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RESUMO

PEDROSO, A. Anélise dos fluxos auxinicos que levam a senescéncia da raiz
embrionaria e a formacdo das raizes da coroa na espécie modelo Setaria
viridis. 2018. 106 p. Dissertacdo (Mestrado) — Centro de Energia Nuclear na

Agricultura, Universidade de Séo Paulo, Piracicaba, 2018.

Setaria viridis tem sido utilizada como organismo modelo para gramineas com
metabolismo C4, buscando elucidar processos bioldgicos de plantas. A importancia
das monocotiledoneas com o metabolismo de C4 deve-se ao melhor balanco
fotossintético quando comparado as plantas com metabolismo C3 em condi¢cdes
climaticas com altas temperaturas, como as que prevalecem no Brasil. Setaria viridis
representa um sistema modelo de grande importancia para a agricultura brasileira,
uma vez que tanto a producao brasileira de biocombustiveis como de alimentos esta
fortemente relacionada aos organismos C4. Os hormonios vegetais sdo cruciais no
estabelecimento de érgados complexos desde o zigoto até o desenvolvimento da
planta adulta. A auxina em particular, desempenha um papel fundamental na
formacdo de um complexo sistema radicular nas plantas. Sabe-se que o transporte
polar desse horménio concentra a auxina em determinados tecidos,
desempenhando um papel essencial na expressdo diferencial de genes que
modulam o desenvolvimento dos varios érgdos da planta. Monocotiledéneas e em
particular Poaeceaes exibem um complexo sistema radicular que parece ser chave
para o seu vasto potencial adaptativo, mas pouco se sabe sobre os fatores que
envolvem as respostas sensoriais e de desenvolvimento que guiam a escolha de
quais tipos de raiz as plantas elegem. O objetivo deste estudo foi explorar as vias
hormonais e abidticas que influenciam a arquitetura das raizes.

Palavras—chave: Setaria viridis. Desenvolvimento radicular. Proteinas PIN’s.

Auxina. Transformacédo genética.






ABSTRACT

PEDROSO, A. Analysis of auxin fluxes carring to senescence of the embryonic
root and the formation of crown roots in the species Setaria viridis. 2018. 106 p.
Dissertacao (Mestrado) — Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de

Sao Paulo, Piracicaba, 2018.

Setaria viridis has been used as a model organism for grasses with C4 metabolism,
seeking to elucidate plant biological processes. The importance of monocotyledons
with C4 metabolism is due to better photosynthetic balance when compared to plants
with C3 metabolism in climatic conditions with high temperatures, such as those that
prevail in Brazil. Setaria viridis represents a model system of great importance for
Brazilian agriculture since both the Brazilian production of biofuels and food is
strongly related to C4 organisms. Plant hormones are crucial in the establishment of
complex organs from zygote to the adult plant development. Auxin in particular, plays
a key role in the formation of a complex radicular system in plants. The polar
transport of this hormone is known to concentrate auxin in particular tissues, playing
an essential roll in the differential expression of genes that will modulate the
development of the various plant organs. Monocots and in particular Poaeceae
display a complex radicular system that seems to be key for it vast adaptive potential,
but little is known about the factors involving the sensing and developmental
responses that guide the choice of which root types to elect. The aim of this study
was to explore the hormonal and abiotic cues that influence the root architecture.

Keywords: Setaria viridis. Root development. PIN’s protein. Auxin. Genetic

transformation.
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1. INTRODUCAO

As mudancas climéticas que atingem o mundo evidenciaram a necessidade
de aumentar a producéo de recursos sustentaveis, principalmente os alimentares e
energéticos. Nesse contexto, as gramineas exercem um papel fundamental no
cenario agricola, especialmente em cenarios como o brasileiro, j& que as espécies
desse grupo sdo os principais vegetais destinados a producdo de biocombustiveis.
As plantas que apresentam metabolismo fotossintético C4 possuem uma vantagem
seletiva na producdo de biomassa, em condi¢Bes climaticas que apresentam clima
tropical, posto que as trocas gasosas estdo espacialmente desacopladas da
incorporacdo do CO2 no ciclo fotossintético. Desta forma ndo existe competicdo da
molécula de O:2 pelo sitio de unido ao CO2 na RuBisCo, portanto em temperaturas
acima dos 30°C, ndo h& perda energética devido a fotorrespiracdo. Esta
caracteristica favoreceu a disseminagdo de plantas com metabolismo fotossintético
C4 em climas tropicais, se comparadas com plantas de metabolismo fotossintético
Cs.

A utilizagédo e o estudo de sistemas modelos tais como Arabidopsis thaliana
proporcionou uma aceleracéo significativa de descobertas cientificas e permitiu o
desvendamento de muitos processos do desenvolvimento vegetal. Em estudos
envolvendo a familia Poaceae inicialmente o modelo cogitado para estudos
gendmicos foi o Brachypodium distachyon, que possui metabolismo fotossintético
C3. Neste contexto a espécie Setaria viridis foi proposta recentemente como sistema
modelo para tais plantas, posto que possui genoma relativamente pequeno, porte
pequeno da planta adulta, ciclo de reproducdo réapido e genoma dipléide,
apresentando assim caracteristicas desejaveis para a constituicdo do organismo
como espécie modelo. Deste modo a espécie vem ganhando espaco no contexto de
estudos que visam elucidar o desenvolvimento vegetal e 0s mecanismos
moleculares que modulam a formacéo das Poaceaes.

O sistema radicular das Poaceaes possui algumas particularidades que o
diferenciam das dicotiledoneas. O sistema radicular das monocotiledoneas é
composto por trés diferentes tipos radiculares, nem sempre presentes em todos o0s
membros da familia. Os tipos radiculares sdo: 1) raiz priméria, de origem
embrionaria, que deriva da radicula. 2) raizes seminais, que se originam em algumas

espécies poucos dias depois da germinacao a partir de por¢cées embrionarias da
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semente. 3) raizes adventicias, que se originam a partir de regides basais dos
tecidos apicais. Os trés tipos de raizes séo, portanto, formados a partir de trés tipos
de células, que possuem identidade distinta. Observacdes realizadas a partir de um
pequeno numero de plantas de S. viridis, preparadas para estudos anatémicos,
evidenciaram uma degeneracao da raiz embriondria alguns dias apds sua formacao,
e que este mecanismo poderia ocorrer conjuntamente com o desenvolvimento das
raizes da coroa. Este processo € coordenado e modulado na maioria das espécies
estudadas até hoje através de remanejamento do fluxo polar de auxina. Desta
forma, este estudo busca desvendar os mecanismos que levam a senescéncia da
raiz embrionaria e o estabelecimento das raizes da coroa na espécie Setaria viridis e
gue postulamos possam estar relacionados aos mecanismos evolutivos ligados ao

remanejamento de auxina.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Setaria viridis

O género Setaria, pertence a familia Poaceae (Subfamilia Panicoideae),
género que contém aproximadamente 125 espécies distribuidas ao longo do planeta
em ambientes tropicais, subtropicais e zonas temperadas (DIAO et al., 2014,
DOUST et al.,, 2009). Esse género apresenta representantes bem diversos, como
espécies comuns em muitos ambientes naturais, além de apresentar também
espécies invasoras de ambientes agricolas. Dentre as espécies que compreende 0
género podemos destacar a Setaria viridis e sua forma domesticada (S. italica), ja
gue tais espécies apresentam caracteristicas que as tornam excelentes modelos
para estudos gendémicos envolvendo plantas com metabolismo C4 (HUANG et al.,
2014).

A familia Poaceae também abrange membros de grande importancia
econbmica como milho, sorgo, capins forrageiros e a cana-de-acUcar que S&o
amplamente utilizadas tanto na alimentacdo quanto na producéo de biocombustiveis
(Ll; BRUTNELL, 2011). No cenario agricola atual ha necessidade de se estabelecer
organismos vegetais que sirvam de modelo para o entendimento de processos
bioldgicos basicos das espécies vegetais (BRUTNELL et al., 2010).

Dentro desse contexto, a espécie Setaria viridis vem sendo considerada uma
planta modelo para Poaceaes. Algumas caracteristicas como tamanho relativamente
pequeno do genoma, pequeno porte da planta adulta, grande producdo de
sementes, ciclo de vida curto, condi¢cdes de cultivo pouco exigentes, contribuiram
para o estabelecimento da espécie como planta modelo (HUANG et al.,, 2014;
MARTINS et al., 2015).

Entretanto algumas caracteristicas de S. viridis diferem de outros organismos
vegetais bem estabelecidos como organismos modelo, como Arabidopsis thaliana,
além das espécies de Poaceaes como Brachypodium distachyon e Oryza sativa
(BRUTNELL et al.,, 2010; BENNETZEN; VOGEL, 2015). Dentre as diferencas
podemos destacar que S. viridis possui metabolismo fotossintético C4, além de
possuir genoma compacto e dipléide (ERMAWAR et al., 2015) enquanto que 0s
organismos modelos propostos anteriormente para organismos de metabolismo

fotossintético C4, tais como sorgo e outros capins forrageiros, foram considerados
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inviaveis quando comparados a S. viridis devido principalmente ao fato de possuirem
alta taxa de poliploidia, além da planta adulta ser de grande porte (DIAO et al.,
2014).

2.2 Importancia dos membros da Familia Poaceae de metabolismo C4

A capacidade de produzir alimento e energia suficientes para manter a
crescente populacdo global é uma das atuais preocupacfes da agricultura. A
utilizacdo de biomassa vegetal para a alimentacdo e para a obtencédo de energia
através dos biocombustiveis traz desafios relacionados a capacidade de aumentar a
producdo de grdos, principalmente em um cenario de mudancas climaticas
(BRUTNELL, 2010).

As plantas de metabolismo fotossintético C4, como milho, sorgo, cana-de-
acucar e capins forrageiros, representam uma grande parcela da producdo agricola
brasileira j& que tais organismos se adaptam melhor em climas tropicais e
subtropicais. Em um contexto de mudanca climatica e de aumento da temperatura
global, as plantas com metabolismo fotossintético C3 podem ser desvantajosas, pois
apesar do aumento de CO:2 pode ser até benéfico para o crescimento da planta,
porém a eficiéncia fotossintética € diminuida pela fotorrespiracdo. O fenbmeno de
fotorrespiracéo ocorre devido a competicdo entre Oz e COz para a ocupacao do sitio
ativo da RuBisCO (ribulose -1,5-bifosfato carboxilase oxigenasse). A fotorrespiracéo
esta, portanto, ligada ao aumento de temperatura, pois ao aumentar a temperatura
se favorece mais a unido do Oz a RuBisCO, forcando a planta a gastar energia
através da fotorrespiracédo para liberar novamente RuBisCO para a entrada de novos
atomos de carbono na fotossintese. As plantas que apresentam morfologia e
metabolismo fotossintético C4 apresentam particularidades anatdomicas e
metabdlicas, que minimizam o fenbmeno da fotorrespiracdo em temperaturas
elevadas, conferindo-lhes vantagens adaptativas a climas tropicais e subtropicais.
Estas vantagens se devem ao fato das trocas gasosas estarem fisicamente
desacopladas da incorporacdo de CO2. De fato, as trocas gasosas ocorrem no
mesofilo, mas a fixacdo da CO2 na RuBisCO ocorre nas células da bainha foliar. A
compartimentalizacdo ocorre devido a presenga de uma camada de suberina na
regido apoplastica das células da bainha foliar, impedindo a difusdo de CO: para

fora deste tipo de células, que possuem a RuBisCO. Os atomos de carbono séo
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providos as células da bainha foliar através da conversdo da CO2 a moléculas de
quatro atomos de carbono tais como malato, fumarato e oxalacetato, através de uma
enzima presente no mesofilo chamada PEPcarboxilase. Os compostos C4 sé&o
transportados ativamente via simplasto as células da bainha foliar resultando em um
microclima rico em CO:2 e privado de Oz, que favorece a fotossintese mesmo em
altas temperaturas. Tal caracteristica confere maior vantagem evolutiva das plantas
C4 quando comparadas as plantas C3 em climas tropicais, explicando assim o

destaque das plantas C4 na agricultura brasileira (Zhu et al., 2008).

2.3 Importancia e desenvolvimento radicular na Familia Poaceae

Nas plantas terrestres o sistema radicular tem como uma das principais
funcdes a fixacdo do vegetal ao substrato, além da absor¢cdo de dgua e de minerais
necessarios para o desenvolvimento da planta (LAVENUS et al, 2013). O
desenvolvimento do eixo hipocotilo-radicula ird originar a raiz primaria ou
embrionaria, jA durante a embriogénese. O desenvolvimento da raiz primaria
posteriormente dara origem também as raizes laterais de origem secundaria. Além
deste sistema radicular de origem embrionaria, algumas Poaceaes apresentam
também raizes seminais, que se originam a partir de tecido embrionario seminal, e
adventicias. Porém as raizes adventicias ndo se formam a partir de tecido
embrionario, mas sim a partir de tecido com identidade de caule. E sabido também
que em algumas Poaceaes a raiz primaria atrofia poucos dias apés o inicio do seu
desenvolvimento (ESAU, 1974), e que, portanto, as raizes presentes em
monocotiledéneas adultas podem ser de diferentes tipos e origens (SOUZA,
FLORES; LORENZI, 2013; ESAU, 1962). Os diferentes tipos de raizes tém sido alvo
recorrente de estudos biotecnologicos (ATKINSON et al.,, 2014), pois esta
diversidade de tipos radiculares parece estar ligada a uma maior eficiéncia na
absorcdo de agua e nutrientes presentes em camadas mais profundas do solo,
gerando consequentemente maior resisténcia em condi¢cdes de estresse hidrico e
nutricional.

Nas ultimas décadas, trabalhos com A. thaliana tém demonstrado que poucos
sinais hormonais desencadeiam a formagédo de padrbes organizados durante o
desenvolvimento vegetal, principalmente aqueles requeridos no decorrer da

formacéo do sistema radicular (SENA et al., 2009). Entretanto, os mecanismos pelos
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guais algumas monocotiledoneas possuem estruturas radiculares diversificadas,
conferindo assim, melhor adaptabilidade em climas tropicais ainda s&o pouco
conhecidos. Alguns estudos envolvendo modelagens matematicas (LYNCH,;
WOJCIECHOWSKI, 2015) evidenciam uma relacdo direta entre a arquitetura
radicular e a capacidade de uma planta de crescer em condi¢cdes nutricionais
limitantes, definindo assim o conceito de idedtipo radicular como a especifica
arquitetura radicular que confere melhor adaptacdo a um tipo de condicdo ambiental
do solo. De fato, é sabido que as raizes adventicias da coroa, presentes nas
Poaceaes, demonstraram ser melhor adaptadas ao estresse hidrico e a algumas
caréncias nutricionais, pois apresentam caracteristicas de um sistema radicular
tubular mais profundo. Ja as raizes primarias possuem um sistema radicular
ramificado e raso, trazendo ideétipos melhores adaptados a solos com caréncia de
fosfato, posto que tal nutriente possua a tendéncia de estar acumulado em camadas
superiores do solo. Numa realidade de mudancas climéticas a busca pela elucidacéo
do desenvolvimento do sistema radicular nos membros da familia Poaceae é de
grande importancia para os estudos de desenvolvimento, ja que podera proporcionar
novas praticas na agricultura trazendo aumento na producao vegetal otimizando a
utilizagéo dos recursos naturais (TIAN; DE SMET; DING, 2014).

2.4 Auxina no desenvolvimento vegetal

As plantas, assim como os animais dependem de moléculas sinalizadoras
gue coordenam seus processos fisioldgicos e de desenvolvimento a longa distancia,
sendo essas moléculas caracterizadas como horménios. O desenvolvimento das
plantas e sua capacidade de responderem ao ambiente indicam provavelmente a
complexidade dos mecanismos bioquimicos resultantes desses processos
(VANNESTE; FRIML, 2009).

Dentre os hormdnios vegetais a auxina possui papel significante no
estabelecimento dos orgados vegetais desde o zigoto a planta adulta (SMET et al.,
2010), incluindo a capacidade de promover alongamento celular (TAIZ, 2004).

A auxina é transportada via fluxo direcionado de transporte (chamado de fluxo
polar da auxina) que proporciona a formagao de locais de maior/menor concentragao
hormonal, além da formacédo de gradientes de concentragéo, resultando assim em

respostas diferenciais (BENKOVA et al., 2009). Portanto, o transporte polar da
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auxina exerce influéncia na expressao diferencial dos genes que irdo modular os
processos especificos no desenvolvimento de diversos tipos de tecidos vegetais
(KEIFFER et al., 2010; SMIT; WEIJERS, 2015).

Estudos com Poaceaes como o arroz (Oryza sativa) e milho (Zea mays)
indicam que picos de concentracdo de auxina sao precursores da formacdo de
raizes tanto priméarias quanto adventicias (KITOMI et al., 2012; WANG et al., 2014).
Estudos envolvendo um bloqueador de transporte de auxina demonstraram que a
mesma é muito importante na regeneracdo dos tecidos da raiz, apresentando-se
como horménio indispensavel na organogénese vegetal, principalmente na regido
meristematica (SENA et al., 2009).

Visando elucidar de forma espaco-temporal mais detalhada o
desenvolvimento dos processos biologicos vegetais, foram desenvolvidas algumas
técnicas moleculares para a visualizacdo dos efeitos da auxina em plantas e entre
estas tem sido dada relevancia a utilizacéo de sistemas que reportam a presenca da
resposta a auxina, tais como o sensor da auxina DR5-GFP (PERRINE-WALKER et
al., 2010). Este sensor é um promotor sintético com 5 repeticdes do dominio de
unido aos fatores de resposta a auxina ARFs (Auxin Responsive Factors) fusionado
a um gene reporter GFP. Este sensor, amplamente utilizado na planta modelo A.
thaliana, permite visualizar os locais de resposta e desencadeamento da transducéo
do sinal do horménio auxina (SENA et al., 2009). Este promotor foi também utilizado
em gramineas de interesse econémico como o milho (Zea mays) gerando resultados
similares (GALLAVOTTI et al., 2008). Esse promotor é visualizado de forma eficiente
como indicador de sinalizacdo e distribuicdo de auxina a nivel celular, quando
associado a técnicas de microscopia confocal (REYES-OLALDE et al., 2015; CHEN
et al., 2013; LI et al., 2015).

2.5 Alteracdo no padrao espacial das proteinas SvPIN’s

A presenca da auxina desencadeia respostas complexas atraves da ligacao
ao receptor da auxina TIR1, que conjuntamente com uma molécula de ubiquitina
ligase, leva a degradacdo dos inibidores da resposta a auxina AUX/IAA. A
degradacdo destas proteinas ira levar a ativacdo dos genes responsivos a auxina
(genes da familia ARF) que modularad a resposta génica por meio da ativacdo da
transcricdo de muitos genes (WOPLERT et al., 2008).
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Os fluxos de auxina sdo fundamentais para a formacao dos érgaos vegetais,
e 0S mecanismos que modulam tais fluxos durante o0s processos de
desenvolvimento sdo amplamente descritos em dicotiledéneas. Por exemplo, logo
apos a fecundacéo, quando o embrido ainda se encontra no estagio de duas células,
a auxina ja se acumula na célula apical devido a atuacdo das proteinas PIN's. A
proteina PIN7 (proteina de efluxo de auxina) irA promover o transporte da auxina
das células basais para as células apicais. Este acumulo de auxina leva a
especificacdo da célula apical que originara a planta adulta, ja a célula basal ira ser
responsavel pela formacdo do suspensorio, cuja funcdo € atender a demanda
nutricional do embrido, além de originar as células do centro quiescente radicular.
Outro exemplo de como a auxina exerce um papel fundamental na organogénese
vegetal é através do acumulo deste horménio nos primordios cotiledonares e
posteriormente na raiz embrionaria (WOPLERT et al., 2008). Evidenciando assim, a
importancia do continuo remanejamento espacial e da expressao das diferentes
proteinas PIN’s, representando um papel relevante no desencadeamento de
respostas complexas, causadas pelo acumulo de auxina, que estdo na base do

desenvolvimento vegetal.

2.6 Transformacdo genética de plantas mediada por Agrobacterium
tumefaciens

A transformacédo genética vem sendo amplamente utilizada em estudos de
melhoramento vegetal, atualmente também tem ganhado espa¢co nos estudos de
desenvolvimento vegetal. Tal técnica consiste na transferéncia de sequéncias
nucleotidicas para o genoma de um receptor, gerando de um lado uma mutacao
insercional no genoma receptor, podendo ou nao apresentar novas caracteristicas
fenotipicas e do outro genoma introduzindo uma série de sequéncias que podem ser
lidas como préprias pela maquinaria da planta. A introducdo de uma por¢ao nova em
um genoma pode ser realizada tanto por processos fisicos, quanto biolégicos
(HANSEN; WRIGHT, 1999). Contudo, a utilizacdo da bactéria A. tumefaciens vem
sendo empregada, principalmente em plantas modelos de grande importancia e em
estudos de desenvolvimento vegetal (VALVEKENS; MONTAGU; LIJSEBETTENS,
1988).
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A bactéria A. tumefaciens infecta naturalmente algumas plantas suscetiveis,
tal processo natural deu origem a transformacdo genética mediada por
A. tumefaciens. Tal bactéria estd presente no solo e é considerada patogénica, pois
causa a doenga conhecida como “galha da coroa” em dicotiledéneas (CARVALHO et
al., 2011). A doenca € caracterizada pelo aparecimento de tumores na regido do
caule ou da raiz aonde houve a infecgdo. Durante a infec¢cdo a bactéria transfere
para a planta uma porgdo do plasmideo Ti (tumor inducing), que ao ser introduzido
no genoma da célula hospedeira, induz a producdo de horménios que induzem a
formacao de tumores e nutrientes especificos que serdo utilizados no crescimento e
desenvolvimento bacteriano. Para a utilizacdo de A. tumefaciens em estudos de
transformacao genética, foram escolhidas algumas linhagens bacterianas nas quais
0S genes responsaveis pela producdo dos compostos e formacdo da galha foram
deletados, e foi inserida em seu lugar sequéncia gendmicas que codificam
caracteristicas de interesse (TORRES; DUSI; SANTOS, 2007). Portanto essa
técnica trouxe inovacgdes importantes tanto para a agricultura, na producdo de
alimentos e biocombustiveis, quanto para a industria farmacéutica, ja que as plantas
transgénicas podem ser utilizadas como ferramentas que visam elucidar
mecanismos béasicos do desenvolvimento vegetal (HANSEN; WRIGHT, 1999).

Em estudos utilizando dicotileddneas, inclusive espécies florestais (DIBAX et
al.,, 2010) e A. thaliana (VALVEKENS; MONTAGU; LIJSEBETTENS, 1988) a
transformacdo genética de plantas mediada por A. tumefaciens é amplamente
utiizada, sendo também aplicado em pesquisas envolvendo Poaceaes,
principalmente aquelas de interesse econbmico, como arroz (Oryza sativa)
(RAINERI et al., 1990) trigo (Triticum aestivum) (HU et al., 2003), milho (Zea mays)
(CHO et al.,, 2014) e cana-de-acucar (Saccharum officinarum) (MAYAVAN et al.,
2015).

Boa parte dos protocolos de transformacdo requer cultura de tecidos e
regeneracao in vitro, que geram dificuldades de transformacdo em espécies nas
guais os protocolos de cultura de tecidos ainda nédo estdo muito bem definidos. Por
isso a transformacao genética in planta, ou seja, utilizando a transformacao tecidos
germinais de plantas adultas através da infiltragdo com A. tumefaciens, vem
eliminando a necessidade de cultivo in vitro e posterior regeneracao das plantas
(BECHTOLD; ELLIS; PELLETIER, 1993). A utilizacao de inflorescéncias no processo
de transformac&o in planta de A. thaliana foi denominada como “floral - dip”,
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e esta técnica de transformacdo tem amplamente substituido os métodos de
transformacéo classicos, podendo além do mais ser considerada de alta
confiabilidade e de facil realizacdo (CLOUGH; BENT, 1998).

Nesse contexto, a transformacdo genética mediada por A. tumefaciens vem
sendo proposta como alternativa para a transformacdo de Poaceaes do género
Setaria também (BRUTNELL et al., 2010). De fato, recentemente foram propostos
diferentes protocolos de transformacéo via “floral/ spike - dip” tanto para Setaria
italica (WANG et al., 2014) como para Setaria viridis (MARTINS et al., 2015; SAHA;
BRUMWALD, 2016).



3.

escolha dos tipos radiculares emitidos, distinguindo entre raiz principal e raizes
adventicias, e suas relacdes de crescimento, que levam algumas raizes primérias a
apresentar senescéncia. Entender quais transportadores polares da auxina estao

implicados na senescéncia da raiz embrionaria e o estabelecimento das raizes

OBJETIVO GERAL

Entender a arquitetura radicular da monocotiledénea S. viridis, em fungéo da

adventicias da coroa em S. viridis.

3.1 Objetivos especificos

Caracterizagdo do perfil transcricional das SvPINs durante o
estabelecimento da raiz embrionaria até sua senescéncia utilizando
andlise semi - quantitativa dos produtos génicos transcritos;

Clonagem das proteinas SvPINs expressas durante este
remanejamento auxinico e fusdo génica destas com o gene reporter
GFP;

Transformacéo de plantas silvestres de S. viridis com as SvPIN -GFP
de interesse.

Objetivo adicional: Entender a relacdo entre o crescimento e a
escolha de tipos radiculares distintos em funcao de fatores abiéticos e

de influéncia materna.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Material vegetal

No presente trabalho foram utilizadas sementes da espécie modelo Setaria
viridis da variedade A10.1, germinadas no Laboratério de Desenvolvimento e
Estrutura Vegetal (LabDev) do Centro de Energia Nuclear na Agricultura
(CENA/USP). No caso de crescimento em terra as sementes foram germinadas e
colocadas para crescer em uma mistura de substrato Basaplant® e vermiculita (3:1),
e mantidas em camara de crescimento sob condicdes de 16/8h de luz/escuro, a
temperatura de 27°C caso nado seja especificado o contrario. Nestas condicdes a
intensidade luminosa constante de 550 pmol/m?/sec utilizando lampadas LED de
espectro completo (Shenzen Cidly Group).

Nos experimentos de cultura de tecido in vitro as sementes de S. viridis foram
escarificadas manualmente a fim de que fossem retiradas glumas, paleas e lemas.
Posteriormente as sementes foram desinfetadas com vapor de cloro. Utilizando um
dissecador de vidro no qual foi colocado tubos Falcon aberto contendo as sementes
previamente dispostas de maneira a formarem uma fileira Unica, juntamente com um
Becker contendo 100 mL de Cloro Gel comercial (2,86% de hipoclorito de sodio)
e 3 mL de acido cloridrico (12M). As sementes foram submetidas ao vapor de cloro
durante 1h e 30 minutos, em seguida, as sementes foram ventiladas no fluxo laminar
por 4 horas. Apos a desinfeccdo as sementes foram introduzidas no meio de cultura
MS %2 (MS meia forga) para os sais descritos por Murashige e Skoog (1962), além
de 10g/L de agar ou 4g/L de phytagel. As sementes foram crescidas em sala de
crescimento com regime de luz/escuro 16/8h, a uma temperatura de
aproximadamente 27 - 29°C e intensidade luminosa constante de 150 umol/m?/sec

utilizando lampadas fluorescentes frias.

4.2 Extracao de RNA utilizando o kit Pure Link®

Os materiais, como almofarizes, cadinhos e/ou pistilos utilizados para a
extracdo de RNA foram tratados com agua 0,01% de dietil pirocarbonato (DEPC)
ativa durante 2 horas em uma camara de exaustdo, autoclavados durante

20 minutos a 120°C e secos em estufa (80°C). As solugbes utilizadas no



27

procedimento foram preparadas com agua 0,01% DEPC inativa (autoclavada) e
autoclavadas novamente.

Os apices de raizes tanto primarias quanto secundarias foram coletados a
partir de plantas crescidas em meio de cultura MS %2, ja 0 RNA foi extraido utilizando
0 protocolo seguindo as orientagbes do fabricante. Empregando aproximadamente
100 mg de tecido, adicionando 500 pL da solugéo lysis buffer, preparado
anteriormente com 5 pL de 2-B mercaptoetanol por amostra. As amostras
foram vortexadas por 45 segundos e posteriormente centrifugadas a 2600 g durante
5 minutos a 25°C, o sobrenadante foi coletado e acondicionado em um novo tubo de
2 mL, completando a etapa de lise celular. A etapa de lavagem, ligagcédo e eluicdo
foram iniciadas com a adicdo de 0,5% do volume do sobrenadante de etanol
absoluto, ap6s a adicao do etanol as amostras foram submetidas ao vortex até a
formacdo de um precipitado. Posteriormente 700 pL foram transferidos para uma
coluna de purificagdo com um tubo de coleta acoplado na parte inferior da coluna de
purificacdo. As amostras foram centrifugadas a 12.000 g por 15 segundos a 25°C.
A fase liguida contida no tubo de coleta foi descartada. Tais etapas foram repetidas
até que toda amostra fosse processada. A etapa de tratamento de DNA foi realizada
diretamente na coluna, sendo iniciada com a preparacao de uma solucdo de 8 puL de
DNAse Reaction Buffer 1 10X com 10 pL de DNAse (aproximadamente 3 U/uL)
e 62 uL de agua DEPC, com volume final de 80 uL por amostra. Foram adicionados
350 pL da solucdo Wash Buffer | na coluna de purificagcdo contendo o RNA ligado a
ela. Posteriormente as amostras foram centrifugadas durante 15 segundos a 25°C.
A fase liquida contida no tubo de coleta foi descartada juntamente com o tubo de
coleta, ficando somente com a coluna de purificacdo. A coluna de purificagéo foi
acoplada a um novo tubo de coleta e foram adicionados 80 pL da solugéo contendo
a DNAse diretamente na coluna de purificacdo, posteriormente as amostras foram
incubadas por 15 minutos. Foram adicionados 350 pL de Wash Buffer | na coluna de
purificacdo seguida de uma centrifugacdo a 12.000 g por 15 segundos a 25°C,
descartando a fase liquida. Foram adicionados 500 yL do Wash Buffer Il na coluna
de purificacdo e uma centrifugacdo a 12.000 g por 15 segundos a 25°C e insira a
coluna em um novo tubo de coleta. As etapas anteriores foram repetidas por duas
vezes. As amostras foram centrifugadas a 12.000 g por 1 minuto para que a
membrana presente na coluna de purificagdo contendo o RNA ligado estivesse o

mais seca possivel, posteriormente a fase liquida foi descartada. A coluna de



28

purificacdo foi inserida em um tubo de recuperacédo, foram adicionados 30 pL de
agua DEPC no centro da coluna de purificagdo acoplada a um tubo de recuperacéao,
posteriormente as amostras foram incubadas a 25°C durante a 1 minuto.
Posteriormente as amostras foram centrifugadas a 12.000 g durante 1 minuto a

25°C, 0 RNA presente na fase liquida foi armazenada em ultrafreezer.

4.3 Sintese de cDNA

A sintese de cDNA foi realizada utilizando a enzima Super Scrip Il RT e 5 ng
de RNA (8 uL de RNA), 50 yM primer oligo - dT (1 pL); 10 mM de dNTP mix (1 uL), o
volume foi completado para 10 pL de volume final. As amostras foram incubadas a
65°C durante 5 minutos e imediatamente transferidas para o gelo e incubadas
durante 1 minuto. Posteriormente foram adicionados o tampao da enzima 10X RT
Buffer (2 puL), 25 mM MgClz (4 pyL); 0,2 M DTT (2 pL); RNAse out (40 U/ pL) (1 pL) e
Super Scrip Il RT (200 U/ pL) (1 pL). As amostras foram incubadas no termociclador
modelo Veriti Dx (Applied Biosystems, EUA) por 50 minutos a 50°C e um ultimo ciclo
de 85°C durante 5 minutos. As amostras foram tratadas com 1 pL de RNA A durante

30 minutos.

4.4 Extracao de DNA (Doyle & Doyle, 1987)

As amostras de DNA gendmico foram extraidas de folhas jovens utilizando o
protocolo (Doyle, Doyle), foram macerados e congelados aproximadamente 100 mg
de tecido vegetal. Foram adicionados 400 pL de tampdo CTAB previamente
preparado com 2% de CTAB, 1% de PVP, 100 mM de Tris-HCI 1 M pH 8,0 e 25 mM
de EDTA 0,5 M pH 8,0 e 2 M de NaCl 5M. As amostras foram agitadas no vortex
durante 5 segundos, em seguida foram incubas a 65°C. Posteriormente foi
adicionado 400 pL de CIA 25:24:1 (fenol : cloroférmio : &lcool isoamilico) e as
amostras foram submetidas a agitacdo por inversdo durante 5 minutos.
Posteriormente as amostras foram centrifugadas a 14.000 rpm por 10 minutos.
Foram retirados 200 pL da fase aquosa e transferidos para um novo tubo Eppendorf,

juntamente com 400 pL de alcool de etanol absoluto gelado, posteriormente as
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amostras foram submetidas a agitacao por inversdo durante 1 minuto. Em seguida
as amostras foram incubadas a -20°C durante 30 minutos. Posteriormente foi
realizada uma centrifugacdo a 14.000 rom durante 10 minutos. O sobrenadante foi
descartado, tomando cuidado para que o pellet formado ndo se desprendesse do
tubo. Foram adicionados 800 pL de etanol 70% gelado. Posteriormente as amostras
foram centrifugadas a 14.000 rpm durante 5 minutos, a fase liquida foi descartada. O
pellet foi seco durante aproximadamente 1 hora e 30 minutos, e em seguida foi
ressuspenso com TE + RNAse na concentracdo de 40 pg/mL. As amostras foram

armazenadas no freezer a -20°C.

4.5 Relacdo filogenética das proteinas PIN's

A fim de verificar o relacionamento das proteinas PIN’s de S. viridis com
outras espécies presentes em banco de dados foi construida uma arvore filogenética
utilizando o método Neighbor - joining. Para tal utilizamos os dados disponiveis nos
bancos de dados TAIR (https://www.arabidopsis.org/), para extrair as sequéncias de
Arabidopsis thaliana e o banco de dados Phytozome (https://phytozome.jgi.doe.gov/
pz/portal.html), para os organismos: Brachypodium distachyon, Oryza sativa,
Panicum hallii, Setaria italica, Setaria viridis, Sorghum bicolor, e Zea mays. A
ferramenta BLAST foi utilizada para identificar a similaridade entre as sequéncias

proteicas dos organismos.

4.6 Analise dos PIN's mais expressos nos estagios iniciais do
desenvolvimento radicular

As amplificacdes foram seguidas com incubacgdes iniciais de 94°C durante
4 minutos, seguidas de 35 ciclos de 94°C por 30 segundos e entre 59°C e 60°C,
72°C por 30 a 40 segundos de acordo com cada um dos iniciadores
(Tabela 1) e 72°C por durante 7 minutos. Posteriormente as amostras foram

analisadas em gel de eletroforese.


https://phytozome.jgi.doe.gov/
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Tabela 1: Iniciadores utilizados para a analise de expressdo semi - quantitativa a partir de
RNA de diferentes tecidos de S. viridis.

Temperatura
Iniciadores Sequéncia Foward Sequéncia Reverse de
anelamento
PIN 1A CAAGCTGCCACTCGAAGTAGTAT | CAGGGGACATGCTTAATTTGTAG 59 °C
PIN 1B GTTCCCTTCAAGCTTTGTACTTG CTGAAATCCATCTCCATCCTGT 60 °C
PIN 2 TCTTTGCATGCATCCATCTC ATCGAGGACGGCCTGAAG 60 °C
PIN 3471 | CCAACGTAGCATGGACAGTAAAT | ACTAATGCTAGCTTCTGGGCTTT 59 °C
PIN 3472 | TTGTGGATATGCACTGTTGTCTC | GGAATTCCATCTCCATACTCTCC 59 °C
SoPIN CTCACAGACTATGCCATCACAAA | CAACGTTCATCCTGACATACTGA 59 °C

A expressdo dos genes foi

normalizada com o gene de referéncia

fosfoglucomutase (Si034613) (foward ACGAGAAGGATTCATCCAAGAC; reverse
CGTGTACTCTTGCATCTTGGAG), sugerido por Lambret—Frotté et al. (2015).

4.7 Clonagem das proteinas SvPIN's mais expressas nos estagios iniciais do

desenvolvimento radicular

Como os fragmentos a serem amplificados continham acima de 5k pares de

bases foi utilizado a estratégia de dividir tais fragmentos em dois fragmentos

menores contendo entre 2 e 3k pares de bases, utilizando a enzima de restricao

contendo um sitio de corte Unico, a Clal. Tais fragmentos foram amplificados

utilizando a enzima Platinum® Taq DNA Polymerase, enzima especifica para long

templates e high — fidelity e os iniciadores (Tabela 2).




Tabela 2: Iniciadores utilizados na clonagem em 2 fragmentos distintos.
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Temperatura

Iniciadores Sequéncia Foward Sequéncia Reverse de
anelamento
PIN 1B GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAG | AAAAATCGATCAGATTCAGATAGA 51°C
gggCCAAGAGACAGGGTAAAAGGTC TGTACGCTGCA
PIN 1B AAAAATCGATCAAAGCTAGCCCAGCG | GGGGACCACTTTGTACAAGAAAG 540°C
TACGTATAA CTGGGTCCAGCCCAAGCAGGAT
GTAGTAGACG
PIN 3471 | GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAG | ATCGATTTTTTAGGCCTACACATA 52°C
GCTCCGCTAGCACTAGGAACATGAAG | TGCGTTT
GA
PIN 3471 | ATCGATGAACCGAGTCTACTTTGAGT | GGGGACCACTTTGTACAAGAAAG 49°C
TGACC CTGGGTCTACTGGTCCCAGTCCA
AGAACGATG
PIN 347 2 | GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAG | ATCGATCTCGCAATGCACGAAAG 50°C
GCTCCAAAGGGGTACAAGGACATGAA | CAAGCAGG
GT
PIN 347 2 | ATCGATCTCTTTTGTACGGGAGAAGC | GGGGACCACTTTGTACAAGAAAG 47°C

CGGCA

CTGGGTCTAGCAGTCCGAGAATG
ATATAGTAG

4.8 Transformacédo genética de S. viridis via “spike - dip”

Para as etapas de transformacéo genética foram utilizadas duas construcoes,

uma construcdo para o sensor sintético da auxina DR5-RFP em um vetor compativel

com a transformacdo de monocotiledoneas cedido pelo Prof. David Jackson

(CSHL-USA), vetor molde pTF101.1 com modificacdes, segundo Gallavotti et al.

(2008) (Figura 1) e um vetor contendo o promotor da proteina SvPIN1B-YFP cedido

pelo Prof. Marcio Alves Ferreira (Departamento de Genética — Universidade Federal

do Rio de Janeiro) (Figura 2).
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Figura 1: Vetor molde pTF101.1.
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Figura 2: Construgdo cedida pelo Prof. Marcio Alves Ferreira (Depto Genética — UFRJ)

contendo o promotor pSvPIN1B :: YFP.
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Para que fosse confirmada o éxito na transferéncia da construgcdo DR5 :: RFP
para a Agrobacterium tumefaciens foi realizada PCR de colbnia.

A transformacédo de S. viridis do presente trabalho € parte de um projeto de
transformacdo de S. viridis utilizando diferentes metodologias, uma descrita por
Martins et al. (2015) e outra descrita por Saha e Blumwald (2016). A metodologia
descrita por Martins et al. (2015), apresentou algumas dificuldades na obtencéo de
plantas transformadas, como baixa taxa de germinacao, ja que S. viridis, apresenta
dorméncia intrinseca ja descrita na literatura. A obtencédo de plantas transformadas
sem a necessidade de protocolos de cultura in vitro configura um dos grandes
avancos nos métodos de transformacao, solucionando um dos grandes problemas
de métodos de transformacdo amplamente utilizados para espécies sem protocolos
de cultura de tecidos bem estabelecidos.

A introducdo do DNA exdgeno mediada por A. tumefaciens nas plantas de S.
viridis do presente estudo foi realizada utilizando o protocolo de transformacéo
conhecido como “spike-dip”, descrito por Saha e Blumwald (2016). As plantas
de S. viridis cresceram em vasos contendo substrato-Basaplant® e vermiculita (3:1),
em camara climatizada, por aproximadamente 28 dias, ja que depois de transcorrido
esse periodo ja € possivel notar o surgimento da panicula.

As bactérias foram crescidas em placas de Petri contendo aproximadamente
25 mL de meio YEP sélido, com os antibidticos canamicina (50mg/L) e rifampicina
(50 mg/L) para a constru¢cdo pSvPIN1B :: YFP e espectinomicina (100 mg/L) e
rifampicina (50 mg/L) para a constru¢do contendo DR5 :: RFP a 28°C durante 48h.
Apds o crescimento das bactérias em placa de Petri, utilizando uma coldnia Unica as
bactérias cresceram em 1 mL de meio YEP liqguido com os antibiéticos
correspondentes durante 24h sob agitacdo de 180 rpm a 28°C, formando assim um
pré-indculo, posteriormente o pré-inodculo foi adicionado a 100 mL de liquido
contendo os antibidticos acima citados para que as bactérias crescessem sob
agitacdo de 180 rpm e a 28°C até atingirem a ODeoo entre 0,6 e 1,0.

A cultura contendo as bactérias foram centrifugadas a 14.000 rpm durante
20 minutos para gue fosse formado o pellet, que foi posteriormente ressuspenso em
meio de cultura SvSD contendo 10,5¢g/L de K2HPOas4, 4,5g/L de KH2POs,
1g/L de (NH4)2S0a4, 0,5g/L de citrato de sédio, 4g/L de glicerol, 0,05g/L de MgSOQOa4,
15g/L de acido ascorbico, 0,04g/L de MES, 68,5¢/L de sacarose e 36g/L de glucose,

pH 5,8, suplementado com 100uM de acetoseringona. Posteriormente 0 meio de
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cultura SvSD contendo as bactérias foi submetido a uma inducdo sob agitacdo de
180 rpm & 28°C durante 1h.

As paniculas das plantas de S. viridis foram mergulhadas em uma solucéo de
infiltracdo contendo 1,95 g/L de MES, 2,46 g/L de MgSO4 e 0,1% de Silwet-L77
durante 15 minutos. Seguidamente as paniculas foram mergulhadas no meio SvSD
contendo as bactérias por 20 minutos aproximadamente.

As plantas foram submetidas a camara uUmida por 48h a 20°C
aproximadamente, posteriormente o protocolo de producdo de sementes classico
(BRUTNELL et al., 2010) foi seguido. Posteriormente as paniculas foram embaladas
em sacos de papel até que o desenvolvimento fosse completo. Cerca de 30 dias
apos a transformacéao as paniculas estavam secas e suas sementes foram coletadas

e armazenadas em tubos Falcon.

4.9 Selecao dos transformantes com higromicina e glufosinato de aménio

A construcdo pSvPIN1B :: YFP possui como marcador seletivo a higrocinima,
ja construcéo contendo a construcdo DR5 :: RFP, que possui 0 BASTA® (glufosinato
de amo6nio) como agente de selecéo.

Apds serem submetidas ao processo de transformacdo as sementes de S.
viridis tiveram suas péleas, glumas e lemas retirados, e posteriormente foram
desinfetadas seguindo o protocolo acima citado. Tais sementes foram germinadas
em placas de Petri contendo meio MS % e incubadas por 4 dias no escuro.
Apos esse periodo as sementes foram introduzidas em placas de Petri contendo
meio MS % e de 30mg/L de higromicina e 40mg/L de BASTA®. Apls 7 dias as
plantas sobreviventes foram introduzidas em magentas contendo meio MS %.
Posteriormente as plantas foram transplantadas para vasos contendo substrato
Basaplant® e vermiculita (3:1) para que atingissem um tamanho adequado para que
fosse possivel realizar uma PCR de genotipagem para a confirmacdo da

transformacao.
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4.10 Teste de germinacgéao

Apés as sementes terem paleas, lemas e glumas retiradas e serem
desinfetadas como citado anteriormente foi realizado o teste de germinacao
utilizando papel filtro do tipo germitest® e meio de cultura MS Y% e duas

temperaturas diferentes 20°C e 27°C.

4.11 Acompanhamento do desenvolvimento das raizes

Apos serem escarificadas e desinfetadas, as sementes de S. viridis foram
colocadas para germinar em tubos de ensaio contendo aproximadamente 30 mL de
meio de cultura MS % em cada tubo. As sementes foram colocadas de forma
diametralmente oposta e adjacente a parede do tubo, foram utilizadas 2 sementes
por tubo de ensaio. As sementes foram acompanhadas dia - a - dia quanto ao
crescimento e desenvolvimento da raiz primaria e da raiz adventicia, com a
utilizacdo de um paquimetro para realizar as medicfes. As tabelas e graficos foram
digitalizadas em planilhas no software Microsoft Excel para posterior andlise de

Teste t realizada no mesmo.

4.12 Acompanhamento do desenvolvimento das raizes separando a

inflorescéncia em diferentes setores

ApoOs serem coletadas as inflorescéncias foram separadas em 3 diferentes
setores: base, meio e apice. Apds a coletas as sementes de cada setor foram
escarificadas e desinfetadas e colocadas para germinar em placas de Petri contendo
aproximadamente 25 mL de meio MS %2 sem iluminag¢do durante 4 dias. Apds esse
periodo as sementes foram introduzidas em tubos de ensaio contendo
aproximadamente 30 mL de meio de cultura MS %2 em cada tubo. As sementes
foram avaliadas em sua taxa de germinagdo e acompanhadas dia-a-dia quanto ao

crescimento e desenvolvimento tanto da raiz primaria quanto da raiz adventicia.
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4.13 Acompanhamento do desenvolvimento das raizes utilizando hormonios

vegetais

Apos serem escarificadas e desinfetadas, as sementes de S. viridis foram
colocadas para germinar em placas de Petri contendo aproximadamente 25 mL de
meio MS % sem iluminacdo durante 5 dias. Apds esse periodo as sementes foram
introduzidas em tubos de ensaio contendo aproximadamente 30 mL de meio de
cultura MS % em cada tubo juntamente com os reguladores vegetais, 1uM de 2,4 —
D (acido diclorofenoxiacético), 10uM NPA (acido 1-N-naftilftalamico); 10uM de GAs
(acido giberélico) e 0,1uM de zeatina. As plantulas foram crescidas em fotoperiodo
16h luz/8h escuro. As sementes foram colocadas de forma diametralmente oposta e
adjacente a parede do tubo. As sementes foram acompanhadas dia-a-dia quanto ao
crescimento e desenvolvimento tanto da raiz primaria quanto da raiz adventicia, ao
final do experimento foram coletadas amostras de cada um dos tratamentos e
montadas com material fresco em laminas e laminulas contendo glicerina 50% e
analisadas ao microscépio de luz (Zeiss AXIO Imager D2 — Jena, Germany), sendo
as imagens digitalizadas.
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5. RESULTADOS

O seguinte projeto foi realizado em duas etapas separadas: na primeira delas,
seguindo o objetivo inicial da tese, nos deparamos com dificuldades no processo de
transformacdo de plantas de S. viridis utilizando protocolos publicados, o que
impediria a realizacdo do trabalho de dissertacdo. Por este motivo, na segunda
etapa o objetivo principal foi modificado, concentrando os esforgcos na compreensao
dos processos fisiologicos relacionados a modulacdo do sistema radicular,
enfrentando o objetivo inicial da dissertacdo baixo uma Otica diferente. Esta
mudanca de perspectiva foi realizada com o objetivo de ndo desperdicar esforcos e
os recursos do laboratério, insistindo com uma metodologia que apresenta claros
gargalos experimentais, mas sim utilizando recursos para explorar perspectivas

relativas a arquitetura radicular ainda desconhecida nesta espécie.

5.1 Relacéo filogenética das proteinas PIN’s

Com o0 escopo de estabelecer quais transportadores polares da
auxina existiriam em S. viridis para depois estabelecer quais fossem implicados no
estabelecimento da arquitetura radicular, foram feitos alinhamentos e
construida a arvore filogenética utilizando ferramentas bioinformaticas
BLAST do banco de dados phytozome disponivel em:
https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html#!search?show=BLAST e CLUSTAL Q
disponivel em: https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/. A arvore filogenética das
proteinas PIN’s apresentou a formacdo de 4 ramos distintos: um contendo a
proteina PIN1, que em monocotiledbneas abrange as proteinas PIN 1A e PIN 1B;
um contendo a proteina PIN2; outro contendo a proteina SoPIN; e um grande grupo

contendo as proteinas PIN’s 3,4 e 7 (Figura 3).

Estas analises evidenciaram que a proteina PIN1 de A. thaliana (acesso
AT1G73590.1) possui dois acessos em S. viridis com alto grau de similaridade.
De fato, a proteina de S. viridis, denominada PIN 1A (acesso Sevir.1G323500.1), € a
que apresenta maior indice de similaridade de sequéncia, apresentando

594 aminoacidos e 67,2% de similaridade, enquanto a proteina denominada
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PIN 1B (Sevir.4G101000.1), que possui 597 aminoacidos, apresenta 66,7% de
similaridade com a proteina PIN1 de A. thaliana. A arvore filogenética gerada entre
todos as proteinas PIN’s revelou que em monocotiledéneas a proteina PIN1 sofreu
uma duplicacao, levando a existéncia de duas proteinas derivantes do ancestral de

PIN1, enquanto que esta duplicacdo ndo é evidenciada nas dicotiledoneas como
A. thaliana (GALLAVOTTI et al., 2008).

A proteina PIN2 de S. viridis, Sevir.4G158100.1, que possui 629 amino&cidos,
tem homologia de sequéncia com a proteina PIN2 de A. thaliana, AT5G57090.1 que

possui 647 aminoacidos, com 59,3% de similaridade entre as sequéncias.

As proteinas PIN’s 3,4 e 7 sd0 as que apresentam maior grau divergéncia
entre monocotiledéneas e S. viridis, pois a arvore evidéncia uma série de
duplicacbes, que ocorreram de forma diferente em monocotiledbneas e
dicotiledéneas (GALLAVOTTI et al., 2008). De fato, dicotiledéneas como A. thaliana,
sofreram 2 duplicacdes a partir de um ancestral comum levando a existéncia
de 3 proteinas (PIN 3,4 e 7). JA& monocotiledbneas apresentam uma Unica
duplicacédo, ndo relacionavel a nenhuma das que ocorreram em dicotiledéneas,
levando estas espécies a apresentarem 2 homoélogos denominados PIN 347 1 e PIN

347 2, que ocorreu antes da divisdo das monocotiledoneas.

A andlise da arvore filogenética evidenciou também a existéncia de uma
proteina PIN que existe somente em monocotiledéneas, a proteina SoPIN.
Analisando as distancias filogenéticas em nossa arvore evidenciou uma duplicacéo
desta proteina, antes da separacdo entre monocotiledéneas e dicotiledéneas,

apontando a uma maior similaridade com a proteina PIN1.
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Figura 3: Relacdo filogenética das proteinas PIN’s nas espécies Arabidopsis thaliana,
Brachypodium distachyon, Oryza sativa, Panicum halli, Setaria italica, Setaria viridis,
Sorghum bicolor, e Zea mays.
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5.1.1 Andlise dos SvPIN's mais expressas nos estagios iniciais do
desenvolvimento radicular

Com objetivo de analisar quais proteina PIN"s estariam expressas ou nao nos
estagios iniciais do desenvolvimento radicular, avaliamos o nivel de expressao dos

genes identificados na andlise filogenética, atraves de PCR semi - quantitativa. Para
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tal finalidade as sementes foram escarificadas, desinfetadas e germinadas em
placas verticais de Petri contendo meio MS %. ApoOs 7 dias de germinacdo foram
coletados os apices radiculares, caule, espiguilna, semente e folhas. Foi extraido o
RNA total das amostras e se realizou sintese de cDNA a partir de iniciadores oligo
dT. Os genes PIN 1A, PIN 1B, PIN2, PIN 3457 1, PIN 347 2 e SoPIN foram
analisados utilizando os iniciadores da Tabela 1.

Para certificar o correto funcionamento dos iniciadores (Tabela 2), foi
realizada inicialmente uma PCR utilizando DNA gendmico de S. viridis (Figura 4), na

qual foi possivel obter bandas significativas com todos os iniciadores utilizados.

Figura 4: Expressao das diferentes proteinas PIN's em DNA genémico de S. viridis.

a% 17
?\“ AR ?\“ \-) ?\‘\%" ¢ \‘\g" so?\“

- - - —
e s EMees Bl B

Seguidamente foram realizadas PCR’s semi - quantitativas com o cDNA
extraido de diferentes tecidos de S. viridis. A expressao dos genes foi normalizada
com o gene de referéncia fosfoglucomutase (Si034613), sendo assim possivel
observar que o gene normalizador apresentava um nivel de expressdo pouco

variavel em diferentes partes da planta em nossas condi¢des (Figura 5).

Os resultados da PCR semi - quantitativa apontaram que a proteina PIN 1A
nao se expressava significativamente nas analises realizadas, enquanto a proteina
PIN 1B apresentava uma maior expressao na raiz, seguida do caule e folhas, e

praticamente ndo se expressa em tecidos como espiguilhas e sementes (Figura 5).

Diferentemente a proteina PIN2 ndo apresentou expressdo nos tecidos

analisados (Figura 5).

A proteina PIN 347 1 apresentou uma expressao significativa em tecidos do
caule, e gradualmente mais fraca em tecidos da espiguilha, e tecidos radiculares,

mas nao apresentou expressado em folhas e sementes (Figura 5).
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A proteina PIN 347 2 apresentou expressao tanto em tecidos do caule quanto
em tecidos radiculares, porém menor expressdo em tecidos da folha, espiguilha e

semente (Figura 5).

Por ultimo a proteina SoPIN apresentou expresséo fraca em tecidos do caule,

mas nao apresentou expressao nos demais tecidos analisados (Figura 5).

Figura 5: Expresséao das diferentes proteinas PIN’s em distintos tecidos de S. viridis.
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5.1.2 Clonagem das proteinas SvPIN's mais expressas nos estagios inicias do

desenvolvimento radicular

Os genes das proteinas PIN 1B, PIN 347 1 e PIN 347 2 foram escolhidos para
a etapa de clonagem ja que sdo 0s genes que apresentam nos estagios iniciais do
desenvolvimento radicular. Primeiramente tentamos clonar estes genes com aprox.
5 - 6 kb de sequéncia reguladora em um Unico amplicon, mas mesmo variando

diferentes condicdes tais como concentracdo de Mg*?, DMSO, concentracdo de DNA
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e temperaturas de anelamento, ndo obtivemos nenhuma banda de amplificacéo
(dados ndo mostrados). Devido a notéria dificuldade de gerar amplicons de aprox.
5kb de tamanho, optamos por uma estratégia de dividir o amplicon em dois
fragmentos, utilizando um sitio de restricdo Clal presente em todos os amplicons,
para depois juntad-los por digestdo enzimatica com Clal e ligacao
(ver estratégia descrita na Figura 6). Os iniciadores utilizados estdo descritos na
Tabela 2. Foram realizados testes de amplificacdo via PCR convencional utilizando
diferentes concentracbes de DMSO (3% e 6%) além de diversas concentracfes de
MgCl2 (2,5 mM e 4 mM), utilizando as enzimas Platinum® Taq DNA Polymerase® da

Invitrogen.

Figura 6: Esquema da clonagem em dois fragmentos.
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5.1.2.1 Fragmento PIN 1B (F) X CLA | PIN 1B (R)

O fragmento foi amplificado usando 35 ciclos, 2,5 mM de MgCl2 e temperatura
de anelamento de 51°C (Figura 7). Uma banda de tamanho correspondente a 1957

pb foi encontrada, extraida do gel e purificada.
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Figura 7: Eletroforese em gel de agarose para a amplificacdo do fragmento PIN 1B (F) X
CLA I PIN 1B (R).

5.1.2.2 Fragmento CLA | PIN 1B (F) X PIN 1B (R)

O fragmento foi amplificado usando 35 ciclos, 2,5 mM de MgClz e temperatura
de anelamento de 54°C (Figura 8). Uma banda de tamanho correspondente a 3097

pb foi encontrada, extraida do gel e purificada.

Figura 8: Eletroforese em gel de agarose para a amplificacdo do fragmento PIN 1B (F) X
CLA I PIN1B (R).

5.1.2.3 Fragmento PIN 347 1 (F) X CLA | PIN 3471 (R)

O fragmento foi amplificado usando 35 ciclos, 2,5 mM de MgCl2 e temperatura
de anelamento de 51°C (Figura 9). Uma banda de tamanho correspondente a
2043 pb foi encontrada, extraida do gel e purificada.
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Figura 9: Eletroforese em gel de agarose para a amplificacdo do fragmento
PIN 347 1 (F) X CLA I PIN 347 1 (R).

5.1.2.4 Fragmento CLA | PIN 347 1 (F) X PIN 347 1 (R)

O fragmento foi amplificado usando, 35 ciclos 2 mM de MgClz, 6% de DMSO
e temperatura de anelamento de 49°C (Figura 10). A banda de tamanho

correspondente a 3840 pb foi encontrada, extraida do gel e purificada.

Figura 10: Eletroforese em gel de agarose para a amplificacdo do fragmento CLA | PIN 347
1 (F) X PIN 347 1 (R).

5.1.2.5 Fragmento PIN 347 2 (F) X CLA | PIN 347 2

O fragmento foi amplificado usando 2 mM de MgCl2, 6% de DMSO e
temperatura de anelamento de 47°C (Figura 11). Uma banda de tamanho

correspondente a 1289 pb foi encontrada, extraida do gel e purificada.
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Figura 11: Eletroforese em gel de agarose para a amplificacdo do fragmento PIN 347 2 (F) X
CLA I PIN 347 2 (R).

5.1.2.6 Fragmento CLA | PIN 347 1 (F) X PIN 347 2 (R)

O fragmento foi amplificado usando 2 mM de MgClz e 6% de DMSO (Figura
12). Uma banda de tamanho correspondente a 3452 pb foi encontrada, extraida do

gel e purificada.

Figura 12: Eletroforese em gel de agarose para a amplificacdo do fragmento CLA | PIN 347
2 (F) X PIN 347 2 (R).

O restante da clonagem néo foi levado adiante como descrito posteriormente.

5.2 Transformacao e selecdo dos possiveis transformantes de S. viridis via
“spike - dip”

Uma vez que um dos objetivos propostos para este trabalho necessitava da
transformacdo de plantas de S. viridis, por transformacgdo direta de tecidos
germinais, optamos por utilizar o método de transformacao via “spike - dip” descrito
por Saha e Blumwald (2016), com pequenas modificagbes relacionadas ao tempo de
contato da inflorescéncia com a cepa AGL1 A. tumefaciens transformada.
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Para testar as eficiéncias de transformacgéo dos diferentes estagios florais, foram
transformados todos os estagios florais que apresentaram taxa de transformacao
consistente no protocolo descrito por Saha e Blumwald (2016). No processo foram
testadas duas construcdes ja presentes no laboratorio: DR5-RFP no vetor pTF101.1,
que ja apresentara resultados positivos enquanto a transformacédo de plantas de
milho, e pSvPIN1B :: YFP no vetor pMD99 que ja apresentara resultados positivos
na transformacgéao de calos embriogénicos de S. viridis.

Foram realizados 5 eventos de transformacao distintos, 13/03; 14/03; 16/03;
19/03 e 20/03 gerando um total de mais de 700 sementes possivelmente
transformadas para cada construcdo testada. Foram realizadas modificacdes nos
tempos de contato da espiguilha com o meio contendo A. tumefaciens como segue:
nas primeiras trés transformacdes realizadas o meio SvSD contendo A. tumefaciens
ficou em contato com a planta por 20 minutos, jA na quarta transformacdo foram
utilizados 15 minutos e na ultima transformacdo foram utilizados 40 minutos. As
sementes provenientes do processo de transformacdo descrito acima foram
germinadas em meio MS % durante 4 dias sem iluminacdo, ap0s esse periodo as
mesmas foram transferidas para o meio MS ¥ contendo os respectivos agentes de

selecdo durante 7 dias.

5.2.1 DR5:: RFP

As sementes apresentaram uma taxa de germinacdo de 98,2% no meio
MS %. ApOs serem transferidas para 0 meio com o0 agente seletivo ®BASTA,
as 756 sementes oriundas do processo de transformacdo foram separadas de
acordo com seu estagio de maturacdo no momento da transformacédo, sendo S1 o
mais jovem e S5 o estagio mais maduro. Ao final dos 7 dias de exposicéo ao agente
seletivo as plantas sobreviventes foram transferidas para a terra. Infelizmente
nenhuma planta sobreviveu ao processo de aclimatacdo em terra para que fosse
possivel realizar a PCR de genotipagem (Figura 13). Em seguida estdo detalhadas

as taxas de sobrevivéncia ao antibiotico, divididas por estagio floral.
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Figura 13: Numero de sementes que passaram pelo processo de transforma¢édo e o numero
de plantas restante apos a sele¢gdo com ®BASTA.
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Estagio S1

O estagio de maturacdo S1 abrangeu o evento de transformacéao realizado no
dia 14/03. Das 102 plantas obtidas no estagio S1, 15 plantas sobreviveram ap0s
7 dias de exposicdo ao agente seletivo BASTA® e 87 plantas ndo sobreviveram a

exposicao, tendo assim uma taxa de sobrevivéncia inicial de 14,70% (Tabela 3).

Estagio S2

O estagio de maturacdo S2 abrangeu os eventos de transformacéo realizados
nos dias 13/03 e 20/03. Das 182 plantas obtidas no estagio S2, 19 plantas
sobreviveram apos 7 dias de exposicdo ao agente seletivo BASTA® e 163 plantas
nao sobreviveram a exposi¢cdo, tendo assim uma taxa de sobrevivéncia inicial de
10,43% (Tabela 3).
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Estagio S3

O estagio de maturacdo S3 abrangeu os eventos de transformacao realizados
nos dias 13/03, 16/03 e 20/03. Das 267 plantas obtidas no estagio S3, 48 plantas
sobreviveram apds 7 dias de exposicdo ao agente seletivo e 219 plantas nédo
sobreviveram a exposicdo ao BASTA®, tendo assim uma taxa de sobrevivéncia
inicial de 17,97% (Tabela 3).

Estagio S4

O estagio de maturacdo S4 abrangeu os eventos de transformacéo realizados
nos dias 13/03, 16/03 e 20/03. Das 205 plantas obtidas no estagio S4, 30 plantas
sobreviveram apds 7 dias de exposicdo ao agente seletivo e 175 plantas nédo
sobreviveram a exposicdo ao BASTA®, tendo assim uma taxa de sobrevivéncia
inicial de 14,63% (Tabela 3).

5.2.2 pSvPIN1B :: YFP

Para a constru¢cdo pSvPIN1B :: YFP foram realizados também cinco eventos
de transformacgé&o independentes, nas seguintes datas: 13/03; 14/03; 16/03; 19/03 e
20/03, além de realizar as modificagdes em relacdo aos tempos de contato da
espiguilha com as cepas de A. tumefaciens transformadas como citado
anteriormente. As sementes tiveram uma taxa de germinacdo de 75% no
meio MS Y. Apés serem transferidas para o meio com o agente seletivo higromicina,
as 726 sementes oriundas do processo de transformacéo também foram separadas
de acordo com seu estagio de maturacdo no momento da transformagdo, como
acima citado. Ao final dos 7 dias de exposicado ao agente seletivo somente 7 plantas
sobreviveram. Infelizmente nenhuma planta sobreviveu ao processo de aclimatacao

em terra para que fosse possivel realizar a PCR de genotipagem (Figura 14).
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Figura 14: Numero de sementes que passaram pelo processo de transformagado e o numero

de plantas restante apd6s a sele¢cdo com higromicina.
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Estagio S1

O estagio de maturacdo S1 abrangeu o evento de transformacao realizado no
dia 19/03. Das 86 plantas obtidas no estagio S1, 7 plantas sobreviveram apos 7 dias
de exposicao ao agente seletivo e 79 plantas ndo sobreviveram a exposicao, tendo
assim uma taxa de sobrevivéncia de 8,13% (Tabela 3).

Estagio S2

O estagio de maturacdo S2 abrangeu os eventos de transformacao realizados
nos dias 13, 14, 16 e 19/03. Das 124 plantas obtidas no estagio S2, 19 plantas
sobreviveram apés 7 dias de exposicdo ao agente seletivo e 105 plantas né&o
sobreviveram a exposicdo, tendo assim uma taxa de sobrevivéncia de 15,32%
(Tabela 3).
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Estagio S3

O estagio de maturacdo S3 abrangeu os eventos de transformacéao realizados
nos dias 13, 14, 16 e 19/03. Das 464 plantas obtidas no estagio S3, 18 plantas
sobreviveram apdés 7 dias de exposicdo ao agente seletivo e 446 plantas
nao sobreviveram a exposi¢cdo, tendo assim uma taxa de sobrevivéncia de 3,87%
(Tabela 3).

Estagio S4

O estagio de maturacao S4 abrangeu o evento de transformacéo realizado no
dia 19/03. Das 9 plantas obtidas no estagio S4, 6 plantas sobreviveram apoés 7 dias
de exposicdo ao agente seletivo e 3 plantas ndo sobreviveram a exposicéo, tendo

assim uma taxa de sobrevivéncia de 66,66% (Tabela 3).

Estagio S5

O estagio de maturacao S5 abrangeu o evento de transformacéo realizado no
dia 19/03. Das 43 plantas obtidas no estagio S5, 9 plantas sobreviveram apos 7 dias
de exposicao ao agente seletivo e 43 plantas ndo sobreviveram a exposicéo, tendo

assim uma taxa de sobrevivéncia de 20,93% (Tabela 3).
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Tabela 3: Total de sementes obtidas ao final do processo de transformag&o com as
construcdes DR5 :: RFP e pSvPIN1B :: YFP e o total de sementes que sobreviveram ao
agente seletivo.

Estagio de DR5 :: RFP pSvPIN1B ::
transformacao YFP
Total de Plantulas Total de Plantulas
sementes que sementes que
sobreviveram sobreviveram
S1 102 15 86 7
S2 182 19 124 19
S3 267 48 464 18
S4 205 30 9 6
S5 - - 43 9

5.2.3 Teste de germinacéao

Visto que a dorméncia € um problema a ser enfrentado para a selecao de
possiveis plantas transformadas, realizamos experimentos com o0 objetivo de
averiguar a influéncia da temperatura de crescimento da planta mae em relacdo a
dorméncia de S. viridis. Foi realizado um experimento no qual as plantas mée foram
germinadas em duas temperaturas diferentes (20 e 27°C), visando analisar a
influéncia da temperatura da germinacéo das plantas mée na pronta germinacdo da

préxima geracao de S. viridis.

5.2.3.1 20°C

Foram analisadas um total de 1000 sementes oriundas de plantas mae
crescidas em camara de crescimento regulada para uma temperatura de 20°C.
500 sementes foram germinadas em meio de cultura obtendo uma taxa de
germinacao de 78,94% das sementes. Outras 500 sementes foram germinadas em
papel filtro e neste caso a taxa de geminacéo foi de 45,2% mostrando assim um

decréscimo na germinacao de 33,74%.
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5.2.3.227°C

Como anteriormente foi analisado um total de 1000 sementes oriundas de
planta mée crescidas em cadmara de cultivo regulada a 27°C. 500 sementes foram
germinadas em meio de cultura obtendo uma taxa de germinacédo de 65,46% das
sementes. Outras 500 sementes foram germinadas em papel filtro e neste caso a
taxa de geminacao foi de 47,05%, mostrando assim um decréscimo na germinagao
de 18,41%.

5.3 Modificacao de enfoque sobre a questéo principal

Devido ao fato de termos encontrado dificuldades em transformar a espécie
S. viridis, optamos por ndo clonar os genes referentes as proteinas PIN’s mais
expressas nos periodos iniciais do desenvolvimento radicular. Preferimos voltar
esforcos para desvendar as modulacdes sobre a escolha e desenvolvimento das

raizes primarias e adventicias.

5.4 Andlise da arquitetura radicular em funcéo de fatores abidticos

Muitos fatores abidticos podem influenciar na arquitetura radicular, dentre eles
podemos destacar a luz, além de condi¢Bes nutricionais. Experimentos realizados
anteriormente por nosso grupo apontaram que a luminosidade também poderia
influenciar na escolha entre raizes primarias e adventicias na espécie S. viridis.
Outro fator que foi analisado para entender a possibilidade de que algum fator
distribuido diferencialmente na espiguilha foi o posicionamento das sementes no
eixo apico-basal da espiguilha. Neste experimento foram utilizadas sementes
provenientes de plantas mae expostas a temperaturas mais amenas (20°C), com a
intencdo de entender diferenciais de heranca materna no estabelecimento da
arquitetura radicular. Analisamos também a possibilidade de que caréncias
nutricionais de alguns dos principais macronutrientes influenciasse na arquitetura
radicular nos primeiros momentos de estabelecimento da arquitetura radicular. Por

ultimo foram analisadas as arquiteturas radiculares de plantulas de S. viridis
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expostas a concentracdes adequadas de alguns dos principais hormoénios vegetais,
para monitorar se a presenca destes reguladores vegetais influenciasse na escolha

dos tipos radiculares emitidos nos primeiros momentos poés-germinacao.

5.4.1 Anédlise da arquitetura radicular em funcéo de diferentes condi¢cfes de

luminosidade

Realizamos 2 experimentos utilizando diferentes condi¢cdes de luz. Dividimos
0 primeiro experimento em 3 condi¢des analisando 78 plantulas no total, durante os
18 dias ap6s a germinagcdo. Condicdo 1 - definida como escuro completo:
26 plantulas foram germinadas e permaneceram na condi¢cdo de escuro completo
por 7 dias. Apds isto as plantas foram crescidas em condi¢cdes de claro com
fotoperiodo 16h luz/8h escuro, e as medi¢cdes do tamanho das raizes foram
realizadas durante o dia. Condigédo 2 - definida como escuro parcial: 28 plantulas
foram germinadas no escuro, mas desde o primeiro dia apdés a germinacao as
medicdes do sistema radicular foram realizadas em condi¢cées de luz, voltando as
plantulas seguidamente a condi¢do de escuro até o 7° dia. ApGs o 7° dia as plantulas
foram crescidas em fotoperiodo 16h luz/8h escuro, e as medi¢cdes do tamanho das
raizes foram realizadas durante o dia. Condicdo 3 - definida como claro:
24 plantulas foram germinadas e crescidas em condicdes de fotoperiodo 16h luz/8h
escuro durante todo o periodo de andlise, realizando as medi¢bes das raizes
durante o dia. Todas as plantulas foram analisadas quanto a presenca da raiz
primaria, e raiz adventicia, e todos os tipos radiculares foram medidos diariamente.
Realizamos também um segundo experimento com um numero maior de plantulas
(440 plantulas), 220 plantulas no qual utilizamos a condi¢do idéntica a Condigao 1
do primeiro experimento - definida como escuro completo, mas que passaram por
um periodo de escuro maior,
de 12 dias, para verificar se um periodo de escuro mais prolongado pudesse
aumentar a incidéncia de um grupo observado especifico. Outras 220 plantulas
foram germinadas em condic¢des idénticas a Condicdo 3 do primeiro experimento —
definida como claro. A partir dos dados extraidos das plantulas pudemos classificar
4 grupos de plantulas com comportamentos diferentes (Tabela 4).
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Tabela 4: Classificacao do tipo radicular presente em S. viridis e a relagdo entre os tipos de

raizes.

Classificagao dos grupos

Tipos de raizes presentes

Relacdo de crescimento entre as
raizes

G1 N&o germinou -
G2 Somente raiz priméria -
G3.1 Raiz primaria e adventicia Raiz priméaria parou de crescer apos
0 surgimento da raiz adventicia
G3.2 Raiz primaria e adventicia Raiz primaria continuou crescendo

apos o surgimento da raiz adventicia

5.4.1.1 Primeiro experimento - Escuro completo

Foi possivel notar que das plantulas que permaneceram no escuro 54%

(14 plantulas) apresentaram somente raiz primaria (G2), 35% (9 plantulas)

apresentaram tanto raiz primaria quanto secundaria, e que a raiz primaria parava de
crescer quando a raiz adventicia surgiu, e 12% (3 plantulas) (G3.1), que é o grupo

das plantulas que apresentavam tanto raiz primaria e adventicia, e em que a raiz

primaria continuava a crescer mesmo depois do surgimento da raiz adventicia (G3.2)

(Figura 16).
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Figura 15: A — grupo das sementes que ndo germinaram (G1); B — grupos das pléantulas que
apresentaram raizes primarias (G2); C — grupo das plantulas que apresentaram raizes
primérias que pararam de crescer ap0s 0 surgimento da raiz adventicia (G3.1); D — grupo
das plantulas que apresentaram raizes primarias que continuou crescendo apos o
surgimento da raiz adventicia (G3.2) na condi¢éo de escuro.

Figura 16: Distribuicéo geral da classificagcéo dos tipos radiculares em S. viridis na condigédo

de escuro.
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5.4.1.2 Primeiro experimento - Escuro parcial

Foi possivel notar que das plantulas que permaneceram no escuro parcial
71% (20 plantulas) apresentaram somente raiz primaria (G2), 25% (7 plantulas)
apresentaram tanto raiz primaria quanto secundaria, mas em que a raiz primaria
parava de crescer quando a raiz adventicia surgiu (G3.1), e 4% (1 plantula) que é o
grupo das plantulas que apresentavam tanto raiz priméaria e adventicia, e em que a
raiz primaria continuava a crescer mesmo depois do surgimento da raiz adventicia
(G3.2) (Figura 18).

Figura 17: A — grupo das plantulas que ndo germinaram (G1); B — grupos das plantulas que
apresentaram raizes primarias (G2); C — grupo das plantulas que apresentaram raizes
primarias que pararam de crescer apds 0 surgimento da raiz adventicia (G3.1); D — grupo
das plantulas que apresentaram raizes primarias que continuou crescendo apés o

surgimento da raiz adventicia (G3.2) na condi¢éo de escuro parcial.
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Figura 18: Distribuicéo geral da classificagcdo dos tipos radiculares em S. viridis na condicdo

de escuro parcial.
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5.4.1.3 Primeiro experimento — Claro

Foi possivel notar que das sementes que receberam luminosidade constante
88% (21 plantulas) apresentaram somente raiz primaria (G2), 8% (2 plantulas)
apresentaram tanto raiz primaria quanto secundaria, mas em que a raiz primaria
parava de crescer quando a raiz adventicia surgiu (G3.1), e 4% (1 plantula) que é o
grupo das plantulas que apresentavam tanto raiz priméaria e adventicia, e em que a
raiz primaria continuava a crescer mesmo depois do surgimento da raiz adventicia
(G3.2) (Figura 20).
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Figura 19: A — grupo das plantulas que ndo germinaram (G1); B — grupos das plantulas que
apresentaram raizes primarias (G2); C — grupo das plantulas que apresentaram raizes
primarias que pararam de crescer ap0s 0 surgimento da raiz adventicia (G3.1); D — grupo
das plantulas que apresentaram raizes primarias que continuou crescendo apos o

surgimento da raiz adventicia (G3.2) na condic&o de claro.

Figura 20: Distribuicdo geral da classificacdo dos tipos radiculares em S. viridis na condic&o

de claro.
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Portanto foi possivel notar que nas condi¢es tanto de presenca quanto de
caréncia de luz, a presenca somente da raiz primaria representou a grande maioria

das plantas analisadas.

Dentre as sementes que permaneceram no escuro a taxa de germinacao foi
de 44%, ja as sementes que receberam luz no momento das medi¢des, ou seja, sob
condicao de escuro parcial, foi possivel obter uma taxa de germinacédo de 50%, e as
sementes que receberam luminosidade constante apresentou uma taxa de
germinacdo de 41%. Portanto a luz exerceu influéncia na taxa de germinacgéao,
apesar da taxa de germinacdo ainda continuar sendo baixa. Foi possivel notar
também que as plantulas deixadas na condicdo de escuro completo tiveram um
maior desenvolvimento das raizes adventicias quando comparadas as plantulas que

receberam luz.

O resultado do teste t com p > 0,05 revelou que a média das raizes primarias
dos grupos G2 e G3.1 das plantulas que cresceram na presenca e na auséncia de
luz ndo possui diferenca estatistica significativa, ja a médias das raizes primarias do
grupo G3.2 das plantulas que cresceram na presenca e na auséncia de luz

apresentaram diferenca estatistica significativa.

5.4.1.4 Segundo experimento — Escuro

Visto que no primeiro experimento utilizamos um paquimetro para fazer as
medicdes, um sistema com grande margem de erro, optamos por realizar um
segundo experimento com maior nimero de plantas para dar maior robustez
estatistica as nossas analises. Utilizando 440 sementes, 220 sementes foram
crescidas de forma parecida a Condicdo 1 aumentando o periodo de escuro
completo por 12 dias e 220 sementes foram crescidas de forma idéntica a Condicao
3. Devido ao fato de que a condicdo de escuro parcial poderia afetar a
escotomorfogénese atraves da exposicao a luz para as medicdes, e que apresentou
dados em relacdo a escolha de um tipo radicular intermédio entre a condicdo de

escuro completo e claro, optamos por retira-la no experimento seguinte.

Das plantulas que ficaram na Condigcédo 1, 68% (79 plantulas) apresentaram
somente raiz priméaria (G2) 26% (30 plantulas) apresentaram raizes primarias e
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adventicias, porém a raiz priméria parou de crescer ap0s o surgimento da raiz
adventicia (G3.1), 7% (8 plantulas) apresentaram raizes primarias e adventicias,
porém a raiz primaria continuou crescendo apos o0 surgimento da raiz adventicia
(G3.2) (Figura 21).

Figura 21: Distribuicdo geral da classificacao dos tipos radiculares em S. viridis na condicéo

de escuro.
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5.4.1.5 Segundo experimento — Claro

Através deste experimento foi possivel notar que a maioria das plantulas 85%
(60 plantulas) apresentaram somente raiz primaria (G2), 8% (6 plantulas)
apresentaram tanto raizes primarias quanto raizes adventicias, porém as raizes
primarias pararam de crescer quando a raiz adventicia surgiu (G3.1) e 7%
(5 plantulas) apresentaram tanto raiz primaria quanto raiz adventicia, porém a raiz
primaria continuou crescendo apos o surgimento da raiz adventicia (G3.2) (Figura
22).
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Figura 22: Distribuigéo geral da classificacio dos tipos radiculares em S. viridis na condicédo
de claro.
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Foi possivel notar uma taxa de germinacdo de 30% nas plantulas que
receberam luminosidade constante e 50% para as plantulas que permaneceram no
escuro. Foi possivel constatar que o crescimento das raizes primérias das plantulas
deixadas no escuro, analisando o parametro tamanho radicular, foi bem menor do
gue aguelas que receberam luz. As raizes adventicias das plantulas que foram
deixadas na auséncia de luz sdo menores, porém se desenvolveram em maior
namero quando comparadas com as raizes adventicias das plantulas que
receberam luz. As plantulas que ficaram na auséncia de luz também apresentaram
estiolamento, devido ao tempo na auséncia de luz e isso pode ter, potencialmente,
prejudicado o crescimento das plantulas. Além disso, as raizes adventicias das
plantulas deixadas no escuro se desenvolveram entrelagcadas entre si, dificultando o
processo de medicdo. O periodo de 12 dias na auséncia de luz foi prejudicial as
plantulas, acarretando alto indice de mortalidade entre as mesmas.

O resultado do teste t com p > 0,05 revelou que a média das raizes primarias
do grupo G2 das plantulas que cresceram na presenca e na auséncia de luz nao
possui diferenca estatistica significativa, ja a médias das raizes primarias dos grupos
G3.1 e G3.2 das plantulas que cresceram na presenca e na auséncia de luz
apresentaram diferenca estatistica significativa. Ja analisando a média das raizes
adventicias dos grupos G3.2 e G3.1 das plantulas que cresceram na presenca e na

auséncia de luz ndo possui diferenca estatistica significativa.
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5.4.2 Experimento de divisdo da espiguilha em setores com diferentes estagios
de maturagéo

No decorrer da realizacdo de experimentos de propagacdo de plantas em
nossas camaras de crescimento foi possivel notar que a floracdo e a maturacdo das
sementes numa mesma espiguilha apresentavam estagios de desenvolvimento
diferente em funcdo do posicionamento da flor na espiguilha. As flores da porcéo
medial da espiguilha sdo consistentemente as primeiras a entrar em antese,
seguidas das flores da porcao apical e por fim das flores da porcao basal. A partir
desta observacdo nos questionamos se o0 posicionamento da flor e da futura
semente na espiguilha poderia exercer algum tipo de influéncia sobre a escolha do
tipo de arquitetura radicular emitido pela semente. A fim de analisar se a diferenca
na maturacdo afetava a escolha e o0 desenvolvimento do sistema radicular
realizamos um experimento piloto separando as sementes provenientes da parte
apical, medial e basal, ou seja, de diferentes setores da espiguilha da planta méae.
Cabe ressaltar que as plantas mée analisadas neste experimento foram crescidas a
temperaturas de 21°C, por motivos logisticos derivantes de outros experimentos que
estavam sendo realizados paralelamente. Os experimentos foram realizados em
duas condicdes: Condicdo de escuro completo idéntica a Condicdo 1 dos
experimentos anteriores com um periodo de escuro de somente 4 dias, sem receber
iluminacdo e recebendo luz nos dias posteriores; Condicdo de claro, idéntica a

Condicao 3 dos experimentos anteriores.

5.4.2.1 Porgao apical — Claro

Foi possivel notar que das plantulas que cresceram sob luminosidade
constante, 78% (14 plantulas) apresentaram somente raiz primaria (G2),
11% (2 plantulas) apresentaram tanto raiz primaria quanto adventicia, e que a raiz
primaria parava de crescer quando a raiz adventicia surgiu (G3.1), e 2%
(11 plantulas) apresentavam tanto raiz primaria quanto adventicia, mas que a raiz
primaria continuava a crescer mesmo depois do surgimento da raiz adventicia (G3.2)
(Figura 23).
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Figura 23: Distribuicdo geral da classificagéo dos tipos radiculares oriundas da porc¢éo apical
de S. viridis.
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5.4.2.2 Porcao medial — Claro

Foi possivel notar que das plantulas crescidas sob luminosidade constante,
53% (8 plantulas) apresentaram somente raiz primaria (G2), 27% (4 plantulas)
apresentaram tanto raiz primaria quanto secundaria, e que a raiz primaria parava de
crescer quando a raiz adventicia surgiu (G3.1), e 20% (3 plantulas) apresentavam
tanto raiz primaria quanto raiz adventicia e que raiz primaria continuava a crescer

mesmo depois do surgimento da raiz adventicia (G3.2) (Figura 24).
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Figura 24: Distribuicdo geral da classificacdo dos tipos radiculares oriundas da porcéo
medial de S. viridis.
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5.4.2.3 Porcao basal — Claro

Foi possivel notar que das plantulas que cresceram sob luminosidade
constante, 63% (5 plantulas) apresentaram somente raiz primaria (G2), e 38%
(3 plantulas) apresentavam tanto raiz primaria quanto adventicia e que a raiz
priméria continuava a crescer mesmo depois do surgimento da raiz adventicia (G3.2)
(Figura 25).

Figura 25: Distribuic&o geral da classificagdo dos tipos radiculares oriundas da porgéo basal
de S. viridis.
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5.4.2.4 Porgéo apical — Escuro

Foi possivel notar que das plantulas que permaneceram sem luminosidade
durante 4 dias, 27% (4 plantulas) apresentaram somente raiz primaria (G2),
40% (6 plantulas) apresentaram tanto raiz primaria quanto secundaria, e que a raiz
primaria parava de crescer quando a raiz adventicia surgiu (G3.1) e 33%
(5 plantulas) apresentavam tanto raiz primaria quanto raiz adventicia, e que a raiz
priméria continuava a crescer mesmo depois do surgimento da raiz (G3.2) (Figura
26).

Figura 26: Distribuicdo geral da classificacdo dos tipos radiculares oriundas da porcao apical
de S. viridis.
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5.4.2.5 Porcao medial — Escuro

Foi possivel notar que das plantulas que permaneceram sem luminosidade
durante 4 dias, 18% (7 plantulas) apresentaram somente raiz primaria (G2),
38% (4 plantulas) apresentaram tanto raiz primaria quanto secundaria, e que a raiz
primaria parava de crescer quanto a raiz adventicia surgiu (G3.1) e 45%
(5 plantulas) apresentavam tanto raiz primaria quanto adventicia, e que a raiz
priméria continuava a crescer mesmo depois do surgimento da raiz adventicia (G3.2)
(Figura 27).
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Figura 27: Distribuicdo geral da classificacdo dos tipos radiculares oriundas da porgéo
medial de S. viridis.
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5.4.2.6 Porgéao basal — Escuro

Foi possivel notar que das plantulas que permaneceram sem luminosidade
durante 4 dias, 30% (3 plantulas) apresentaram somente raiz primaria (G2),
40% (4 plantulas) apresentaram tanto raiz priméaria quanto secundaria, e que a raiz
primaria parava de crescer quanto a raiz adventicia surgiu (G3.1) e 30%
(3 plantulas) apresentavam tanto raiz primaria quanto raiz adventicia, que a raiz
priméria continuava a crescer mesmo depois do surgimento da raiz adventicia (G3.2)
(Figura 28).

Figura 28: Distribuicéo geral da classificagdo dos tipos radiculares oriundas da porgéo basal
de S. viridis.
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Neste experimento a taxa de germinacao foi de 31% nas sementes oriundas
das partes basais da espiguilha, 47% nas sementes oriundas das partes mediais e

46% nas sementes oriundas das partes apicais da espiguilha.

A porcéo apical apresentou plantulas com raizes priméarias nos grupos G2,
G3.1 e G3.2 que foram deixadas na auséncia de luz foram menores do que as que
receberam luz. Quando comparamos as raizes adventicias das plantulas dos grupos

G3.1 e G3.2 deixadas no escuro foram maiores do que as que receberam luz.

O resultado do teste t com p > 0,05 revelou que a média das raizes primarias
do grupo G2 das plantulas que cresceram na presenca e na auséncia de luz possui
diferenca estatistica significativa. As médias das raizes primarias dos grupos G3.1 e
G3.2 das plantulas que cresceram na presenca e na auséncia de luz apresentaram
diferenga estatistica significativa também. A média das raizes adventicias do grupo
G3.1 das plantulas que cresceram na presenca e na auséncia de luz ndo possui
diferenca estatistica significativa, e a média das raizes adventicias do grupo G3.2
das plantulas que cresceram na presenca e na auséncia de luz possui diferenca

estatistica significativa.

5.4.3 Acompanhamento do desenvolvimento das raizes em condicdo de

caréncia nutricional para nitrato e fosfato

Alguns compostos tais como fosfato e nitrato s&o essenciais para 0
desenvolvimento vegetal. Com o objetivo de analisar a influéncia desses nutrientes
na escolha do tipo de arquitetura radicular em S. viridis foi realizado um experimento
germinando as plantulas em meio completo (+ P, +N), como descrito por Bates e
Lynch (1996), usando uma mistura de nutrientes (JOHNSON et al., 1957). Portanto
realizamos um experimento de acompanhamento do desenvolvimento radicular de
S. viridis utilizando o meio Johnson completo, outro em que foi utilizado o0 mesmo
meio Johnson retirando nitrogénio, outro retirando fosforo e um controle negativo,
sendo composto de agua, phytagel e cloreto de célcio. Para tal experimento foram
analisadas 56 plantulas. As condicbes de crescimento utilizadas foram de

fotoperiodo 16h luz/8h escuro.
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5.4.3.1 Meio Johnson completo

Dentre as 12 plantulas que foram germinadas e se desenvolveram no meio
Johnson completo, 58% (7 plantulas) apresentaram somente raiz primaria (G2),
42% (5 plantulas) apresentaram tanto raiz primaria quanto raiz adventicia, porém a
raiz primaria continuou crescendo apos o surgimento da raiz adventicia (G3.2)
(Figura 30).

Figura 29: A — Sementes de S. viridis do grupo G1; B - plantas do grupo G2; C - plantas do
grupo G3.2, germinadas em meio Johnson completo.

Figura 30: Distribuicdo geral da classificacdo dos tipos radiculares de S. viridis germinadas
em meio Johnson completo.
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5.4.3.2 Meio Johnson menos N

Dentre as 15 sementes que foram germinadas e se desenvolveram no meio
Johnson sem nitrogénio, 40% (6 plantulas) apresentaram somente raiz primaria

(G2), 13% (2 plantulas) apresentaram tanto raizes primarias quanto adventicias,
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porém a raiz primaria parou de crescer apds o surgimento da raiz adventicia (G3.1) e
47% (7 plantulas) apés seu desenvolvimento apresentaram tanto raiz primaria
quanto raiz adventicia, porém a raiz primaria continuou crescendo apdés o

surgimento da raiz adventicia (G3.2) (Figura 32).

Figura 31: A — Sementes de S. viridis do grupo G1; B - sementes do grupo G2; C - sementes
do grupo G3.1; D - sementes do grupo G3.2, germinadas em meio Johnson menos N.

Figura 32: Distribuicdo geral da classificacdo dos tipos radiculares de S. viridis germinadas

em meio Johnson menos N.
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5.4.3.3 Meio Johnson menos P

Dentre as 14 sementes que foram germinadas e se desenvolveram no meio
Johnson sem nitrogénio, 57% (8 plantulas) apresentaram somente raiz primaria
(G2), 43% (6 plantulas) apresentaram tanto raiz primaria quando raiz adventicia,
porém a raiz primdaria continuou crescendo apds o surgimento da raiz adventicia
(G3.2) (Figura 34).
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Figura 33: A — Sementes de S. viridis do grupo G1; B - plantas do grupo G2; C - plantas do

grupo G3.2, germinadas em meio Johnson menos P.

Figura 34: Distribuicdo geral da classificagdo dos tipos radiculares de S. viridis germinadas

em meio Johnson menos P.
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5.4.3.4 Agua, phytagel e cloreto de célcio

Dentre as 15 sementes que foram germinadas e se desenvolveram em agua,
phytagel e cloreto de calcio, 60% (9 plantulas) apresentaram somente raiz primaria
(G2), 20% (3 plantulas) apresentaram tanto raizes primdarias quanto adventicias,
porém a raiz primaria parou de crescer ap0s o surgimento da raiz adventicia (G3.1),
20% (3 plantulas) apresentaram tanto raiz primaria quando raiz adventicia, porém a
raiz primaria continuou crescendo apos o surgimento da raiz adventicia (G3.2)
(Figura 36).
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Figura 35: A — Sementes de S.viridis do grupo G1; B - sementes do grupo G2; C - sementes
do grupo G3.1; D - sementes do grupo G3.2, germinadas em agua, phytagel e cloreto de
célcio.

Figura 36: Distribuicdo geral da classificagdo dos tipos radiculares de S. viridis germinadas

em agua, phytagel e cloreto de célcio.
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Em relacdo a taxa de germinacao foi possivel notar que no meio Johnson
completo obtivemos 63,15%, no meio Johnson menos nitrogénio a taxa de
germinacdo foi de 75%, no meio Johnson menos fésforo a taxa de germinacgéo
foi de 66,67%, e utilizando agua, phytagel e cloreto de calcio a taxa de germinacéo
foi de 88%.

O resultado do teste t com p > 0,05 revelou que a média das raizes primarias
do grupo G2 das plantulas que cresceram em meio Johnson completo e as plantulas
que cresceram em caréncia de nitrogénio, fésforo e agua, phytagel e cloreto de
calcio apresentaram diferenca estatistica significativa. Tanto a média das raizes

primérias quanto a média das raizes adventicias do grupo G3.1 das plantulas que
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cresceram em caréncia de nitrogénio e crescidas em agua, phytagel e cloreto de
calcio ndo apresentaram diferenca estatistica significativa. Tanto a média das raizes
primarias quanto a média das raizes adventicias dos grupos G3.2 das plantulas que
cresceram em meio Johnson completo e na caréncia de nutrientes, incluindo assim,

agua phytagel e cloreto de célcio possui diferenca estatistica significativa.

5.4.4 Acompanhamento do desenvolvimento da arquitetura radicular utilizando

alguns hormonios vegetais

Foi realizando um experimento utilizando horménios vegetais, a fim de
observar a influéncia dos mesmos na escolha e no desenvolvimento do sistema
radicular. Foi caracterizada a presenca da raiz primaria, e quando presente a raiz

adventicia, e a relacéo entre elas como acima citado (Figura 37).

Figura 37: A — Plantulas de S. viridis germinadas em meio MS %; B - plantulas germinadas
em meio MS % contendo 0,1uM de zeatina; C - plantulas germinadas em meio MS %
contendo 1uM de 2,4-D (&cido diclorofenoxiacético); D - plantulas germinadas em meio MS
% contendo 10pM de NPA (acido 1-N-naftilftalamico) e E - plantulas germinadas em meio
MS % contendo 10uM de GA3 (&cido giberélico).

A -CONTROLE ’ i % B-ZEATINA
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5.4.4.1 Controle

As plantulas que se desenvolveram em meio MS % sem suplementacédo de
nenhum dos reguladores vegetais, 57% (13 plantulas) apresentaram somente raiz
primaria (G2), 17% (4 plantulas) apresentam raiz primaria que parou de crescer apos
0 surgimento da raiz adventicia (G3.1) e 26% (6 plantulas) apresentam raiz primaria

que continua crescendo apos o aparecimento da raiz adventicia (G3.2) (Figura 38).

Figura 38: Distribuicdo geral da classificacdo dos tipos radiculares de S. viridis germinadas
em meio MS %,
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Figura 39: A - Plantulas de S. viridis germinadas em meio MS %2; B — Raiz primaria de S.
viridis; C — Raiz adventicia de S. viridis.
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544224-D

Nas plantulas que se desenvolveram em meio MS % suplementado com 2,4 -
D néo foi possivel realizar as medi¢des, pois se formou uma massa de tecido ndo

diferenciado, sem a formacéao de tecidos organizados (Figura 37).

5.4.4.3 Zeatina

As plantulass que se desenvolveram em meio MS % suplementado com
zeatina em sua grande maioria 89% (17 plantulas) apresentaram somente
raiz primaria (G2), ja os outros 10% estdo divididos de forma igual
(5% - 1 plantula) que apresentou raiz primaria que parou de crescer apés o
surgimento da raiz adventicia (G3.1); e plantula que apresentam raiz primaria que
continua crescendo ap6és o aparecimento da raiz adventicia (G3.2)
(Figura 40).

Figura 40: Distribuicdo geral da classificagdo dos tipos radiculares de S. viridis germinadas

em meio MS % suplementado com zeatina.
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Figura 41: A - Plantulas de S. viridis germinadas em meio MS % suplementado com zeatina;

B — Raiz priméria de S. viridis; C — Raiz adventicia de S. viridis.

5.4.4.4 GAs

As plantulas que se desenvolveram em meio MS % suplementado com GA3
em sua grande maioria 55% (11 plantulas) apresentaram somente raiz primaria (G2),
25% (5 plantulas) apresentam raiz primaria que parou de crescer apds 0 surgimento
da raiz adventicia (G3.1) e 20% (4 plantulas) apresentam raiz primaria que continuou

crescendo ap0s o aparecimento da raiz adventicia (G3.2) (Figura 42).

Figura 42: Distribuigdo geral da classificagédo dos tipos radiculares de S. viridis germinadas

em meio MS ¥ suplementado com GA:s.
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Figura 43: A - Plantulas de S. viridis germinadas em meio MS %2 suplementado com GAs; B
— Raiz primaria de S. viridis; C — Raiz adventicia de S. viridis.

5.4.4.5 NPA

As plantulas que se desenvolveram em meio MS %2 suplementado com NPA
80% (16 plantulas) apresentaram somente raiz primaria (G2), 20%
(4 plantulas) apresentam raiz primaria que parou de crescer apds 0 surgimento da
raiz adventicia (G3.1) (Figura 44).

Figura 44: Distribuicdo geral da classificagdo dos tipos radiculares de S. viridis germinadas
em meio MS % suplementado com NPA.
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Figura 45: A - Plantulas de S. viridis germinadas em meio MS % suplementado com NPA; B

— Raiz primaria de S. viridis; C — Raiz adventicia de S. viridis.
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6. DISCUSSAO

Estudos preliminares realizados em um laboratério parceiro envolvendo
germinacao de S. viridis e posterior analise de microscopia, em um pequeno nimero
de plantas, visando analisar os estagios iniciais da germinacdo mostravam a
presenca do coleoptilo e da raiz principal (também chamada de radicula) que
possuem a funcdo de romper o tegumento da semente. De forma totalmente
diferente daquilo que acontece com as raizes embrionéarias de dicotiledéneas como
A. thaliana, alguns dias apés a germinacao a raiz principal apresentava um processo
gue se assemelhava com a senescéncia, ja que apresentava alteracdo de coloracao,
passando de uma coloracdo em tons de verde para tons de marrom. Conversas
preliminares com outros grupos de pesquisa que também trabalhavam com S. viridis
apontavam a provavel existéncia de um mecanismo de desenvolvimento do
meristema radicular no qual havia uma senescéncia da raiz priméaria favorecendo
assim o desenvolvimento das raizes adventicias. O possivel mecanismo de
senescéncia da raiz embrionaria foi melhor estudado por Mayra C.A. Costa (2018),
demonstrando ndo a senescéncia da raiz, mas sim um mecanismo de escolha
diferencial de arquitetura radicular. Essa dissertacdo demostrou que plantas,
derivantes da mesma planta mae apresentavam em alguns casos somente a raiz
embrionéaria, em outros casos a senescéncia da raiz principal conjuntamente com o
desenvolvimento de raizes adventicias, em outros casos com ambas as raizes
crescendo conjuntamente. O equivoco relativo a hipotese inicial sobre a senescéncia
da raiz embrionaria pode ser interpretada como uma analise de microscopia feita
sobre um numero muito limitado de plantas, analisadas em condi¢cdes luminosas
diferentes das nossas, mas que nao representa a variedade de fenotipos radiculares
gue podem ser observados em maior escala. De todas as formas a hip6tese inicial
do presente estudo, que formula que a raiz embrionaria apresenta um mecanismo
de senescéncia, sabe-se hoje que é valida somente para uma fracdo de plantas de
S. viridis, mas ndo para todas, e que existe uma estratégia de variacdo da
arquitetura radicular ainda néo explorado. Este fato aumenta ainda mais o interesse
na compreensdo do comportamento dos transportadores polares da auxina na

espécie S. viridis, envolvidos no estabelecimento do meristema radicular.
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6.1 Andlise dos SvPIN's mais expressas nos estagios iniciais do

desenvolvimento radicular

Realizamos estudos envolvendo a filogenia da familia das proteinas PIN’s,
com o objetivo de transformar as plantas com os genes dos transportadores polares
de auxina expressos durante o estabelecimento do sistema radicular, fusionados ao
gene reporter GFP. Estudos anteriores envolvendo a filogenia da familia das
proteinas PIN’s em milho apontaram que a filogenia da familia das proteinas PIN's
apresentam 4 clados distintos, tal estudo envolveu espécies diferentes de membros
da familia das Poaceae, entretanto tal estudo néo incluiu a espécie S. viridis. Os
resultados obtidos por O"Connor et al. (2014) relatam que em membros da familia
das Brassicasseae, como A. thaliana, o clado dos genes SoPIN’s, (Sister - of - PIN)
estd ausente. Estudos envolvendo monocotiledéneas, como Brachypodium e milho,
denotam que tal clado guarda uma intima relacdo com membros do clado PIN 1A e
PIN 1B em espécies de monocotiledéneas, porém estudos de expressao revelam
uma distingdo nos padrdes de expressdo desses genes. Tais diferencas sugerem
que o gene SoPIN possui fungBes relacionadas a formacédo de picos maximos de
auxina; ja os genes PIN 1A e PIN 1B possivelmente possuam func¢des relacionadas
a padronizacdo dos feixes vasculares, e, portanto, mais aos processos de
canalizacdo da auxina. Em monocotiledéneas da familia Poaceae, PIN1 apresenta
uma duplicacdo em PIN 1A e PIN 1B, denotando que ocorreu uma duplicacéo
anterior ao ancestral comum das Poaceae; essa duplicacdo entre PIN 1A e PIN 1B
nao esta presente em Brassicasseae, 0 que indica que a duplicacdo aconteceu
depois da separacdo entre dicotiledéneas e monocotiledéneas. Os resultados de
filogenia feitos em nosso estudo, e que incluem a familia das proteinas PIN's na
espécie S. viridis corroboram aos resultados descritos anteriormente que dividem a
familia dos genes PIN's nos mesmos clados, denotando uma conservagao de
distribuicdo entre os membros da familia Poaceae (O"CONNOR et al., 2014) (Figura
3).

As analises de expressao génica dos genes PINs de S. viridis por PCR semi-
guantitativa extraidos de diferentes tecidos vegetais, apontaram que nos momentos
iniciais do desenvolvimento radicular os genes PIN 3,4,7 1 e PIN 3,4,7 2, sdo 0s
mais expressos. O gene PIN 1B também apresentou expressdo, mas com niveis

mais baixos, possivelmente devido a um fator de diluicdo da expressao deste no
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apice radicular, posto que este gene esta putativamente implicado nos processos de
canalizagédo da auxina para a formagéao de tecido vascular. Mesmo assim, devido ao
fato que a canalizacdo da auxina pode exercer um papel mesmo que marginal na
formacédo de novos picos de auxina, necessarios para o estabelecimento de novos
meristemas radiculares, decidimos clonar PIN 1B, além dos mais expressos PIN
3,4,7 1 e PIN 3,4,7 2 a partir de DNA gendmico. O processo de clonagem de uma
regido promotora de aprox. 3kb, junto ao gene PIN resultava em amplicons com
tamanhos maiores de 5kb, e ndo fomos capazes de amplificar este amplicon em um
fragmento Unico. Portanto foi utilizada uma estratégia de amplificacdo dos
promotores e genes em dois fragmentos separados, que depois seriam unidos por
restricdo enzimatica e ligacdo. Os fragmentos parciais dos promotores e genes
foram amplificados e extraidos com éxito, porém a clonagem néao foi levada adiante
pelo fato de ndo conseguirmos transformar plantas de S. viridis. Nao teria sentido
em termos econdmicos e de trabalho de dissertagdo seguir adiante com a clonagem
destas construcfes, fusionadas a GFP, sem ter um processo de transformacao
eficiente, factivel e reproduzivel em nossas maos, assim que os amplicons dos
fragmentos de clonagem forma guardados a -80°C na espera de termos capacidade

de transformar S. viridis.

6.2 Transformacédo e selecdo dos possiveis transformantes de S. viridis via

“spike - dip”

A transformagao genética via “spike - dip”, que foi proposta como método de
transformacao a ser utilizada nesse trabalho, tem como um dos principios que a
espiguilha da planta mée seja posta em contato com a cepa super - virulenta AGL1
de A. tumefaciens durante a formacgéo do tecido germinal materno. A transformacéo
ocorre em tecido floral em desenvolvimento, quando ainda n&o protegido pelas
etapas sucessivas de maturacdo das sementes (DESFEUX; CLOUGH; BENT,
2000), permitindo assim que as sementes obtidas ao final do processo de
transformacado e subsequente fecundagdo autbgama, levassem as futuras geracdes
as novas caracteristicas provenientes da insercdo do material genético. O processo
de transformacao via “spike - dip” guarda muitas semelhancas com o processo de
transformacao via “floral - dip” que é muito utilizado para outras espécies modelo
como A. thaliana (CLOUGH; BENT, 1988) e Capsella bursa - pastoris
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(BARTHOLMES; NUT; THEIBEN, 2008); tal processo também é utilizado em
monocotiledéneas com cana - de - agucar (MAYAVAN et al., 2015). As metodologias
de transformagao através de “spike - dip” em S. viridis descritas na literatura sé&o
duas: Martins et al. (2015) trabalhou com o gendtipo A10.1, com inflorescéncias em
estagios iniciais, com cepas de A. tumefaciens da linhagem AGL1, com o vetor
PANIC 6A e com o gene marcador para a selecdo, a resisténcia ao antibiético
higromicina, enquanto Saha e Blunwald (2016) trabalharam com 3 genotipos
de S. viridis diferentes, A10.1, 132, e 98HT - 80, com as inflorescéncias separadas
em 5 estagios diferentes, com cepas diferentes de A. tumefaciens (AgL1, EHA105,
GV3101, LBA4404), com diferentes vetores e com o0 gene marcador para a
canamicina.

Optamos por utilizar a metodologia descrita por Saha e Brumwald, (2016) ja
que a metodologia descrita por Martins (2015) ja havia sido testada Mayra C.A.
Costa (2018) em sua dissertacdo de mestrado e ndo havia apresentado resultados
positivos. Além de testar esta outra metodologia utilizamos somente as condi¢des
qgue apresentaram melhores resultados (cepa super - virulenta AGL1 e gendtipo
A10.1) realizando modificagbes menores em relacdo ao tempo de contato da
espiguilha com A. tumefaciens transformada, ja que tal modificacdo ndo havia sido
testada. Porém no presente estudo o tempo de contato ndo demostrou influéncia no
sucesso da transformacdo ja& que nao obtivemos resultados positivos com o
processo de transformacdo em nenhuma condicdo. Portanto é decepcionante notar
que dois protocolos publicados, e que relatam um método simples e eficiente para a
transformacdo de S. \viridis, n&o resultaram em plantas transformadas
geneticamente. Este processo longo e trabalhoso, que tomou pouco mais que a
metade do tempo da dissertacdo, se revelou em nossas maos extremamente
suscetiveis a parametrizacdo de fatores ndo descritos na literatura. Uma reviséo
recente de Joyce Van Eck (2018), sobre o estado do processo de transformacéo em
S. viridis tem trazido a tona alguns fatores cruciais, previamente nao descritos, em
relacdo a nossos resultados. Este estudo denota a importadncia da selecdo dos
vetores, incluindo a composi¢cado do cassete genético contendo um gene marcador,
além do fato de que diferentes espécies de monocotiledbneas apresentam
resultados diferentes em relagdo a transformacéo. Constru¢cées contendo o gene
marcador para a higromicina (hpt), como gene de selecdo, dirigidas pelos

promotores pMDC e pANIC, utilizando promotores especificos de monocotileddneas,
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séo relatados como sendo as construgdes que apresentaram as maiores eficiéncias
de transformacao em S. viridis. Apesar de utilizarmos as mesmas cepas e vetores de
outros estudos que relataram sucesso no processo de transformacdo, nossos
resultados apontam que a construcdo pSvPIN1B :: YFP, contendo higromicina, como
gene marcador, ndo apresentou sucesso de transformacdo. O mesmo aconteceu
utilizando a construcdo DR5 :: RFP, construcdo que obteve sucesso no processo de
transformacao de milho, contendo o gene marcador para o BASTA®. Outro fator
crucial para a transformacéao de S. viridis descrito por Joyce Van Eck em sua revisao
parece estar ligado a um controle estrito das condi¢gdes ambientais das camaras de
crescimento em que séo crescidas as plantas a serem transformadas e que pode
levar a um drastico caimento da eficiéncia de transformacéo ou até a ndo obtencao
de plantas transformadas. Creditamos a este ultimo fator nossa incapacidade de
gerar plantas transformadas, posto que nossas camaras de cultivo ndo possuem
controle estrito de temperatura e umidade, e que apesar de permitirem um
crescimento ideal das plantas ndo apresentam condicbes Iideais para a
transformacao genética desta espécie. Acreditamos também que a janela temporal
para a transformacdao via “spike - dip” possa ser muito pequena e crucial para obter
resultados positivos, mas este fator ainda nao foi descrito e carece de mais estudos
para ser esclarecida.

6.3 Teste de germinacéao

Alguns estudos relacionados a dorméncia de sementes especialmente em
monocotiledéneas, indicam a influéncia de diversos fatores endégenos e ambientais
na quebra de dorméncia. (MA; BYKOVA; IGAMBERDIEV, 2017). Apesar de alguns
estudos reconhecerem que 0s mecanismos da germinacdo precisam ser melhor
estudados, foi evidenciado que os hormoénios possuem um papel relevante na
guebra da dorméncia (NONOGAKI; BASSEL; BEWEL, 2010). Por outro lado,
estudos relativos a influéncia das condicdes ambientais na qual a planta mae é
crescida, demonstraram que altas temperaturas podem transmitir informacdes
hereditarias relacionadas a mecanismos de dorméncia para as sementes,
favorecendo a dorméncia (PENFIELD, 2017). Portanto fomos verificar a possivel
influéncia da temperatura de crescimento da planta m&de no processo de

dorméncia, posto que as condigbes ideais para o0 crescimento de S. viridis
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sédo de 31°C durante o dia. Partindo do principio de que o processo de dorméncia,
instaurado pela planta mae, pode influenciar a estratégia de germinacdo da
progénie, podemos postular que a instauracédo da dorméncia poderia estar ligada as
escolhas adaptativas adotadas pela espécie invasiva S. viridis, maximizando assim
sua sobrevivéncia em condi¢cdes ambientais adversas. Estudos envolvendo o género
Setaria relatam a dorméncia como um processo caracteristico comum, observado
também em S. faberi (JOVAAG; DEKKER; ATCHISON, 2012). Em nossos
experimentos observamos que a taxa de germinacdao é maior em meio de cultura do
que em papel filtro nas duas temperaturas observadas. Em meio de cultura a taxa de
germinacdo apresentou um aumento de 13,48% em sementes oriundas de plantas
mae crescidas a 20°C, se comparadas com sementes oriundas de plantas mae
crescidas a 27°C. Portanto, em condi¢cdo de meio de cultura a taxa de germinacéao
apresentou um incremento significativo, muito maior que na condi¢cdo de germinagao
em papel de filtro. Esta diferenca poderia ser explicada por uma limitagdo na
capacidade de manter a umidade constante nos experimentos com papel de filtro,
mantendo assim a taxa de germinacdo entre as duas condi¢cfes similares. Nossos
resultados apontam que fatores ambientais, tais como a temperatura alta durante o
crescimento das plantas mée possa estar relacionados com a dorméncia das
sementes, sugerindo assim algum mecanismo de “memoéria” que pode estar
relacionada com as estratégias adaptativas do género Setaria. O aumento da taxa
de germinacdo em nossos experimentos foi relativamente baixo, mas € sabido que,
por exemplo, a memadria epigenética pode se propagar durante mais geracdes,
portanto para caracterizar melhor esta hipétese serdo necessarios estudos mais
detalhados sobre este aspecto ao longo de mais geragdes. Este estudo foi feito com
a intencdo de aumentar a germinabilidade das sementes transformadas, ja que a
dorméncia das plantas TO constitui um fator que poderia influenciar negativamente a

selecéo das plantas possivelmente transformadas.

6.4 Modificacédo de enfoque sobre a questéo principal

Devido ao fato que a dissertacdo da aluna Mayra C.A. Costa (2018) ja tinha
evidenciado problemas na realizacdo de transformacdes de tecidos germinais de S.
viridis, este trabalho comecou com duas linhas de trabalho em paralelo. A primeira

visou tentar transformar plantas de S. viridis com outro protocolo de “spike-dip”
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publicado, utilizando dois vetores com construgbes diferentes ja existentes e
funcionais em outras monocotiledéneas, para verificar a eficiéncia de transformacao
em nossas maos deste outro protocolo. A segunda linha de trabalho se concentrou
na analise de expressdo dos genes PIN’s nos momentos iniciais de crescimento,
com a consequente clonagem dos genes expressos nas raizes nestes primeiros
estagios. Porém visto que nem nos, nem muitos outros grupos de pesquisa que
trabalham com S. viridis (conversas durante o VI Congresso Monocots de 2018)
conseguimos replicar as transformacfes desta espécie com protocolos de “spike-
dip”, possivelmente por ndo possuirmos condi¢gdes de cultivo adequadas para gerar
0s possiveis transformantes, optamos por parar com o trabalho de clonagem dos
genes PIN’s. Dado este impedimento experimental até o momento ndo esperado, e
até que fosse possivel obter maiores informacdes em relacdo a como ter éxito no
processo de transformagdo germinal, decidimos nos concentrar em outros aspectos
relacionados ao estabelecimento do sistema radicular. Posto que outra dissertacao
de nosso laboratério sobre o assunto (COSTA, 2018) tinha evidenciado uma
interessante variacdo da arquitetura radicular decidimos explorar mais
detalhadamente este aspecto do estabelecimento de diferentes tipos radiculares,
correlacionando tais alterac6es com variaces de fatores abiodticos e enddgenos. Por
este motivo, além de ndo querer gastar recursos econdmicos do laboratério e de
tempo de tese em um objetivo que possui claros gargalos experimentais mais
afrente, a clonagem dos genes PIN’s, fusionados a um gene repérter ndo foi

continuado.

6.5 Analise da arquitetura radicular em funcéo de fatores abioticos

A fim de analisar o desenvolvimento das raizes através da modulacdo fatores
ambientais e endogenos, foram realizados experimentos utlizando fatores
ambientais diferentes como presenca e auséncia de luz, e fatores nutricionais como
presenca/auséncia de nutrientes como fosfatos e nitratos. Trabalhos com outras
monocotiledéneas tais como milho indicam a existéncia de 3 tipos de raizes além da
raiz primaria: raizes laterais, seminais e adventicias, também chamadas de raizes da
coroa (HOCHHOLDINGER; YU; MARCON, 2017). No presente estudo foi possivel
notar a presenca de raizes primarias e raizes adventicias, além das raizes laterais,

enquanto as seminais nao foram detectadas. Experimentos de acompanhamento e
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desenvolvimento de raizes em milho (Zea mays) e sorgo (Sorghum bicolor) relatam
diferencas quanto a presenca de raizes seminais, em sorgo tal categoria radicular
nao existe nos estagios iniciais do desenvolvimento (SINGH et al., 2010). Estudos
de outro grupo com a Poaceae S. viridis (SEBASTIAN; DINNENY, 2016) relatam,
porém, a ocorréncia ocasional e esporadica de raizes seminais, fato que em nossas
condi¢gbes de germinagcdo e em nossos tempos de crescimento observados néo foi
nunca observado. A diferenca em relacdo a presenca/auséncia de raizes seminais
observado por outros grupos e ndo por nosso, podem estar ligadas a diferencas nos
processos de escarificacdo e desinfestacdo das sementes, mas ndo foram
realizados estudos anteriores a respeito.

Nossas observacdes em relacdo a diferencas da arquitetura radicular nos
experimentos de crescimento com diferentes condi¢cdes de luz apontam que, apesar
de diferencas variando as condi¢cdes de luminosidade, a raiz primaria € o sistema
mais radicular preponderante até o décimo dia apés a germinacdo. A partir do
décimo dia a raiz adventicia comeca a crescer de forma mais consistente, virando o
sistema preponderante a partir do décimo terceiro dia. Curiosamente as condi¢cdes
de claro desde o primeiro dia apés a germinacdo parecem ter um efeito paliativo
sobre o crescimento da raiz primaria nos primeiros dias, pois este tipo radicular
cresce mais lentamente em condi¢cdes de claro que em condigbes de escuro parcial
e completo até o quinto dia apdés a germinacdo (Figura 46). A conclusdo mais
evidente neste tipo de experimento é que existe uma clara distincdo entre os tipos
radiculares emitidos no crescimento inicial pés-germinacao entre crescimento em
claro verso crescimento com escuro inicial. As condi¢cdes de claro favorecem o
estabelecimento do sistema radicular primario enquanto em condi¢des de escuro as
raizes adventicias aparecem em um namero maior de plantas (Figura 47). Podemos
postular que o crescimento em claro favoreca uma maior diferenciacdo dos tecidos
aéreos da parte mais basal do caule, desfavorecendo assim a formagéo de raizes
adventicias nas fases iniciais do crescimento. Porém sdo necessarios estudos mais
detalhados que correlacionem o crescimento de raizes primaria e adventicia em S.
viridis, ja que muitas variaveis podem influenciar a arquitetura radicular e em nosso
entender ndo h& estudos que correlacionem fatores ambientais com o

estabelecimento de diferentes arquiteturas radiculares.
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Figura 46: Médias dos tamanhos das raizes primarias e adventicias de
condicdes de claro e escuro.
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Figura 47: Distribuicdo geral dos tipos radiculares de S viridis nas condicbes de escuro e

claro.
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Estudamos também se mecanismos ligados a posicdo da flor/semente ao
longo do eixo apico/basal da espiguilha poderiam influenciar a escolha e o
desenvolvimento da arquitetura radicular. A por¢cdo medial apresentou plantulas com
raizes primarias na condi¢do escuro nos grupos G2 e G3.2 menores do que as que
receberam luz, enquanto que as plantulas do grupo G3.1 crescidas nestas
condi¢cdes apresentaram raizes primarias maiores do que as que receberam luz. As
raizes adventicias das plantulas do grupo G3.1 e G3.2 foram maiores do que as que
receberam luz.

A porcdo basal apresentou plantulas com raizes primarias nos grupos G2 e
G3.2 crescidas na condicdo de escuro maiores do que as que receberam luz. As
raizes adventicias das plantulas do grupo G3.2 crescidas nas condi¢cées de escuro
foram menores do que as que receberam luz.

As raizes adventicias das plantulas crescidas nas condi¢cdes de escuro se
desenvolveram em maior nimero quando comparadas com as raizes adventicias
das plantulas que receberam luz. As plantulas que ficaram na auséncia de luz
também apresentaram estiolamento, porém um estiolamento menor quando

comparadas com o experimento anterior, devido a exposi¢des ao escuro por tempos



88

menores. Supde-se que 0 pequeno numero de plantulas analisado, além do periodo
de 4 dias na auséncia de luz foram insuficientes para inferir se a maturacao
diferencial numa mesma espiguilha exerce influéncia na escolha e desenvolvimento
das raizes em S. viridis. Porém esse estudo corrobora as observacoes inicias de que
existe uma diferenca na escolha do tipo de raiz mediante a influéncia da luz, ja que a
distribuicdo geral da presenca dos tipos radiculares mais relevantes foi alterada na
auséncia de luz quando comparados com a distribuicdo geral dos tipos radiculares
na presenca de luz.

Nossos resultados mostram também que existe uma clara distincdo de
arquitetura radicular escolhida ao longo da espiguilha, e, portanto, é interessante
notar que trabalhar com uma Unica por¢cdo poderia trazer uma Vvisdo mais
consistente do sistema, podendo trazer médias mais constantes (Figura 48). A
conclusdo mais importante deste tipo de experimento evidencia que a arquitetura
radicular de S. viridis apresenta uma variacao de fendtipos radiculares nas primeiras
etapas do crescimento pds-germinacdo, e que esta pode ser modulada
guantitativamente pelo fator abiético luz. Provavelmente existem também outros
fatores ainda ndo compreendidos que influenciam nesta variagdo, ou que esta seja
parte de uma estratégia adaptativa de uma espécie infestante que tende a
maximizar seu fithess para qualquer tipo de solo.

Cabe ressaltar também que nos experimentos realizados com diferentes
condi¢cBes de luz, as sementes utilizadas eram oriundas de plantas mée crescidas a
27°C, enquanto nos experimentos em que a espiguilha foi separada em setores
diferentes, as sementes eram oriundas de plantas méae crescidas a 20°C. Atravées
desta diferenca de origem das sementes foi possivel notar que a escolha entre os
tipos radiculares se modifica; nos experimentos onde as plantas mée se
desenvolveram a 27°C, as plantulas apresentaram em sua maioria a presenca
somente de raizes primarias; ja no experimento em que as plantas mae se
desenvolveram a 20°C, principalmente nas condi¢cdes de escuro, o numero de
plantulas que apresentam raizes primarias é muito menor. Esta observagéo,
gue devera ser confirmada através da realizacdo de outras replicatas bioldgicas
futuras, indica que sementes oriundas de plantas méae crescidas a
temperaturas mais baixas podem significar em um aumento da diferenca de variagcéo
na arquitetura radicular, especialmente nas diferengas entre claro/escuro, facilitando

assim as analises estatisticas para a compreensao deste fendmeno (Figura 49).
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Figura 48: Médias dos tamanhos das raizes primérias e adventicias de S. viridis em

condigdes de claro e escuro separadas em diferentes setores da espiguilha.
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Figura 49: Distribui¢cdo geral dos tipos radiculares das plantulas oriundas de diferentes

setores da espiguilha de S. viridis nas condi¢gfes de claro e escuro separadas em diferentes

setores da espiguilha.
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6.6 Acompanhamento do desenvolvimento das raizes utilizando meio Johnson

O grupo de plantulas que apresentou somente raiz priméria representou a
maioria das plantulas analisadas nas condicées de meio Johnson completo, meio
Johnson menos fosforo e agua, phytagel e cloreto de calcio. O meio Johnson menos
nitrogénio exibiu como grupo de maior representatividade o grupo de plantulas que
apresenta tanto raizes primarias quanto adventicias, porém a raiz primaria continua
crescendo apds o surgimento da raiz adventicia, porém a diferenca entre o grupo de
plantulas que apresenta tanto raizes primarias quanto adventicias, porém a raiz
primaria continua crescendo apds o surgimento da raiz adventicia para o grupo de
plantulas que apresenta somente raiz primaria foi de 7%.

O meio Johnson menos fosforo exibiu plantulas raizes priméarias do grupo G2
de tamanhos semelhantes as raizes das plantulas denominadas controle, que séo
as plantulas que se desenvolveram em meio Johnson completo. As raizes primarias
das plantulas do grupo G3.2 foram menores do que as do grupo controle. Ja as
raizes adventicias foram menores do que as do grupo controle.

O meio Johnson menos nitrogénio exibiu plantulas dos grupos G2 e G3.2 com
raizes primarias menores do que as do grupo controle. JA as raizes adventicias
foram maiores do que as do grupo controle.

Estudos envolvendo A. thaliana evidenciaram que caréncias nutricionais
também tem grande influéncia sobre crescimento do sistema radicular. Por exemplo,
caréncias de fosfato no meio de crescimento modificam a relacdo raiz/parte aérea,
favorecendo o crescimento das raizes que sao 0s 0rgaos necessitam da obtencéo
deste recurso (RUBIO et al., 2001). Estudos que incluem diferentes espécies
apontam que de forma geral a caréncia de fésforo modifica o sistema radicular, e a
maioria das plantas possui a tendéncia de desenvolver um sistema radicular mais
raso, com raizes primarias menores e raizes adventicias com menor densidade,
explorando camadas mais rasas do solo, melhor adaptadas para o forrageamento
(BELLINI et al., 2014). Por outro lado, estudos em milho indicam que a modulacao
de nutrientes, como nitrato quando utilizado em concentracdes altas podem
influenciar positivamente as raizes adventicias, aumentando assim, seu
comprimento (JOSHI et al., 2016). Concentracfes altas de nutrientes como nitratos e
zinco podem inibir o crescimento da raiz priméaria (CELIS-ARAMBURO et al., 2011;
ZHANG et al.,, 2018), porém a inibicdo pode, em alguns casos, promover o
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desenvolvimento das raizes laterais (ZHANG et al., 2018). Em analises morfolégicas
de milho notou-se que a germinacdo da espécie em condi¢cbes de deficiéncia de
potassio, existe um aumento do numero de raizes laterais tanto em namero quanto
em tamanho; tal estratégia pode ser atribuida a uma tentativa de espalhar seu
sistema radicular aumentando a absorcdo dos nutrientes (ZHAO et al., 2016).
Estudos em trigo denotam o aumento da profundidade das raizes como mecanismo
de aumentar a captacdo de agua em profundidades maiores, desenvolvendo assim,
mais as raizes adventicias ja que raizes primarias sdo menores, portanto com menor
profundidade que as raizes adventicias (WASSON et al., 2012).

Nossos resultados indicam que aparentemente sO a caréncia de nitrogénio
pode ter influéncia no aparecimento de raizes adventicia e na senescéncia da raiz
primaria. O que pode ser observado na Figura 32 € que em caréncia de nitrogénio o
grupo que apresenta presenca de raizes adventicias (com ou sem raizes primarias)
se mostrou como sendo 0 majoritario, fato que nao ocorre nas demais condi¢des.
Por outro lado, as condi¢cées de caréncia de nitrogénio, juntamente com a condi¢ao
sem algum nutriente, sdo as Unicas que apresentam senescéncia de raiz primaria
(Figura 51). Cabe por ultimo ressaltar que a utilizagdo do meio Johnson utilizado
nesta parte da dissertacdo possui concentracdes mais baixas de nutrientes se
comparadas com o meio MS % forca utilizada nos demais experimentos dessa
dissertacdo, evidenciando assim que estes experimentos ndo podem ser
comparados entre eles. Um dos resultados mais interessantes dessa secdo é a
observacido da média dos tamanhos das raizes. E interessante notar que a condi¢&o
em que raiz primaria que apresentou tamanhos maiores, foi no meio de controle sem
nenhum nutriente (Figura 50). Este resultado creditamos ser devido a realocacdo de
nutrientes para a raiz em condi¢cdo de caréncia completa, estimulando assim seu
maior crescimento, adicionado ao fato que as sementes de S. viridis provavelmente
possuem muitas reservas nutricionais que lhe permitem sustentar o desenvolvimento
da raiz por periodos prolongados. Os resultados, puramente preliminares dessa
secdo, devem, portanto, ser tomados com cautela devido a que o numero de
plantulas analisadas é baixo, e para serem confirmadas no futuro precisardo de

nameros maiores e tratamento estatistico adequado.
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Figura 50: Médias dos tamanhos das raizes primarias e adventicias de S. viridis germinadas
em meio Johnson e agua, phytagel e cloreto de calcio.

Médias Médias Médias Médias

Johnson Completo Johnson Menos N Johnson Menos P Agua, phytagel e cloreto de calcio

Jhenson Completo Johnson Menos N Menos P Agua, phytagel e cloreto de célcio

Figura 51: Distribuicdo geral dos tipos radiculares em S. viridis germinadas em meio
Johnson e agua, phytagel e cloreto de calcio.
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Johnson Completo Johnson Menos N Johnson Menos P Agua, phytagel e cloreto de calcio

6.7 Acompanhamento do desenvolvimento da arquitetura radicular utilizando

alguns hormoénios vegetais

Nesta Gltima se¢do do trabalho utilizamos a aplicacdo exdgena de alguns
reguladores hormonais, a fim de ter uma ideia se o comportamento diferencial de
escolha das raizes pudesse sofrer influéncia hormonal. Os resultados do tratamento
com a citocinina e zeatina apontam que a suplementacéo com este hormonio diminui
0 surgimento de raizes adventicias, favorecendo a que no periodo de analise a raiz
primaria seja a Unica raiz emitida em aprox. 85% das plantulas observadas (Figura

53). De fato, as citocininas sdo amplamente descritas na literatura por promoverem a



93

divisdo celular. Estudos envolvendo A. thaliana denotam que altas concentracdes de
citocininas suprimem o desenvolvimento de raizes adventicias (LAPLAZE et al.,
2007), resultados semelhantes foram encontrados em arroz (RANI DEB et al., 2005)
e alfafa (Medicago sativa) (GONZALEZ - RIZZO et al., 2006). Estudos envolvendo
baixas concentracbes de citocininas se apresentam como benéficas em estagios
iniciais do desenvolvimento de raizes adventicias de espécies de macieiras (Malus
pumila Mill) (RICCI et al., 2003), promovendo uma promog¢édo no desenvolvimento
desse tipo radicular. Porém estudos envolvendo linhas de mutantes com aumento de
expressdo do gene CK oxigenase / desidrogenase em A. thaliana reduziram os
niveis endogenos de citocininas aumentando assim a frequéncia de raizes
adventicias (WERNER et al., 2003). Nosso tratamento ndo s6 ndo favoreceu o
surgimento de raizes adventicias, mas diminui também o tamanho do meristema
proximal das poucas raizes adventicias (Figura 41), mas contrariamente ao
esperado ndo diminuiu sua taxa de crescimento das raizes primarias (Figura 52). A
diminuicdo do meristema proximal coincide com o fato que as citocininas modulam o
posicionamento da zona de transicéo, descrita previamente em Arabidopsis thaliana
(DELLO 10IO et al., 2007). O fato que a média de raizes principais tratadas com
citocininas apresentou tamanhos maiores que as raizes sem tratamento, enquanto
que O contrario acontece com as raizes adventicias, apesar de ter que ser
considerado como putativo pelo baixo niumero de plantulas analisadas é interessante
e devera ser analisado mais detalhadamente no futuro. A explicacdo que podemos
postular é que a citocinina seja percebida de forma diferencial nas raizes primarias e
adventicias, favorecendo a manutengdo de um meristema proximal normal e ativo
nas raizes primarias e pequeno e pouco ativo nas adventicias. Neste sentido vale a
pena lembrar que existem dois estereoisdbmeros da zeatina que atuam nas plantas, a
cis-zeatina e a trans-zeatina. A trans-zeatina utilizada em nossos experimentos
representa 98% da forma natural em Arabidopsis thaliana, mas menos de 20% da
forma principal em S. viridis, o que nos faz pensar que os dois estereoisbmeros
possam ter atuacado diferencial nos dois tipos radiculares de Setaria. A existéncia de
diferentes receptores para o horménio citocinina poderia significar que isoformas
diferentes do hormdnio sédo percebidas por diferentes receptores, atuando assim
mecanismos de resposta diferencial totalmente desconhecido até este momento. De

todas as formas estes resultados preliminares devem ser tomados com cautela e ser
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analisados com replicatas bioldgicas e com numeros maiores de plantas para serem
clarificados.

Os resultados do experimento utilizando sementes de S. viridis germinadas
em meio MS Y% suplementado com NPA, nos quais 80% das plantas analisadas
apresentaram somente raiz primaria reforcam a tese que os fluxos polares de auxina
estdo associados na formacdo de picos de auxina no caule, responsaveis pela
organizacdo das raizes adventicias. De outra forma o transporte polar da auxina &
responsavel também pela formacdo das raizes adventicias, o que coincide com a
observacéo de auséncia de raizes adventicias na maioria das plantas analisadas.

Ja os resultados do experimento utilizando sementes de S. viridis germinadas
em meio MS % suplementado com 2,4-D, obtidos em nosso estudo, devem ser
revistos no que se refere a concentracdes totais, pois o 2,4-D é amplamente
utilizado como herbicida para dicotiledéneas, mas € sabido que em geral as
monocotileddneas sao imunes aos tratamentos de 2,4-D. Nestes experimentos
observamos a formacdo de uma massa tecidual com aparéncia de “calo,
demonstrando um efeito forte demais para tirar conclusdes, sugerindo assim, a
necessidade de futuros experimentos com concentracdes mais baixas (LIU et al.,
1993; HADFI et al., 1998).

Os dados de GAs apresentam uma distribuicdo geral muito parecida ao
tratamento controle, e foi possivel notar somente um pequeno atraso no crescimento
geral das raizes primarias e adventicias com este tratamento. As explicacbes podem
ser muitas, a partir do fato que a biossintese de &acido giberélico foi relatada na coifa
de diferentes espécies de plantas, como A. thaliana e arroz (FU; HARBERD, 2003;
KANEKO et al., 2003). Estudos envolvendo a aplicacdo exdgena de GAz em arroz
exibiram resultados que inidicam um efeito negativo sobre o desenvolvimento de
raizes adventicias (LO et al., 2008).

De forma geral, entre os hormonios utilizados ndo observamos uma grande
variabilidade, entre 0 comportamente da raiz primaria e adventicias com excessao
do caso relativo a zeatina descrita acima e que sera interessante estudar mais

aprofundadamente no futuro (Figura 53).
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Figura 52: Médias dos tamanhos das raizes primérias e adventicias de S. viridis germinadas

em meio completo e/ou suplementado com zeatina, &cido giberélico e o inibidor do

transporte polar da auxina NPA.
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Cabe, portanto, levantar a hipétese que S. viridis sendo uma planta invasora
possa atuar com diferentes estratégias que visem diferenciar intrinsecamente o
sistema radicular de sua progénie com a finalidade de maximizar a possibilidade de
colonizar diferentes ambientes, em que arquiteturas radiculares diferentes possam

representar uma vantagem adaptativa.

Por ultimo, € interessante notar que um estudo recente feito sobre a
conservacdo de sequéncias plastidiais entre muitas espécies vegetais, incluindo
também muitas espécies aquaticas, traz fortes evidéncias de que as
monocotiledéneas tenham surgido a partir de plantas aquaticas. Esta derivacao até
este momento somente suspeitada, mas nunca comprovada cientificamente,
explicaria a chamada “sindrome monocotiledénea”. Esta derivacdo ancestral tao
diferente poderia explicar algumas das diferengas tdo drésticas observadas entre
monocotileddneas e dicotiledoneas, tais como diferengas na estrutura e
desenvolvimento foliar, organizacdo dos feixes vasculares e possivelmente até a

origem diferente do sistema radicular embrionario (GIVNISH et al., 2018).
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7. CONCLUSOES

Os eventos de transformacdo via “sipke-dip” com as construcgoes,
DR5 :: RFP e pSVvPIN1B :: YFP nao resultaram na producéo de algum transformante
no presente trabalho, apontando assim a necessidade de um maior esfor¢o para a
realizacdo de plantas transgénicas nesta espécie, do que até 0 momento relatado. A
incapacidade de produzir plantas transgénicas resultaria na perda de recursos
econdmicos e de dissertacdo se continuassemos na perseguicdo do objetivo de
clonagem dos genes PIN’s em fusdo com o gene reporter GFP, portanto foi decidido
realocar os esforcos para termos uma melhor compreensdo de como acontece a

escolha do tipo radicular nas plantas de S. viridis.

Esta dissertacdo aponta também que a progénie de plantas mae crescidas
em temperaturas mais amenas (20°C) apresentaram uma maior taxa de germinagao
gquando comparadas com a progénie de plantas mae crescidas em temperaturas

mais elevadas (27°C).

Relatos de um grupo de pesquisa parceiro de nosso laboratério apontavam a
que a raiz embrionaria sofresse um processo de senescéncia precoce durante seu
desenvolvimento, mas nosso grupo comprovou que S. viridis apresenta na realidade
uma variacdo na escolha de sua arquitetura radicular desde os estagios iniciais de
seu desenvolvimento. Nossos estudos demonstraram que existe a possibilidade de
alterar sutilmente esta variacao de forma quantitativa, mas ndo qualitativa em funcéo
de fatores abidticos tais como luz e nutrientes. Estes estudos apontam também que
a variacado pode flutuar substancialmente entre um experimento e outro, e que,
portanto, outros fatores ainda ndo tateados possam exercer influéncia na escolha da
arquitetura radicular, além de serem necessarios experimentos com numeros de

plantulas analisadas muito grandes.

Os experimentos de acompanhamento e desenvolvimento de raizes em
S. viridis envolvendo o fator ambiental diferencial luz aponta também que o
crescimento continuo de luz favorece o estabelecimento de um sistema radicular
preponderantemente com somente raiz primaria, enquanto que um periodo de
germinacao no escuro favorece o desenvolvimento de um maior niumero de raizes

adventicias.
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Nossos experimentos com a divisdo da espiguilha em diferentes setores
apontam que existe um comportamento diferencial, no que se refere ao tipo de
arquitetura radicular escolhida, entre as diferentes partes da espiguilha, mas que
para comprovar esta hipotese sdo necessarios experimentos com numeros mais

significativos de plantas.

Nossos experimentos em relacdo a temperatura em que a planta méae é
crescida apontam que temperaturas de crescimento mais baixas para as plantas

mae resultam em um incremento de quebra de dorméncia nas sementes filhas.

Os resultados obtidos no presente estudo mostram aspectos relativos a
escolha inicial de tipos radiculares, ainda muito pouco explorada. A variacdo de
fendtipos radiculares exibidos por plantas de S. viridis parece estar regulada por
muitos fatores ao mesmo tempo, dificultando assim a catalogacdo dos tipos
radiculares. Portanto a identificacdo de fatores abidticos e hereditarios, que
influenciam a variacdo de fenétipos radiculares € fundamental para a compreenséo
deste fenbmeno ainda pouco explorado. A compreensdo deste fendmeno pode
consolidar a espécie como espécie modelo para as gramineas de metabolismo C4, e
estabelecer bases sdlidas para a modulacdo da arquitetura radicular em funcéo de
diferentes solos e/ou fatores abioticos, transferindo conhecimento de base a

producao agricola brasileira.
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