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Resumo

Os MicroRNAs (miRNAs) sdo pequenos RNAs enddgenos ndo codantes
de 20-22 nucleotideos (nt) que regulam a expressao génica de genes-alvos.
Eles estdo envolvidos em diversos aspectos de desenvolvimento da planta,
tanto na parte aérea, quanto no sistema radicular. Os miRNAs e seus genes-
alvos tem uma complementariedade quase perfeita em plantas, sendo que esta
complementaridade esta relacionada a origem dos genes de miRNAs (genes
MIRs). A hipGtese mais aceita para a origem dos genes de miRNAs é a
‘hipétese de duplicacdo invertida”, a qual propde que os genes de miRNAs
surgiram a partir de duplicacdes invertidas do seus genes-alvos nos genomas
vegetais. Muitos genes-alvos de miRNA em plantas codificam para fatores de
transcricdo, tais como os genes SQUAMOSA Promoter-Binding Protein-Like
(SPLs). Alguns membros da familia SPL s&o regulados por ambos 0s miRNAs,
miR156 e miR529. O sitio de reconhecimento destes microRNAs em transcritos
de genes SPLs é conservado e difere somente por sete nucleotideos.
Enquanto o miR156 é altamente conservado entre Angiospermas, incluindo
arabidopsis, o miR529 aparentemente esta presente somente em
eudicotiledéneas basais, monocotiledoneas e no musgo Physcomitrella patens.
Neste trabalho, foram realizadas duas abordagens para o estudo da via
miRNAs/SPL. Na primeira abordagem, foi analisada a evolucdo e a possivel
funcdo da via miR529/SPL em monocotiledéneas e eudicotiledéneas. Foi
testado o sitio de reconhecimento do miR529b em dois genes SPLs (SPL9 e
SPL15) de arabidopsis encontrados bioinformaticamente via geracdo de
plantas transgénicas de arabidopsis superexpressando o precursor de arroz
OsMIR529b. As linhagens transgénicas de arabidopsis (OsMIR529b-OE)
apresentaram fenotipos vegetativos e reprodutivos similares aos de plantas
duplo mutantes de perda de funcdo para os genes SPL9 e SPL15 de
arabidopsis (denominado spl9/spll5). Estes resultados sugerem que o
OsmiR529b é processado e funcional em eudicotiledéneas e que este miRNA
foi possivelmente perdido na histéria evolutiva recente das eudicotiledéneas.
Finalmente, na segunda abordagem foi avaliado o possivel papel funcional da

via miR156/SPL na formacao de raizes laterais de Arabidopsis thaliana. Foram
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comparados acomprimento da raiz principal e nimero de raizes laterais12 dias
pés a germinacao em plantulas de arabidopsis selvagem ecétipo Columbia (WT
Col-0), duplo mutante Col-0 com perda de funcéo dos genes SPL9 e SPL15
(spl9/15) e plantas transgénicas Col-0 1560E e MIM156 quando crescidas em
meio MS e meio MS suplementado com 1uM de IAA (&cido indol acético) ou
10uM do inibidor do efluxo de auxina NPA (N-1-acido naftilftalamico). Foram
observadas diferencas significativas no comprimento da raiz principal em
plantas 1560E quando comparadas aos outros genotipos analisados.
Entretanto, foi observado aumento significativo do nimero de raizes laterais em
plantas transgénicas superexpressando o miR156 (1560E) e no duplo mutante
spl9/15, quando comparadas as plantas WT. Interessantemente, este aumento
foi similar em meio com ou sem a presenca de IAA, sugerindo que essas
plantas apresentam resposta diferenciada a aplicacdo de auxina. Dados
preliminares de andlise de distribuicdo de auxina e citocinina, bem como da
localizacdo da proteina PIN1 nos sistemas radiculares desses genotipos,
sugerem um papel da via miRNA156/SPL no crescimento e desenvolvimento
de raizes laterais em arabidopsis e uma possivel relacdo desta via com

sinalizacao e distribuicdo dos fitohormdénios auxina e citocinina.

Palabras chaves: miR529, miR156, SPLs, evolucdo, arquitetura radicular,

auxina e citocinina.
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Abstract

MicroRNAs (miRNAs) are endogenous small non-coding RNAs of 20-22
nucleotides (nt) in length that regulate the gene expression transcriptionally and
posttranscriptionally. They are involved in many aspects of plant development,
both in the shoot and in the root systems. MiRNAs and their target genes have
an almost perfect complementarily in plants, and this is related to the
complementarity of genes origin of miRNAs genes (MIR genes). The most
accepted hypothesis for the origin of miRNA genes is the "inverted duplication
hypothesis,” which proposes that genes of miRNAs arose from inverted
duplications of their target genes in plant genomes. Many miRNA target genes
in plants encode transcription factors such as SQUAMOSA Promoter-Binding
Protein-Like (SPLs). Some SPL family members SPL are regulated by both
MIiRNAs, miR156 and miR529. The recognition site for these microRNAs in SPL
transcripts is conserved and only differs by seven nucleotides. While miR156 is
highly conserved among Angiosperms, including Arabidopsis thaliana, miR529
is apparently present only in basal eudicots, monocots and in the moss
Physcomitrella patens. In this work, were performed two approaches to study
miRNA-direct SPL gene regulation. In the first approach, we analyzed the
evolution and possible function of the miR529/SPL pathway in monocots and
eudicotyledonous. We searched for miR529b recognition sites in SPL genes
from core eudicots, such as Arabidopsis thaliana. Interestingly, we found two
miR529b-targeted SPLs (SPL9 and SPL15) in Arabidopsis and showed that the
recognition sites are functional via the generation of transgenic Arabidopsis
plants overexpressing OsMIR529b. OsMIR529b-OE overpressors are
phenotipically and molecularly similar to the double mutant spl9/spl15. Our data
suggest that miR529b is processed and functional in core eudicots and that this
microRNA was recently lost in the evolutionary history of the eudicots. Finally, in
the second approach, we evaluated the possible functional role of the
mMiR156/SPL pathway in the formation of Arabidopsis root system. Twelve days
after germination, we found significant differences in length of the primary root
between miR156 overexpressors (1560E) and the other evaluated genotypes,
including WT plants. In addition, we found a higher number of lateral roots in the
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spl9/15 double mutant when compared with WT and MIM156 transg:enic plants.
Interestingly, the many number of lateral roots in 1560E and spl9/15 did not
differ significantly on the presence or absence of exogenous auxin, suggesting
that these plants have different responses to the application of auxin.
Preliminary analyzes of distribution of auxin and cytokinin as well as the location
of PIN1 protein in root systems of these genotypes suggested a role of the
MiIRNA156/SPL pathway in the growth and development of Arabidopsis lateral
roots and a possible relationship of this pathway with signalin and distribution

and homeostasis of the plant hormones auxin and cytokinin.

Keys words: miR529b, miR156, SPLs, Evolution, Root architecture and

vegetative architecture.
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1.1 INTRODUCAO



MicroRNAs (miRNAs) sdo uma classe de pequenos RNAs ndo codantes
enddgenos que possuem de 20 a 22 nucleotideos e que regulam a expressao
génica pos-transcricional e transcricionalmente. Os miRNAs sdo codificados
por genes MIR, os quais se encontram amplamente distribuidos no genoma de
plantas e animais (Bartel, 2009; Chen, 2009). Em animais, os genes MIR est&o
localizados principalmente no interior de regides intrénicas, enquanto que, em
vegetais, estes sao encontrados em regides intergénicas, apresentando suas
proprias unidades de transcricdo, caracterizadas por regides promotoras e
terminadoras (Megraw et al., 2006; Voinnet, 2009). Os miRNAs regulam a
expressdo de genes alvo atuando principalmente ao nivel pds-transcricional,
por meio de interacbes RNA—RNA (Ha et al., 2008). Tanto a clivagem quanto o
mecanismo de repressao da traducdo requerem uma complementaridade de
pares de bases entre 0 mIRNA e o seu RNA mensageiro (MRNA) alvo. A
inibicdo traducional é encontrada principalmente em animais, nos quais ocorre
maior nimero de mismatches (ndo complementaridade entre os nucleotideos)
entre 0 miIRNA e sua sequéncia alvo. Em plantas, os miRNAs e seus alvos
apresentam alto grau de complementariedade (Voinnet, 2009) e a inibicdo
ocorre, de um modo geral, via clivagem do mRNA, ocorrendo usualmente no
centro da complementariedade, no residuo que pareia-se com o décimo ou
décimo primeiro nucleotideo do miRNA (Yang et al., 2007). A existéncia de
uma complementaridade quase perfeita entre os miRNAs de plantas e seus
respectivos mMRNAs alvos tem facilitado a identificacdo de genes-alvo para
muitos miRNAs ja descritos (Rhoades et al., 2002). Uma possivelexplicacdo
para o alto grau de complementaridade entre os miRNAs e seus alvos em
plantas é provavelmente a consequéncia da atuacdo de processos evolutivos
nos genes MIRos quais ocorreram via a “hipétese de duplicacéo invertida”.Tal
hip6tese propde que os genes de miRNAs surgiram a partir de duplicagbes
invertidas do seus genes-alvos nos genomas vegetais (Allen et al., 2004). Ao
longo do tempo, estas duplicagcbes invertidas acumulam mutacdes que
tornaram-se altamente divergentes do seu ancestral, exceto nas regides
correspondentes as sequéncias do miRNA maduro e da sua sequéncia
complementar, o0 miRNA* (Allen et al., 2004). Desde que foram reportados em

plantas em 2002, varias evidéncias sugerem que esses pequenos RNAs sao
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reguladores cruciais em diversos aspectos do desenvolvimento vegetal (Ori et
al., 2007; Wu et al., 2009; Aukerman e Sakai, 2003, Nogueira et al., 2007), tais
como brotacdo de Orgaos laterais e formacdo do sistema radicular. Um
exemplo de miRNAs envolvidos no desenvolvimento vegetal sdo os miRNAs
miR156 e miR529.Estes miRNAs regulam a familia de fatores de transcricdo do
tipo SQUAMOSA PROMOTER BINDING PROTEIN-LIKE (SPLs). Enquanto a
familia do miRNA156 possui dez membros descritos (AtMIR156a-j; miRbase

release 17.0 http://microma.sanger.ac.uk), a familia do microRNA529 possui

geralmente apenas um ou dois membros dependendo da espécie (Barakat et
al., 2007). O sitio de reconhecimento destes miRNASs nos transcritos dos genes
SPLs difere apenas por sete nucleotideos. Interessantemente, enquanto o
mMiR156 é altamente conservado entre Angiospermas, o miR529 esta presente,
somente entre monocotiledéneas, Physcomitrella patens e eudicotiledoneas
basais (ex: aquilegia).

A expressao ectopica do miR156 em arabidopsis reduz a dominancia
apical, produzindo um maior numeros de ramos laterais, promove atraso na
mudanca de fase de desenvolvimento fazendo com que essas plantas
permanecam por mais tempo na fase juvenil e consequentemente, promove
atraso no florescimento, aumento da producédo de folhas e por conseguinte,
aumento de biomassa, o qual se deve principalmente ao encurtamento do
plastochron, que € o tempo decorrente entre a producdo de um primérdio foliar
e 0 proximo(Schwab et al., 2005; Schwarz et al., 2008). Fendtipo similar é
encontrado também em milho (Chuck et al., 2007) e tomateiro (Silva, 2012).
Portanto, esses resultados sugerem que a regulacdo da formacdo de 6rgaos
laterais pela via microRNA156/SPL € conservada entre linhagens que
divergiram ha aproximadamente 200 milhdes de anos (Silva, 2012). Além
disso, a via miR156/SPL também afeta a regulacdo do desenvolvimento do
fruto em tomateiro (Silva, 2012).

Embora o papel da via de regulacéo genética miR156/SPL tenha sido muito
bem estudado na parte aérea das plantas (Schwab et al., 2005; Xie et al., 2006;
Chuck et al., 2007; Wang et al., 2008; Schwarz et al., 2008; Silva, 2012), até o
momento ndo ha estudos elucidando seu papel funcional na regido radicular.
As raizes, principal e lateral, sdo importantes para a ancoragem e seguridade

dentro do solo, proporcionando suporte estrutural a parte aérea. A extensdo
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das raizes laterais contribui para a captura de agua e facilita a éxtragéo de
nutrientes requeridos para o desenvolvimento das plantas. Assim, para que as
plantas tenham sucesso durante o desenvolvimento em seu ambiente natural,
faz-se necessario o desenvolvimento apropriado do sistema radicular. Muitos
fatores conhecidos, tais como, fitohormonios,respostas a fatores
ambientais(Osmont et al., 2007) e mudancas na expressao génica,incluindo
miRNAs (Meng et al.,, 2010; Khan et al.,, 2011),afetam o0 crescimento e
desenvolvimento da raiz priméaria e raizes laterais.

O presente trabalho encontra-se organizado em trés capitulos: O
primeiro constitui uma introducdo e revisdo bibliografica dos assuntos
abordados; no segundo capitulo é analisada a evolucao e a possivel funcédo da
via miR529/SPL em monocotiledéneas e eudicotiledéneas e no terceiro capitulo
foi realizado um trabalho preliminar visando avaliar a contribuigéo funcional da

via miR156/SPL na formacao de raizes laterais de Arabidopsis thaliana.

1.2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
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1.2.1 Arabidopsis thaliana como modelo para estudos genéticos

Arabidopsis thaliana (A. thaliana) é uma Angiosperma eudicotileddénea
"core" pertencente ao grupo das plantas herbaceas e esta classificada dentro
da familia brassicaceae. Ela teve sua origem nas regibes da Asia, Europa e
Norte de Africa e foi posteriormente introduzida em outras areas como América
do Norte e Australia. (Strasburger et al., 1994; Koornneef et al., 2004). Esta
espécie foi objeto de varios estudos no século XX e consequentemente tornou-
se um modelo de pesquisa fitobiolégico, tal como ocorreu com milho (Zea
mays), tomateiro (Solanum lycopersicum), ervilha (Pisum sativum) e tabaco
(Nicotiana tabacum). Embora n&o tenha valor econdmico, suas caracteristicas
a converteram em um organismo modelo muito apropriado para diversos
trabalhos de pesquisa (Anderson e Wilson, 2000). Dentre as caracteristicas
que contribuem para que arabidopsis sejautilizada com um 6timo modelo,
destacam-se: seu tamanho reduzido, ciclo de vida curto (dois ou trés meses),
ser autdgama (autopolinizacdo), além de produzir nimero elevado de
sementes (aproximadamente 5,000 sementes por planta), facilitando a
propagacédo das diferentes linhagens que podem ser armazenadas durante
elevado periodo de tempo a temperatura ambiente sem perder a viabilidade.
(Somerville e Koornneef, 2002).

Em dezembro de 2000, o projeto AGI (Arabidopsis Genome Initiative)
realizou o sequenciamento completo do genoma da planta (125Mb, vinte vezes
maior que E. coli, 10 vezes maior que S. cerevisae e similar ao tamanho de
Drosophila melanogaster), tendo como resultado, o conteddo dos cinco
cromossomos. Além disso, devido a ampla disponibilidade de informacéo,
arabidopsis € utilizada para estudos evolutivos e de gendmica comparativa
(Rutter et al., 2012). Sua ampla utilizagcdo em pesquisas gerou bases de dados
de dominio publico que oferecem ferramentas bioinforméticas, informacéo de
mutantes, polimorfismos de DNA, protocolos de laboratorios, etc. (Clough e
Bent, 1998). Estima-se que o genoma de arabidopsis codifica mais de 33.000
genes, incluindo os genes néo codificantes de proteinas (por exemplo 0s genes
MIR).

Mediante técnicas de mutagénese, baseadas na insercdo de

transposons ou T-DNAs, foi gerado uma variada colecdo de alelos mutantes de
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guase todos os genes de arabidopsis. Além disso, existem numeroéos ecotipos
de acesso livre em bancos de sementes publicos de facil transformacédo
genética viaAgrobacterium tumefaciens (Clough e Bent, 1998).

Finalmente a arquitetura vegetativa de arabidopsis, tanto na parte aérea
qguanto na radicular, possui organizacao celular simples, facilitando as mais
diversas analises, além do fato de haver muita informagédo gendmica disponivel
e possuir bancos de mutantes, os quais auxiliam no entendimento de muitas

vias, incluindo as vias genéticas reguladas por microRNASs.

1.2.2 Biogénese dos microRNAs em plantas

A biogénese dos miRNAs ¢é iniciada pela transcrigcdo dos genes MIR pela
RNA polimerase 1l (Pol Il), gerando um transcrito primario ou precursor (pri-
mMiRNA) cuja estrutura é semelhante a um mRNA fita-simples, possuindo um
cap 7-metilguanosina na extremidade 5" e uma cauda poli-A na extremidade 3".
Além disso, o pri-miRNA forma uma estrutura secundaria tipo “hairpin” (Lee et
al., 2004), e é processado via a acdo de diferentes enzimas, incluindo a enzima
do tipo RNase Ill DICER-LIKE1 (DCL1), gerando um precursor intermediério ou
pré-miRNA (Vaucheret, 2006). O pré-miRNA é novamente clivado pela enzima
DCL1, gerando um duplex imperfeito de RNA (20-22 nt) que contém tanto o
MiRNA maduro quanto sua fita complementar (denominado miRNA*). Nesta
fase, a DCL1 atua junto com duas proteinas nucleares: HYL1 (double-
strandedRNA bindig proteinl) e SERRATE (zinc finger protein) (Han et al.,
2004; Lobbes et al., 2006). O duplex miRNA-miRNA* é metilado nas
extremidades 3" por acdo de uma metiltransferase nuclear (HEN1), conferindo-
Ihe maior estabilidade e evitando sua degradacao (Yu et al., 2005). O duplex é
subsequentemente transportado para o citoplasma por meio da enzima
HASTY(Park et al., 2005). Ja no citoplasma, a dupla fita é desfeita
provavelmente pela acdo de uma enzima helicase, ainda néo identificada.
Finalmente, o mMIRNA maduro € incorporado ao complexo de
ribonucleoproteinas denominado RISC que contém a enzima ARGONAUTA1
(AGO1), enquanto que o miRNA* é excluido do RISC e consequentemente
exposto para degradacdo (Jones-Rhoades et al., 2006). A proteina AGOL1,
“‘guiada” pelo miRNA maduro, cliva mRNAs especificos ou promove a

repressdo da traducdo de genes alvo (Voinnet, 2009) (Fig. 1.1). Tanto a
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clivagem quanto o mecanismo de repressao da traducdo requerem uma

complementaridade de pares de bases entre 0 miRNA e o0 seu mRNA alvo.

GeneA Gene MIR GeneB
l RNAFPlI
£ ) ocus
pri-microRNA 3 &

:

pre-microRNA @ i DCLY
l HEN1

miRNA-miRNA*® - -
metilado TS

l Nucleo
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"il l
Inibigao da Tradugao Clivagem RNA

Figura 1.1. Modelo da biogénese e mecanismos de acdo de miRNAs em plantas
(retirado de Ortiz-Morea, 2011).

Em plantas, os miRNAs e seus alvos apresentam alto grau de
complementariedade (Voinnet, 2009) e a inibicdo ocorre, de um modo geral, via
clivagem do RNA mensageiro e acontece usualmente no centro da
complementariedade, no residuo que pareia com o décimo ou décimo primeiro
nucleotideo do miRNA (Yang et al., 2007). A existéncia de uma quase perfeita
complementaridade entre os miRNAs de plantas e seus mMRNAs alvos tem
facilitado a identificacdo de genes-alvo para muitos miRNAs ja descritos
(Rhoades et al.,2002).

1.2.3 Consideracdes gerais relacionadas a evolucdo dos miRNAs e genes

alvos em plantas
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Muitos miRNAs de plantas tem sido identificados utilizando critérios que
incluem: expressdo, conservagdo evolutiva, estrutura secundéaria e
recrutamentos genéticos para a biogénese (MIRBASE, release 8; Griffiths et
al., 2006). Além disso, alguns miRNAs sdo identificados pela similaridade com
homélogos identificados a partir de genomas que foram mais explorados, tais
como arabidopsis e arroz, as quais sdo espécies modelo para eudicotiledéneas
e monocotiledéneas, respectivamente. No entanto, nem todos os genes de
MiRNAs sédo conservados entre espécies provenientes de linhagens diferentes,
e alguns destes parecem ser espécies ou clado especificos (Axtell e Bartel,
2005).

Alguns trabalhos foram realizados na tentativa de elucidar questdes
relacionadas a origem, evolucdo e conservacdo de miRNAs (Axtell e Bartel,
2005; Zhang et al., 2006; Axtell e Bowman, 2008). A hipétese mais aceita de

7

origem e evolugdo dos miRNAs é relacionada aos eventos de duplicagdes

invertidas dos genes alvos ancestrais. O modelo proposto por Allen e
colaboradores (2004) para o surgimento dos genes MIR é a duplicacédo
invertida de uma porgédo de um gene (que se torna, posteriormente, o gene-
alvo para o miRNA em questdo). A regido invertida duplicada, quando
transcrita, origina um RNA longo que forma um harpin devido a sua
complementariedade de sequéncia. Alguns desses harpins tornam-se
substratos para um membro da familia de enzimas DICER-LIKE, a DCL4. Tal
processamento gera pequenos RNAs de interferéncia (SiRNAs) de 19-25 nt em
comprimento. O aparecimento de mutacdes pontuais ao longo da sequéncia
duplicada, durante a evolucéo, impede o processamento desses harpins pela
enzima DCL4, mas néo pela enzima DCL1. A DCL1 reconhece os precursores
de miRNA (pri- e pré-miRNAs), gerando entdo os miRNAs maduros (Allen et
al., 2004). Para os miRNAs conservados (ou seja, “antigos evolutivamente”),
geralmente apenas a regido do miRNA maduro continua conservada. Em
mMiRNAs especificos de algumas linhagens vegetais (evolutivamente
"recentes"”), existem mais regides com similaridade ao gene alvo.
Paralelamente, alguns membros de familias génicas contendo sitio de
reconhecimento de miRNA “perdem” esse sitio durante eventos de duplicagao
e mutacdes, deixando de ser um gene-alvo. Um modelo simplificado da

evolucdo de miRNAs esta presentado na Figura 1.2.
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Figura 1.2. Modelo simplificado da evolucdo dos genes MIR e genes-alvo (Allen et al.,

RNAI

2004). A duplicacao invertida de uma porcao ou fragmento do gene da origem a um
segmento que, quando transcrito, produz RNA com estrutura harpin, tornando-o
substrato para enzimas DICER-LIKE tais como a DCL1 e DCL4. Com o acumulo de
mutacgdes (blocos em preto), ocorre perda da complementariedade em grande parte da
sequéncia, com conservacdo somente de regido que vem a ser o miRNA maduro
(retirado de Zanca, 2009).

Os miRNAs de plantas frequentemente possuem um limitado nimero de
RNAs mensageiros (mMRNA) alvos, devido a sua alta complementaridade de
sequéncia (Voinnet, 2009). Ndo obstante, ferramentas de estudos tais como
sequenciamento de RNA em larga escala, tem disponibilizado informacdes
valiosas relacionando o controle do mesmo mRNA alvo por multiplas familias
de miRNAs (Zheng et al., 2011). Um intrigante exemplo € do miR156 e miR529,
0S quais possuem alvos em comum, sendo estes alvos alguns membros da
familia de fatores de transcricdo do tipo SQUAMOSA Promoter-Binding Protein-
Like (SPL) (Cuperus et al., 2011).

A comparacao entre o niumero de alvos do miR529 e o do miR156 em
arroz e milho tem sido considerado como um modelo de comparacdo de
correspondéncia entre as familias de miRNA, visando descrever processos co-
evolutivos de interagao entre miRNA “parceiros” (miR156 e miR529) durante a
evolucdo de monocotiledéneas (Ling e Zhang, 2012b). Estudos da familia de

genes SPLs revelaram que eventos de duplicacdo contribuiram para um



AVA ® /!
AVAVAY  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA ;

UNESP ™~ uwuopeyesam e ~
aumento do niumero de membros desta familia génica em monocotiledéneas
(Xie et al., 2006; Guo et al., 2008; Ling e Zhang, 2012a). Além disso, varios
estudos demostraram que a familia do miR156 tende a se expandir pelos
mesmos processos de duplicacdo(Maher et al., 2006; Wang et al., 2007). No
entanto, para 0s mesmos processos, 0 humero de membros da familia miR529
tende a ser menor, sugerindo que coOpias do miR529 sofreram diferentes
destinos durante a duplicacdo génica, afetando sua existéncia em diferentes
genomas e a extensao da interacdo com seus alvos (Ling e Zhang, 2012b). Em
monocotiledéneas e musgo, os sitios de reconhecimento pelo miR156 residem
tanto em regides codificadoras como nas regides nao traduzidas dos mRNAs-
alvo. Em contrapartida, os locais de reconhecimento do miR529 sao
localizados somente em regides codificantes e sobreposto com o sitio de
reconhecimento do miR156, sugerindo uma maior diversificagdo evolutiva dos
genes-alvos do miR156 em comparacdo aos genes-alvos do miR529 (Ling e
Zhang, 2012a,b).

O miR156 é conservado em todas as plantas terrestres avaliadas até o
momento (Guo et al., 2008), enquanto que a distribuicdo do miR529 no reino
vegetal € mais restrita, sendo o mesmo presente, briéfitas, monocotileddneas e
eudicotiledéneas basais. Interessantemente, esse miRNA esta ausente em
eudicotileddéneas "core", incluindo Arabidopsis thaliana (Griffiths-Jones et al.,
2006; Griffiths-Jones et al., 2008; Barakat et al., 2007). O fato do miR529 estar
presente também em eudicotiledéneas basais fornece um ponto de referéncia
importante para a comparacao entre eudicotiledbneas e monocotiledéneas e
gera informacdo que permite inferir melhor sobre a origem, diversificacdo e
evolucdo deste miRNA. Estima-se que as linhagens de eudicotileddneas e
monocotileddneas divergiram cerca de 140 milhdes de anos, enquanto que as
eudicotiledbneas basais (exemplo aquilegia) divergiram de eudicotileddéneas
"core" h& aproximadamente 100 milhdes de anos (Chaw et al.,, 2004,
Sanderson et al., 2004; Moore et al., 2007) (Fig. 1.3). O fato do miR529estar
intimamente relacionado ao miR156 e que este ultimo regula também todos os
genes-alvos do miR529, gera a hip6tese de que o miR529 possa ter sido
perdido durante eventos de duplicacdo e perda gendmica sem causar dano

aparente (Puzey e Kramer, 2009) ou deletérios.

10
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Figura 1.3. Filogenia simplificada e tempos de divergéncia entre plantas terrestres. A
Figura mostra os quatro modelos de plantas com informagfes gendmicas mais
adequadamente anotadas em banco de dados de miRNAs, incluindo a eudicotiledénea
“core” Arabidopsis thaliana (A. thaliana), a monocotiledénea Oryza sativa (O. sativa), o
leucopddio Selaginella moellendorffii (S. moellendorffi) e a briofita Physcomitrella
patens (P. patens) (Figura retirada de Puzey e Kramer, 2009).

1.2.4 Arquitetura do sistema radicular em eudicotiledéneas
Em eudicotiledbéneas, o sistema radicular inicia-se com a raiz primaria e,
posteriormente a formacdo de raizes laterais e suas ramificagbes, as quais

podem exibir crescimento radial (Hodge et al., 2009).A arquitetura do sistema
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Figura 1.4. Caracterizacdo do sistema radicular de arabidopsis. A) Visao geral

das zonas de desenvolvimento da raiz priméaria de arabidopsis. B) Esquemas de corte
transversal e longitudinal da ponta da raiz priméaria. As cores indicam as camadas de

células presentes (Figura modificada de Breakfield et al., 2011 e Petricka et al., 2012).

1.2.4.1 Formacao da raiz priméaria

A raiz primaria é estabelecida durante a embriogénese, onde os tecidos
da raiz sdo gerados pelo meristema apical radicular, o qual consiste de
camadas celulares concéntricas da epiderme, cortex, endoderme e periciclo
qgue circundam um cilindro vascular central com xilema e floema (Khan et al.,
2011). No nucleo do meristema radicular é encontrado o centro quiescente
(QC) que possui a funcdo de manter duas camadas celulares adjacentes com
rapida divisdo. As células meristematicas funcionais servem como marcadores
de base para o desenvolvimento da raiz (Berleth e Jurgens, 1993; Van den
Berg et al., 1997; Hamann et al., 1999; Jiang e Feldman, 2005) (Fig. 1.4B), e
sdo responsaveis pelo crescimento continuo de todos os tipos de células da
raiz (Jurgens, 2001).

As células meristeméaticas produzem diferentes camadas de células
mediante divisbes mitdticas, as quais sdo seguidas por expansdo e
diferenciacdo das diferentes células em fun¢éo de sua posicdo. Portanto, a raiz
principal € formada e desenvolvida em trés diferentes fases: 1) a zona
meristematica (MZ), na qual as células dividem-se continuamente para gerar
um conjunto de células que irdo diferenciar-se e alongar-se, 2) a zona de
alongamento (EZ), em que as células perdem a sua capacidade de se dividir e
aumentar o seu comprimento e geralmente sua largura; e por fim 3) a zona de
diferenciacéo (DZ), onde as células adquirem as suas caracteristicas e funcdes

especializadas (Petricka et al., 2012) (Figura 1.4A).

1.2.4.2 Formacgdo de raizes laterais

As raizes laterais (LRsS) iniciam-se a partir de divisbes anticlinais de
células no periciclo, chamadas de células adjacentes aos pélos do xilema
(Dolan et al., 1993). Um subconjunto destas células, denominadas como
“células fundadoras”, sdo estimuladas a se dividir e formar o primérdio da raiz

lateral (PRL). Estas divisbes anticlinais das células fundadoras abrangem a

12
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primeira fase (fase |) do desenvolvimento das LRs (Malamy e Bénfey, 1997;
Casimiro et al., 2001; Dubrovsky et al., 2001). Estudos recentes tém
demonstrado que populacdes de células derivadas do periciclo estdo
intimamente relacionadas ao desenvolvimento parental de células subjacentes
do xilema e floema (Ingram e Malamy, 2010). Na fase I, as células em divisdo
formam camadas para o exterior do periciclo, sendo que nas fases lll e IV, as
divisbes anticlinais compdem quatro camadas celulares que conformam o PRL
propriamente dito, o qual comeca a sobressair-se através da raiz primaria
formada nas etapas seguintes (Fig. 1.5). Enquanto a PRL cresce, este
atravessa a parede celular da raiz primaria mediante modificacdes enzimaticas
da parede celular. Finalmente a PRL emerge da raiz primaria e ativa seu
proprio meristema para atuar como uma raiz lateral autbnoma (Perét et al.,

2009).

M Epiderme [7] Cortex [ Edndodeme M Periciclo [ Tecido vascular

Figura 1.5. A) Esquema da zona de diferenciacdo, em corte longitudinal da raiz
primaria. As raizes laterais iniciam no periciclo (vermelho) quando as divisdes
anticlinais das células ocorrem num subconjunto de células nesta camada. B) Etapa

de desenvolvimento das raizes laterais. (retirado de Petricka et al., 2012).

Assim que a mudanca na estrutura da raiz priméria é estabelecida e os
tipos de células individuais estéo diferenciados, o resultado do crescimento das
ramificagbes da raiz primaria produz um sistema de raizes indeterminado e
dindmico. Estas raizes incrementam a eficiéncia da planta para absorver agua
e nutrientes, assim como, a sua fixagéo no solo (Ghazanfar et al., 2011).

A organogénese da raiz lateral € um processo estreitamente controlado

gue envolve um numero variavel de genes reguladores (Osmont et al., 2007;

13
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Petricka e Benfey, 2008; Péret et al., 2009), além de ser acompanhado por

acao de fitohormonios, tais como a auxina (Boerjan et al., 1995; Dubrovsky et

al., 2008) e citocinina (Werner et al., 2003; li et al., 2006).

1.2.5 Controle hormonal no desenvolvimento e crescimento das raizes

Varios hormdnios como o acido abscisico (ABA), brassinosterdides,
citocinina, etileno, acido giberélico (GA), estrigolactonas e auxina,
desempenham papéis importantes como reguladores e controladores no
crescimento e desenvolvimento da raiz. A auxina desempenha o papel mais
representativo, devido a sua interacdo nos mais diversos processos
relacionados ao desenvolvimento de raiz, tanto na raiz principal quanto nas
raizes laterais (Leyser, 2006; Hodge et al.,, 2009; Ingram e Malamy, 2010;
Petricka et al., 2012).

A auxina regula o crescimento da raiz primaria, iniciacdo e emergéncia
da raiz lateral, provavelmente controlando componentes do ciclo celular e
resposta ambiental (Benjamins e Scheres, 2008; Malamy, 2010; Teale et al.,
2006; Vanneste et al., 2005; Vanneste e friml, 2009). Estudos tem demostrado
que a aplicacdo de auxina na forma de &cido indol acético (IAA) estimula a
iniciacao de raizes laterais (promovendo a divisao celular no periciclo) (Blakely
et al., 1982; Casimiro et al., 2001) e inibe o alongamento da raiz primaria
(Thimann 1936; Dello loio et al., 2008). A aplicacédo deinibidores de transporte
de auxina, tais como acidos 1-N-naftilftalamico (NPA) e triiodobenzoico (TIBA),
reduz o crescimento da raiz primaria. Tais resultados demonstram que
mecanismos especificos da auxina no controle de formacdo do RSA, tanto via
aumento da concentracdo desse horménio como na interrup¢ao do transporte e
distribuicAo de auxina. Ambos 0s mecanismos regulam negativamente o
crescimento de raiz priméria (Rahman et al., 2007).

A distribuicdo de auxina em niveis celulares pode ser visualizada pelo
gene repoérter pDR5:GUS. Tal gene quimérico € formado pelo promotor DR5
(pDR5) (responsivo a auxina), o qual esta fusionado ao gene repoérter (-
glucuronidase (GUS) (Sabatinini et al.,1999). O transporte basipetal de auxina,
dirigido pela familia de proteinas transportadoras PIN FORMED (PIN) (Sabatini
1999; Friml et al., 2003), estabelece o gradiente e a concentracdo maxima de

auxina na ponta da raiz primaria (Galweiler et al., 1998; Blilou et al., 2005;
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Paponov et al., 2005; Grieneisen et al., 2007) e nas raizes laterais (Benkova et

al., 2003). Aléem disso, a interrupcdo do transporte polar da auxina leva a
defeitos no desenvolvimento das raizes laterais (Geldner et al., 2001; Benkova
et al.,2003).

Em contraste com as atividades da auxina, os efeitos da citocinina no
desenvolvimento da raiz lateral permanecem menos estudados. Citocinina
exdgena inibe a formacdo de raizes laterais, afetando o ciclo celular no
periciclo (li et al., 2006). Além disso, citocinina exdgena perturba o padréo de
desenvolvimento do primordio da raiz lateral, interferindo com a expressédo dos
genes PIN, impedindo a formacdo de gradiente de auxina (Laplaze et al.,
2007). O transporte basipetal e a distribuicdo lateral de auxina sdo necessarios
para a matutencdo dazona meristematica. Por exemplo, plantas de arabidopsis
que possuem mutaces em trés membros da familia de proteinas PIN tém o
tamanho do seu meristema radicular reduzido (Blilou et al., 2005). Tal
observacéo indica que a citocinina inibe a formacdo de raizes laterais através
da modulacdo da atividade das proteinas PIN. Plantas transgénicas de
arabidopsis com diminui¢cdo nos niveis de citocinina apresentam incremento na
ramificacdo da raiz e aumentodo crescimento da raiz primaria (Werner et al.,
2003). Trabalhos anteriores, (Dello loio et al.,, 2007) demonstraram que a
citocinina enddgena é necessaria para controlar a divisdo de células
meristematicas, como demonstrado em plantas defeituosas na biossintese da
citocinina, as quais apresentam feno6tipos com meristemas radiculares
expandidos. Este fendtipo é também observado em plantas que possuem
mutacdes no gene ARABIDOPSIS HISTIDINA KINASE3 (AHK3) que codifica
um receptor de citocinina, ou nos genes ARABIDOPSIS RESPONSE
REGULATOR (ARR1 e ARR12), reguladores do tipo B de resposta, que
codificam fatores de transcricdo que ativam especificamente genes responsivos
a citocinina (Muller e Sheen, 2007). Além disso, o tamanho do meristema
radicular é aumentado em diversos mutantes dos genes ATP/ADP
isopenteniltransferase (IPTs) os quais catalisam o passo limitante da
biossintese da citocinina e dos receptores de citocininas AHK3. Estes dados
sugerem que citocinina controla o tamanho meristema, agindo através da via
AHK3/ARR1 e ARR12 (Chapman e Estelle, 2009). Um estudo de

microarranjos de DNA avaliando a expresséo de genes nos tecidos radiculares
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em plantassuperexpressando o gene ARR1 revelou que o gene SHORT
HYPOCOTYL2 (SHY2)/IAA3, um regulador negativo de varios genes PIN é um
alvo direto de ARR1, apontando para um mecanismo antagdnico entre auxina e
citocinina no crescimento radicular (Dello loio et al.,, 2007; Dello loio et al.,
2008).

Estudos demostram que a auxina induz a biossintese da citocinina
através do gene IPT5, o qual é simultaneamente ativado pelo gene SHY2/IAAS,
para regular a biossintese da citocinina que por sua vez ativa 0 gene
SHY2/IAA3, resultando em uma regulacdo negativa e restricdo da expressao
dos genes PIN1, 3e7 (Dello loio et al., 2008). Estes dados indicam a
complexidade da interacdo entre os fitohormdnios auxina e citocinina no

desenvolvimento de raizes laterais (Dello loio et al., 2008).

1.2.6 MicroRNAs e seus efeitos na formacgéao do sistema radicular

Em arabidopsis, o0 miR160 é o mais significativo regulador do
crescimento e gravitropismo da raiz primaria, regulando negativamente trés
fatores de resposta a auxina (ARF10, ARF16 e ARF17) (Chen, 2009). A
superexpressao do miR160 e duplo mutante de perda de funcéo de arf10/arf16
mostraram o mesmo defeito na ponta da raiz que é a divisdo descontrolada e
bloqueio na diferenciacéo na regido distal. Além disso, a superexpressao deste
miRNA resultou em plantas transgénicas com aumento no nimero de raizes
laterais (Wang et al., 2005).

Outro miRNA importante para o desenvolvimento do sistema radicular
em arabidopsis € o0 miR164. O miR164 é codificado por trés genes nessa
espécie vegetal: MIR164A, MIR164B e MIR164C (Bonnet et al., 2004; Jones-
Rhoades e Bartel, 2004; Reinhart et al., 2002; Wang et al., 2004). Plantas
mutantes para os genes MIR164a e MIR164b produzem mais raizes laterais
que plantas selvagens (Guo et al., 2005). Feno6tipo similar foi observado em
plantas superexpressando o gene do tipo NAM/ATAF/CUC1 (NAC1), o qual
codifica um fator de transcricdo alvo do miR164 (Xie et al., 2002; Guo et al.,
2005). O gene NACL1 esta envolvido na transmissédo de sinal da auxina e,
consequentemente, afeta a emergéncia e desenvolvimento das raizes laterais
(Xie et al., 2002). Plantas transgénicas superexpressando 0 miR164

apresentam alteracdes no namero de oOrgaos florais e vegetativos sendo que
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esses 6rgdos tornam-se fusionados. Em contraste, plantas transgénicas que

expressam CUCL1 resistente ao miRNA164 (Mallory et al., 2004) ou CUC2
(Laufs et al., 2004) séo defeituosas no desenvolvimento foliar, e no caso do
CUC2, as plantas possuem um limite alargado entre sépalas (Laufs et al.,
2004). Estes resultados sugerem que o miR164 contribui para o
desenvolvimento floral (Peaucelle et al., 2007; Sieber et al., 2007) e atua no
desenvolvimento de raizes laterais (Guo et al., 2005). Os miRNAs 165 e 166
estdo associados ao estabelecimento da identidade abaxial de 6rgaos laterais,
por meio da regulacdo de transcritos dos genes HD-ZIPIIl (Juarez, 2004;
Nogueira et al., 2007, 2009). Além disso, esta via € um mecanismo crucial para
garantir a diferenciacdo dotecido vascular, pois as plantas transgénicas
superexpressando o miR166 apresentaram fenétipos de desorganizacdo dos
tecidos vasculares da raiz o qual foi caracterizado por um aumento do niumero
de pdélos do xilema divergentes do estele caracteristico de raizes de
eudicotiledoneas (Khan et al., 2011).

Outros pequenos RNAs, denominados trans-actingsiRNAs ou tasiRNAs
também podem ter papel biologico na formagédo do sistema radicular. Esses
pequenos RNAs atuam em trans, tal como microRNAs e sdo originados de
genes nao codantes chamados TAS, os quais séo clivados por miRNAs
especificos (Nogueira et al., 2007). Em arabidopsis, por exemplo, transcritos do
gene TAS3 sdao clivados pelo miR390 para produzir tasiRNAs (Fahlgren et al.,
2006; Nogueira et al., 2007). Alguns desses tasiRNAs sdo chamados de
tasiARFs, pois “guiam” a clivagem de transcritos dos genes AUXIN
RESPONSE FATORS ARF2, ARF3 e ARF4. Como estes trés genes ARFs
estdo envolvidos na homeostase da auxina, esta via dos tasiRNAs tem sido
reportada como regulando o crescimento e desenvolvimento da raizes laterais
(Marin et al., 2010; Yoon et al., 2010).

Como visto anteriormente, alguns mMiRNAs estdo envolvidos no
desenvolvimento das plantas, tanto na parte aérea, quanto do sistema
radicular. Alguns dos miRNAs que regulam processos na parte aérea
poderiam ser potenciais reguladores da formacgéo do sistema radicular. Khan e
colaboradores (2011) sugerem, por exemplo, que o miR396 poderia afetar o
crescimento radicular pela limitacao da proliferacéo celular do meristema apical

radicular. Outro exemplo de potencial miRNA que pode estar envolvido no
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processo de formacdo e desenvolvimento do sistema radicular é o: miR156. A
superexpressao do miR156 em arabidopsis, milho e tomateiro promove um
fendtipo com severa reducdo na dominancia apical, levando a maior producéo
de ramos laterais (Schwab et al., 2005; Chuck et al., 2007; Silva, 2012). Além
disso, plantas transgénicas de arroz superexpressando este mMIRNA
apresentam um maior nimero de raizes com menor tamanho (Xie et al., 2012).
Este miRNA poderia ser um possivel regulador da ramificacdo e formacao de
raizes laterais, devido ao fato do mesmo estar envolvido em diversos
processos de desenvolvimento da parte aérea. Além disso, fenotipo de elevada
proliferacdo de raizes laterais foi observado em plantas transgénicas

superexpressando o miR156 em arabidopsis (ver resultados Capitulo 3).
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2. O microRNA529b regula genes especificos de SQUAMOSA
PROMOTER-BINDING PROTEIN-LIKE (SPL) em eudicotileddneas

Resumo

MicroRNAs (miRNAs) sdo pequenos RNAs endd6genos ndo codantes de
20-22 nucleotideos que regulam a expressdo génica. Muitos genes-alvos de
mMiRNA em plantas codificam para fatores de transcricdo associados com a
determinacdo da arquitetura vegetativa, tal como os genes SQUAMOSA
Promoter-Binding Protein-Like (SPLs). Os genes SPLs estdo envolvidos na
reducdo da dominancia apical, padrdo de crescimento da gema axilar,
transicdo da fase juvenil-adulta e desenvolvimento de flores e frutos. Alguns
membros dos genes SPLs sdo regulados por ambos os miRNAs miR156 e
miR529. O sitio de reconhecimento destes microRNAsnos transcritos dos
genesSPLsé conservado e difere somente em sete nucleotideos. Enquanto o
miR156 €& altamente conservado entre Angiospermas, 0 miR529
aparentemente estapresente somente em eudicotiledbneas basais,

monocotiledbneas e no musgo Physcomitrella patens. Neste trabalho, foi
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realizada uma busca de possiveis genes SPLs em eudicotiledéneas "core" que
mantiveram o sitio de reconhecimento do miR529be posteriormente foi gerada
uma arvore filogenética com as sequéncias obtidas. Interessantemente, foram
encontrados varios membros de genes SPLs nessas eudicotiledéneas,
incluindo os genes SPL9eSPL15 de arabidopsis, que contém o sitio de
reconhecimento do miR529b, adicionalmente ao sitio de reconhecimento do
miR156. Para testar se o sitio de reconhecimento do miR529b €& funtional
nessas SPLs, foram geradas plantas transgénicas de Arabidopsis
superexpressando o precursor de arroz OsMIR529b. As linhagens transgénicas
de arabidopsis (OsMIR529b-OE) apresentaram fenotipos vegetativos e
reprodutivos similares aos de plantas duplo mutantes de perda de funcéo para
0s genes SPL9 e SPL15 de arabidopsis (spl9/spl15). Além disso, as plantas
transgénicas apresentaram severa redugdo nos niveis de transcritos dos genes
SPL9 e SPL5, mas ndo de outras SPLs, tais como SPL10 e SPL13. Estes
resultados sugerem que o miR529b pode ser processado e funcional em

eudicotiledbneas "core" e que este miRNA foi possivelmente perdido na histéria

evolutiva recente das eudicotiledbneas.

Palabras chaves: miR529, miR156, SPLs, monocotiledénea e eudicotileddnea.
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Abstract

MicroRNAs (miRNAs) are endogenous non-coding small RNAs (20-22nt) that
regulate gene expression. Its has been shown that many miRNA targets in
plants are transcription factors associated with vegetative architecture
determination, such as the SQUAMOSA Promoter-Binding Protein-Like (SPL)
genes. SPLs are associated with reduction of apical dominance, axillary bud
outgrowth, transition from the juvenile to adult phase, and flower and fruit
development. Some members of the SPLs are regulated by both miR156 and
miR529b. The sites recognized by theses microRNAs in SPL transcripts are
conserved and dufer only by seven nucleotides. While miR156 is highly
conserved among Angiosperms, miR529b seems to be present only in
monocots, Physcomitrella patens and basal eudicots . In this work, we sought to
search for possible core eudicots SPL genes that retained miR529b binding
sites during evolution. Interestingly, we found several members of core eudicot
SPL genes, including SPL9 and SPL15 of Arabidopsis, that retained miR529b
recognition site in addition to the well-known miR156 binding site. To test
whether this binding site is functional in these eudicot SPLs, we generated

transgenic lines of Arabidopsis overexpressing the rice OsMIR529b precursor
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(OsMIR529b-0OE). OsMIR529b-OE displayed similar phenotypes as the double
mutant spl9/spll5, as well as a severe downregulation of SPL9 and SPL5
transcript levels, but not of other SPLs genes. Our data suggest that miR529b is
processed and functional in core eudicots and that this microRNA was recently
lost in the evolutionary history of eudicots.

Key words: miR529b, miR156, SPLs, monocots and eudicots.

2.1 INTRODUCAO

A brotacdo de ramos laterais e a producdo de folhas sao fatores
importantes que determinam a arquitetura da parte aérea das plantas, sendo a
arquitetura vegetal sujeita a uma série de controles regulatorios nos quais
estdo incluidos modificacfes na expressdo génica e alteracdo na producédo e
percepcdo de fito-hormoénios (Ortiz-Morea, 2011). Dentro das redes de
regulacdo, alguns microRNAs (miRNAs) estdo envolvidos, regulando genes
relacionados a brotacdo de gemas laterais e desenvolvimento foliar.

Um intrigante exemplo de agdo de microRNAs na brotacdo lateral e
formacéo de folhas é o envolvimento dos miRNAs miR156 e possivelmente
miR529b. Por exemplo, a expressdo ectopica do miR156 em arabidopsis,
tomateiro e milho promove severa reducdo na dominancia apical, levando a
uma maior producdo de ramos laterais e aumento consideravel do numero de
folhas (Schwab et al, 2005; Chuck et al, 2007; Silva, 2012).
Interessantemente, os miR156 e miR529 possuem genes-alvo em comum que
sdao membros da familia de fatores de transcricdo do tipo SQUAMOSA
PROMOTER BINDING PROTEIN-LIKE (SPLs)em monocotiledéneas e

Physcomitrella. Em Arabidopsis thaliana existem 16 membros da familia SPL,
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dos quais dez sao alvos do miR156 (Guo et al.,, 2008). O fato de que um

mesmo gene seja regulado por miRNAs diferentes oferece vantagens na
modulacdo de sua expressdo, jA que um numero maior de vias estéo
disponiveis. Os sitios de reconhecimento entre estes miRNAs (miR156 e
mMiR529b) e os transcritos dos genes SPLs sdo conservados entre espécies
distantes evolutivamente, o que facilita o uso de ferramentas computacionais
para a identificacdo destas sequéncias em espécies ainda nao estudadas.

Embora os microRNAs miR529b e miR156 sejam correlacionados em
nivel de sequéncia de nucleotideos, compartilhando 14-16 nt (Cuperus et al.,
2011), o miR156 é conservado em todas as plantas avaliadas até o0 momento
(Guo et al., 2008), enquanto que o miR529 exibe distribuicdo taxondmica mais
restrita, sendo identificado em eudicotiledéneas basais, monocotiledoneas e
briéfitas. Curiosamente, embora ambos os miRNAs possuam um ancestral
comum em embriéfitos, o miR529 parece ter sido perdido em eudicotiledoneas
"core" (Cuperus et al, 2011). Interessantemente, foi identificado
bioinformaticamente alguns genes SPL de eudicotiledoneas "core" (Ver
resultados) que possuem sitio de reconhecimento para o miR529b, incluindo
arabidopsis, embora esse miRNA nao esteja presente nos seus genomas ou
em sequéncias transcritas de eudicotiledbneas identificadas até o
momento.Este dado sugere que a relacdo regulatéria entre 0 miR529b e seus
alvos tenha sofrido uma reorganizagéo ao longo da evolucédo das plantas (Fig.
2.1).
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Figura 2.1. miR156 e miR529 que s&o conservados entre familias de plantas representadas no
miRBase release 16 (Griffiths-Jones et al., 2008). Os quadros coloridos representam em qual
familias vegetaisnas quais os miRNAs foram identificados (Figura modificada a partir de
Cuperus et al., 2011).

Até o momento, ndo ha relatos de estudos constatando os possiveis
papéis do miR529 no desenvolvimento vegetal. Portanto, torna-se importante
estabelecer o papel funcional do miR529 no processo de brotacdo lateral e
formacdo de folhas além de sua relacéo evolutiva e funcional com o miR156. O
estudo de tais vias pode contribuir significativamente para o entendimento da
formacdo da arquitetura vegetal e aumento de biomassa, 0 que pode ser
aplicadopara fins biotecnoldgicos e de melhoramento genético, principalmente
em plantas de interesse comercial. Desta forma, o presente trabalho teve como

objetivo geral contribuir para o esclarecimentodo papel da via génica
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mMiR529/SPL durante o processo de brotagédo lateral e producao de folhas e
avaliar a funcionalidade dos sitios do miR529 conservados em alguns genes
SPLs de Arabidopsis thaliana.

Os objetivos especificos do trabalho foram (I) Gerar plantas transgénicas
de arabidopsis superexpressando o OsmiR529b com o intuito de investigar se
os sitios de reconhecimento conservados evolutivamente desse miRNA em
AtSPLs sao funcionais, (lI) Caracterizar fenotipicamente e molecularmente
plantas transgénicas de arabidopsis superexpressando o OsmiR529b, (lIl)
comparar o padrdo de expressdao dos miRNAs miR156 e miR529b em arroz
(IV) Entender qual o processo evolutivo teve por consequéncia a perda do
mMiR529b e sua interagcdo com os genes SPLs em eudicotiledbneas "core".

2.2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos e demais atividades referentes ao presente trabalho
foram desenvolvidos no laboratorio de Genética Molecular do Desenvolvimento
Vegetal (GMDV), no Departamento de Genética do Instituto de Biociéncias de
Botucatu, da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”
(UNESP).
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2.2.1. Material vegetal
Para todas as analises utilizando Arabidopsis thaliana foram avaliadas
plantas WT ecétipo Columbia (Col-0), plantas transgénicas Col-0
superexpressando o gene AtMIR156a(sementes gentilmente cedidas pelo Dr.
Scott Poethig da Universidade de Pensilvania) (Wu et al., 2009), plantas duplo
mutantes Col-0 de perda de funcdo dos genes AtSPL9 e AtSPL15, spl9/spl15
(gentilmente cedido pelo Dr. Peter Huijser do intituto Max Planck) (Schwarz et
al., 2008) e plantas transgénicas Col-0 superexpressando 0 transgene
p35s:0sMIR529b (ver abaixo). Foi também utilizado material vegetal de plantas
de sorgo (Sorghum bicolor), arroz (Oryza sativa ssp. Jap6nica), Brachypodium
disthacyon (Bd21), cana-de-acucar (Saccharum spp) e tomateiro (Solanum
lycopersicum cv. Micro-Tom).

2.2.2 Andlises filogenéticas

2.2.2.1 Andlises filogenéticas dos precursores dos miR156 e
miR529

As sequéncias dos precursores dos miRNAs foram obtidas no banco de
dados miRBase (http://www.mirbase.org/).Estas sequéncias foram alinhadas

usando o programa Clustal W (Thompson et al., 1997) e posteriormente foi
gerada a arvore filogenética utilizando o método de andlises neihbor-joining
(NJ) no programa MEGA versao 5.05 (Tamura et al., 2011).

2.2.2.2 Analises filogenéticas dos genes SPLs com o sitio de
reconhecimento do miR529b

Inicialmente, sequéncias dos genes SPLs presentes em todas as plantas
terrestres com sequéncia disponivel foram obtidas no banco de dados publicos
NCBI (National Center For Biotechnology Information), Phytozome v7.0

(http://www.phytozome.net/) e no TIGR (The Institute info Genomic Research)
(ver nimero de acesso das sequéncias no anexo 1). Foi gerada arvore
filogenética com as possiveis sequéncias que continham o sitio de
reconhecimento para o miR529, utilizando o método de analises filogenética
Maximum-likelihood (ML) no programa MEGA versdo 5.05 (Tamura et al.,
2011). Foi realizado também uma arvore filogenética dos genes SPLscom o

sitio de reconhecimento para o miR529b de Physcomitrella patens, Oryza
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sativa, Zea mays e Arabidopsis thaliana utilizando o método de analises

neihbor-joining (NJ) no programa MEGA versao 5.05 (Tamura et al. 2011).

2.2.3 Andlises de estrutura Exon/intron de genes SPLs

Foram utilizadas sequéncias de CDS e gendmicas de genes SPLs de
Physcomitrella patens, Oryza sativa, Zea mays e Arabidopsis thalianapara
esquematizar a estrutura de éxon/intron em cada um dos genes no GSDS

(Gene Struture Display Server http://gsds.cbi.pku.edu.cn/).

2.2.4 Construcdo do cassete de expressao para a superexpressao do
OsMIR529b

Foi realizada a extracdo de DNA gendmico de arroz (Oryza sativa)
cultivar japonica, utlizando o protocolo CTAB (doyle e Doyle, 1987).
Posteriormente foi realizada uma reacdo de PCR, com o kit comercial
Platinum®Taq DNA Polymerase (Invitrogen), para amplificacdo do fragmento
correspondente ao precursor do OsmiRNA529b. Todos os iniciadores utilizados
neste trabalho encontram-se na Tabela 2.1. Os oligonucleotideos utilizados
para amplificacdo do gene OsMIR529b (Os529pre-F e OsMIR529pre-R)
contém sitio para as enzimas de restricdo BamHI e Sacl.

O amplicon de 1000pb foi verificado através de eletroforese em gel de
agarose 1%. O gel foi corado com brometo de etideo 0,1ug/ml e visualizado

através de um transluminador com luz ultravioleta.

Tabela 2.1. Iniciadores especificos utilizados neste trabalho.
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Oliginucleotideo | Gene. Sequéncia Acesso
AtSPL9-F SPL9 GGTCGGGTCAGTCGGGTCAGATACC AT2G42200.1
AtSPL9-R SPL9 ACTGGCCGCCTCATCACTCTTGTATCC AT2G42200.1
AtSPL15-F SPL15 AGAAGCAAGAACCGGGTCAATACC AT3G57920.1
AtSPL15-RNested | SPL15 AGCCATTGTAACCTTATCGGAGAATGAG AT3G57920.1
AtSPL15- R SPL15 TCATCGAGTCGAAACCAGAAGAT AT3G57920.1
AtSPL10-F SPL10 GTGGGAGAATGCTCAGGAGGC AT1G27370
AtSPL10-R SPL10 GAGTGTGTTTGATCCCTTGTGAATCC AT1G27370
AtSPL13-F SPL13 CCAATCTCTTCTTCTCCAAACAGTACCAGAAGC AT5G50570
AtSPL13-R SPL13 GAAGCAAATGAGGGACTGACGACG AT5G50570
Os529pre-F MIR529 CTCCCTCTTCTTCTCTTAGC MI0005804
Os529pre-R MIR529 GGCTGCATGGACAGATAAGA MI0005804
AtActina —F ACTINA GACCTTGCTGGACGTGACCTTAC AT3G18780
AtActina -R ACTINA GTAGTCAACAGCAACAAAGGAGAGC AT3G18780
OsSPL14 -F SPL14 ATCTCCGGTGGTATCCAGTG LOC_0Os08g39890
OsSPL14 -R SPL14 CACGATGGATTGGTCTCTGTA LOC_0Os08g39890
OsUbiquitina —F UBIQUITINA AGAAGGAGTCCACCCTCCACC LOC_0s03g0234200
OsUbiquitina -R UBIQUITINA GCATCCAGCACAGTAAAACACG LOC_0s039g0234200
miR529-F miR529 CCTGAGAGAAGAGAGAGAGTA MIMATO0005015
Stem-loop miR529 GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCAC
miR529 TGGATACGACAGGCTG MIMATO0005015
miR156-F miR156 CCTGAGTGACAGAAGAGAGTG MIMATO0000167
Stem-loop miR156 GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCAC
miR156 TGGATACGACTGCTCT MIMATO0000167
Reverso universal GTGCAGGGTCCGAGG

Apdés a confrmacdo do amplicom, o mesmo foi utilizado para
subclonagem no vetor pGEM T-Easy (Promega), seguindo as indicagdes do
fabricante. Foram utilizadas células competentes da cepa DH5a de Escherichia
coli para transformacdo genética via eletroporacdo. Posteriormente, as
bactérias foram plaqueadas em placa de Pertri contendo meio LB (Luria-
Bertani) solido contendo antibidtico ampicilina 50ug/ml. As colbnias foram
selecionadas através de reacdo de PCR com os oligonucleotideos
correspondentes ao fragmento inserido.

Posteriormente foi feita a extragdo do DNA plasmidial de duas colonias
contendo o fragmento esperado, utilizando o kit comercial Quiaprep® Spin
Miniprep (Qiagen), seguindo manual do fabricante. Ap0s a extracdo, foi
realizada outra reacdo de PCR para confirmagéo do fragmento. = As amostras
confirmadas foram enviadas ao Servico de Sequénciamento LDM (Laboratério
de Diagnostico Molecular), situado no Departamento de Microbiologia do

Instituto de Biociéncias de Botucatu (IBB), utilizando a plataforma de
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sequénciamento capilar ABI 3500 da AppliedBiosystems. As sequé:ncias foram
avaliadas nos softwareContig8, no programa MEGA 5.0, e submetidas a
pesquisa junto ao banco de dados do NCBI, utilizando a ferramenta BLAST.
Além disso, a sequéncia do OsMIR529b foi submetida ao site web mFOLD,
para a confirmacao de sua estrutura em hairpin.

Apoés a confirmacédo da clonagem no vetor pGEM T-Easy, foi realizada
digestdo com as enzimas BamHIe Sacl, liberando apenas o fragmento de
interesse de 1Kb. O inserto liberado foi purificado e clonado sob o controle do
promotor CaMV35S (p35S) no vetor binario pBI121 (Invitrogen), produzindo o
vetor pGO529. A confirmagdo da clonagem foi realizada via digestéo,
utilizando-se as mesmas enzimas citadas anteriormente. Posteriormente, foi
realizada a extracdo do DNA plasmidial (miniprep) de apenas um clone. Este
miniprep foi utilizado para transformar a cepa GV3101 de Agrobacterium
tumefaciens via eletroporacao.

Além do vetor pGO529, foi gerado o vetor pGO529m, sendo que este
vetor foi produzido a partir do vetor pG0O529. O vetor pGO529 foi digerido com
as enzimas de restricdo Hindlll e EcoRl, liberando o fragmento de 2Kb, que
contém o promotor 35s, o precursor do OsmiRNA529b e o terminador NOS. O
fragmento liberado foi purificado e clonado no vetor pCambia 1381Z. A
confirmacédo da clonagem foi realizada via digestao, utilizando-se as mesmas
enzimas citadas anteriormente. Posteriormente, foi realizada a extracdo do
DNA plasmidial (miniprep) de apenas um clone. Este miniprep foi utilizado para
transformar a cepa AGL1 de Agrobacterium tumefaciens via eletroporagao para
posterior transformacdo genética da monocotiledénea Brachypodium

disthacyon.

2.2.5 Transformacao genética de Arabidopsis thaliana pelo método floral-
dip

Foi utilizado o protocolo do manual de laboratério de Arabidopsis
thaliana (Weigel and Glazebrook, 2002), o qual foi adaptado de Clough e Bent
(1998). A cepa de GV3101 de A. tumerfaciens foi transformada com o vetor
pGO529 contendo o transgene quimérico p35S:0sMIR529b. A cepa foi
multiplicada em 500m| de meio liquido LB contendo o antibiético canamicina
50mg/ul a 28°C por 48 horas. Posteriormente a solucdo bacteriana foi

36



AVA ® /!
AVAVAY  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA ;

u nesp """ 490LIO DE MESQUITA FILHO” Ny,
Campus de Botucatu T
centrifugada a 4000g por 15 minutos a temperatura ambiente. As células foram
entdo ressuspendidas em 500ml| de meio MS contendo 5% de sacarose e
0,02% de Silwet L-77 (100ul para 500ml). A parte aérea das plantas foram
submersas na suspensao bacteriana por 30 segundos sob leve agitacao;
posteriormente, a solucdo foi adicionada nas inflorescéncias, com o auxilio de
uma micropipeta, e em seguida drenadas por aproximadamente 5 segundos, a
fim de retirar o excesso de solucdo. As plantas foram colocadas na posicéao
horizontal em bandejas forradas com papel absorvente e cobertas com papel
filme para manter a umidade por 24 a 36 horas. ApGs este periodo, o papel
filme foi removido e as plantas foram levadas a camara de crescimento nas
mesmas condicdes de crescimento ja descritas anteriormente, por
aproximadamente um més, até o momento adequado para a coleta das

sementes.

2.2.6 Caracterizacdo genotipica das plantas transgénicas

Apos a colheita de sementes das plantas inoculadas com
Agrobacterium, as sementes foram crescidas em placas contendo meio MS
com canamicina 50mg/ul para a sua selegcéo. Plantas T1 (primeira geracdo de
transformantes) foram transferidas para aclimatacdo em camara de
crescimento. Foram coletadas folhas de seis plantas crescidas no meio de
selecdo e realizada extracdo de DNA genbmico seguindo o método CTAB
(Doyle e Doyle, 1987). Foi realizado posteriormente PCR com iniciadores
especificos para o transgene. O iniciador direto se anela no promotor p35S
enquanto que o iniciador reverso anela no final do lI6cus OsMIR529b, para a

confirmacéo da insercéao do t-DNA nas plantas.

2.2.7 Andlises estatisticas

Todos os dados fenotipicos foram sujeitos a analiseanalises estatisticas
por analises de variancia utilizado o programa ASSISTAT versao 7.6 beta (T-
student P <0,01).

2.2.8 Caracterizacao fenotipica das plantas transgénicas de Arabidopsis
thaliana contendo o transgene p35S::0OsMIR529b
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Foram avaliados fenotipicamente trés eventos independentes, em todas
as andlises fenotipicas, utilizando a geracdo T3. Inicialmente foi contado o
namero de folhas na roseta em diferentes tempos (15, 20, 25 e 30 dias apés a
germinacao). Foi medido o tempo de inicio da emergéncia do caule floral e da
antese. Foi contado também o numero de folhas juvenis. Tais folhas sao
caracterizadas pela auséncia de tricomas abaxiais (Schwarz et al., 2008). Os
tricomas abaxiais foram observados com o auxilio de uma lupa. Foi obtido uma
estimativa da taxa de florescimento por meio da contagem do namero total de
folhas da rosetaou dias apdés a germinacdo pelo numero de plantas nas quais
apareceu a primeira inflorescéncia.Outra estimativa adquirida foi a taxa de
iniciacao foliar da roseta, na qual dividiu-seo numero de folhas da roseta que

estivessem com pelo menos 0,5 cm, pelo nimero de dias apdés a germinacao..

2.2.9. Andlises histolégicas do apice vegetativo de plantas selvagens,
transgénicas e mutantes

Regides do apice vegetativo foram isoladas de plantas com 25 dias apoés
a germinacdo (DAG). O tecido foi fixado em solucdo de Karnovsky
(Karnovsk,1965), posteriormente desidratados em série etilica crescente (10%
a 100%) e infiltrados em parafina. Foi obtido seccfes com espessura de 8 pum
utilizando o micrétomo rotativo (LEYCA), e os tecidos foram posteriormente
corados com azul de toluida 0,05% (Sakai, 1973). Apés a coloracao, os cortes

foram fotografados com o auxilio de um fotomicroscapio.

2.2.10. Isolamento, tratamento com DNAse | e quantificagcdo do RNA total

O isolamento de RNA total das diferentes amostras foi feito com trizol
(Invitrogen) de acordo com as recomendagdes do fabricante. Foi utilizada uma
combinacdo de aproximadamente seis folhas da roseta de diferentes plantas
de cada gendtipo testado para maceracdo em tubo de 1,5 mL com auxilio de
nitrogénio liquido.

Apés a extracdo do RNA total, tratou-se as amostras com 1ul de
DNaselAmplification Grade (Invitrogen), seguindo as recomendacbes do
fabricante para remocéo total de DNA gendmico das amostras. Para evitar
possiveis interferéncias residuais da DNasel no processo de sintese de cDNA,

as amostras de RNA foram purificadas por re-extracdo com Trizol, mas usando
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somente ¥ do volume dos reagentes. Em seguida, a integridade dés amostras
de RNA foi verificada por eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com
0,001% (v/v) de brometo de etidio, em tampéao de corrida TAE 1x (40mM Tris-
acetato; 1ImM EDTA) com tenséo constante de 120V. A concentracao e pureza
do RNA foi avaliada por espectrofotometria de absorcdo, utlizando o
equipamento NanoDrop® ND-1000 and ND-8000 8-Sample. Finalmente, a
auséncia de DNA genbmico nas amostras de RNA total foi confirmada por meio
da realizacdo de PCR usando iniciadores especificos para um gene endoégeno
(Actina).

2.2.11. Sintese de cDNA via pulsed stem-loop RT-PCR

O RNA total, tratado com enzima DNaseltal como descrito
anteriormente, foi utilizado para a sintese da primeira fita de cDNA por pulsed
stem-loop RT-PCR (Figura 2.2, Varkony-Gasic et al., 2007).Juntamente com o
iniciador especifico tanto para 0 miRNA529b quanto para o miR156 (iniciador
RT), também foi adicionado oligodT para posterior normalizacdo da quantidade
de cDNA utilizado em cada reacéo de PCR. A sintese da primeira fita de cDNA
foi realizada a partir de 1uyg do RNA total purificado usando o Kit Improm-I|
Reverse Transcriptase (Promega). Ao RNA tratado com DNAsel foi adicionado
1yl de oligodT 1mM, juntamente com o iniciador RT para o miRNA529b e
mMiR156 maduros. As amostras foram incubadas a 70 °C por 10 minutos para
desnaturacdo das estruturas secundéarias e depois incubadas a 5°C por 10
minutos. Em seguida, adicionou-se 4ul de Improm-Il 5x Reaction Buffer, 2,4 pl
de MgCI2 25 mM, 0,5pl de RibolokRNase (invitrogen) e 1 pl da enzima Improm-
Il Reverse Transcriptase. As rea¢des foram incubadas em termociclador a 16°C
por 30 minutos, seguidas por transcricao reversa de 60 ciclos de 30°C por 30
segundos, 42°C por 30 segundos e 50°C por 1 segundo. Para inativacdo da
enzima Improm-ll Reverse Transcriptase, a reacdo foi incubada a 70 °C
durante 15 minutos. Subsequentemente, as reacdes foram armazenadas a -
80°C.
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Stem-loop RT primer Figura 2.2. Esquema do pulsed stem-
i I RT-PCR retirado de (Varkonyi-Gasi
00 - retirado de (Varkonyi-Gasic
ITITETII P (varkony
et al., 2007). Iniciadores especificos stem-
Stem-loop RT l loop anelam na porcdo 3° das moléculas
de miRNA maduro, iniciando sua
LREREREEEEE R - ,
transcricdo reversa. Posteriormente, o
PCRl miRNA maduro é amplificado utilizando-
Forward

se iniciador direto especifico e um
LEIEREREREREEER

iniciador reverso universal.
Reverse
2.2.12 Confirmacéo da clivagem de genes alvo de miRNAs por 5-RACE

Baseado no fato de que a clivagem de mRNA-alvo é feitano complexo
RISCeé guiada pelo miRNA maduro, foi usada a metodologia de 5-RACE
(rapid amplification of cloned ends) (Llave et al., 2002; Souret et al., 2004)
modificada, para identificar o sitio de clivagem e comprovara regulacdo do
gene AtSPL15pelo miRNA529b.

RNA total de folha da roseta de plantas de arabidopsis transformadas
com o vetor pGO529 foi utilizado para o experimento, utilizando-se o Kit
GeneRacer (Invitrogen). O experimento seguiu as recomendacdes
dofabricante, iniciando- se na etapa de ligacdo do oligo de RNA ao RNA total.
Ao tubocontendo o oligo de RNA GeneRacerpré-aliquotado (0,25 pg), foram
adicionados 5ug de RNA total em 7 ML de agua
DEPC(DIETILPIROCARBONATO). O oligo foi ressuspendido na solucdo e
entdo a mistura foi incubada a 65°C durante 5 minutos para desnaturacao de
estruturas secundarias. O tubo foi entdo colocado em gelo por 2 minutos, e
posteriormente adicionou-se 1ul de 10X Ligase Buffer, 1yl de 10mM ATP, 1pl
de RNAseOut (40U/ul), T4 RNA ligase (5U/ul), para completar um volume final
de 10ul.

Posteriormente a reacédo foi incubada a 37°C por 1 hora, e depois
colocada no gelo. O RNA total foi purificado com fenol:cloroférmo e precipitado
com etanol, acetato de sédio e glicogénio. O pellet resultante foi ent&o
ressuspendido em 10ul de agua DEPC autoclavada.

Este RNA ligado ao oligo de RNA GeneRacerfoi utilizado como molde

para reacdo de transcricdo reversa utilizando o Kit Improm-ll Reverse
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Transcriptase (Promega). Ao RNA foi adicionado 1ul de oligo dT, i.pl de dNTP
mix 10mM. As amostras foram incubadas a 70°C por 10 minutos para
desnaturacdo das estruturas secundarias e depois colocadas a 5°C por 10
minutos. Em seguida, adicionou-se 5ul Improm-Il 5x Reaction Buffer, 2,4ul de
MgC2, RNase out 0,6ul e 1ul da enzima Improm-Il Reverse Transcriptase. A
reacao foi incubada em termociclador com o seguinte programa: 25°C por 5
minutos, 42°C por 1 hora e 70°C por 15 minutos para inativagdo da enzima.

O cDNA foi utilizado para amplificacbes dos fragmentos clivados do
geneAtSPL15usando um iniciador senso especifico para a sequéncia do oligo
deRNA GeneRacer e iniciador reverso especifico para a sequéncia do mRNA-
alvo (Tabela 2.1). Com o intuito de obter maior especificidade dos amplicons,
aliquotas do produto de PCR da primeira reacao foram utilizadas para realizar
mais uma amplificagdo, mas usando um par de iniciadores mais
internos(Tabela 2.1) aos usados na primeira reacdo de PCR (Nested-PCR).
Posteriormente, o amplicom foi clonado no vetor pGEM T-Easy seguindo as
indicacdes do fabricante. Foram utilizadas células competentes da cepa DH5a
de E. coli para transformacao genética via eletroporacdo. Treze clones foram
sequénciados como intuito de confirmar sua identidade e determinar o ponto
exato em que o miR529b"guia” a clivagemdo AtSPL15,permitindo inferir qual
dos dois miRNAs (miR156 ou miR529b) tem maiorparticipacdo na regulacéo

deste alvo nas plantas trangénicas p35S:0smiR529b.

2.2.13 Analise in silico de incorporacdo dos miRNAs miR156 e miR529b
nas Argonautas (AGOs) de arroz

Para testar se os miR156 e miR529b sao incorporados em diferentes
enzimas AGOs em monocotiledéneas, foi feito avaliacéo in silico do nimero de
sequéncias obtidas para o miR529b e miR156 a partir de bibliotecas de
pequenos RNAs de arroz. Essas bibliotecas foram geradas a partir de RNAs
enriquecidos em diferentes AGOs de arroz via experimentos de
imunoprecipitagdo de cromatina. Os dados para nossa analise foram obtidos a
partir de dados brutos de sequenciamento disponiveis publicamente (Wu et al.,

2009). Os dados foram re-analisados para os microRNAs em estudo.
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2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 Analises dos transcritos do miR529b em monocotiledéneas e em
eudicotiledbneas

Locicapazes de gerar os miR529a ou b ndo foram detectados em
eudicotiledéneas "core" até o momento, somente em monocotiledbneas,
eudicotiledoneas basais (por exemplo Aquilegia caerulea) e no musgo
Physcomitrella patens (miRBase v.15). Para confirmar a presencga/auséncia
dos transcritos do miR529b em eudicotiledéneas "core", foi avaliado o acumulo
do transcrito do miR529b em plantulas de cana-de-agucar (Saccharum ssp.),
sorgo (Sorghum bicolor), arroz (Oryza sativa), Brachypodium distachyon,
arabidopsis e Solanum lycopersicum via pulsed stem-loop RT-PCR (Fig. 2.3).
Como controle, foi avaliado o acimulo do miR156, o qual esta presente em
todas as Angiospermas estudadas até o momento (miRBase v.15). Foi avaliado
o mMiR529b devido a sua alta conservacdo de sequéncia com o miR156
(Cuperus et al., 2011). Esta andlise demonstrou a auséncia de transcritos do
mMiR529b maduro em espécies de eudicotiliedbneas "core" tais como
arabidopsis e tomateiro, e presenca de seus transcritos em varias espécies de
monocotiledéneas, corroborando a hipétese de que o microRNA529 esta
ausente nesse grupo de eudicotiledéneas ou € produzido em niveis abaixo do
nivel de deteccdo da metodologia utilizada. Além disso, analises em banco de
dados de sequenciamento em larga escala de pequenos RNAs e banco de
dados gendmicos de arabidopsis e tomateiro também apontam para a auséncia
do lécus capaz de gerar o miR529 nestas espécies vegetais (dados nao
mostrados). Em conjunto, estes dados sugerem que a via miR529/miR156/SPL

€ conservada em monocotileddoneas mas ndo em eudicotiledbéneas "core".
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Eudicotiledoneas monocotiledoneas
A. S. B. S. 0. S. —
thaliana  lycopersicum disthacyon bicolor sativa sp
miR156
miR529b

Figura 2.3. Andlise do acimulo de transcritos maduros do miR156 e miR529b (RT-
PCR) em monocotiledbneas (Saccharum spp., Sorghum bicolor, Oryza sativa, B.
distachyon) e eudicotiledéneas (A. thaliana e S. lycopersicum). Controle negativo:
reacdo de RT-PCR sem cDNA RT (-).

2.3.2 Andlises filogenéticas

2.3.2.1 Andlises filogenéticas dos precursores do miR156 e miR529

O miR156 é altamente conservado, estando presente em todas as
espécies de plantas avaliadas até o momento enquanto que, o miR529 é
encontrado em bri6fita, monocotiledéneas e eudicotiledéneas basais. Nas
briéfitas e monocotileddneas (Oryza sativa e Zea mays) 0s miR156 e miR529
possuem alvos em comum, mas, 0 numero de cépias deste miRNA e de seus
respectivos alvos difere em cada espécie (Tabela 2.2). Baseado no fato que
estes dois microRNAs sdo correlacionados ao nivel de sequéncia de
nucleotideos, compartilhando 14-16 nt (Cuperus et al., 2011), foi feito analises
filogenéticas entre o0s precursores de mMiR156 e miR529 em bridfita
(Physcomitrella patens), monocotiledéneas (Oryza sativa e Zea mays) e a
eudicotiledbnea basal (Aquilegia coruela), além de utilizar os precursores do
miR156 de eudicotiledonea "core" (Arabidopsis thaliana).Para explorar a
relacdo destes miRNAs, foi gerada arvore filogenéticaa qual foi dividida em dois
grupos, A e B (Fig. 2.4). No grupo A sao encontrados a maioria dos
precursores do miR156 além de um precursor do miR529 de Aquilegia coruela
(Eudicotileddnea basal) (Fig. 2.4). No grupo B sdo encontrados a maioria dos
precursores do miR529 além de ser encontrado um precursor do miR156 de
eudicotiledbnea "core" (Arabidopsis thaliana). Os resultados sugerem que o

miR156possivelmente é derivado do miR529, talvez via micromutacdes que
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ocorreram ao longo do precursor do miR529. Essas micromuta¢cdes podem ter
afetado o processamento do miR529 maduro em espécies de eudicotiledoneas
"core". OmiR156parece ser mais diversificado ao longo da histéria evolutiva
das plantas,ou seja houve um aumento no nimero de cépias dos precursores

do miR156 no genoma vegetalquando comparado com o miR529 (Tabela 2.2).

o5 osa-MIR156e MIDO00EST
;GJE zma-MIR156h MIOD0 1463
100 zma-MIR156e MID0O 1461
zma-MIR 1561110013184
j’__‘: 0sa-MIR156i MIDO0DES
- 2 2ma-MIR156iMI0001 464
100 osa-MIR156h MIDOD 0660
—l: osa-MIR156  MIOD00662
4 5 Zma-MIR156k MI0001847
?,_T: 0sa-MIR156d MIDO00656
0 2zma-MIR156 MIODO 1456
osa-MIR156f MID000658
o7 [—— 058-MIR156bMI0000654
L zma-MIR 1566 MI00D1 459
osa-MIR156a MIDO00653
ath-MIR 1569 MID001062
" osa-MIR156 MID001091 <
2ma-MIR156¢ MIOD0 1460 0
osa-MIR156c MID0D0655 [
ath-MIR 156e MID000162 a
51 ath-MIR156 MIOODO183 O
ath-MIR156b MI0000179
. 100 [—— ath-MIR 1562 MI0000178
29 L ath-MIR1560 MID0D0180
— 3 0sa-MIR156g MIO0D0659
2ma-MIR1 562 MIOD0 1462
86 zma-MIR156fMIO001 457
100 zma-MIR1569 MIO00 1458
. — AthMIR156dMI0000181
~ ath-MIR156;MI0019234
423‘—‘_7‘: ppt-MIR 1562 MIO003506
™ ppt-MIR156b MIO005696
% pptMIR1566 MI0005654
7 age-MIRS29MI0012110  --stffmmm
’_|: ath-MIR156h MID001063
2 \_‘: agc-MIR156a MIDO1 2069
9 aqo-MIR156bMI0D1 2068
[ 0s&-MIR1S8KMI001 090
98 L 2ma-MIR 156/ MIO001 808
- osa-MIR529a MID00 3202
9 E 2ma-MIR529 MI00 1324 1
0sa-MIR529b MIODDSB04 o
ath-MIR156iMI0D1 9232 —saffmm o
» 8 ppt-MIRS 29e MI0005925 &
- 98 ppt-MIRS 297 MI0005526 a
ppt-MIRS 29d MI0005924 T
— 89 ppt-MIRS 292 MI0005921
ppt-MIRS29g MIDD0S927
8 ppt-MIRS 29 MI00059 22
99 ppt-MIRS 29¢ MI0005923

Figura 2.4. Andlise filogenética dos precursores do miR156 e miR529 de

Physcomitrella patents, Oryza sativa, Zea mays, Aquilegia coruela e Arabidopsis
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thaliana. Setas pretas indicam precursores do miR156 no grupo B e seta verde indica

precursor do miR529 no grupo A.

Tabela 2.2. Namero de coépias dos miR156 e miR529 e numero de seus respetivos

alvos

Musgo 3/3 3/7
Arroz 12 /12 4/2
Milho 12 /12 4/1
Aquilegia -2 -/1
Arabidopsis 10/12 2'l-

- Auséncia de alvos ou copias dos miRNAs
"Possivel alvo (Ver abaixo)

2.3.2.2 Analises filogenéticas dos genes SPLs com o sitio de
reconhecimento para o miR529b

Algumas espécies de musgo e monocotiledéneas, tais como arroz e
milho, contém membros da familia das SPLs que possuem sitio de
reconhecimento tanto para o miR156 quanto para o miR529b. Apds a
confirmacdo da auséncia do miR529b em eudicotiledéneas "core",
foramrealizadas analises de bioinformatica dos genes SPLsque contém o sitio
de reconhecimento do miR529b em todas as plantas terrestres com sequéncias
gendmicas disponiveis. A arvore filogenética foi dividida em dois grupos, A e
B(Fig. 2.5A). No grupo B estéo inclusos os alvos conhecidos do miR529b em
briofita e monocotileddneas. No grupo A foram identificados varios genes de
SPLs de eudicotiledénea "core" que surpreendentemente contém o sitio de
ligacdo para o0 mIiR529b.Alguns dos genes SPLs identificados sao
pertenecentes as especies Solanum lycopersicum, Arabidopsis lyrata e
Arabidopsis thaliana. Dentre os genes encontrados em eudicotiledéneas "core",
estdo 0sSPL9 e SPL15 de Arabidopsis thaliana (Fig. 2.5A), embora o
MiIRNA529b ndo esteja presente nos seus genomas oOu has sequéncia

transcritas identificadas até 0 momento para essa espécie.
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Considerando que os miR156 e miR529b s&o similares em termos de
sequéncia, e que os sitios de reconhecimento no transcriptoma dos seus
genes-alvos em comum (SPLs) sdo conservados em monocotiledéneas, foi
predito bioinformaticamente o sitio de reconhecimento nos genes SPL9e
SPL15 (Fig. 2.5B) de arabidopsis para ambos os miRNAs, mostrando sua
similaridade com os sitios de monocotileddéneas (Ling e Zang, 2012b). Estes
dados demonstram que emborao miR529btenha sido perdido ao longo da
evolucdo das plantas, os seus respectivos alvos ainda conservam o sitio de

regulacéo.
A

VvSPL9 XM_002278476.2
SISBP15XM_004249116.1
PontSPLY FJ502237.1

AmSPL4 AJ011622.1
MdSPL1HM122684 1
FaSPL9 JN979457 1

PtSPL XM_002322642 1

ReSPL XM_002532297.1
GmSPLIXM_003551373.1
MtSPLXM_003625188.1

100 | AISPL XM_002876132.1
LAISPUE AJD11638 =
ThSPL AK353538.1
100 [ AISPLY AY086384  —emem
100 PISPL XM_002314960.1
ReSPLXM_002512008.1
SISBPEC XM_004252201
4]uo|—— SISBPBa XM_004236023.1
TP R T
100 !_|: PPSPL13 Ppisi94_57V6
50 PpSPL3 Ppis1os_53V6
——— SbSPLXM_002456814.1
100 L 0sSPL2LOC_0s01969830
ZmSPL1 BT037938
ZmSPLE EU972995
BdSPL17 XM_003576281.1
0sSPL17LOC_Os09g31438

0sSPL14LOC_Os08g39890
BdSPL14 XM_003572321.1

ZmSPL5 AJO11618.1
MDL XM_002444726.1
99 ZmSPL7 BT054334

GRUPO A

GRUPO B

01

AtSPLS § CGACTCAAACTGTGCTCTCTCTCTTCTGTCAAATCCAC 3
1 11 11®11 11111111111
MIR52% ¥ ucc GACAUGAGAGAGAGAAGA 5
1111111111
MIRIG6a-i 3 CACGAGUGAGAGAAGACAGU 5

AtSPL 15 &  AGATTCAAGCTGTGCTCTCTCTCTTCTGTCAAACTCAT 3
1 1111181111111 111111
MIR52% ¥ UCCGACAUGAGAGAGAGAAGA 5

IT11 1T T11 0110111011
MIRIG6a-i 3 CACGAGUGAGAGAAGACAGU &

Figura 2.5. A) Andlise filogenética de genes SPLs que contém o sitio de
reconhecimento do miR529b. Quadro vermelho indica as euditotiledéneas, quadro azul

indica as bridfitas e quadro verde indica as monocotiledéneas. Setas indicam o0s
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unicos dois membros SPL15 (AY086384) e SPL9 (AJ011638) em Arabido'.psis thaliana
que contém o sitio conservado de reconhecimento do miR529b. B) Predicdo do sitio
de reconhecimento das SPL9 e SPL15 em arabidopsis pelos miR529b e miR156.

2.3.2.3 Relagcdo da estrutura génica entre os possiveis alvos do
miR529b

Para explorar a relacdo dos alvos do miR529b de musgo e
monocotiledéneas com o0s possiveis alvos deste miRNA em arabidopsis que
foram identificadas bioinformaticamente, foram realizadas analises filogenéticas
que resultaram em uma arvore com topologia similar entre as sequéncias
analisadas (Fig. 2.6A). A arvore foi organizada em dois grupos (grupo A e B).
No grupo B foram classificados todos os genes SPLs de Physcomitrella patens.
No grupo A estédo incluidos os genes SPLs de monocotiledbneas e 0s possiveis
alvos do miR529b de Arabidopsis thaliana. Estes resultados demonstram que
0s genes SPLs de arabidopsis estdo classificados juntos com as SPLs de
monocotileddneas no grupo A.

Para confirmar as evidéncias da arvore filogenética e a possivel
conservacdao dos genes SPLs de arabidopsis, foram esquematizadasas
estruturasdestes genes baseadas na distribuicdo éxon/intron das sequéncias
analizadas. Na Figura 2.6B € evidente a relacdo entre as estruturas dos genes
e 0s grupos formados na filogenia (Fig. 2.6A). No grupo A, todos 0s genes
SPLs de monocotiledoneas e arabidopsis mostram um padrdo de splicing
conservado de trés éxons e dois introns, no grupo B, por sua vez, €
apresentado um padrdo na estrutura com quatro éxons e trés introns. Estes
resultados demonstram claramente que a estrutura dos genes SPLs alvos
também do miR529bé conservada em monocotileddneas e eudicotileddneas e
difere da estrutura de outros genes SPLs ndo alvos do miR529b em
monocotiledéneas (Ling et al., 2012) e eudicotiledéneas (Anexo 2).Ambos o0s
resultados demonstram uma relacéo entre os possiveis alvos do miR529b em
arabidopsis e os alvos do miR529b em musgo e monocotileddneas, sugerindo
uma conservagao restritadestes genes.Portanto, embora ndo seja identificado o

mMiR529b em arabidopsis, 0s possiveis alvos ainda estéo presentes.
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100 OsSPL17LOC_Os09g31438 — -
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o8 ZmSPLS AJO11618.1 E - L
ZmSPLT BT054334 E’ -
0sSPL2LOC_Os01g69830 O o -
{ 0sSPL18LOG_0s09932944 -
T [ AISPLS AY086384 -
w0l AISPI1S AJO11638 - E—
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—
0.1

Figura 2.6. A) Andlises filogenéticas utilizando os alvos do miR529b de musgo, arroz,
milho e seus possiveis alvos em arabidopsis. B) Estrutura de éxon e intron. Caixas
pretas indicam a regido dos éxons, enquanto as linhas indicam os introns. O

comprimento das caixas e linhas sao baseadas no comprimento dos genes.

2.3.3 Obtencao do transgene p35S:0sMIR529b e transformacdo genética
de Arabidopsis thaliana

Com o intuito de verificar se os sitios conservados nos transcritos dos
genes SPL9 e SPL15 de arabidopsis sédo funcionais, foram geradas plantas
transgénicas de arabidopsis superexpressando o gene MIR OsMIR529b de
arroz (Fig. 2.7) sob o controle do promotor CaMV35S (doravamente
denominado de 5290E). Para isso, foi gerado o vetor pGO529 como descrito

em Materiais e Métodos.

A B

ATATTACEATERR TC e T 1T AT AT T TT e A TEEAEGETE
CAATTATTAATTTOCTCT TGCATTACA AT AR A TCEA T TCCT CACAA TAGTGTCAT TTTGCCEAT
GCTACTCTECTATAT AA R CCCAGRGECAT CCRAACTT CTACA GCARCTA ACACA M CACATCEAT
AGRCEATCATATCET GRACECTAR R TC N e e e N Yy e Y e TE CECEE TT TRETT G
TTAGATGETGERAGTACT TGCEACGOCTACTACCCT T ITCRCCARGEC TET ACECTCCCTCTTC
TTCTCTTRGCTTTTTATGATCCACACACATATATACATGARCT CTCTCTCAGCORGCT (AGCT
ATAATTTATTIGTARGCATT TGTACTCICTGTACTCT TR TATT AGTATCITATCTGTCCRTECR
GOCGECOEECTTCET AGGATAGAT GLAGCAACTEAC TATTATT TIGCTATCTART TTT TRAGET
GETATTCTARATAGT TTARATAGCTITCT TG TT TTAATCRARTGETGART TTGTRACTCGCRG
TCATTCGEICCTATASCCTATGCARTAATTGET TATAGCCTT TTART TAR ACCARAGEECEAREE
ATCATCTCAATGTTTARRATARACTATCTATT TRTCCATGCATACRCRCERRARTGCTTTTETT
TTGOCGATTEACAGEACT TATTCT TACTCAATACTCCTACCCAA AR AR A RA A CA TAT TACTCR
ATATATACTGCT TASTCAGCGAATATATACTGCT TTCEAGCTT TERCACCATCEGTCT TTTITA
CCAARATATTTACACACACTAATAAAATACACTCAT AATTAM TCTCTATT ATCT CCARCTART
TATTGGTTARRGT TTATARTAGTARRACTTAAR TTGT TCRGT TRATTT AR AR CCERAGIRTGTATR
TGTTCATCICAACTETGT TARAACTACTT 2GR RCACCACAT AR GCAGTCCATAAR TR RRCCCT
2ancTCATECERTCTTeATACATeAATCR 2 T T2 S T C

Figura 2.7. Sequéncia e amplificagdo do locus correspondente ao OsMIR529b (1Kb).
(A) iniciadores especificos (em vermelho), regido do OsMIR529b (em amarelo) e do

mMiR529b (em azul). (B) Gel de agarose 1% mostrando o amplicon gerado.

Apés a geragdo do vetor pGO529, transformacdo em Escherichia coli

cepa DH5aq, e confirmacéo da clonagem via restricdo do DNA, dois clones de

48



AVA &
AVAYAY  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA 1

S <
u nesp """ 490LIO DE MESQUITA FILHO” N,

Campus de Botucatu ¥
bactéria foram enviados para sequenciamento. Um dos genes sequenciados

apresentou 100% de identidade com a sequéncia depositada no NCBI
correspondente ao gene MIR529bde arroz, o qual apresenta a estrutura em
harpin (Fig. 2.8), sendo portanto selecionado para as etapas posteriores. O
DNA plasmidial do clone selecionado foi inserido em Agrobacterium
tumefaciens cepa GV3101 via eletroporacdo. A presenca do transgene foi
confirmada via PCR e este clone foi utilizado para o para a transformacao de
arabidopsis pelo método floral-dip utilizando o protocolo do manual de
laboratorio de Arabidopsis thaliana (Weigel and Glazebrook, 2002) adaptado de
Clough e Bent (1998).

Structure 1 Folding bases 1to 138
Initial AG = -59.50

10 20 30 40 50 60 70
-1 AU A A GC UO0OU UUGU AU GAA A
AUCGU GAAGGCUAA GGAGAAGAG GAG GUACAGCUUUGG GG AG UAG GGUG GU C
UAGUA UUUUCGAUU CUUCUUCUC CUC CAUGUCGGAACC CO uc AUC CCGC CG U
g~ CU © G A- UU- CC-—- AU AG- U
130 120 110 100 90 80

Figura 2.8. Estrutura em forma de hairpin do precursor do OsMIR529 de arroz

(caracteristica dos precursores dos microRNAs). Em destaque o miR529b.

Apos a transformacdo, as sementes foram crescidas em placas
contendo meio MS com canamicina 50mg/ul para a sua selecao. Na Figura 2.9
observa-se que todas as linhagens testadas foram positivas para a presenca
do transgene p35S::0sMIR529b. A reacdo de PCR utilizou iniciador direto
capaz de se anelar ao promotor CaMV35S e o reverso na extremidade 3' do
gene MIR529b de arroz. Dessa forma, o produto desta amplificacdo é de
aproximadamente 1.1kb. Foram escolhidos trés eventos pelo fendtipo
apresentado para posteriores analises.

1 2 3 4 D) 6 7 8 9 10 " 12 13 14 15 PCR-

Figura 2.9. Analise genotipica dos 15 eventos transgénicos obtidos. A banda de

aproximadamente 1100pb corresponde ao amplicon gerado pelo iniciador direto
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posicionado no promotor CaMV35S e o iniciador reverso no final da sequéncia

correspondente ao precursor OsMIR529b.
2.3.4 Analises fenotipicas das plantas transgénicas de Arabidopsis
thaliana superexpressando o transgene p35S::0sMIR529b

Como controles das analises fenotipicas das plantas transgénicas de
arabidopsis descritas anteriormente, foram utilizadas plantas duplo mutantes de
perda de funcdo spl9/15, linhagem transgénica expressando o transgene
p35S:MIR156a (denominada 1560E), bem como plantas selvagens (WT Col-
0). Um interessante aspecto dos eventos transgénicos 5290E € o similar
fendtipo com as plantas duplo mutante de perda de funcéo spl9/spl15, tal como
aumento do numero de folhas da roseta, em combina¢cdo com um pequeno
atraso no florescimento, resultando em maior densidade das plantas adultas,
embora estes fendtipos sejam menos pronunciados que nas plantas 1560E

(Fig. 2.10), tal como publicado anteriormente (Schwarz et al., 2008).

Figura 2.10. Andlise fenotipica dos eventos trangénicos 5290E#1 (D, J), 5290E#2 (E,
K) 5290E#3 (F, 1) comparadas com WT Col-0 (A, G), 1560E (B, H), e duplo mutante
de perda de funcédo spl9/15 (C, I). Fenétipo de plantas adultas (6 semanas de edade)
(A-F) e rosetas de 25 DAG (G-L). Plantas 5290E apresentaram fenotipo similar ao

duplo mutante de perda de fungéo spl9/spll15. A barra indica 1cm.

Para confirmar a similaridade fenotipica das plantas transgénicas 5290E
quando comparado as plantas duplo mutante de perda de funcéo, foi
comparado o numero de folhas na roseta (Tabela 2.3). Os eventos

transgénicos 5290E produziram maior numero de folhas na roseta, obtendo
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resultado similar as plantas duplo mutante de perda de funcdo spl9/spll5,
guando comparadas comas plantas selvagens WT.

Com o0 objetivo de determinar o momento da mudanca de fase
vegetativa para a reprodutiva, foi utilizada a carateristica auséncia/presenca de
tricomas abaxiais nas folhas da roseta como marcador morfologico para folhas
formadas durante a fase juvenil/adulta, respectivamente (Telfer et al., 1997).
Em média, o primeiro tricoma abaxial a desenvolver-se nas plantas WT foi com
6,8 folhas. A linhagem transgénica 1560E exibiu os primeiros tricomas abaxiais
com 19,4 folhas, enquanto que o duplo mutante de perda de funcdo spl9/15
exibiu os primeiros tricomas abaxiais com 10,3 folhas, apresentando-se de
forma similar aos eventos transgénicos 5290E #1 (10,3 folhas), 5290E#2 (10
folhas) e 5290E#3 (9,8 folhas) (Tabela 2.3).

Foi determinado também, para as mesmas plantas, o tempo de inicio da
emergéncia do caule floral, assim como da antese (Tabela 2.3), além da taxa
de florescimento e da iniciacao foliar. Como esperado, o inicio da emergéncia
do caule floral e a antese na linhagem transgénica 1560E apresentou um
aberrante atraso (28 dias) (Schwabet al., 2005; Schwarz et al., 2008), enquanto
que as plantas duplo mutante de perda de funcdo spl9/15 (3,5 dias) e os
eventos transgénicos 5290E(3,5 dias) mostraram um pequeno atraso quando
comparadas a WT Col-0 (Tabela 2.3). Em relacdo a taxa de florescimento -
namero total de folhas da roseta ou dias ap0s a germinacao pelo numero de
plantas nas quais apareceu a primeira inflorescéncia-,0 duplo mutante de perda
de funcédo spl9/15 e os eventos transgénicos 5290E #1, #2 e #3 néo

apresentaram diferencas quando comparadas as plantas WT Col-0 (Fig.2.11).

Tabela 2.3. Avaliacédo fenotipica dos eventos transgénicos 5290E (#1, #2 e #3), WT
Col-0, linhagem transgénica 1560E e duplo mutante de perda de fung&o spl9/15.

Inicio da
Folhas da emergéncia do

Folhas juvenis ! roseta caule floral (DAG) Antese ? (DAG)
WT Col-0 6,8+ 05¢c 143+ 09c 16,5+ 1,2d 23,6+ 16¢
1560E 19,4+ 18a 52,9+ 26a 45,0+ 18a 54+ 33a
spl9/15 10,3+ 0,7b 294+ 22b 20,0+ 0,7bc 258+ 19b
5290E #1 10,3+ 0,5b 26,8+t 2,0b 19,4+ 0,7c 24,8+ 1,5bc
5290E#2 10,0+ 1,1b 275+ 16b 18,9+ 09¢c 23,4+ 13c
5290E#3 9,8+ 0,7b 26,5+ 19b 20,9+ 12b 26,8+ 2,2b
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Figura 2.11. (A) e (B) tempo de florescimento de WT Col-0, 1560E, duplo mutante de
perda de funcéo spl9/15 e 5290E (eventos de transformacao #1, #2 e #3). O eixo X
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indica o numero de folhas (A) ou niumero de dias ap6s a germinacao (B), o eixo Y

indica a porcentagem de plantas que floresceram. Dias apds a germinacéo (DAG).

A taxa de iniciagéo foliar por dia foi de 1,8 versus 0,5 para 1560E e WT
Col-0 respectivamente, enquanto que foi de 1, 0,9, 0,9 e 0,9 para as plantas
duplo mutante de perda de funcéo e os eventos transgénicos 5290E #1, #2 e
#3, respectivamente (Fig. 2.12B). Para descobrir a possivel causa ou
consequéncia do incremento da taxa de iniciacdo foliar nos eventos
transgénicos 5290E, foram examinados microscopicamente cortes histologicos
transversais do apice vegetativo, para determinar a filotaxia do apice vegetativo
(dimensdo e padrdo de emergéncia de folhas a partir do apice caulinar) de
plantas duplo mutante de perda de funcdo spl9/spll5e dos eventos
transgénicos 5290E, quando comparados aos apices de plantas WT Col-0,
sendo que o padrdo de emergéncia de folhas a partir do apice caulinar em
arabidopsis é espiralada. ApoOs os cortes dos tecidos, ndo se observou
diferencas na forma e tamanho do meristema apical dos genétipos avaliados,
corroborando com os dados ja publicados onde se comparou cortes
histol6gicos do apice vegetativo de plantas duplo mutante de perda de funcao
spl9/15 e plantas WT (Schwarz et al., 2008) (Fig. 2.1C e D). A partir destas
observacdes, demostrou-se que a diminuicdo observada do plastocron nao é
nem efeito e nem causa de uma alteracdo na filotaxia do duplo mutante de
perda de funcdo spl9/spll5 (Schwarz et al., 2008)e dos eventos transgénicos
5290E #1, #2, #3.Sabe-se que a forma e outras caracteristicas das folhas
recém-formadas alteram-se progressivamente em correlacdo com a transicéo
da fase vegetativa (Telfer et al., 1997). Porém, provavelmente devido a um
plastocron alterado, a correlacédo entre o nimero de folhas e a floracdo parece
diferir entre o tipo selvagem e os demais gendétipos, como ja demostrado para
duplo mutante de perda de funcédo spl9/spll5 (Schwarz et al., 2008). Portanto,
€ provavel que as diferencas observadas estejam relacionadas com a alteracdo
relativa da transicdo de fase vegetativa (Schwarz et al., 2008), a qual &
fortemente diferenciada nos genotipos avaliados em comparacéo ao selvagem,

identificados pela presenca/auséncia de tricomas abaxiais (Tabela 2.3).
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A Ndmero de Folhas B Iniciagdo Foliar
60,0

50,0

m 15dag

40,0

20dag

30,0

W 25dag

20,0 - ® 30dag

10,0 -

0,0 -

WTCol-0 1560F spl9/15 5290F #1 5290F #2 5290E #3 WTCol-0 1560E  spl9/15 5290E#1 5290E #2 5290F #3

WT col-0 spl9/15 5290E #3
Figura 2.12. (A) Numero de folhas em diferentes dias (15, 20 e 25 DAG). Foram
utilizadas 12 plantas para cada gendtipo (Col-0, 1560E, spl9/15, 5290E#1, 5290E#2
e 5290E#3). (B) Taxa de iniciacdo foliar. (C-E) Cortes histologicos do apice vegetativo
WT Col-0 (C), spl9/15 (D) e 5290E#2 (E). Em destaque meristema (m) e primoérdio
foliar (P). Escala de 100um.

A similaridade de diversos fendtipos do duplo mutante de perda de
funcdo spl9/spll5 e os eventos transgénicos expressando o transgene
p35S::0sMIR 529b sugerem claramente uma redundancia, possivelmente por
haver uma regulacdo negativa dos genes SPL9 e SPL15 nas plantas
transgénicas. Embora outros fenétipos mais sutis possam existir nas plantas
transgénicas 5290E, todos os fendtipos relacionados a via genética dos genes
AtSPL9 e AtSPL15 estdo presentes nos eventos transgénicos. Portanto, os
sitios conservados do miR529b nos transcritos desses genes parecem ser
funcionais.

Como demonstrado nas plantas de arabidopsis transgénicas
p35S::0sMIR529b, o numero de folhas aumenta significativamente em relagcéo
as plantas selvagens, além das plantas transgénicas reterem por um maior
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tempo suas caracteristicas juvenis (Figs 2.10, 2.11 e 2.12 e Tabela 2.3). O
aumento do numero total de folhas pode contribuir significativamente com o
aumento de biomassa desses gendtipos. Para testar se estas modificacdes
fenotipicas ocorrem também em monocotiledoneas, estdo sendo geradas
plantas transgénicas de Brachypodium disthacyon superexpressando o
OsMIR529b sob o controle do promotor 35S com o vetor pGO529m, em
colaboracdo com o grupo do prof. Wagner Otoni (UFV). No momento, varias
plantulas potencialmente transgénicas estdo regenerando e enraizando em
meio de cultura seletivo (Fig. 2.13). Posteriormente as plantas transgénicas de

B. disthacyon serdo avaliadas fenotipica e molecularmente.

Figura 2.13. A) Folhas e meristemas regenerando a partir de calos transgénicos de B.
distachyon Bd21 em meio de cultura suplementado com antibiético higromicina. B)
Plantas possivelmente transgénicas OsMIR529b de B. distachyon Bd21 em meio de

cultura de enraizamento suplementado com antibiético higromicina.

2.3.5 Andlises de expresséao génica por RT-PCR

Para determinar molecularmente se a expressao dos genes AtSPL9 e
AtSPL15 é reprimida nas plantas transgénicas de arabidopsis expressando o
transgene p35S::0sMIR529b, foram realizadas andlises de expressao génica
via RT-PCR. Também foi avaliada a presenca de transcritos do precursor
OsMIR529b, dos mIiRNAs maduros OsmiR529b e miR156 (Fig 2.14).
Corroborando com os dados de analises filogenéticas (Fig 2.5A) e com o0s
dados fenotipicos descritos anteriormente, as plantas transgénicas 5290E
mostraram severa reducdo dos niveis de transcritos dos genes AtSPL9 e
AtSPL15, sugerindo que o0s genes-alvos do miR529b em arabidopsis
conservam o sitio de reconhecimento e que o0 miR529b é capaz de fazer seu
papel de regulacdo desses genes (Fig 2.14). Para confirmar se a regulagéo
destas SPLs (SPL9 e SPL15) esta sendo pelo miR529 e ndo pelo miR156, foi
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avaliada a expressdo do miR156 (Fig. 2.14). O resultado confirrﬁa que nas
plantas 5290E ndo h& variacdo da expressdo do miR156, sugerindo que a
regulacdo negativa dos genes SPL9 e SPL15 é predominantemente realizada
pelo miR529b nesses gendtipos. Também foram analisados, como controles,
outros genes de SPLs (SPL10 e SPL13) os quais sédo alvos do miR156, mas
ndo do miR529b. Como mostrado na Figura 2.14, as duas SPLs (SPL10 e
SPL13) foram reguladas somente nas plantas superexpressando o miR156,
sugerindo que o sitio de reconhecimento do miR529b é funcional somente nos
genes SPL9 e SPL15.

5290E
WT  1560E spl9/15 #1 #2 #3 e

SPL15 (34C)

SPL13 (34C)

SPL10 (30C)

SPL9 (30C)

miR529b (26C)

MIR529 (28C)

S — miR156 (24)

ACTINA (240)

RT-

Figura 2.14. Andlise de expressao viapulsed stem-loop RT-PCR de genes SPL15,
SPL9, SPL10 e SPL13, OsMIR529b (precursor) e os miRNAs maduros miR529b e
miR156 em plantas OsMIR529b-OE (#1, #2, #3), AtMIR156a-OE, duplo mutante de
perda de funcéo spl9/15 e WT- Col-0. (C) nimero de ciclos realizados em cada RT-
PCR.

56



AVA ® /!
AVAVAY  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA ;

S <
u nesp """ 490LIO DE MESQUITA FILHO” N,

Campus de Botucatu ¥
Para confirmar a regulacdo poés-transcricional do gene AtSPL15em

folhas de plantas transformadas com o vetor pGO529, foi utilizada a técnica 5’-
RACE (ver material e métodos). A analise dos transcritos mostrou que a
clivagem ocorre entre a base 10 e 11 do miR529b (Fig.2.15), de maneira
semelhante ao que esta descrito para monocotiledéneas (Chuck et al., 2010).
Esses resultados mostram de maneira robusta que o miR529b nas plantas
contendo o vetor pGO529 regula o gene AtSPL15.

MIR329  MIR1S6
cleavage cleavage

=ite =ite
13 0
13 13

AtSPL 15 5 AGATTCAAGCTGTGCTCTCTCTCTTCTGTCAAACTCAT 3

I 1111 1@®111 1111111111
MIR52% 3 UCCGACAUGAGAGAGAGAAGA 5

IT1110 110101011011 01111
MIR156a1 3 CACGAGUGAGAGAAGACAGU 5

Figura 2.15. Clivagem do transcrito SPL15 em Arabidopsis thaliana guiado pelo
MiR529b nas plantas transgénicas 5290E. O numero de transcritos clivados em cada
posicdo sobre o total de clones analisados € indicado pela seta. Todos o0s transcritos
analisados foram clivados no sitio de clivagem predito para o miR529b. Também é

representado o sitio de clivagem guiado pelo miR156.

Visando responder questdes importantes para a biologia dos
microRNAs, tal como: por que monocotileddneas possuem dois mMIRNAs
(miR529 e MiR156) para regular a expressdo dos mesmos genes-alvo? Sera
determinado o padréo de expressdo do miR529b, miR156 e um dos seus alvos
em comum (OsSPL14) no apice vegetativo de arroz via hibridagéo in situ. Para
determinar o padrdo de expressdo espaco-temporal dos miR529b miR156 e o
gene alvo em comum, inicialmente foi realizado um perfil de expressdao em
diferentes Orgaos/tecidos de arroz (apice vegetativo, folha juvenil (32 e 42
folhas) e inflorescéncia) utilizando pulsed stem-loop RT-PCR para 0os miR529b
e miR156. Tanto o miR529bquanto o0 MiR156 foram expressos em todos 0s
orgaos/tecidos avaliados, embora estejam principalmente expressos no apice

vegetativo e folhas (Xie et al., 2012) respectivamente (Fig. 2.16), o que
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confirma os resultados obtidos anteriormente em 4pice vegetativo e
inflorescéncia de arroz (Jeong et al., 2011). Ogene alvo em comum (OsSPL14)
foi expresso somente no apice vegetativo. Como os iniciadores utilizados para
detectar os transcritos do gene OsSPL14 flaqueiam os sitios de
reconhecimento do miR156 e miR529b (Tabela 2.1), sugere-se que o0 gene
OsSPL14 e pos-transcricionalmente silenciado pelos miRNAs nas folhas e
inflorescéncias de arroz. Baseado nestes resultados sera realizadoexperimento
de hibridizag&o in situ no apice vegetativo, sendo que tanto os miRNAs quanto
0 gene alvo a ser avaliado estdo expressos neste tecido. No momento,
estamos iniciando a obtencdo dos dados de hibridacdo in situ para esses
MiRNAs e o gene alvo. Esse experimento pode demonstrar se o padrdo de
expressdo dos dois miRNAs é diferente no apice vegetativo de arroz quando

comparado entre eles e ao padrao de expressdo de seu gene-alvo.

Apice
Vegetativo Folha Inflorescéncia ___

SPL14 (30C)

miR529b (26C)
R miR156 (27C)

UBIQUITINA (25C)

RT—

Figura 2.16. Analise de expresséo génica via pulsed stem-loop RT-PCR dos miRNAs miR156 e
miR529b em diferentes tecidos/6rgéos de arroz. (C) niumero de ciclos realizados em cada RT-
PCR.

2.3.6 Analise in silico de incorporacdo dos miR156 e miR529b nas
Argonautas em arroz

Baseado no fato de que as enzimas AGO incorporam pequenos RNAs
dependendo do primeiro ribonucleotideo da extremidade 5" (Mi et al., 2008), e
que o] miR529b inicia-se com 0 ribonucletideo A
(AGAAGAGAGAGAGUACAGCUU) e 0 miR156 inicia com o ribonucletideo U
(UGACAGAAGAGAGUGAGCAC), e possivel gque esses microRNAs sejam
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incorporados em diferentes enzimas AGOs em monocotileddneas. Para testar
tal hipotese, foi realizado analise in silico da incorporacdo dos miR156 e

mMiR529b nas argonautas de arroz (Fig. 2.17).

1800 -

EMIR529b AGAAGAGAGAGAGUACAGCUU
- Monocotileddneas

1600 - OmiR528 UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG —
MiR156 UGACAGAAGAGAGUGAGCAC | pngiospermas —
1400 OmiR390 AAGCUCAGGAGGGAUAGCGCC

1200
1000
800

600

200
o T | | — l

Rice_AGOD1a Rice_AGO1lb Rice_AGOD1c Rice_AGOD4a Rice_AGO4b Rice_AGO16

Figura 2.17. Valores normalizados (transcripts per million ou TPM) da abundancia de

microRNAS (eixo Y) enriquecidos das respectivas AGOs de arroz (eixo X).

Foi avaliado, como controles, outros mMiRNAs enriquecidos nas
respectivas Argonautas. O miR528 é especifico de monocotiledéneas e inicia-
se com o ribonucletideo U (UGGAAGGGGCAUGCAGAGGAG), enquanto o
miR390 é conservado em todas as Angiospermas avaliadas até o momento e
inicia-se com o ribonucletideo A (AAGCUCAGGAGGGAUAGCGCQ).
Interessantemente, miR529b e mMiR390 acumulam-se especificamente nas
Argonautas AGO4b e AGO16, mas ndo nas AGOla, b ou c de arroz. Tanto em
arroz, como em arabidopsis, ja foi relatado a distribuicdo ndo aleatoria de
pequenos RNAs em diferentes Argonautas. Por exemplo, foi demonstrado que
o miR390 ¢é incorporado especificamente na AGO7 de arabidopsis
(Montgomery et al., 2008).

Os resultados filogenéticos, fenotipicos, de expressao génica e dados
moleculares demonstram que o miR529bpode ser processado e funcional em
eudicotiledbneas "core" e que este miRNA foi provavelmente perdido na

historia evolutiva recente de eudicotiledéneas "core", aléem do fato de que seus

59



AVAVAV UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA .

u nesp ‘JULIO DE MESQUITA FILHO” \\ &

Campus de Botucatu Vo
genes alvos ainda possuem o sitio de reconhecimento nesse grupo de

eudicotiledbneas. Estes genes alvo possivelmente foram submetidos as fortes
pressfes de selecdo e que tém evoluido lentamente desde a sua origem,
corroborando com analises feitas de genes alvo do miR529b em bridfita e
monocotileddneas, sugerindo que estes genes sofreram pressdo de selecdo
diferente dos alvos do miR156 (Ling e Zang, 2012b).

Devido ao fato de o miR156 ser conservado em todas as plantas
avaliadas até o momento (Guo et al., 2008) e que 0 mesmo possua alvos em
comum com o miR529b em monocotileddneas, musgo, e dicotileddéneas basais
foi gerado a hipdétese de que o possivelmente o miR156 foi derivado do
miR529b e que este ultimo foi perdido em eudicotiledéneas "core" sem efeitos
prejudiciais ou deletérios para o desenvolvimento dos organismos que O
possuiam (Puzey e Kramer, 2009). Possivelmente a evolucdo domiR529
ocorreu via micromutacbes ou perda de porcdes gendmicas contendo
precursores do miR529a e b. Com o intuito de gerar dados mais robustos e
consistentes capazes de descrever o processo evolutivo do miR529b, seréo
realizadas andlises filogenéticas de regides gendmicas destes miRNAs em
Varias espécies vegetais.
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3 Estudo preliminar do papel funcional da via microRNA156/SPL na

formacao e desenvolvimento de raizes laterais em Arabidopsis thaliana

Resumo

O sistema radicular desempenha papel importante na ancoragem e
seguridade dos vegetais no solo. A arquitetura das raizes principal e laterais
contribui para a captura de agua, além de facilitar a extragdo de nutrientes
necessarios para o crescimento e desenvolvimento da planta. Diversos fatores
gue podem afetar o desenvolvimento do sistema radicularsdo conhecidos, tais
como: resposta a fatores ambientais, producéo, sinalizacdo e transporte de
fitohormonios (principalmente auxina e citocinina), e mudangas globais na
expressao génica. Muitas dessas mudancas na expressao génica podem ser
reguladas por microRNAs (miRNAs). Os miRNAs sdo pequenos RNAs
enddgenos ndo codantes de 20-22 nucleotideos (nt) que regulam a expressao
de genes-alvo pos-transcricional e transcricionalmente. Neste trabalho
preliminar, foi avaliado o possivel papel da via miR156/SQUAMOSA
PROMOTER BINDING-LIKE PROTEINs (SPLs) no crescimento e
desenvolvimento do sistema radicular de Arabidopsis thaliana. Plantas de
arabidopsis selvagem eco6tipo Columbia (WT Col-0), duplo mutante Col-0 com
perda de funcédo dos genes SPL9 e SPL15 (spl9/15) e plantas transgénicas
Col-0 1560E e MIM156 foram crescidas em meio MS e meio MS suplementado
com 1uM de IAA (acido indol acético) ou 10uM do inibidor do efluxo de auxina
NPA (N-1-Naphthylphthalamic Acid), sob fotoperiodo de 16h/luz e 8h/escuro).
Doze dias apdés a germinacao, foram observadas diferencas significativas no
comprimento da raiz principal das plantas 1560E quando comparadas com o0s
outros genatipos avaliados. Além disso, foi observado aumento significativo do
namero de raizes laterais em plantas transgénicas superexpressando o
miR156 (1560E) e no duplo mutante spl9/15, quando comparadas as plantas
WT e o MIM156. Intrigantemente, o aumento no nimero de raizes laterais nas

plantas 1560E e spl9/15 foi similar em meio MS com ou sem a presenca de
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IAA, sugerindo que essas plantas tem resposta diferenciada a aiolica(;éo de
auxina. Dados preliminares de analise de distribuicdo de auxina e citocinina,
bem como da localizacdo da proteina PIN1 nos sistemas radiculares desses
genadtipos, sugerem um papel da via miRNA156/SPL no crescimento e
desenvolvimento de raizes laterais em arabidopsis e uma possivel relacdo

desta via com sinalizacao e distribuicdo dos fitohormdnios auxina e citocinina.

Palavras chaves: Arquitetura radicular, desenvolvimento, miR156, auxina e

citocinina
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Abstract

The root system are plays key role in plant anchorage and security into
the soil. In addition both primary and lateral roots contribute to water uptake,
and facilitate the extraction of nutrients required for the plant growth and
development. Multiple factors are known to affect plant primary and lateral root
growth and formation, such as, the response to environmental factors,
perception, signaling, production and transport of phytohormones (mainly auxin
and cytokinin) and global changes in gene expression. In addition, some
microRNAs also are involved in this latter process. MicroRNAs (miRNAS)
regulate the gene expression transcriptionally and post-transcriptionally. In this
preliminary work, we evaluated the possible role(s) of the miR156/SQUAMOSA
PROMOTER BINDING-LIKE PROTEINs (SPLs) pathway in the root system
formation and development in Arabidopsis thaliana. Arabidopsis seeds of WT,
mMiR156 overexpressors (1560E), SPL9 and SPL15 double mutant (spl9/15)
and MIMCRY for 156 (MIM156) were plated onto MS medium with or without
auxin (indole-3-acetic acid -IAA- 1uM) or auxin transport inhibitor (N-1-
Naphthylphthalamic Acid -NPA- 10uM) under photoperiod of long days (16-h-
light/8-h-dark). Twelve days after germination, We found significant differences
in length the primary root between 1560E and the other evaluated genotypes.
Importantly, we found several differences in the number of lateral roots among
the genotypes. For example, spl9/15 double mutant and 1560E plants
displayed a higher number of lateral roots when compares with WT and
MIM156. Intriguingly, the number of lateral root is mililar in spl9/15 double
mutant and 1560E plants in the presence ou absence of exogenous auxin,
suggesting that these plants have different responses to the application of
auxin. Preliminary analyzes of the distribution of auxin and cytokinin as well as
the cellular location of PIN1 protein in root systems of these genotypes suggest

a role of miRNA156/SPL pathway in the growth and development of lateral
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roots in Arabidopsis and a possible relationship of this pathway with signalin

and homeostasis of the plant hormones auxin and cytokinin.

Key words: Root system architecture, development, miR156, auxin and

cytokinin.

3.1 INTRODUCAO

MiRNAs sdo uma classe de pequenos RNAs ndo codantes de 20 a 22
nucleotideos codificados por genes MIR, os quais se encontram amplamente
distribuidos no genoma de animais e plantas e regulam a expressdo de seus
genes alvos, atuando principalmente ao nivel pds-transcricional, por meio de
interagcbes RNA-RNA (Ha et al., 2008). miRNAs sao fatores importantes que
integram vias de percepcdo de fitohérmonios, percepcdo de condicBes
ambientais e expressdo génica. Além de estarem envolvidos em varios
processos do desenvolvimento da parte aérea das plantas (Chuck et al.,2009),
também estdo envolvidos no crescimento e desenvolvimento do sistema
radicular (Meng et al., 2010; Khan et al., 2011).

Em plantas, o sistema radicular desempenha um papel essencial na
ancoragem ao solo, assim como na absor¢do de agua e nutrientes. Tais fatores
dependem diretamente da arquitetura do sistema radicular, que esta
relacionado tanto a raiz principal, quanto a raizes laterais e adventicias. A
formacao da arquitetura do sistema radicular é controlada por varias vias de
sinalizagdo, as quais sdo notavelmente ligadas a acdo de varios fitohorménios
(Osmontet al., 2007).

Os fitohorménios possuem papel importante no controle da divisdo
celular e alongamento no meristema apical da raiz. Dentre estes, podemos
destacar: auxina, citocinina, etileno, acido giberélico (GA), (Benkova e Hejatko,
2009), acido abscisico (ABA) e brassinosteroides (Petricka et al., 2012). A
auxina, por exemplo, estimula a iniciacdo das raizes laterais e inibe a
elongacdo da raiz primaria. Porém, tanto a auxina quanto o ABA e
brassinosterdides, atuam promovendo ou inibindo o crescimento da raiz
dependendo da sua concentracdo (Barrero et al., 2005; Clouse et al., 1996;
Dello loio et al., 2008; Ephritikhine et al., 1999; Finkelstein et al., 2002; Mussig,
et al., 2003; Vartanian et al., 1994; Zeevaart e Creelman, 1988). Por sua vez, a

citocinina inibe a divisado celular (Dello loio et al., 2007; Miyawaki et al.,2004),
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mas pode promover a diferenciacao e identidade celular no meristema radicular
(Dello loio et al., 2007).

Embora existam relatos demonstrando que alguns microRNAs (por
exemplo: miR160, miR390, miR164, miR166) podem atuar como reguladores
do desenvolvimento e arquitetura da raiz e interagir com varios fitohorménios
descritos acima, ainda ndo esté claro se outros microRNAs poderiam também
estar envolvidos nestes processos. A via miR156/SPLs por exemplo, atua nos
processos de determinacdo da arquitetura vegetativa da parte aérea de varias
espécies vegetais (Schwab et al., 2005; Xie et al., 2006; Chuck et al., 2007;
Wang et al., 2008; Schwarz et al., 2008; Silva, 2012) e plantas de arroz
superexpressando o miR156 geram maior nimero de raizes, (Xie et al., 2012),
sugerindo que este miIRNA poderia também regular o desenvolvimento e
estabelecimento do sistema radicular. Portanto, cogitou-se a hipotese de que
esta via poderia estar envolvida na regulacdo da formacao do sistema radicular
de Arabidopsis thaliana. Estudos que constatem o papel da via miR156/SPL na
formacdo do sistema radicular, e demonstrem sua interagdo com alguns
fitohormdnios na raiz, forneceriam uma grande contribuicdo ao entendimento
da formagé&o da estrutura radicular das plantas.

Diante do exposto acima, o presente trabalho teve como objetivo geral
avaliar preliminarmente o possivel papel da via miR156/SPL na formacado e
estabelecimento do sistema radicular em Arabidopsis thaliana, e como
objetivos especificos: (1) identificar o papel da via miR156/SPL na arquitetura e
desenvolvimento do sistema radicular, (lI) avaliar a possivel interacdo da via
mMiR156/SPL com os principais fitohormodnios responsaveis pela formacdo do

sistema radicular em arabidopsis.
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3.2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos e demais atividades referentes ao presente trabalho
preliminar foram desenvolvidos no laboratério de Genética Molecular do
Desenvolvimento Vegetal (GMDV), no Departamento de Genética do Instituto
de Biociéncias de Botucatu, da Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho” (UNESP).

3.2.1 Material vegetal e condi¢cdes de crescimento

Para todos os experimentos, foram utilizados os seguintes gendétipos de
Arabidopsis thaliana: plantas selvagens WT eco6tipo Columbia (Col-0), linhagem
transgénica Col-0 1560E (descrita no capitulo 2), planta Col-0 duplo mutante
de perda de funcgéo spl9/spll5 (descrita no capitulo 2) e linhagem transgénica
Col-0 MIMICRY para o miR156 (doravante denominada MIMI156). As
sementes dessa Ultima linhagem foram gentiimente cedidas pelo Dr. Detlef
Weigel do Instituto Max Planck, Alemanha. Esta linhagem transgénica contém
o transgene que mimetiza o0 mRNA-alvo do miR156, com mismatches
adicionais.Nestas plantas, o nivel de transcritos do miR156 € reduzido e este
encontra-se indisponivel para atuar na regulacdo dos mRNAs dos genes SPLs.
Tal metodologia foi desenlvolvida por Franco-Zorrilla e colaboradores (2007).

Para a realizacdo dos cruzamentos, além dos genétipos descritos
anteriormente, foram também utilizadas plantas transgénicas com marcadores
para andlise de distribuicdo e transporte de auxina e citocinina. Foram
utilizadas plantas transgénicas contendo gene quimérico contendo o promotor
de resposta a auxina (pDR5), fusionado ao gene reporter GFP (green
flouresence protein) (doravante denominada pDR5::GFP), plantas transgénicas
com o gene quimérico contendo o promotor de resposta a citocinina (pARR5)
fusionado com o gene reporter GUS (B-glucuronidase) (doravante denominada
AtARR5::GUS) e plantas transgénicas contendo o gene quimérico PIN1 e o

mesmo fusionado traducionalmente com o gene reporter GFP (doravante
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denominadas PpPINL1::PIN1:GFP). Sementes das plantas transgénicas
pDR5::GFP e pPIN1::PIN1:GFP foram gentilmente cedidas pela Dra. Marja
Timmermans (Cold Spring Harbor Labs, EUA) e pelo Dr.Peter Marhavy do
Instituto Max Planck, respectivamente. O vetor de transformacé&o contendo o
gene quimérico pARR5::GUS foi gentilmente cedido pelo Prof. Lazaro Péres
(ESALQ/USP). Plantas transgénicas de arabidopsis pARR5::GUS foram
obtidas conforme metodologia descrita no capitulo 2.

Para a descontaminacdo das sementes, foi utilizado aproximadamente
1ml de uma solucéo contendo 50% de agua sanitaria, 50% de a4gua destilada e
0,02% de Tween. Na solugdo foram adicionadas aproximadamente 50
sementes, em tubos de 1,5ml e permaneceram sob agitacdo constante por 10
minutos, posteriormente as sementes foram lavadas trés vezes com &agua
destilada e autoclavada e posteriormente foram ressuspendidas em 1ml de
agarose 0,1% estéril e colocadas em placas de Petri contendo meio MS
(Murashige&Skoog) sélido com vitaminas.

Para a quebra da dorméncia e germinacdo das sementes, as placas
foram deixadas a 4°C por 2 dias (Weigel and Glazebrook, 2002),
posteriormente foram levadas a estufa incubadora onde permaneceram por 15
dias e entdo foram transferidas para o solo e cobertas com uma pelicula de
plastico por aproximadamente 5 dias, com a finalidade de aclimatar as
plantulas, em casa de vegetacdo com temperatura variando de 19 a 24°C. Foi
mantido um fotoperiodo de 16 horas luz e 8 horas de escuro.

3.2.2 Coleta das sementes

Apbs as siliquas (frutos secos) secarem, as sementes foram coletadas
com o auxilio de uma peneira comum, armazenadas em tubos de 1,5ml e
permaneceram de 12 a 16 horas a 37°C. Posteriormente foram estocadas a

4°C com silica, a fim de evitar a proliferacdo de microorganismos.

3.2.3 Tratamento com auxina, inibidor de auxina e observacdo de
fendtipos daraiz

Cinco dias ap0s a germinacéo, plantas de arabidopsis WT Col-0, duplo
mutante de perda de funcéo spl9/15, e plantas transgénicas 1560E e MIM156

foram transferidas para placas de petri contendo meio MS com presenca ou
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auséncia de 1uM de IAA (acido indolacético) ou 10uM NPA (N-1-acido
naftiltalamico), os quais sdo: auxina e um inibidor do transporte de efluxo de
auxina, respectivamente. As placas foram colocadas na posicéo vertical, para
observacdo dos fendtipos da raiz. Foi medido o comprimento da raiz principal

utilizando-se o programa ImageJ (NIH; http://rsb.info.nih.gov/ij) e as raizes

laterais foram contadas com o auxilio de microscopio binocular 12 dias apos a
germinacao. Foram utilizadas 12 plantas para cada linhagem. Para as analises

estatisticas, foi utilizado o teste de t-Student’s (P <0,01).

3.2.4 Cruzamentos

Os genotipos mostrados na Tabela 3.1 foram cruzados por métodos
convencionais. As plantas transgénicas 1560E e MIM156 foram emasculadas
com o auxilio de um estereoscopio e pincas. E necessaria a retirada das
anteras das plantas que vao atuar como parental fémea, para evitar a
autopolinizacdo. Ap0s a emasculacdo, as plantas foram isoladas para nao

ocorrer o recebimento de polen indesejado.

Tabela 3.1 Cruzamentos

Fémeas Doadoras de polen
1560E pPpARR5::GUS
1560E pDR5::GFP
1560E pPIN1::PIN1:GFP
MIM156 pPpARR5::GUS
MIM156 pDR5::GFP
MIM156 pPIN1::PIN1:GFP

Apos dois dias da emasculacdo, no momento em que o estigma estava
receptivo, as plantas foram polinizadas, transferindo o pdélen das plantas
doadoras para as receptoras (Tabela.3.1). A transferéncia do poélen foi
realizada com o auxilio de pingas, utilizando as anteras maduras com o poélen
(Fig. 3.1A) e posicionando-as sobre o estigma, até, este ficar cheio de polen.

Finalmente, cada planta foi marcada com uma fita para registrar o cruzamento.
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Assim que as siliquas secaram, foram coletadas as sementes (como ja

descrito).

N W s

Figura 3.1. (A) Foto de uma flor de arabidopsis, (B) Esquema da flor de arabidopsis.
Sépala (1), Filamento (2), Estilo (3), Pétala (4), Antera (5), Estigma (6), Pistilo (3 e 6).

(C) Esquema da flor emasculada (sem anteras).

3.2.5 Andlises dos cruzamentos
3.2.5.1 Determinacéo da localizacdo e distribuicdo de auxina, citocinina e
da proteina PIN1 no sistema radicular de arabidopsis

Plantulas de arabidopsis da geracdo F1 dos cruzamentos descritos
anteriormente foram utilizadas para avaliar a localizacdo e distribuicdo dos
fitohormdnios auxina e citocinina, bem como a localizacdo da proteina PINL1.
Plantulas transgénicas com GFP foram avaliadas sob microscopia confocal
(Olympus FV1000, localizado no Laboratério de Biologia Molecular de Plantas
ESALQ/USP). Plantulas transgénicas com GUS foram avaliadas em teste
histoquimico tal como descrito no manual de laboratério de Arabidopsis
thaliana (Weigel and Glazebrook, 2002) e fotografadas em microscépio de luz
branca. Como controles, foram utilizadas plantas selvagens e os parentais dos

cruzamentos crescidas nas mesmas condi¢oes.
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Andlises fenotipicas do sistema radicular

Para as analises de fendtipos do sistema radicular, foram utilizadas
plantas de arabidopsis WT Col-0, duplo mutante de perda de fungao spl9/15, e
plantas transgénicas 1560E e MIM156. Inicialmente foram avaliados o
comprimento e o numero de raizes laterais em meio MS (Fig. 3.2a). No
comprimento da raiz, foi encontrada uma diminuicdo nas plantas trangénicas
1560E, sendo esta diferenca significativa quando comparada com 0s outros
gendtipos. Além disso, observou-se aumento significativo no nimero de raizes
laterais nas plantas 1560Ee no duplo mutante de perda de funcao spl9/spll15,
quando comparados as plantas WT e MIM156. Interessantemente, observou-se
uma pequena reducdo do numero de raizes laterais nas plantas transgénicas
MIM156 (Tabela 3.3), embora esta diferenca nédo tenha sido significativa. Estes
dados sugerem que a via mMiR156/SPL possivelmente esta envolvida no
estabelecimento da arquitetura radicular. Considerando que plantas
submetidas a altas concentracdes de auxina inibem o comprimento da raiz
principal (Thimann 1936; Dello loio et al., 2008) e concomitantemente
promovem a iniciacdo de raizes laterais (Blakely et al., 1982; Casimiro et al.,
2001) e que as plantas 1560E apresentaram fendtipos similares a essas
plantas, cogitou-se a hipotese de que a via miR156/SPL poderia regular a

homeostase de auxina durante a formagé&o do sistema radicular de arabidopsis.

Tabela 3.2. Comprimento da raiz principal e nUmero de raizes laterais de Arabidopsis
thaliana (Col-0, 1560E, spl9/15 e MIM156) 12 dias apés a germinacao, crescidas em
meio MS. O erro padréo € indicado.

COMPRIMENTO DA RAIZ (mm) N°. DE RAIZES LATERAIS
WT 62,7 £1,7a 13,1+1,9¢c
1560E 59,8 +1,9b 26,05%2,2a
SPLY9/15 62,1+ 2,7a 18+2,1b
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MIM156 61,5+ 3,2a 12,3 +1,3c

(P <0,01, Student’s t-test. As medidas seguidas da mesma letra n&o diferem
significativamente)

3.3.2 Analises fenotipicas do sistema radicular em plantas crescidas em
meio MS com e sem auxina ou inibidor de auxina

Com o intuito de iniciar o estudo do possivel papel da via miR156/SPL
na arquitetura radicular em arabidopsis e sua relagcdo com o fitormonio auxina,
plantas dos genotipos descritos anteriormente foram crescidas em meio MS

com presenca ou auséncia de 1uM de IAA ou 10uM NPA (Fig. 3.2).

A

MIR156-0OE MIM156

MIR156-OE
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Figura 3.2. Plantulas de arabidopsis WT Col-0, 1560E, spl9/15 e MIM156 12 dias
ap6s a germinacdo em meio MS (A), MS suplementado com 1uM IAA (B) ou 10uM
NPA (C).

Para o comprimento da raiz principal, os resultados demonstraram que
os efeitos no tratamento com auxina emplantas selvagens diminuiu
drasticamente quando comparados aos efeitos dos outros genotipos
analisados. Para o tratamento com o inibidor do transporte de auxina (NPA)
ndo ha efeito do gendtipo, ou seja, os efeitos no desenvolvimento radicular é
similar em todos os gendétipos avaliados. A reducdo do crescimento radicular,
devido a presenca de IAA e/ou NPA, foi devido a alteracdes no transporte e
concentragdo de auxina, o qual foi similar entre os gendtipos e ja foi
detalhadamente descrito na literatura. Os dados sugerem que a via
mMiR156/SPL parece estar envolvida com o crescimento da raiz principal de
arabidopsis. Entretanto,a via miR156/SPL ndo parece afetar o transporte de

auxina durante o processo de crescimento da raiz primaria (Fig. 3.3).

20 COMPRIMENTO DA RAIZ

aA B aA aA
60 -
g bA bA bA
bB

40 - mMS
1AA

3 cAB cA cAB

) cB 1 | : m NPA

1 |

Col-0 MIR156-OE spl9/15 MIMI156

o O O o o O

Figura 3.3. Comprimento da raiz principal de Arabidopsis thaliana (Col-0, 1560E,
spl9/15 e MIM156) germinadas em meio MS, com ou sem 1uM IAA ou 10uM NPA. (P
<0,01, Student’s t-test. As medidas seguidas da mesma letra ndo diferem
significativamente). O erro padrdo é indicado. No eixo X sdo indicados 0s genotipos

avaliados e o eixo Y indica o comprimento da raiz em milimetros.

O tratamento com NPA diminui significativamente o niamero de raizes
laterais em todos os genotipos analisados. No tratamento com IAA, como
esperado, houve aumento do numero de raizes laterais nas plantas WT

(Blakely et al., 1982; Casimiro et al., 2001). Entretanto, nas plantas
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transgénicas 1560E e no duplo mutante de perda de funcédo spl9/spl15 nao

houve diferencas significativas quando estes gendtipos foram crescidos em
meio MS com presenca ou auséncia de IAA, indicando que estas plantas
apresentam resposta diferenciada a suplementacéao de auxina (Fig. 3.4). Estes
resultados sugerem que a viamiR156/SPL pode afetar a homeostase e
resposta celular a auxina e consequentemente contribuir com o aumento da

formacdao de raizes laterais
NUMERO DE RAiZES LATERAIS

30
25
aB aB
20 | bBC = Ms
15 ac IAA
m NPA
10
CB bD
5 cC
) ] =
Col-0 MIR156-OE spl9/15 MIMI156

Figura 3.4. Numero de raizes laterais de Arabidopsis (Col-0, MIR156-OE, spl9/15 e
MIM156) em meio MS, MS contendo 1uM IAA e 10uM NPA(P <0,01, Student’s t-test.
As medidas seguidas da mesma letra nao diferem significativamente). O erro padrao é
indicado. No eixo X sdo indicados 0s gendtipos avaliados e o eixo Y indica o niUmero

de raizes laterais.

3.3.3 Andlise da distribuicdo de auxina e citocinina

Com o intuito de caracterizar detalhadamente a possivel relagdo entre
auxina e a via miR156/SPL, foram realizados cruzamentos das plantas
transgénicas 1560E e MIM156 com plantas transgénicas pDR5::GFP. Ensaios
preliminares da distribuicdo celular de auxina nos cruzamentos realizados
(Tabela 3.1) foram visualizados em microscépio confocal. ApGs cinco dias de
germinacdo, foi observado nas plantulas F1 fluorescéncia emitida pela
expressdo do gene reporter GFP na zona meristematica (regido apical das
raizes principais) e raizes laterais avaliadas (Fig. 3.5). Embora seja um dado
preliminar, observou-se restricdo da distribuicho de auxina na zona
meristematica de plantas 1560E;pDR5GFP quando comparada a distribuicdo
em plantulas pDR5:GFP, a qual ja foi descrita (Grieneisen et al., 2007). Estes
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resultados em conjunto com a hipotese de que a auxina no meristema radicular
regula o posicionamento das raizes laterais ao longo da raiz priméaria (De Smet

et al., 2007), sugerem que o aumento de raizes laterais nas plantas 1560E

poderia ser devido a redistribuicdo da auxina no meristema radicular.

Figura 3.5. Localizagdo celular de auxina nos cruzamentos. Plantulas
pDR5:GFP(A) comparadas com plantulas 1560E;pDR5:GFP (B) e MIM156;pDR5:GFP
(C). Nas duas fileiras da esquerda foi utilizado o aumento de 20 vezes e nas duas
fileiras da direita foi utilizado aumento de 60vezes. Procambio (Pc), Centro quiescente
(CQ), Columela (C) e tecido vascular (TV).

A morfologia de uma planta depende do movimento da auxina através
do sistema de transporte polar e ndo somente da presenca desse fitormonio
nos tecidos em desenvolvimento. Tal transporte polar depende em parte das
proteinas PIN e o efluxo de auxina regulado pela porteina PIN é crucial para o
desenvolvimento de raizes laterais (Benkova et al., 2003). Portanto, foi
realizado o cruzamento das plantas 1560E e pPIN1::PIN1.:GFP (Tabela 3.1). A
localizacdo da proteina PIN1 3 dias apdés a germinacdo mostrou-se mais

restrita no procambio e metaxilema (tecido vascular primario) nas raizes das
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plantulas 1560E;pPIN1::PIN1:GFP, em comparagdo com as plantas
pPIN1::PIN1:GFP. Nesse ultimo genotipo, a proteina PIN1 foi detectada no
periciclo, floema, procambio e metaxilema (Fig. 3.6), tal como descrito
anteriormente (Zadnikova et al., 2010). Baseado no fato de que o controle da
iniciacdo de raizes laterais depende do sistema vascular da raiz primaria que
transmite informacgdo espacial para a nova formacdo do primérdio (Parizot et
al., 2008), sugere-se que a relocalizagdo da proteina PIN1 no meristema
vascular priméario (procambio) no cruzamento 1560E;pPINL1::PIN1:GFP seja

crucial para o aumento da iniciacdo das raizes laterais nas plantas

superexpressando o miR156.

Figura 3.6. Localizacdo celular do transportador de exfluxo de auxina PIN1 nos
cruzamentos. Plantulas transgénicas pPIN1::PIN1:GFP (A) comparadas com plantulas
1560E;pPIN1::PIN1:GFP (B). Foi utilizado o aumento de 60 vezes. Periciclo (Pe),

floema (FI), metaxilema (Me) e procambio (Pc).
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Embora a auxina tenha papel central no controle do crescimento e
desenvolvimento radicular, outros horménios modulam a acdo da auxina e
consequentemente afetam o desenvolvimento e arquitetura radicular, além de
também ser requeridos para proporcionar estabilidade e manutencdo da
proliferacéo celular e elongacdo da raiz, um desses horménios € a citocinina.
Portanto, foram cruzadas plantas transgénicas 1560E e MIM156 com plantas
transgénicas pARRS5:GUS, um marcador de distribuicdo de citocinina. Nos trés
genotipos avaliados, a atividade do promotor ARR5 foi detectada na zona
meristematica e nas raizes laterais (Fig. 3.7). Também se observou restricdo
da atividade do promotor ARRS5 nas plantulas 1560E;pARR5::GUS (zona
meristematica primaria, no tecido vascular e raizes laterais) e
MIMI156;pARR5::GUS (zona meristematica primaria e tardia, epiderme e
cOrtex da raiz primaria e raizes laterais) (embora com padrdes de distribuicdo
diferentes), quando comparada a atividade do promotor ARR5 nas plantulas
pPARRS5::GUS. Entretanto, os resultados obtidos até o momento sdo da primeira
geracao dos cruzamentos (F1), e analises mais detalhadas na geracdo F2, com
os transgenes em homozigose, sdo fundamentais para caracterizar o papel da
via miR156/SPL no controle da distribuicdo de auxina e citocinina no sistema

radicular.
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Figura 3.7. Localizagdo de citocinina nos cruzamentos. Plantulas pARR5:GUS (A)
comparadas com plantulas 1560E;pARR5:GUS (B) e MIM156;pARR5:GUS (C). No
lado esquerdo € apresentada a ponta da raiz principal e do lado direito é apresentado
0 apice radicular da raiz principal junto com a emergéncia de raiz lateral. Em todas as
figuras foi utilizado o aumento de 40 vezes.Zona meristematica primaria (ZM1), zona

meristematica tardia (ZM2), tecido vascular (TV), epiderme (Ep) e cortex (Co).

Em conjunto, os dados sugerem um papel adicional da via miR156/SPL
no desenvolvimento da arquitetura radicular, e uma possivel relacdo desta via
com a distribuicdo de auxina e citocinina. Estudos recentes mostram a
expressao de genes alvos do miR156 no tecido vascular (Breakfield et al.,
2012) e possivelmente a regulacdo destes genes nesses locais em plantas
1560E seja um fator determinante para o aumento da iniciacdo das raizes
laterais. Estudos feitos com plantas de arroz superexpressando o miR156

revelam que, nessas plantas, o miR164 é reprimido em diferentes estagios de
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desenvolvimento de folhas (Xie et al., 2012), possivelmente por ser um alvo
direto dos SPLs. Similar resultado foi observado em ovérios pré-antese de
plantas transgénicas de tomateiro superexpressando o miR156 (Silva em
preparacao). O miR164 regula negativamente a emergéncia das raizes laterais
via a regulacdo negativa do gene NAC1 e, consequentemente, a emergéncia
de raizes laterais. A hipétese de “microRNA networks” (ou seja, interacdo entre
as vias miR156/SPL e miR164/NAC1) regulando o estabelecimento e
desenvolvimento de raizes laterais sera futuramente testada nos gendtipos
descritos no inicio deste capitulo.

Também serd avaliada a expressdo do gene PIN1, e genes de familias
de fatores de transcricdo envolvidos na sinalizacdo de auxina e citocinina.
Interessantemente, o gene PIN1 parece ser reprimido em tecidos de
inflorescéncia de plantas superexpressando o miR156b. Além disso, sera
abordada a hipotese de Moreno-Risueno e colaboradores (2010) que sugerem
gue auxina ndo é suficiente para especificar os sitios de iniciacdo de raizes
laterais ao longo da raiz primaria e que os genes SHATTERPROOF e
SEEDSTICK  possivelmente  estariam  envolvidos neste  processo.
Intrigantemente, a expressao destes genes é aumentada no apice floral de

plantas 1560E de arabidopsis (dados ndo mostrados).

Finalmente, com o intuito de confirmar as hipéteses levantadas com os
resultados preliminares do presente trabalho, bem como visando confirmar de
maneira mais robusta a correlacdo funcional da via miR156/SPL com auxina e
citocinina e outros hormdnios, além de mais genes relacionados que possam
estar relacionados, serdo elaborados experimentos mais complexos durante o

meu trabalho de Doutorado.
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4 CONCLUSOES GERAIS

Com base nos resultados apresentados conclui-se que:

mMiR156 possivelmente foi derivado do miR529b, ja que o0 miR156 é mais
diversificado (maior nimero de copias do precursor) ao longo da historia
evolutiva das plantas quando comparado com o0 miR529b, embora estes
mMiRNAs sejam correlacionados em nivel de sequéncia de nucleotideos e
regulem alvos em comum (genes SPLs). Além disso, alguns genes SPLs
em eudicotileddneas "core" ainda conservam o sitio de reconhecimento
para 0 miR529b, embora este mIRNA ndo esteja presente em seus
genomas. A insercdo deste mIRNA em arabidopsis tem por
conseqUéncia a regulacdo dos genes AtSPL9 e AtSPL15 que ainda
conservam o sitio de reconhecimento para o mesmo, sugerindo que o
miR529b foi perdido na histdria evolutiva recente de eudicotileddneas

"core".

A via miR156 estd envolvida no desenvolvimento da arquitetura
radicular, tanto da raiz principal quanto das raizes laterais em
arabidopsis, e possivelmente esta via esteja relacionada com

distribuicdo de hormbnios e homeostase tais como auxina e citocinina.
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ANEXOS

Anexo 1. Analise de genes SPLs alvospara 0 miR529

Nod.o aaclevsoso E UPE Alinhamento Descricdo do alvo Mismat N°. N°. Familia/

ches éxons introns

miRNA 21 UUCGACAUGAGAGAGAGAAGA

-

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, Squamosa promotor Brassicaceae/

REEIHe 0.5 12.527 1. get840 AAGCUGUGCUCUCUCUCUUCU 860 ~ 0inding like 15 (SPLL5) ! 3 2 Eudicoiledonea
Arabidopsis thaliana

XM 002878132 miRNA 1 UUCGACAUGAGAGAGAGAAGA 1 Squamosa promotor 3 2 Brassicaceae/
= 1 0.5 14.504 88838888,8838888883888 binding like Arabidopsis 1 Eudicotileddénea
: Target790 AAGCUGUGCUCUCUCUCUUCU 810 lyrata
miRNA 1 UUCGACAUGAGAGAGAGAAGA 1 Squamosa promotor 3 2 Vitaceae/
XM 002278476 0.5 15.697 8888888,8888888888888 binding like 9 (SPL9) 1 Eudicotileddnea
02 Targetl1164 AAGCUGUGCUCUCUCUCUUCU 1184 Vitis vinifera
miRNA 1 UUCGACAUGAGAGAGAGAAGA 1
____________________ Squamosa promotor 3 2 Rosaceae/
HM122684.1 0.5 20.039 o oo binding like 1 (SPLI) 1 Eudicotiledénea

Target865 AAGCUGUGCUCUCUCUCUUCU 885 TEilms damaeien

miRNA 20 UCGACAUGAGAGAGAGAAGA 1
Squamosa promotor

XM 004252201 c88888,88498888884888 . : . 3 2 Solanaceae/
1 T 11.568 o rget967 GGCUGUGCUCUCUCUCUUCU 98  0inding like éc (SBPéc) L Eudicotiledénea
Solanum lycopersicum
miRNA 21 UUCGACAUGAGAGAGAGAAGA 1 s .
XM 004249116 2.0 23.326 888. 388 8 bind?ﬁamijiepigmisg;l5) 1 3 2 Solanaceae/
.1 : Target759 AAGUGGUGCUCUCUCUCUUCU 779 g X Eudicotiledénea
Solanum lycopersicum
miRNA 20 UCGACAUGAGAGAGAGAAGA 1
888888.,8888888888888 SEEENRSE [PECeHeE 3 2 Panicoideae/
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Squamosa promotor
binding like 1 (SPL1)
Zea mays

Squamosa promotor
binding like 9 (SPLY)
Glycine max

Squamosa promotor
binding like 9 (SPL9)
Poncirus trifoliata

Squamosa promotor
binding like.
Thellungiella halophila

Squamosa promotor
binding like. Medicago
truncatula

Squamosa promotor
binding like 9 (SPL9)
Arabidopsis thaliana

Squamosa promotor
binding like 3 (SPL3)
Physcomitrella patens

Squamosa promotor
binding like 13 (SPL13)
Physcomitrella patens

Squamosa promotor
binding like 6 (SPL6)
Physcomitrella patens

Squamosa promotor
binding like 9 (SPL9)
Fragaria ananassa

LIGULELESS1 Ricinus
communis

Squamosa promotor
binding like 2 (SPL2)
Oryza sativa

Squamosa promotor
binding like (SPL4)
Antirrhinum majus

Squamosa promotor
binding like. Sorghum
bicolor

Squamosa promotor
binding like 6a (SPL6a)
Solanum lycopersicum

LIGULELESS1 Ricinus
communis

Panicoideae/
Monocotiledénea

Fabaceae/
Eudicotiledbnea

Rutaceae/
Eudicotileddnea

Brassicaceae/
Eudicotileddnea

Fabaceae/
Eudicotiledbnea

Brassicaceae/
Eudicotiledbnea

Funariaceae/
Bryofita

Funariaceae/
Bryofita

Funariaceae/
Bryofita

Rosaceae/
Eudicotileddnea

Euphorbiaceae/
Eudicotiledénea

Ehrhartoideae/
Monocotiledénea

Plantaginaceae/
Eudicotiledbnea

Panicoideae/
Monocotileddénea

Solanaceae/
Eudicotiledbnea

Euphorbiaceae/
Eudicotiledbnea
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ANEXO 2. Membros dos genes SPLs de Arabidopsis thalianae Solanum

lycopersicum

No. acesso do alvo

AT5G643270

AT2G33810

AT1G53160

AT1G27370

AT3G60030

AT5G50570

AT1G20980

Solyc04g045560

Solyc07g053810

Solyc080670

Solyc05g015510

Solyc01g068100

N°.

éxons

10

10

10

10

N°.

introns

Descricao do alvo

Squamosa promotor binding like 2 (SPL2)

Arabidopsis thaliana

Squamosa promotor binding like 3 (SPL3)
Arabidopsis thaliana

Squamosa promotor binding like 4 (4)

Arabidopsis thaliana

Squamosa promotor binding like 10 (SPL10)
Arabidopsis thaliana

Squamosa promotor binding like 12 (SPL12)

Arabidopsis thaliana

Squamosa promotor binding like 13 (SPL13)
Arabidopsis thaliana

Squamosa promotor binding like 14 (SPL14)

Arabidopsis thaliana

Squamosa promotor binding like 2 (SBP2)
Solanum lycopersicum

Squamosa promotor binding like 4(SBP4)

Solanum lycopersicum

Squamosa promotor binding like 7 (SBP7)

Solanum lycopersicum

Squamosa promotor binding like 10 (SBP10)

Solanum lycopersicum

Squamosa promotor binding like 10 (SPL10)

Solanum lycopersicum
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