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RESUMO

MAMEDES, Talita Cristina, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, marco de 2017.
Brachypodium distachyon (L.) P. Beauv.: embriogénese somatica, desenvolvimento

e modulacdo da parede celular durante o cultivo em diferentes qualidades de.lu
Orientador: Wagner Campos Otoni.

Brachypodium distachyon tem sido utilizado como espécie modelo para gramineas de
forma bem sucedida. Nesse sentido, objetivou-se avaliar sucessivos subcultivos de calo
embriogénicos até a formacédo de embrides sométicos, analisando-se caracteres morfo-
fisioldgicos, o perfil metabdlico @estabilidade genética das plantas obtidas, bem como

o efeito da qualidade da luz na morfogénese e modulagcdo dos componentes da parede
celular, anatomia, enzimas do sistema antioxidativo e expressdo de genes da rota
lignoceluldsica. No primeiro experimento, embrides imaturos foram cultivados in vitro

em meio contendo 2,4-D para indugdo de calos. Calos embriogénicos (CE) foram
coletados aos 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240 e 360 dias de idade e calos nao
embriogénicos (CNE), aos 30 dias. Apos as transferéncias para meio de inducdo foram
coletadas estruturas embriogénicas (EE) oriundas de 60, 90, 120, 150, 180, 210 e 240
dias, em meio contendo cinetina. Com base nos dados morfo-fisiol6gicos por meio de
discriminantes canénicas as idades 60 e 90 dias sado as mais indicadas para o uso, devido
a capacidade regenerativa e formacadzfte O perfil metabdlico de CE mostrou a
separacao de dois grupos de 30 aos 240 e 360 dias por meio da analise de componentes
principais (PCA). A maioria dos metabdlitos sofreu queda drastica dos teores relativos
de metabdlitos aos 360 dias. Os metabdlitos acido malbnico, triptofano, asparagina e
eritrose os quais foram importantes para discriminar os grupos. Camaliae
univariada(Teste t) foi possivel destacar quais metabdlitos reduziram em CNE como os
aminoacidos acido aspartico, asparagina, triptofano e glicina, sugerindo serem
indispensaveis para a competéncia embriogénica em B. distachyon. O status metabolico
de EE permitiu a separagdo em trés grupos: 60, 90 e 120 a 240 dias. Os metabdlitos-
chave para distinguir entre os grupos de EE foram o galactinol, o oxaloacetato, o
triptofano e a valina. A estabilidade genética das plantas regeneradas foi avaliada por
citometria de fluxo, mostrou que ndo houve relacdo da instabilidade da ploidia em
plantas regeneradas de calos de B. distachyon com a idade dos calos. Conclui-se que a
perda da capacidade regenerativa de CE em B. distachyon ocorre a partir de 120 dias,
mostrando que o uso de CE pode ser estendido para 90 dias de cultivo. No segundo
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experimento, os tratamentos foram constituidos por trés qualidades de luz: lampadas
fluorescentes (LF), LED Branca e LED azul (A)/ivermelho (V) de mesradiancia

Apés 40 dias as qualidades de luz influenciaram a morfo-fisiologia, deposicdo de
lignina, alteracdes no sistema de enzimas antioxidantes e expressao de genes envolvidos
na rota lignocelulésica de plantas in vitro de B. distachyon. As LFs, de uso tradicional
em salas de crescimento, promoveram maiores taxas de crescimento, forte deposicéo de
lignina, maiores quantidades de celulose corroborando com as maiores expressdes dos
genes CESaé CESa7. Os gendBAL1 e F5H1 tiveram seus niveis de expressao em
plantas aumentados quando submetidas a LED A/V em comparacdo com as crescidas
sob LFs ou LED Branca, enquanto que os demais genes analisados ndo variaram 0s
niveis de expressao entre os tratamentos. O gene CESa4 teve sua expressao reduzida
sob LED A/V, sendo que nessa qualidade espectral houveram plantas menores, com
aumento no teor de lignina total e maior deposicéo de lignina G em relacado a lignina S e
baixa quantidade de celulose total, comparativamente aos demais tratamentos. No
tratamento LED Branca, ambos CESa€ESa7 apresentaram expresséo reduzida em
relacdo a LF, além do aumento significativo nas atividades das enzimas SOD e CAT
demonstrando ser importantes mecanismos de defesa antioxidativo induzido por LED
Branca. Conclui-se que a qualidade espectral das lampadas LEDs alterou os teores de
lignina e celulose e a expressdo de genes de suas rotas de sintese, além de terem sido
observadas alteracdes anatdbmicas e em mecanismos de defesa antioxidativa em B.
distachyon. Em conjunto, esses dados sugerem que a regulacdo dos padrdes de
deposicdo de parede celular e lignificacdo sédo afetadas pelos espectros da luz e sua

remodelacéo pode ser feita de acordo com qualidade de luz.
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ABSTRACT

MAMEDES, Talita Cristina, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, March, 2017.
Brachypodium distachyon (L.) P. Beauv.: Somatic embryogenesis, development and
modulation of cell wall during cultivation under different light qualities. Adviser.
Wagner Campos Otoni.

Brachypodium distachyon has been successfully used as a model species for grasses.
Here we performed successive subcultures of embryogatiicuntil the formation of
embryos, assessing the morphological and physiological characteristics, metabolic
profile and genetic stability of the plants obtained, as well as the effect of light quality
on morphogenesis and modulation of the cell wall components, anatomy, antioxidative
enzyme systems and expression of lignocellulosic route related genes. In the first
experiment, immature embryos were cultured in vitro in 2,4-D-containing medium for
callus induction. Embryogenic callus (EC) were collected at 30, 60, 90, 120, 150, 180,
210, 240, and 360 days and non-embryogenic callus (NEC) at 30 days. After the
transfer the induction medium, embryogenic structures (ES) from 60, 90, 120, 150, 180,
210 and 240 days were collected in Kinetin-containing medium. Based on the
morphological and physiological data, the ages of 60 and 90 days were the most suitable
for use due tats greater regenerative capacity and formation of ES, as revealed by
Canonical discriminant analysis. The EC metabolic profile segrht&b groups based

on callus age: one from 30 to 240 and another in 360 days using Principal Component
Analysis (PCA). Most metabolites suffered a drastic decrease in their levels at 360 days.
The metabolites malonic acid, tryptophan, asparagine and erythrose were important to
discriminate the groups. The univaried analysis (t test) highlighted which metabolites
decreased in NEC such as amino acids aspartic acid, asparagine, tryptophan and
glycine, suggesting their essentiality for the embryogenic competence acquisition in B.
distachyon. The metabolic statuskd allowed to separate three groups: 60, 90 and 120

to 240 days long using PCA. The key-metabolites used to distinguish ES groups were
galactinol, oxaloacetate, tryptophan and valine. The genetic stability of the regdnera
plants was evaluated by flow cytometry, which showed that there was no relation
between ploidy instability and callus age in regenerated plants of B. distachyon. It is
concluded that the loss of EC regenerative capacity in B. distachyon occurs from 120
days, showing that the use of EC can be extended to 90 days of cultivation. In the
second experiment, the treatments were composed of three light qualities: fluorescent
lamps (FL), white LED and blue/red (B/R) LED under the same irradiance. After 40
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days the light qualities influenced morpho-physiology, lignin deposition, changes in the
antioxidant enzyme system and expression of genes involved in the lignocellulosic route
of B. distachyon in vitro plants. In FL, traditionally used in growth rooms, higher
growth rates, strong deposition of lignin, higher amounts of cellulose were promoted,
corroborating with the higher expressions of the CESa4 and CESa7 gené®AlThe

and F5H1 genes had their expression levels increased in plants subjected to B/R LEDs
compared to those grown under FLs or White LED, while the other genes analyzed did
not vary their expression levels among the treatments. The CESa4 gene had reduced
expression under B/R LEDs, being this spectral quality showed smaller plants, with an
increase in the total lignin content, higher deposition of G lignin in relation to the S
lignin and lower amount of total cellulose, compared to the other treatments. In the
White LED treatment, both CESa4 and CESa7 had reduced expression in relation to FL,
in addition to the significant increase in the activities of SOD and CAT enzymes,
demonstrating to be important mechanisms of antioxidative defense induced by white
LED. It is conclude that the LED lamps spectral quality altered the lignin and cellulose
contents and the expression of the genes related to their byosynthetic routes, besides the
anatomical alterations and antioxidative defense mechanisms were observed in B.
distachyon. Taken together, these data suggest that the regulation of cell wallaepositi
patterns and lignification are affected by the spectral light and its remodeling can be

done according to light quality.



INTRODUCAO

As plantas da familia Poaceae, popularmente conhecidas como gramineas tém
sido muito estudadas por serem fonte de biomassa renovavel (para a producdo de
bioenergia e biocombustiveis) e fonte de alimento (cereais e pastagens) (Brkljacic et al.,
2011; Jung et al.,, 2013; Dong et al.,, 2015; Vogel, 2015). Devido a sua grande
importancia para a humanidade é relevante compreender sua biologia em detalhes.
Todavia, essa compreensdo é mais facilmente alcancada por meio do uso de plantas
modelo, as quais facilitam as investiga¢fes, possibilitando avancos rapidos na biologia
molecular e genética (Vogel, 2015). Sabendo da necessidade de aprofundar
conhecimentos para melhorar as culturas de alimentos e producdo de biomassa,
Brachypodium distachyon foi considerado um sistema modelo para gramineas
forrageiras e cereais acessivel para pesquisa (Bablak et al., 1995; Draper et al., 2001;
Vogel, 2015).

A aplicacdo de B. distachyon como planta modelo dexs® facil crescimento,
pequena estatura, rapido ciclo de vida, sequenciamento completo do genoma, ocorrido
em 2010 e realizagdo de diversas analises “Omicag. O genoma de B. distachyon, em
comparacdo a outros cereais, € pequeno (272 Mb), pouco repetitivo e atua como
referéncia para montagens de genomas de cereais complexos (Mur et aKel0gd),

2015; Vogel, 201p Acessos silvestres e linhagens de Brachypodium podem ser
acessados a partir do Sistema Nacional de Germoplasma Vegetal (USDA)
(http://www.ars.usda.gov/) e colegcbes de mutantes foram desenvolvidas pelo
Departamento de Energia dos EUA (DOE) em conjunto com o Joint Genome Institute
(JGI) (http://jgi.doe.gov/). B. distachyon também possui eficientes protocolos de
transformacdes de plantas (Vogel e Hill, 2008; Alves et al., 2009; Bragg et al), 2015

Os recursos disponiveis para B. distachyon aceleram ainda mais sua ado¢cdo como
sistema modelo, provado pelo crescente niumero de distribuicdo de sementes e aumento
do namero publicacbes (Vogel, 2015).

A transformacdo mediada por Agrobacterium de B. distachyon € um modelo
atraente para gramineas, pois € estreitamente relacionada com o0s principais cereais e
forrageiras de interesse (Alves et al., 2009). Filogeneticamente, B. distachyon é mais
proxima ao trigo e a cevada, que possuem 0S maiores genomas entre as gramineas, mas
possui sintenia e alta colinearidade com varios genes de arroz. Cerca de 80% das

familias de genes sdo compartilhados entre as trés subfamilias de gramineas



representadas por B. distachyon, arroz e sorgo (IBlI, 2010; Kellogg, 2015). As
semelhancas no contetdo e estrutura da familia de genes entre as espécies de B.
distachyon reforcam seu destaque como um modelo de gendmica funcional para todas
as gramineas. Seu genoma inclui cerca de 25000 genes, um numero comparavel a de
outros genomas de gramineas (JGI, 2017) e destes, aproximadamente 1400 genes
parecem ser especificos de gramineas, compartilhados com arroz e sorgo, mas nao com
eudicotiledoneas (Kellogg, 2015).

Ha cerca de duas décadas, Bablak et al. (1995) destacaram B. distachyon como
planta modelo para gramineas, relatando condi¢cGes do cultivo in vitro e a necessidade
de um sistema de transformacdo como um pré-requisito para qualquer sistema de
modelo. A transformacdo de plantas mediada por Agrobacterium tumefaEiens
predominante usada para gerar plantas transgénicas, pois resulta em insercées simples
de segmentos de DNA e expressdes mais estaveis. A transformacéo de plantas mediada
por A tumefaciens utiliza degpacidade natural da bactéria de transferir seu plasmideo
indutor de tumor (Ti) para o genoma do hospedeiro (Alves et al., 2099; Bragg et al.,
2015).

A embriogénese somatica (ES) em plantas € um processo pelo qual os embribes
sdo gerados diretamente de células soméaticas (Wickramasuriya e Dunwell, 2015), e
determina o sucesso do protocolo de transformacédo de plantas. Neste processo de
diferenciacdo ocorre uma sequéncia de alteracdes bioquimicas e fisiologicas induzidas
por reguladores de crescimento que podem ser usados como marcadores para diferentes
eventos no processo de embriogénese (Jeyaseelan e Rao 2005), assim como status
metabdlico durante a passagem de calo para estruturas embriogénicas (Khan et al.,
2015), seqguido pela regeneracao da planta inteira.

Inicialmente Bablak et al. (1995) trabalharam com embrides maduros, mas a
manipulagdo genética via transformacdo de planta®.edistachyon se desenvolveu
devido aos uso de embrides imaturos na geracao de calos altamente embriogénicos com
adicao de 2,4-D no meio (Draper et al., 2001; Vogel et al., 2006; Pacurar et al., 2008;
Vogel e Hill 2008; Alves et al., 2009). A geracdo desses calos embriog&nicos
trabalhosa e dificultada, pois necessita de um grande nimero de sementes para extragdo
e isolamento de embrides. Além disso, com o0 passar do taspaturas de calos
embriogénicos perdem sua estabilidade gendgwando a reducédo da capacidade de
regeneracdo das plantas e obtencdo de plantas inférteis, sendo recomendados calos
cultivados com no maximo 45 dias para protocolos de transformacdo de plarias via
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tumefaciens (Alves et al., 2009). Embora ndo sejam totalmente conhecidos os efeitos da
idade do calo no genoma de B. distachyon, é importante garantir a estabilidade dos
gendtipos selecionados (Corredoira et al., 2014). A citometria de fluxo tem sido
utilizada para verificar a ploidia e estabilidade genética de plantas oriundas de
sucessivos subcultivos (Fras e Maluszynska, 2004; Currais et al., 2013). Porém, ndo ha
dados na literatura que enfatizem a idade limite de utilizacdo de calos oriundos de
sucessivos subcultivos, bem como informacdes acerca da estabilidade genética do
material em cultivce dos fatores do metabolismo que marcam a queda da capacidade
regenerativa.

B. distachyon é um sistema para o estudo de processos especificos, incluindo
estudo da biologia da parede celular (Trabucco et al., 2013; Marriott et al., 2014,
Rancour et al.,, 2015; Petrik et al., 2016), citogenética (Hasterok et al., 2015), o
desenvolvimento do endosperma (Guillon et al., 2010), desenvolvimento do caule
(Matos et al., 2013), inflorescéncia (Kellogg et al., 2013) e estresses abidticos (Jeong et
al., 2013; Des Marais e Juenger, 2015).

Ainda se sabe pouco sobre as respostas de B distachyon mediante a estresses. A
literatura € limitada, mas é crescente o0 numero de pesquisas sobre a fisiologia,
desenvolvimento e biologia molecular da interacdo de Brachypodium com o ambiente, e
os estudos moleculares e fisiologicos em sua maioria se concentram em apenas um
estresse imposto. Porém B. distachyon é um excelente sistema modelo para abordar
mecanismos de estresses combinados. Devido sua pequena estatura e ciclo de vida curto
facilitando repetidas manipulacées experimentais de multiplos fatores (Des Marais e
Juenger, 2015).

A luz é um fator fisico que influencia todas as principais transicdes de
desenvolvimento, como a germinacdo de sementes, fotomorfogénese e floragcéo
(Fankhauser e Staiger, 2002). As plantas sdo muitos sensiveis a este fator durante todo o
seu ciclo de vida. As condi¢cdes de luz podem ser utilizadas para estimular vias
relacionadas com metabolismo secundario em casas de vegetacdo (Arena et al., 2016) e
in vitro (Ramakrishna e Ravishankar, 2011; Kuo et al., 28h&ad et al., 2015; Wang
et al.,, 2015; Batista et al., 2016). No cultivo in vitro, tem se alcancado resultados
satisfatérios com o uso de diodos emissores de luz (LEDs) se comparado a lampadas
fluorescentes (Poudel et al., 2008; Jung et al., 2013; Ouzounis et al., 2014; Ahmad et al.,
2016). LEDs apresentam enorme potencial para melhorar o crescimento sustentavel,
além suprir de as necessidades de fluéncia e comprimento de onda das plantas e
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fornecer a quantidade e qualidade de luz necesséaria para diferentes fases dentmescim
(Fang e Jao, 2000; Darko et al., 2014).

A parede celular vegetal € uma complexa mistura de polissacarideos e proteinas
fundamentais para definir formas e funcdes da planta. A parede vegetal secundaria além
da importancia funcional constitui grande porcdo da biomassa vegetal com alto
potencial de aplicacdo, principalmente os componentes lignocelulésicos nos vasos do
xilema e fibras, que formam uma camada estruturada entre a membrana plasmatica e a
parede celular primaria (Didi et al., 2015). Em células com paredes secundarias
aparecem alignina, um componente frequente em tecidos como o Xxilema e o
esclerénquima. A biossintese da parede celular requer acdo de varios compartimentos
celulares com funcdes ndo totalmente esclarecidas. A celulose, por exemplo, é
sintetizada na membrana plasmatica, ao passo que hemiceluloses, pectinas, proteinas e
glicoproteinas sao sintetizadas em corposecisans de Golgi e transportadas para
parede celular (Oikawa et al., 2013); ja a lignina é sintetizada na parede celular pela
polimerizacdo dos monolignois catalisada por peroxidases e lacases (Fry, 2001;Wang et
al., 2015).

A luz afeta a rota dos fenilpropanoidé3ufang et al., 2015Ahmad et al.,

2015) e as ligninas séo derivadas a partir de multiplos ramos das vias de biossintese de
fenilpropanoides@uYang et al., 2015). A luz pode provocar alteragées na deposicao de
lignina, como foi mostrado por Dong et al. ( 2015), em que altesagbciclo de luz

causou reducdo dos seus teores em trigo in. Wirala, pode afetar outro importante
componente para a modulacdo da parede celular vegetal: a celulose sintase - CESa
(enzima com multiplos dominios que residem na membrana plasmatica ou no Golgi) é
responsavel pela sintese de celulose e calose (Fry, 2001). O complexo dé CESa
regulado pelo fitocromo B (phyB), fotorreceptor de luz vermelha, e influencia na
deposicdo das microfibrilas de celulose em Arabidopsis. No escuro as subunidade de
CESa sdo inibidas, e o processo é revertido através da ativacdo de phyB invalidando a
inibicdo (Bischoff et al., 2011).

Os mecanismos antioxidantes também séo afetados pela luz (Jung et al., 2013).
Triticum aestivum respondeu a LED Branca/vermelha aumentando a atividade de
peroxidases (POD) e catalases (CAT) (Dong et al.,, 2015). Sob LED Azul e LED
Vermelha houve o aumento de dismutases do superdxido (SOD), glutationa peroxidase
(GPX), CAT e peroxidases do ascorbato (APX) em Rehmannia glutinosa cultivada in
vitro (Manivannan et al., 2015). LED Vermelha aumentou as atividades de SOD, GPX,
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CAT e APX de Dianthus caryophylluSGreen Beauty’ e ‘Purple Beauty’in vitro, bem
como o aumento significativo do crescimento, de parametros fotossintéticos e teor de
nutrientes em comparagdo com o tratamento lampada fluorescente (Manivannan et al.,
2017). O nivel de atividade dessas enzimas reflete a situacéo da atividade fisiol6gica das
plantas (Dong et al., 2015).

Diante do exposto, o0s objetivos deste trabalho foram: i) examanar
embriogénese de B. distachyon e o efeito da idade dos calos na estabilidade de plantas
oriundas de sucessivos subcultivos e; ii) verificar os efeitos da qualidade da luz na

morfogénese e modulacéo da parede celular.
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CAPITULO 1

Potencial regenerativo, perfil metabdlico e estabilidade genética
durante sucessivos subcultivos de calos embriogénicos de
Brachypodium distachyon

Resumo

Brachypodium distachyon, espécie modelo para gramineas forrageiras e cereais, tem
sido util nos estudos que buscam melhorias na producédo de biomassa e aumento do
rendimento para a producdo de biocombustiveis. A embriogénese somética (ES) € a via
morfogénica que fundamenta a regeneracdo in vitro da espécie. Todavia, ha lacunas
para estudos que visem a caracterizacdo do perfil metabdlico e da estabilidade genética
ao longo de subcultivos sucessivos. Com este objetivo, analisaram-se variaveis
fisiologicas e o perfil metabdlico de calos embriogénicos (CE) e estruturas
embriogénicas (EE) oriundos de sucessivos subcultivos (30, 60, 90, 120, 150, 180, 210,
240, 360 dias). Por meio das discriminantes candnicas verificou-se que os CE foram
separados em trés grupos: 90; 60 e 120 a 240 dias. CE de 60 e 90 dias apresentaram
maior potencial regenerativo em meio contendo 2,4-D. CE de 90 dias submetidos a
meio de inducdo de ES contendo 2 mfyde cinetina foram os maiores produtores de

EE. Perfis de metabdlitos de calos nao-embriogénicos (CNE), (EHE doram
submetidos a andlise de componentes principais (PCA) que discriminou dois grupos: o
de 30 a 240 dias e o de 360 dias. Dentre os metabdlitos que mais contribuiram para a
discriminacdo desses grupos estao o acido malbnico, triptofano, asparagina e &ritrose.
analise de PCA de EE também separou as diferentes idades em grupos, sendo 0 grupo
gue abrangeu 60 e 90 dias o mais indicado para o subcultivo de B. distachyon, devido
aos seus altos niveis de varios metabolitos. Os metabolitos-chave para distinguir entre
0s grupos de EE foramgalactinol, o oxaloacetato, o triptofan@aealina Além disso,
metabolitos secundarios como o acido cafeoilquinico, o acido cinamico e o acido
ferdlico foram importantes na fase de CE. Os &cidos ferulico, cinamico e fenilacético
marcaram as quedas da capacidade regenerativa. O baixo acumulo dos aminoacidos
acido aspartico, asparagina, triptofano e glicina caracterizam CNE, sugerindo serem
indispensaveis para a competéncia embriogénica em B. distachyon. A estabilidade
genética das plantas regeneradas foi avaliada por citometria de fluxo, mostraado que

instabilidade da ploidia em plantas regeneradas de calos de B. distachyon ndo esta
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relacionada com a idade dos calos. Conclui-se que a perda da capacidade regenerativa
de CE em B. distachyon ocorre somente a partir de 120 dias, mostrando que o0 uso de

CE pode ser estendido para 90 dias de cultivo.

Palavras-chave Citometria de fluxo, embriogénese somética, metabol6mica, ploidia.
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Abstract

Brachypodium distachyon, a model species for forage grasses and cereal crops, has been
useful in studies that seek improvements for biomass production and increasing crop
yield for the production of biofuels. Somatic embryogenesis (SE) is the morphogenic
pathway that supports in vitro regeneration of the species. However, there are gaps for
studies aiming to characterize the metabolic profile and genetic stability along
successive subcultures. The physiological variables and the metabolic profile of
embryogenic callus (EC) and embryogenic structures (ES) from successiviusabcu

(30, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240 and 360 days long) were analyzed. Canonical
discriminant analysis separated EC into three groups: 90; 60 and 120 to 240 days. EC
with 60 and 90 days showed higher regenerative potential. EC of 90 days submitted to
SEinductionin 2 mg L* of kinetin-supplemented medium was the greB®@producer.

The metabolite profiles of non-embryogenic callus (NEC), EC and ES submited to
principal component analysis (PCA) separated into two groups: 30 to 240-day and 360-
day. The most important metabolites for these groups were malonic acid, tryptophan,
asparagine and erythrose. PCA of ES also separated ages into groups and ranked 60 and
90 days as the best for use due to their high levels of various metabolites. The key
metabolites that distinguield the ES groups were galactinol, oxaloacetate, tryptophan,
and valine. In addition, significant secondary metabolites such as caffeoylquinic acid,
cinnamic acid and ferulic acid were important in the EC phase. Ferulic acid, cinnamic
acid and phenylacetic acid marked the decreases in the regenerative cap&®ynof

B. distachyon. Decreased accumulations of the amino acids aspartic acid, asparagine,
tryptophan and glycine characterize NEC, suggesting that they are indispensable for the
embryogenic competence in B. distachyon. Genetic stability of the regenerated plants
was evaluated by flow cytometry, showing that the ploidy instability in regenerated
plants from B. distachyon callus is not related to age. It is concluded that the loss of
regenerative capaciiy EC in B. distachyon occur from 120 days, which demonstrate
that the use of EC can be extended to 90 days.

Keywords: Flow cytometry, metabolomics, ploidy, somatic embryogenesis.
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Introducéao

Brachypodium distachyon tem sido usada com éxito como modelo para estudos
de parede celular, arquitetura da planta, propriedades dos graos e meristemas e controle
da floragdo, com o objetivo de garantir avangos nos estudos para utilizagcdo de
gramineas para o fornecimento de alimentos, racdes e combustiveis (Draper et al., 2001,
Hirano et al., 2013; Rancour et al., 2015; Trafford et al., 2013; Kellogg, 2015; Vogel,
2015). A espécie tem sido estudada por meio da gendmica funcional e estrutural (Mur et
al., 2011), colecbes de marcadores de sequéncia genética (EST), estudos de funcéo de
genes, sejam através da genética direta (forward ggretiesersa (reverse genetics)
sondas citogenéticas e bancos de germoplasma (IBI, 2010; Mur et al., 2011) e mediante
a transformacé&o de plantas (Vogel e Hill, 2008; Alves et al., 2009; Vogel, 2015).

O protocolo de transformacéo de B. distachyon ja foi estabelecido e alicercado
em eficiente sistema de embriogénese somaética (ES). A ES é uma via morfogénica
valiosa para o melhoramento genético de plantas quando associada a possibilidade de
producdo massiva de plantas in vitro e a reproducéo de plantas transgénicas, sendo um
sistema importante para estudar e compreender os diferentes processos que ocorrem
durante o desenvolvimento vegetal (Zimmermannn, 1983a-Pefia et al., 2015).

Devido a suas caracteristicas de totipotencialidade celular, algumas células
somaticas podem diferenciar, tornar-se embrides e desenvolver a ponto de gerar plantas
inteiras (Zimmermann, 1993; Verdeil et al., 2001, 2007). Durante a ES, os reguladores
de crescimento controlam a expressao espacial e temporal de multiplos genes, a fim de
iniciar a mudanca no programa genético das células somaticas, bem como a transicéo
entre as fases de desenvolvimento do embrido (Rocha e Dornelas, 2013; Fehér, 2015).
Nesse contexto o estudo detalhado das possiveis alteragcbes metabodlicas ocorridas
durante o cultivo de calos embriogénicos (CE) ao longo do tempo também é necessario,
uma vez que o mecanismo de acdo da maioria dos elementos biologicos importantes
para a regulacdo da ES e o desenvolvimento de um embrido € pouco conhecido.

Em B. distachyon a obtencdo de CE € de fundamental importancia para a
transformacao genética mediada por Agrobacterium tumefaciens. Bablak et al. (1995)
foram os primeiros a propor um protocolo de inducdo de CE a partir de sementes com
embrides maduros de B. distachyon. A capacidade de regeneracédo de embribes maduros
é limitada na maioria das espécies de Poaceae, tais como trigo, milho, sorgo e cevada
(Ye e Tao, 2008), sendo o sucesso das técnicas de transformacao e regeneracao baseado

14



na cultura de calo altamente embriogénico (Hansen e Wright, 1999). Isto tem sido
alcancado em B. distachyon usarsgoembrifes zigoticos imaturos, que mostram
elevada capacidade regenerativa in vitro com adi¢cado de 2,4-D no meio (Draper et al.,
2001; Vogel et al., 2006; Pacurar et al., 2008; Vogel e Hill 2008; Alves et al., 2009;
Zombori et al., 2011; Lee et al., 2011).

Contudo, enfrentam-se dificuldades durante o processo de aquisicdo de CE, tais
como a necessidade de grande numero de sementes para extracdo de embrides e o
isolamento de embrides imaturos que consomem tempo e trabalho. Além disso, com o
tempo as culturas de CE perdem sua estabilidade geegtitancialidade, o que leva a
reducdo da capacidade de regeneracdo das plantas e obtencdo de plantas inférteis. Alves
et al. (2009) comentaram que extensos periodos de cultivo e subcultivo de CE causam
variacbes genéticas, levando até ao aumento de regeneracdo de plantas albinas. Os
autores utilizaram CE, com no maximo 45 dias de cultivo para o protocolo de
transformacao de plantas. Vogel e Hill (2008), Bragg et al. (2015) indicam 50 dias e Lee
et al. (2011) 65 dias. Porém, ndo ha informacdes na literatura, alicercadas em estudos
sistematizados que enfatizem a idade limite de utilizacdo de CE oriundos de sucessivos
subcultivos e sua capacidade de regenerar plantas normais, incluindo informacdes
acerca da estabilidade genética do material em cultivo, caracteristica fundamental para o
sucesso na obtenc&o de plantas via ES (Pinto et al., 2010;Rienmiaska e Sliwinska,

2015; San José et al., 2015).

Desta forma, objetivou-se avaliar o efeito de sucessivos subcultivos no potencial
de regeneracéo e seus efeitos na estabilidade genética de plantas regeneradds a partir
embrides imaturos, bem como caracterizar o perfil de metabdlitos associado a
manutengdo ou perda das respostas regenerativas das culturas. Conclui-se que a
regeneracao de plantas em B. distachyon é afetada pela idade dos CE e sledeapac
de gerar EE bem como que ha metabdlitos-chave na manutencdo do potencial

embriogénico das culturas ao longo de sucessivos subcultivos.
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Material e métodos

Material vegetal

Sementes de B. distachyon (L.) P. Beauv. (2n = 10), da linhagem Bd-21 foram
cedidas pelo Dr. John Vogel (USDA-ARS Western Regional Research Center, Albany,
EUA.). A semeadura foi feita em vasos plasticos com capacidade de 350 mL (EME-A-
EME Ind. Com. Ltda., Petrépolis, RJ, Brazil) contendo a mistura (2:1) de substrato
organico Tropstrafd (Vida Verde Industria e Comércio de Insumos Organicos Ltda,
Mogi Mirim, SP, Brasil) e vermiculita de granulometria média, sendo submetidas
vernalizagdo (4 °C por 7 dias), para sincronizar a germinacdo. Logo apés as plantulas
foram levadas para camaras de crescimento (Thermo Scientific Precision, modelo 818),
no Laboratério de Cultura de Tecidos do Instituto de Biotecnologia Aplicada a
Agropecuaria (BIOAGRO) da Universidade Federal de Vicosa JUMG, Brasil, e
fertilizadas semanalmente com solugéo de Hoagland modificada (Yordem et al., 2011).
As plantas foram mantidas a 22 °C, sob irradiancia de 150 puthst enfotoperiodo de
16:8 h (luz: escuro), providos por iluminacao fluorescente branca. Apos cinco semanas

o fotoperiodo foi alterado para 20:4 h (luz: escuro), visando a inducéo do florescimento.

Producao de calos embriogénicos (CE)

Sementes imaturas (coletadas apds 8-12 semanas) foram dispostas em placa de
Petri e esterilizadas superficialmente em camara de fluxo laminar, utilizando-se etanol
70% durante 30 segundos e enxague com agua destilada estéril, seguida de hipoclorito
de sédio com 1,3% de cloro ativo durante 4 minutos e triplo enxague com agua
destilada e estéril. Em camara de fluxo laminar, sob estereomicroscépio e com auxilio
de uma pinca fina foi removida a casca (palea e lema) das sementes imaturas,
coletando-se os embrides imaturos com endosperma leitoso. Os eixos embrionarios
foram cultivados em placas de Petri em meio MSB3 (Alves et al., 2009), contendo sais
e vitaminas de MS (Murashige e Skoog, 1962), 4 'gyde EDTA-Fe, 30 g tde
sacarose, 2,5 mgLde 2,4-D, 06 mg £ de CuSQ e 2 g [* de Phytagél
(SigmaChem. Co, St. Louis, MO, USA). O pH do meio foi ajustado para 5,8. As
culturas foram mantidas a 25 °C, no escuro e apos trés ser@&asm cor creme
foram fragmentados e cultivados por mais 2 semanas em meio MSB3 recém-preparado.
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Avaliacéo da idade dos calos embriogénicos (CE) e regeneracao de plantas

Calos com idades de 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240 e 360 dias foram
cultivados em meio de regeneracéo contendo sais de MS, 38egdacarose, 2 g'ide
Phytage? (Sigma), 2 mg L de cinetina e pH 5,8 para a inducéo de plantulas durante 30
dias. Calos com diferentes idades foram avaliados quanto a area de proliferacédo
(mensurando a &rea inicial e final de crescimento dos calos), indice de regeneracdo
(numero de plantulas), formacao de estruturas embriogénicos (EE) (mistura da transicao
de CE a embrides somaticos, incluindo células proembriogénicas, embrido globular a

cordiforme) e nimero de plantas albinas.

Analises de metabdlitos

Calos ndo-embriogénicos (CNE) de 30 dias e CE de 30, 60, 90, 120, 150, 180,
210, 240 e 360 dias e EE oriundos das idades 60, 90, 120, 150, 180, 210 e 240 dias
foram submetidos a analises de metabdlitos. A extracdo de metabdlitos primarios,
derivatizacao, adicdo de padréo e de inje¢cdo de amostra para cromatografia gasosa com
espectrdmetro de massa (GC-MS) foram realizadas de acordo com Lisec et al. (2006),
com modificacdes. A extracdo de metabdlitos de G éoram realizadas com 10 mg
de tecido liofilizado e pulverizado com nitrogénio liquido com a adicdo da solucdo
extratora contendo metanol:cloroférnio:agua nas propor¢des 2,5:1:1 (v/v/v) e 60 uL por
amostra do padrdo interno ribitol (0,2 mg Tlem HO). As amostras foram
derivatizadas adicionando metoxiaminohidroclorido (20 mg*neim piridina). Foi
adicionado o silanizante N-metil-N-trimetil-sililtrifluoracetamida (MSTFA) e ésteres
metilicos de &cidos graxos (FAME). O volume de 100 pL foi transferido para os vials
para serem aplicados BC-MS.

O sistema deGC-MS TruTOF €& composto por amostrador automatico
Split/Splitless, cromatégrafo a gas Agilent e espectrometro TriTE@F TOFMS,
Leco, equipado com uma coluna capilar com 30 m (DB-35 MS, Agilent Technologies)
(Lisec et al., 2006). Os cromatogramas e 0s espectros de massa foram avaliados usando
o software Tag Search (Cuadros-Inostroza et al., 2009) e bibliotecas de massa espectrais
de compostos derivados de trimetilsilicio (TMS) obtido pelo Instituto Max Planck de

Fisiologia Molecular Vegetal (http://csbdb.mpimp-golm.mpg.de / csbdb). Depois de
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identificados, os valores relativos dos metabdlitos foram normalizados pelo peso da

amostra e pela mediana do valor relativo.

Citometria de fluxo

Para analise do nivel de ploidia de DNA das plamnta®.distachyon, foi
realizado o censo de plantas regeneradas via embriogénese somatica. Fragmentos de
folhas jovens foram seccionados em uma placa de Petri (60 x 15 mm com) 500 pL de
tampéao de extragdo OTTO-I (Otto, 1990), suplementados com 2 mM de 2-4-ditiotreitol
(Sigmd), pH 2,3. Subsequentemente, 500 pL do mesmo tamp&o foram adicionados e a
solucdo foi filtrada em um filtro de nailon de 30 pm (P&)te® sobrenadante foi
descartado e o pelletssuspendido e incubado por 10 minutos em 100 puL tampao de
extragdo OTTO-I (Abreu et al., 2008). A suspensao nuclear foi corada com 1,5 mL de
solugdo OTTOH (Otto, 1990) suplementada com 75 uM de iodeto de propideo (IP,

Sigm&) e 2,0 mM de 2-4-ditiotreitol (pH 7,5) no escuro. Apés corar, a suspensao foi
fitrada em malha de nailon de 30 um de mesh. As suspensfes foram analisadas no
citometro de fluxo BD FACSCanto Il (BDBiosciences). Histogramas com coeficientes
de variacédo (CV) acima de 5% foram descartados. O padréo interno utilizado foi Zea

mays‘CE-7777" germinada partir de sementes (Lysak e Dolezel, 1998).
Andlises estatisticas

Os experimentos foram realizados em delineamento inteiramente casualizado,
considerando-se calos com dez idades diferentes e cinco repeticdbes contendo oito
explantes cada para obtencdo da média. Somente calos com 60 a 240 dias utilizados
devido a sua capacidade regenerativa. As variaveis fisiolégicas e de desenvolvimento
foram submetidas a MANOVA e a andlise discriminante candnica, com o objetivo de
identificar a distancia entre CE de diferentes idades de B. distachyon em grafico de
dispersao bidimensional. Para identificar grupos de tratamentos (idades), foi aplicado o
método de agrupamento de otimizacdo de Tocher, utilizando a distancia quadrada
generalizada de Mahalanobis?(DA qualidade do agrupamento foi avaliada por meio
do coeficiente de correlacdo cofenética (r). Utilizou-se, também, o critério de Singh

(1981) para quantificar a contribuicdo relativa das variaveis utilizadas para discriminar
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os tratamentos. As analises foram realizadas utilizando o programa computacional
Genes (Cruz, 2013).

Para o perfil metabolico foram realizados MANOVA, analise de Componentes
Principais (PCA) e mapa de calor dos metabdlitos identificados, criados no
Multiexperiment Viewer Verséo 4.9 (Dana-Farber Cancer Institute, Boston, MA, EUA,
disponivel gratuitamente no site http://www.tm4.org/mev.html). As analises de
Componentes Principais (PCA) foram realizadas no software Metaboanalyst
(http://www.metaboanalyst.ca) (Xia et al., 2009, 2012, 2015). Realizou-se o teste t de
Student para examinar diferengas nos niveis de metabdlitos, usando a idade de 30 dias

como controle de CE e 60 dias para controle de EE.
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Resultados

A regeneracdo de plantas em Brachypodium distachyon € afetada pela idade dos
calos embriogénicos (CE) e por sua capacidade de gerstruturas embriogénicas
(EE)

As medidas de divergéncia entre os tratamentos, estimadas a partir da distancia
de Mahalanobis (f), apresentaram magnitude de 1,277 a 60,077, indicando ampla
variabilidade entre as idades dos CE de B. distachyon estudados. O coeficiente de
correlacéo cofenética (ccc) foi de 0,79, indicando adequacdo do método de agrupamento
(Rohlf, 1970).

Com base na contribuico relativa das variaveis analisadas para CE, verificou-se
que as variaveis que mais contribuiram para caracterizacdo das idades de CE foram a
formacao de EE e o indice de regeneragaformacao de EE contribuiu com 43,03%
para divergéncia total, enquanto a indice de regeneracao contribuiu com 26,84%. A area
de crescimento e numero de plantas albinas apresentaram contribuicdes menores
(Tabela 1).

Tabela 1 - Cargas nas duas principais variaveis canfnicas e contribuicédo relativa das
variaveis originais, pelo método proposto por Singh (1981), de sete idades de calos
embriogénicos de Brachypodium distachyon

Cargas

Variavel original Contribuicao relativa (%)
Canl Can?2
Estruturas embriogénicas 0,48  -0,11 43,03
indice de regeneracéo 0,67 0,73 26,84
Area de crescimento 0,30 0,67 18,73
Plantas albinas 0,63 -0,39 11,40

As duas primeiras varidveis candnicas exphta cerca de 94,50% da
variabilidade entre as idades de subcultivos de CE de B. distachyon (66,2 % e 28,3%,
respectivamente) (Tabela 2), explicando quase toslariancia encontrada entre as
idades de CEalB. distachyon e permitindo representa-la em um gréafico de dispersao

bidimensional (Figura 1).
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Tabela 2 - Autovalores variancia e variancia acumulada das variaveis candnicas
obtidas a partir das variaveis originais, em sete idades de calos embriogénicos (CE) de
Brachypodium distachyon

Variaveis Variancia Variancia acumulada
_ Autovalores
candnicas (%) (%)
1 8,45 66,17 66,17
2 3,62 28,34 94,51
3 0,47 3,66 98,16
4 0,23 1,84 100,0

A analise de agrupamento pelo método de Tocher, baseada na matriz de
Mahalanobis, separou as idades de CE em trés grupos distintos. O grupo 1 abrangeu
120, 150, 180, 210 e 240 dias, os quais apresentaram a menor distancia na matriz de
Mahalanobis (Figura 1). CE com 60 dias formaram o segundo grupo e apresentaram
altos indices de formacdo de EE e capacidade regenerativa. O grupo trés comportou
apenas CE com 90 dias, os quais apresentaram as melhores respostas regenerativas, com

maiores rendimentos de EE, indicando ser a melhor idade para producéo de plantas.

10
® 60 dias
O 90 dias
v 120 dias 3
81 & 150 dias Grupo 3
m |80 dias
Q; 0O 210 dias
S,l 61 ¢ 240dias Grupo 1
o0
™
-
o
g
Grupo 2
B @
O T T T T
0 2 4 6 8 10

Can 1 (66,2%)

Figura 1 - Disperséo gréfica bidimensional de sete idadesatiss embriogénicos (CE)
avaliadas em Brachypodium distachyon nas duas primeiras variaveis canonicas.
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Perfil metabdlico de calos embriogénicos (CE) estruturas embriogénicos (EE)em

Brachypodium distachyon

Utilizou-se de perfil metabodlico baseado &@-MS para fornecer informacgdes
sobre a fisiologia de B. distachyon durante os sucessivos cultivos de CE e EE. As
andlises de componentes principais mostram que PC1 (48%) e PC2 (21,4%) separaram
os calos em dois grupos distintos: CNE e CE com idade de 30 a 240 dias e com 360 dias
(Figura 2A). Um gréafico de carga mostra os metabdlitos que mais contribuiram para
separacdo dos grupos, entre eles o acido malbdnico, o triptafasmeparagina e
eritrose, com o aumento de 13 vezes aos 360 dias (Figura 2B). O mapa de cor com 38
metabdlitos mostra a separacdo dos grupos de 30 a 240 dias e 360 dias (Figura 2C
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Figura 2 — Calos embriogénicos (CE)calos ndo-embriogénicos (CNE) avaliados em
Brachypodium distachyon in vitroA - Diagramanos dois primeiros componentes
principais. B - Cargas das variaveis originais nos dois primeiros componentes
principais.C - Abundancia relativa de 38 metabdlitos oriundos de calos embriogénicos
de 30 a 360 dias analisados pelo tdaste Student(n = 5) Os valores relativos
encontram-se nos Dados Suplementares.

Interessantemente, CNE demostraram teores significativamente reduzidos dos os
aminoacidos asparagina, glicina, acido aspartico e triptofano, além da queda nos teores
de mio-inositol-P e acido succinico, se comparado a 30 dias.

Calos de 60 a 240 dias demonstraram aumento de todos os aminoacidos, a
excecdo da serina. Os acucares maltotriose, xilose, treattusaqicares alcool mio-

inositol-P e celobitol apresentaram acumulo no decorrer das idades. Os niveis dos

23



monossacarideos frutose e glicose apresentaram comportamento aleatério em funcéo
das idades estudadas. Por se tratar de calos e EE desenvolvidas em meio de cultivo com
alto teor de sacarose, este metabolito foi desconsiderado das analises.

Entre os acidos organicos, houve pronunciado aumento do acido butandico,
acido malico, acido maldnico e &cido glutaridd. acido cafeiolquinico, como
representante dos metabolitos secundarios, decresceu no decorrer da idade .dos calos
Aos 360 dias, 22 metabdlitos entre eles aminoacidos, aguUcares, acidos organicos, e
metabolitos secundarios, foram significativamente inferiores ao tratamento controle (30
dias).

Andlises de PCA e variancia identificaram diferencas chave entre as idades de
EE de B. distachyon. Os dois primeiros componentes principais com PC1(42,2%) e
PC2(23,5%) revelaram trés grupos, sendo o primeiro grupo formado por EE com 60
dias, o segundo formado por EE de 90 dias e o terceiro grupo representando 120 a 240
dias. Entretanto, houve sobreposicéo entre os grupos de EE de 60 e 90 dias (Figura 3A).
Destaquese que alguns metabdlitos foram importantes para discriminacdo dos grupos
como o galactinol, o oxaloacetato, o triptofanavalina (Figura 3B).

Observou-se maior abundancia da maioria dos metabdlitos em EE de 60 e 90
dias, tendo a maioria dos metabdlitos apresentado niveis mais baixos a partir dos 120
dias (Figura 3C). Dos 41 metabdlitos, 32 apresentaram quedas significativas em relagcéo
ao controle, com excecao para asparagina, histidina e galactose. Os acucares galactose e
melibiose aumentaram, enquanto eritrose, trealose e tagatose tiveram tendéncia de
queda. Os acucares alcool mio-inositol-P, galactinol e gliceraldeido demonstraram
quedas significativas apds 90 dias. Acidos organicos como &cido acético, fumarico,
glucurdncico, oxaloacetato apresentaram reducao significativa no contetudo. Os &cidos
cinamico e ferdlico reduziram ap6s 180 dias. Calos de 360 dias ndo apresentaram
habilidade regenerativa para gerar EE e por isso ndo foram considerados parae prese

analise.
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Figura 3 — Estruturas embriogénicas (EE) avaliadas em Brachypodium distachyon in
vitro. A - Diagramanos dois primeiros componentes princip8is. Carga das variaveis
originais nos dois primeiros componentes princip@is: Abundancia relativa de 41
metabolitos oriundos destrururas embriogénicds 60 a 240 dias analisados pelo teste

t de Studenfn = 5) Os valores relativos encontram-se nos Dados Suplementares.

A idade dos calos nao alterou o nivel de ploidia das plantas regeneradas

Para avaliar o efeito da regeneracao via embriogénese somatica de B. distachyon
na estabilidade do nivel de ploidia, utilizeea citometria de fluxo. O contetudo de

DNA dos nucleos de folhas regeneradas foi analisado. O conteido de DNA 2C das
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plantas diploides de B. distachyon (2n = 10) foi estimado em 0,72 pg (Figura 4A),
enquanto o contetdo de DNA 2C das plantas tetraploides de B. distachyon foi estimado
em 1,43 pg (Figura 4B). Usou-se o padrdo interno de referéncia Zea @iay37’
(2C=5,43 pg DNA). As estimativas foram acompanhadas de coeficientes de variacdo
abaixo de 5% (2,61% e 4,30%), conforme recomendado. Por meio de censo
populacional ndo se observou relacdo entre a idade dos CE e a instabilidade dos
regenerantes, no que diz respeito ao nivel de ploidia (Tabela 3).

Tabela 3 - Nivel de ploidia de Brachypodium distachyon oriundas de calos
embriogénicos (CE) de 60 a 240 dias

Plantas Plantas diploides Plantas poliploides
Idades dos calos  regeneradas (%) (%)
60 28 100 0
a0 38 94,74 5,26
120 19 94,74 5,26
150 35 100 0
180 17 94,12 5,88
210 6 83,33 16,67
240 9 100 0
E B.distachyon A B.distachyon B

244

Z.mays

Figura 4 - Estimativas do conteuddo de DNA nuclear de plantas obtidas por
embriogénese somatica de Brachypodium distachyon por citometria de fluxo. O
primeiro e o terceiro pico em cada histograma correspondem, respectivamente, a B.
distachyone ao padréo interno de referéncia Zea ni&ys777’(2C=5,43 pg/DNA).A

- Planta diploide obtida de calos embriogénicos (CE) com 120 dias de idade (2C=0,72
pg/DNA); B - Planta tetraploide obtida de calos embriogénicos (CE) de 210 dias de
idade (2C=1,42gDNA).
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Discussao

Processos bioquimicos, fisiolégicos e genéticos associados a embriogénese
somatica (ES), foram caracterizados em calos embriogénicos (CE) e estruturas
embriogénicasEE) de B. distachyon. As variaveis de crescimento do calo, indice de
regeneracao, estabilidade das plantas geradas e perfil metabdlico de CE em meio de
inducdo foram comparados eGE submetidos ao meio indutor e de regeneracédo de
plantas durante um ano. As variaveis fisiologicas selecionadas (Tabela 1) foram
eficientes na caracterizagdo da qualidade de CE de B. distachyon por possuirem
contribuigbes importantes na discriminagéo entre as idades dos calos (Figura 1).

Verificou-se que a capacidade de gerar plantasCiiode B. distachyon tem
seu apice aos 90 dias, seguida por queda gradativa a medida que o numero de dias
avancam. Esses resultados diferem dos reportados por Vogel e Hill (2008), Alves et al.
(2009) e Lee et al. (2011), uma vez que estendem a possibilidade do uso do calo para
mais de 60 dias. Lee et al. (2011) destacaram que a idade dog eakscolha d
sistema de vetor incluindo marcadores de selecdo devem ser considerados, pois
influenciam na transformacéo de plantas mediadaAgmbacterium. A formacao dos
grupos de idades de calos representa uma valiosa informacao na escolha de uso dos CE
paraES e regeneracao de plantas, sem perder a qualidade das plantas regeneradas.

O perfil metabdlico revelou o envolvimento de metabdlitos-chave associados ao
potencial regenerativo. Calos de 60 a 240 dias apresentaram maiores acumulos de
acidos organicos (a4cidos malico e malénico) em relacdo aos calos ndo-embriogénicos e
os de 360 dias. Os acidos méalico e malbnico caracterizaram as quedas de crescimento e
capacidade regenerativa das culturas em diferentes idades de calos de B. distachyon e o
fim da atividade metabodlica em calos de 360 dias. O acido dicarboxilico mal6nico é
produto do malato-oxaloacetato. Esse acumulo dos acidos malico e malbnico pode ser
resultante da reacdo de descarboxilagdo do oxaloacetato. O malato tem papel
fundamental no equilibrio redox da célula vegetal, através de sua realocacdo entre
diferentes compartimentos celulares. Aléem de inibidor da respiracéo celular, por inibir a
succinato desidrogenase, € precursor da biossintese de lipideos neutros através da
sintese de acetato via Acetil-CoA carboxilase (lgamberdiev e Eprintsev, 2016). Ha
relatos de sua relacdo com respostas a estresses abidticos (Kim, 2002; Igamberdiev e
Eprintsev, 2016). Os acidos organicos sao sintetizados em plantas como resultado da

oxidacdo incompleta de produtos fotossintéticos e atuam como reservatoérios de carbono
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gue podem ser convertidos em carboidratos ou sofrer oxidacdo terminal, resultando em
CO, e HO (Igamberdiev e Eprintsev, 20116

A natureza intermediaria dos acidos organicos determina a flexibilidade de seu
uso no metabolismo vegetal. O esqueleto de carbono dos acidos organicos também pode
ser usado para a biossintese de aminoacidos. O acumulo dos acidos organicos permitiu a
manutencdo dos aminoacidos endogenos beta alanina, asparagina, acido aspartico,
cisteina, isoleucina, metionina, triptofano e valina, que demostraram estar envolvidos na
diferenciacdo e na morfogénese de B. distachyon de 60 a 240 dias. Recentemente,
asparagina, triptofano e glicina foram relatados por promoverem o desenvolvimento de
embrides somaticos (Khan et al., 2015; Heringer et al., 2015, Ng et al., 2016). Dessa
forma, os baixos teores dos aminoécidos &cido aspartico, asparagina, triptofano e glicina
caracterizam CNE. O &cido aspartico € precursor da asparagina, composto chave no
transporte e armazenamento de nitrogénio plantas. Também é precursor comum dos
aminodcidos essenciais lisina, treonina, metionina e isoleucina (Azevedo et al., 2006).
Sugere-se que esses metabdlitos, encontrados em baixas concentracObic,em C
possam ser utilizados como marcadores indicativos da embriogénese e, portanto,
indispensaveis para a aquisicdo da competéncia embriogénica em B. distachyon.

O triptofano parece ter papel importante durantESa A principal via de
biossintese de auxina é um processo de duas etapas, em que ha conversao do triptofano
em acido indolil-3-acético (AlA), processo vital e altamente conservado em todo o reino
vegetal (Capron et al., 2009; Zhao, 2012; Gao e Zhao, 2014). O acumulo de triptofano
pode ter correlacdo com a queda dos niveis endégenos ativos de auxina nos CE de B.
distachyon, de acordo com o aumento da idade das culturas de calos. Gao e Zhao (2014)
relatam que a degradacdo da auxina desempenha papel essencial na manutencédo da
homeostase na regulagcdo do desenvolvimento das plantas. O controle de auxina é
rigoroso e quando ocorre a desativacdo de AIA, as moléculas componentes sao
convertidas rapidamente em aminoacidos, agucares e outras moléculas pequenas (Gao e
Zhao, 2014).

A pentose fosfatada eritrose apresentou queda no decorrer das idades dos calos.
A eritrose, juntamente com o triptofano, medeiam a transicdo dos carbonos do
metabolismo primario para o secundario atravées da via do acido chiquimico,
responsavel pela sintese de uma gama de metabdlitos secundarios (Heringer et al., 2015)

representados em CE de B. distachyon pelo acido cafeoilquinico. Heringer et al. (2015)
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verificaram, em cande-acucar, que os metabdlitos secundarios foram importantes para
a aquisicao de competéncia celular durante o desenvolvimento de embries somaticos.

O acumulo de acgucares como trealose, pode atuar como indutor de defesas em
situacdo de estresse abiotico (Tayeh et al., 2015). Adicionalmente, os aguUcares alcool
agem como antioxidantes que neutralizam espécies reativas de oxigénio (Nishizawa et
al., 2008). O mio-inositol-P pode estar envolvido na capacidade regenerativa de B.
distachyon, pois atua na sinalizacao celular, uma vez que se liga a outras moléculas para
formar mensageiros (Luo et al., 2011). E essencial para manter a estrutura e o trafego
nas endomembranas, o que é critico para o correto transporte de auxina e a correta
localizacdo de auxina durante a formacédo do padrdo embrionario (Abid et al., 2009; Luo
et al., 2011).

Os perfis de metabdlitos sdo altamente dindmicos, mas refletem a situacéo
fisiolégica para um determinado ponto no tempo (Winkelmann et al.,, 2015). As
mudancas metabdlicas que ocorrem no calo durante a embriogénese somatica em B.
distachyon (passagem de meio indutor para meio de regeneracdo) podem ser observadas
no decréscimo do teor da maioria dos metabdlitos endégenos ao longo do tempo. O
oxaloacetato se destacou pelos altos niveis em EE de 60 e 90 dias seguido por queda,
ajudando a descrever as alteracdes metabdlicas pelas quais os Cinpassiecorrer
dos subcultivos. Além de atuar no equilibrio redox das células, participa da producéo e
consumo de ATP, suporte de gradientes protbnico e ibnico em membranas e
acidificacdo de espacos extracelulares (Igamberdiev e Eprintsev, 2016). A reducéao dos
niveis de &cido glucurénico colaborou para diferir entre as idades dos EE. O &cido
glucurdnico é necessario para biossintese de pectinas e compostos ndo celuldsicos. As
pectinas sdo os componentes da matriz extracelular em culturas embriogénicas de B.
distachyon e as diferengas espaciais sdo correlacionadas com a natureza embriogénica
das células, sendo utilizadas com marcador molecular de células embriogénicas
(Betekhtin et al., 2016).

Os niveis mais elevados de aminoacidos em EE de B. distachyon aos 60 e 90
dias pode ser devido a exigéncia de aminoacidos para a diferenciacdo e divisdo celular
que levam a regeneragéo da planta. A valina e a leucina sdo exemplos de aminoacidos ja
mencionados na literatura como marcadores do inicio da embriogénese somatica em
coqueiro (Cocos nucifera) (Magnaval et al., 1995) em que ocorre aumento dos seus
teores. A quantidade de triptofano para CE aumentou no decorrer da idade dos calos e
em EE e apresentou altos niveis aos 60 e 90 dias, seguidos por queda progressiva nas

29



demais idades. Tal tendéncia pode ser devido ao estabelecimento do gradiente de
auxina, um marcador do potencial embriogénico, diferenciacdo e padrao apical-basal no
embrido (Wang et al., 2018tascimento-Gavioli et al., 20L70 triptofano atua como
precursor bioquimico chave para o AIlA, essencial durante o desenvolvimento
embrionario zigoético (Zhao, 2012; Wang et al., 2015) e somatico (Siriwardana e
Nabors, 1983; Khan et al., 2015; Heringer et al., 2015

A manutencéo dos teores de melibiose em relagédo aos agucares que sofreram
gueda sugere que possua um papel sinalizador, acumardioante eventos de
estresses (Jespersen e Huang, 2015). O aumento de gaiEe®msepode indicar sua
importancia durante a ES. A galactose aumentou cinco vezes mais em embrides
somaticos quemembrides zigoticos de Cyclamen persicum (Winkelmann et al. 2015).

Galactinol e mio-inositoR foram os aguUcares alcool que se destacaram em EE
de B. distachyonJuntamente com o galactinol, o mio-inositol transporta galactose
ativada para produzir rafinose e seus derivados (Nadwodnik e Lohaus, 2008).
galactinol € um oligossacarideo da familia rafinose que funciona como osmopatetor
células vegetais, reduzindo os riscos de danos oxidativos causados por estresses
abidticos. Em Arabidopsis thaliana o aumento de galactinol causou maior tolerancia das
células vegetais contra danos oxidativos causados por salinidade e baixa temperatura
(Nishizawa et al., 2008; Sengupta et al., 2015).

Metabdlitos secundarios importantes foram detectados nas amostras. Acidos
fendlicos, em sua maioria regulados pela fenilalanina amoénia liase (PAL), sofreram
alteracdes em sua concentragdo com o avancar das idades dos calos. Assim, os acidos
benzoico e cinamico apresentaram reducdo em CE, enquanto que a concentracdo de
acido ferulico se manteve. Para EE, os &acidos ferulico, cindmico e fenilacético
marcaram as quedas da capacidade regenerativa de B. distachyon. Estes produtos do
metabolismo dos fenilpropanoides estimulam a diferenciacdo adequada para
embriogénese, atuando como componentes antioxidantes ndo-enzimaticos. Para Silybum
marianum, uma espécie medicinal, a PAL desencadeou o crescimento de embrides
somaticos normais, contornando o estresse oxidativo mediante a sinalizagdo da rota dos
fenilpropanoides (Abbasi et al., 2016).

Os acidos hidroxicinamicos, encontrados em diferentes fases dos CE de B.
distachyon, compdem um grupo de fendlicos abundante em cereais, e conhecidos por
fortes propriedades antioxidantes. O &cido ferulico e seus produtos oxidativos sdo os

acidos hidroxicinamicos mais abundantes nos cereais e, em menores quantidades
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ocorrem 0 acido sinapico, acido p-cumarico e derivados do acido benzoico (Gallardo et
al., 2006). Durante a embriogénese somatica em milho, o acido cindmico estimulou o
sistema antioxidante de plantas contra espécies reativas de oxigénio (ROS) através de
erzimas antioxidantes como dismutases do superoxido (SOD) e peroxidases (POD),
aliviando as consequéncias do estresse e possibilitando o desenvolvimento dos embrides
somaticos (Szalai e Janda, 2009).

Plantas de B. distachyon regeneradas a partCEeom até 240 dias foram
analisadas por citometria de fluxo para avaliacdo da estabilidade de suas quantidades de
DNA. O coeficiente de variacdo das amostras foi inferior a 5%, como proposto por
Galbraith et al. (2001) para validagdo da andlise. B. distachyon apresentou média de
contetdo nuclear 2C = 0,72 pg DNA (diploide), valores similares aos relatados por
Draper et al. (2001), 2C =0,65 pg e Filiz et al. (2009), 2C = 0,70 pg. A maioria das
plantas analisadas por citometria de fluxo manteve o nivel de ploidia das plantas
doadoras como, por exemplo, toda a populacéo oriunda @e€BO, 150 e 240 dias.

Os resultados mostram que a frequéncia de poliploides ndo esta relacionada com o
tempo de cultivo in vitro uma vez que foram observadas plantas poliploides em
praticamente todas as idades avaliadas. Além disso, 100% das plantas regeneradas eram
diploides tanto na menor idade (60 dias) quanto na maior idade avaliada (240 dias). Por
outro lado, é necessario considerar que a reducao da taxa regenerativa, provavelmente
causada pelo aumento da idade @&so que pode ter contribuido para que plantas com
alteracbes genéticas ou outra alteracdo ndo chegassem ao fim do processo de
embriogénese e, consequentemente, ndo gerassem uma planta completamente
desenvolvida, passivel de andlises. Nontaswatsri e Fukai (2005), em trabalho com CE
mixoploides de Dianthus hybrid&elstar Scarlet’, submetidos a sucessivos subcultivos,

também observaram que as células diploides tém maior capacidade de regeneracéo.

Um dos principais requisitos para 0 sucesso da embriogénese somatica é a
fidelidade clonal, constituindo também o maior requisito para a clonagem em grande
escala. A avaliacdo da estabilidade de gendtipos de interesse quanto ao nivel de ploidia
garante aos tecidos embriogénicos a manutencdo da capacidade de produzirem embrides
e plantulas com a mesma quantidade de DNA da planta doadora (De Verno 1995;
Currais et al., 200)3Corredoira et al. (2014) enfatizaram a importancia ‘tottgpe’ do
material vegetal a ser clonado. E sabido que a manutenc&®E dediferenciados
aumenta os riscos de instabilidade genética (Kl&@4; Corredoira et al., 2014 a sua

propagacdo pode depender do tipo e concentracdo dos reguladores de crescimento
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aplicados (Mishiba et al., 2001; Currais et al., 2013) e a duracao do cultivo irFvso (
e Maluszynska, 20Q4Lurrais et al., 2013).

Com base nos resultados observados, conclui-se que as idades de 60 e 90 dias
Sao as mais promissoras para regeneracdo de plantas de B. distachyon, enquanto que
calos mais velhos (a partir de 120 dias) ndo sao indicados, visto que ha perda gradativa
da capacidade regenerativa, sendo a formacgao de regides embriogénicas e a capacidade
regenerativa as caracteristicas que mais contribuem para essa diferenca. Além disso, a
gueda na capacidade regenerativa € acompanhada por uma diminui¢do na quantidade de
metabolitos ativos em EE a partir dos 120 dias. Sugere-se que acido aspartico,
asparagina, triptofano, glicina mio-inositol-P sdo marcadores da embriogénese e
aquisicdo da competéncia embriogénica em B. distachyon. Obssnainda, quendo

houve relacdo entre tempo de cultivo e o percentual de plantas poliploides.
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CAPITULO 2

Qualidade de luz afeta os teores de lignina e celulose, a expressao de
genes de suas rotas de sintese e mecanismos de defesa antioxidativo em
Brachypodium distachyon

Resumo

A qualidade da luz é percebida pelas plantas através de varios receptores e gera diversas
respostas morfolégicas, metabdlicas e transcricionais. No presente estudo, a expressao
de genes da rota de sintese de lignina e celulose, caracteres morfoldgicos, anatémicos,
enziméticos e quimicos foram avaliados em plantas de Brachypodium distachyon
cultivadas in vitro, sob diferentes qualidades espectrais. Os tratamentos com lampadas
fluorescente (LF), LED Branca e LED azul (A)/vermelho (V), influenciaram a morfo
fisiologia de plantas in vitro de B. distachyon, agindo em alvos especificos para
promover adaptacdo funcional. As LFs, de uso tradicional em salas de crescimento,
promoveram maiores taxas de crescimento, forte deposicdo de ligninas siringil (S) e
guaiacil (G), maiores quantidades de celulose e maiores expressdes dos genes CESa4
CESa7. Os geneRALl e F5H1 tiveram maiores niveis de expressdo em plantas
submetidas a LED A/V do que nas crescidas sob LFs ou LED Branca, enquanto que 0s
demais genes analisados ndo variaram seus niveis de expresséo entre os tratamentos. O
gene CESa4 teve sua expressdo reduzida sob LED A/V, sendo que nessa qualidade
espectral houveram plantas menores, com aumento no teor de lignina total e maior
deposicao de lignina G em relagdo a S e menor quantidade de celulose comparado aos
demais tratamentos. Sob LED Branca, ambos CES2BSa7 apresentaram expressao
reduzida em relacdo a LF, além do aumento significativo nas atividades das enzimas
SOD e CAT. Conclui-se que a qualidade espectral das lampadas LEDs alterou os teores
de lignina e celulose e a expresséo de genes de suas rotas de sintese, além de terem sido
observadas alteracdes anatdbmicas e em mecanismos de defesa antioxidativa em B.
distachyon. Esses resultados sugerem que a regulacdo dos padrbes de deposicéo de

parede celular e lignificagdo respondem a estimulos luminosos.

Palavras-chave:Cdulose sintase, diodos emissores de luz, fenilalanina amonia-liase,

gualidade espectral.
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Abstract

Light quality is perceived by plants through several receptors and generates diverse
morphological, metabolic, and gene expression responses. In this study, the expression
of lignocellulosic genes, as well as morphological, anatomical, enzymatic, and chemical
characteristics, were characterized in Brachypodium distachyon plants grown in vitro
under different spectral qualities. The treatments with fluorescent lamps (FL), white
LED and blue/red (B/R) LED showed different effects on B. distachyon, acting on
specific targets to promote functional adaptation. The FL, tradiyiamnsgd in growth

rooms EL), led to higher growth rates, strong deposition of S andy@ns, higher
amounts of cellulose, and greater expression of CESa4 and CESa7 Rdesand

F5H1 genes were upregulated in plants submitted to B/R LEDs compared to those
grown underL or white LEDs, while the other analyzed genes did not show changed
expression levels among treatments. CESa4 was downregulated under B/R LEDs
spectral quality that led to smaller plants, increased total lignin content, higher
deposition of G lignin than S lignin, and decreased total cellulose content compared to
the other treatments. In white LED, both CESa4 and CESa7 genes had their expressions
lessened when comparedRa, in addition to a significant increase in SOD and CAT
activities. The spectral quality of the LED lamps altered the lignin and cellulose
contents, the expression of genes of their synthetic routes, as well as anatomical and
antioxidative defense mechanisms. These results suggest that light quality regulates cell

wall deposition and lignification patterns in B. distachyon.

Keywords: Cellulose synthase, LEDs, phenylalanine ammonia-lyase, spectral quality.
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Introducao

A plasticidade do desenvolvimento vegetal depende da qualidade e quantidade
de luz captada por fotorreceptores (Bischoff et al., 2011; Jung et al., 2013; Huché-
Thélier et al., 2016). Além de essencial para fotossintese, a luz se destaca como um dos
principais elicitores abidticos, modulando o desenvolvimento, o potencial morfogénico,

a biossintese de componentes celulares e expressdo génica durante a vida da planta
(Ahmad et al., 20184uché-Thélier et al., 2016).

O controle de qualidade da luz pode ter importantes implicacbes nha
produtividade vegeta nabiossintese de bioativos Uteis (Arena et al., 2016). A luz afeta
0 nivel de atividade antioxidante bem como o conteddo de fendis, de flavonoides e de
outros metabdlitos secundérios cuja biossintese pode ser alterada ao se modificar a
proporcao de comprimentos de onda de luz (Manivannan, et., 2015; Arena et al., 2016;
Batista et al., 2016; Ferreira et al., 2016; Pacheco 2016; Manivannan et al., 2017).

Os componentes da parede vegetal sédo influenciados pela qualidade da luz. Os
pigmentos fotorreceptores, fitocromos e criptocromos regulam e desencadeiam
processos bioquimicos e celulares capazes de agir em genes alvos especificos e
promover a aclimatacdo funcional (Fankhauser e Staiger, 2002). A biossintese de
lignina pode ser manipulada pelo ciclo de luz (Dong et al., 2015), e a presenca da luz
permite o ajuste fino para a deposicao de celulose, mantendo a estrutura e o crescimento
da parede celular (Bischoff et al., 2011).

Brachypodium distachyon (L.) P. Beauv. (Poaceae) é uma espécie modelo
importante para gramineas com interesses para fins alimenticios e energéticos. Sua
pequena estatura, rapido crescimento, facil cultivo, reproducéo pofeaunalacéo,
genoma pequeno e sequenciado, aliado a recursos moleculares e genéticos ja elucidados
alicercam o seu uso como planta modelo (Mur et al., 2011; Brkljacic et al., 2011,
Kellogg, 2015; Vogel, 2015; Hasterok et al., 2D18o0 entanto, ndo ha relatos de
estudos sobre respostas de plantas de B. distachyon crescidas in vitro, sob diferentes
qualidades de luz.

O cultivo in vitro de plantas facilita a manipulagdo e o controle da composi¢éo
do meio de crescimento, das trocas gasosas, da qualidade da luz, da irradiancia e do
fotoperiodo, fatores que afetam o crescimento, a taxa de prolifeeagaciogénese a
anatomia de plantas (Saebo et al., 1995; Alvarenga et al., 2015). A morfogénese in vitro

modulada pela variacdo da qualidade de luz j& foi estudada em varias espécies, como
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Vitis vinifera e V. ficifolia (Poudel et al., 2008), Rosa hybriticarlet’, Chrysanthemum
morifolium ‘Coral Charm’, e Campanula portenschlagiaf#luOne’ (Ouzounis et al.,
2014), plantas medicinais con®ievia rebaudiana (Ahmad et al., 2016Achillea
millefolium (Alvarenga et al., 20)5e gramineas como trigD¢ng et al. 201pe arroz
(Jung et al., 2013

LEDs (Light-Emitting Diodes) tém sido usados para diferentes propdésitos
relacionados ao cultivo de plantas (Gupta e Jatothu, 2013). Seu uso na producao de
plantas em grande escala € respaldado pelo baixo custo e alta eficiéncia na converséo de
energia, além de baixa producéo de energia térmica (Fang et al., 2000; Fang et;al., 2011
Manivannan et al., 2015). Vérios aspectos morfolégicos, anatdmicos e fisioldgicos,
como o alongamento e formacdo de brotos (Alvarenga et al., 2015), alteracbes da
morfologia foliar (Ouzounis et al., 2014), rizogénese (Hung et al., 2016), habilidades
fotossintéticas (Dong et al. (2015), producéo de calos (Ahmad et al., 2015), inducdo de
embrides somaticos (Ferreira et al., 20&@&ssimilacdo de nutrientes (Manivannan et
al., 2017) de plantas utilizados in vitro demonstraram ser reguladas pelas propriedades
espectrais de LEDs.

Notadamente, o ajuste das condi¢des luminicas com lampadas LEDs pode alterar
também a producdo de compostos bio-ativos de interesse. Jung et al. (2013) relataram
alteragcbes na producao de flavonoides em LED Branca, Azul e Vermelha. Batista et al.
(2016) descreveram alteracGes no perfil de 6leos essenciais de Lippia alba cultivadas
em LF, LED Branca e LED A/V. Em Achillea millefolium a intensidade e qualidade da
luz alteraram a producdo de 6leos, aumentando monoterpernos em LED Vermelha e
sesquiterpenos em LED Verde (Alvarenga et al., 2015). Em Piper aduncum LED Azul
aumentou 6leos essenciais e fenilpropanoides (Pacheco et al., 2016).

Os espectros emitidos pelos LEDs podem causar estresses foto-oxidativos e
perturbar o nivel de estado estacionario de espécies reativas de oxigénio (ROS), e o
sistema de defesa antioxidante (Gupta e Sahoo, 2015). ROS incluem o radical
superéxido (@), radical hidroxila (OH e peroxido de hidrogénio ¢(B,), séo
produzidos durante o transporte de elétrons por varias vias metabdlicas (Dietz 2016a) e,
por sua vez, causam danos a biomoléculas tais como lipideos da membrana, proteinas,
pigmentos do cloroplasto, enzimas, acidos nucleicos e outros (Mishra e Singhal, 1992;
Dietz 2016b). Triticum aestivum apresentou aumento das atividiEegroxidases
(POD) e catalases (CAT) quando cultivados em LED Branca/vermelha (Dong et al.,
2015). Em cana-de-agucar houve maior atividade de peroxidases do ascorbato (APX)
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em plantas cultivadas em LED A/V (18/82%) do @meplantas expostas a FL, o que
favoreceu na alta taxa de aclimatizacao (Ferreira et al., 2016). Contudo, até o0 momento,
nada foi relatado sobre os efeitos da FL e LED Branca e A/V no crescimento e
desenvolvimento d®. distachyon.

O estudo sobre o impacto da qualidade da luz em in vitro auxiliard na
compreensao das alteragbes moleculares, anatdmicas e antioxidativas, bem como seus
efeitos na composicao da parede celular durante o desenvolvimento de B. distachyon.
Portanto, este trabalho tem por objetivo estudar os padrbes de expressdo de genes
envolvidos na biossintese da parede celular, bem como as possiveis alteracdes geradas
na morfo-fisiologia de plantas em Brachypodium distachyon in vitro, sob diferentes

qualidades luminicas.
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Material e métodos

Material vegetal

Plantasde Brachypodium distachyon (L.) P. Beauv. (2n =di@)ndas de calos
com 90 dias de cultivo forarultivadas em meio contendo sais de W&irashige e
Skoog 1962)com 10 g [* de sacarose 2 g L de Phytagél (Sigma) e subcultivadas
mensalmente no Laboratorio de Cultura de Tecidos do Instituto de Biotecnologia
Aplicada a Agropecuaria (BIOAGRO) da Universidade Federal de Vigosa (UFV),

Minas Gerais, Brasil.
Efeito da qualidade da luz

Segmentos transversais decrth contendo gemas axilares foram excisados e
utilizados como explantes. EstBgam transferidos para frascos de vidro de 500 mL
com tampas de propileno rigido possuindo orificios com diametro de 10 mm cobertos
com membranas hidrofébicale 0,45 pm de poro (PTFE, Milli Sedl AVS-045 Air
Vent, Téquio, Japao) que permitem a taxa de troca ded€@s pL L™ s (Batista et
al., 2017). Os explantes foram cultivados em meio basico ddM§L" de sacarose
2 g L* de Phytagél (Sigma) O pH foi ajustado para 5,8 e 0 meio esterilizado por
autoclavagem a 121° C e 108 kPa durante 20 min.

As culturas foram mantidaa 25° Ce fotoperiodo de 16:8 h (luz:escuro),
providos por trés fontes de iluminacé@ioas lampadas fluorescentes (HO Sylvania T12,
110 W, Sado Paulo, Brasilfuas lampadas LED branca (SMD 100, 18 W, \Alux
Vitéria, ES, Brasil); e duas lampadas LED azul/vermelho (LaHRARR/DB-480,

11,6 W) (LabLumeny Carapicuiba, SP, Brasili irradiancia foi padronizada ef6

umol fétons m? s através de um radiémetro (LI-250A, LI-CG&mnc., Lincoln, NE).

Os espectros de absorgcao foram registrados em uma faixa de comprimento de onda de
200 a 800 nm com um espectroradidbmetro e o software de sistema de aquisicdo de
dados Ocean Optics Spectra-Suite (Ocean Gptibsinedin, FL).As distribuicdes
espectrais utilizados nos tratamentos sao apresentados na Figura 1.

Apdés 40 dias de cultivo foram avaliadas as variaveis de crescingento
desenvolvimento (alturatmero de perfilhos, nimero de paniculas, nimero de raizes e

massa seca), realizadas andlises histoquimicas, avaliagdo da expressdo de genes
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relacionados a sintese de parede celular, da atividade de enzimas antiox@dantes
quantificacao de lignina e celulose.

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, com trés tratamentos
18 unidades experimentais contendo duas plantas por frascos para obtencdo.da média
Os dados foram submetidosagédlise de varianciaseguida de teste de Dunnegit <

0,05), para comparacao das naédi

45.00 -

- - -~ Fluorescente
40.00 A

—--—LED Branca
35.00 -

—— LED Azul/vermelho
30.00 -
25.00 -
20.00 +
15.00 -

10.00

Irradiancia (uW cm? nm™)

380 411 439 470 500 531 561 592 623 653 684 714 745

Comprimento de onda (nm)

Figura 1 - Emissao espectral absoluta das fontes de luz utilizadas nos experimentos.

Analises histoquimicas

Seccoles transversais de folhas e caules da regido mediana do segundo internédio
foram adquiridas com o auxilio de um microtomo de m¥siézou-se para detectar
lignina tipo guaiacil, o método de coloracdo de Wiesner (floroglucinol-HCI), conforme
utilizado por Guo et al. (2001) e Trabucco et al. (2013). As secc¢bes foram montadas em
floroglucinol a 1% e HCl a 50% e observadas em microscépio. O reagente de Maule
(Lewis e Yamamot, 1990) foi usado para deteccéao de lignina siringil. Os cortes foram
tratados com permanganato de potassio a 1% eli@¥%. A montagem e observacao
em microscépio foram feitas em hidréxido de amonio a 1%.

As imagens foram capturadas utilizando microscopio de luz (modelo AX70TRF,
Olympus Optical) com sistema U-Photo, com camera fotografica digital (modelo Spot

Insightcolour 3.2.0, Diagnostic Instruments Inc.) acoplada ao computador com o
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programa de captura de imagens Spot Basic, do Laboratério de Anatomia Vegetal da
Universidade Federal de Vigosa (UFV), MG, Brasil.

Extracdo de RNA, sintese de cDNA e anélise éRT-gPCR

O RNA total foi isolado utilizando TRI ReagéntSigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, Estados Unidos) e tratado com DNasel (Thermo Scientific NanoDrop
Technologies, Wilmington, Delaware, Estados Unidos) para remover a contaminacao do
DNA gendémico .O cDNA foi sintetizado a partir do RNA utilizandSug@er Script™
lll, First-Strand Synthesis System Kit (Invitro§enCarlsbad, Califérnia, Estados
Unidos), seguindo o protocolo do fabricante. Padronizando 1 pug de RNA, foram feitas
as sinteses de cDNA.

Pares de primers foram desenhados no site  QuantPrimer
(http://www.quantprime.de/) e os parametros foram conferidos nos sites OligoCalc e
Oligo Analyzer (http://www.basic.northwestern.edu/; www.idtdna.com/). Para avaliagédo
de expressédo de genes envolvidos na sintese de lignina e celulose, utdzpaaes- de
primers especificos dos seguintes geRe¥ 1, C4H, 4CL1, HCT, C3H, CCR1, F5H1
CAD (Figura 2), CESa4 CESa7 (Dados suplementares). Para cada combinagédo de
primers, foi realizada a otimizacdo da reacdo usando um pool dos cDNAs. Ao final de
40 ciclos, a analise da curva de melting foi corrida.

Realizou-se BT-PCR em aparelho deetdcgio de CFX96 Touch™ (BIO-

RAD), utilizando SYBR Green | (Laboratérios Bio-Rad, Hercules, CA). O perfil de
expressao génica foi normalizado para o nivel de expressBdG DH (glicerol-3-

fosfato desidrogenase), como sugerido por Hernando-Amado et al. (2012). Para a
espécie os valores de expressdo foram calculados utilizandeessde AACt (2744

(Livak e Schmittgen 2001), com 3 repeti¢cdes biologicas e as médias foram comparadas

usando o teste de Dunna® < 0,05), valores expressos em relacéo a luz fluorescente.

47



Phenylalanine
l BdPA
Cinnamic acid
l BdC4
p-Coumaricacid ----vemcemcmaaaannn » Caffeicacid -=----- » Ferulicacid = - === - - % 5-Hydroxy ferulic acid = ==----- » Sinapic acid
Bd4CL * Bd4CL3 Bd4CL3 HBd4CL
p-Coumaroyl CoA BdHC ' : E
p-Coumaroyl shikimic/quinic acid : :
BdC3’ :
Caffeoyl shikimic/quinic acid 5 ; 3
T Caffeoyl CoA2%%M] e rioy CoA 5-Hydroxyferuloyl CoA
2 4dBdCCR BAHC affeoyl COA ——» Yl -Hydroxyferuloyl Co
BdCCR
p-Coumaraldehyde BdCOMT
l BACAD Coniferaldehyde@ 5-Hydroxy coniferaldehyde —— Sinapaldehyde
BdCAD BdCAD BdCAD
p-Coumaryl alcohol BdF5H BACOMT
Coniferyl alcohol —— 5-Hydroxy coniferyl alcohol—— Sinapyl alcohol
p-Hydroxyphenyl (H) lignin Guaiacyl (G) lignin

Figura 2 - Resumo da rota de biossintese de monoligndis de lignina a partir dos quais trés monémeros de alcool hidaxiguarmilginam
as subunidades de p-hidroxifenilo (H), guaiacil (G) e siringil (S). Abreviag@&kl - Fenilalanina amoénia-liase T4H - Cinamato4-

Hidroxilase,4CL1 - 4-cumarato CoA ligase HCT- p-

hidroxicinamoil - CoAC3H - 4-Hidroxicinamato 3-hidroxilas&CCoAOMT - Caoleoil

CoA O-metiltransferaseéCCR1 - Hidroxicinamoil COA redutasd-5H1 - Ferulato-5-hidroxilase ICOMT - acido cafeico O-metiltransferase e

CAD - Cinamil &lcool desidrogenase. Genes

destacados em caixas azuis foram alvos de analisessi#&o expregRT-PCR.
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Atividade de enzimas antioxidativas

Foram avaliadas as atividades da dismutase do superdxido (SOD), catalase
(CAT) e peroxidase do ascorbato (APX). Para a obtencdo do extrato enzimatico,
realizou-se a homogeneizacdo de 50 mg de material fresco congelado com 1 mL do
meio de extracdo composto por 0,1M tampéo fosfato de potassio (pH 7,0), 0,1 mM
EDTA, 1 mM PMSF e 1% PVPP (p/v). Foi realizada a centrifugacédo (17000 x g, 15
min), e 0 sobrenadante foi utilizado como extrato enzimatico bruto. Todas as etapas
foram realizadas a 4 °C.

A atividade da CAT foi determinada pela adicdo de 10 pL do extrato enzimatico
a 200 pL de meio de reacdo (50 mM tampao fosfato de potassio pH 7,0 e 12,5 mM
H.O,) (Havir e McHale 1987). O decréscimo da absorbancia a 240 nm foi monitorado
durantel min, e a atividade enzimatica foi calculada utilizando o coeficiente de
extincdo molar de 36 M ¢ A atividade da SOD foi determinada pela adic&do de 10 pL
do extrato enzimaticem 200 pL de meio de reacdo (50 mM tampao fosfato de sodio
pH 7,8, 13 mM metionina, 75 uM azul p-nitrotetrazélio, 0,1 mM EDTA e 2 uM
riboflavina) (Del Longo et al. 1993). As amostras foram iluminadas com lampadas de
15 W por 5 minutos, em seguida quantificada pela leitura da absorbancia a 560 nm. O
branco foi obtido nas mesmas condi¢des, mas na auséncia de luz. Uma unidabe de SO
foi definida como a quantidade de enzima necessaria para inibir em 50% a fotorreducéo
do NBT (Beauchamp e Fridovich 1971). A atividade da APX foi determinada pela
adicdo de 10 pL do extrato enzimatem 200 uL do meio de reacdo (50 mM fosfato de
potadssio pH 7,0, 0,8 mM acido ascérbico e 1,0 mMOJH O decréscimo na
absorbéancia a 290 nm foi acompanhado durante 2 min. Para o calculo da atividade foi

utilizado o coeficiente de extingdo molar de 2,8 mM'¢hakano e Asada 1981).

Andlises da composicao da parede celular
Isolamento da parede celular

A extracdo de parede celular foi realizada de acordo com Van Acker et al.
(2013). Amostras com aproximadamente 10 mg de material liofilizado foram

submetidas a uma série de extracbes sequenciais e permaneceram por 30 min nos

seguintes solventes: agua ultrapura (98 °C), etanol (76 °C), cloroférmio (59 °C) e
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acetona (54 °C). Entre um solvente e outro foi realizada a centrifugacéo (17000 x g, 3
min) e remocéao do sobrenadante. Ao final da extracdo com acetona, as amostras foram
secas em evaporador rotativo a vacuo por 3 h. O residuo de parede celular foi utilizado

para as quantificacdes de lignina e celulose

Lignina

O teor de lignina foi determinado pelo método acetil-brometo. Aliquotas de 6
mg de parede celular foram incubadas por 30 min a 70 °C e 750 rpm com 100 pL de
solucado acetil-brometo 25% (v/v) em acido acético e 4 pL de acido perclorico 60%. As
amostras foram centrifugadas (17000, 15 min) e o sobrenadante transferido para um
novo tubo. O precipitado foi lavado com 500 pL de acido acetico e centrifugado (17000
X g, 3 min). Os sobrenadantes foram combinados e a eles foram adicionados 200 puL de
2M NaOH. O volume final foi ajustado para 2 mL com &cido acético. O teor de lignina
foi determinado pela leitura da absorbancia a 280 nm e o coeficiente especifico foi de
17,759 (Vogel 2008oster et al., 2010a).

Celulose

A extragcdo dos carboidratos da parede celular foi feita de acordo com a
metodologia proposta por Foster et al. (2010b). Aliquotas de 6 mg de parede celular
foram incubadas com 1 mL de &cido trifluoroacético (TBA) M, por 2 h a 99 °C.

Apos centrifugacéo (3000g, 2 min), o precipitado resultante foi lavado trés vezes com
agua ultrapura e duas vezes com acetona e, em seguida, seco em evaporador rotativo a
vacuo. Esse residuo foi incubado com 150 L g&Qde 30 puL de 5% fenol (p/v) por

1 h, a 90 °C e 500 rpm. Apdés centrifugacdo (179@) 3 min), o sobrenadante foi

diluido e a quantidade do teor de celulose foi obtida media@oabsorbéncia a 493

nm, segundo Van Acker et al. (2013).
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Resultados

A qualidade de luz influenciou na altura das plantas de Brachypodium distachyon

cultivadas in vitro

O espectro de luz LED A/V causou uma dimunui¢do significativa na altura das
plantas de Brachypodium distachyon (Tabela 1). Para as variaveis numero de perfilhos,

florescimento, raiz e acimulo de massa de matéria seca nédo houve efeito significativo.

Tabela 1 -Crescimento e desenvolvimento de Brachypodium distachyon, apos 40 dias
de cultivo in vitro, sob diferentes qualidades de luz

Condicio de Luz Altura NUmero de NUmero de NUmero Matéria seca
¢ (cm) Perfilhos Paniculas de Raizes (mg)
Luz Fluorescente 8,5 57 2,7 55 91,8
LED Branca 9,5 4.7 1,6 5,2 68,48
LED Azul/vermelha  4,6* 5,0 1,0 4.2 64,63

Médias seguidas de asterisco diferem do controle (Luz fluorescente), confornae tBstenett a 5% de
probabilidade.

LED Branca estimulou o sistema antioxidantem Brachypodium distachyon
As atividades da SOD e CAT aumentaram significativamente em LED Branca

em relacdo ao controle (Figura 3B). Na atividade da peroxidase do ascorbato (APX)
nao houve diferenca significativa entre os tratamentos (Figura 3C).

51



TR
=
T 3.5
o
E 3/
< 25 |
=
D 24
N 15
(@)
0 1
05 -
0 r .
Fluorescente LED Branca LED Azul/vermelho
—_ 4 7
L
= 35 *
‘o™
£ 3
TE 25
e 9 ]
ke
E 15
=
- 1
ES 0.5
0 : :
Fluorescente LED Branca LED Azul/vermelho
0.3
o 0.25 -
=
o |
g 0.2
£ 0151
e
© ]
= 0.1
=
< 0.05 -
o
< 0. . . .

Fluorescente LED Branca  LED Azul/vermelho

Figura 3 - Atividade de enzimas do sistema antioxidante em Brachypodium distachyon
A - dismutase do superodxido (SOB).- catalase (CAT)C - peroxidase do ascorbato
(APX). Meédias com asterisco sdo significativamente diferentes do controle (Luz
fluorescente), conforme Teste Dunnett a 5% de probabilidade.
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Qualidade deluz afetou a anatomiaem Brachypodium distachyon

A fim de examinar as potenciais alteragdes na morfologia dos tecidos vasculares
e composicdo de lignina, tecidos de B. distachyon foram corados tanto com
floroglucinol (teste Wiesner) como pelo reagente de Maule (Figura 4) observadas sob
microscopia de luz. Explantes submetiddaz LED A/V apresentaram uma formacao

incipiente de caule, impossibilitando a analise histoquimica dos mesmos.
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Figura 4 — Andlise histoquimica para deteccéo de ligr@naBrachypodium distachyon

in vitro. Caule e folha em LED Branca (e C); folha em LED Azul/vermelhoLY);
caule e folha em luz fluorescent® € E) coradas com floroglucinol. Secc¢des coradas
com reagentede Maule, caule e folha em LED Branck& € H); folha em LED
Azul/vermelho (); caule e folha em luz fluorescent ¢ J). Barras =5 pm.
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Caules de plantas em luz fluorescente (l&LED Branca apreseram
diferencas na composicéo da lignina acumulada, tanto G quanto S, bem como diferencas
anatdmicas nos arranjos de tecidos. Sob LF houve deposi¢cdo de lignina nas fibras
interfasciculares e bainha do feixe vascular no caule (Figura 4-B e E). Sob LiafaBra
os feixes vasculares apresentaram menor coloracdo e aumento da regido de parénquima
interfascicular (Figura 4-A e C). Nas folhas, houve variagéo na regido de deposicao de
lignina entre explantes cultivados sob LF comparativamente a LED A/V. A deposicao
de lignina emLF concentrou na conexdo dos elementos do xilema (Figura 4-E). Em
LED A/V houve a deposicao em todo feixe vascular (Figura 4-D).

O corante de Maule permitiu destacar os feixes vasculares e fibras
interfasciculaes Em luz LED Branca, a lignina S concentrou nos feixes vasculares
(Figura 4-F e H). Em folhas, ndo houve deposicdo de lignina S detectavel em
tratamentos mantidos sob LF (Figurale LED A/V (Figura 4-l). A coloracdo
amarronzada mostra a auséncia de lignina S na regido do esclerénquima polar e

interfascicular.

LED A/V aumentou o teor de lignina e diminuiu o teor de celulose em plantas de

Brachypodium distachyon cultivadas in vitro

Os teores de lignina e celsmwanalisados quimicamente foram avaliados para a
trés qualidades de luz. Nao foram observadas diferencas estatisticas nas proporcdes
desses compostos em plantas submetideB a LED Branca. Plantas submetidas
LED A/V apresentaram menor porcentagem de celulose e maior teor de lignina

diferindo estatisticamente dos demais tratamentos (Figura 5).
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Figura 5 — Teores de lignina e celulose em plantas de Brachypodium distachyon sob
diferentes qualidades de luz. Médias com asterisco sdo significativamente diferentes do
controle (Luz fluorescente), conforme Teste de Dunnett a 5% de probabilidade.

Qualidade de luz alterou niveis de expressdo de genes de sintese de lignina e

celuloseem Brachypodium distachyon

A expressédo de genes da rota de sintasigrina e celulose em Brachypodium
distachyon foi influenciach pelas diferentes qualidades da luz. Foi observada a
expresséo significativamente aumentadaPdé¢1 e FH51 em plantas cultivadas sob
LED A/V, enquanto que CESa4 apresentou nivel de expressao reduzido em lampadas
LED Branca e LED A/V, comparado com LF. CESa7 também mostrou reducéo no nivel
de expressdo em LEDs. No entanto, essa diminuigdo so foi significativa em LED

Branca (Figura
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Figura 6 - Expressao relativa dos genes da via de sintese de ligRial (-
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Cinamil alcool desidrogenase) e genes relacionados a sintese de céliSsd |
Celulose-sintase 4& CESar - Celulose-sintase 7) em plantas de Brachypodium
distachyon, ap6s 40 dias de cultivo in vitro sob luz fluorescente, LED Branca e LED
Azul/Vermelho. Expressdo normalizada relativa a BAGAPDH. Os dados foram
apresentados como média + desvio padrao (n = 3), * p <0,05 pelo teste de Dunnett.
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Discussao

As plantas desenvolveram diversas estratégias para lidar com ambiente de
estresse (Das Marais et al., 2015), e respondem a luz de maneira variavel e genétipo
dependente (Zienkiewicz et al., 2015). O ajuste a qualidade luz é um sinal importante
para o desenvolvimento e elaboragdo da arquitetura das plantas e morfogénese (Jung et
al., 2013; Wang et al., 2015; Alvarenga et al., 2015; Dong et al., 2015; Zienkiewicz et
al., 2015; Batista et al., 2016; Hung et al., 2016; Ferreira et al., 2016; Manivannan et al.,
2017). No presente estudo, as diferentes qualidades de luz induziram mudancas na
expressdo de genes da rota da lignina e celulose, na atividade de enzimas do sistema
antioxidativo, na deposicdo de lignina e celulose e no seu teor total, e altura das plantas
de B. distachyon cultivadas in vitro. Esses resultados sugerem que padrdes de deposicéo
de parede celular e lignificagcdo podem ser regulados por estimulos luminosos.

As diferencas na qualidade espectral da luz afetaram o0 crescimento e
desenvolvimento das plantas de B. distachyon in vitro. Plantas cultivadas sob luz LED
A/V apresentaram menor altura e colmos pouco desenvolvidos. Plantas em LED Branca
desenvolveram normalmente comparadas a LF. Nossos resultados corroboram com 0s
relatados para Rosa hybrid&carlet’, Chrysanthemum morifoliumiCoral Charm’ e
Campanula portenschlagianBluOne’ em que LED A/V reduziu a altura das plantas
(Ouzounis et al., 2014), e LED Azul reduziu a altura e diametro do Eaatehus
caryophylluscultivar ‘Purple Beauty’ (Manivannan et al., 20177 LED Vermelha tem
sido relatada como promotora de crescimento.\lis sp. causou alongamento dos
entrends (Poudel et al., 2008), também observado em Vaccinium corymbosum (Hung et
al., 2016),Rehmannia glutinosgManivannan et al., 20}5 Dianthus caryophyllus
cultivar ‘Green Beauty'Mlanivannan et al., 2017).

Sinais de luz regulam diferenaiante a atividade da enzima PAL, que estimula
0 acumulo de metabdlitos secundarios (Zhan et al., 2012). No presente trabalho, o
aumento significativo na expressao do gl em LED A/V se destaca como um
dos pontos de regulacéo da rota de sintese da lignina em resposta a qualidade espectral,
sendo que o aumento de expressao desse gene induziu aumento no teor total de lignina.
Em Dianthus caryophyllus in vitroLED Vermelha aumentou significativamente a
atividade da enzima PAL e menores niveis de atividade foram encontrados em FL
(Manivannan et al., 2017)Alteragcbes nos genes iniciais do metabolismo do

fenilpropanoides como PAke C4H, envolvidos em processos importantes além da
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lignificacdo, conduzem a efeitos pleiotrépicos e podem ser utilizados para a melhoria da
digestibilidade da celulose (Ralph et al., 2004b). Em B. distachyon a reducéo da

expressdo de PAL reduziu o contetdo de lignina total e ferulatos, aumentou a razdo da
composicdo S/G e a sacarificacdo, causando retardamento no desenvolvimento e
reducao do sistema radicular (Cass et al., 2015).

Nas analises histoquimicas utilizou-se do teste de Wiesner que cora 0S grupos
finais de hidroxi-cinamaldeido, principalmente como grupos finais de coniferaldeido na
cor purpura-avermelhado, enquanto o teste Maule cora o nucleo siringil (S) na cor rosa
(células no processo de lignificacdo) ou vermelha (células lignificadas), e ao corar
ndcleos guaiacil (G) produz uma cor castanho claro (no processo da lignificacdo) a
castanho escuro (células lignificadas) (Bland, 1966; Wardrop, 1981; Nakano e
Meshitsuka, 1992; Lin e Danse, 1992; Vargas et al., 2016). A coloracdo para lignina S
(Reagente Maule) em LED A/V foi pouco intensa e no Wiesner que cora lignina G,
apresentou maior intensidade de cor em B. distachyon.

A maior expressao de F5H1 em LED A/V pode estar diretamente ligada aos
resultados histoquimicos encontrados. F5H é uma monoxigenase dependente de
citocromo P450 que catalisa a hidroxilacdo irreversivel do acido ferdlico em
coniferaldeido e alcool coniferilico nas vias que conduzem o &cido sinapico em direcao
a producao da unidade de lignina S (Kim et al., 2006; Meyer et al., 1998; Vanholme et
al., 2008). F5H é alvo de estudos, pois, além de precursor da lignina S, também origina
outros metabolitos e ésteres sinapicos, incluindo a 5-hidroxi-guaiacil (Meyer et al.,
1998; Ralph et al., 2004banholme et al., 2090

Em B. distachyon, quando submetido a LED A/V, foi detectado o aumento na

expressdo de F5H1, além do aumento do teor de lignina G, sugerindo que o0 proximo
gene da rota (COMT) foi regulado negativamente. Em Arabidopis thalana
superexpressdo de F5H e a baixa regulacdo de COMT aumentaram as proporgcdes de
alcool 5-hidréxi-coniferil (o precursor de 5- hidroxi-guaiacil) em 70% na lignina e
gerou o fenotipo de nanismo e macho-esterilidade (Vanholme et al.,\2eh@; et al.,
2010. Em B. distachyon, sugere-se que houve o aumento das unidades de 5-hidréxi-
guaiacil no pool de monolignois advindo da incorporacdo do alcool coniferilico que, por
sua vez, limitou a capacidade de produzir o alcool sinapilico e, por conseguinte a lignina
tipo S (Ralph et al. 2001; Ralph et al., 2004 b; Lu et al., 2@tolme et al., 2012

Apesar de somentRAL1 e F5H1 terem variado significativamente, os demais

genes da rota apresentaram comportamento de expressao similar, sugerindo um padréo
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de co-expressao dessa rota em B. distachyon. Muitos genes envolvidos na formacao de
celulose, hemiceluloses e lignina em Arabidopssn mais sete espécies, entre elas o
arroz, sao co-expressos (Ruprecht e Persson, 2012). PALs sdo comuns em plantas
terrestres e catalisam a formacéo dos fenilpropanoides (Bagal et al., 2012).RRAgene
catalisa o passo inicial para a sintese de monolignadis, além de possuir co-expressao com
C4H, 4CL, HCT, C3HCCOAOMT e CCR(Tohge e Fernie, 2010; Ruprecht e Persson,
2012)

Além disso, trabalhos ja mostraram que muitos genes envolvidos na sintese de
xilanas e ligninas foram co-expressos com as CESas de parede secundaria (Brown et al.,
2005; Brown et al., 2011). Os genes CESas sao regulados pelos fitocromos (Bischoff et
al., 2011), modificando a sintese de celulose. As diferentes qualidades de luz alteram o
conteudo lignocelulésico em B. distachyon in vitro, devido as diferentes regifes
espectrais ativarem fotorreceptores que induzem a expressao de genes com percepcao e
sinalizacdo compartilhada (Lin 2002; Fankhauser e Staiger, 2002; Huché-Thélier et al.,
2016). A diminuicdo na expressao dos genes CE&HSa7 em B. distachyon resultou
em plantas com reducédo na area do caule, na deposi¢do de parede secundaria e no teor
de celulose (Handakumbura et al., 2013), caracteristicas estas similares as observadas
nesse estudo em plantas cultivadas sob LED A/V, em que a expressao de CESa4 foi
reduzida e também o teor de celulose. Adicionalmente, em arroz, a alteracdo na
estrutura conformacional de CESa4 reduziu o nivel de celulose levando a formacéo de
estrutura de parede secundaria anormal (Zhang et al., 2009). Em LED Branca, a reducéo
significativa na expressdo de CESa€ESa7 n&o acarretem diferencas no teor de
celulose total. Petrik et al. (2016), usando promotores para expressao na parede
secundéria observaram que CESa7 é fortemente expresso na venacdo e margens
foliares, em tricomas e epiderme de B. distachyon.

O interesse nos mecanismos de sinalizagao sistémica em espécies cultivadas tem
crescido por possuir grande potencial para aumentar a tolerancia das culturas contra
estresses bidticos e abioticos (Dietz, 2016b). No tratamento em LED Branca houve o
aumento da atividade da SOD de 2,92 para 3,60 vezes e na CAT o aumento de 1,57 para
3,03 vezes, se comparadoL&. Os resultados sugerem que no estresse oxidativo
durante o desenvolvimento de B. distachyon in vitro, SOD e CAT sao importantes
componentes do mecanismo de defesa antioxidativo induzido por LED Branca e que o

aumento da atividade dessas enzimas evidencia a producdo de radicais livres como:
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radical superoxido (©), radical hidroxila (OF e peréxido de hidrogénio ¢(B,)
(Dietz, 2016 a).

No presente estudo observou-se que a qualidade espectral da LED Branca induz
um mecanismo de defesa antioxidativa em B. distachyon, além de diminuir a expressao
de genes da sintese de celulose. Plantas cultivadas em LED A/V aumentam os niveis de
expressdo déALl e F5H1 que por sua vez aumenta o teor de lignina e reduz a
expressdo de CESa4 que reduz o teor de celuloses Essdtados, em conjunto,
contribuem para uma melhor compreensao do envolvimento de qualidades espectrais do
vermelho e azul, na formacdo da parede celular, assim como na regulacdo da sintese e
no acumulo de lignina e celulose nessa importante planta-modelo, empregando-se o

sistema de cultura in vitro.
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CONCLUSOES GERAIS

Nas condi¢cbes experimentais, a luz dos resultados obtidos, conclui-se que:

A perda da capacidade regenerativa de calos de Brachypodium distachyon
ocorre apés 90 dias, enquanto que calos mais velhos (120 a 240 dias) sdo menos
indicados para producdo de plantas. O perfil metabdlico de calos e estruturas
embriogénicas corrobora com caracteristicas de desenvolvimento e calos de 60 e 90 dias
sdo os maiores produtores de estruturas embriogénicas com maiores quantidades de
metabolitos ativos. Além disso, observou-se que a idade dos calos ndo tem relagdo com
o percentual de plantas poliploides.

Alguns metabdlitos como acido aspartico, asparagina, triptofano e glicina foram
encontrados em menores quantidades em CNE, sugerindo serem indispensaveis para
competéncia embriogénica em B. distachyon.

Os conhecimentos adquiridos sobre a longevidade de calos embriogénicos de B.
distachyon refletem em ganhos no seu uso como matéria prima para os protocolos de
transformacao de plantas.

A qualidade da luz durante o cultivo Bedistahyon altera o teor de lignina e
celulose.

A qualidade de luz provocou alteracées na morfogénese, que foi acompanhada
por alteracbes na anatomia, na expressao de genes lignoceluldésicos e sistema

antioxidante.
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DADOS SUPLEMENTARES

Tabela 1.Valores relativos de metabdlitos identificados por cromatografia gasosa com espectrémetro de massa (GC-MS) de calos embriogénicos
(CE) de Brachypodium distachyon.

Dias
Metabdlitos 30 CNE 60 90 120 150 180 210 240 360
Aminoacddos
Beta Alanina 1+ 005 092+ 003 426 + 081 3.00 £ 022 356 + 0.75 822 + 141 446 + 024 752 + 0.26 6.34 + 0.64 0.04 £ 0.00
Asparagna 1 + 004 053+ 006 310 = 1.10 469 £ 181 16.17 £+ 4.73 2481 + 6.61 6.44 + 041 1562 + 2.14 30.33 + 4.26 0.61 £ 0.07
Acido aspartico 1+ 005 031+ 002 135 + 026 1.07 + 012 181 + 0.15 3.18 + 0.18 1.39 + 0.09 233 + 0.21 292 + 0.11 0.02 + 0.00
Cisteina 1+ 020 116 + 0.16 0.8 + 003 151 +£ 0.16 1.15 + 0.16 122 + 0.32 0.75 £ 0.06 201 + 048 158 £ 0.16 054 + 0.18
Glicina 1+ 011 073+ 009 221 + 030 351 + 039 4.10 + 0.83 10.02 + 1.06 3.69 + 043 8.19 + 050 456 + 059 0.35 + 0.02
Isoleucina 1 +£ 005 099 + 003 140 + 0.09 243 + 0.11 434 + 057 705 + 082 277 + 020 892 + 150 8.19 + 094 0.29 + 0.04
Leucina 1 +£ 004 112 + 004 238 + 026 244 + 0.13 288 + 0.21 384 + 035 241 + 0.12 311 + 0.11 3.10 £+ 0.23 0.13 + 0.01
Metionina 1+ 008 172 + 006 443 * 1.02 235+ 036 656 + 0.88 799 + 1.34 7.31 + 0.72 10.26 + 0.37 1423 + 1.01 0.06 £+ 0.01
Serina 1 +£ 001 091+ 003 127 = 002 0.79 £+ 001 0.81 + 001 0.81 + 0.01 0.59 + 002 064 + 0.01 0.69 £+ 0.02 0.01 £+ 0.00
Triptofano 1 +£ 008 054+ 004 174 + 048 1.72 £ 0.36 243 + 042 454 + 082 252 + 058 1532 + 221 8.65 + 0.62 0.29 + 0.01
Valina 1 +£ 004 143 + 007 159 + 024 148 + 0.08 2.07 + 0.19 249 + 029 1.34 + 0.08 2.77 + 0.33 224 + 0.15 0.09 + 0.01
Aclcares
Glicose 1 £ 0.08 34.02 + 1341 24.15 + 1.11 37.19 + 0.46 2163 + 1.40 16.56 + 1.31 1068 + 1.04 6.73 + 0.06 14.63 + 0.95 26.33 £+ 9.04
Frutose 1+ 001 170 £ 0.00 098 = 0.02 1.21 + 0.01 0.88 £ 0.07 062 £+ 0.05 057 + 001 0.36 + 0.11 050 £+ 0.04 0.94 £ 0.20
Cdobiose 1 +£ 004 248 + 019 172 + 0.26 268 + 0.09 218 + 036 260 + 046 334 + 0.19 191 + 044 274 + 0.34 052 + 0.03
Eritrose 1 +£ 008 105+ 005 09 + 0.09 058 + 0.05 0.46 + 0.04 052 + 0.03 0.33 + 0.02 0.37 + 0.04 0.32 £+ 0.02 13.39 + 2.30
Kestose 1 +£ 007 193 + 0.14 0.77 = 0.09 127 + 006 1.89 + 0.19 145 + 045 144 + 0.18 054 + 0.30 3.89 + 0.29 1.14 + 0.18
Maltotriose 1+ 007 082+ 015 454 + 130 589 + 041 7.09 + 040 6.39 + 0.81 1237 + 1.35 6.52 + 052 21.85 + 2.17 158 £ 0.26
Xilose 1+ 004 115+ 005 074 + 004 272 + 0.15 254 + 0.13 154 + 0.08 260 + 0.18 1.29 + 041 276 + 030 1.46 + 0.22
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Trealose 1+ 008 130+ 007 134 + 0.10 6.17 £+ 025 392 + 029 150 £+ 0.23 7.88 + 040 3.03 + 1.01 3.05 + 0.28 13.97 + 0.83
AcUcares alcéois

Glicerol 1+ 001 094 + 007 110 # 0.03 119 £ 0.08 1.24 + 0.13 065 + 0.03 041 + 004 052 + 0.05 0.70 £+ 0.07 0.73 £+ 0.04
Mio-Inositol 1+ 000 1.03 + 001 108 + 0.08 083 + 001 0.76 + 0.01 075 + 0.05 0.44 + 0.00 0.28 + 0.07 051 = 0.01 0.49 + 0.01
Mio-Inositol-P 1+ 005 074 + 003 3.16 + 0.60 559 + 0.34 3.03 + 0.17 297 + 0.24 1049 + 107 7.18 + 034 4.23 + 0.79 0.38 + 0.07
Xilitol 1+ 003 103+ 002 093 +* 003 082 + 001 081+ 0.01 086 + 0.02 065 + 0.01 068 + 0.01 080 + 0.03 0.94 + 0.01
Celobitol 1 £ 006 105+ 005 349 + 039 522 + 032 4.09 + 042 571 + 081 862 + 056 4.85 + 0.49 1212 + 0.70 2.72 + 0.19
Acidos organicos

Acido benzéico 1+ 005 107 £ 009 116 %= 0.07 057 £ 0.03 056 =+ 0.03 062 £+ 0.05 032 + 002 0.36 + 0.02 0.34 £ 0.05 049 £+ 0.01
Acido butanoico 1+ 004 105+ 0.07 548 + 133 912 + 1.04 6.88 + 1.44 1815 + 199 860 + 0.60 9.33 + 0.17 791 + 1.02 0.03 + 0.00
Acido fumaérico 1 +£ 006 117 + 0.15 097 + 0.08 048 + 0.05 054 + 0.02 0.71 + 0.07 054 + 0.07 060 + 0.10 1.03 £ 0.06 0.99 £+ 0.25
Acido glucurdénico 1 + 009 1.75 + 0.17 1.83 + 020 3.17 + 0.06 234 + 024 3.08 + 024 3.44 + 029 3.34 + 009 290 + 0.13 1.02 + 0.16
Acido glutarico 1+ 004 083+ 006 144 + 014 1.12 £ 005 106 £ 0.11 1.70 + 0.30 092 £ 0.10 2.75 + 054 1.73 + 0.07 0.26 + 0.06
Acido propanéico 1 + 0.11 0.97 + 005 1.05 + 0.12 059 + 0.04 051 + 0.08 0.46 + 0.02 031 + 0.04 0.29 + 003 031 + 0.03 0.55 + 0.06
Acido mdico 1+ 038 119 £ 022 236 * 0.23 10.36 £+ 212 470 £+ 0.76 4.06 £ 052 350 + 041 394 + 020 3.34 £ 0.39 1.03 £ 0.19
Acido malénico 1 +£ 019 095 + 022 349 + 062 161 £ 0.25 256 £ 1.56 26.97 + 6.92 4.17 + 048 2798 + 1.26 561 £+ 2.67 0.43 £+ 0.05
Acido succinico 1+ 005 072+ 003 108 %= 0.18 046 £+ 005 0.78 + 0.08 080 + 0.08 0.66 + 0.08 0.96 + 0.08 1.25 + 0.06 0.06 £+ 0.01
Outros

Acido cafeoilquinico 1 + 0.03 0.88 + 0.06 1.60 * 0.13 233 + 0.15 489 + 049 882 + 153 446 + 055 887 + 0.85 2981 + 195 0.86 + 0.08
Acido cinamico 1+ 002 095+ 003 095 + 0.01 047 + 0.02 045 + 0.02 043 + 001 0.22 + 0.01 0.21 £+ 0.02 0.26 + 0.03 0.47 + 0.06
Acido fertlico 1+ 002 133+ 013 139 + 015 165 + 0.07 131 £ 0.18 1.13 + 0.06 1.48 £ 0.21 0.62 + 0.02 238 + 0.34 1.48 + 0.20
Putrescina 1+ 010 120 + 005 156 + 0.13 094 £ 0.04 1.00 £ 0.06 1.07 + 0.06 0.64 + 0.00 0.46 + 0.02 0.58 + 0.03 0.41 + 0.04
Uracil 1+ 004 117 + 008 133 + 010 1.09 £+ 0.04 1.15 + 0.04 161 + 0.07 152 + 0.09 200 + 0.16 2.81 + 0.30 3.69 + 0.25

Os valores obtidos %oram normélizados em ;ela(;éo a média de cal(;s de 30 diz;s e aprese?mtados com e retatiyyadngo 5. Valores em
negrito séo significativos a 5% de probabilidade (p<0,05) pelo teste t. Calos ndo-embriogénicos (CNE).
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Tabela 2. Valores relativos de metabdlitos identificados por cromatografia gasosa com espectrometro de massa (GC-MS) de estruturas
embriogénicos (EE) de Brachypodium distachyon.

Dias

Metabdlitos 60 90 120 150 180 210 240
Aminoacidos

Beta Alanina 1+ 011 0.52 + 0.20 0.16 = 0.05 0.16 + 0.07 0.15 + 0.06 0.57 + 0.08 0.71 £ 0.15
Arginina 1+ 0.19 141 + 0.07 0.06 £+ 0.01 0.06 + 0.01 0.05 + 0.01 0.04 + 0.01 0.03 + 0.00
Asparagina 1 + 0.66 1153 + 251 483 + 2.36 13.77 £ 3.50 8.87 + 1.82 1.82 £+ 0.31 249 + 0.81
Acido aspartico 1+ 014 1.46 £ 0.10 0.18 + 0.08 0.28 + 0.03 0.32 + 0.06 0.47 + 0.04 0.67 £ 0.07
Glicina 1+ 0.13 112 + 0.24 0.21 + 0.03 0.22 + 0.02 0.09 + 0.01 0.07 £+ 0.01 0.08 + 0.01
Histidina 1 £ 0.08 2.03 £+ 0.40 1.33 + 0.13 1.34 + 0.07 0.85 = 0.12 1.00 + 0.18 2.02 £+ 0.28
Homoserina 1+ 0.16 0.55 + 0.11 0.25 + 0.02 0.31 + 0.06 0.21 + 0.01 0.45 + 0.13 0.72 = 0.12
Leucina 1 £ 0.15 0.90 £ 0.22 0.04 + 0.01 0.03 = 0.00 0.04 + 0.01 0.06 + 0.01 0.03 = 0.01
Metionina 1+ 033 1.80 + 0.06 0.40 = 0.05 0.41 + 0.06 0.38 + 0.07 0.39 + 0.08 0.75 = 0.07
Ornitina 1+ 0.23 2.26 + 0.42 0.11 + 0.02 0.09 + 0.01 0.06 + 0.01 0.04 + 0.00 0.07 = 0.01
Triptofano 1+ 011 1.15 + 0.30 0.19 + 0.02 0.27 + 0.02 0.16 + 0.01 0.20 + 0.02 0.29 + 0.06
Valina 1+ 0.17 155 + 0.13 0.01 + 0.00 0.02 + 0.01 0.01 + 0.00 0.01 + 0.00 0.01 + 0.00
Acucares

Glicose 1 £ 0.06 0.90 £ 0.06 0.71 + 0.09 0.74 = 0.22 0.40 + 0.09 0.85 + 0.09 1.02 + 0.05
Frutose 1-P 1 + 0.28 0.41 £+ 0.10 0.27 = 0.08 0.31 £+ 0.14 0.15 = 0.04 0.66 = 0.10 1.19 + 0.32
Cdobiose 1+ 0.18 0.45 = 0.12 0.11 + 0.01 0.16 = 0.09 0.10 + 0.02 0.48 + 0.03 0.50 = 0.08
Eritrose 1 + 0.08 1.02 + 0.04 1.49 + 0.03 1.49 + 0.08 0.74 = 0.06 0.72 =+ 0.07 0.72 £+ 0.03
Galactosamina 1+ 021 0.44 + 0.10 0.24 + 0.14 0.30 + 0.25 0.02 + 0.01 0.59 + 0.14 0.86 + 0.22
Galactose 1+ 014 0.77 £ 0.22 6.48 + 0.25 493 + 0.48 221 + 031 3.09 £+ 0.20 3.68 + 0.10
Isomaltose 1+ 024 0.27 = 0.06 0.11 + 0.01 0.16 + 0.03 0.07 + 0.01 0.42 = 0.02 0.50 = 0.08
Kestose 1+ 024 0.30 £ 0.05 0.28 = 0.05 0.50 £ 0.16 0.38 = 0.15 0.47 = 0.13 1.87 + 0.62
Maltotriose 1+ 010 0.84 + 0.16 0.59 + 0.12 0.64 + 0.07 0.40 + 0.04 0.94 + 0.22 2.33 + 0.16
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Melibiose 1 + 0.02 1.03 = 0.03 1.57 = 0.15 1.94 + 0.14 0.93 + 0.13 0.91 + 0.08 0.93 + 0.13
Tagatose + 0.09 1.79 + 0.34 0.53 = 0.00 0.62 + 0.04 0.27 = 0.02 0.33 = 0.03 0.36 + 0.02
Trealose 1+ 0.22 0.24 + 0.07 0.06 + 0.01 0.09 + 0.02 0.09 £+ 0.02 0.13 + 0.03 0.33 + 0.07
AcUcares alcéois

Mio-Inositol 1-P 1 + 0.05 2.04 + 0.24 0.99 + 0.05 0.70 + 0.06 0.50 + 0.04 0.50 £+ 0.03 0.58 + 0.05
Galactinol 1+ 0.27 042 £+ 0.14 0.12 + 0.06 0.15 + 0.09 0.11 + 0.03 0.33 = 0.05 0.26 + 0.04
Eritritol 1+ 014 0.72 £ 0.08 0.38 + 0.06 0.36 + 0.11 0.23 + 0.03 0.88 + 0.18 1.21 + 0.30
Gliceraldeido 1 £+ 0.07 1.00 £ 0.03 0.17 = 0.02 0.15 = 0.01 0.11 + 0.03 0.10 = 0.00 0.05 = 0.01
Acidos organicos

Acido acético 1 £ 0.06 1.02 + 0.01 0.30 = 0.01 0.38 = 0.02 0.12 + 0.00 0.14 + 0.01 0.17 = 0.01
Acido fumarico 1 + 0.15 1.37 + 0.02 1.08 + 0.26 1.04 + 0.14 0.39 = 0.05 0.36 = 0.04 0.33 = 0.02
Acido galacturénico 1-F 1 + 0.23 0.24 + 0.03 0.33 + 0.02 0.25 = 0.02 0.13 + 0.01 0.21 + 0.02 0.27 = 0.07
Acido glucurénico 1+ 0.17 291 + 0.34 0.37 = 0.03 0.46 = 0.03 0.38 = 0.09 0.54 + 0.16 1.12 + 0.11
Acido glucénico 6-P 1 + 0.09 0.75 + 0.01 0.83 + 0.12 0.88 = 0.06 0.48 + 0.08 0.66 + 0.05 0.92 + 0.16
Acido glutarico 1+ 0.17 0.69 + 0.12 0.37 = 0.09 0.44 + 0.13 0.19 = 0.02 1.09 + 0.62 2.39 + 1.10
Acido malénico 1+ 035 0.31 £ 0.04 0.21 = 0.01 0.30 £ 0.10 0.11 = 0.01 0.63 = 0.07 0.58 £+ 0.14
Oxaloacetato 1+ 014 191 + 0.43 0.09 + 0.01 0.11 + 0.02 0.06 = 0.00 0.04 + 0.01 0.05 + 0.01
Outros

Acido cinamico 1+ 011 1.25 + 0.04 0.78 + 0.06 0.58 + 0.05 0.30 = 0.04 0.26 = 0.04 0.21 + 0.03
Acido fertlico 1 + 0.13 1.62 £+ 0.09 1.30 £ 0.05 1.39 + 0.09 0.77 =+ 0.07 0.43 + 0.06 0.32 + 0.02
Flavona 1+ 021 0.50 £ 0.06 0.51 = 0.05 1.15 + 0.27 0.54 = 0.10 1.58 + 0.38 2.00 £ 0.78
Acido fenilacético 1 £+ 0.07 0.97 £ 0.16 1.21 + 0.02 1.26 + 0.12 057 + 0.08 0.71 = 0.11 0.69 £ 0.10
Uracil 1 + 0.15 1.68 + 0.05 0.64 = 0.04 0.78 £ 0.03 0.35 + 0.01 0.39 + 0.08 0.26 + 0.02

Os valores obtidos foram normalizados em relacao a média de calos de 60 dias e apresentados (_:om e eativoa@ir&oeValores em negrito sdo
significativos a 5% de probabilidade (p<0,05) pelo teste t.
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Primers de genes da rota da lignina e parede celular

>Bradi3g49250.2 (PAL1)
Primer fw: TCGAGCTCCTCAGGCATCTGA
Primer rv: TGCCGGAGTAGCCCTGGAGAA

>Bradi3g54950.1(CCR)
Primer fw: ACCGCCAAGTGCCAAGTCGAC
Primer rv: TGACCGTATTGCTGCAGGGACAT

>Bradi3g06480.1 (CAD1)
Primer fw: ACACCTACACCCTCAGGAAGAC
Primer rv: GCCGCAGTACAGAACTTTCACC

>Bradi3g05750.1 (4CL3)
Primer fw: AGGAGGCCGCTGTTGTATCATTG
Primer rv: ACGAACGCGACAGGGATTTCAC

>Bradi2g31510.1 (C4H)
Primer fw: GGAGAAGACTGGTGAGATCAGGTG
Primer rv: GATGGCTGCGACGTTGATGTTC

>Bradi2g21300.1 (C3H)
Primer fw: ACAGTATGACCTTAGCGACGACAC
Primer rv: TCCAGCAGTGATCATGTCCCATAG

>Bradi3g48530.1 (HCT)
Primer fw: CACGTATAGAGGAGAGACCTTCGC
Primer rv: CCGCACCGTGATCTTCATCTTG

>Bradi3g30590.1 (F5H)
Primer fw: ATGGACGTGATGTTCGGCGG
Primer rv: ACGGGCTGTGCATCATCTCC

>Bradi3g28350.1 (celulose sintase, BACESa4)
Primer fw: TTTCGCATACACCAACACCATCG
Primer rv: CTCGCTAGGTTGTTCAGTGTGG

>Bradi4g30540.1 (celulose sintase, BACESa7)
Primer fw: GGCAACCTCAAGTGGCTCGAG)
Primer rv: AGGCTGGCAAATGTGCTAATCGG

>Bradi3g36887 (CCR1)
Primer fw: CGCATCCTCTCCAAGCTCT
Primer rv: CGGAGCTTCTGGTTCGACATCT

Normalizadores

>BdGAPDH (qRT-PCR) 139 pb
BAGAPDH_F: GCTCCCATGTTTGTTGTCG
BAGAPDH_RV: GACCCTCAACAATGCCAAAG
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