effects and actions of mechanisms of response to these stresses, which can be detected from the
molecular point of view. One of these is salt stress, which can cause osmotic and oxidative
stress to the affected plants. Some plants have developed salt tolerance mechanisms, these are
known as halophytes. Funaria hygrometrica Hedw. (Funariaceae) is a species of halophyte
moss, belonging to the same family of the model organism among the bryophytes, the moss
Physcomitrella patens (Hedw.) Brunch & Schimp. F. hygrometrica produces abundant
sporophytes per population and a large number of small spores that are easily dispersed through
the air. This dispersion capacity makes F. hygrometrica an important model of saline stress
study, since these spores can be dispersed in environments affected by this abiotic stress, such
as marine environments, mainly by the possibility of carrying diaspores by marine migratory
birds. The phenylpropanoid pathway (phenylpropanoid ammonia lyase-PAL), in this work
represented by the gene PHYPADRAFT 113035, a homologous copy of the PAL gene, which
participates in the cascade of molecular events that generate protection to the abiotic stresses,
justifying the study of this gene in saline stress. The objective of the present work was to
identify the development of F. hygrometrica and the quantitative expression of the
PHYPADRAFT 113035 gene in the halophyte species. For the development and quantitative
expression studies, F. hygrometrica spores were submitted to different immersion times in
saline solution, simulating the dispersion carried out by seabirds. After an exposed spore were
monitored for 30 days and their growth and survival were analyzed. The generated biomass was
subjected to RNA extraction for quantitative real-time PCR experiments (QPCR). When
submitted to different times of immersion in saline, F.hygrometrica did not show significant
differences in its growth. The expression of the gene was increased in the initial immersion
time, but decreased at the times achieved, these results corroborate with the rapid return
characteristic of the PAL enzyme expression, as demonstrated by previous studies.

Keywords: Moss. Salt. Growth. Phenylpropanoid ammonia-lyase —PAL.
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1 INTRODUCAO

As plantas desenvolveram adaptacdes para responderem a diversas condi¢fes de estresse no
ambiente, ativando mudancas moleculares e fisioldgicas especificas para minimizar danos, podendo
sofrer diferentes estresses simultaneamente impactando na sua sobrevivéncia (MITTLER e
BLUMWALD, 2010; SUZUKI et al., 2016). O estresse abidtico € um dos mais caracteristicos e tem um
enorme impacto no crescimento e, consequentemente, é responsavel por grandes perdas. As reducdes
de crescimento resultantes a esse estresse podem atingir >50% na maioria das espécies de plantas
(REJEB et al., 2014). Estresses abidticos como o estresse salino podem ocasionar diversos efeitos em
plantas incluindo estresse osmético, efeitos toxicos quando ha acdo de altas concentracdes de sal, e
estresse oxidativo (FLOWERS, 2004; MUNNS e TESTER, 2008; SHABALA, 2013). Compreender 0s
mecanismos com 0s quais as plantas percebem o sinal de sal e o transmitem para a maquinaria celular,
gerando respostas adaptativas ativas, é de fundamental importancia para a biotecnologia (WANG et al.,
2008).

O estresse salino é uma das maiores causas de danos as culturas agricolas em todo mundo. Pode
causar toxicidade de Na* que afeta a absor¢do de K* e resulta no comprometimento de atividades
enzimaticas, bem como a inibicdo de caminhos metabdlicos (SUZUKI, 2016). Este transporte de ions
via membranas celulares é um dos fatores basicos que determinam a tolerancia a salinidade, concluindo
que os fluxos de ions controlam as concentracgdes destes. Portanto a regulacéo dos fluxos sdo essenciais
para a tolerancia ao sal (VOLKOV, 2015). A resposta ao estresse salino em niveis celulares e
moleculares, bem como na fisiologia e bioquimica, em plantas superiores, vem sendo estudados com
intensidade (PARIDA e DAS, 2005). Porém, em bridfitas este estresse ainda é pouco desenvolvido,
contrapondo com a situacdo de que algumas briofitas desenvolveram respostas ao estresse durante a
evolucdo tornando-se entdo halofitas, ou seja, capazes de desenvolverem-se em altas concentracfes de
sal, sob irrigacéo por 4gua do mar e mesmo sob concentragdes de sal varias vezes maiores do que na
agua do mar (VOLKOQV, 2015).

O grupo de maior sucesso entre as plantas, excluindo as angiospermas, é a superdivisao
Bryophyta. Estas destacam-se em nimeros de espécies, diversidade de habitats e distribui¢do geografica
por serem encontradas em todos os continentes (TUBA et al., 2008). Essas conquistas de ambientes
provém de anos de evolucdo, onde as briofitas tém persistido por milhares de anos e sdo considerados
parentes modernos mais préximos dos antepassados para as primeiras plantas terrestres (RENZAGLIA
et al., 2007). Estas plantas sdo caracterizadas por um ciclo de vida com alternancia de geracoes, sendo
a fase gametofitica dominante, produtora de gametas, e a fase diploide produz esporos haploides por
meiose (VANDERPOORTEN e GOFFINET, 2009; COVE, 2005).

Elas diferem das plantas vasculares em diversos fatores, ndo possuem raizes, folhas e nem um
sistema vascular. Devido a estes fatores, consequentemente podem estar delimitados a ambientes
sombreados com alta umidade (SAXENA, 2004). O grupo Bryophyta é composto por antdceros,
hepaticas e musgos. E este ultimo localizado dentro do Filo Bryophyta. Este filo possui
aproximadamente 13.000 espécies e € o segundo filo mais diverso entre as plantas terrestres. Seu corpo
vegetativo pode ser dividido em rizdide, caulideo e filideos. Os riz6ides ancoram a planta ao substrato
e podem estar envolvidos na conducdo de agua, sdo analogos as raizes mas diferem na sua arquitetura
simplificada (GOFFINET et al., 2008). O caulideo funciona como um eixo central para o gametéfito
(MALCOLM e MALCOLM, 2006), O transporte dentro da planta é realizado em parte por células de
parénquima indiferenciadas do cortex, ou por células condutoras especializadas, as hidroidinas em
algumas espécies de musgos (HEBANT, 1977). A Unica caracteristica unificadora dos filideos dos
musgos € que sao sempre sésseis ao caulideo, inseridos ao longo de toda a base (GOFFINET et al.,
2008).

Entre as briofitas, o musgo Physcomitrella patens (Hedw.) Brunch & Schimp, pertencente a
mesma familia de F. hygrometrica, portanto semelhantes em termos evolutivos, tem sido utilizado como
modelo experimental por cerca de 100 anos. Frequentemente associado a estudos evolucionais das
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plantas, j& que é um dos unicos modelos que encontra-se em uma posicao basal na filogenia das plantas
terrestres. Pertencente a familia Funariaceae, que compreende aproximadamente 250-400 espécies de
musgos entre 15 géneros, P. patens possui uma variedade de fatores favoraveis ao seu uso como modelo
experimental, na area de manipulacdo genética, seu curto periodo de geracdo, taxa rapida de
crescimento, baixa estatura e complexidade morfoldgica, auxiliam a consolidacdo deste modelo entre
as plantas (VAN GESSEL et al., 2017).Estes organismos podem ser utilizados em diversas areas. Na
Ecologia, os musgos podem ser descritos como bons indicadores de condigdes ambientais, como por
exemplo indicadores de célcio e outros nutrientes na agua, e até mesmo indicadores de chuva &cida ja
que ndo possuem uma epiderme protetora, sendo entdo mais suscetiveis do que as plantas vasculares.
Também sdo altamente disseminados na Horticultura, como aditivos de solo e cultivo para
ornamentacdo. Os chineses e 0s nativos americanos utilizavam vérias espécies de bridfitas para uso
medicinal, bem como os indianos. Os musgos eram empregados para 0 tratamento de muitas
enfermidades, como problemas no sistema cardiovascular, queimaduras, bronquite, problemas renais,
entre outros (SAXENA, 2004). Mais recentemente, foi relatado o potencial de P. patens como uma
plataforma de vacinas baseadas em plantas, devido as suas caracteristicas (MENDOZA et al., 2014).

Nessa perspectiva a cultura de tecido vegetal, € uma ferramenta importante, tanto basica como
para estudos aplicados, bem como em aplicagdes comerciais. A cultura de tecidos vegetais € a cultura
asséptica de células, tecidos, 6rgdos e seus componentes sob condi¢fes in vitro fisicas e quimicas
definidas. A base tedrica para a cultura de tecidos vegetais foi proposta por Gottlieb Haberlandt em
1902 com o seu experimento sobre cultura de células isoladas (THORPE, 2007). Técnica importante
para o conhecimento de diversas respostas das plantas a estresses, sob o cuidado do cultivo axénico.

Funaria hygrometrica Hedw. (Funariaceae), alvo do presente estudo pertence a classe
Bryopsida, ¢ uma bridfita cosmopolita, monoica, haléfita, comum, distribuida em diferentes habitats.
Produz esporofitos abundantes por populacdo e grande quantidade de pequenos esporos que sdo
facilmente dispersos pelo ar (MAGDY et al., 2016). Essa habilidade de disperséo torna a F.
hygrometrica um importante modelo de estudo sobre o estresse salino, visto que estes esporos podem
vir a ser dispersos em ambientes afetados por este estresse abiotico.

Ubiquitin-proteasome system — UPS, possui a capacidade de controlar a degradacédo de varias
proteinas nas células, afetando uma gama de processos celulares como a traducdo de sinais, divisao
celular, resposta imune e muitos outros. Muitas vezes a natureza molecular do sistema de degradacéo
de algumas proteinas ainda ndo esté clara, portanto a ubiquitina pode vir a exercer papel de referéncia
em experimentos, como os que utilizam gPCR (ZHANG et al.,2013). Também é um dos responsaveis
em coordenar o contetido proteico celular, incluindo enzimas essenciais como as quinases, fosfatases e
horménios envolvidos na sinalizacdo e regulacdo de rotas celulares, como o acido abscisico - ABA. Ha
um grande namero de relatos na literatura onde o UPS esta envolvido na regulacdo ao estresse de forma
direta ou indireta. Como por exemplo, a ligase ubiquitina E3 que esta envolvida no estresse a seca e ao
sal através da sinalizagdo do ABA (SHARMA et al., 2016).

Entre uma série de adaptacbes importantes que permitiram que as plantas terrestres
sobrevivessem sob importantes estresses como, dissecacao, radiacdo UV e ataque de patdgenos
microbianos, esta o surgimento da via fenilpropandide (phenylpropanoid ammonia-lyase —PAL). Estes
compostos fenilpropanoides sdo precursores de uma ampla gama de compostos fendlicos com muitas
funcbes em plantas sendo precursores dos flavonoides, isoflavonoides, cumarinas e estilbenos. Esses
compostos possuem importantes funcdes sobre as defesas a estresses em plantas, como estresses
abioticos (HUANG et al., 2010).

Aves podem dispersar unidades de plantas (diasporos) via ingestdo ou externamente através do
contato ao seu corpo (Lewis et al., 2014). Esporos de bri6fitas, como os de F. hygrometrica, que é uma
espécie cosmopolita bipolar, podem ser transportados no corpo de varias aves migratérias marinhas e
acabam sendo expostos a gua do mar quando ha o mergulho das aves, uma vez que as aves necessitam



alimentar-se. Esse tempo em contato com a agua do mar pode causar diversas consequéncias as plantas,
sendo de extrema importancia o estudo da acdo do sal em espécies haldfitas, como o F. hygrometrica,
e a quantificacdo da expressdo de genes correspondentes a este estresse como a Ubiquitina e PAL.



2 HIPOTESE

A espécie halofita Funaria hygormetrica Hedw. (Funariaceae) pode apresentar crescimento e
expressao do gene PAL influenciado pelo estresse salino.



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Identificar o desenvolvimento de F. hygrometrica e a expressdo quantitativa do gene
PHYPADRAFT 113035 nesta espécie halofita.

3.2 Objetivos Especificos

Estabelecer cultivo in vitro da espécie haléfita F. hygrometrica,;

Analisar a influéncia de diferentes tempos de imersdo no sal sob o crescimento e
desenvolvimento de F. hygrometrica;

Visualizar a expressdo quantitativa de PAL, através de técnica de PCR Real-Time, em F.
hygrometrica sob influéncia de diferentes tempos de imersao em solugéo salina.



4 ARTIGO 1

GROWTH AND DEVELOPMENT OF HALOPHYTE Funaria hygrometrica
HEDW. (FUNARIACEAE) UNDER SALT STRESS

(Publicado na revista Bioscience Journal, v.3, n.6, Nov./Dez. 17)



10 ARTIGO 2

EXPRESSAO QUANTITATIVA DO GENE PHYPADRAFT 113035 EM Funaria
hygrometrica HEDW. (FUNARIACEAE) SOB ACAO DE ESTRESSE SALINO

(Artigo a ser submetido na Revista Genetics and Molecular Biology)
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11 MATERIAIS E METODOS

A pesquisa foi realizada no Laboratorio do Nucleo de Estudos da Vegetacdo Antartica
(NEVA), localizado na Universidade Federal do Pampa, Campus Sdo Gabriel.

11.1 COLETA DO MATERIAL

Os esporofitos de F. hygrometrica foram coletadas no campus Sao Gabriel da
Universidade Federal do Pampa-UNIPAMPA, nas dependéncias da estufa nimero 2 da
universidade (-30.3337015; -54.3625962).

11.2 EXPERIMENTO DE ESTRESSE SALINO

Visando a simulacdo do estresse salino na espécie halofita F. hygrometrica, os
esporofitos foram coletados, e suas capsulas esterilizadas durante trés minutos em solucao 70%
de NaClO comercial (2,5%), seguindo protocolo adaptado de Cvetic et al., 2007. Apds a
desinfestacdo, as capsulas foram tratadas com solucGes salina em concentracdo de 550 mM,
correspondente a agua do mar (PANGUA et al., 2009), durante diferentes tempos de imerséo:
0, 6, 12, 18 e 24 minutos, todas as exposic¢des ao sal foram realizadas em réplicas bioldgicas de
trés. Apos o estresse, 0s esporos foram colocados em vidros de cultivo in vitro, do tipo Bio-
Sama com meio de cultura KNOP (RESKI e ABEL, 1985) que inclui, 2509.L™* de KH2POs4,
KNO3; e MgSO4 x 7H20, 1g.L* de Ca e 12,5mg.L™* de FeSO4 x 7H20. O meio de cultura foi
suplementado com 2,5g.L de Phytagel (Sigma-Aldridge) e o pH ajustado para 5,8 com
solucdes de NaOH e HCI. Os vidros de cultivo foram colocadas em estufa de fotoperiodo a
25+1 °C com um fotoperiodo de 16/8h luz/escuro. Os esporos foram monitorados por 30 dias.

11.3 EXTRACAO DE RNA

Apos os 30 dias de cultivo, a biomassa vegetal gerada passou por extracdo de RNA, com
o kit comercial de extragdo PureLink™ RNA Mini Kit (Ambion), e o produto da extragédo
quantificado no equipamento Qubit Fluorometric Quantitation (Thermo Fisher Scientific).

11.4 CONVERSAO PARA cDNA

O RNA extraido foi convertido para cDNA atraveés do kit High-Capacity RNA to
cDNA™ Kit, com um volume de reagéo de 20 pl.

11.5 SYBR Green

Para coloragdo e identificacio da expressdéo quantitativa do gene
PHYPADRAFT_113035 foi utilizado o kit Fast SYBR™ Green Master Mix (Thermo Fisher
Scientific).
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11.6 gPCR

Apols a conversdo de RNA para cDNA foi realizada uma Reacdo em Cadeia da
Polimerase —PCR, para selecéo do primer (Tabela 1) que seria utilizado no experimento de
gPCR (Figura 1). O melhor tamanho de amplicon para gPCR é sempre o menor. Os primers
Phpat_002.1 e Phpat_002.2 chegam até no m&ximo 500pb, portanto foi escolhido o primer
Phpat_002.2 ja que este é correspondente a regido homdloga de Pal-like. Seguida a escolha e
coloragdo com SYBR Green, as amostras de cDNA foram submetidas ao experimento de g°PCR
em um termociclador para PCR Real-Time Rotor-Gene Q Series (Qiagen) para identificacdo da
expressao de gene PHYPADRAFT_113035 alusivo ao estresse salino em P. patens.

11.7 Avaliacéo da expressdo diferencial relativa pelo método Delta Delta ct

Para analise quantitativa dos niveis de expressdo do gene PHYPADRAFT 113035, foi
utilizado a avaliacdo da expressdo relativa (Delta Delta ct) representada pela formila AACT
= ACT(gene de interesse)—ACT(gene de referéncia) = (CTp — CTg)—(CTc — CTa), sendo a
Ubiquitina empregada como gene de referéncia, para o controle da expressdo. O método de
Delta Delta ct € uma forma para analisar as mudancas relativas encontradas na expressao génica
em experimentos de qPCR (LIVAK e SCHMITTGEN, 2001).

Tabela 1: Primers utilizados para identificagdo do gene para realizacdo do experimento de

gPCR
Nome Sequéncia 5° — 3’
Phpat_001.1_F GAATCAGGAAGAGCTCCGGG
Phpat_001.1_R ACAACAGCCATGTAGGCACG
Phpat_001.2_F GTTGGTCAATGCATGCGCTC
Phpat_001.2_R AGACGAACAACAGCCATGTAGG
Phpat_001.3_F GCTGGCAAGTTAAATGAAGCGAA
Phpat_001.3_ R TTGTAGGAGCATGGTGATGGC
Phpat_002.1_F AAGCTGTCGTCAACAACGGT
Phpat_002.1_R CCGCGTTCAGAAACCTGATG
Phpat_002.2_F TGTGAGTTCGATGGCGACAG
Phpat_002.2_R CCCGCGTTCAGAAACCTGAT
Phpat_002.3_F AAGCTGTCGTCAACAACGGT
Phpat_002.3_ R CCCGCGTTCAGAAACCTGAT
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Figura 1: Gel de Agarose 3%. M= marcador 100pb; 1-5, primer Phpat_001.1, ordem de cDNA,
controle, 6, 12, 18 e 24 minutos respectivamente; 6-10 primer Phpat_001.2, ordem de cDNA,
controle, 6, 12, 18 e 24 minutos respectivamente; 11-15 primer Phpat_001.3, ordem de cDNA,
controle, 6, 12, 18 e 24 minutos respectivamente; 16-20 primer Phpat_002.1, ordem de cDNA,
controle, 6, 12, 18 e 24 minutos respectivamente; 21-25 primer Phpat_002.2, ordem de cDNA,
controle, 6, 12, 18 e 24 minutos respectivamente e 26-30 primer Phpat_002.3, ordem de cDNA,
controle, 6, 12, 18 e 24 minutos respectivamente.
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12 RESULTADOS E DISCUSSAO

O gene PHYPADRAFT_113035 refere-se a proteina PAL em P. patens. Esta espécie,
também pertencente a familia Funariaceae, possui similaridade a F. hygrometrica, utilizada no
presente estudo. Quando realizado alinhamento entre o gene PHYPADRAFT_113035 e F.
hygrometrica, percebe-se a similariadade destas sequéncias (Anexo 1), sendo gue as sequéncias
de ambas espécies diferem apenas 30 nucleotideos dos 1356 da regido conservada para ambas
as especies, representando cerca de 2% de variabilidade entre as sequéncias. Este resultado
demonstra uma alta similaridade entre uma mesma copia entre espécies de géneros distintos,
uma vez que a literatura sugere similaridades entre copias em espécies distintas de até 90%
(FAWCETT E INNAN, 2016). Apesar do pouco que se conhece entre as relacdes filogenéticas
das copias de PAL em P. patens e F. hygrometrica (BAGAL et al., 2012), esta similaridade ja
era esperada (VAN GESSEL et al., 2017), uma vez que estas espécies encontram-se na mesma
familia e possuem os mesmos habitos cosmopolitas (SCHUSTER 1983).

O experimento de qPCR (Figura 2) demonstrou o aumento da expressédo do gene
PHYPADRAFT 113035 nos tempos de imersao extremos — 6 e 24 minutos (Tabela 2).

/

Figura 2: Resultado Experimento de gPCR, expre-sséo do gene PHYPADRAFT 113035

Tabela 2: Niveis de expressdo para cada tempo de imersao

Tempo de imersdo (minutos) Expression Fold Change
6 44,942236

12 2,41161566

18 0,18642493

24 3,53897933

Quando o gene PHYPADRAFT 113035 é comparado ao gene de referéncia
(Ubiquitina) percebe-se 0 aumento de sua expressdo no tratamento de 6 minutos, 0 menor tempo
de imersdo em solucgéo salina (Figura 3), provavelmente pois nesse tempo 0s mecanismos de
tolerancia ao sal desenvolvidos pelas plantas hal6fitas, podem ainda néo terem sido acionados.
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Figura 3: Anélise de Delta Delta ct visando a visualizagdo dos niveis de expressao do
gene PHYPADRAFT 113035 em F. hygrometrica sob diferentes tempos de imersdo em
solucdo salina.

A biossintese de fenilpropantides converte L-fenilalanina (L-Phe) em compostos
aromaticos diversos. Esta grande familia de compostos aromaticos cumpre numerosas funcées
fisioldgicas essenciais para o crescimento das plantas, desenvolvimento e interacGes planta-
ambiente. Muitos compostos fendlicos sollveis, sintetizados de uma maneira especifica da
espeécie, atuam como fitoalexinas anti-patogénicas, antioxidantes ou compostos absorventes de
UV, protegendo as plantas dos estresses bioticos e abioticos, como o estresse salino (ZHANG,
2015).

Apds 12 minutos de imersdo no sal, os niveis de expressdo sao diminuidos corroborando
com o que é encontrado na literatura. Estudos anteriores revelaram que os fatores ambientais
aumentam transitoriamente o nivel celular do PAL, apds o aumento inicial, PAL geralmente
diminui rapidamente para niveis basais ou quase basais sugerindo rotacdo rapida da enzima.
Além disso, a alta concentragdo dos intermediérios biossintéticos da via também provoca a
regulacdo do feedback, desencadeando a rapida decadéncia da atividade do PAL (BUBNA et
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al., 2011; JONES, 1984; LAMB et al., 1979; LAWTON et al., 1980; SHIELDS et al., 1982;
TANAKA e URITANI, 1977; ZHANG et al., 2013).

Similar aos estudos realizados em P. patens, F. hygrometrica demonstrou resisténcia ao
estresse salino, visto que, como uma espécie hal6fita, possui diversas adaptacGes a este estresse.
Por apresentar uma formacéo de esporos abundantes por populagéo, e normalmente encontrar-
se em locais com presenca de agua, ja que sua cépsula detém de adaptagdes para dispersao
auxiliada pela umidade e vento, é esperado que a dispersao de seus esporos seja realizada
também por aves marinhas (VAN GESSEL et al., 2017; MADGY et al.,2016). Portanto, estes
esporos resistiriam a acdo do sal em diferentes tempos de imersdo na dgua do mar.
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13 CONSIDERACOES FINAIS

Conclui-se que a exposicdo de F.hygrometrica a solucéo salina, em diferentes tempos,
ndo causa diferenca significativa no seu desenvolvimento, possibilitando o crescimento desta
espécie mesmo apds a acao do sal. A expressao quantitativa do gene PHYPADRAFT 113035
é diminuida nos diferentes tempos de imersdo ao sal, pois a resposta de PAL encontrada,
geralmente é de uma rotagdo rapida. F.hygrometrica é uma planta haldfita, com modificagdes
metabdlicas, morfoldgicas e anatdbmicas, 0 que provoca uma maior taxa de sobrevivéncia da
planta para a imersdo em sal, seja causada por diasporas de imersdo, por meio de aves marinhas,
ou até mesmo exposicdo ambiental. Possuintes destas caracteristicas, F. hygrometrica
demontrou-se uma espécie adequada para estudos de desenvolvimento e dispersdo, pois suas
adaptacdes auxiliam a sobrevivéncia deste organismo.
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15 ANEXOS

Alinhamento PHYPADRAFT 113035 e F. hygrometrica

Phylegery.fr: Clustal HTML Alignmsent
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GETAARARTCGEATAACTGCAATEGERAGCCCTEAGGARGATCGECAGGEGATCAACCATTTGAG
L L L L s

CTACAGCCCRAGEARGECTTGECTATGETEGRATGGAACTGC TETTGEATCTGCATTGEIT

CTGCAGCCCRAGERAGECTTGECTATGETEAATGEGAACTGCTETTGEATC TGCATTGECT
LR L L L L L

TCCGETTTGCTGCTTCGATGCAARCATCCTAGCAGTTCTGECCGRAAGTRCTGECTGCTCTC

TCCGTTTGCTGCTTCGATGCAARCATCCTAGCAGTTC TGGCCGRAGTACTEGGCTEGCTCTC
o L L T ey
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