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RESUMO

PAULA, Marcia Fabiana Barbosa de, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
novembro de 2013. Caracterizacio molecular e fisiologica de plantas mutantes do
gene abchl7 em arroz. Orientador: Moacil Alves de Souza. Coorientador: Marcelo
Ehlers Loureiro.

O acido ferulico ¢ um intermediario da sintese de siringil e guaiacil, os monolign6is mais
abundantes formadores da lignina. Além disso, participa da sintese da suberina e cuticula,
atuando também como intermediario na sintese de alguns flavonoides. Por meio de andlises
posteriores em mutantes do gene OsABCBI7, um gene da familia ABC, foi verificado a
existéncia de um sitio de ligacdo diferente dos demais, indicando ser um possivel
transportador de acido ferulico. Os transportadores ABC sdo membros de uma familia
protéica que possuem a habilidade de se ligar e hidrolisar ATP como fonte de energia para
dirigir o transporte através da membrana plasmatica, podendo funcionar como exportadores,
importadores ou canais ATP regulados. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi analisar a
funcdo do gene OsABCBI17 como um possivel transportador de ferulato em arroz, utilizando
dois mutantes oriundos da inser¢do do transposon 70OS17, por meio de andlises moleculares e
fisiologicas. Esses mutantes apresentaram aumento do teor da lignina na bainha fonte e na
folha dreno, sem alteragdes em outros orgdos, porém a expressdo dos genes analisados foi
alterada negativamente em alguns orgdos. Em experimentos de pertubagdo da homeostase do
metabolismo dos fenilpropanoides, por meio da adigdo exogena de acido fertlico e de acido
piperolinico (PIP), inibidor da enzima C4H, observamos que, enquanto em plantas WT houve
uma reducdo da expressdo dos genes 4CL2, COMT, CAD2 e PAL em varios orgdos, nos
mutantes, ou nao houve alteracdo, ou menos genes foram afetados. Esses dados sugerem que a
falta de uma correlagdo entre o teor de lignina e a expressao dos genes pode ser explicada pela
complexidade da via, ou simplesmente pelo fato desse transportador estar envolvido em outro
tipo de via, como a da suberina, a qual possui sua formag¢do similar a da lignina. Os efeitos
positivos observados no crescimento da parte aérea e radicular nos mutantes, provavelmente
sao devidos a redugdo da alocagdao do carbono na sintese de lignina ou suberina, aumentando
assim a disponibilidade de energia para o crescimento. Entretanto, a redugdo da expressao do
gene OsABCBI17 teve efeitos negativos, tornando as plantas mais sensiveis ao estresse
osmotico, provavelmente devido a uma desidratacao resultante da reducdo do acumulo de

suberina e cuticula nas células epidérmicas e subepidérmicas, ou por meio da redugdo da
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absor¢do de agua e/ou da condutividade do xilema. Porém, outros estudos precisam ser
realizados nestas plantas mutantes no intuito de obter evidéncias diretas para fundamentar as

hipoteses levantadas nesse trabalho.

Palavras-chave: Lignina, Genes ABC, 4cido feralico
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ABSTRACT

PAULA, Marcia Fabiana Barbosa de, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
November, 2013. Molecular and physiological characterization of mutants plants
abcbl7 in rice. Adviser: Moacil Alves de Souza. Co-adviser: Marcelo Ehlers
Loureiro.

Ferulic acid is an intermediate in the synthesis of syringyl and guaiacyl, the most abundant
monolignol precursor of lignin. The ferulic acid participates in the synthesis of suberin and
cuticle, as well as acts as an intermediary for the synthesis of some flavonoids. Through
further analysis in the Os4ABCBI17 mutant, a gene of the ABC family, was verified the
existence of a different site of connection indicating to be a possible carrier of ferulic acid.
The ABC transporters are members of a protein family with ability to bind and hydrolyze
ATP. The ATP is used as source of energy to drive the transport across the plasma membrane
and may function as exporters, importers or ATP channels regulated (maybe ATP regulated
channel). Thus, the aim of this study was to analyze the function of OsABCBI17 gene as a
possible ferulate transporter in rice, using two mutants derived from the insertion of the Tos17
transposon, by molecular and physiological analysis. These mutants showed an increase of
lignin content in the source sheath and in the sink leaf blade without changes in other organs,
the two mutants have an increase of lignin content in but the expression of the analyzed genes
was negatively altered in some organs.(este paragrafo esta different do original, mas faz
sentido aqui) In experiments of disturbance of metabolic homeostasis of phenylpropanoids,
through the addition of exogenous ferulic acid and piperonylic acid (PIP), C4H enzyme
inhibitor, it was observed that while in WT plants there was a reduction of the expression of
4CL2, COMT, CAD?2 and PAL genes in various organs, in mutants, either no change or fewer
genes were affected. The data suggest that the lack of correlation between the lignin content
and the expression of the genes can be explained by the complexity of the pathway, or simply
the fact that the carrier is involved in other type of pathways, such as the suberin, which
formation is similar to the lignin. The positive effects in shoot and roots growth are probably
due to the reduction of carbon allocation in lignin and suberin biosynthesis, thereby increasing
the availability of energy for growth. However, the reduction of the expression of the
OsABCBI17 gene had negative effects, making the plant more sensitive to osmotic stress,
probably due to dehydration resulting from the reduction of the accumulation of suberin and

cuticle in epidermal and subepidermal cells, or due to the reduction in water uptake and/or



xylem hydraulic condutivity. However, other studies are needed in these mutant plants to

obtain direct evidence to support the hypotheses raised in this work.

Keyworks: Lignin, ABC genes, ferulic acid
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1- INTRODUCAO

A lignina ¢ uma das mais importantes biomoléculas em plantas vasculares. Ela ¢
composta por diferentes combinagdes de monolignois, possuindo o ferulato em sua estrutura,
e ¢ envolvida na estrutura de suporte, transporte de agua e nutrientes, dentre outras fungdes
(Higuchi T, 2006; Boerjan et al., 2003). Esse acido fertlico, pode a0 mesmo tempo ser
esterificado com polissacarideos da parede celular, incorporados dentro da estrutura da
lignina, ou formar pontes que conectam a lignina com polissacarideos de parede. Varios sdo
os tipos de transporte que podem ocorrer, € um deles ¢ definido como bomba de monolignol
p-coumaryl através da membrana plasmatica, realizado com a ajuda de transportadores da
familia ABC — ATP binding cassette (Alejandro et al., 2012; Sibout & Hofte, 2012).

Os genes da subfamilia ABC sdo um dos mais importantes transportadores em
microrganismos, plantas e animais. Compreende transportadores de membrana e proteinas
soluveis envolvidas em uma ampla variedade de processos, muito dos quais sdo considerados
potenciais na area agricola, biotecnoldgica e médica (Verrier et al., 2008). Em plantas, esses
transportadores possuem fun¢do na excrecao de proteinas para fora da célula e para dentro do
vactolo, acimulo de metabolitos secundarios (Shitan ez al., 2003), translocagao de hormodnios
e destoxificacdo (Frelet-Barrand et al., 2008, Martinoia et al., 2002), deposicdo de lipidios
para a formacao de cuticula (Pighin et al., 2004), participam do transporte de auxina (Noh et
al., 2001), regulacao do movimento estomatico (Lee et al., 2008), e no acimulo de compostos
de defesa em orgdos especializados como rizomas (Shitan et al., 2003) e tricomas (Strkkens et
al., 2005). Todos esses transportadores tem a habilidade de ligar e hidrolisar ATP como fonte
de energia para dirigir o transporte através da membrana. Individualmente, essas proteinas
podem funcionar como exportadores, importadores, ou canais ATP regulados. Assim,
transportadores ABC desempenham um importante papel no crescimento dos 6rgaos, nutri¢ao
e desenvolvimento da planta, resposta a estresse abidtico, e interacdo da planta com o meio
ambiente (Kang et al., 2011).

Dada a importancia do conhecimento das fungdes desses transportadores, estudos tem
sido realizados para analisar a funcdo de alguns genes dessa familia, com o auxilio da
genética reversa em conjunto a analises de expressao heter6loga. Muitos foram caracterizados
como transportadores de auxina (como exemplo AtABCBI e AtABCB19) (Verrier et al. 2008),

como no trabalho desenvolvido na Universidade de Purdue — EUA, onde a estudante de



doutorado Anne Sophie orientada pelo professor Angus Murphy, estudou a caracteriza¢ao
funcional e estrutural de alguns genes ABCB em Arabidopsis e arroz.

Sophie et al. (2012, dados nao publicados), encontraram fortes evidéncias que um dos
genes estudados, OsABCB17, ¢ um transportador de éacido fertlico, que esta diretamente
relacionado a via dos fenilpropanodides. Eles apresentaram, com o auxilio de ferramentas de
bioinformatica, os possiveis substratos para algumas dessas proteinas ABCB. Estudaram os
genes AtABCB4 e OsABCB17, que sdao genes altamente similares porém com apenas algumas
diferencas, diferencas essas que poderiam levar a mudanca na sua estrutura tridimensional,
alterando assim a funcdo. O gene AtABCB4 ja ¢ bem caracterizado como transportador de
auxina, porém ndo sdo encontrados muitos trabalhos a respeito do gene Os4ABCB17. Os
resultados indicaram que realmente essas pequenas mudancas na estrutura dos genes
conferem a fung¢oes diferentes. Em analises in silico foram definidas a maior afinidade dessa
proteina OsABCB17 ao acido fertilico. A partir da genética reversa foi possivel estudar a
expressdo heterdloga do gene em Arabidopsis e constatar que ele possivelmente nao
transporta auxina, ao contrario do gene AtABCB4. Estudos preliminares utilizando mutantes
desse gene, mostraram outra evidéncia de que ele ndo transporta auxina, pois como descrito
por Xu e colaboradores em 2005, quando analisados mutantes de arroz para o transporte de
auxina, esses apresentaram alteragdes significativas no niimero de perfilhos, e esse resultado
ndo foi observado nesses mutantes. Outra evidéncia foi obtida quando esses mutantes foram
submetidos a tratamento com uma molécula inibidora do transporte de auxina, tanto o tipo
selvagem como os mutantes responderam da mesma forma. E finalmente eles realizaram
analises heterologas com leveduras S. pombe transformadas com esse gene, e observaram o
possivel transporte dos substratos, auxina e dcido fertlico. Os resultados mostraram a
ocorréncia de uma toxidade para as leveduras, possivelmente ocasionada pela capacidade de
transportar o acido ferulico acrescentado ao meio, comprovando mais uma vez a evidéncia do
envolvimento do gene OsABCB17 no transporte de acido ferulico. A partir disso, com o
objetivo de dar continuagdo a elucidagcdo da possivel fungdo desse gene, foram realizados
diversos estudos desses mutantes, tais como analises fisiologicas complementares, analises de
expressao de alguns genes da rota da lignina, quantificagao do teor de lignina, dentre outras

analises.



2- REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Acido ferulico

O acido ferulico (FA) foi isolado primeiramente em 1866 de Ferula foetid (Fazary &
Ju, 2007). Derivado da rota dos fenilpropandis (Ou & Kwok, 2004), ¢ encontrado nas paredes
primarias e secundérias de gramineas, sendo mais abundante na epiderme, vasos do xilema,
feixes da bainha e esclerénquima (Faulds & Williamson, 1999; Lambert et al., 1999). Os
residuos de acido fertlico sdo introduzidos principalmente para dentro da parede celular
polissacaridea de gramineas através de uma ligagao éster entre o grupo carboxilico do acido
ferulico e o alcool primario do carbono a C5 da cadeia lateral de arabinose (Hartley & Ford,
1989; Ralph & Helm, 1993), mas pode também ser covalentemente ligado aos mondmeros de
lignina através de uma ligacao éster (Scalbert et al., 1985; Kondo et al., 1990), e pode ser
libertado por hidrolise alcalina a temperatura ambiente ou por hidrolise acida ( Lam et al.,
1994).

Estresses por FA tem mostrado seu forte poder aleloquimico com muitos efeitos nas
plantas, como a redu¢do da utilizagcdo da agua, inibi¢do da expansdo foliar e alongamento da
raiz, redugdo das taxas de fotossintese e inibi¢do da absor¢do de nutrientes (Siqueira et al.,
1991; Einhellig 1995). A nivel celular, o aleloquimico induz a peroxidacao lipidica, afeta
certas atividades enzimaticas, e rapidamente despolariza a membrana das células da raiz
causando um generalizado aumento na permeabilidade da membrana, bloqueando entdo a
absor¢ao de nutrientes da planta (Weir et al., 2004). Ao mesmo tempo, o acido fertlico pode
ser esterificado com polissacarideos da parede celular, incorporados dentro da estrutura da
lignina, ou formando pontes que conectam a lignina com polissacarideos de parede, tornando
a parede celular mais rigida e restringindo o crescimento celular (Sanchez et al., 2004; Lam et
al., 2001). Muitos trabalhos tem mostrado a a¢ao do acido feralico em plantas. Em soja foram
descritas redugdes no comprimento das raizes, prematura lignificacdo e aumento da atividade
da primeira enzima envolvida da rota dos fenilpropandides, a enzima PAL (dos Santos et al.,
2004), assim como em pepino (Politycka 1998). Porém, alguns resultados sdo contraditorios,
Sato e colaboradores em 1982 apontaram que o tratamento com FA foi ineficiente na

atividade de PAL em batata doce e pera, € em outro trabalho com pepino (Shann & Blum
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1987). Dos Santos e colaboradores em 2008, mostraram novamente que apos tratamento com
FA as raizes de soja tiveram seu comprimento diminuido e um aumento no teor de lignina,
porém nesse trabalho eles analisaram a atividade da enzima CAD, que ao contrario da PAL,

teve sua atividade diminuida apds tratamento mesmo obtendo a producao de lignina.

2.2 Lignina

A lignina ¢ uma das mais importantes biomoléculas em plantas vasculares, possui o
ferulato em sua estrutura, ¢ ¢ envolvida na estrutura de suporte, transporte de agua dentre
outras fungdes (Higuchi T, 2006; Boerjan et al., 2003). O aparecimento da lignina durante a
evolucdo foi crucial para a adaptacdo das plantas ao ambiente terrestre, e sua presenca ¢
restrita as plantas vasculares (pteridofitas, gimnospermas e angiospermas), entretanto, foi
encontrado em bridfitas e algas vermelhas um material polifendlico, que nao ¢ propriamente a
lignina, mas que possui fungdes similares a ela (Gomes et al., 2007; Martone ef al., 2009). A
lignina ¢ considerada uma molécula altamente hidrofébica, possuindo um papel essencial no
transporte de dgua e como o principal componente dos tecidos vasculares (Coleman, et al.,
2008; Boyce et al., 2004), sendo preferencialmente depositadas nas paredes celulares de
tecidos envolvidos no suporte mecanico ou na conducao de agua, principalmente no xilema,
mas também no esclerénquima, fibras do floema e periderme (Baucher et al., 1998).
Adicionalmente, a lignina esta envolvida em uma variedade de fungdes bioldgicas incluindo
defesa da planta e resisténcia a estresse abiotico (Quentin et al., 2009; Yuan et al., 2008).

Do latim /lignum significa madeira, ¢ um polimero de fenilpropanoides, altamente
ramificado. Depois da celulose, ¢ a substancia organica mais abundante nas plantas e
representa aproximadamente 30% do carbono organico encontrado na biosfera (Boerjan et al.,

2003).



2.3 Biossintese da lignina

Sao necessarios dois passos principais para a biossintese da lignina, primeiro sao
biossintetizados os monoligndis e posteriormente esses sdo ligados para formar os polimeros
de lignina que serdo conectados a hemicelulose e celulose. O inicio da biossintese dos
monoligndis ocorre com a desaminacao da fenilalanina para formar o acido cinamico e
sucessivas hidroxilacdes e metilagdes resultam na produg¢do dos trés mais abundantes
monodmeros de lignina, ou monoligndis: alcool p-cumaril (4-hidroxicinamil), alcool coniferil
(3-metoxi 4-hidroxicinamil) e alcool sinapil (3,5-dimetoxi-4 hidroxicinamil) (Boerjan et al.,
2003; Bonawitz & Chapple, 2010). Quando estes monoligndis sdo incorporados na lignina,
eles sao chamados de unidades p-hidroxifenil (H), guaiacil (G) e siringil (S) (Raes et al.,
2003). A quantidade e a composi¢do da lignina variam em relacdo as taxas dos monolignois,
tipo celular, camadas de células individuais que sdo influenciadas pelo desenvolvimento
celular e mudangas ambientais (Campbell & Sederoff, 1996). Apesar de existir excecdes, as
angiospermas dicotiledoneas consistem em principalmente unidades de G e S e tragos de H,
ao passo que gimnospermas possuem a sua lignina composta basicamente de unidades G e
pouca quantidade de lignina H. Lignina de gramineas incorporam G e S em niveis iguais, €
mais unidades da lignina H quando sdo dicotiledoneas (Baucher et al., 1998). Durante a
maturacao do colmo de algumas gramineas a lignina siringil (S) aumenta em propor¢ao com
relacdo a guaiacil (G) e p-hidroxifenil (H) (Carpita, 1996).

Nessa biossintese dos monolignois, varios genes estdo envolvidos, e essa
complexidade ¢ atribuida a varias enzimas multifuncionais, que também correspondem a
diferentes familias de genes (Xu ef al., 2009). Essa via bioquimica ¢ altamente conservada em
plantas vasculares, e a maioria das enzimas j& foram identificadas e caracterizadas
(Humphreys & Chapple, 2002). O processo ¢ iniciado com desaminagdo do amino &acido
fenilalanina a acido trans-cinamico, via a¢do da fenilalanina amonialiase (PAL). O acido
trans-cinamico ¢ entdo convertido em dacido cumarico pela agdo de um citocromo
monooxigenase P450, o cinamato-4 Hidroxilase (C4H). A partir de entdo, os acidos
hidroxicinamicos originados sdo convertidos em ésteres de CoA por meio da hidroxicinamoil
CoA ligase (4CL). Estes ésteres s@o convertidos até monoligndis em duas etapas sucessivas de
redugdo, a primeira ¢ catalisada por hidroxicinamoil-CoA redutase (CCR) formando os

cinamaldeidos, ¢ a segunda etapa via acdo da cinamil alcool desidrogenase (CAD) formando
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os hidroxicinamoil 4lcoois também denominados monolignéis (Hano et al., 2006). Foi
descoberta, também, a existéncia de uma sinapil alcool desidrogenase (SAD) que agiria nesta
ultima etapa de conversao dos cinamaldeidos a cinamil alcoois, reduzindo preferencialmente
sinapaldeido a sinapil alcool (Li et al., 2001). Na etapa final da rota, as peroxidases e lacases
catalisam a polimerizacdo dos monolignois que levam a sintese de lignina. Desta forma, pode
ser considerado que a lignina ¢ um heteropolimero de unidades de fenilpropano com
diferentes graus de hidroxilagdes e metilagdo, derivado da polimerizacdo oxidativa de
diferentes alcoois hidroxicinamil (p-cumaril, coniferil e sinapil) (Boerjan et al, 2003;
Bonawitz & Chapple, 2010). Essas s3o as enzimas chaves no processo, porém a partir das
andlises de plantas mutantes, transgénicas, e o estudo de sistemas heter6logos, outras enzimas

foram adicionadas a rota da biossintese de lignina como pode ser observada na figura 1.
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Figura 1 - Rota da sintese dos fenilpropanodides, mostrando as possibilidades de conversdes
realizadas por todas possiveis enzimas (Boerjan et al., 2003).



A PAL ¢ a primeira enzima geral da via de fenilpropandis que catalisa a desaminagao
monoxidativa da fenilalanina a 4cido trans-cindmico e NH3. PAL ¢ responsavel pelo influxo
do metabolismo primario para a via de fenilpropanois (Sewalt et al., 1997). Analises
filogenéticas dos genes de PAL em varias espécies evidenciaram diferentes classes de familia
do gene PAL (Raes et al., 2003).

A enzima 4CL converte o acido cumarico em outros substitutos do acido cindmico,
como 4acido cafeico, ferulico e cindmico. Os genes 4CL tem sido clonados em numerosas
espécies de plantas onde eles existem em uma pequena familia génica, variando de dois e
cinco membros (Ehlting et al., 1999; Gui e Shen, 2011; Hahlbrock, 2004; Lindermayr, 2002;
Silber, 2008; Ehlting, 1996; Hu, et al 1998; Zhao, 2006; Heath, 2002). Em algumas espécies
estdo sendo estudadas as propriedades cataliticas dessas isoformas. Em batata, salsa e o
pinheiro (Loblolly pine), foram identificadas proteinas que possuem similar afinidade ao
substrato (Ehlting, 1996; Lozoya et al., 1988; Harding et al., 2002), e em outras plantas, como
em Aspen e Arabidopsis, a familia 4CL continha membros estruturalmente e funcionalmente
distintos (Ehlting et al., 1999; Hahlbrock, 2004; Hu ef al., 1998). Essas isoformas controlam a
abundancia relativa de flavondides e varios monolignois durante um desenvolvimento normal
(Knobloch & Hahlbrock, 1977). A expressao do gene ¢ também induzida pelo estresse, como
no ferimento, ataque de patogenos e irradiacdo UV, contra os quais os compostos
fenilpropanoides podem ter o papel de protegdo (Kubasek ef al., 1992). Entdo, diferentes
isoformas de 4CL tem diversas fungdes no desenvolvimento e resposta a estresse. Em arroz,
cinco genes codificam a enzima 4CLs (Gui & Shen, 2011), entretanto pouco se conhece sobre
a natureza das isoformas no direcionamento do fluxo metabdlico para a biossintese de
diferentes classes de fendlicos com especializadas fungdes. Em 2013, Sun e colaboradores
indicaram algumas diferencas funcionais dessas 5 isoformas, mostrando que uma forma
(Os4CL?2) esta associada com a biossintese de flavonodides, enquanto as outras, Os4CL1/3/4/5,
estdo envolvidas na via dos acidos hidroxicindmicos derivando para a sintese de lignina.

A COMT (4cido cafeico 3-O-metiltransferase) catalisa multiplas reacdes de metilacao
de mondmeros hidroxilados dos precursores da lignina. Acredita-se que duas metiltransferases
distintas sdo responsaveis pela metilacdo dos precursores da lignina. A COMT que metila o
acido cafeico e o acido hidroxiferulico (Zubieta et al., 2002), e a CCoMT (caffeoyl CoA 3-O-
methyltranferase) que metila caffeoyl-CoA e 5-hydroxyferuloyl- CoA (Ferrer et al., 2005).
Em angiospermas dicotiledoneas, ambos COMT e CCoMT sao bi-especificos. Em contraste,

acredita-se que o COMT em gimnospermas catalisa o acido cafeico e ndo o 4acido
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hidroxiferalico. Entretanto, o substrato especifico das OMT em angiospermas
monocotiledoneas sdo muito menos explorado. Os pesquisadores sugerem que COMT e nao
CCoMT sao essenciais para a biossintese da lignina S, enquanto ambos estao envolvidos na
biossintese da G. Em tabaco, a repressao do gene COMT somente diminuiu a unidade S sem
reduzir no contetido de lignina total, e a repressdo de CCoMT resultou na drastica redugdo do
contetido de lignina assim como a redu¢do das unidade S e G (Ye et al., 2001). Em milho, a
repressao de COMT resultou na forte diminuicdo no contetdo de lignina, a reducdo da
unidade S, mas um aumento da G (Piquemal et al, 2002). Esses contraditérios resultados sao
possiveis devido a diferente inespecificidade em tipos de tecidos e a maturidade (Dellaporta et
al., 1983), mas a diferencas na biossintese de lignina e preferencias de substrato em diferentes
plantas ndo podem ser omitidos. Como detalhes de anélises bioquimicas da proteina COMT
em monocotiledoneas, Ma e Xu em 2009, combinaram seus resultados com alguns dados
sobre tabaco, alface e milho e indicaram que COMT ¢ principalmente envolvida na sintese da
lignina S.

O gene CAD codifica uma enzima chave no processo de formag¢ao dos monoligndis,
atuando nos processos finais dessa via. Analises filogenéticas realizadas por Guo e
colaboradores em 2010, sugeriram que o surgimento da verdadeira lignina nas plantas
vasculares estd diretamente relacionada com a origem dos genes CAD. Em Arabidopsis jd
foram descritos nove membros (Sibout et al. 2003; Costa et al., 2003; Goujon et al., 2003;
Raes et al., 2003). E em arroz 12 genes foram descritos, localizados em nove diferentes locus
que codificam produtos com alta similaridade a CAD (Halpin et al., 1998), porém somente o
gene OsCAD? foi identificado como um verdadeiro gene CAD, mostrando uma alta expressao
em relacdo aos outros genes da familia (Zhang et al, 2006; Hirano et al, 2012). Mas
praticamente nao foi encontrada redugdo no teor de lignina quando analisados os mutantes
nulos para OsCAD?2 (gh?2), sugerindo que os outros genes CAD trabalham em cooperagdo com
0 OsCAD?2 na biossintese dos monolignois em arroz ou que existe outro tipo de lignina que ¢
produzida independente de CAD (Hirano et al., 2012). Outro gene que possivelmente atua na
biossintese da lignina, ¢ o0 OsCAD?7, que ocasionou reduzidos teores de celulose e lignina com
a sua falta (Li et al., 2009).

O metabolismo dos fenilpropandides ¢ regulado primariamente via controle
transcricional desses correspondentes genes. A acumulacdo de mRNAs e a atividade de seus
promotores variam durante a diferenciagdo celular, quando certas células se tornam

especializadas para a biossintese de compostos derivados de fenilpropanodides, como lignina,
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flavondides e antocianinas. O estudo dos mutantes de cada gene dessa rota ¢ de extrema
importancia para definir claramente quais os genes, como eles sdo regulados, e como
realmente eles atuam nesse processo.

A fim de serem incorporados ao polimero de lignina, os monoligndis devem primeiro
ser transportados via apoplasto em um processo pouco conhecido (Kaneda et al., 2008;
Samuels et al., 2002). Foi hipotetizado que os monolignois sdo estocados e transportados para
o apoplasto como glicosideos e entdo liberados para polimerizacdo pela agdao das
glucosidases. Porém, muitos trabalhos estdo realizados no intuito de se entender mais sobre
esse processo. Em 2008, Kaneda e colaboradores descreveram outro processo, mostrando que
a fenilalanina marcada pode ser incorporada em ambas as células da parede secunddria e
dentro das vesiculas do complexo de Golgi. Entretanto, tratamentos com inibidores das
proteinas de sintese foram suficientes para eliminar completamente a marca¢do no complexo
de Golgi, mas ndo na parede secundaria, uma forte evidéncia de que a marcacdo no Golgi ¢
atribuida a sintese de proteinas, ndo ao transporte de monolignois. Alguns transportadores da
familia ABC tem sido propostos como uma alternativa para o transporte vesicular, mas ainda
¢ distante a evidéncia para suportar essa hipotese (Nicholas & Chapple, 2010). Esses
monolignois sdo sintetizados no citosol e terminam em vérias localizagdes subcelulares, a

parede celular, vactiolo ou complexo de Golgi.

2.4 Familia dos genes ABC

A superfamilia dos transportadores ABC ¢ uma das maiores familias de
transportadores em plantas (Rea, 2007; Verrier ef al., 2008). Mais de 120 genes tém sido
anotados no genoma de Arabidopsis baseados na similaridade especifica dos motivos e dos
multiplos dominios transmembrana (Sanchez-Fernandez et al.,, 2001; Verrier et al., 2008).
Similares nimeros de genes transportadores ABC também foram encontrados em Oryza
sativa (Garcia et al., 2004; Jasinski et al., 2003).

Todos os transportadores ABC sdo membros de uma familia de proteinas que possuem
a habilidade de se ligar e hidrolisar ATP como fonte de energia para dirigir o transporte
através da membrana plasmatica, podendo funcionar como exportadores, importadores ou

canais ATP regulados. Eles sdo essenciais em todos os filos, estdo envolvidos em processos
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de destoxificagdo em procariotos e na absor¢cdo de nutrientes e hormodnios (Nikaido, 1998;
Wolfger Mamnun, & Kuchler, 2001; Singh et al., 2008). Em animais algumas das suas
funcgdes incluem a manutencao do sangue cerebral, placentério e intestinal (Hagenbuch ef al.,
2002, Deeken et al., 2007) e transporte de esterdides (Kimura et al., 2007). Em plantas, os
transportadores ABC funcionam na acumulacdo de metabdlitos secundarios (Shitan et al.,
2003), translocagdo hormonal (Frelet-Barrand ef al., 2008, Martinoia et al.,) deposi¢do de
lipidios que formam a cuticula (Pighin et al., 2004; Panikashvili et al., 2007, Luo et al.,
2007), transporte auxina (Noh et al, 2001), movimentos estomaticos (Lee et al., 2008) e
acumulacdo de compostos de defesa em 6rgdos especializados como os rizomas (Shitan et al.,
2003) e tricoma glandular (Stukkens et al., 2005).

Verrier e colaboradores (2008), distinguiram nove subfamilias desses transportadores
ABC, ABCA-ABCI. As subfamilias mais bem caracterizadas sdao ABCB, ABCC e ABCG. A
subfamilia ABCB possui sequéncias que codificam proteinas da membrana plasmatica
conhecidas como MDR/PGP (glicoproteinas resistentes a multi-drogas) e proteinas
localizadas em membranas intracelulares, mitocondria e tonoplasto, TAPs/HMTs
(transportadores associados a antigenos ou fatores de tolerdncia a metal pesado). Esses
transportadores de membrana ABC possuem importante papel no crescimento e
desenvolvimento de plantas. Como exemplo, os genes AtABCB1 e AtABCB19, translocam um
essencial hormonio de crescimento, a auxina, e sua dele¢do leva a um fenétipo de nanismo em
Arabidopsis thaliana. Similar fenotipo também ¢ observado em mutantes de milho (br2),
ortélogos ao gene AtABCB1 (Multani et al., 2003).

A subfamilia B ¢ uma subfamilia grande e diversa, que possui membros definidos pela
organiza¢do dos dominios e homologia (Sancez- Fernandez et al., 2001; Garcia et al., 2004).
Classificados como MDR/PGP, sdo associados a resisténcia a multi drogas e transporte de
lipidios em humanos e existem evidéncias de terem sofrido apreciavel diversidade funcional
em plantas, consequentemente assumindo papel no transporte de auxina, metabolitos
secundarios e xenobidticos (Geisler & Murphy, 2006; Shitan et al., 2003; Cho et al., 2007).
Multiplos membros dessa subfamilia estdo envolvidos no transporte de auxina (Geisler &
Murphy, 2006), que ¢ um dos mais importantes hormonios na diferenciacdo e resposta aos
sinais ambientais em plantas. Varios s3o os exemplos de genes dessa subfamilia, como os
genes AtABCBI1 e AtABCB19 descritos acima, AtABCB25 envolvido no transporte de ferro e

enxofre e quando superexpresso em Arabidopsis, conferiu tolerancia a cadmio e chumbo
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(Kim et al., 2006), o gene AtABCB27 descrito como envolvido na resisténcia ao aluminio
(Larsen et al., 2007), dentre outros varios genes caracterizados.

Apo6s analisar o nivel de expressao dos genes ABC em inflorescéncia de Arabidopsis,
Ehlting e colaboradores em 2005, notaram que existia alguma correlagao desses genes com a
biossintese de fenilpropanodides, e entdo, identificaram quatro desses genes. Em 2011, Kanida
e colaboradores apresentaram essa correlacdo em 14 genes que foram diferencialmente
expressos na haste da inflorescéncia. Além disso, em oito deles foi encontrado um tipo de cis-
elemento que estd presente nos genes que codificam as enzimas da via dos fenilpropanoides, e
em quatro desses, foram encontrados trés cis-elementos. Desta forma, se esses genes contém
esses cis-elementos conservados, provavelmente esse ¢ mais um indicio de que alguns
transporadores ABC podem estar envolvidos na via dos fenilpropanoides. Através desse e de
varios outros trabalhos, o envolvimento desses genes ABC no transporte de algum
componente dessa via ¢ plausivel, porém ainda ¢ uma hipotese ndo comprovada (Kaneda et

al., 2011).
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3-  MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal, condicoes de cultivo e delineamento experimental

Foram utilizados dois mutantes de arroz (Oryza sativa, Japonica var. Nipponbare) para
o gene OsABCI7, provindos de trabalhos posteriores realizados na Universidade de
Purdue/EUA pela estudante Anne Sophie sob orientacdo do Prof. Angus Murphy. Esses
mutantes foram obtidos por meio do transposon 70OS17, o qual foram identificadas duas
linhas independentes (NF7776 e NF&8528). Essas sementes foram desinfestadas com
hipoclorito de so6dio (10 %) por aproximadamente 10 min e germinadas em camaras de
crescimento (27 £ 2 °C) com fotoperiodo de 12 h por 15 dias. Foram transferidas para
hidroponia com solucao de Hoagland (pH 6,0) em casa de vegetacao, renovando a solucao a
cada sete dias. O experimento foi conduzido em casa de vegetagdo com temperatura ambiente
de 30 £ 5 °C e umidade relativa de 60 + 20 %. Os tecidos vegetais utilizados foram folhas e
bainha considerados tecidos jovens, de menos de 7 cm de comprimento, considerados tecidos
dreno, folhas e bainha com mais de 7 cm considerados fonte e raiz.

Apo6s dois meses, algumas plantas foram submetidas a concentragdes de 1,0 mM de
acido ferulico e 0,1 mM de 4cido piperonilico (PIP), acrescentadas a solu¢do de Hoagland. Os
resultados foram avaliados apos 15 dias.

Para o segundo experimento, em aproximadamente quatro meses de cultivos, outras
plantas foram submetidas a seca com PEG6000. A seca foi induzida através de um estresse de
- 1 MPa, porém com um aumento gradativo (- 0.5 Mpa e - 1,0 Mpa). Apos uma semana as
plantas foram submetidas a reidratagdo e analisados os resultados.

O delineamento experimental utilizado para o experimento do FA/PIP, foi
inteiramente casualizados (DIC), num arranjo fatorial 3x3x5, com o primeiro fator
correspondendo aos genotipos, o segundo aos tratamentos, € o terceiro aos tipos de tecidos
vegetais, com trés repeticdes e uma planta por parcela. Para as andlises fisiologicas do
experimento de seca foi realizado um arranjo fatorial de 3x2, com quatro repeticdes. Os dados
foram submetidos a analise de variancia (ANAVA), sendo posteriormente aplicado um teste

de Scott-Knott a 5% de probabilidade utilizando o software Sisvar.
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3.2 Caracterizacio fisiologica

3.2.1 Determinacio das trocas gasosas

As medigdes de trocas gasosas foram realizadas utilizando um analisador de géas por
infravermelho — IRGA (modelo portatil LI-6400xt, LI-COR Biosciences Inc., Lincon,
Nebraska, USA). Foram utilizadas folhas completamente expandidas para a medi¢ao da taxa
de assimilacdo fotossintética liquida (4), condutincia estomadtica (g;), taxa de transpiracao
(E), temperatura da folha (7/eaf) e a concentragdo interna de CO, (C;). As medi¢des foram
realizadas no periodo da manha, em casa de vegetacdo, utilizando constantes concentragao
atmosférica de CO, (C,) (~ 400 pmol mol™), temperatura (24-28 °C), umidade (55-66 %) e

intensidade de luz (~ 1000 pmol m?s™).

3.2.2 Teor relativo de agua

Para determinacdo do teor relativo de dgua foram retirados discos foliares (5 mm de
didmetro) de cada planta, determinando imediatamente a massa dos mesmos. Os discos
pesados foram transferidos para placas de Petri e permaneceram a temperatura ambiente
submersos em agua destilada por um periodo de 4 h. Apods esse periodo, os discos foram
dispostos em papel de filtro para retirar o excesso de agua e em seguida pesados novamente
para determinar a massa targida. Em seguida, os discos foram levados a estufa a 70 °C até
massa constante e posteriormente determinada a massa seca dos discos. Os resultados foram

expressos em porcentagem, conforme formula de Slavick (1979) descrita abaixo:
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TRA: Teor relativo de agua
MF1: matéria fresca
MF2: matéria turgida, apds 4h de saturacdo em agua destilada;

MS: matéria seca, determinada apds aproximadamente 24h em estufa.

3.2.3 Altura da parte aérea e radicular

A altura da planta foi determinada, medindo-se a distancia entre o colo da planta até a
extremidade superior da folha mais alta, assim como a parte radicular, realizada por meio da
medicdo com régua. Foram realizadas duas medi¢des, uma a aproximadamente 60 dias de

crescimento das plantas e a outras a aproximadamente 120 dias.

3.2.4 Numero de perfilhos e paniculas por planta

Foi realizada mediante contagem nas plantas WT e mutantes, com aproximadamente

120 dias de crescimento.

3.2.5 Analise das raizes

As raizes foram coletadas e armazenadas em tubos falcon contendo élcool 25 % e
mantidas a temperatra ambiente até a realizacdo das analises. As avaliagdes foram realizadas
em um scanner (Epson Scanner), desenvolvido para esse fim, acoplado a um
microcomputador dotado do programa WinRhizo, que utiliza como principio o método
proposto por Tennant (1975). Esse scanner continha uma cuba de acrilico de 20 cm de largura
por 30 cm de comprimento contendo agua, onde as raizes foram dispostas. A utilizacdo deste

acessoOrio permitiu a obtengdo de imagens em trés dimensdes, evitando a sobreposi¢ao das
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raizes, caracterizando um método muito preciso. Foram determinados o comprimento,

diametro, volume e area superficial, além de classificar as raizes em relacdo ao diametro.

3.2.6 Densidade estomatica

A determinagdo da densidade de estomatos foi obtida pelas superficies adaxial e
abaxial das folhas, utilizando-se impressdes da superficie da folha. Foi utilizada a técnica de
impressao de epiderme em adesivo a base de éster de cianoacrilato (Mendonga, 2000). Para
1ss0, uma gota da cola foi depositada em laminas de vidro para microscopia, as folhas foram
colocadas com a superficie voltada para a cola e foi entdo pressionada na lamina por alguns
minutos, apds seco o material foi retirado permanecendo a impressao da epiderme na lamina.
As laminas foram fotodocumentadas em microscopio otico de luz, a um aumento de 20X,

acoplado ao computador com o software Axiovision, e analisadas as imagens no programa

ANATI QUANT2 da UFV.

3.2.7 Massa seca

As plantas (parte aérea e raiz) foram acondicionadas em sacos de papel e
posteriormente colocados em estufa com circulagdo forcada de ar, a 70 °C até peso constante.

Posteriormente foi determinada a matéria seca pesando as amostras em balanca eletronica.

3.3 Determinacio do teor de lignina

A determinagdo do teor de lignina foi realizada segundo o protocolo de Foster et al.
(2010), em que primeiramente foi realizada a extracdo e isolamento das células da parece
celular e posteriormente realizada a quantificagdo da lignina utilizando brometo de acetil. O

material de folha e bainha, dreno e fonte, e raiz foram coletados e o material fresco foi seco
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em estufa a 75 °C, até atingir o peso constante. Posteriormente foram moidos em moinho tipo
Wiley e peneirados para obter granulometria constante em todas as amostras. O material foi
armazenado em recipiente hermeticamente fechado para posterior realizagao das analises.

Para o primeiro passo de remoc¢do dos extrativos e isolamento das células da parede
celular, foram utilizadas aproximadamente 30 mg do tecido vegetal moido anteriormente,
onde foram acrescentado 750 pL de etanol 70 %, centrifugado e desprezado o sobrenadante
para que todos os residuos soluveis em alcool sejam eliminados. Novamente foi realizada a
lavagem e centrifugagdo, porém com cloroférmio/metanol (1:1), e o pellet ressupendido em
250 pL de acetona. Esse solvente foi evaporado com a ajuda do speed vacuum por
aproximadamente 20 min. Para iniciar o isolamento das células da parede celular, os materiais
livres de extrativos foram ressuspendidos em 750 uL de acetato de sodio (0,1 M), aquecidos
por 20 min a 80 °C, e resfriadas em gelo. Posteriormente foram adicionadas enzimas ao-
amilase, pululanase em 0,01 % azida de sdédio (35, 17 e 35 pL respectivamente), incubados a
37 °C, overnight em constante agitacdo. ApoOs esse periodo, as amostras foram aquecidas a
100 °C por 10 min para finalizar a digestdo. As amostras foram centrifugadas e o pellet lavado
trés vezes com dagua tipo miliQ. O pellet foi ressuspendido em 250 uL de acetona e
novamente evaporado o solvente. Apo6s seco, o material foi acondicionado em local
hemerticamente fechado para posterior quantificagdo de lignina.

Para a determinagdo do teor de lignina total, foram usados 1,5 mg do material livre de
extrativos. Novamente foi acrescentado acetona ao material, para certificar que todo o
material permaneca no fundo do tubo. Apos evaporada toda acetona, foi preparada uma
solucdo com acetato de brometo e acido acético glacial e acrescentado 100 uL em cada
amostra, essas foram aquecidas por 3 h a 50 °C, com agitacdes frequentes na ltima hora de
aquecimento, ¢ a seguir colocadas em gelo para alcancar a temperatura ambiente.
Posteriormente foram acrescentados 400 puL de hidroxido de sodio (2 M) e 70 pL de
hidrocloreto de hidroxilamina (0,5 M), completado o volume do ependorf de 2 mL com acido
acético glacial e foram feitas as leituras de absorbancia a 280 nm. Para a determinacdo da

porcentagem de lignina, foi utilizada a formula:

Absor¢ao a 280 nm . (2 mL x 100 %)

% Lignina =
o Lighina (Coeficiente x 0,539 cm) Peso da massa seca (mg)
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Onde o coeficiente para gramineas ¢ 17,75 e o nimero 0,539 cm corresponde a

dimensdo da placa usada para leitura.

3.4 Caracterizacio anatomica — analise histoquimica

Para a andlise histoquimica, foram coletadas folhas e bainha das plantas de arroz
submetidas ao experimento de FA/PIP, com quatro repeti¢des, fixados em FAAsy por 48 h
(Johansen, 1940) e estocados em etanol 70 %. O material foi cortado utilizando
criomicrotomo. Para coloragdo, na determinacao do padrao de deposicao de putativos grupos
aldeido coniferil e grupos da lignina do tipo G, foi utilizada a reacdo de Wiesner (floroglucina
acida) (Patten et al, 2005). As imagens digitalizadas foram obtidas em microscépio de luz
(modelo AX70 TRF, Olympus Optical) com sistema U-Photo, acoplado a cadmera fotografica
digital (modelo Spot Insightcolour 3.2.0, Diagnostic Instruments Inc.) € microcomputador

com o programa de captura de imagens Spot Basic.

3.5 Extracao RNA, sintese de cDNA e Real Time PCR

Foram extraidos tecidos vegetais (folhas, bainha e raiz), considerados em processo
recente de desenvolvimento (tecidos dreno). O protocolo utilizado foi Trizol com algumas
modificacdes. O reagente Trizol foi preparado utilizando 38 % de fenol acido pH 4,5, 0.8 M
de tioceanato de guanidina; 0,4 M tioceanato de amonio; 0,1 M acetato de sodio pH 5,0; 5 %
de glicerol e agua livre de RNases tratada com DEPC (dietil pirocarbonato). Ao tecido
mascerado foi acrescentado 1 mL do tampdo de extragdo, o sobrenadante foi centrifugada
com cloreto de sodio 5 N e cloroférmio P.A. para a separagdo das fases. A fase aquosa
contendo o RNA foi separada e precipitada com igual volume de isopropanol P.A. Em
seguida, as amostras foram lavadas com alcool 75 % por duas vezes. Apos ressuspendido em
agua miliQ DEPC, o material foi quantificado e tratado com DNase (DNasel — Fermentas)

seguindo protocolo do fabricante.
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3.5.1 Sintese de cDNA

A sintese de cDNA foi realizada a partir do RNA total dos tecidos de arroz (folhas,
bainha e raiz) utilizando o Kit Improm-II"™ Reverse Transcription System Promega, seguindo
o protocolo do fabricante. Padronizando 1 nug de RNA, foram feitas as sinteses de cDNA de
todos os tecidos seguindo protocolo do fabricante. A reacdo de transcriptase reversa, para um
volume final de 20 pL, foi realiza em termociclador e as amostras foram conservadas no

freezer a - 20 °C ate o uso.

3.5.2 Desenho dos primers

Alguns primers foram obtidos a partir de sequéncias da literatura obtidas de trabalhos
que utilizaram esses genes da rota da lignina em arroz (Sun et al., 2012; Hirano et al., 2012).
O gene OsABCBI17 foi utilizado segundo Anne 2009 (dados ndo publicados). Os genes COMT
e PAL foram desenhados utilizando sequéncias encontradas no banco de dados rap-db (The
Rice Annotation Project Database), com o auxilio do programa PRIMER 3. Os enddgenos
usados foram selecionados pelo programa GeNorm (versao 3.5), dentro dos genes endogenos

de arroz descritos em Jain et al. (2006).
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Tabela 1 - Sequéncias dos primers analisados e seus respectivos acessos

Primer Sequéncia 5°- 3’ Acesso
18ST CTACGTCCCTGCCCTTTGTACA
AK059783
18SR ACACTTCACCGGACCATTCAA
UBCF CCGTTTGTAGAGCCATAATTGCA
AK059694
UBCR AGGTTGCCTGAGTCACAGTTAAGTG
OsABCBI7 F AGGCGATATCGAGTTCCAGCATGT -
nne,
OsABCBI7 R ATGGCCTGCATCCGGATCATAGAA
O0s4CL3 F TCCGGACAGAAGGCTCAGAAATCA
Sun et al., 2012
0s4CL3 R GGATGGAATCGGTGAAGAACACCT
OsCOMTF GCCACCTACATCTACGCCAA
0sCOMTR ACGACATGATTACCCACGCT ORUHIIS 7SI
OsPAL F AGCTCACTACCTTCTCCTCCG
0502t0626100-01
OsPAL R TGAGCGGGTCCTCCTTGTTG
0sCAD2 F CTGAGCTTCATCTCGCCCAT
AK105011
0sCAD2 R TTGACGACCTCGATCTGGGA

3.5.3 Anailise quantitativa da expressiao dos genes

A analise da expressio génica quantitativa foi realizada através do StepOnePlus™
Real-Time PCR System, Applied Biosystems, pelo sistema de detec¢do SYBR Green 1. Os
cDNAs sintetizados apo6s a extragdo do RNA foram utilizados como template para a analise.

Primeiramente foi realizado um ensaio de quantificagao absoluta, onde foi determinada
a curva padrao, a eficiéncia dos primers e a melhor diluicdo para as amostras testadas. Foram
realizadas sete diluigdes seriadas de 5 X (1:1, 1:5, 1:25 ...). Posteriormente, foi realizado um
ensaio para determinar a melhor concentracdo de primers utilizados para uma melhor
eficiéncia da reacdo. Apos determinar 1:25 a melhor dilui¢do das amostras, baseadas e a
eficiéncia dos primers de 90 % a 99 % com a concentracdo de 0,1 uM, foi realizado o ensaio
de quantificacdo relativa, utilizado dois genes endogenos para a normalizagdo (genes /8S e

UBC (Ubiquitin C)).
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Para cada reagdo, foram utilizados 0,4 uL. de cDNA a uma diluicdo de 1:25, 1 pL de
cada primer (2,5 uM), 0,1 dANTP (10 mM), 2 uL do tampao 10X, 1,2 pL. MgCl, (50 mM), 2
uL SYBR Green I (diluido 1:0000), 0,4 uL de ROX, 0,05 pL Tag Platinum e 4gua estéril
(todos os reagentes da Invitrogen). As condi¢des térmicas da reagao foram 10 min a 94 °C,
seguidos por 40 ciclos de 15 seg a 94 °C, 15 seg a 60 °C e 20 seg a 70 °C, e finalizando com a
curva de melting. Os dados foram coletados, armazenados e analisados no programa StepOne
Software (Versao 2.3).

As amostras foram processadas em triplicatas e realizadas trés repetigdes biologicas.
Os resultados foram normalizados usando Crs (Ciclo Threshold) obtidos para controles
enddgenos presentes na mesma reagdo. O Cr foi determinado pelo numero de ciclos no qual a
fluorescéncia gerada dentro de uma reacao cruza a linha Threshold, que foi determinada
automaticamente pelo programa. O método usado foi o Cr comparativo. Para o célculo da
expressdo, primeiramente cada amostra foi normalizada com os controles enddgenos,
utilizando a equagdo ACt = Cr (gene alvo) - Cr (controles enddgenos) e a quantificacdo
relativa foi obtida pela formula 2 2", Todas as analises foram feitas pelo programa StepOne

Software (Versao 2.3).

3.6 Analise estatistica

Para todos os experimentos, foi realizada analise de variancia seguido do teste Scoftt-
Knott a 5 % de probabilidade, pelo programa SISVAR (Versdo 5.3). Para as andlises de

expressao genica, foi utilizado o programa StepOne Software (versao 2.3).
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4 - RESULTADOS

4.1 Caracterizacido dos mutantes

4.1.1 Alteracoes no gene ABCB17 promovem o crescimento aéreo e radicular em

plantas de arroz

A primeira andlise realizada foi a avaliacdo do comprimento das plantas de arroz, onde
foi observado um aumento tanto da parte aérea quanto da radicular dos mutantes em relagdo
ao tipo selvagem. Foram realizadas duas medig¢des, aos 60 e aos 120 dias de cultivo em
hidroponia. Ao analisarmos o crescimento apos 60 dias de cultivo, podemos observar maior
crescimento da parte aérea somente do mutante §528 em relagcdo ao tipo selvagem e mutante
7776. Porém aos 120 dias de cultivo, ambos mutantes apresentam maior crescimento da parte
aérea, quando comparados com as plantas controle (WT). Em relacdo a raiz, podemos
observar maior crescimento nos dois mutantes em relacdo ao selvagem aos 60 dias, porém
apds mais dois meses de crescimento, somente o mutante 8528 se destacou com maior
crescimento radicular (Fig.2). Em uma andlise mais precisa em relacdo a raiz das plantas,
foram avaliadas o comprimento total de todas as raizes de cada planta apds 120 dias, valores
médios do diametro, volume e 4area superficial, e em todos os pardmetros os mutantes
apresentaram maiores valores do que o controle (tipo selvagem, Fig. 3A). Ao separar as raizes
segundo o diametro, foi observado que em raizes muito finas, menores que 0,5 mm, os
mutantes diferiram significativamente do tipo selvagem, assim como entre raizes que
apresentaram o didmetro entre 0,5 a 2,0 mm. Porém quando se observa as raizes mais grossas
das plantas (> 2,0 mm), podemos afirmar que as plantas mutantes 8528 apresentaram

significativamente mais raizes grossas que o tipo selvagem e mutante 7776 (Fig 3B).
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Figura 2 — Diferenga na altura da parte aérea e comprimento da raiz apds aproximadamente 60
e 120 dias de cultivo de plantas de arroz tipo selvagem e mutantes em hidroponia. Barras
representam médias + erro padrdo. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Scott-Knott (p > 0,05).
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Figura 3 — Andlises das raizes por meio do escaneamento € processamento no programa
WinRhizo. A) Andlises do comprimento total, média dos didmetros, volume e area
superficial. B) Classifica¢ao das raizes segundo o didmetro. Barras representam médias + erro
padrdo. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de

Scott-Knott (p > 0,05).

Ao avaliar a massa de matéria seca dos genotipos, o mutante §528 também se destacou

com maior matéria seca da parte aérea e raiz, comparado aos demais (Fig. 4). Os dois
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mutantes apresentaram suas massas secas maiores que o tipo selvagem (Fig.5).
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Figura 4 - Massa de matéria seca dos gendtipos tipo selvagem e mutantes apos
aproximadamente 120 dias de cultivo em hidroponia. Barras representam médias + erro
padrao. Médias seguidas de mesma letra nao diferem significativamente entre si pelo teste de
Scott-Knott (p > 0,05).
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Figura 5 — Fendtipo das plantas tipo selvagem (WT) e mutantes (7776 e 8528) crescidos a
aproximadamente 120 dias em hidroponia.

4.1.2 O numero de perfilhos ndo ¢ alterado e os mutantes tem florescimento precoce

Mesmo apresentando maior crescimento € maior massa seca da parte aérea, ao
avaliarmos a quantidade de perfilhos por planta, ndo foi encontrada diferenga significativa
entre os genotipos (Fig. 6). Porém ao analisarmos o niimero de paniculas, foi observado um
florescimento precoce dos mutantes, os quais, ao contrario das plantas WT, ja apresentavam

paniculas aos 120 dias ap0s o transplante para a solugao hidroponica (Tabela 2).
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Figura 6 - Numero médio de perfilhos por planta apos 120 dias de cultivo em hidroponia.
Barras representam médias + erro padrdo. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Scott-Knott (p > 0,05).

Tabela 2 — Efeito na formagdo de paniculas. Numero médio de paniculas nas plantas tipo
selvagem e mutantes para o gene ABCBI7. Médias seguidas do erro padrdo, valores com (*)
apresentam diferenca significativa pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Genotipo Numero médio de paniculas
WT 0,00+0,00
7776 3,92+0,63A"
8528 1,92+0,69B"

4.1.3 Trocas gasosas e parametros de fluorescéncia da clorofila nio foram modificados.

Para avaliar possivéis razdes que pudessem explicar o maior crescimento da parte
aérea e radicular dos mutantes, algumas variaveis fisioldgicas como, fotossintese, condutancia
estomatica, concentragdo interna de CO,, taxa transpiratoria e temperatura da folha foram

quantificadas entre os genotipos, porém ndo foi encontrada nenhuma diferenca significativa

(Fig 7).

26



mwt W 7776 m8528 0,60 -

0,50 -
25

20 A
15
10

A 0,40 -
0,30 -

0,20 -+

A (pmol CO, m2+1)
=P
gs (mol H,0 ™2+1)

0,10 +

320 - 50 -
45 - A
4,0 -
3,5 -

3,0 - I
2,5 -
2,0 -
15 -
200 : 1,0 - 1

Ci E

300 - A

>

280 -
260

240

C,(umol CO, m2s?)
E(mol H,0 m?s?)

220

27 - A

26

7f ()

25

25

24 )
Tleaf

Figura 7 — Parametros de trocas gasosas obtidos in sifu (taxa fotossintética (A), condutancia
estomatica ao vapor de agua (gs), concentragdo interna de CO, (Ci) e taxa transpiratoria
(E)) em gendtipos de arroz tipo selvagem e mutantes cultivados aproximadamente por 120
dias em hidroponia. Barras representam médias + erro padrao. Médias seguidas de mesma
letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Scott-Knott (p > 0,05).

4.1.4 Reducido na expressao do gene ABCI7 aumenta o teor lignina em um especifico

padrao temporal e espacial

O ferulato ¢ um composto que faz parte da composicao da lignina e suberina, e sua
redu¢do pode afetar o teor de lignina. De forma a obter maiores informagdes sobre as
possiveis fungdes do gene, analisamos o teor de lignina total em diferentes 6rgios e fases de
desenvolvimento destes. Somente em folha dreno e bainha fonte foram observadas

diferenciagdes entre os genotipos, apresentando um aumento na deposicao de lignina total nos
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mutantes (Fig. 8). Porém essa diferenciagdo nao foi observada em analise histoquimica, como

pode ser observado na figura 9.

Aa da 4,
fa Aa .-
8 sa Ab
Ba I f.u, Ba Ba

7 A Ax i’
g, i
~ 0 A mwi
g
% s 7776
3 = 8528

4

3

2 4

FD FF BD BF R

Figura 8 — Porcentagem de lignina nos tecidos de diferentes genotipos de arroz, WT, 7776 e
8528. Barras representam médias + erro padrdo. Letras maitsculas diferentes denotam
diferencas significativas entre médias dentro um mesmo tecido vegetal, e letras minusculas
denotam diferengas significativas entre médias entre tecidos. Médias seguidas de mesma letra
ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Scott-Knott (p > 0,05). FD: folha dreno;
FF: folha fonte; BD: bainha dreno; BF: bainha fonte; R: raiz.

Bainha fonte

Folha dreno

Figura 9 — Reag¢do com floroglucinol para deteccdo de aldeido coniferil e lignina guaiacil
(lignina G) em sec¢des transversais de folha dreno e bainha fonte de arroz tipo selvagem e
mutantes. Coloragdo vermelha indica rea¢do positiva para lignina. Fl: floema, MX:
metaxilema, PX: protoxilema. Barra =50 pum.
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4.1.5 A expressao de alguns genes da rota da lignina foram afetados em diferentes

orgaos nos mutantes abcbl7

Na expectativa de entender a atuacdo do gene ABCBI7 no processo de transporte do
acido ferulico ou sua atuagdo na rota dos fenilpropandis, foi realizada uma analise de
expressao relativa com alguns genes principais desse processo. O primeiro a ser avaliado foi o
proprio gene ABCBI17. Podemos observar que foi encontrada uma pequena expressdo no
mutante 7776, porém essa expressao foi nula no mutante §528 em todos os tecidos.

Em relacdo as amostras de folhas, a expressao dos genes PAL, CAD2, 4CL3 e COMT ¢
reduzida nos tipos mutantes em relagdo ao tipo selvagem, mostrando alguma rela¢do na falta
do gene ABCB17 aos outros da rota em folhas.

Em bainha e raiz, as diferencas foram menores do que encontradas em folhas fontes. O
gene CAD2 também apresentou menor expressdo em ambos mutantes nestes dois 6rgaos,

porém nao foi encontrada diferenga de expressao nos outros genes (Fig. 10).
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Fig 10 — Expressao relativa de alguns genes da rota de lignina, 4CL3: 4-coumarate coenzyme
A ligase; PAL phenylalanine ammonia lyase; CADZ2: cinamil-alcool desidrogenase; COMT:
acido cafeico O-metiltransferase e o gene alvo ABCBI7. Nivel relativo da expressdo génica
normalizada em relagdo ao nivel de expressdo dos genes constitutivos. Letras maitsculas
diferentes denotam diferencas significativas entre os genotipos dentro de um mesmo tecido, e
letras minusculas denotam diferencas significativas entre os tecidos de um mesmo gendtipo.
Me¢édias representam n=3 com trés réplicas biologicas e trés técnicas.
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4.2 Analise da perturbacio da homeostase do metabolismo de fenilpropandides com

a adicao de acido ferilico e PIP

4.2.1 Acréscimo de acido ferulico e PIP nao alteram no crescimento aéreo e radicular

das plantas

O 4cido ferulico ¢ um precursor da sintese de lignina. A adi¢do de acido fertilico como
aleloquimico em cultivos hidropdnicos, pode afetar o metabolismo de lignina alterando
caracteristicas fisiologicas das plantas, e o acido piperolinico (PIP), ¢ conhecido como um
inibidor da enzima C4H, que participa da rota da lignina. Em todos os parametros
morfologicos analisados, como comprimento total, média dos didmetros, volume e area
superficial, as plantas controle (tipo selvagem) e os mutantes nao apresentaram diferengas no
crescimento das raizes apos tratamento com acido fertlico e PIP por 15 dias. Porém, somente
ao analisar média dos didmetros que foi possivel observar uma diminuicdo significativa
quando o mutante 7776 foi submetido a tratamento com PIP (Fig 11A). Em anélises
complementares das raizes, onde as mesmas foram divididas segundo o diametro, foi
observado que as raizes mais finas (menores que 0.5 mm) apresentaram o mesmo padrao de
crescimento para todas as plantas, ndo apresentando diferencas apds tratamento. Assim como,
quando analisamos as raizes medianas, 0,5 a 2,0 mm de didmetro. Em contrapartida, ao
analisarmos as raizes mais grossas (acima de 2,0 mm), foi possivel verificar que o mutante
8528 apresentou diferencgas significativas entre os tratamentos, apresentando uma maior

quantidade de raizes grossas quando submetidos ao acido ferulico (Fig 11B).
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Figura 11 — Analises das raizes por meio do escaneamento € processamento no programa
WinRhizo. A) Andlises do comprimento total, média dos didmetros, volume e area
superficial. B) Classificagdo das raizes segundo o didmetro. Letras maiusculas diferentes
denotam diferencas significativas em um mesmo genotipo sob tratamentos diferentes, e letras
minusculas denotam diferencas significativas dentro de um mesmo tratamento em diferentes
gendtipos. Barras representam médias + erro padrdo. Médias seguidas de mesma letra nao
diferem significativamente entre si pelo teste de Scott-Knott (p > 0,05).
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Quando analisamos o teor de massa de matéria seca dos genotipos, novamente nao foi

observada diferenca significativa nos genotipos apds tratamentos (Fig.12).
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Figura 12 - Massa de matéria seca da parte aérea e de raiz, nos genotipos tipo selvagem e
mutantes apos 15 dias submetidos ao tratamento com FA e PIP. Letras maitsculas diferentes
denotam diferencas significativas em um mesmo gendtipo sob tratamentos diferentes, e letras
minusculas denotam diferencas significativas dentro de um mesmo tratamento em diferentes
genotipos. Barras representam médias £+ erro padrao. Médias seguidas de mesma letra ndo
diferem significativamente entre si pelo teste de Scott-Knott (p > 0,05).

4.2.2 A porcentagem de lignina é alterada em alguns 6rgaos apés o tratamento com

acido ferulico e PIP

A porcentagem de lignina foi alterada apenas em alguns 6rgaos apos o tratamento com
FA e PIP. Como ¢ mostrado na figura 13, onde somente em folha (fonte e dreno) e em raiz foi
possivel observar uma variagdo na porcentagem de lignina. Em plantas WT, foi observado
pequeno aumento da porcentagem de lignina em folhas dreno quando submetidas a tratamento
com PIP, e uma diminui¢do quando analisamos em raiz. J4 no mutante 8528, s6 pode ser
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observada a diferenca na porcentagem de lignina quando observadas em folhas fonte, onde
houve também uma diminuigdo. O tratamento com FA nao alterou a quantidade de lignina em

nenhum genotipo.
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Figura 13 — Porcentagem de lignina nos tecidos de diferentes genotipos de arroz, WT, 7776 e
8528 submetidos ao tratamento com &cido ferulico e PIP. Letras maiusculas diferentes
denotam diferengas significativas em um mesmo genotipo sob tratamentos diferentes, e letras
minusculas denotam diferengas significativas dentro de um mesmo tratamento em diferentes
genodtipos. Barras representam médias £+ erro padrdo. Nao foi encontrada diferenca
significativamente entre os gendtipos pelo teste de Scott-Knott (p > 0,05).
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4.2.3 Tratamentos com acido ferilico e PIP alteram a expressao de alguns genes da

rota dos fenilpropandides

De forma a melhor entender os efeitos complexos observados no teor de lignina,
procuramos observar os efeitos desta perturbacao na homeostase na expressao dos genes desta
rota metabolica. Primeiramente observamos que em tecidos foliares, as plantas WT nao
possuem diferengas de expressdo do gene ABCB17 apos tratamentos com acido ferulico e PIP.
Porém, esse mesmo genoétipo, tanto na presenca do ferulato como do PIP, em solucdo de
hidroponia, tiveram uma redu¢do na expressdao dos quatro genes da sintese da lignina
analisados nesse trabalho. J4 nos mutantes, os tratamentos somente afetaram a expressao dos
genes CAD2 e COMT. O acido ferulico atua levando a reducdo da expressdo desses genes no
mutante 7776, porém proporciona o aumento da expressao do gene CAD2 em plantas
mutantes 8528. O tratamento com PIP levou a um aumento de expressao desses genes no
mutante 7776 ¢ no mutante 8528 somente o aumento da expressdo foi encontrada no gene
COMT. Entdo, para a folha, os genes CAD2 e COMT podem ser considerados genes
responsivos, pois eles alteraram a expressao em pelo menos um desses mutantes. E os genes
4CL3 e PAL como genes nao responsivos, pois nao alteram sua expressao.

Em tecidos da bainha, o gene ABCBI7 apresentou aumento de expressao em plantas
WT submetidas ao acido fertlico, porém as plantas submetidas a PIP ndo tiveram sua
expressdao modificada. Nessas plantas WT, também foram observadas diferengas na expressao
em todos os genes analisados apds ambos os tratamentos, resultando na diminui¢ao da
expressao. Somente quando analisamos o gene 4CL3 observamos que a sua expressao nao
altera apoOs tratamento com PIP. Em relagdo aos mutantes, podemos afirmar que os
tratamentos alteram a expressdo dos genes 4CL3, COMT e PAL, diferentemente. Esses trés
genes, quando analisados no mutante 8528, tiveram uma diminui¢do das expressdes apos
tratamento com FA. O mesmo aconteceu quando tratadas com PIP, porém a expressdo do
gene 4CL3 ndo foi alterada. Em relagdo ao mutante 7776, houve um aumento da expressao
somente no gene 4CL3 quando submetidos ao tratamento com FA, e somente no gene COMT
quando submetidos ao PIP. Para os outros genes a expressdao nao foi alterada. Nao foi
observada alteragdo na expressdao no gene CAD2 em ambos mutantes € ambos os tratamentos

(Fig 14). Em relagdo a resposta dos genes ao tratamento nos mutantes, os genes 4CL3, COMT
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e PAL podem ser considerados genes responsivos, alterando sua expressao, € o gene CAD2
como nao responsivo apds tratamento com FA.

Nos tecidos radiculares, a expressdao do gene ABCB17 foi aumentada em plantas WT
submetidas ao tratamento com PIP. Essas plantas WT também modificaram a expressao dos
genes 4CL3 e COMT apoés tratamentos, diminuindo a expressdo de ambos os genes apos
tratamento com FA e apds tratamento com PIP diminuindo a expressdo somente do gene
COMT. Os outros genes CAD2 e PAL nao tiveram suas expressoes alteradas apos os
tratamentos com FA e PIP em plantas WT. Em relagdo aos mutantes, a expressao foi
modificada apenas do gene PAL, onde foi observada uma diminui¢do na expressdo para
ambos os tratamentos, porém somente para o mutante 7776, para o mutantes 8528 ndo foi

observada variagao na expressao genética (Fig 14).
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Fig 14 — Expressao relativa de alguns genes da rota de lignina, em diferentes tecidos submetidos ao tratamento com acido
feralico e PIP. 4CL3: 4-coumarate coenzyme A ligase; PAL phenylalanine ammonia lyase; CADZ2: cinamil-alcool
desidrogenase; COMT: 4cido cafeico O-metiltransferase e o gene alvo ABCBI7. Letras maitsculas diferentes denotam
diferengas significativas em um mesmo gendtipo sob tratamentos diferentes, e letras minusculas denotam diferencas
significativas dentro de um mesmo tratamento em diferentes genotipos. Nivel relativo da expressdo génica normalizada em

RAIZ

relacdo ao nivel de expressdo dos genes constitutivos. Médias representam n=3 com trés réplicas biologicas e trés técnicas.
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4.3 Efeito do estresse osmotico nos mutantes abcbl17

4.3.1 Mutantes abcbl7 nao apresentam alteracdes na resposta da morfologia

das raizes ao estresse osmotico

A sintese de lignina ¢ afetada pelo deficit hidrico, e o ferulato ¢ também um
importante componente da suberina, a qual afeta a condutividade hidraulica das plantas, sendo
o gene ABCBI17 um possivel transportador do ferulato, possivelmente podiamos encontrar
alguma alteracdo nessas plantas submetidas as estresse. Porém, ao contrario do que se
esperava, as plantas WT e mutantes ndo apresentaram nenhuma diferenca na morfologia das
raizes apos estresse (Fig 15). Nas andlises de comprimento total, didmetro, volume e area
superficial ndo foram observadas variagdes nas plantas submetidas ao estresse osmotico.
Mesmo quando analisamos as raizes separando-as em grupos segundo o didmetro, nao

conseguimos observar variabilidade (Fig. 15).
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Figura 15 — Analises das raizes por meio do escaneamento e processamento no programa
WinRhizo. A) Andlises do comprimento total, média dos didmetros, volume e area
superficial. B) Classificagdo das raizes segundo o didmetro. Letras maiusculas diferentes
denotam diferencas significativas em um mesmo genotipo sob tratamentos diferentes, e letras
minusculas denotam diferencas significativas dentro de um mesmo tratamento em diferentes
gendtipos. Barras representam médias + erro padrdo. Médias seguidas de mesma letra nao
diferem significativamente entre si pelo teste de Scott-Knott (p > 0,05).

4.3.2 Mutantes sofrem maior desidratacido foliar com o estresse osmotico

A maior sensibilidade das plantas mutantes ao estresse hidrico pode ser deduzida
quando analisamos os dados de perca de agua (redugdo do teor relativo de dgua, TRA). No 4°

dia, somente o mutante 7776 apresentava maior desidratacdo do que as plantas controle sob
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estresse osmotico. Entretanto, ao 7° dia apos a imposi¢do do estresse, ambos os mutantes
apresentavam uma maior desidratacao foliar (Fig 16A). Também podemos observar que todos

0s genotipos conseguiram se recuperar apds o estresse, observando o mesmo teor de agua

[ T

7776 8528

apos a reidratagado (Fig 16B).
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Figura 16 — Andlise do teor relativo de dgua nas plantas de arroz tipo selvagem e mutantes
submetidas a déficit hidrico. Barras representam médias + erro padrao. Médias seguidas de
mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Scott-Knott (p > 0,05).

4.3.3 Plantas mutantes possuem menor massa seca da parte aérea quando

submetidas por 7 dias ao estresse osmético

Quando analisamos a massa de matéria seca, foi observada uma maior diminui¢ao na
parte aérea dos mutantes, porém nas raizes nao foi possivel observar diferenca significativa
apos o tratamento (Fig. 17). Ao analisarmos o teor relativo de d4gua podemos observar que as
plantas mutantes tiveram uma maior diminui¢do no teor de agua em relacdo as plantas WT,

mostrando uma menor capacidade de manter a agua nos seus tecidos (fig.16).
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Figura 17 - Massa de matéria seca da parte aérea e de raiz, nos genotipos tipo selvagem e
mutantes ap6s 7 dias submetidos a seca. Letras maitsculas diferentes denotam diferencas
significativas em um mesmo gendtipo sob tratamentos diferentes, e letras mintsculas denotam
diferencas significativas dentro de um mesmo tratamento em diferentes genodtipos. Barras
representam médias + erro padrdo. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Scott-Knott (p > 0,05).

4.3.4 Diferencas no crescimento e desidratacio foliar nao sio relacionadas

com alteracdes nas trocas gasosas e parametros de fluorescéncia da clorofila

Nas andlises fisiologicas de fotossintese, condutancia estomadtica, concentragdo interna
de CO,, taxa de transpiragdo e temperatura da folha, foram observadas diferencas
significativas em todos os gendtipos apds o déficit hidrico, indicando que houve realmente um
estresse osmatico na planta. E quando essas plantas foram submetidas a reidratagdo todos os

parametros foram igualados as plantas sem estresse (Fig. 18 e 19). Assim como nos valores de
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fluorescéncia da clorofila, em que a razdo Fv/Fm manteve-se estavel com valores proximos
0,80 apos o tratamento com seca, demonstrando a auséncia de fotoinibi¢do (Fig. 20). Dados
de densidade estomatica também foram avaliados ndo indicando variagdes entre os gendtipos
e tratamentos (Fig. 21). Todos esses resultados confirmam que estes mutantes ndo diferiram
na fotossintese e trocas gasosas das plantas controle, apesar de possuirem maior desidratacao

foliar e menor crescimento foliar sobre estresse osmotico.
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Figura 18 — Efeitos fisiologicos da seca nos gendtipos analisados: A4, taxa de assimilagdo
liquida de CO;; g, condutancia estomatica; C; concentracdo interna de CO,; E, transpiracao;
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Figura 20 — Valores de fluorescéncia da clorofila Fv/Fm para os genotipos analisados. Barras
representam médias + erro padrdo. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Scott-Knott (p > 0,05).
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Figura 21 — Densidade estomatica dos gendtipos tipo selvagem e mutantes submetidos a seca.
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significativamente entre si pelo teste de Scott-Knott (p > 0,05).
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5- DISCUSSAO

5.1 Caracterizacio dos mutantes

Os mutantes foram submetidos a varias analises para simples caracterizagdo, no intuito
de avaliar quais as possiveis variagdes que podem ocorrer nessas plantas com a falta do gene
OsABCBI17. Uma caracterizacdo inicial foi realizada por Anne Sophie Knoeller, em 2009,
como parte de seu trabalho para obtencdo do titulo de PhD pela Universidade de Purdue,
EUA. Neste trabalho foi realizado a simulag¢do in silico por bioinformatica do possivel
substrato para varios transportadores ABC, e ao contrario de todos os outros genes da familia
ABC, o gene ABCBI17 apresentou uma possivel afinidade ao 4cido fertilico. A partir disso,
algumas andlises foram realizadas a fim de determinar in vivo a real fungdo desse gene. Uma
dessas analises envolveu a aplicagdo de acido feralico em leveduras (S. pombe) transformadas
com o gene, no qual foi observada a toxicidade ao ferulato, possivelmente devido ao
transporte dessa substincia para o interior da levedura (dados ndo publicados). Com todos
esses indicios, esse trabalho visa uma complementacdo do estudo da fun¢do do gene ABCB17
com mutantes de arroz, acreditando que a falta desse gene pode de alguma forma alterar o
metabolismo, influenciando em alguns parametros da planta no crescimento e
desenvolvimento, principalmente em relagcdo ao metabolismo da lignina.

Como o gene ABCB17 possivelmente atua no transporte do acido fertlico, que ¢ uma
das principais moléculas que fazem parte da via dos fenilpropanodis (Ou e Kwok, 2004)
participando da formacdo da lignina, o estudo da variacdo do teor de lignina em plantas
mutantes para esse gene ¢ de extrema importancia para caracterizar sua possivel funcdo.
Porém, contrariando nossa hipdtese inicial de que a falta do gene diminuiria o teor de lignina,
obtivemos resultados os quais os mutantes apresentaram o teor de lignina aumentado, e essas
alteracdes somente ocorreram nos tecido foliares dreno ¢ bainha fonte. Em folha dreno ambos
os mutantes aumentaram em aproximadamente 10% o teor de lignina, em bainha fonte,
somente o mutante 8528 apresentou um aumento de 24%. Entretanto, essas discretas
alteragdes nao foram confirmadas nos estudos histoquimicos a qual ¢ um método pouco
sensivel para detectar poucas diferengas.

Apesar disso, quando analisamos a expressdo de alguns genes importantes na rota da
lignina, verificamos que varios genes tiveram uma reducdo na sua expressao. Essas reducdes
nos levaram a um aparente paradoxo, pois em folhas dreno, onde foi observado um aumento
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no teor da lignina, todos os genes apresentaram alteracdes negativas na sua expressao nos
mutantes. E ao analisarmos outros tecidos, observamos que em bainha dreno e raiz dreno,
ambos tecidos jovens que nao apresentaram modificagdo na porcentagem de lignina, houve
redugdo na expressdo do gene CADZ2. No tecido que apresentou um aumento no teor da
lignina, todos os genes da rota dos fenilpropandides analisados tiveram sua expressao
reduzida, e nos tecidos que nao variaram o teor de lignina a expressao do gene CAD2 também
foi reduzida.

Em primeira analise, era esperado que o aumento da lignina estivesse de alguma forma
relacionado diretamente ao aumento da expressdo dos genes da rota, porém a rota dos
fenilpropanoides, assim como na maioria das grandes rotas, ¢ composta de inimeros genes e
muitos desses genes se sobrepde nessa rede complexa, onde nem sempre a reducao de um
determinado gene, necessariamente leva a reducao da proteina final. O gene CADZ2, por
exemplo, que teve sua expressdo reduzida em todos os tecidos, sdo encontrados mais de 12
tipos em arroz, porém Hirano e colaboradores em 2012 analisaram a expressdo de 9 desses
genes, € encontraram que o gene OsCAD?2, o mesmo utilizado nesse trabalho, teve uma maior
expressao, cerca de sete vezes maior, porém eles também perceberam que nem sempre essas
maiores expressdoes modificaram a quantidade de lignina nas plantas, dependendo do tecido
analisado. Outros genes CAD estdo envolvidos nessa rota e a alteracdo de um pode
simplesmente ndo modificar no resultado final. Além do mais, a expressdo sempre precede a
acumulo de lignina, outras regulacdes podem ocorrer em toda a etapa. E a diminuicao da
expressao de um gene pode causar a indugdo da expressdao de outros, o que balanceard a
produgdo final. Esse fendmeno foi observado em mutantes CCR de Arabidopsis, onde a
muta¢do CCRI induziu a expressdo do gene CCR2 (Mir Derikvand et al. 2008). Como a via
dos fenilpropandides ¢ um grande complexo enzimdtico, ¢ no presente trabalho foram
avaliados somente alguns genes dessa rota, a diminuicao da expressao pode nao alterar o teor
de lignina, ou simplesmente alterar somente na sua composicao (dados ndo testados). De
qualquer forma, a falta do gene OsABCBI7 de alguma forma modificou a expressdo dos
genes, principalmente em folhas.

Outros paradoxos como esse ja foram descritos na literatura. Em 2013 Cheng e
colaboradores encontraram em plantas de Ginkgo biloba alguns tecidos jovens com uma
concentragdo relativamente pequena de lignina e uma expressdo alta do gene CAD. E em
alguns tecidos menos jovens, a expressao fraca ou muitas vezes nula desse gene, se contrapds

a abundancia de lignina nesses tecidos. Um contraste também encontrado a um ano atras por
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Cheng estudando o gene CCRI. Porém apenas para alguns tecidos em fases diferentes de
desenvolvimento, ndo sendo considerada uma regra, pois para muitos houve o aumento da
expressao do gene e do teor de lignina. Alguns estudos com transgénicos de expressao
reduzida do gene CAD em tabaco, Populus e alface tem demostrado que niveis gerais de
lignina sdo em muitos casos ndo afetados pela baixa expressdo do gene CAD (Baucher et al.,
1996, 1999; Halpin et al., 1994; Hibino et al., 1995).

Quando avaliamos a expressao do gene OsABCBI17, podemos observar uma drastica
redugdo da expressao no mutantes 7776, € no mutante 8528 a falta de expressao desse gene.
Essas plantas foram obtidas a partir da mutagdo com o transposon 70S7, que ¢ um endogeno
retotransposon, eficientemente usado para produzir nocautes em plantas de arroz, porém
possui uma alta frequéncia de mutagdes (Greco et al., 2001). Essa mutacao ¢ induzida a partir
da cultura de tecido (Hirochika 2001), acredita-se que esse transposson pode ter novamente se
deslocado no mutante 7776, introduzindo em outra parte do genoma, fazendo com que a
expressao do gene OsABCB17 sofra uma diminui¢do da sua expressao.

As plantas mutantes apresentaram diferencas no desenvolvimento em comparagdo
com as selvagem, tanto no desenvolvimento aéreo como no radicular. Os mutantes
apresentaram maior crescimento radicular e aéreo, maior massa seca e florescimento precoce.
No mutante 8528 houve um maior desenvolvimento radicular. Nenhuma relagdo entre as
trocas gasosas pode ser usada para explicar modificagdes no desenvolvimento, pois ndo foram
encontradas diferencas significativas. A unica hipdtese que temos para este fato, ¢ de que
provavelmente a menor alocagdo de carbono e energia para a sintese de lignina, resultou em

maior disponibilidade de esqueletos carbonicos para sustentar o crescimento das plantas.

5.2 Efeito do acido ferulico e PIP

De reconhecida caracteristica alelopatica, o &cido feralico interfere em muitos
processos vitais das plantas, sendo, entre os efeitos mais conhecidos, a reducao do
crescimento das plantas e o aumento na sintese de lignina. O estresse com acido ferulico
reduz a utilizagdo da 4gua, inibe a expansdo folear e elongacdo da raiz, reduz as taxas de
fotossintese e inibe a absor¢ao de nutrientes. A nivel celular, o aleloquimico induz a

peroxidacdo dos lipidios, afetando certas atividades enzimaticas e rapidamente despolariza as
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membranas celulares das raizes causando um aumento generalizado da permeabilidade da
membrana (Weir et al, 2004). Ao mesmo tempo, o acido fertlico pode ser esterificado,
incorporado na estrutura da lignina, ou formando pontes que conectem a lignina com a parece
de polissacarideos, fazendo com que a parede celular fique mais rigida, restringindo o
crescimento (liyama et al. 1990; Sanchez et al. 1996; Lam et al., 2001). Produzido pela maior
parte das monocotiledoneas (Smith & Harris, 2000), o 4cido fertlico ¢ parcialmente
responsavel pelo efeito das gramineas inibindo o crescimento de outras plantas, sobretudo
dicotiledoneas (Rodrigues et al, 1999).

Em intimeros trabalhos o FA atuou causando modificagdes em varios aspectos, como
alteracdes no crescimento das raizes e aumento do teor de lignina (dos Santos et al., 2004; dos
Santos et al., 2008; Zanardo et al., 2009; Bubna et al., 2011), pois o crescimento das raizes ¢
caracterizado por uma alta atividade metabolica, tornando-as particularmente susceptiveis a
estresses aleloquimicos durante o seu curso normal de desenvolvimento (Bubna et al., 2011).
No entanto, no presente trabalho, as plantas de arroz tipo selvagem e mutantes abcbl7 nao
sofreram nenhuma alteragdo no crescimento, massa seca e teor de lignina no tratamento
efetuado com a aplicacao de ferulato na solucao hidroponica. O fato de que os resultados aqui
apresentados ndo coincidam com os citados na literatura deve-se, possivelmente, por todos
esses trabalhos terem utilizados plantulas, recém germinadas, e no nosso trabalho, utilizamos
as plantas com aproximadamente dois meses de crescimento em hidroponia. A absorcdo de
FA ¢ mais alta nos estagios iniciais de desenvolvimento, sendo também a fase fisioldgica
onde a lignificagdo comega (dos Santos et al. 2004; Passardi et al. 2005).

Embora n3o tenhamos observado fendtipos morfoldgicos ou bioquimicos, ao
analisarmos a nivel transcricional, a adi¢cdo de acido fertilico nas plantas em hidroponia
alterou diferentemente a expressdao de alguns genes, na grande maioria diminuindo a
expressao. Em folhas, quando se analisa somente as plantas WT, a expressao dos genes 4CL3,
CAD2, COMT e PAL, teve o efeito drastico do alelopatico acido fertlico para todos esses
genes, reduzindo suas expressdes. Enquanto que quando analisamos os mutantes podemos
observar que eles sofreram alteragdes somente nos genes CAD2 e COMT. Desta forma, essa
relacdo dos genes ao tratamento com FA nos mutantes, podemos dividir os genes em duas
classes: genes que tem expressdo alterada apos os tratamentos (genes responsivos) CAD2 e
COMT, e genes ndo responsivos, onde ndo foram observadas diferencas na expressdo em
nenhum mutante (4CL3 e PAL). Este menor efeito nos mutantes pode estar associado a

hipotese de que os mutantes teriam maior fluxo de sintese de lignina. Desta forma, os niveis
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de FA seriam maior nas plantas WT em folhas, havendo um efeito inibidor maior neste 6rgao
nestas plantas. As medi¢des de 4cido ferulico estdo em andamento para testar a validade desta
hipotese.

Em bainha o efeito do acido ferulico foi mais complexo, diferenciando os mutantes
entre si para a respostas de alguns genes. Enquanto as plantas tipo selvagem também
apresentaram a redugdo da expressdo dos quatro genes estudados, no mutante 7776 houve
aumento na expressao do gene 4CL3, enquanto no mutante 8528, como nas plantas WT,
houve reducdo. Os mutantes também diferem na resposta do gene COMT e PAL, ao passo que
foi observada a reducdo para o mutante 8528, e no mutante 7776 ndo houve alteragdo na
expressdo. Em resumo, observamos que na bainha, o ferulato tem um efeito semelhante nas
plantas WT em inibir a expressao de varios genes, ao passo que no mutante os efeitos sao
distintos. O mutante 7776 apresenta expressoes diferentes de ambas outras plantas para todos
os genes estudados. Neste mutante observamos também outros tipos de diferencas em relacao
ao mutante 8528, e acreditamos que isso possa ser devido ao movimento do transposon de
forma aleatoria entre os diferentes 6rgaos para este mutante, como descrito acima.

E em tecidos radiculares, as plantas tipo selvagem tiveram a alteracdo da sua
expressdo somente nos genes 4CL3 e COMT, enquanto que somente o gene PAL pode ser
considerado um gene responsivo no mutante 7776, mostrando novamente a diferenca entre os
mutantes.

Essas variacdes nas expressdes diferentemente em tecidos e gendtipos diferentes,
podem ser explicadas pelo fato de varios genes estarem envolvidos nessa rota, muitas vezes
com fungdes homologas, e diferentemente em cada tecido e estdgio de desenvolvimento da
planta. Em plantas superiores, multiplos genes CAD homologos podem participar da
biossintese de lignina em diferentes tecidos ou durante diferentes estadios de desenvolvimento
de um tipo de tecido. Arabidopsis thaliana tem nove genes CAD funcionais, porém somente
AtCAD4 e AtCADS possuem papel chave na rota da lignina. Esses dois genes sdo expressos
em tecidos vasculares assim como em tecidos nao-lignificados (Kim et al., 2007; Sibout et al.,
2003). Analise da expressdo em tecidos-especificos revelaram que CAD4 participa na
biossintese de lignina, mas ¢ fracamente expresso em caule. Em contraste, foi fortemente
expresso em flores e raiz (Tronchet et al, 2010). Desta forma, nem sempre os genes
analisados estdo diretamente envolvidos com a sintese de lignina, porém podemos
perceberque a adigdo de acido ferulico modificou de alguma forma a homedstase desses

genes, mesmo nao apresentando modificagdes finais no teor de lignina.
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Em relagdo a alguns desses genes, dezenas de trabalhos tem descrito a relagcdo da
atividade dessas enzimas com o tratamento com FA. Em um desses trabalhos, Santos e
colaboradores em 2008, determinaram que a atividade de CAD, uma enzima chave nos
processos finais de formacao dos monolignois, foi diminuida ap6s tratamento com FA em
soja, e o teor de lignina aumentado nas raizes.

Outro gene analisado ¢ o PAL, que sintetiza a primeira enzima geral da via de
fenilpropanois, que catalisa a desaminagdo mono oxidativa da fenilalanina a &cido trans-
cinamico e NH3 (Sewalt ef al., 1997). Muitos trabalhos mostram a ineficiéncia do alelopatico
em relacdo a enzima PAL de batata (Ipomea batatas) e pera (Pisum sativus) (Sato et al.,
1982), em raizes de pepino (Cucumis sativus) (Shann & Blum, 1987). Porém, em outros o
aumento da atividade PAL foi associada com a reducdo das raizes apos 24 e 48 h de
tratamento com FA também com pepino (Politycka 1998), e com soja (Santos et al., 2004).
Ao contrario, no presente trabalho o gene PAL foi alterado em alguns tecidos apos tratamento
com FA, reduzindo a sua expressdo, porém nenhuma atividade enzimatica foi avaliada, sendo
necessarias avaliagdes deste tipo para tornar os dados de expressao mais robustos.

Em relagdao ao efeito do PIP nas plantas de arroz, observamos novamente que
nenhuma variavel de crescimento analisada foi alterada. Porém, ao contrario do tratamento
com acido ferulico, as plantas tratadas com PIP tiveram seu teor de lignina modificados
diferentemente entre os tecidos. Somente os tecidos de folha dreno e fonte e de raizes foram
modificadas. As folhas dreno tiveram um aumento de aproximadamente 14 % no teor de
lignina das plantas tipo selvagens, enquanto que no mutante 8528 foi observado uma
diminui¢ao de 24 % no teor de lignina em folhas ndo jovens, folhas fonte. Nos tecidos de raiz
houve uma diminui¢do de 22,5 % no teor de lignina nas plantas WT, e nos mutantes nao
foram observadas diferengas. Os dados de folha fonte e raiz correspondem com a literatura,
onde a aplicagcdo de PIP promove a diminui¢do dos teores de lignina, como em soja (Santos e?
al., 2008; Salvador, 2013; Siscar, 2009).

As plantas que apresentaram uma diminui¢ao no teor de lignina, também apresentaram
uma diminui¢do na expressao de alguns genes. Como o PIP ¢ um efetivo inibidor da enzima
C4H (Schoch et al., 2002), uma das primeiras enzimas da rota, a adi¢ao do PIP ao meio
hidropdnico, pode ter inibido a enzima C4H, diminuindo a expressdo das enzimas
subsequentes, resultando em um menor teor de lignina no final.

Porém, os efeitos contrastantes do PIP em diferentes tecidos, mesmo em plantas

controle, sugerem que esta substancia possa também afetar outras enzimas citocromo P450,
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produzindo efeitos pleiotropicos complexos. Em tecidos que ndo foram encontradas
variagdes na quantidade de lignina, os genes da rota da lignina analisados foram alterados de
alguma forma, aumentando ou diminuindo sua expressdo. Como ¢ o caso da bainha, que
mesmo ndo sendo observadas variagdes no teor de lignina, seus genes tiveram sua expressao
modificada.

Em folhas, resultados semelhantes ao FA foram observados em plantas WT, a adigdo
de PIP reduziu a expressdao de todos os genes analisados. Mas, em contraste, neste 6rgao o
PIP aumentou a expressao do gene CADZ2 no mutante 7776 ¢ de COMT no mutante 8528, ao
passo que nao afetou a expressdo dos genes 4CL e PAL. Desta forma, PIP tem um efeito
diferente do que FA nos mutantes. Em bainhas, podemos ver, como observado em folhas, um
forte efeito inibidor do PIP em plantas WT para 3 dos genes (CAD2, COMT e PAL), ao passo
que observamos um efeito indutor da expressao do gene COMT para o mutante 7776, em
contraste com a redu¢do. Outro contraste entre os mutantes ¢ observado para o gene PAL, o
PIP reduz a expressdao somente no mutante §528. J& em raiz, somente houve alteracdes na
expressao das plantas tipo selvagem, os mutantes nao alteraram sua expressao apds tratamento
com PIP.

Analisando os efeitos do PIP e FA em conjunto, observamos que os efeitos diferem
quanto ao 6rgdo, e também entre os mutantes. Uma explicagdo para estes efeitos complexos
seria a de que a exposicdo das plantas a estes compostos foi longa demais, perturbando a
homeostase do metabolismo dos fenilpropanoides, e provavelmente da lignina. Por sua vez, as
alteragdes nestas rotas pode ter modificado a absor¢ao de 4gua e condutancia hidraulica do
xilema, resultando em efeitos pleiotropicos diversos. Nossa hipotese sugere que
caracterizagdo de fenotipos a serem descobertos quando da perturbacdo desta homeostase
sejam feitas em periodos menores, como um ou dois dias e em estadios iniciais de
desenvolvimento, como discutido anteriormente.

Outra hipotese a ser testada a partir dos resultados descritos nesse trabalho, ¢ de que
como ndo foi possivel analisar grandes diferencas significativas nos teores de lignina em
todos os tecidos, talvez esse gene esteja relacionado a suberina. A suberina tem sua formagao
similar a lignina, ela possui seus mondmeros formados de acido ferulico, glicerol e acidos
graxos (Franke & Schreiber, 2007). E j4 se ¢ conhecido que esses mondmeros sao
transportados por alguns tipos de transportadores ABC (Fleck ef al., 2011). Porém, trabalhos
posteriores serdo necessarios para tentar analisar a relacao desse transportador com a suberina,

e validar essa ultima hipotese.
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5.3 Efeito do estresse osmotico

Efeitos posteriores nesses mutantes foram observados no trabalho de Anne Sophie,
quando submetidos a seca, onde encontraram uma maior sensibilidade nesses mutantes. Além
disso, analisaram que no promotor do gene OsABCBI7 sdo encontrados trés elementos
identificados como especificos para a resposta a seca (Cooper et al., 2003), sendo mais uma
evidéncia de que ele pode estar envolvido na recuperagdo do estresse. Desta forma, no
presente trabalho foram testados esses mutantes sob estresse osmoético para contribuir na
determinagdo da relacdo desse gene com o défict de agua. Apds sete dias de estresse
osmotico, podemos observar que as plantas mutantes foram mais sensiveis ao estresse
osmotico, apresentando uma maior desidratacao (menor teor relativo de agua). A severidade
desta maior desidratacdo pode ser deduzida quando se observa o fato de que em apenas 7 dias,
esta desidratacdo ja resultou em menor redu¢do na producdo de biomassa das plantas
mutantes. Este fenotipo poderia ser explicado por uma maior transpiragdo, ou uma menor
capacidade de absorcao e/ou condutividade hidraulica do xilema. Entretanto, os mutantes nao
diferem do controle em sua transpiracdo. Desta forma, nossa hipdtese seria de que a menor
absor¢ao e/ou condutividade hidraulica do xilema das plantas mutantes, resultou em um maior
desequilibrio. Podendo esse fato também estar ligado a suberina, que tem um importante
papel na absor¢ao de agua e na condutividade do xilema. Ela cria uma barreira hidrofébica
impedindo o movimento de agua do cilindro vascular de volta ao cortex radicular. Este
impedimento, associado com a absor¢ao de nutrientes e sua concentracdo no cilindro vascular
das raizes, tem grande importancia para o efeito osmotico que ¢ uma for¢a motriz de absor¢ao
de agua do solo (Taiz & Zeiger, 2004). Outra importante contribuicdo da suberina ¢ seu papel
fundamental na composi¢ao da cutina, a qual cria uma camada cerosa na superficie das folhas,
impedindo a perda de dgua diretamente pelas células epidérmicas de todos os 6rgdos da
planta. Hipotetizamos que no mutante ABCBI7 teriamos menos suberina € menos cuticula,
contribuindo para que a planta perca mais agua, diretamente das c€lulas epidérmicas. Porém
estudos precisam ser feitos para comprovar se ambos os efeitos existem nestas plantas

mutantes.
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6- CONCLUSAO

Podemos concluir que o gene ABCB17 pode estar ligado ao transporte de ferulato, porém
a falta desse transportador ndo gerou grandes alteragdes no teor de lignina, como esperado,
mostrando que o gene na verdade pode estar envolvido em outra via, como a via da suberina.
Evidencia também encontrada quando analisamos os efeitos positivos observados no
crescimento da parte aérea e radicular, que provavelmente sdo devidos a redugdo da alocagdo
do carbono na sintese de suberina, com o aumento da disponibilidade de energia para o
crescimento e para a maior acumulag¢do de lignina em alguns orgdos. Entretanto, a falta do
gene gerou efeitos negativos, tornando as plantas mais sensiveis ao estresse osmotico,
provavelmente devido a uma desidratagcdo resultante da reducao da acumulacdo da suberina e
cuticula nas células epidérmicas e subepidérmicas, ou através da redugdo da absor¢do de dgua
e/ou da condutividade do xilema. Porém, estudos adicionais precisam ser feitos no intuito de

obter evidéncias diretas para fundamentar as hipoteses levantadas nesse trabalho.
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