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RESUMO

SOARES, Jéssica Ribeiro, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, marco de 2020. Efeitos da
superexpressio do microRNA156 sobre a morfofisiologia de Passiflora edulis Sims.
durante a transicao de fase juvenil/adulta. Orientador: Wagner Campos Otoni.

Nas plantas, alteracdes morfofisiolégicas marcam a transi¢do de fase vegetativa para a
reprodutiva. Sinais endogenos e exdgenos controlam essa transi¢ao, entre os fatores endogenos,
os microRNAs (miRNAs) tém se destacado por regular diversos aspectos do crescimento e
desenvolvimento das plantas. miRNAs sdo pequenos RNAs nao codificantes que regulam seus
alvos ao se ligarem em sequéncias de RNA mensageiros degradando-os ou bloqueando sua
traducdo. A transicdo de fases vegetativa juvenil-adulta e reprodutiva ¢ mediada,
principalmente, pelo miR156 ¢ miR172. O miR156 possui como alvo genes da familia de
fatores de transcri¢do SPLs e ¢ expresso em altos niveis durante a fase vegetativa juvenil,
decrescendo a medida que a fase adulta se estabelece, momento em que os niveis de expressao
do miR172, que tem como alvo genes da familia AP2-/ike, aumentam. A superexpressao de
miR156 favorece, em diversas espécies, a manutencao de tragos juvenis nas folhas, aumenta a
ramificacdo e retarda o florescimento. Em Passiflora edulis, a mudanga da fase vegetativa
juvenil para a fase adulta € marcada por alteragdes drasticas na morfologia foliar, caracterizando
um evento denominado heteroblastia. Diante disso, P. edulis demonstra ser uma espécie
pertinente para o estudo das redes regulatorias envolvidas na transi¢do de fases. O presente
estudo teve como objetivo caracterizar os efeitos da superexpressdo do miRI156 sobre os
aspectos morfofisioldgicos de P. edulis durante a transicao de fases vegetativa juvenil para
adulta. Para isso, foram gerados eventos transgénicos superexpressando miR156 (AtmiR156a)
via indugdo por promotor constitutivo pUbil0. Esses eventos de transgenia foram confirmados,
clonados e, juntamente com eventos ndo transgénicos, transferidos para casa de vegetagdo. Os
resultados demonstraram que a superexpressao de miR156 provocou alteracdes na arquitetura
das plantas, reduziu a altura e aumentou o nimero de fitomeros e o indice de ramificacao. A
morfologia foliar foi afetada drasticamente com formagado de lobos sutis, além da densidade
estomatica reduzida. Além disso, a superexpressdo teve efeito sobre os niveis hormonais e
comprometeu o crescimento de gavinhas e nectarios da lamina foliar, sugerindo que a via
miR156 em P. edulis além de estar envolvida na transi¢ao de fases e no controle da heteroblastia

foliar regula o desenvolvimento de gavinhas e nectarios extraflorais.

Palavras-chave: Morfologia vegetal. RNA. Passifloraceae.



ABSTRACT

SOARES, Jéssica Ribeiro, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, March, 2020. Effects of
microRNA156 overexpression on the morphophysiology of Passiflora edulis Sims. during
juvenile/adult phase transition. Adviser: Wagner Campos Otoni.

Morphophysiological changes mark the transition from the vegetative to the reproductive
phase. Endogenous and exogenous signals control the phase transition in plants. Among the
endogenous factors microRNAs (miRNAs) stand out for regulating various aspects of plant
growth and development. MiRNAs are small, non-coding RNAs that regulate their targets
through degradation or translation blocking of messenger RNA sequences. The transition from
juvenile to adult and reproductive vegetative phases are mediated mainly by miR156 and
miR172. MiR 156 targets genes of the family of transcription factors SPLs, and is expressed at
high levels during juvenile vegetative phase, decreasing progressively with the advance of the
adult phase. At the later, the expression levels of miR172, which targets AP2-like family,
increase. Overexpression miR156 favored, in several species, maintenance of juvenile traits in
the leaves, increased branching and delayed flowering. In Passiflora edulis, the change from
the juvenile vegetative phase to adult phase is marked by drastic changes in leaf morphology,
characterizing heteroblasty. Therefore, P. edulis represents a reliable species to investigate the
phase transition-related regulatory networks. The present study aimed at characterizing the
effects of miR156 overexpression on morphophysiological aspects of P. edulis during transition
from juvenile vegetative to adult phase. For this, transgenic events were obtained
overexpressing miR156 (AtmiR156a) via induction by constitutive promoter pUbil0. These
transgenic events were confirmed, cloned and associated with non-transgenic events transferred
to the greenhouse. The results showed that the overexpression of miR156 leads to changes in
the architecture of the plants, reduces the height and increases the number of phytomers and the
branching index. The leaf morphology was dramatically affected with the formation of discrete
lobes and altered stomatal density. In addition, overexpression of miRI156 had effect on
hormone levels and compromises the growth of tendrils and laminar nectaries, suggesting that
via miR156 in P. edulis, besides this involved in the phase transition and controls heteroblastic

process, regulates the development of tendrils and extrafloral nectaries.

Keywords: Plant morphology. RNA. Passifloraceae.
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INTRODUCAO

O desenvolvimento pos-embrionario das plantas ¢ marcado por mudancas de fases
sucessivas: juvenil a adulta e adulta a reprodutiva (Béurle & Dean, 2006). Ao longo da transi¢ao
de fases novos orgaos laterais se desenvolvem e podem apresentar mudangas morfoanatdmicas
conspicuas ou sutis (Huijser & Schmid, 2011; Yu et al., 2015).Variagcdes na morfologia das
folhas durante a transi¢do da fase vegetativa juvenil para a fase adulta sdo referidas como
heteroblastia (Wang et al., 2011; Cutri et al., 2013; Tsukaya, 2013; Yu et al., 2015; Silva et al.,
2019). Heteroblastia ¢ a mudanga gradual de aspectos morfologicos ao longo do
desenvolvimento da planta, tais como tamanho e forma da folha, filotaxia, plastocrono e
comprimento de interndés (Huijser and Schmid, 2011). Tal processo, ¢ capaz de afetar
caracteristicas dos orgaos laterais, e assim, contribuir para a diversificagdo do modelo foliar em
uma mesma planta ou entre espécies (Poethig, 2013; Ostria-Gallardo et al., 2016).

As mudancas de fases vegetativa para reprodutiva em plantas, envolvem respostas a
sinais endogenos e exdgenos (Zhang et al., 2011; Yu et al., 2013; Teotia & Tang, 2015; Silva
et al., 2019). Dentre os fatores endogenos, tém-se considerado os microRNAs (miRNAs) e seus
genes alvos importantes componentes regulatorios de diversos aspectos do desenvolvimento
das plantas, como atividade do meristema apical caulinar, desenvolvimento de primordios
foliares, estabelecimento da dorsiventralidade foliar e transicao da fase vegetativo-reprodutivo
(Nogueira et al., 2007; Yu et al., 2013; Teotia &Tang, 2015; Wang et al., 2015; Yu et al., 2015;
Zhang et al., 2015; Fouracre & Poethig, 2016; Fouracre & Poethig, 2019). MicroRNAS
(miRNAs) sao uma classe de pequenos RNAs nao codificantes que regulam a expressao de seus
genes alvos ao se ligarem em sequéncias especificas de RNAs mensageiros, degradando-os ou
bloqueando a traducdo (Xie et al., 2003; Brodersen et al., 2008; Khraiwesh et al., 2010). A
transi¢do de fases vegetativa juvenil-adulta e posteriormente reprodutiva sdo mediadas,
principalmente, pelos miR156 e miR172 (Poethig, 2009; Wu et al., 2009).

O miR156 ¢ um regulador génico da mudanga de fases vegetativa altamente conservado
entre as espécies herbaceas e lenhosas (Morea et al., 2016), e tem como alvo membros da
familia de fatores de transcricdo (FTs) SQUAMOSA PROMOTER-BINDING PROTEIN-
LIKE (SPL), genes funcionais na promocao de caracteristicas adultas das plantas (Wang et al.,
2009; Wu et al., 2009; Yuet al., 2010). Ao longo da evolugao das angiospermas, os genes SPLs,
originaram-se a partir de eventos de duplicagdo segmentar, fato que pode ter contribuido para
a multifuncionalidade destes, além disso, alteracdes nos sitios de ligagdo de miR156 e miR529,

que possuem como alvo genes SPLs, também pode ter favorecido a heterogeneidade funcional
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desses genes (Zhang & Ling, 2018). Em Arabidopsis thaliana, foram identificados 16 membros
da familia de FTs SPL, dos quais, dez genes SPLs (SPL2, SPL3, SPL4, SPL5, SPL6, SPLY,
SPLI10, SPL11, SPL13 e SPL15) sdo alvos de miR156 (Guo et al., 2008). O miR156 ¢ expresso
em altos niveis no inicio do desenvolvimento (fase vegetativa juvenil), e decresce a medida que
a fase adulta se estabelece, momento em que os niveis de expressdo de miR/72 aumentam
significativamente (Wu et al., 2009; Levy et al., 2014; Silva et al., 2019). A redug@o nos niveis
de miR156 também ¢ acompanhada pelo aumento de transcritos de genes da familia SPL, que
irdo direcionar a mudanca de fase vegetativa para reprodutiva através da ativacdo de diversos
genes relacionados (Wang et al., 2009; Yamaguchi et al., 2009; Teotia & Tang, 2015; Xu et al.,
2016). Além disso, SPLs promovem diretamente a transcri¢do de miR 172, contribuindo para o
aumento dos niveis desse microRNA (Wang et al., 2009; Wu et al., 2009; Xu et al., 2016).

O miR172 esta relacionado com a fase adulto-reprodutiva da planta, tem como alvo 6
membros da familia de FTs APETALA 2-LIKE (AP2-like) (AP2, TOEI, TOE2, TOE3, SMZ ¢
SNZ) (Schwab et al., 2005; Wu et al., 2009). Os niveis de miR172 aumentam gradativamente a
medida que as plantas se aproximam da fase reprodutiva e esse padrao de abundancia, além de
estar relacionado com o decréscimo dos niveis de miR156 e aumento dos transcritos dos SLPs,
¢ também proporcional a reducao dos niveis de transcritos de TOE e TOE?2 (Jung et al., 2007).
Os genes TOE1/2, sdo responsaveis por promover a ‘identidade juvenil’ da epiderme e por
reprimir o florescimento (Wu et al., 2009; Teotia & Tang, 2015).

A superexpressdo de miR156 proporcionou a manutencao de tragos juvenis em espécies
como Arabidopsis thaliana (Wei et al., 2012), Nicotiana tabacum (Feng et al., 2016), Oryza
sativa (Xie et al., 2012) e Solanum lycopersicum (Silva et al., 2014). Além disso, alterou
diversos aspectos do desenvolvimento, como o niimero de folhas e de ramifica¢cdes da parte
aérea, o comprimento dos interndés e o tempo de floragdo. Em Nicotiana tabacum, a
superexpressdo de miR156 proporcionou alteragdes em diversas caracteristicas das folhas, tais
como padrao de venacao, distribui¢do de tricomas e densidade estomatica (Feng et al., 2016).
Modificagdes morfoanatdomicas em estruturas reprodutivas e formacdao anormal de frutos
também foram registrados em Solanum lycopersicum L. superexpressando miR156 (Silva et al.,
2014). Silva et al. (2019) demonstraram que ha correlagdo entre o balango dos niveis de
expressao de miR156 e miR172 em folhas com caracteristicas juvenis e adultas em Passiflora
edulis. Diante disso, pressupde-se que o papel do miR156 ndo se limita apenas a regulagao da
transicao de fases, mas também de outras caracteristicas durante o desenvolvimento das plantas

podem ser reguladas temporariamente, tanto pelo miR156 quanto por genes SPLs.
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Diversas espécies do género Passiflora exibem morfologia foliar distinta entre a fase
juvenil e adulta, sendo utilizadas como marcadores de identificacdo entre as espécies (Chitwood
& Otoni, 2017). Passiflora edulis apresenta padrdo foliar heteroblastico pronunciado, cujas
folhas durante a fase juvenil sdo monolobadas, lanceoladas € com margens lisas que vao,
progressivamente, serrilhando a medida que o desenvolvimento vegetativo avanga. Uma fase
intermedidria de transi¢do é constatada pela presenca de folhas bilobadas e, por fim, na fase
vegetativa adulta suas folhas sdo trilobadas e completamente serrilhadas (Cutri et al. 2013; Silva
et al., 2019). Meristemas capaz de gerar tanto gavinhas quanto flores sdo formados nas axilas
das folhas que possuem tracos adultos; dessa forma, a gavinha é considerada um marcador do
inicio da fase vegetativa adulta (Nave et al., 2010; Cutri et al., 2013). Presume-se que o
desenvolvimento de gavinhas na familia Passifloraceae parte da modificag@o de inflorescéncias,
0 que estabelece uma ligacdo entre a apari¢do de gavinhas e o estdgio reprodutivo da planta
(Scorza et al., 2017; Sousa-Baena et al., 2018a; Sousa-Baena et al., 2018b). No entanto,
informagdes sobre os mecanismos moleculares que coordenam o desenvolvimento dessa
estrutura ainda sdo incipientes. Ademais, estudos com o género Passiflora os quais abordam
temas como, morfogénese (Otoni et al., 2013), expressdo génica (Rocha et al., 2016; Silva et
al., 2019) e heteroblastia foliar (Chitwood & Otoni, 2017; Silva et al., 2019 ), tém demonstrado
que a espécie apresenta potencial para modelo de investigacdo de diferentes processos do
desenvolvimento vegetal, dentre os quais, as redes regulatorias envolvidas na transi¢ao de fase
vegetativa juvenil para adulta, bem como, aquisi¢ao de caracteristicas adultas.

Diante disso, o objetivo desse trabalho foi caracterizar os efeitos da superexpressao de
miR156 sobre os aspectos morfofisioldgicos de P. edulis durante a transi¢ao de fase vegetativa
juvenil para adulta. Apresenta-se aqui de forma inédita para a espécie-alvo as implicacdes da
superexpressao do miR 156 sobre a morfofisiologia no que tange a arquitetura das plantas, perfil

hormonal endégeno e formagdo de folhas e gavinhas.
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MATERIAL E METODOS
Material vegetal e transformacgdo genética mediada por Agrobacterium

Sementes de Passiflora edulis Sims. FB-300 foram cedidas pelo Viveiros Flora Brasil
Ltda. (Araguari, MG, Brasil). As sementes tiveram os tegumentos removidos com auxilio de
uma mini-morsa (Otoni et al., 2007; Reis et al., 2007), em seguida, sob condi¢des assépticas
foram esterilizadas (Vieira et al., 2018). Dez sementes foram inoculadas em cada frasco (250
mL de capacidade), contendo 60 mL de meio MS semi-solido (Murashige & Skoog, 1962),
macro ¢ micronutrientes (1/2 MS), complexo vitaminico MS, 1,5% (p/v) de sacarose, 0,01%
(p/v) de mio-inositol, e 0,25% (p/v) de agente gelificante Phytagel® (Sigma Chemical
Company, EUA). O pH do meio de cultivo foi ajustado para 5,8 + 0,1 e autoclavado a 120 °C,
1,1 Pa por 20 minutos. Os frascos foram vedados com tampa rigida de prolipropileno com dois
orificios (10 mm) cobertos com membranas porosas de 0,45 um (Milliseal®, AVS-045 Air Vent,
Japao). As culturas foram mantidas em sala de crescimento no escuro a temperatura de 25 + 2
°C, por 15 dias iniciais, seguido da transferéncia para ambiente iluminado, com fotoperiodo de
16/8h (luz/escuro), sob irradiancia de 35 pmol m? s™! por 15 dias.

A transformagdo genética foi realizada segundo a metodologia descrita por Otoni et al.
(2007), com modificacdes. A cepa AGL-1 de Agrobacterium tumefaciens com a construgao
para superexpressdo do miR156 (OE::156) e portadora de genes de resisténcia a Higromicina
(hpt) e ao herbicida Norflurazon, foi crescida em meio LB contendo 50 mg L de Canamicina
e Rifampicina e 100 mg L' de Carbenicilina, sob agitacdo orbital (240 rpm). Atingida a
densidade optica (ODsoonm) de 0,45-0,5, procedeu-se a centrifugacao a 3500 rpm, por 5 minutos,
e ressuspendeu-se o precipitado com meio MS liquido, conforme descrito anteriormente,
acrescido de 100 uM de Acetoseringona (Sigma Aldrich, EUA).

Foram usados segmentos hipocotiledonares como explantes para obter as linhagens
visando a superexpressao de miR156. Para tal, hipocétilos (7-8 cm comprimento) de plantas
com 30 d foram excisados e dispostos em placas de Petri (90 X 15 mm) de poliestireno cristal,
contendo 30-40 mL da suspensdo de A. tumefaciens. Os hipocétilos foram entdo seccionados
transversalmente em segmentos de 7-8 mm de comprimento, em presenca de suspensao
bacteriana e pré-cultivados durante 20 minutos. Apds, iniciou-se a etapa de co-cultivo mediante
a transferéncia dos explantes para condigdes de escuro a 25 “C, por 2 dias, em meio MS semi-
solido em forga total, acrescido de 3% (p/v) de sacarose, 1,0 mg L™! de 6-benzilaminopurina (6-

BA), complexo vitaminico MS, 0,01% (p/v) de mio-inositol e acrescido com 0,6% (p/v) de agar
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(Phytotechnology Lab, EUA). Logo apo6s, os explantes foram submetidos a triplice lavagem
com meio MS liquido.

Os explantes foram transferidos para o meio de regeneragao seletivo contendo sais MS,
3% de sacarose, 1,0 mg L' de 6-BA, suplementado com 6 mg L' Higromicina
(Phytotechnology Lab, EUA), 3,8 mg L' de Norflurazon (Sigma Aldrich, EUA), 300 mg L"!
de Timentin (Phytotechnology Lab., EUA), e 250 mg L™! de Cefotaxima (Phytotechnology Lab.,
EUA). As culturas foram mantidas a 25 £ 1 °C sob fotoperiodo de 16 h e irradiancia de 35 pmol
m s, com recultivos regulares para meio seletivo a cada cada 15 dias, durante 45-60 dias.
Brotos regenerados (= 6 mm) foram individualizados e transferidos para a fase de alongamento
em frascos contendo meio MS sem reguladores de crescimento, suplementado com

Higromicina (6 mg L™!) e Norflurazon (3,8 mg L), para a selecdo in vitro das linhagens

transgénicas e 300 mg L' de Timentin para suprimir o crescimento da Agrobacterium.
Clonagem e aclimatizagdo das plantas

Trés linhagens transgénicas de P. edulis superexpressando miR156, denominadas P3,
P5 e P7 e uma ndo-transgénica (NT) foram clonadas in vitro, utilizando-se como explantes
apices caulinares e segmentos nodais. Os explantes foram cultivados em meio MS,
suplementado de 3% (p/v) de sacarose, 0,25 mg L' de 4cido indol butirico (AIB), complexo
vitaminico MS, 0,01% (p/v) de mio-inositol e 0,6% (p/v) de agar (Phytotechnology Lab, EUA),
sob fotoperiodo de 16/8h (luz/escuro) e irradidncia de 50 umol m™ s! durante 30 d. Quatro
repeticoes de cada linhagem de plantas com 8 £2 cm foram aclimatizadas e transferidas para
casa de vegetacdo em vasos plasticos (5L) contendo substrato comercial Tropostrato® (Vida
Verde Industria e Comércio de Insumos Organicos Eireli, Mogi-Mirim, SP). O processo de
aclimatizacdo e transferéncia para casa de vegetacdo foi realizado trés vezes, com diferenga de
12 dias entre as transferéncias e quatro plantas de cada linhagem por vez, totalizando 12
repeticoes de cada linhagem. As plantas foram irrigadas diariamente e mantidas sob fotoperiodo
de 12/12h (dia/noite) e temperatura de 25/16°C (dia/noite).

Para caracterizar os efeitos da superexpressao de miR156 em Passiflora edulis, durante
o seu desenvolvimento vegetativo foram realizadas analises morfoanatdmicas, hormonais e de
expressao génica em folhas monolobadas, bilobadas e trilobadas em expansdo (3° fitomero
apice-base) e gavinhas de plantas ndo-transgénicas e transgénicas superexpressando miR156.

O trabalho foi desenvolvido de acordo com as normas de biosseguranca estabelecidas

pela Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranga (CTNBio) do Instituto de Biotecnologia
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Aplicada a Pesquisa Agropecudria (BIOAGRO) da Universidade Federal de Vigosa. As
avaliacdes experimentais foram realizadas no Laboratorio de Cultura de Tecidos Vegetais

(LCTII) o qual possui Certificado de Qualidade de Biosseguranga (CQB) vigente, sob nimero
0024/97, concedido pela CTNBio.

Extracdo de DNA e andlise de PCR

Para caracterizagao genotipica das plantas transgénicas em casa de vegetacdo, 100 mg
de folhas maceradas em nitrogénio liquido foram submetidas a extragdo de DNA, conforme
Doyle e Doyle (1987), com adi¢do de polivinilpirrolidona (PVP) 2% em tampao CTAB. A
integridade e qualidade do DNA foi verificada em gel de agarose (Ludwig Biotecnologia,
Alvorada, RS, Brasil) a 1,5% (p/v). Posteriormente, foi quantificado em espectrofotdmetro
NanoDrop™ 2000/2000c (Thermo Scientific). Para reacio de PCR foram utilizados 2,0 pL de
DNA, 2,5 uL de tampao, 0,75 pL de Mg, 0,5 uL dNTPs, 0,25 uL de cada primer (HPTII vogel
R e HPTII vogel F), 0,2 uL de Tag DNA polimerase Platinum High Fidelity® (Invitrogen) e
18,65 uL de agua MiliQ®. A reacdo foi realizada em termociclador C1000 Touch Thermal
Cycler (Bio-Rad): desnaturagdo a 95 °C, seguido de 35 ciclos a 95°C (1 min), 65 °C (0:30 min),
72 °C (2 min) e extensao final a 72 °C (5 min). As sequéncias de primers utilizados estdo listados

na Tabela 1.

Avaliagdo da estabilidade genética de linhagens transgénicas superexpressando miR156 via

citometria de fluxo

A avaliagdo da estabilidade genética das plantas foi realizada no Laboratério de
Genética e Biotecnologia do Instituto de Ciéncias Biologicas (ICB) da Universidade Federal de
Juiz de Fora (UFJF). O conteudo relativo de DNA foi obtido com auxilio de um citémetro de
fluxo a partir de tecido foliar de linhagens transgénicas e nao-transgénicas. Suspensoes de
nucleos de folhas jovens foram preparadas por meio da picagem de cerca de 25-30 mg de folhas
jovens com uma lamina de ago descartavel, conforme Galbraith et al. (1983), em tampao de
isolamento WPB (Loureiro et al., 2007). A suspensao gerada foi filtrada em membrana de
nailon com malha de 30 um, para a remog¢do de fragmentos de cé€lulas e restos de tecidos, e
colocada em tubos de poliestireno. Posteriormente foram adicionados 25 uL (1 mg mL™) de
iodeto de propidio (Sigma Chemical Company, EUA) e 5 uL (1 mg mL™") de RNase (Amresco,
EUA) para corar o DNA. As amostras foram analisadas em citometro de fluxo CytoFLEX

(Beckman Coulter, CA, EUA). Foram realizadas trés repeti¢oes e, pelo menos, 10.000 ntcleos
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foram analisados para a quantificagdo da emissdo da fluorescéncia. Como padrao interno,
utilizou-se Pisum sativum (2C = 9,09 pg de DNA nuclear) (Dolezel et al., 1998). Os histogramas
foram gerados e analisados pelo programa CytExpert 2.0.1 e o conteudo de DNA (pg) foi
calculado de acordo com Dolezel & Bartos (2005) e Dolezel et al. (2007).

Caracterizagdo fenotipica de linhagens transgénicas superexpressando miR156

Foram avaliados os seguintes aspectos morfoldgicos previamente descritos para outras
espécies superexpressando miR[56: altura das plantas, nimero de fitomeros, indice de
ramifica¢do (razdo entre o comprimento total da ramifica¢do lateral e do eixo principal da
planta, conforme Morris et al. (2001)). Outras caracteristicas morfoldgicas particulares de P.
edulis, como padrdo heteroblastico foliar, ocorréncia de nectarios extraflorais e gavinhas

também foram avaliados.

Determinagdo do crescimento foliar e da gavinha em linhagens transgénicas superexpressando

miR156

O crescimento em comprimento e largura de folhas monolobadas, bilobadas e trilobadas
foram avaliados a cada trés dias, durante um periodo de 30 dias apds a emergéncia do primordio
foliar. O crescimento em comprimento de gavinhas foi mensurado a cada dois dias durante 30
dias apds a emergéncia - padronizou-se o tamanho inicial da gavinha em 2 +0,5 cm. Foi
determinado também o crescimento médio de todas as gavinhas aos 70 dias em casa de

vegetacao. Os parametros de crescimento foram descritos através de fungdo sigmoidal.
Caracteriza¢do anatomica de linhagens transgénicas superexpressando miR156

Fragmentos de folhas monolobadas, bilobadas e trilobadas completamente expandidas
e de gavinhas (porcao apical e basal) na fase de alongamento (2 cm) e plenamente alongadas
(15 cm para as linhagens transgénicas e 30 cm para nao-transgénica), foram fixados em solucdo
de Karnovsky (glutaraldeido a 2,5% e paraformaldeido a 4%, tampao cacodilato a pH 7,2),
acrescido de cloreto de célcio a 5 mM (Karnovsky, 1965, modificado). As amostras foram
desidratadas em série etilica crescente (10%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% e duas
vezes em 100%), por uma hora em cada etapa, seguida da inclusdo em metacrilato (Historesin®,
Leica, Nussloch, Germany). A inclusdo do material foi realizada em solugdo de resina pura com

solugdo endurecedora por 72 h a 40°C.
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Com o auxilio de um microtomo rotativo de avanco automatico (RM2155, Leica
Microsystems Inc., USA), foram obtidos sec¢des seriadas transversais (folhas) e longitudinais
(gavinhas) com 5 um de espessura. Os cortes foram dispostos em laminas e corados com azul
de Toluidina (O’Brien & McCully, 1981) pH 4,0 por 10 min. Posteriormente, montadas em
resina sintética Permount (Fisher Scientific, EUA). As observagdes e captura das imagens
foram realizadas no microscopio de luz (Olympus AX70TRF, Olympus Optical, Japao) com
camera digital acoplada (Spot Insightcolour 3.2.0, Diagnostic Instruments Inc., USA).

Diafanizagdo

Para a determinacao da densidade estomatica, fragmentos da regido apical, mediana e
basal de folhas monolobadas, bilobadas e trilobadas completamente expandidas foram
desidratadas em etanol 50% e diafanizadas, utilizando solu¢do de hidroxido de sddio (NaOH)
a 5% (pernoite), seguido de clarificacdo com hipoclorito de s6dio (NaClO) a 2%, até completa
descoloragdao do material vegetal. Posteriormente as folhas foram lavadas trés vezes em agua
destilada e coradas com fucsina alcoolica 50%. As laminas foram montadas em Permount,
observadas e fotografadas com auxilio um fotomicroscépio AX70TRF (Olympus Optical,
Toquio, Japao) equipado com sistema U-Photo. A contagem das células estomaticas foi
realizada com o auxilio do programa ImageJ (Schneider et al., 2012), posteriormente foi

calculado a densidade estomatica (n° de estdmatos por area).
Determinagdo do perfil hormonal

Para a quantificagdo dos niveis hormonais endogenos de AIA (acido indol-3-acético),
Zeatina, ACC (4&cido 1-carboxilico-1-aminociclopropano, reflete os niveis endogenos de
etileno), ABA (4cido abscisico), JA (‘acido jasmodnico) e SA (4&cido salicilico), cerca de 110 mg
de folhas em expansdo (3° fitobmero apice-base) de plantas aos 20 dias de cultivo em casa de
vegetacao foram macerados em nitrogénio liquido e adicionado 300 pL de solug¢do extratora
(metanol:isopropanol:acido acético 20:79:1) em microtubo de 1,5 mL. Logo apds, as amostras
foram agitadas em vortex (4 vezes por 20 segundos), sonicadas por 5 min e mantidas no gelo
por 30 min. Apos a centrifugacao (13000 g, 10 min a 4°C), 350 uL do sobrenadante foram
coletados para um novo microtubo. O processo de extragao foi repetido sob o pellet resultante,
e o sobrenadante coletado. Foi utilizado LC-MS/MS (Agilent 1200 Infinity Series) acoplado
ao espectrometro de massa tipo triplo quadrupolo- QqQ (6430 Agilent Technologies) para a

identificacao e quantificagao hormonal, de acordo a Napoledo et al. (2017).



18

Extragdo de RNA e sintese de cDNA via ‘pulsed-stem loop” RT-gPCR

O RNA total de folhas em expansdo e sec¢des de gavinhas com 2 cm, 6 cm, 12 cm (£1),
foram isolados com solugdo TRI-Reagent® (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA) e tratado com
DNAse I (Thermo Scientific, Wilmington, DE, EUA). A quantificacdo do RNA foi realizada
com auxilio do NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies™) e a integridade das amostras
de RNA foi verificada por eletroforese em gel de agarose a 1,2% (RNAse free). Para analise dos
niveis de expressao de miR156, miR172 e SPL9 o cDNA foi sintetizado de acordo a metodologia
Pulsed stem-loop RT-qPCR (Varkonyi-Gasic et al., 2007).

Andlise de RT-qPCR

Os perfis de expressdo de miR156, miR172 e SPLY foram analisados via RT-qPCR, a
partir de 20 ng de cDNA, 400 nM de cada primer (Sintese Biotecnologia Ltda, Belo Horizonte,
MG), e qPCR SYBR- Green Supermix (Bio- Rad) e 4gua bidestilada (ddH2O) para um volume
final de reacdo 10 pL. O perfil de expressdo foi analisado em sistema de PCR em tempo real
CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection System (BIO-RAD). Os niveis de expressao foram
calculados em relagio ao gene normalizador actina (PeACT), utilizando o método 2722t (Livak

& Schmittgen, 2001). Os primers utilizados estdo listados na Tabela 1.
Andlises estatisticas

Para as varidveis altura das plantas, nimero de fitomeros, indice de ramificagdo,
dindmica de crescimento das gavinhas e crescimento médio final foram utilizadas seis
repeti¢des para cada linhagem. Para as andlises de crescimento foliar, densidade estomatica e
niveis hormonais utilizaram-se quatro repetigdes. A adequacdo de curvas sigmoidais e
construcio de graficos foram realizadas com o auxilio do programa Sigmaplot® versio 12.5.
Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e suas médias comparadas pelo
teste de Tukey ou teste Scott-Knott, ambos a 5% de significancia. Para avaliacdo da estabilidade
genética e expressao génica trés repeticdes foram utilizadas, e o teste de Dunnett a 1% de

significancia foi aplicado.
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RESULTADOS
Confirmagdo de linhagens transgénicas superexpressando miR156

A transgenia das linhagens utilizadas nesse estudo (P3, P5 e P7), as quais
superexpressam miR156 via indugdo por promotor constitutivo pUbil0 (Ubil0::AtmiR156a),
foram confirmadas, a partir da detec¢ao de bandas que indicam a presen¢a do gene HPTII que

confere resisténcia a higromicina (Figura 1).

Estabilidade genética de linhagens transgénicas superexpressando miR156 via citometria de

Sfluxo

O evento ndo transgénico apresentou conteudo de DNA de 3,38 pg, ao passo que as
linhagens transgénicas apresentaram valores médios de 3,49 pg (P3), 3,59 pg (P5) e 3,61 pg
(P7), com média de 3,56 pg de DNA. Os coeficientes de variagdo das leituras foram todos
inferiores a 3,0%. Em adicdo, os histogramas obtidos das linhagens transgénicas OFE::miR156
mostraram o mesmo padrao do conteudo de DNA de plantas nao-transgénicas (Tabela 2, Figura
2). Diante disso, ndo houve altera¢do no nivel de ploidia das linhagens transgénicas P3, P5 e P7
durante o processo de regeneracao desta, que envolveu organogénese de novo em meio MS

suplementado com 1 mg L 'de 6-BA.
Caracterizagdo fenotipica de linhagens transgénicas superexpressando miR156

A superexpressao do miR156 em P. edulis modificou drasticamente a arquitetura
vegetativa de todas as linhagens transgénicas OFE::miR156 (P3, P5 e P7) demonstrando
crescimento similar a um arbusto (Figura 3 a), menor altura e maior nimero de fitomeros
quando comparado a linhagem ndo- transgénica (NT) (Figura 3 b-c). O tempo de emergéncia
das gavinhas também foi afetado nas linhagens transgénicas. Em plantas NT a gavinha surgiu
entre o sétimo e décimo fitbmeros, enquanto que nas linhagens transgénicas a emergéncia da
gavinha foi atrasada, sendo visualizada, de modo geral, a partir do décimo nono fitdmero
(Figura 3 d). Além disso, houve marcante perda da inibi¢do correlativa nas linhagens
transgénicas, o que levou aumento de brotagdes a partir de gemas axilares, acarretando aumento
no indice de ramificacdo em todas linhagens transgénicas (Figura 3 d-e). Vale ressaltar que, a
linhagem NT apresentou botdes florais apos 80 dias em casa de vegetagdo, caracterizando a
fase adulta-reprodutiva. Entretanto, ndo foi observado em nenhuma linhagem transgénica

OFE::miR156 a presenca de estruturas reprodutivas.
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Em linhagens transgénicas OE::miRI156 a lamina foliar apresentou-se com formato
ovalado e os lobos de folhas bilobadas e trilobadas ocorreram de forma sutil (Figura 4). O
serrilhamento nas margens das folhas de linhagens transgénicas foi observado na regido basal,
proximo ao peciolo, e na extensdo da margem foliar este se apresentou com a estrutura
comprometida (Figura 5 a-b). Além disso, durante o desenvolvimento de P. edulis, folhas
monolobadas, bilobadas e trilobadas sdo subsequentes na fenologia das plantas, a medida que
os fitdbmeros se desenvolvem. No entanto, esse padrao sucessivo de folhas ao longo dos
fitdmeros nao foi observado em linhagens transgénicas OE::miR156, por exemplo, apds uma
folha trilobada havia uma folha monolobada ou bilobada.

Nectarios extraflorais localizados na base da folha, junto a parte distal do peciolo
(nectarios peciolares) estavam presentes em folhas de todas linhagens transgénicas
OE::miR156 e NT (Figura 5 c,d). Em contrapartida, nectdrios localizados nas laminas das folhas

(nectarios foliares) bi/trilobadas foram comprometidos nas linhagens transgénicas (Figura 5 e-

f).

Dinamica do crescimento foliar e da gavinha em linhagens transgénicas superexpressando

miR156

A superexpressdao de miR156 afetou a dinamica de crescimento foliar em P. edulis. O
crescimento em comprimento das folhas monolobadas, bilobadas e trilobadas de todas as
linhagens transgénicas apresentaram-se menores que NT (Figura 6 a, c, €). Em relagdo ao
crescimento em largura, apenas as folhas bilobadas e trilobadas das linhagens transgénicas
apresentaram menor crescimento quando comparadas a NT, sendo que, essa diferenga foi mais
proeminente em folhas trilobadas (Figura 6 b, d, f). Destaque-se que P3, P5 e P7 ndo
apresentaram diferencas no crescimento foliar entre si. O crescimento das folhas (comprimento
e largura) se manteve estavel apos 15 dias depois da emergéncia do primoérdio foliar para todos
as linhagens aqui estudadas.

A estrutura das gavinhas de linhagens transgénicas superexpressando miR156
apresentou-se, independente do estagio de desenvolvimento, mais delgadas e menores quando
comparadas com gavinhas NT (Figura 7 a-d). O crescimento em comprimento das gavinhas, de
todas as linhagens transgénicas OFE::miR156, apresentou-se inferior a linhagem NT (Figura 7
e), sendo que o comprimento médio de gavinhas plenamente alongadas NT foi

aproximadamente duas vezes maior que em todas as linhagens transgénicas (Figura 7 f). O



21

crescimento das gavinhas manteve-se sem grandes modificagdes, apos 8 dias, independente da

linhagem.

Caracteriza¢do anatomica de folhas e gavinhas de linhagens transgénicas superexpressando

miR156

A nervura central apresenta-se biconvexa, a qual apresenta camadas de células
colenquimaticas em ambas as faces, sendo que na face abaxial observa-se 3 camadas (Figura 8
a,e, 1). Em contraste, nas linhagens transgénicas OE::miR156 foi observado apenas 2 camadas
de células colenquimaticas (Figura 8 b, f, j). O parénquima palicadico da lamina foliar ¢
formado por uma camada de células, ocupando em torno de um ter¢o do mesofilo, enquanto
que o parénquima lacunoso ¢ formado por 4 a 5 camadas de células na regido abaxial (Figura 8
c-d, g-h, k-1). A superexpressao de miR156 parece nao afetar drasticamente a organiza¢ao dos
tecidos em folhas de P. edulis, pois todas elas, independente da morfologia, seguem o mesmo
padrdo anatdémico.

O crescimento das gavinhas e sua estrutura foi afetado pela superexpressdao de miR156
em P. edulis. Observou-se que gavinhas em expansdo tanto de linhagens NT quanto
transgénicas apresentaram células menores, mais compactadas e com nucleos proeminentes,
tanto na regido apical quanto basal (Figura 9 a-d). Além disso, divisdes celulares em varios
pontos dessas regioes também foram observadas. Em gavinhas plenamente alongadas NT foram
observadas na regido apical 6 a 7 camadas de células compondo o parénquima cortical, e na
regido basal 9 a 10 camadas (Figura 9 e, g). Porém, o nimero de camadas de cé¢lulas do cortex
foi menor em gavinhas plenamente alongadas de todas as linhagens transgénicas
superexpressando miR156. Na regido apical foi observado de 3 a 4 camadas de células (Figura
9 j-1) e na regido basal de 6 a 7 camadas (Figura 9 f-h). Essa diferenca entre as camadas de
células do parénquima cortical das linhagens NT e transgénicas pode ser observada tanto em

gavinhas em processo de alongamento quanto em gavinhas plenamente alongadas.
Efeito da superexpressao de miR156 na densidade estomatica

A densidade estomatica de folhas monolobadas de todas as linhagens transgénicas
OFE::miR156 foi menor que na linhagem NT (Figura 10 a). Em folhas bilobadas apenas a
linhagem P7 diferiu significativamente, quando comparadas a NT e P3 (FiguralO b). Em folhas
trilobadas, a densidade estomatica diferiu em todas as linhagens transgénicas em relacdo a NT,

sendo que, a P7 apresentou menor densidade entre as linhagens transgénicas (Figura 10 c).
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Perfil hormonal de linhagens transgénicas superexpressando miR156

Os niveis de AIA foram altos em todas as linhagens transgénicas OE::miR 156, quando
comparado a NT (Fig. 11 a). Os niveis de zeatina foram menores na linhagem P5 e nao
apresentou diferengas significativas entre as demais linhagens. (Figura 11 b). Os niveis de ACC
diferiu significativamente apenas na linhagem P5 (Figura 11 ¢). Os niveis de JA e SA foram
significativamente mais baixos em todas as linhagens transgénicas (Figura 11 d, ). Por fim, os
niveis de ABA diferiram significativamente entre as linhagens NT e transgénicas, sendo que

P3 apresentou maiores niveis em relacdo as linhagens P5 e P7 (Figura 11 f).

Dinamica da expressdo de miR156, SPL9 e miR172 em folhas de linhagens transgénicas

superexpressando miR156

Em folhas monolobadas, os niveis de expressao de miR 156 nas linhagens P3 e P5 foram
inferiores a NT e P7 ndo apresentou diferencas significativas (Figura 12 a). Em contrapartida,
folhas bilobadas das linhagens P5 e P7 apresentaram altos niveis de expressdo de miR156
quando comparado a NT (Figura 12 c). Os niveis de expressao de miR156 em folhas trilobadas
foi significativamente maior em todas as linhagens transgénicas OFE::miR156 quando
comparado a NT, sendo aproximadamente seis vezes mais expresso (Figura 12 e). Os niveis de
expressao do gene SPLY, alvo de miR156, foi menor em folhas monolobadas de linhagens P3 e
P5 em relagdo a NT (Figura 12 b). Em folhas bilobadas, ndo houve diferencas quanto a
expressao desse gene entre as linhagens NT e transgénicas (Figura 12 d). Em folhas trilobadas,
apenas P3 demonstrou maior expressdao de SPL9 (Figura 12 f). O miR172, por sua vez,
apresentou menores niveis de expressdo em folhas monolobadas das linhagens P5 e P7 em
relacdo a NT (Figura 13 a). Em folhas bilobadas, a linhagem P7 manteve baixo niveis de
expressao de miR172 e ndao houve diferencas significativas nas demais linhagens OE::miR156
quando comparado a NT (Figura 13 b). Em folhas trilobadas, as linhagens P3 e P5 apresentaram
menores niveis de expressdo de miR/72 em relagdo a NT (Figura 13 c¢). Embora SPL9 e miR172
nao demonstrarem um padrao de expressao consistente entre as linhagens transgénicas, notou-
se que, em geral, os niveis de expressdo destes nas linhagens P3, P5 e P7 apresentaram-se
menores ou sem diferengas significativas quando comparado a linhagem NT. Os niveis de
expressdao de miR172 apresentaram padrdo oposto ao do miR156 em todos as linhagens aqui

estudadas.
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Dinamica da expressdo de miR156, SPL9 e miR172 em gavinhas de linhagens transgénicas

superexpressando miR156

Os niveis de expressao do miR156 em apices de gavinhas com 2 cm de comprimento foi
maior apenas na linhagem P7 quando comparado a NT. Em contrapartida, na regido basal os
niveis de expressao do miR 156 foram maiores em todas as linhagens transgénicas OE::miR156,
comparativamente a NT (Figural4 a). Em gavinhas com 6 cm de comprimento, ambas regides
de todas as linhagens transgénicas apresentaram maiores niveis de expressao de miR156 quando
comparado a NT (Figura 14 ¢). Esse mesmo comportamento foi observado em gavinhas com
12 cm de comprimento (Figura 14 e). Os niveis de expressdao de SPL9 foram baixos em todas
as linhagens transgénicas, independente da regido ou tamanho da gavinha. A expressdao do
miR172 na regido apical de gavinhas com 2 c¢m diferiu apenas na linhagem P5 em comparagao
com NT (Figural5 a). Em relacdo a regido basal, os niveis de expressao desse miRNAs foi
menor em todas as linhagens transgénicas. Em gavinhas com 6 cm, ndo houve diferencas
significativas entre os niveis de expressdo do miRI72 nos apices, porém, na regido basal a
linhagem P7 apresentou menor nivel de expressao (Figura 15 b). Gavinhas com 12 cm ndo
apresentaram diferencas significativas nos niveis de expressdao do miR/72 em nenhuma das

regides avaliadas (Figura 15 c).

Em plantas NT a expressdao do miR156 na regido apical foi maior em gavinhas com 6
cm e apresentou-se menor aos 12 cm de comprimento, em relag@o a gavinhas com 2 cm (Figura
16 a). J& na regido basal, foi observado menor nivel de expressdao em gavinhas com 12 cm.
Esses resultados indicam que os niveis de expressao do miR156 reduzem com a idade da
gavinha. Na linhagem P3 os niveis de expressdo foram significativamente maiores em ambas
regides de gavinhas com 6 e 12 cm, em comparagdo com gavinhas de 2 cm (Figura 16 b). Em
P5, gavinhas com 6 cm apresentaram altos niveis de expressao do miR156, sendo 8 vezes
maiores que os demais comprimentos (Figura 16 c¢). J& em P7 os niveis de expressdo em
gavinhas com 6 e 12 cm foram maiores em ambas regides, quando comparados com gavinhas

de 2 cm (Figura 16 d).
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DISCUSSAO

As plantas progridem da fase juvenil vegetativa para adulta durante o desenvolvimento
e, posteriormente, alcangcam a fase reprodutiva. A caracterizacdo e o periodo dessas fases
diferem consideravelmente entre as espécies vegetais. O miR156 demonstrou ser o principal
regulador da transi¢ao de fases vegetativa-reprodutiva nas plantas (Wu et al., 2009; Fouracre &
Poethig, 2016). Os efeitos da superexpressao do miR156 foram descritos em diversas espécies,
sendo comumente observado, alteragdes na arquitetura das plantas, manutengdo de
caracteristicas jovens, aumento de brotacdes laterais, retardo no tempo de floracdo (Wei et al.,
2010; Wang et al., 2011; Silva et al., 2014). Em Passiflora edulis foram confirmadas trés
linhagens transgénicas OE::miR156, as quais apresentaram mudangas drasticas na arquitetura
das plantas como, menor altura, maior numero de fitomeros, evidenciando menor comprimento
dos internos e maior indice de ramificagdes, sugerindo perda da dominancia apical (Figura 3).

A superexpressao do miR156 afetou caracteristicas particulares dentre as espécie como
areducdo no comprimento de raizes e repressdo da nodula¢do em Lotus japonicus (Wang et al.,
2015), aumento dos niveis de carotenoides em sementes de Brassica napus (Wei et al., 2010),
melhoria no rendimento de acucares e digestibilidade em Panicum virgatum (Fu et al., 2012).
Durante a transi¢do de fases vegetativa juvenil para adulta, P. edulis demonstra heteroblastia
foliar marcante, cujas folhas a medida que avancam em fase ganham lobos bem definidos,
tornando-se trilobada com margens apresentando serrilhas por toda extensao (Cutri et al., 2013;
Silva et al., 2019). Linhagens transgénicas OE::miR156 em P. edulis desenvolveram os trés
padrdes foliares. Porém, foi observado formacao de lobos sutis em folhas bilobadas e trilobadas
(Figura 4), serrilhamento incompleto nas margens e nectarios diminutos nas laminas foliares
(Figura 5). Nectarios extraflorais sdo comumente encontrados em Passiflora (Rocha et al.,
2020) os quais desempenham funcdo ecologica de defesa indireta, cujo néctar alimenta insetos,
principalmente formigas, que em troca protegem as plantas contra herbivoros (Heil, 2011).

A heteroblastia foliar ¢ observada em diversas espécies do género Passiflora (Chitwood
& Otoni, 2017) e pode evidenciar macroscopicamente a transi¢ao de fases vegetativa juvenil
para adulta. Além disso, a heteroblastia em P. edulis foi correlacionada com a dindmica do
padrdo de expressdao de miR156 e miR172 durante a transicao de fases vegetativa (Silva et al.,
2019). Além das mudancas em algumas caracteristicas das folhas de P. edulis, notou-se que a
superexpressao de miR156 acarretou reducao do crescimento destas (Figura 6) e alteracdes na
densidade estomatica (Figura 10). Além disso, houve reducdo no nimero de camadas

colenquimaticas na nervura central das folhas de todas as linhagens transgénicas (Figura 8). A
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modula¢do dos niveis de miR156 em Nicotina tabacum ocasionou mudangas peculiares nas
folhas, como mudanca no angulo da base, no padrdo de venagdo, na densidade de tricomas e
estomatos. Essas mudangas na densidade de tricomas e no padrao estomatico foram conectadas
com alteracdo na expressao de alguns genes responsaveis por tais caracteristicas, sugerindo a
modulacdo desses genes pelo miR156 (Feng et al., 2016). Em contrapartida, plantas em que a
expressao do miR156 foi suprimida, apresentaram altos niveis de expressdo de SPLs, alvos do
miR156, e fenotipos semelhantes aqueles de plantas nao-transgénicas (Wu et al., 2009).

A transicdo de fase vegetativa juvenil para adulta é acompanhada pelo decréscimo na
expressao do miR156, seguido pelo acimulo de SPLs, o que conduz a fase vegetativa adulta ao
proporcionar o aumento dos niveis de expressdo do miR172 (Wu et al., 2009; Yu et al., 2015;
Silva et al.; 2019). Apesar dos niveis do miR156 em folhas monolobadas ndo se demonstrarem
altos, em folhas trilobadas de todas linhagens transgénicas OE::miR156 os niveis de expressao
de miR156 foram 6 vezes maiores comparativamente a NT (Figura 12). Por sua vez, os niveis
de expressdo do miR172 nesse tipo foliar de linhagens transgénicas foram baixos ou iguais a
NT (Figura 13), demonstrando padrao oposto de expressao entre esses miRNAS. Os niveis de
expressao de SPL9 ndo sofreu grandes alteragdes e se mantiveram, de forma geral, semelhantes
entre as linhagens (Figura 12). Em Arabidopsis, SPLY9 desempenha papel majoritario em
diversos processos como distribuicao de tricomas, morfologia foliar e indugao do florescimento
(Wuetal., 2009; Yuetal., 2010; Jung et al., 2011; Yu etal., 2015). Além disso, SPL9 promove
a desestabilizacdo do complexo CUC2-TCP (CUP-SHAPED COTYLEDON e TEOSINTE
BRANCHED 1 / CYCLOIDEA / PCF, respectivamente), proporcionando o serrilhamento das
folhas e o aumento do niimero de foliolos a medida que o processo heteroblastico progride
(Chitwood & Sinha, 2014; Rubio-Somoza et al., 2014).

Silva et al. (2019) ndo observaram alteracdes nos niveis de transcritos de SPL9 em
decorréncia da reducdo da expressao do miR 156 durante o processo heteroblastico em P. edulis.
Em O. sativum foi relatado que a superexpressao do miR156 provocou a redugdo de seis genes
SPLs, mas outros trés genes alvos ndo apresentaram alteracdes na expressao (Xie et al., 2006).
Sabe-se que a familia de genes SPLs possuem alto grau de redundancia funcional em diversos
processos durante o desenvolvimento vegetal (Wu et al., 2009). Baseado no fenotipo das folhas
de linhagens transgénicas OFE::miR156, ¢ sugestivo que SPL9 nao seja o fator dominante que
regula as caracteristicas adultas em P. edulis, pelo menos no que diz respeito a caracteres
foliares. As modifica¢des fenotipicas observadas na arquitetura das plantas e nas folhas de

linhagens OE::miR156 em P. edulis retrataram o padrdo de expressdo de miR156 e miR172,
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bem como a complexa regulagdo da via miR156/SPLs, pois apesar da tentativa de formar lobos
nas folhas, sendo este considerado um trago adulto, essa agdo em algum momento do curso foi
interrompida. No entanto, como relatado para P. virgatum as diversas alteragdes fenotipicas
dependem do quanto miR156 esta sendo (sobre)expresso (Fu et al., 2012).

Diversos estudos tém demonstrado que ha uma interacdo complexa entre miRNAs e
fitormdnios. A exemplo, a floragdo em Arabidopsis pode ser promovida por GA através de uma
via dependente de miR156 (Yu et al., 2012). Os niveis de expressao do miR156 ¢ miRI172
também podem responder a tratamentos com fitormonios. Em Arabidopsis, o tratamento com
auxina reduziu os niveis de expressao do miR 156 em raizes (Marin et al., 2010). Jaem O. sativa,
apesar dos niveis do miR156b ndo demonstrarem alteragdes em tratamentos com diferentes
fitormonios, miR172a teve seus niveis reduzidos quando submetidos a 6-benzilaminopurina -
6-BA, um tipo de citocinina sintética (Liu et al., 2009). Por outro lado, ha evidéncias de que os
miRNAs podem regular a via de sinalizagdo que medeia a resposta a fitormonios através da
regulagdo de FTs, receptores hormonais ou genes diretamente envolvidos na biossintese destes
(Liu et al., 2009; Curaba et al., 2014) e que SPLs, alvo do miR156, podem interagir com
reguladores da via de sinalizacdo de fitormonios (Yu et al., 2012; Zhang et al., 2015). Detectou-
se diferencas significativas nos niveis de AIA (Figura 11). Para a zeatina nao foram detectadas
diferencas significativas entre as linhagens transgénicas e NT, a exce¢do da linhagem PS5, que
apresentou niveis significativamente menores. Zhang et al. (2015) também ndo observaram
diferengas nos niveis de citocinina em Arabidopsis nao-transgénicas e superexpressando
miR156, e sugeriram que miR156 ndo modula os niveis de citocinina, mas a resposta, através
de fatores de transcrigdo ARRs- tipo B. Diversas espécies superexpressando miR156, sendao
todas, apresentaram modificagdes na sua arquitetura vegetativa e aumento no numero de
brotagdes laterais, indicando perda da inibicdo correlativa; sabe-se que auxinas e citocininas
agem antagonicamente nesse mecanismo. Estudos anteriores sobre o controle de crescimento
do arroz (Oryza sativa) demonstrou que SPL14, alvo do miR156, e estrigolactonas atuam em
vias paralelas na regulacao do perfilhamento nessa espécie (Luo et al., 2012). Além disso, Chen
et al. (2015) relataram que o aumento dos niveis de expressao do miR 156 interferiu na regulagao
da via de estrigolactonas em O. sativa desencadeando alteracdo na arquitetura e no
perfilhamento das plantas. Esse estudo sugere que miR156 controla o nimero de brotagdes ¢ a
dominancia apical através da regulagdo da via de estrigolactonas.

Os niveis de JA, SA e ABA foram baixos em linhagens OE::miR156 (Figura 11),

sugerindo que a superexpressao de miR156 afeta negativamente os niveis endogenos desses
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fitormonios em P. edulis. A sinalizagdo de JA, SA ¢ ABA t€m sido associados a defesa ¢
resposta a estresse. Além disso, estes fitormonios também estdo envolvidos na promog¢do da
senescéncia foliar, cujos niveis apresentaram-se elevados durante o processo (Khan et al.,
2013). O miR172 foi associado ao controle do processo de senescéncia foliar no milho (Zea
Mays), o qual pode regular o processo através da via dos fitormonios (Wu et al., 2016). Qiu et
al. (2009) demonstraram que a aplicacdo de metil jasmonato (MeJa) em células de Taxus
chinensis alterou a abundancia de quatros membros da familia do miR156 (miR156a/b/c ¢ d),
cujos niveis de expressdo foram reduzidos. Em adicdo, um estudo sobre a dindmica de
resisténcia a patogenos mediada pela idade da planta demonstrou que o aumento dos niveis de
SPLY9, alvo de miR156, reduz a resposta a JA através da interagdo com proteinas do dominio JA
ZIM (JAZ) (Mao et al., 2017). Em Arabidopsis superexpressando miR156, os niveis de
transcritos de genes associados a via de sinalizagdo de SA apresentaram-se baixos, em
contrapartida, os niveis desses transcritos foram altos em plantas superexpressando SPLY,
sugerindo que miR156/SPLY pode modular a via de sinalizagdo de SA (Yin et al., 2019).

A superexpressao do miR156 em P. edulis também impactou o desenvolvimento de
gavinhas. As gavinhas sdo consideradas marcadores de transi¢ao para a fase adulta em P. edulis,
visto que, o meristema localizado nas axilas das folhas com tragos adultos sdo capazes de gerar
tanto gavinha quanto flor (Cutri et al., 2013). No entanto, hipoteses sobre a origem dessa
estrutura sdo controversas, sendo que, as vezes sdo interpretadas como um ramo caulinar e
outras como uma modificagdo da inflorescéncia (Cutri et al., 2013; Scorza et al., 2017; Sousa-
Baena et al., 2018a). Além disso, informagdes sobre a regulacdo génica no desenvolvimento
desta ainda sdo incipientes. A superexpressao de miRI156 retardou a aparicdo das gavinhas
comprometeu o crescimento € modificou sua estrutura, as quais apresentavam-se mais delgadas
(Figura 7). Essa mudancga na estrutura do corpo vegetativo da gavinha pode ser decorrente da
reducdo de camadas de células do parénquima cortical (Figura 9). As gavinhas possuem papel
ecologico importante, permitindo a evasdo a sombra e aumentando o potencial de competicao
por luz, fornecendo a espécie vantagem adaptativa (Cutri et al., 2013). Ja que o
desenvolvimento de flores em P. edulis ndo ocorre em ambientes sombreados (Nave et al.,
2010) a gavinha se torna fundamental ao favorecer o desenvolvimento floral em ambientes de
vegetacao densa.

Investigou-se os niveis de expressao do miR156, SPL9 e miR172 da regido basal e apical
de gavinhas em diferentes fases de alongamento. A expressdo do miRI56 em gavinhas de

plantas transgénicas foi significativamente alta tanto no 4pice quanto na base, e sua abundancia
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foi elevada com o aumento do comprimento das gavinhas (Figura 14). Os altos niveis de
expressao de miR156 refletiu sobre SPLY que demonstrou padrdo oposto de expressdo,
sugerindo que o desenvolvimento de gavinhas pode ser modulado pela via miR156/SPL.
Estudos sobre a regulagdao de caracteristicas adultas em orgdo vegetais, tém considerado a
familia de genes SPLs reguladores chaves na aquisi¢ao de caracteristicas adultas (Shikata et al.,
2009), entre os quais se destaca o SPL 9, sendo este um forte candidato na promog¢ao da maioria
dos tragos associados a fase adulta (Wu et al., 2009). Por outro lado, os niveis de expressao do
miR172 diferiu apenas entre linhagens de gavinhas mais jovens, porém, ndo demonstrou
grandes modificagdes (Figura 15). No entanto, o incremento na expressdo do miR172 esta
correlacionada com SPLY, que atua como um regulador transcricional de miR172b (Wu et al.,
2009; Jung et al., 2011). Além disso, o padrao de expressdo do miR156 entre os comprimentos
das gavinhas revelou que a abundancia desse miRNAs dependente da idade desta (Figura 16).

Estudos moleculares visando confirmar a origem ontogenética de gavinhas na familia
Passifloraceae, detectaram a expressdo de genes envolvidos na transi¢do de fases
vegetativa/reprodutiva e na identidade de meristema floral, tais como LEAFY (LFY),
APETALAI (AP1), FRUITFULL (FUL) e SEPALLATA 3 (SEP3). A expressao de LFY e SEP3
foi demonstrado em primoérdios de gavinhas (Cutri, 2009; Sousa-Baena et al., 2018a), enquanto
que os niveis de AP/ mantém sua expressao durante todo desenvolvimento da gavinha, além
disso, seu nivel de expressao ¢ maior nestas que em qualquer outro tecido, como botdes florais
e bracteas (Scorza et al., 2017). FUL também foi expresso em gavinhas, mas ndo apresentou
expressao diferencial como AP/ (Scorza et al., 2017). Ainda ndo esta claro a fungdo desses
genes durante o desenvolvimento da gavinha. Entretanto, ha evidéncias de que o SPL3
juntamente com outros genes da familia de fatores de transcrigdo SPLs atuem na regulacao de

LFY, AP, FUL (Yamaguchi et al., 2009).
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CONCLUSOES

Nossos resultados demonstraram que a superexpressao de miR156 desencadeou uma
rede de regulacdo génica global em P. edulis, ocasionando mudangas nas caracteristicas
morfoanatdmicas, metabolicas e génicas. Como relatado para outras espécies, a arquitetura das
plantas foi afetada pela superexpressao de miR156 em todas as linhagens transgénicas aqui
estudadas. No entanto, observamos efeitos ndo visualizados para outras espécies como a
formagdo ténue de lobos em folhas que demonstraram um misto de caracteristicas juvenis e
adultas e o comprometimento de nectarios na lamina foliar. Considerando a diversidade
funcional dos genes da familia de FTs SPLs, ¢ possivel que estes desempenhem um papel
regulatorio na formacdo de nectarios extraflorais. Os niveis endogenos de JA, SA e ABA nas
linhagens transgénicas OE::miR156 apresentaram-se baixos, sugerindo que a via miR156/SPL
modula os niveis destes fitormonios. O crescimento e a morfologia de gavinhas também foram
afetados pela superexpressdao de miR156, sugerindo a atua¢do dos miR156/172 e SPLs no
desenvolvimento desses orgaos, visto que, o crescimento das gavinhas foi correlacionado com
a dinamica de expressao destes. Este trabalho contribui para expandir a compreensao dos efeitos
da superexpressao de miR156 em P. edulis e fornece informagdes sobre a atuacdo de miR156

sobre os aspectos morfo-fisiologicos durante a transi¢ao de fases vegetativa juvenil para adulta.
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TABELAS

Tabela 1. Sequéncias de primers utilizados nas analises de expressao génica por RT-PCR ou

RT-qPCR.

Primer Sequéncias 5°-3’

HPTII vogel F GAATTCAGCGAGAGCCTGAC
HPTII vogel R ATTTCGGCTCCAACAATGT
PeACTF CCAGGCATTGCTGATAGGAT
PeACTR ATTCTGCCTTTGCAATCCAC
PeSPLY9 JF F GGTCTAACCCAAATCCCGCA
PeSPL9 JF R AGAGACCAGTGTGTGTGATGAG
miR156 AlLeicht F GCGGCGTTGACAGAAGAGAGT

miR156/7 ALeicht RT GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACGTGCTC

miR172 ptc ALeicht F GCGGCGCRGAATCYTGATGAT

miR172 ptc_ ALeicht RT = GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACT

Reverso universal _JF GTGCAGGGTCCGAGGT

Tabela 2. Médias de conteudo de DNA, determinado por citometria de fluxo, em plantas de

Passiflora edulis ndo-transgénicas (NT) e transgénicas (P3, P5 e P7) superexpressando miR156.

Linhagem Conteudo de DNA (pg) CV (%)
NT 3,38 2,74
P3 3,59 2,80
P5 3,49 2,93
P7 3,61 2,97

CV: Coeficiente de Variagdo
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Figura 1. Confirmagdo das linhagens transgénicas superexpressando miR156
(Ubil0::AtmiR156a) em P. edulis via PCR. O marcador molecular de 1 kb (Promega) foi
utilizado. Vector MIR::156: Agrobacterium tumefaciens contendo o inserto de superexpressao
de miR156 utilizado como controle positivo. H>O: controle negativo. NT: linhagem nao-

transformada. P3, P5 e P7: linhagens transformadas (~558 bp).
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Figura 2. Estimativa do conteido de DNA nuclear em plantas de Passiflora edulis via
citometria de fluxo. (a) Linhagem nao-transgénica (NT). (b, ¢, d) Linhagens transgénicas
superexpressando miR156 (P3, PS5, P7). O primeiro e o segundo pico em cada histograma
correspondem as linhagens de P. edulis e ao padrdo interno Pisum sativum (2C = 9,09 pg de

DNA nuclear), respectivamente.
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Figura 3. Caracteristicas morfologicas de plantas de Passiflora edulis afetadas pela
superexpressdo do miR156. (a) Arquitetura das plantas. (b) Altura. (¢) Numero de fitomeros.
(d) Diagrama mostrando brotacdes laterais e aparicdo de gavinha em relagdo ao fitdmero. (e)
indice de ramificagdo. Letras diferentes indicam diferenca significativa entre as linhagens, pelo
teste de Tukey (P < 0,05). Os valores foram apresentados como médias + erro padrdo de seis
amostras bioldgicas. Dados compreendem a plantas cultivadas por 30 dias em casa de

vegetacdo. NT: ndo transgénica. P3, P5 e P7: linhagens transgénicas superexpressando miR156.
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Figura 4. Morfologia foliar durante o processo heteroblastico de plantas de Passiflora edulis
ndo-transgénica (NT) e linhagens transgénicas superexpressando miR156 (P3, P5 e P7). Folhas

completamente expandidas de plantas aos 120 dias em casa de vegetagao.
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Figura 5. Efeitos da superexpressdo de miR156 sobre margem foliar e nectérios extraflorais.
de Passiflora edulis. (a) Serrilhamento presente na margem da regido apical de folhas de
linhagens nado-transgénicas e (b) ausente em linhagem transgénica superexpressando miR156.
(¢) Nectarios peciolares de folhas de linhagem nao transgénica e (d) linhagem transgénica
superexpressando miR156. (e) Nectario na lamina de folha trilobada presente em linhagem nao-
transgénica e (f) linhagem transgénica superexpressando miR156. O fenotipo transgénico de

superexpressao foi representado pela linhagem P5.
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Figura 6. Dinamica de crescimento de folhas de Passiflora edulis durante o processo
heterobléstico. (a, b) Comprimento e largura de folhas monolobadas, (¢, d) folhas bilobadas e
(e, f) folhas triobadas. O crescimento em comprimento e largura foram descritos pela funcdo
sigmoidal y= y0+a/(1+exp{-[(x-x0)/b]}). Os valores foram apresentados como médias =+ erro
padrao de quatro repeticdes biologicas. NT: ndo-transgénica. P3, P5 e P7: linhagens

transgénicas superexpressando miR156.



45

e NT
35
(e) 0 o P3 (f) =
v PS5 = s - -
_30] & 1 At tv et S . 29
€ ] - EE
c o e
E 2 20 gg
8< / E £ b b b
%E /i a§ 14 = =
o ®© £a
0S5 49 / g &
/h e 7
0 0

Dias apds a emergéncia

Figura 7. Morfologia e crescimento de gavinhas em plantas de Passiflora edulis. (a) Gavinha
em alongamento e (b) plenamente alongada de planta ndo transgénica (NT). (¢) Gavinha em
alongamento e (d) plenamente alongada em linhagem superexpressando miR156. O fendtipo
transgénico de superexpressao foi representado pela linhagem P5. (e) Dindmica de crescimento
em comprimento de gavinhas durante 30 dias apds sua emergéncia, descrito pela funcao
sigmoidal y= y0+a/(1+exp{-[(x-x0) /b]})(n=6). (f) Comprimento médio de todas as gavinhas
plenamente alongadas aos 70 dias em casa de vegetacdo. Letras minusculas diferentes indicam
diferencas significativas entre as linhagens, pelo teste de Tukey (P<0,05). Os valores foram
apresentados como médias + erro padrdo de amostras biologicas independentes. NT: ndo-

transgénica. P3, P5 e P7: linhagens transgénicas superexpressando miR156.
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Figura 8. Seccdes anatomicas transversais de folhas de Passiflora edulis. Nervura mediana de
folhas (a, b) monolobadas, (e, f) bilobadas, (i, j) trilobadas de linhagens nao-transgénica e
transgénica superexpressando miR 156, respectivamente. Lamina foliar (¢, d) monolobadas, (g,
h) bilobadas, (k, 1) trilobadas de linhagens ndo-transgénica e transgénica superexpressando
miR156, respectivamente. Regido em destaque aponta o numero de camadas de células
colenquimaticas na regido abaxial da nervura mediana. NT: ndo-transgénica. As linhagens

transgénicas foram representadas pela P3. Barras correspondem a 500 pum.
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Figura 9. Anatomia de gavinhas em Passiflora edulis ndo-transgénica e linhagem transgénica
superexpressando miR156. (a, ¢) Apice e base da gavinha de plantas ndo-transgénica em
alongamento. (b, d) Apice e base da gavinha de linhagem transgénica em alongamento. (e, g)
Apice e base de gavinha da linhagem néo-transgénica plenamente alongada. (f, h) Apice e base
de gavinha da linhagem transgénica plenamente alongada. Regido em destaque aponta divisao
celular em gavinha ndo transgénica e transgénica em alongamento. Detalhe (barra vermelha)
evidenciando niimero de camadas do parénquima cortical em gavinha nao-transgénica e
transgénica plenamente alongadas. NT: ndo-transgénica. As linhagens trasngénicas foram
representadas pela P3. Barras correspondem a 300 um. e: epiderme; pc: parénquima cortical;

pm: parénquima medular.
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Figura 10. Densidade estomatica em folhas de Passiflora edulis com diferentes morfologias.
(a) Folhas monolobadas. (b) Folhas bilobadas. (¢) Folhas trilobadas. Os valores foram
apresentados como médias + erro padrdo de quatro repetigdes bioldgicas. Letras minusculas
diferentes indicam diferencgas significativas entre as linhagens, pelo teste de Tukey (P<0,05).

NT: ndo-transgénica. P3, P5 e P7: linhagens superexpressando miR156.
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Figura 11. Niveis hormonais enddgenos em P. edulis. (a) AIA (4cido indol-3-acético). (b)
Zeatina. (¢) ACC (4cido 1-carboxilico-1-aminociclopropano). (d) JA (4cido jasmodnico). (e) SA
(4cido salicilico). (f) ABA (4cido abscisico). Os valores foram apresentados como médias +
erro padrdo de quatro repeticdes bioldgicas. Letras minusculas diferentes indicam diferencas
significativas entre as linhagens, pelo teste de Scott-Knott (P<0,05). NT: ndo-transgénica,;

P3,P5 e P7: linhagens transgénicas superexpressando miR156.
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Figura 12. Padrao de expressdo do miR156 e seu gene alvo SPLY de folhas em expansdo de
Passiflora edulis. (a, b) Expressao relativa normalizada em folhas monobadas, (¢, d) folhas
bilobadas e (e, f) folhas trilobadas. Os valores foram apresentados como médias + erro padrao
de trés repeti¢des bioldgicas independentes. Asteriscos indicam diferengas significativas (P <
0,01) pelo teste de Dunnett. NT: nao-transgénica. P3, P5 e P7: linhagens transgénicas

superexpressando miR156.
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Figura 13. Padrao de expressao do miR172 de folhas em expansao de Passiflora edulis. (a)
Expressao relativa normalizada em folhas monolobadas. (b) Expressao relativa normalizada em
folhas bilobadas. (¢) Expressao relativa normalizada em folhas trilobadas. Os valores foram
apresentados como médias + erro padrdo de trés repeticdes bioldgicas independentes.
Asteriscos indicam diferengas significativas (P<0,01) pelo teste de Dunnett. NT: nao-

transgénica. P3, P5 e P7: linhagens transgénicas superexpressando miR156.
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Figura 14. Padrao de expressdo do miR156 e SPL9Y na regido apical e basal em gavinhas de
Passiflora edulis. (a, b) Expressao relativa normalizada em gavinhas com 2 cm, (¢, d) gavinhas
com 6 cm e (e, f) gavinhas com 12cm. Os valores foram apresentados como médias + erro
padrao de trés repetigdes bioldgicas independentes. Asteriscos indicam diferencgas significativas
(P <0,01) pelo teste de Dunnett. NT: ndo transgénica. P3, PS5 e P7: linhagens transgénicas

superexpressando miR156.
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Figura 15. Padrdo de expressao do miR172 na regido apical e basal de gavinhas de P. edulis.
(a) Expressao relativa normalizada em gavinhas com 2 cm, (b) gavinhas com 6 cm e (c¢)
gavinhas com 12 cm. Os valores foram apresentados como médias + erro padrao de trés
repeti¢des bioldgicas independentes. Asteriscos indicam diferencas significativas (P < 0,01)
pelo teste de Dunnett. NT: ndo-transgénica. P3, P5 e P7: linhagens transgénicas

superexpressando miR156.
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Figura 16. Padrdo de expressao do miR 156 na regido apical e basal em gavinhas com diferentes
tamanhos (cm). (a) Linhagem nao-transgénica (NT). (b) Linhagem P3. (¢) Linhagem P5. (d)
Linhagem P7. Os valores foram apresentados como médias + erro padrdo de trés repeticdes
biologicas independentes. Asteriscos indicam diferencas significativas (P < 0,01) pelo teste de

Dunnett.



