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Todos os caminhos séo iguais

O que leva a gléria ou a perdicéo
Ha tantos caminhos tantas portas
Mas somente um tem coragédo

- Raul Seixas



RESUMO

O estresse salino afeta consideravelmente o crescimento e desenvolvimento das
plantas. Musgos, vegetacdo predominante em ambientes insulares, conseguem suportar altos
niveis de salinidade. Para compreender melhor os mecanismos de tolerancia a salinidade do
musgo Bryum argenteum, foram aplicadas técnicas de RNA-seq para analises das alteracoes
transcriptdbmicas em amostras submetidas a diferentes concentrages de NaCl (200 mM, 400
mM, 600 mM e 800m M) por 6h e 24h em comparacdo com o grupo controle. Além do
estabelecimento do cultivo de in vitro e sequenciamento do genoma. Obtivemos que
concentracdes mais altas de hipoclorito quando combinadas com pouco tempo de imerséo
desinfectam o B. argenteum sem causar danos a planta, assim como o0 meio de cultura MS
proporciona maior desenvolvimento de protonemas e 0 KNOP, por sua vez, de gametofitos.
Comparativamente aos genomas de musgos considerados como completos nosso genoma
possui maiores similaridades com os genomas de Ceratodon purpureus e Pohlia nutans,
sendo o gap entre 0os genomas de Bryum argenteum e Physcomitrium patens muito mais
representativo do que nos demais genomas comparados com nosso assembly. Quanto a analise
de ontologia genética, houveram GOs relacionadas ao processo metabélico de carboidratos
(GO:0005975); funcdo molecular com atividade de oxirredutase (GO:0016491); componente
integral da membrana (G0:0016021); composicdo de membrana tilacoide de cloroplasto
(GO:0009535); fotossistema Il (GO:0009523); cloroplasto (GO:0009507); entre outras, com
destaque para a parte fotossintética que sofre alteracBes conforme os niveis de NaCl sdo
elevados. O tratamento de 6h teve mais genes contrastantes do que semelhantes quando
comparado com o tratamento de 24h, o que evidencia o quéo rapido a planta gera resposta ao
sal a fim de se proteger contra o estresse, acontecendo assim, uma adaptacao lenta e gradual
através de respostas moleculares a estresses, que leva a aclimatacéo. Por fim, concluimos que
0S mesmos conjuntos de genes estdo envolvidos na reacao das plantas a osmorregulagdo e/ou
na respostas a mudancas ibnicas, evidenciando que esses mecanismos Sdo conservados
também em muitas outras plantas terrestres mesmo que ndo estejam sob influéncia da

pulverizagdo marinha.

Palavras-chave: Estresse Abiotico; Musgos; RNA-Seq; Gendmica



ABSTRACT

Salt stress considerably affects plant growth and development. Mosses, the
predominant vegetation in island environments, can withstand high levels of salinity. To
better understand the salinity tolerance mechanisms of Bryum argenteum moss, RNA-seq
techniques were applied to analyze transcriptomic alterations in samples submitted to
different concentrations of NaCl (200 mM, 400 mM, 600 mM and 800 mM) for 6 hours and
24h compared to the control group. In addition to the establishment of in vitro cultivation and
genome sequencing. We found that higher concentrations of hypochlorite, when combined
with a short immersion time, disinfect B. argenteum without causing damage to the plant, just
as the MS culture medium provides greater development of protonemas and KNOP, in turn,
of gametophytes. Compared to genomes of mosses considered as complete, our genome has
greater similarities with the genomes of Ceratodon purpureus and Pohlia nutans, with the gap
between the genomes of Bryum argenteum and Physcomitrium patens being much more
representative than in the other genomes compared with our assembly. As for the analysis of
genetic ontology, there were GOs related to the metabolic process of carbohydrates
(GO:0005975); molecular function with oxidoreductase activity (G0:0016491); integral
membrane component (G0:0016021); chloroplast thylakoid membrane composition
(GO:0009535); photosystem 11 (GO:0009523); chloroplast (GO:0009507); among others,
with emphasis on the photosynthetic part that undergoes changes as NaCl levels are high. The
6h treatment had more contrasting than similar genes when compared to the 24h treatment,
which shows how quickly the plant generates a salt response in order to protect itself against
stress, thus, a slow and gradual adaptation occurs through molecular responses to stresses,
which leads to acclimatization. Finally, we conclude that the same sets of genes are involved
in the reaction of plants to osmoregulation and/or in responses to ionic changes, showing that
these mechanisms are also conserved in many other terrestrial plants even if they are not

under the influence of marine spraying.
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1. INTRODUCAO
1.1 Ambientes Insulares

Ambientes insulares sdo areas geogréficas cercadas por 4gua que possuem
caracteristicas ecossistémicas proprias, j& que o isolamento geogréfico é influenciado por
fendmenos naturais e antropogénicos (FERNANDES & PINHO, 2017; GAO et al,
2019). Regibes insulares apresentam-se como locais adequados para a formulacdo de
hipoteses cientificas, tendo em vista a limitacdo dos recursos naturais e o espaco fisico,
0 que proporcionam verdadeiros “laboratorios experimentais”, como por exemplo, a Ilha de
Trindade, (BURJACHS et al, 2017) onde as pesquisas cientificas tém permitido a
identificacdo do potencial sustentavel de exploracdo e utilizacdo do patriménio, além de
contribuir para a preservagdo do meio ambiente, uma vez que lugares pouco habitados nos
ajudam a entender a diversidade atual de plantas (PROGRAMA, 2017).

Trindade eleva-se a 5.500 metros do fundo oceénico e possui extensdo de 10,2km?
com elevacbes que atingem até 625 metros. Estima-se que tenha surgido ha 3 milhdes de anos
de uma zona de fraturas que se estende desde a plataforma continental brasileira
(PROGRAMA, 2017). Nos séculos XVII e XVIII a ilha era coberta por uma floresta tropical e
atualmente a vegetacdo consiste em gramineas e ervas, além de samambaias gigantes
atingindo até 6 metros de altura. A temperatura média anual da llha é de 24°C com presenca
do chamado “Piraja” que sdo rapidas precipitagdes, principalmente no verdo (ALVES, 1998).
O solo possui uma diversidade inteiramente relacionada com o material de origem vulcénica e
posicdo altimétrica, gerando alta fertilidade e grau de intemperismo pouco acentuado
(ALVES, 1998). Segundo Alves (2006) existem atualmente 130 espécies de plantas
vasculares, que incluem 5 espécies de fanerégamas endémicas, 4 samambaias endémicas e 12
espéecies de algas continentais. A flora fanerégama presente, provavelmente originada do
ameacado bioma Mata Atlantica, é relativamente conhecida e descrita na literatura, entretanto,
os dados sobre britfitas ainda sdo escassos (ALVES, 1998). Segundo Faria (2012) ha 32
espécies de Briofitas na Ilha de Trindade, sendo apenas 1 de Anthocerotophyta (antéceros), 20
de Marchantiophyta (hepaticas) e 11 especies de Bryophyta (musgos).

O Brasil tem quatro ilhas oceénicas, Trindade, Fernando de Noronha, Sdo Pedro e Séo
Paulo e Atol das Rocas. Destas, apenas Fernando de Noronha e Trindade possuem exuberante
populacdo de plantas e, de acordo com Faria (2012), Trindade possui a flora de bri6fitas mais
diversificada. Essa flora é composta principalmente por espécies amplamente distribuidas, das

quais 52% tém distribuicdo Neotropical, 15% sdo Pantropicais, cerca de 21% Neotropical e



Africana e as demais espécies sdo Cosmopolitas. O que torna provavel que a maioria das
espécies encontradas em Trindade sejam provenientes do continente americano e do Brasil
(FARIA, 2012).

1.2. Bryum argeteum Hedw.

As bridfitas compBem o segundo maior grupo dentre as plantas terrestres com
aproximadamente 13.000 espécies (SHAW; GOFFINET; BUCK et al, 2009). Possuem uma
abrangente distribuicdo geogréfica sendo encontradas em todos os continentes (TUBA,
SLACK; STARK, 2011) e desempenham um papel importante na reciclagem de carbono e
nutrientes através de seu crescimento e decomposicdo (VANDERPOORTEN & GOFFINET,
2009). Apresentam potencial em diversas areas, como na ecologia onde sdo descritas como
excelentes indicadores de qualidade ambiental, j& que, suas caracteristicas morfoldgicas e a
falta de uma epiderme protetora as tornam mais suscetiveis as condi¢cbes ambientais do que as
demais plantas. Recursos como tolerancia a altas temperaturas, resisténcia a dessecacdo, alta
capacidade de retencdo de agua e facil manutencdo (VANDERPOORTEN & GOFFINET,
2009) sugerem briofitas como grandes instrumentos para recuperagcdo ambiental. Devido a sua
facil adaptacdo a ambientes extremos e insulares, podem ser denominadas como organismos
extremofilos e possuem genes codificando proteinas que atuam como mecanismos
moleculares em resposta a diferentes tipos de estresse (TEHEI & ZACCAI, 2005). Com isso,
é crescente o numero de pesquisas envolvendo bridfitas, além delas serem sequenciadas em
nameros recordes em todo o mundo (BRININGER et al, 2018).

O musgo Bryum argenteum é uma espécie considerada tolerante a dessecagdo, isto é,
capaz de suportar a secagem total. Uma caracteristica comum dos musgos tolerantes a
dessecacgdo € a rapida recuperacao da fotossintese e o rapido restabelecimento de um balanco
de carbono positivo apos a reidratacdo (PROCTOR & SMIRNOFF, 2000). Embora seja um
traco comum em musgos, B. argenteum foi uma das primeiras briofitas experimentalmente
determinadas como sendo tolerantes a dessecacdo (GAO, 2017). Possui ampla distribui¢do no
planeta, inclusive na Antartica, Artico e na Ilha de Trindade (PISA et al, 2014; FARIA,
2012). Nesta ultima, ocorre em campos abertos, no solo e em fendas rochosas, principalmente
entre 150-200m, em vegetacdo de campo, 0 que provavelmente se relaciona a forte
pulverizagdo marinha presente em altitudes mais baixas (ALVES 1998), e é facilmente
reconhecido por suas folhas que possuem células verdes na metade inferior e hialinas na
metade superior (FARIA, 2012).



Conhecido por ocupar habitats perturbados e ajardinados é considerado daninho ou
invasor (LONGTON, 1981) e, além de ocorrer em substratos naturais, pode crescer até
mesmo em campos de golfe e parques urbanos (BURNELL et al, 2004). B. argenteum é uma
das poucas espécies de bridfitas encontradas em todos os continentes, uma distribuicdo
cosmopolita consistente com padrdes de germinacdo de esporos apos dessecacgdo e estresse de
congelamento (VAN ZANTER, 1978) e vem emergindo como um musgo modelo para
estudar os genes relacionados ao estresse (GAO, 2015). Ha registros do B. argenteum em
testes de reacdes a fitohormonios (BIJELOVI, 2004), efeitos de luz e nutrientes em diferentes
fases da germinacdo (SILVA; PORTO; SIMABUKURO, 2010), atividade microbiana
(SABOVLIJEVIC, 2006) e testes do efeitos de diferentes metais pesados (VUKOJEVIC;
SABOVLIJEVIC; SABOVLIJEVIC, 2004), evidenciando sua facilidade de manipulacdo e

capacidade de tornar-se modelo para diferentes estudos futuros.

1.3. Estresse Salino e Genes Responsivos

Durante a evolucdo, as plantas, sendo organismos sésseis, tiveram que adaptar-se a
diversas situacdes de estresse, incluindo baixa temperatura, diferentes graus de radiacédo, seca
e alta salinidade (SCHAREF et al, 2012). A salinidade é um dos estresses mais comuns, Visto
que aproximadamente 20% das areas irrigadas no mundo sdo afetadas por ela (FAO., 2013).
Assim como outros estresses abidticos, pode ocasionar diversos efeitos em plantas como
estresse osmatico, efeitos toxicos e estresse oxidativo (FLOWERS, 2004; MUNNS &
TESTER, 2008; SHABALA, 2013) além toxicidade de Na+ que afeta a absorcdo de K+ e
resulta no comprometimento de atividades enziméticas, como a inibicdo de caminhos
metabolicos (SUZUKI et al, 2016). As plantas se adaptam ao estresse salino de trés maneiras:
através de mudancas na via de sinalizagdo mediada por horménios vegetais (RYU & CHO,
2015), por meio da ativacdo de fatores de transcri¢do (DU et al, 2017) e através da regulacdo
frequente de proteinas a jusante necessarias para a adaptacdo ambiental e reparo celular. Esta
regulacdo inclui homeostase iénica, osmorregulacdo e eliminagdo de ROS (HU; XUEMEI,
CHENGHAO, 2018).

Em briofitas o conhecimento sobre a resposta ao estresse salino e seus danos na parte
molecular, bem como na fisiologia e bioquimica, é superficial mesmo que algumas tenham
desenvolvido respostas ao estresse durante a evolucao tornando-se haldfitas, isto é, capazes de
desenvolverem-se em altas concentracfes de sal (VOLKOV, 2015).

Genes correspondentes a estresse abioticos foram identificados em varias plantas e

muitos desempenham um papel importante na tolerancia a esses estresses. A identificacdo



desses genes é de grande importancia para o entendimento dos mecanismos moleculares de
adaptacédo das plantas (SHINOZAKI & YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2000) e uma maneira
de identifica-los & comparando niveis de transcricdo durante varios estagios de
desenvolvimento da planta quando submetida a condicGes experimentais que simulam
estresse abidtico (GUO et al 2009).

A anélise de transcriptoma integrada a uma solida plataforma de bioinformatica tem
possibilitado a melhor triagem de alvos biotecnoldgicos envolvidos na tolerancia a estresses
(FERREIRA, 2017). O DNA ap6s ser transcrito pela RNA polimerase da origem ao RNA, e 0
conjunto de RNAs expressos em determinado momento e local na planta é denominado de
transcriptoma. E também referido como perfil de expressdo, é o conjunto de todos os
transcritos de RNA, incluindo mRNA, pequenos RNAs, RNAs ndo codificantes e RNAS
antissenso expressos em um tecido sob determinado contexto biolégico especifico (GOYA;
MEYER; MARRA, 2012). A andlise do transcriptoma para identificar genes candidatos
envolvidos na tolerdncia a estresses abidticos permite incorporar alta especificidade,
sensibilidade e medidas quantitativas na analise dos transcritos (MCGETTIGAN, 2013). O
advento dessa tecnologia esta revolucionando o modo como transcriptomas complexos sdo
analisados (MOROZOVA & MARRA, 2008). A utilizagdo do sequenciamento de RNA
(RNA-seq) permite essa andlise em alta resolucdo com possibilidade de quantificar
precisamente os niveis de transcritos, confirmar ou revisar sequéncias génicas, mapear 0s
limites entre éxon/intron, entre outras possibilidades (NAGALAKSHMI; WAERN;
SNYDER, 2010). O RNA-seq trouxe inovacfes pelo fato de ser facilmente passivel de
reproducéo, fornecendo uma alta correlacdo sobre replicatas bioldgicas e técnicas e apresentar
uma medida mais precisa de niveis de transcritos e suas isoformas, quando comparada a
outros métodos (CLOONAN et al, 2008; VAN VERK et al, 2013). Essa técnica tem utilizada
com sucesso em um grande numero de organismos incluindo Saccharomyces cerevisiae
(NAGALAKSHMI et al, 2008), Caenorhabditis elegans (HILLIER et al, 2009), Homo
sapiens (MARIONI et al, 2008) e Arabidopsis thaliana (LISTER et al, 2008). Além disso, a
analise da expressao diferencial de genes tem sido amplamente utilizada no sequenciamento
do transcriptoma para identificar genes relacionados ao estresse (WANG; LIU; HE, 2018).

Uma técnica simples, mas muito utilizada, de biologia de sistemas para destacar
processos bioldgicos é a analise de super-representacdo de categorias de genes (YOUNG et
al, 2010). Para realizar esta analise, 0s genes sdo agrupados em categorias por alguma
propriedade biol6gica comum e, em seguida, testados para encontrar categorias que estao

sobre-representadas entre os diferencialmente expressos e as categorias de Ontologia Génica



(GO) sdo comumente usadas nesta técnica (YOUNG et al, 2010). GO é um sistema de
classificacdo que fornece termos padronizados de produtos génicos associados a processos
bioldgicos, componentes celulares e funcdo molecular e é amplamente utilizada para reduzir a
complexidade e destacar processos biologicos em estudos de expressdo de todo o genoma
(ZHANG et al, 2019).

Com isso, compreender os mecanismos pelos quais as bridfitas percebem a presenca
de sal e o transmitem para a maquinaria celular, gerando essas respostas adaptativas ativas, &
de grande importancia (WANG; LIU; HE, 2008). Ainda mais pela tolerancia a salinidade se
apresentar como um processo complexo, controlada por muitos genes expressos (GARCIA et
al, 1995) com poucas investigacfes sobre a funcdo e o controle exercido por esses genes
(DONSON et al, 2002). Além de que, possibilita melhor entendimento dos processos
evolutivos moleculares que podem beneficiar a criacdo de estratégias de conservacdo e
biotecnologia vegetal usando o conhecimento adquirido em processos de melhoramento
vegetal. Assim, o musgo B. argenteum foi escolhido devido a sua ampla distribuicdo e facil
manuseio, além de estar presente tanto na Ilha de Trindade onde sofre mais influéncia salina,
guanto no Rio Grande do Sul, onde ha menos influéncia salina, o que possibilita uma
comparagdo gendmica dos espécimes do continente e da ilha frente a expressdo dos seus

genes quando expostos ao sal.



2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

Avaliar os genes responsivos ao estresse salino no musgo Bryum argenteum.

2.2. Objetivos Especificos

Estabelecer desinfeccdo e cultivo in vitro axénico do musgo B. argenteum.

Sequenciar o genoma e o transcriptoma do musgo B. argenteum.

Analisar a expressdo diferencial de genes em Bryum argenteum quando submetido a

experimentos de estresse, atraves do sequenciamento de transcritos.

3. PERGUNTA NORTEADORA

Quais sdo 0s genes expressos como resposta ao estresse salino no musgo Bryum
argenteum? Esses genes sdo diferentes em espécimes que sofrem com maior pulverizacdo

marinha?

4. HIPOTESE

A tolerancia ao estresse salino acontece com a acdo em cascata de muitos genes
induzidos em resposta a esse estresse. Entretanto, plantas com maior impacto salino podem
apresentar caracteristicas transcriptdmicas diferentes quando comparadas com as plantas mais
distantes do litoral. Havendo assim, a possibilidade dos musgos coletados em locais que
apresentam maior salinidade demonstrarem melhor, ou diferente, adaptacdo na resposta ao

sal.



5. METODOLOGIA
5.1. Coleta de amostras, desinfeccéo e cultivo in vitro

Para comparar 0s genomas e transcritos das amostras do continente e da llha de
Trindade sob estresse salino, os campos para coletas foram realizados no municipio de
Venancio Aires - RS (29°28°34.9”S; 52°10°10.0”W) e nos pontos Pico da Bandeira e Ponta
Verde na Ilha de Trindade. As coletas no continente foram realizadas em agosto de 2020 e na
Ilha durante a 111° Expedicdo PROTRINDADE - POIT Il, que ocorreu em abril de 2022,
com apoio do projeto GENO-ISLAND: Adaptacbes moleculares das plantas insulares,
aprovado na chamada CNPq n°31/2019 no Programa Arquipélago e Ilhas Oceénicas (CNPQ
443237/2019-0).

Figura 1: Vista da lupa das amostras de B. argenteum logo ap6s a coleta na cidade de Venancio Aires em agosto
de 2020, onde temos em A as cdpsulas e em B gametofitos.

Para desinfeccdo das amostras, foram testadas diferentes solucdes e combinacdes, ja
que a desinfestacdo do tecido do gametdfito tem sido realizada em outros trabalhos com a
utilizacdo de hipoclorito de sodio, porém, para livrar o tecido de todos os contaminantes,
algumas vezes, € necessario a aplicacdo de altas concentracGes, o0 que frequentemente mata a
planta, ou quando a concentracédo utilizada de hipoclorito é baixa, a esterilizacdo muitas vezes
ndo é eficaz (SABOVLJEVIC et al, 2012; VUJUCIC; SABOVLIEVIC; SABOVLJEVIC,
2011). Entdo, além do hipoclorito, foram realizadas lavagens com alcool e &gua destilada
autoclavada com imersédo de cerca de um minuto. Todos os testes foram realizados tanto com
as capsulas, quanto com os gametofitos das plantas. Nos testes de nimero 1, 2 e 3, as capsulas
e gametofitos eram imersos 1x em cada solucdo, dentro de tubos de microcentrifuga de 2 ml,
por 1 min e entdo transferidas para as placas de petri contendo diferentes meios de cultura e,
sO entdo as cdpsulas eram abertas, com auxilio de pingas. Entretanto, o teste de ndmero 4, foi



seguindo o protocolo de Hiwatashi Y. (2014), onde as c&psulas com esporos foram colocadas
em um tubo de microcentrifuga de 1.5 ml e lavadas 5x com solucdes de 10% de hipoclorito e
agua destilada autoclavada estéril, intercaladamente. Logo apos, foi adicionada 1 ml de agua
destilada autoclavada estéril e as capsulas foram pressionadas com a ponteira da pipeta para
que os esporos fossem dispersos ainda no tubo, gerando uma solugdo agua + esporos. Entdo
0,2 ml dessa solucdo foi dispensada em meio de cultura, com adigdo de 1 ml de agua destilada
autoclavada estéril, e acondicionada em uma estufa com um fotoperiodo de 8h/16h luz/escuro
a25°C.

Teste de ~ ~ Tempo de imersao das
i . Solugbes e concentragdes . e
Desinfeccéo capsulas e gametofitos

70% Hipoclorito + Agua Destilada

1 Autoclavada 1 minuto
2 70% Hipoclorito + 70% Alcool 1 minuto
3 70% Hipoclorito + 70% Alcool + Agua 1 minuto
Destilada Autoclavada
0 - - 4 -
4 10% Hipoclorito + Agua Destilada 5 minutos

Autoclavada

Tabela 1: Relacdo de desinfeccdes testadas com as solugfes, concentracdes e tempos de imersdo utilizados em
cada.

Apbs as desinfeccdes, os explantes foram acondicionados em diferentes meios de
cultura para futura avaliagéo de crescimento e desenvolvimento da planta. Os meios utilizados
foram KNOP (RESKI & ABEL, 1985), MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962), BCD
(GRIMSLEY; ASHTON; COVE, 1977) e BCDAT (THELANDER; OLSSON; RONNE,
2005) todos com adicédo de 6g/L de Phytagel ® (Sigma-Aldrich). A composicdo das solucdes

de cada um dos meios se encontra na tabela 2.



KNOP+ME MS BCD BCDAT
KH2PO4 25 g/L NH4NO3 82,5 g/L Mgs%zgszzo MgSO4*7H20 25g/L
KCI 25 g/L KNO3 95 g/L KH2PO4 25 g/L KH2PO4 25 g/L
M'\"ngsséaﬂ*foo;;gé '/-L KNO3 95 g/L KNO3 95 g/L
MgSO4*7H20 250/L 718508 e ol FeSO4’rng/-|L20 12.5 FeSO4’ngI/-IL20 12,5

CuS0O4*H20 5 mg/L

*
Ca(NO3)2*4H20 100 CaCl2 66,6 g/L

g/L
H3BO3 1,24 g/L
KH2PO4 34 g/L
*
FeSO4*7 H20 KI 166 mg/L

250mg/L NaMoO4*2H20 50 mg/L

CoCI2*6H20 5 mg/L

H3BO3 309 ml/L
MnSO4*1H20 845
ml/L
ZnS04*7H20 431
mg/L
Na2Mo04*2H20 12.1
mg/L
CuS0O4*5H20 1.25
mg/L
Co(NO3)2*6H20 1.46
mg/L

Na2EDTA 7,45 g/L
FeSO4*7H20 5,57 g/L

TIAMINA 200 mg/L
PIRIDOXINA 100 mg/L
ACIDO. NICOTINICO

100 mg/L

GLICINA 400 mg/L

MIO - INOSITOL 100
mg/L
SACAROSE 30 g/L

Tartarato de amonio
184.1 g/L

Tabela 2: Componentes e quantidades presentes nos meios de cultura testados: MS, KNOP, BCD e BCDAT.


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Ammonium-tartrate

5.2. Estresse Salino
ApbGs o estabelecimento e crescimento das culturas axénicas, gametdfitos foram
colocados em frascos com meio KNOP (RESKI & ABEL, 1985) sem adicdo de Phytagel ®

(Sigma-Aldrich) e com adicdo de diferentes concentracGes de NaCl, onde ficaram imersos
durante 6h e 24h, em uma mesa agitadora, para posterior analise da expressdo de genes
envolvidos na exposicdo a alta salinidade. Ao todo o experimento contou com tréplicas do
grupo controle (sem adicdo de NaCl), 200 mM, 400 mM, 600 mM e 800 mM. Apods 6h e 24h

as amostras foram retiradas dos meios de cultura e encaminhadas para a extracao de RNA.
5.3. Extracdo de DNA e RNA

A biomassa vegetal gerada nos cultivos in vitro passou por extracdo e purificacdo de DNA
seguindo o proposto por Metz et al, (2022) (ndo publicado), e o produto da extracdo foi
quantificado no equipamento Qubit Fluorometric Quantitation (Thermo Fisher Scientific).
Das amostras resultantes do experimento de salinidade foi extraido RNA com o kit comercial
de extragdo PureLink™ RNA Mini Kit (Ambion). Os passos de isolamento de RNA foram
realizados varias vezes e 0 RNA coletado foi combinado para atender aos requisitos de
material inicial para RNA-Seq. A quantidade de RNA extraido foi mensurado utilizando o
Qubit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). No final o pool de RNA extraido foi
convertido em cDNA com o cDNA Synthesis Kit (BioRad).

5.3.1. DNA

As amostras de DNA extraidos passaram pela purificacdo onde fragmentos menores
que 10 kb foram selecionados e descartados por meio do kit Short Read Eliminator XS
desenvolvido pela Circulomics (PACBIO COMPANY, Baltimore, MD - US). Apds, as
bibliotecas de DNA gendmico foram construidas utilizando o kit de preparacdo Genomic
DNA by Ligation (SQK-LSK109) (Oxford Nanopore Technologies, UK), de acordo com as
instrugdes do fabricante onde séo carregadas em Flow Cell R9.4.1 (Oxford Nanopore).

5.3.2. RNA

Amostras de RNA de alta qualidade (concentracdo de 15.000 ng cada) selecionadas
para a preparacdo da biblioteca foram deplecionadas a fim de remover RNA citoplasmatico
(5S, 5.8S, 18S e 28S), RNA mitocondrial (12S e 16S) e RNA ribossomal (rRNA) e utilizando
0 0s reagentes Eukaryote v2 RiboMinus ™ System (Ambion, USA) de acordo com o

protocolo do fabricante. O sequenciamento de RNA foi realizado utilizando o kit Direct RNA



Sequencing (SQK-RNAO002) (Oxford Nanopore Technologies plc, UK), de acordo com as
instrucOes do fabricante.

5.4. Sequenciamento de nova geracgao long-reads

O material genético foi decodificado utilizando a plataforma de sequenciamento de
nova geracdo GRIDIlon (Oxford Nanopore), para obtencdo de long-reads, que utiliza a
tecnologia de alto rendimento e em tempo real na geracéo de leituras de acidos nucleicos. O
sequenciamento NGS foi realizado no laboratério de bioinformatica do Nucleo de Estudos da

Vegetacdo Antartica da Universidade Federal do Pampa, Campus Sdo Gabriel.

5.5. Técnicas de Bioinformatica - Assembly, anotacdo do genoma e RNA-Seq

Para o genoma foi utilizada a estratégia de montagem de novo por meio de uma
correcao inicial das reads resultantes do sequenciamento com auxilio do CANU 1.9 (KOREN
et al, 2017) com as recomendacOes padrdo do pacote. As reads corrigidas foram mapeadas
utilizado o Minimap (LI, 2018) para remocdo de eventuais contaminantes e sele¢do de reads
de mtDNA e cpDNA. A montagem foi realizada por meio do Flye (KOLMOGOROV et al,
2019) e polimento dos assemblies foi realizado por meio do Racon (VASER et al, 2017). A
qualidade da montagem foi verificada com auxilio do Quast (GUREVICH et al, 2013) e a
integridade/complitude deste assembly foi avaliada por mior do BUSCO (SIMAO et al,
2015). Uma anotacdo inicial do genoma montado e dos elementos repetitivos identificados
foram realizados por meio do RepeatMasker (BERGMAN & QUESNEVILLE, 2007). A
pipeline MAKER-P (CAMPBELL et al, 2014) foi utilizada para a constru¢édo de modelos de
genes avaliados por RNA e o PASA (HAAS et al, 2003) para os genes codificadores de
proteinas. A predicdo e atribuigdo funcional foram realizadas pelo InterproScan utilizando o
HMMER (ZDOBNOV & APWEILER, 2001). Com o pacote PALM (YANG, 2007) foram
construidas arvores no processo de Monte Carlo Cadeida de Markov com genes conservados
de B. argenteum e outros musgos disponiveis no banco de dados do NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Por fim, as anélises foram finalizadas com a calibracéo de
tempo de divergéncia com o Timetree (http://www.timetree.org/). O assembly final foi
alinhado e comparado graficamente contra os genomas de referéncia para musgos por meio da
plataforma D-Genies (CABANETTES & KLOPP, 2018).



5.5.1. Anélise de Rna-Seq

As reads de RNA obtidas do sequenciamento no GRIDIon foram montadas por meio
do rnabloom (NIP et al, 2020) para avaliagdo do transcriptoma de novo. As raw reads foram
utilizadas para mapeamento contra os transcriptomas de P. patens, C, purpureus e Pohlia
nutans por meio do minimap2 (LI, 2018). As reads mapeadas foram submetidas a
quantificacdo por cada um dos tratamentos para avaliacdo do estresse salino conforme
descrito na metodologia do presente trabalho, utilizando o Salmon (PATRO et al, 2017). Essa
estratégia permite analisar a abundancia das reads obtidas em cada um dos tratamentos e
avaliar a taxa de falsas descobertas (FDR) possibilitando a quantificacdo das reads para a
analise de expressdo diferencial selecionando aquelas mais significativas para a analise. As
analises de expressdo diferencial foram realizadas por meio do Edge, implementado na
plataforma Degust (POWELL, 2019).

5.6. Analises de Ontologia Genética

As andlises de ontologia genética foram realizadas por meio da anotacédo inicial do
genoma montado comparando com o0s genomas das espécies de musgos modelos
Physcomitrium patens (V3.3), Ceratodon purpureus (V1.0) e Pohlia nutans (V1.0) ja
disponibilidades nas plataformas puablicas (Phytozome, JGI, NCBI, BGI). Inicialmente foi
realizada a anotacdo comparada por meio do pipeline MAKER2 (HOLT & YANDELL,
2011), seguido do mapeamento dos exons anotados contra o arquivo fasta dos exons das
espécies modelo citadas acima. Os arquivos BAM resultados foram utilizados para tabulacao
dos resultados. As ids dos exons anotados foram utilizadas para montar o banco de dados de
transcritos. O enriquecimento da ontologia génica foi realizado por meio da plataforma
g:Profiler (RAUDVERE et al, 2019). As ontologias identificadas foram utilizadas para as
demais analises de agrupamento de genes expressos, ontologias mais significativas e analises
de agrupamento, utilizando principalmente graficos de Venn e plotagem das listas de
ontologias com auxilio de scripts do Revigo (SUPEK et al, 2011) e RStudio (RSTUDIO
TEAM, 2020).



6. APRESENTA(;AO DA PESQUISA E ANALISE DOS RESULTADOS
6.1. Coleta de amostras, desinfeccéo e cultivo in vitro

Durante expedicdo a Ilha de Trindade ndo houveram coletas de material pois nao
foram encontrados espécimes de B. argenteum nos pontos descritos por Faria (2012), portanto
as andlises aconteceram apenas com as coletas realizadas em Venéancio Aires - RS. A falta de
espécies de B. argentum nos pontos descritos na literatura nos evidencia o fato das briofitas
serem vistas como pioneiras em uma sucessdo ecologica (DE LIMA; DOS SANTOS;
DELLA, 2022). Os tapetes formados por elas promovem a retencdo de umidade, e suas
secrecdes acidas auxiliam na quebra das rochas, que posteriormente serdo parte do solo (DE
LIMA; DOS SANTOS; DELLA, 2022). As areas degradadas, uma vez recuperadas pelas
bridfitas, voltam a possuir novas espécies e propiciam principalmente germinacdo de
sementes, devido as alteracdes no ambiente que formaram um novo microclima (DE LIMA,;
DOS SANTOS; DELLA, 2022). Assim, pode ter acontecido uma troca de vegetacdo nos
pontos onde eram encontradas bri6fitas anteriormente.

Nos testes de desinfec¢do para estabelecimento do cultivo in vitro de B. argenteum, o
baseado no protocolo de Hiwatashi Y. (2014), na Tabela 2 identificado como nimero 4,
apresentou melhores resultados quanto ao sucesso da desinfeccdo, ndo apresentando
contaminacgdes bacterianas ou fangicas que impediriam o cultivo axénico da planta podendo
também interferir no crescimento e desenvolvimento vegetal. Nos demais tratamentos houve
significativa contaminacgdo por fungos e bactérias dos explantes e, nos raros casos em que ndo
houveram, o crescimento e desenvolvimento da planta era prejudicado, como pode ser
visualizado na tabela 3. A desinfeccdo do gametofito ndo apresentou bons resultados,
permanecendo entdo apenas a realizada com as capsulas contendo esporos, 0 que pode estar
relacionado com o fato dos gametdfitos serem mais dificeis de realizar cultivo axénico
justamente pela simbiose com microrganismos diversos e tecido fragil, tornando os esporos o
melhor caminho para o inicio do cultivo de briofitas, quando estas sdo encontradas férteis.
(PEREIRA, 2019).

Rowntree et al (2006) constataram que as condigOes ambientais onde s&o realizadas as
coletas influenciam na dificuldade da desinfecgdo das plantas, podendo reduzir ou ndo, o nivel
de contaminacGes por fungos e bactérias ap0s a desinfeccdo. Liang; Sun; Zhu, (2010)
observaram que a eficiéncia da esterilizacdo também estad diretamente relacionada a
concentracdo e ao tempo de imersdo dos explantes nas solucbes desinfectantes, como ja

demonstrado em Bryum argenteum por Pereira (2019), cuja a maior eficiéncia de



desinfestacédo foi observada com a utilizacdo de concentracdes mais altas de hipoclorito, assim
como no presente trabalho.

SEM CRESCIMENTO SEM

TESTE  CONTAMINAGAO -\t AMINACAO CRESCIMENTO

1
70%
Hipoclorito
+ Agua
Destilada
Autoclavada

2
70%
Hipoclorito + - - +
+70%
Alcool

3
70%
Hipoclorito
+70%
Alcool +
Agua
Destilada
Autoclavada

4
10%
Hipoclorito
+ Agua
Destilada
Autoclavada

Tabela 3: Relacdo dos testes de desinfeccdo testados com posterior contaminacéo e crescimento dos explantes,
onde + significa presencga e - auséncia.

Apos a desinfecgdo, constatada como finalizada quando houveram crescimento e
desenvolvimento da planta sem contaminantes, foram testados diferentes meios de cultura
para visualizacdo de em qual a planta se desenvolveria melhor, sendo que os meios MS e
KNOP séo os mais utilizados na literatura em suas versées semi sélidas (SABOVLJEVIC et
al, 2005; LIANG; SUN; ZHU, 2010).

O meio BCDAT apresentou melhores resultados quando combinado com o protocolo
de desinfeccdo de Hiwatashi Y. 2014, porém, com cerca de 30 dias de cultivo o crescimento
dos explantes diminuiu de ritmo e melhorou quando foram realocadas para meio KNOP ou

MS. Dentre esses, 0 meio MS proporcionou maior desenvolvimento de protonemas enquanto



no KNOP gametofitos eram mais aparentes. No meio BCD, o0s explantes estacionavam o
crescimento, ndo colaborando para a formacdo de biomassa vegetal, o que pode ser
relacionado com as diferentes soluc@es nutritivas de cada meio, induzindo a planta a produzir
caracteristicas de acordo com o0s nutrientes disponiveis. Liang; Sun; Zhu, (2010) observaram
que o meio KNOP se mostra como mais eficiente para produgdo de biomassa em B.
argenteum, como este estudo corrobora, somado ao fato de que a producdo protonemal ficou a
cargo dos explantes cultivados em meio MS, enquanto o KNOP formava mais gametofitos em
menos tempo, inclusive em meio liquido, onde ja era esperado que fossem produzidos com
maior facilidade e justificando seu uso para a inducdo de estresse salino (CAPOZZI et al,
2016; RUIZ-MOLINA; VILLALOBOS-LOPEZ; ARIAS-ZABALA, 2016; ITOUGA et al,
2017). A producdo de protonemas € dada como a fase mais importante na producdo de
biomassa vegetal, devido a sua facilidade de propagacéo e estabilidade, o que faz do meio MS
essencial no desenvolvimento do B. argenteum in vitro. (HOHE et al, 2002; DECKER &
RESKI, 2004; ITOUGA et al, 2017).

Como citado anteriormente, a diferenca de desenvolvimento em cada meio pode estar
relacionada com a composicdo de nutrientes encontrados em cada um deles, visto que isso
tem importante influéncia nas respostas das células devido as exigéncias nutricionais
especificas e diferentes necessidades de minerais, vitaminas e fontes de energia (BRAGA et
al, 2009). Por exemplo, no caso de maior oxidacdo dos explantes e, consequentemente, a
menor sobrevivéncia deles esta relacionada a concentracdo de sais presentes nos meios de
cultivo, onde o MS apresenta altas concentracGes ibnicas, quando comparado ao KNOP
(CAMARGO; MENEGUZZI; RUFATO, 2020) entretanto, no presente trabalho néao
houveram problemas com relagéo a oxidacdo dos explantes. Calvete et al (2009) e Besson et
al (2010) observaram a influéncia de carboidratos na aclimatizagdo de explantes de plantas
vasculares, interferindo na formacgédo das raizes e no crescimento, uma vez que o aumento de
carboidratos resulta na diminuicdo da absorcdo de sais e dgua. Entretanto, Flores et al (2013)
verificaram que concentragbes distintas de sacarose e sorbitol influenciaram
significativamente o crescimento das plantas in vitro, além de que os explantes cultivados em
meio contendo somente sorbitol como fonte de carboidrato apresentaram menores taxas de
crescimento. Neste trabalho, a presenca de sacarose parece também contribuir para o melhor
desenvolvimento do estagio inicial da planta, uma vez que ela é adicionada ao meio MS onde
houve melhor desenvolvimento de protonemas. Os agucares tiveram uma influéncia positiva
no desenvolvimento protonemal em trabalhos anteriores com B. argenteum (SABOVLJEVIC

et al, 2005), e experimentos realizados em plantas vasculares mostraram que eles podem atuar



como sinais reguladores que controlam a expresséo de diferentes genes envolvidos em muitos
processos do ciclo de vida da planta (KOCH, 1996; SMEEKENS & ROOK, 1997).

N

B

Figura 2: Cultivos de B. argentum, onde A e B estdo em meio KNOP com maior formacao de gametdfitos e C e
D em meio MS com maior formag&o de protonemas.

6.2. Draft do genoma de Bryum argenteum

O DNA total foi extraido do isolado B0101-NEVA, cultura ndo axénica de Bryum
argenteum coletado em Venancio Aires - RS. Gametofitos maduros foram selecionados para o
processo de isolamento de DNA e preparacdo das bibliotecas para sequenciamento na
plataforma Gridlon-ONT. O sequenciamento gerou 3.197.065 long reads, em um total de
9.221.145.041 bases. O tamanho médio das reads foi de 2884.3 com uma n50 de 3525.
Confrontando com as estimativas disponiveis para a espécie estudada, onde é reportado um
tamanho de genoma entre 800 e 900 Mb (VOGLMAYR, 2000; PRUTHI et al, 2022), nossa
corrida gerou um conjunto de long reads em uma cobertura de 10,24x o tamanho esperado
para 0 genoma alvo. Os dados do resultado do sequenciamento estdo compilados na Tabela 4.
Filtragens e controle de qualidade adicionais ndo foram necessarios devido aos critérios
rigidos para basecalling selecionados para as corridas deste sequenciamento.



Métricas Dados Observados

number_of reads 3197065
number_of bases 9221145041.0
median_read_length 2012.0
mean_read_length 2884.3
read_length_stdev 2704.1
n50 3525.0
mean_qual 13.0
median_qual 12.7
longest_read_(with_Q):1 81155 (11.0)
longest_read_(with_Q):2 75517 (11.6)
longest_read_(with_Q):3 74008 (10.8)
longest_read_(with_Q):4 68641 (14.7)
longest_read_(with_Q):5 65894 (10.2)
highest_Q_read_(with_length):1 29.0 (1202)
highest_Q_read_(with_length):2 26.8 (1165)
highest_Q_read_(with_length):3 26.7 (1132)
highest_Q _read_(with_length):4 26.6 (1014)
highest_Q_read_(with_length):5 25.9 (1244)
Reads >Q5: 3197065 (100.0%) 9221.1Mb
Reads >Q7: 3197065 (100.0%) 9221.1Mb
Reads >Q10: 3179655 (99.5%) 9188.6Mb
Reads >Q12: 1995446 (62.4%) 5570.3Mb
Reads >Q15: 537397 (16.8%) 1380.2Mb

Tabela 4: Report do sequenciamento ONT observados para o conjunto total de corridas com as bibliotecas
gendmicas de Bryum argenteum utilizados no presente trabalho. As métricas para as reads foram obtidas apos
basecalling com auxilio do guppy (WICK et al, 2019) suplementado com o algoritmo Fast-bonito (XU & FU,
2021).



6.3. Montagem do Draft do genoma de Bryum argenteum

A montagem inicial do genoma de Bryum argenteum gerou 6293 contigs com
comprimento total de 245Mb, com 43.66% de conteudo GC (Tabela 5), muito proximo das
referéncias conhecidas para musgos que variam em tamanhos de 243Mb, em Dicranoweisia
cirrata (Hedw.) Lindb., até proximo de 1Gb, em Brachythecium acuminatum (Hedw.) Austin
(TEMSCH; GREILHUBER; KRISAI, 1998; VOGLMAYR, 2000; BAINARD &
VILLARREAL, 2013) e contetdo GC proximo aos 42% (BAINARD; NEWMASTER,;
BUDKE, 2020). Entretanto, nosso assembly ainda ndo alcancou as estimativas de citometria
ja realizadas para o tamanho de genoma de Bryum argenteum que estd entre 800 e 900 Mb
(VOGLMAYR, 2000).

Uma alta proporcéao de sequéncias repetidas no genoma de B. argenteum poderia estar
refletindo uma subestimacdo do tamanho do genoma, mas a andlise de k-mer fornece uma
indicacdo de que ndo foi esse 0 caso, uma vez que a porcentagem de elementos repetidos
previstos foi muito semelhante a estimada por nossa analise de repeticdo. (Tabela 4 e Tabela
Suplementar). Comparativamente aos genomas de musgos considerados como completos, até
0 momento, nosso genoma possui maiores similaridades com os genomas de Ceratodon
purpureus e Pohlia nutans (Figura 4) sendo o gap entre os genomas de Bryum argenteum e
Physcomitrium patens muito mais representativo do que nos demais genomas comparados
com nosso assembly. As similaridades e discrepancias nestas analises comparativas seguiram
conforme o esperado, uma vez que nosso modelo de musgos é muito mais proximo de Pohlia
nutans, pois pertencem ao mesmo clado, dentro da subclasse Bryidae (LIU et al, 2019).
Enquanto Ceratodon purpureus, que compoe as Dicranidae, apesar de estar no meio termo
entre Funaridae e Bryidae, € muito mais similar ao segundo grupo. Essas similaridades podem
ser facilmente observadas em nossas analises (Figura 3 A-C), porém deve ficar claro que as
relacOes filogenéticas de Bryopsida ainda possuem muitas incongruéncias (WAHRMUND;
QUANDT; KNOOP, 2010), em especial devido a plesiomorfias identificadas em relacdo aos
arranjo de caracteres morfologicos, como caso dos apéndices peristdbmiais em Funariidae e
Dicranidae (FEDOSOQV et al, 2016).

Para fins de uma idéia de completude do nosso assembly foi utilizado o banco de
dados do BUSCO para Embryophyta (Figura 4), resultando 1310 regides completas, 69
fragmentos e 235 faltantes, de um universo de 1614 regifes anotadas para o grupo das plantas
terrestres. Do ponto de vista da completude, apesar de reiterar que nossa montagem nao
conseguiu atingir a expectativa do tamanho provavel do genoma para B argenteum, demonstra

também que conseguimos representatividade de boa parte das regiGes esperadas para um



genoma de uma planta terrestre, estando muito proximo de outros modelos de plantas, entre
antoceros, musgos e plantas com flores.

A partir das anotacGes preliminares, foram identificadas 153 mil regides codificantes
(cds/protein coding genes) em nosso draft de Bryum argenteum, o que estd muito acima do
esperado para o numero médio de genes em Setaphyta (musgos + hepéticas), varia em torno
de 23 a 60 mil genes (YU et al, 2022). Apesar de analises mais profundas serem necessérias,
como aumentar a cobertura do sequenciamento para nosso modelo, esses valores também
podem ser explicados por eventos de duplicacdo do genoma (Whole Genome Duplication
events - WGD). Estes tipo de evento foi relatado em varios grupos de musgos recentemente
sequenciados, como Hypnales, Polytrichales e Funariaceae (BAINARD; NEWMASTER;
BUDKE, 2020; HARRIS et al, 2021; YU et al, 2022). Por fim, o engordamento do genoma e
eventuais aumentos em numero de genes em Byrum argenteum pode ser explicado também,
por questdes de natureza endopoliploide e transferéncia horizontal, ja reportada como
ocorrendo em outros musgos (BAINARD; NEWMASTER; BUDKE, 2020 ).

EXPECTED

GENOME SIZE 500
#Contigs 6322
Total length 239164021
Largest contig 4150254
Reference length 326511043
GC(%) 43.66
Reference GC (%) 42.53
Contig N50 168088
Contig L50 368
# scaffolds 425
Total scaffold length 135892691
Average scaffold length 319747.51
Scaffold N50 11267205
Scaffold auN 11179447.17
Scaffold L50 5
Scaffold NG50 18259356
Scaffold auNG 3038410319226.53
Scaffold LG50 1
Largest scaffold 18259356

Tabela 5: Avaliacdo do Draft Assembly baseado nas métricas de tamanho do genoma montado, ndmero e
tamanho de contigs e scaffolds observados. Dados foram obtidos por meio das estatisticas fornecidas pelo Quast
(GUREVICH et al, 2013) e gfastastats (FORMENT]I, 2022).
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Figura 3: Dlotplot, nucmer, com a sintenia do genoma de Bryum argenteum com o genoma de referéncia. A.
Bryum argenteum x Ceratodon purpureus. B. Bryum argenteum x Pohlia nutans. C. Bryum argenteum X
Physcomitrium patens.
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Figura 4: BUSCO, colinearidade da qualidade do genoma comparados ao genoma de referéncia, onde azul sdo as
sequéncias completas e duplicadas; amarelo sequéncias fragmentadas e vermelho sequéncias faltantes.

Alternativamente, uma vez que a andlise BUSCO indica que nossa montagem do
genoma estava incompleta, a discrepancia observada com as estimativas de citometria de
fluxo pode ser parcialmente explicada pela fracdo de sequéncia de codificacdo ausente em
nossos dados. Além disso, considerando que as estimativas de tamanho do genoma por
citometria de fluxo se originam de células gametdfitas (VOGLMAYR, 2000; BAINARD,
2011), uma explicacdo mais provavel para a extrema variacdo observada nos tamanhos dos
genomas parece ser a endopoliploidia em tecidos gametofitos de B. argenteum. Assim como
diferentes isolados podem ter diferentes niveis de ploidia, particularmente em espécies
amplamente difundidas como P. schreberi. Este parece ser um fendbmeno comum nesta
espécie e em musgos em geral (BAINARD & NEWMASTER, 2010). Ao longo da montagem
do genoma de uma planta, muitas dificuldades ocorrem (GRIESMANN et al, 2018) e,
portanto, ndo é surpreendente que essa montagem seja menos completa no estagio inicial,
embora trabalhos futuros devam ser conduzidos para melhorar essas montagens.

Dessa forma, como hipoteticamente, trata-se de uma pequena por¢do do genoma

estimado, passamos a chamar aqui de um Draft de genoma para nosso modelo.



Quando comparamos nosso draft com os genomas de Ceratodon purpureus, Pohlia nutans e Physcomitrium patens, utilizando somente os
melhores hits dos alinhamentos, sintenias abundantes sdo observadas entre as quatro espécies de musgo, apesar do reduzido nidmero de cds
analisadas comparativamente a Physcomitium patens (Figura 5 A-C). Por estimativas da literatura, esses achados quanto a sintenia podem ser
explicados pelo tempo de divergéncia entre Bryum e Pohlia ser menor que em relagdo a Bryum e Physcomitrium, sendo de aproximadamente 65
milhdes de anos atras para a primeira combinacéo e de, aproximadamente, 169 milhGes de anos atrds (KUMAR et al, 2017).

B
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Figura 5. Circos plot dos melhores hits entre 0 conjunto de cds anotadas para Bryum argenteum em comparagdo com as cds de Ceratodon purpureus, Pohlia nutans e
Physcomitrium patens. A. Bryum x P. patens. B. Bryum x Ceratodon. C. Bryum x P. nutans. As cores indicam o grau de sintenia entre as regides comparadas, variando do azul
(para os melhores hit scores) para o vermelho (para os piores his scores).



6.4 Andlise de RNA-Seq das plantas submetidas ao estresse salino em condices de
laboratério

As raw reads obtidas dos sequenciamento transcriptomico foram submetidas a uma
montagem inicial por meio do rnabloom (NIP et al, 2020). Os transcritos foram anotados por
meio da plataforma TREPID , e resultaram em uma miscelanea de transcritos de musgos e de
bactérias. Por meio do Blast, foi identificado que os transcritos de bactérias eram provenientes
de uma provavél contaminacéo/endofitica representada por Methanobacteria, j& reconhecida
como endofitica em musgos em diferentes ecossistemas (KOUA; KIMBARA; TANI, 2014).
O sumario desta montagem inicial esta apresentado no Quadro 1. Filtragens sucessivas foram
realizadas para a obtencdo de reads que representassem somente transcritos de musgos

(Figura 6 A-C), e estas foram submetidas aos ensaios de andlise de expressao diferencial.

rnabloom.transcripts
Transcripts 13114
Transcripts > 500 bp 10287
Transcripts > 1000 bp 6825
Aligned 1298
Uniquely aligned 610
Multiply aligned 312
Unaligned 11816
Avg. aligned fraction 0.596
Avg. alignment length 596.769
Avg. mismatches per transcript 17.403
Misassemblies 376

Quadro 1. Sumério da montagem inicial do transcriptoma de Bryum argenteum baseado nas raw reads. O
transcriptoma foi montado com auxilio do RnaBloom (NIP et al, 2020) e as métricas foram obtidas por meio do
rnaQuast (BUSHMANOVA et al, 2016).



C

Figura 6: Alinhamento e filtragem das sequéncias encontradas no transcriptoma. No primeiro grafico sem

filtragens, no segundo apos a primeira e remog&o de bactéria e no terceiro apenas a sequéncia de musgos.

Como pode ser observado no Quadro 2, a analise de ontologia genética permitiu o
destaqgue de 30 classes GO relacionadas ao processo metabdlico de carboidratos
(GO:0005975); a atividade da hidrolase (GO:0004553); a cadeia respiratdria de transporte
de elétrons (GO:0022904); funcdo molecular com atividade de oxirredutase (G0O:0016491);
componente integral da membrana (GO:0016021); composi¢cdo de membrana tilacdide de
cloroplasto (GO:0009535); cadeia de transporte de elétrons fotossintética (GO:0009767);
enriquecidos em ligacdo (GO:0045158); transferéncia de elétrons dentro da via ciclica de
transporte de elétrons da atividade da fotossintese (GO:0045156); ligacdo proteina-
cromoforo (G0O:0018298); cadeia de transporte de elétrons respiratérios (GO:0022904);
ligacdo heme (G0:0020037); ligacbes ions de ferro (GO:0005506); fotossistema Il
(G0:0009523); traducdo (GO:0006412); constituinte estrutural do ribossomo (GO:0003735
e G0:0005840); ligacdo de rRNA (G0:0019843); cloroplasto (GO:0009507); componente
celular mitocondrial (GO:0005739); conjunto de genes de modificagio de RNA
(GO:0009451) e enriquecimento de componentes celulares (GO:0015935).



Gene ID
Name GO: GO: GO: .
(Bryum (P. patens) AveEXxpr P value BP MP ce Description
argenteum)
Processos metabdlicos
rb_64.9177 |Pp3c5_23790V3.3 17.969588140 3.48e-104 |G0O:0005975/G0:0004553 n/a de carboidratos;
5815 L ;
Atividade da hidrolase
Ppac7_4980V3.1 13'703??223060 2 44653 n/a n/a n/a
ZF-HD protein
rb_114.g280 |Pp3s1097_10V3.1 12.788978704 4.14e-33 n/a n/a n/a dimerisation region (ZF-
0371 _
HD_dimer)
tb_1031.91639 | Pp3s877_30V3.1 12'4%%7128402 4.26e-27
tb_1339.91995 | Pp3c20_200V3.1 17'52378;4726 1.21e-19
rb_5245.96101 | Pp3c4_6670V3.2 11.7298222322 8.39%-19
Cadeia respiratoria
de transporte de
elétrons; Atividade
de oxirredutase;
Componente
integral da
membrana;
Composicéo de
membrana tilacéide
de cloroplasto;
12.081500048 50:0022904|C0:0016491) .1 19| Cadeia de transporte
Pp3c21_5670V3.2 6572 1.92e-18 GO-0009767 G0:0045158 GO-0009535 de elétrons
’ GO0:0045156| fotossintética;
Enriquecidos em
ligacéo;
Transferéncia de
elétrons dentro da
via ciclica de
transporte de
elétrons da
atividade da
fotossintese
fh_5483.96505 | Ppase77_36va1 | 000M8 110615
rb_10727.91763 Pp3c21_5640V3.2 12.037853661 7 066-15
8 6312
Ligacdo proteina-
cromoforo; Cadeia
. G0:0016491|G0:0016021 '
rb_110547.92025 Pp3c21_5650V3.2 13'11%%99243 1.96e-14 gg:gg;gggi G0:0020037|G0:0009535| %€ t;"’}’;ffoorge de
: G0:0005506|G0:0009523 N
respiratorios;
Atividade de
oxirredutase;




rb_6777.98032

rb_6736.97993

rb_8132.912412

rb_10695.91753

7

Pp3c20_270V3.1

Pp3c21_5680V3.1

Pp3c2_23477V3.1

Pp3c21_5700V3.1

Pp3c21_5690V3.1

Pp3s1097_21V3.1

Pp3c2_23480V3.1

Pp3s1034_30V3.1

18.834808280
1039

11.837833485
4499

11.174884378
7585

11.634339144
4572

11.233758161
1187

11.223792813
8104

11.495629975
9732

11.196693775
0963

1.21e-13

3.28e-13

4.83e-10

5.07e-10

3.33e-8

1.36e-7

2.71e-7

5.97e-7

Ligacdo heme;
Ligacdes ions de
ferro; Componente
integral da
membrana;
Composicéo de
membrana tilacéide
de cloroplasto;
Fotossistema 11

G0:0006412
G0:0009451

G0:0003735
G0:0019843

G0:0005840
G0:0009507
G0:0005739

Tradugéo;
Constituinte
estrutural do

ribossomo; Ligagéo

de rRNA,;

Cloroplasto;

Componente celular
mitocondrial;

Conjunto de genes

de modificacdo de

RNA.

G0:0006412
G0:0015935

G0:0003735
G0:0019843

G0:0009507
G0:0005739
G0:0015935

Traducéo;
Constituinte
estrutural do

ribossomo; Ligacdo
de rRNA,;
Cloroplasto;
Componente celular
mitocondrial;
Enriquecimento de
componentes
celulares

Quadro 2: Genes relacionados ao estresse salino no musgo B. argenteum.
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Figura 7: Diagrama de Venn, onde ha todos os tratamentos de 6h (Controle, 200mM, 400mM, 600mM e
800mM) nlimeros de genes expressos € as intersecgdes entre os tratamentos.

No tratamento de 200mM, durante 6h de exposicdo, foram expressos 23 genes que
resultaram em 31 GOs sendo 11 relacionados a processos bioldgicos, 11 relacionados a
funcdo molecular e 9 a componente celular.

Se tem conhecimento de que a fonte de energia dos organismos aerébicos estd na
terceira etapa da respiracdo, que ocorre no interior da mitocondria, por meio da enzima
citocromo-oxidase (FERREIRA & MATSUBARA, 1997; BARBOSA et al ,2010),
encontrada na GO:0004129 (atividade da citocromo-c oxidase) presente neste tratamento,
também relacionada com as células de defesa, protegendo contra infec¢bes causadas por
virus, bactérias e fungos (FERREIRA & MATSUBARA, 1997; BARREIROS; JORGE;
JUCENI, 2006). Os antioxidantes também se mostram importantes na tolerancia ao estresse
salino, havendo experimentos que mostram um efeito positivo da producéo de radicais livres
em plantas sob salinidade (JOUYBAN, 2012). A acdo da citocromo oxidase controla a
geragdo desses radicais livres. Além disso, 0 estresse salino também se manifesta como
estresse oxidativo mediado por EROs (ACOSTA-MOTOS, 2017), o que confirmam as GOs



encontradas GO:0055114 (processo de oxidagédo-reducdo) e GO:0006119 (fosforilacédo
oxidativa).

No tratamento de 400mM foram expressos 35 genes que resultaram em 84 GOs, sendo
43 relacionados a processos biologicos, 21 relacionados a funcdo molecular e 20 a
componente celular.

Em condicBes de estresse, é necessario que as plantas mantenham o potencial hidrico e
absorcéo de agua para o crescimento (TESTER & DAVENPORT, 2003), o que requer um
aumento na osmotica, seja por absor¢do de solutos do solo ou por sintese de solutos
metabdlicos (JOUYBAN, 2012). Isso condiz com o aparecimento da GO:0008152 (processo
metabolico). A alta concentracdo de osmolitos fica concentrada no citosol, sendo necessario
equilibrar a alta concentracdo de sal fora da célula de um lado e, do outro, combater a alta
concentracdo de ions sodio e cloreto no vacuolo (JOUYBAN, 2012). O que corresponde a
GO0:0005774 (membrana vacuolar) e GO:0009414 (resposta a privacdo de agua). Além disso,
neste tratamento teve a GO:0046165 (processo biossintético do alcool), que segundo
Sobhanian, 2010, a alcool desidrogenase diminui em resposta a imposicdo de estresse salino
pois 0 acumulo dela aumentou nas concentracdes mais baixas de soja em resposta, indicando
que o principal papel dessa enzima é produzir ATP e consumir produtos glicoliticos sob
estresse salino. A ocorréncia de transcritos de alcool desidrogenase em Spartina alterniflora
apareceu em até 90min em contato com excesso de sal quando comparada aos controles
(BAISAKH; PRASANTA; PRITISH, 2008), mostrando seu rapido aparecimento em baixas
quantidades de sal, como neste experimento.

No tratamento de 600mM foram expressos 59 genes que resultaram em 121 GOs
sendo 46 relacionadas a processos bioldgicos, 37 relacionados a funcdo molecular e 38 a
componente celular.

Neste tratamento, houve maior aparecimento de GOs relacionadas a metais como por
exemplo GO:0046872 (ligacdo de ion metalico), GO:0005506 (ligacdo de ion de ferro),
GO0:0030151 (ligagdo de ions de molibdénio), GO:0008270 (ligacdo de ion de zinco) e
G0:0046686 (resposta ao ion de cadmio). Podendo estar relacionado ao fato de que distarbios
de nutrientes sob salinidade reduzem o crescimento das plantas afetando a disponibilidade,
transporte, e particdo de nutrientes (JOUYBAN, 2012). O aumento da concentracdo de NaCl
induz a diminuicdo de fésforo e nitrogénio como descrito em erva-doce (ABD EL-WAHAB,
2006) e camomila (BAGHALIAN et al., 2008) podendo ter relagdo com o aparecimento das
GOs: G0:0046857 (atividade oxidorredutase, atuando em outros compostos nitrogenados
como doadores, com NAD ou NADP como aceptor), GO:0042128 (assimilacdo de nitrato),



GO0:0006817 (transporte de ions fosfato), GO:0005315 (atividade do transportador
transmembrana de fosfato inorgénico), GO:0030170 (ligacdo de fosfato de piridoxal),
GO0:0035304 (regulacdo da desfosforilacdo das proteinas) e GO:0006468 (fosforilacdo de
proteinas) sendo as duas Ultimas responsaveis pela ativacdo e desativacdo de proteinas.
Estresses ambientais, como alta temperatura, deficiéncia hidrica, estresses salinos e até
mesmo infecgBes por patdgenos estdo direta e intimamente ligados a alteragdes no padréo de
proteinas especificas, em funcdo do tipo de estresse (ARAUJO; MARGIS-PINHEIRO;
RUMJANEK, 1998; NETO; CECI; MASSARONI, 2001).

No tratamento de 800mM foram expressos 43 genes que resultaram em 91 GOs sendo
52 relacionadas a processos bioldgicos, 21 relacionados a funcdo molecular e 18 a
componente celular.

Uma dessas GOs é GO:0009409 (resposta ao frio) que pode estar relacionado com
estresse abidtico no geral como defesa da planta (HISHAMUDDIN et al, 2019). Sintomas de
exposicdo a estresse salino se manifestam com inibicdo do crescimento, desenvolvimento
acelerado e senescéncia e morte durante exposicdo prolongada (JOUYBAN, 2012). Também
aumenta a sintese de &cido abscisico que fecha os estdmatos quando transportado para as
células-guarda (JOUYBAN, 2012). Como resultado do fechamento estomatico, a fotossintese
diminui e ocorre fotoinibicdo e estresse oxidativo (JOUYBAN, 2012). Isso corrobora com as
seqguintes GOs encontradas neste tratamento: GO:0010027 (organizacdo da membrana
tilacoide), GO:0009902 (realocacdo de cloroplasto), GO:0009773 (transporte de elétrons
fotossintéticos no fotossistema 1) e GO:0015995 (processo biossintético da clorofila),
G0:0019684 (fotossintese, reacdo a luz). GO:0009570 (estroma do cloroplasto), GO:0009579
(tilacoide), GO:0009507 (cloroplasto), GO:0009941 (envelope do cloroplasto). O dano ao
cloroplasto é um aspecto importante do efeito da salinizacdo, acompanhado pelo acimulo de
amido (ACOSTA-MOTOS, 2017). Outra caracteristica € o aumento de calcio como efeito
protetor nas plantas sob estresse salino, que € mediada por uma via de sinalizacédo intracelular
que regula a expressao e atividade de potassio e transportadores de sodio (JOUYBAN, 2012).
Funcionando assim: O excesso de ions de sodio na superficie da raiz interrompe a nutri¢do de
potéssio da planta, que por sua vez, aumenta a quantidade de célcio, como forma de protecéo,
porque o calcio também pode suprimir diretamente o sddio por canais cationicos nao seletivos
(JOUYBAN, 2012). Sendo assim, a GO0:0019722 (sinalizacdo mediada por célcio),
encontrada nesse tratamento, demonstra a acdo do calcio em elevados niveis de s6dio no

meio.



Entre todos os tratamentos houve o compartilhamento de 7 genes, gerando 13 GOs,
sendo elas GO:0018298 (ligacdo proteina-cromoforo), GO: 0022904 (cadeia respiratoria de
transporte de elétrons), GO: 0009767 (cadeia de transporte de elétrons fotossintética), GO:
0005975 (processo metabolico de carboidratos), GO: 0016021 (componente integral da
membrana), GO: 0009535 (cloroplasto membrana tilacoide), GO: 0009523 (fotossistema II),
GO: 0016491 (atividade oxidorredutase), GO: 0020037 (ligacdo heme), GO: 0005506
(ligacéo de ion de ferro), GO: 0045158 (transportador de elétrons, transferindo elétrons dentro
do complexo citocromo b6/f da atividade do fotossistema I1), GO:0016168 (ligacdo de
clorofila) e GO: 0004553 (atividade de hidrolase, hidrolisando compostos O-glicosil).
Demonstrando a relacdo do estresse com a fotossintese, tanto no controle como esperado,
como nos demais tratamentos onde ela costuma ficar comprometida.

Entre controle 200, 400 e 600mM houveram 2 genes em comum, gerando 7 GOs,
dentre elas GO: 0009767 (cadeia de transporte de elétrons fotossintética), GO: 0016021
(componente integral da membrana), GO: 0009535 (membrana tilacoide cloroplasto), GO:
0016491 (atividade oxidorredutase), GO: 0045158 (transportador de elétrons, transferindo
elétrons dentro do complexo citocromo b6/f da atividade do fotossistema Il) e GO: 0045156
(transportador de elétrons, transferindo elétrons dentro da via de transporte ciclico de elétrons
da atividade fotossintética). O que relaciona com a adaptacdo da planta ao estresse, uma vez
que sdo os tratamentos intermediarios, tanto com relacdo a fotossintese quanto a
aprimoramento da membrana.

Entre 200 e 600mM houveram 2 genes e 11 GOs dentre elas a GO:0004129 (atividade
da citocromo-c oxidase) novamente corroborando com a geracdo de radicais livre como
resposta aos estresse salino.

Entre as demais intersseccdes génicas, ndo houveram GOs ou ndo eram de tanta

significancia.
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Figura 8: Diagrama de Venn, onde ha todos os tratamentos de 24h (Controle, 200mM, 400mM, 600mM e

800mM) nlimeros de genes expressos € as intersecgdes entre os tratamentos.

No tratamento de 200mM, durante 24h de exposi¢do, foram expressos 20 genes que
resultaram em 38 GOs sendo 18 relacionadas a processos bioldgicos, 11 relacionados a
funcdo molecular e 9 a componente celular.

Como no tratamento equivalente de 6h, temos as seguintes GOs como destaque:
GO0:0055114 (processo de oxidagdo-reducdo) GO:0046777 (autofosforilacdo de proteinas) e
G0:0016706 (atividade oxidorredutase), entretanto, nesse tratamento ndo houve a presenca da
enzima citocromo oxidase, responsavel pela producdo de radicais livres que auxiliam na
protegdo da planta, como citado anteriormente. Em contrapartida, somente neste tratamento
foi encontrada a GO:0009737 (resposta ao &cido abscisico) que segundo a literatura, o acido
abscisico diminui conforme a exposicao salina ¢ aumentada (JOUYBAN, 2012).

No tratamento de 400mM foram expressos 6 genes que resultaram em 5 GOs sendo 1
relacionado a processos biologicos, 3 relacionados a fungdo molecular e 1 a componente
celular.



Foram encontradas as GOs GO:0006635 (beta-oxidagdo de 4&cidos graxos),
G0:0003995 (atividade da acil-CoA desidrogenase), GO:0003997 (atividade da acil-CoA
oxidase) e GO:0005777 (peroxissomo) todas envolvidas em processos com lipidios que estdo
presentes nas membranas bioldgicas como primeira barreira que separa as celulas de seu
ambiente e s&o um alvo primario para danos durante o estresse (RODRIGUEZ-VARGAS et
al, 2007). Mudangas bruscas nas condigfes ambientais causam alteragdes na organizacgdo e
estrutura dindmica dos lipidios da membrana, uma vez que, alterar a fluidez da bicamada
lipidica pode ajudar a prevenir ou aliviar os danos a membrana devido ao congelamento e
contribuir para a sobrevivéncia celular (RODRIGUEZ-VARGAS et al, 2007). Ha relatos
anteriores que sugerem que a composicao lipidica da membrana estd correlacionada com a
tolerancia a diferentes estresses, incluindo térmico (STEELS; LEARMONTH; WATSON,
1994), metais pesados (HOWLETT, 1997) e exposicdo ao herbicida é&cido 2,4-
diclorofenoxiacético (VIEGAS et al, 2005). Além disso, 0 estresse osmotico reduz a fluidez
da membrana celular (LAROCHE et al, 2001), o que influencia a permeabilizacdo da
membrana e a morte celular (POIRIER et al, 1999).

No tratamento de 600mM foram expressos 85 genes que resultaram em 156 GOs
sendo 56 relacionadas a processos bioldgicos, 62 relacionados a fungdo molecular e 38 a
componente celular.

Como reportado no tratamento equivalente, porém na exposicdo de 6h, houve grande
aparecimento de GOs relacionadas a metais como G0:0051536 (ligacdo de cluster de ferro-
enxofre), GO:0008270 (ligacdo de ion de zinco), GO:0008270 (ligacdo de ion de zinco),
GO0:0050897 (ligacdo de ion de cobalto), GO:0000287 (ligagdo de ions de magnésio),
G0:0005507 (ligacdo de ion de cobre) e GO:0005506 (ligacdo de ion de ferro). Ha relatos
que sob condigdes salinas h& crescimento vegetal reduzido devido a toxicidades de ions
especificos (por exemplo, Na+ e Cl- ) e idnico ocorrem desequilibrios que atuam nos
componentes biofisicos e/ou metabdlicos do crescimento da planta (GRATTAN & GRIEVES,
1999). Foi relatado que o aumento da concentracdo de NaCl diminui niveis de N, P, Ca, K e
Mg no funcho (ABD EL-WAHAB, 2006); Trachyspermum ammi (ASHRAF & OROOQJ,
2006); horteld-pimenta e liméo verbena (TABATABAIE & NAZARI, 2007), entre outros.
Além disso, houve também o aparecimentos de GO:0009409 (resposta ao frio) e GO:0009416
(resposta a estimulo luminoso) sendo que a primeira apareceu no tratamento de 800mM por
6h, evidenciando que o tempo de exposicdo da planta pode interferir na resposta dela quanto
a quantidade de sal. Houveram também muitas GOs envolvidas com proteinas como
GO0:0016567 (ubiquitinacdo de proteinas), GO:0006468 (fosforilagdo de proteinas),



GO0:0006418 (tRNA aminoacilagdo para tradugdo de proteinas), GO:0030163 (processo
catabdlico de proteinas), G0O:0030529 (complexo de ribonucleoproteina), GO:0004842
(atividade da ubiquitina-proteina transferase) e GO:0004674 (atividade de proteina
serina/treonina quinase), sendo essa Ultima ativada por sinal de célcio resultante do estresse
salino (ZHU, 2003). Varias proteinas induzidas por sal foram identificadas em espécies
vegetais (ASHRAF & HARRIS et al, 2004). PAREEK; SINGLA; GROVER, 1997,
sugeriram que O estresse proteinas podem ser usadas como importantes marcadores
moleculares para a melhoria da tolerancia ao sal usando técnicas de engenharia. No entanto,
as proteinas produzidas sob estresse salino nem sempre estdo associadas a tolerancia ao sal;
consequentemente, a resposta delas depende da natureza da espécie vegetal ou cultivar.

No tratamento de 800mM foram expressos 40 genes que resultaram em 66 GOs sendo
21 relacionadas a processos bioldgicos, 17 relacionados a funcdo molecular e 28 a
componente celular.

Uma dessas GOs é GO:0009408 (resposta ao calor) que pode estar relacionado com
estresse abidtico no geral como defesa da planta (HISHAMUDDIN et al, 2019). El-
Shintinawy & EI-Shourbagy (2001) verificaram que o0s aminoacidos mais abundantes
(cisteina, arginina, metionina) séo reduzidos quando as plantas foram estressadas com NaCl.
Jé& valina, isoleucina, aspartato e prolina aumentaram em resposta ao estresse provocado por
NaCl o que corrobora com o aparecimento da seguinte GO neste tratamento GO:0009067
(processo de biossintese de aminoacidos da familia do aspartato) e GO:0004072 (atividade de
aspartato quinase). O acido ascérbico (AA) € um dos antioxidantes mais importante na
protecdo das plantas contra o estresse oxidativo gerado por estresses abioticos (CASTRO,
2014). estando presente na GO:0019853 (Processo biossintético do acido L-ascorbico) neste
tratamento. Por fim, ha relatos de que o gene smGTP é fortemente induzido pelo estresse
salino nos tecidos radicular, coronario e foliar (DOMBROWSKI; BALDWIN; MARTIN,
2008) além de possuir um papel no estresse de desidratacdo. Ha também relatos de que a
atividade GTPase € regulada por alteragdes na quantidade de calcio. Estes resultados sugerem
a possibilidade de que a atividade da GTPase seja um sinal dependente de ABA, que tem seu
funcionamento alterado quando exposto ao estresse salino (JAYASEKARAN et al, 2006).

Entre todos os tratamento houveram 7 genes com 13 GOs onde também teve destaque
o funcionamento da fotossintese, GO:0009535 (cloroplasto membrana tilacoide)
G0:0009523 (fotossistema I1) GO:0009767 (cadeia de transporte de elétrons fotossintética)
G0:0045158 (transportador de elétrons, transferindo elétrons dentro do complexo citocromo
b6/f da atividade do fotossistema 11) GO:0016168 (ligacédo de clorofila).



Entre os tratamentos controle, 400mM e 600 mM houve apenas 0 gene
Pp3c5_26340V3.2 e 5 GOs GO:0005524 (Ligacdo ATP) GO:0015991 (Transporte de protons
acoplados a hidrélise de ATP) GO:0015986 (Transporte de protons acoplados a sintese de
ATP) GO:0005754 (ATP sintase transportadora de prétons mitocondriais, nucleo catalitico)
GO0:0046933 (atividade da ATP sintase transportadora de prétons, mecanismo rotacional),
todas relacionadas com ATP corroborando com a literatura onde ha estudos sobre a sintese de
ATP atuar como resposta a (SAHA et al, 2015).

Entre os tratamentos 200mM 400mM e 800 mM houve apenas 1 gene
Pp3c21 5680Vv3.1 e 7 GOs assim como em controle e 600 mM reiterando novamente o
comprometido da fotossintese conforme é aumentada a concentragdo de NaCl. GO:0009535
(membrana tilacdide cloroplasto) GO:0009767 (cadeia de transporte de elétrons
fotossintéticos) GO:0045158 (transportador de elétrons, transferindo elétrons dentro do
complexo citocromo b6/f da atividade do fotossistema I1) GO:0045156 (transportador de
elétrons, transferindo elétrons dentro da via de transporte ciclico de elétrons da atividade da
fotossintese) GO:0009523 (fotossistema 1) e GO:0016168 (ligacdo de clorofila).

Entre o tratamento controle e 800 mM houveram 2 genes: Pp3cl8 14590V3.3 e
Pp3cl9 22360V3.1 com destaque na atuacdo na resposta ao estresse abidtico, onde sua
ontologia esta relacionada na resposta aos estresse oxidativo e oxidacdo-reducdo
(GO:0006979 e GO:0055114), morte celular (GO:0008219) e diretamente na resposta ao
estresse salino (GO:0009651). Essas observacbes evidenciam que a planta reconhece a
presenca de sal gerando resposta e protecdo pela ativacdo dos mecanismos relativos a
expressao destes genes.

Nos tratamentos de 600 mM e 800 mM houve a expressdo de 4 genes em comum
sendo Pp3cl0 9790V3.3 um deles, onde sua ontologia em processos bioldgicos
(GO:0050896), esta associada a resposta ao estimulo e reconhecimento do estresse abiotico,
sendo uma regido também associada ao dominio AP2, também teve o aparecimento da
GO0:0009800 (processo biossintético do acido cindmico) que estd relacionado com o
reconhecimento de estresse e defesa da planta, uma vez que o &cido cindmico pertence ao
grupo das auxinas, que sdo horménios responsaveis pela diferenciagdo celular e crescimento
(THIMANN, 1969).

Entre as demais intersecGes de expressdo génica, ndo houveram GOs ou genes com

significancia e relevancia para avaliagcdo da expressao diferencial entre os tratamentos.
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Figura 9: Dimensionamento multidimensional (MDS) entre todos os tratamentos de 6h e 24h, demonstrando a
similaridade e contraste entre eles.

Como observado na figura 5, o tratamento de 6h teve mais genes contrastantes do que
semelhantes quando comparado com o tratamento de 24h. O que exemplifica o quéo réapido a
planta gera resposta ao sal a fim de se proteger contra o estresse e como essa adaptagédo acaba
por estabilizar quando ha contato por mais tempo. Em analises de tolerancia ao sal no musgo
Physcomitrella Patens ha relatos de que sdo capazes de tolerar até 600mM de NaCl, seguido
por uma lenta adaptacdo ao acréscimo das concentracdes (BENITO & RODRIGUEZ-
NAVARRO, 2003). Essa adaptacéo lenta e gradual se da através de respostas moleculares a
estresses (FRANK; RATNADEWI; RESKI, 2005) e pode ser usada como ponto de vista
também para a variacdo do tempo de imersdo da planta. Os contrastes dos tratamentos
também podem ser justificados pela aclimatacdo de B. argenteum que € um processo
mediado por uma rede complexa de fatores de transcri¢cdo e outros genes reguladores que

controlam muitas enzimas de defesa, proteinas e vias de sinalizacéo.
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Figura 10: Heatmap com o padrdo de expressdo génica dos genes de cada tratamento, onde vermelho representa maior expressao e azul menor expressao.

No tratamento controle ha maior expressao de genes que ndo aparecem mais nos tratamentos suplementados com NaCl, como também
acontece quando comparados os demais tratamentos entre si. Essa expressdo inversamente proporcional se da pelo processo de adaptacédo e
aclimatacdo da planta quando exposta a concentracdes crescentes de sal, como ja descrito anteriormente (RICHARDT et al, 2010). Também
acontece de poucos genes estarem compartilhados entre os tratamentos, como por exemplo, em 400mM, 600mM e 800mM que também

corrobora a adaptacdo gradual da planta.
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Figuras 11, 12 e 13: REVIGO dos tratamentos de 6h, onde na primeira figura estdo agrupados 0s Processos
Bioldgicos; na segunda os de Componente Celular e por tltimo, Funcdes Moleculares.
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Figuras 14, 15 e 16: REVIGO dos tratamentos de 24h, onde na primeira figura estdo agrupados os Processos
Bioldgicos; na segunda os de Componente Celular e por tltimo, Fungdes Moleculares.

Na figura 11 e 14, com relacdo aos processos bioldgicos expressos, temos o
envolvimento de processos metabodlicos. Os disturbios metabolicos celulares sdo resultantes
da competicdo entre Na+ com o K+ pelos sitios ativos das enzimas (MAATHIUS e
AMTMANN, 1999) sendo o K+ um dos macronutrientes mais requeridos pelas plantas



(GIERTH & MASER, 2007) e a elevada salinidade no solo compromete sua absorgédo pelas
plantas induzindo a deficiéncia e competi¢do. Em especial, na figura 11, ha o aparecimento de
diversos processos bioldgicos envolvidos na resposta da planta ao estresse, o que corrobora
com o fato citado anteriormente da adaptacéo da planta ser uma cascata de eventos.

Quanto aos componentes celulares, hd o aparecimento de fungdes relacionadas a
membrana das organelas e citoplasma (Figura 12). Sabe-se que um aumento da sintese de
proteinas pode estar relacionado a proteinas que atuam, principalmente na estabilizacdo das
membranas celulares e na sinalizacdo de respostas ao estresse salino (TESTER e
DAVENPORT, 2003). Além das membranas celulares serem uma das primeiras estruturas
afetadas pelo estresse salino e o grau de danos as membranas pode ser estimado indiretamente
através da condutividade elétrica, que mede o vazamento de eletrolitos (VE) das células para a
solucdo aquosa (MUNNS e TESTER, 2008).

Nas figuras 12 e 15, h& o aparecimento de ligaces de quinona, que estdo relacionadas
com a defesa da planta, decorrente da exposicdo ao sal. Além reducdo da atividade de
oxiredutase, algumas proteinas podem participar no auxilio a defesa basal da planta, tais como
a ligacdo do ion célcio, a atividade da ferroxidase (oxidorredutase), fatores de reconhecimento
do patégeno e algumas outras que podem estar formando uma parede celular mais espessa,
dificultando a penetracdo do patdgeno em situagdes de estresse (VICTORIA et al, 2012).

Por fim, h&a o aparecimento de processos relacionados a fotossintese e cloroplastos
(Figura 13), relacionados com a diminui¢do da atividade fotossintética com o aumento de
exposicdo ao sal. Desta forma, podemos sugerir que o maior estresse € evidenciado nos
tratamentos de 6 horas nas diferentes concentracdes de NaCl, mas assim mesmo sem
evidéncias das plantas estarem em processo de salt shock. Nossas observagdes indicam que
Bryum aergenteum possui 0S mesmos mecanismos de resposta aos estresse salino ja
evidenciados em outras plantas terrestres, como Lollium e algoddo (SHAVRUKOV, 2012).
Os genes mais responsivos sao relacionados as vias de transcri¢do e sinalizagdo, como por
exemplo os membros das familias de fatores de transcricdo AP2/ERF, quinases semelhantes a
receptores citoplasmaticos e de membrana. Levando em consideragdo, que estes fatores de
transcrigdo sdo de natureza multicopia, avaliamos 0s homoldgos encontrados nos principais
genomas de musgos, utilizando as copias de Arabidopsis thaliana como grupo externo, e foi
observado pelo menos trés copias de regides com dominio AP2/ERF em nosso transcriptoma
de Bryum argenteum, sendo uma cépia ortéloga e dois paralogos, sugerindo pelo menos um
evento de duplicacdo desta regido em nosso musgos estudado (Figura 17). Todos esses

homologos identificados em nosso modelo agrupam com as demais cépias de Pohlia nutans e



Ceratodon purpureus, corroborando a proximidade taxondmica/sistematica destas trés
espécies (LIU et al, 2019).
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Figura 17. Arvore filogenética dos homélogos de AP2/ERF obtidos do transcriptoma de Bryum argenteum e de

demais genomas de musgos com transcriptomas disponiveis nas bases de dados ou obtidos do acervo do NEVA.
As diferentes cores dos ramos refletem o valor de bootstrap para determinado ramo, conforme anotacdo da
legenda.

Concluimos assim, que 0s mesmos conjuntos de genes estdo envolvidos na reacdo das

plantas a osmorregulacdo e/ou na respostas a mudancas idnicas (como o caso dos fatores de
trasncri¢do), seja no nosso musgo modelo, seja em P. patens (RICHARDT et al, 2010) ou seja
em Pohlia nutans (ZHANG et al, 2019). Da mesma forma esses mecanismos sdo conservados
também em muitas outras plantas terrestres, como as samambaias e as plantas com flores
(SHAVRUKOV, 2012; ROLLY et al, 2020), mesmo que estas ndao sejam usualmente

colonizadores de ambientes costeiros ou sob influéncia do spray marinho.



7. CONSIDERACOES FINAIS

Portanto, foi constatado o fato das briofitas serem espécies pioneiras em sucessdes
ecoldgicas, podendo rapidamente, deixar de existir em determinados ambientes dando lugar a
outras espécies de plantas apds alterarem o microclima. Podemos concluir também que
concentracdes mais altas de hipoclorito quando combinadas com pouco tempo de imersdo
desinfectam o B. argenteum sem causar danos a planta, como também, que o meio de cultura
MS proporciona maior desenvolvimento de protonemas e o KNOP, por sua vez, de
gametofitos. As similaridades e discrepancias das analises gendmicas comparativas
confirmam que nosso modelo de musgo é muito mais proximo de Pohlia nutans, pois
pertencem ao mesmo clado, dentro da subclasse Bryidae. Quanto a analise de ontologia
genética houve destaque para a parte fotossintética que sofre alteracdes conforme os niveis de
NaCl séo elevados. O tratamento de 6h teve mais genes contrastantes do que semelhantes
guando comparado com o tratamento de 24h, o que evidencia o qudo rapido a planta gera
resposta ao sal a fim de se proteger contra o estresse, acontecendo assim, uma adaptacéo lenta
e gradual através de respostas moleculares a estresses, que levam a aclimatacdo. Houve
também o aparecimento de diversos processos bioldgicos envolvidos na resposta da planta ao
estresse, 0 que corrobora com o fato da adaptacdo da planta ser uma sucessdo de eventos,
desde a percepcdo do estresse, passando pela a ativacdo de complexas cascatas de defesa que
podem vir a acionar canais idnicos especificos, formar espécies reativas de oxigénio (ROS),
acumular fitohorménios como os é&cidos abscisico (ABA), salicilico, acético, jasménico e
etileno, até enfim, reprogramar o maquinario especifico para poder executar defesas
adequadas e que resultem no aumento da tolerdncia da planta, para assim minimizar o dano
bioldgico causado pelo estresse.

Conclui-se que os mesmos conjuntos de genes estdo envolvidos na reacdo das plantas
a osmorregulacéo e/ou na respostas a mudancas idnicas, evidenciando que esses mecanismos
sdo conservados também em muitas outras plantas terrestres mesmo que ndo estejam sob

influéncia da pulverizagdo marinha.
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