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Resumo

A oliveira (Olea europaea L.) € uma espécie propagada recorrendo a protocolos de
propagacao vegetativa em que a formagéo de raizes adventicias se apresenta como
fator determinante. A existéncia de um comportamento recalcitrante ao estimulo do
enraizamento adventicio em cultivares de elevado interesse agrondmico justifica o
interesse na identificagdo dos mecanismos moleculares associados a eficiéncia deste
processo morfogénico. Foi objetivo do presente trabalho explorar o envolvimento dos
fatores de transcricdo UPB1 no enraizamento adventicio. Os resultados obtidos revelam
um potencial envolvimento dos membros UPB1a e UPB1b na regulacdo do
enraizamento adventicio através da regulagdo da expressao de genes que codificam
enzimas envolvidas na homeostase das espécies reativas de oxigénio (ROS). O
presente trabalho apresenta-se como um importante contributo na identificagao dos
mecanismos moleculares que poderdo futuramente ser manipulados no sentido de

ultrapassar a dificuldade de enraizamento em cultivares recalcitrantes.

Palavras-chave: Olea europaea L.; enraizamento adventicio; stress oxidativo; fatores
de transcricao; peroxidases
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Abstract

Study of the involvement of UPBEAT1 transcription factors in the
formation of adventitious roots in olive (Olea europaea L.)

Olive tree (Olea europaea L.) is a plant species vegetatively propagated through
protocols in which the formation of adventitious roots is a determining factor. The
existence of recalcitrant behavior towards the stimulation of adventitious rooting (AR) in
cultivars with high agronomic interest justifies the attention given to the identification of
the molecular mechanisms involved in the efficiency of this morphogenic process. The
objective of the present research was to explore the involvement of UPB1 transcription
factors in the process of AR. The results obtained reveal a potential involvement of
UPB1a and UPB1b members in the regulation of AR through the regulation of the
expression of genes encoding enzymes involved in the homeostasis of reactive oxygen
species (ROS). The present research represents an important contribution to the
identification of the molecular mechanisms that could be manipulated aiming to

overcome the difficulty of adventitious root formation in recalcitrant cultivars.

Keywords: Olea europaea L.; adventitious rooting; oxidative stress; transcription

factors; peroxidases
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1. Introducao

1.1. Taxonomia e caracterizagao morfolégica da oliveira

A espécie Olea europaea L. pertence a ordem Oleales, classe Magnoliopsida
(Dicotyledoneae), familia Oleaceae e género Olea (Bacelar et al., 2009) e integra seis
subespécies, trés delas com representagédo na Europa (Guerrero et al., 2016). A O.
europaea subsp. europaea L., caracteristica dos paises da Bacia do Mediterraneo, (com
duas variedades, a var. europaea que engloba todas as cultivares de interesse
agrondémico e a var. sylvestris que constitui o ancestral selvagem da qual tera evoluido
a var. europaea), a subsp. Guanchica, localizada nas llhas Canarias e a subsp.
Cerasiformis, caracteristica do arquipélago da Madeira. As outras trés subespécies
estdo restritas a Marrocos (subsp. maroccana), ao sul de Africa, sul do Egito, Arabia e
sudoeste da China (subsp. cuspidata), Argélia, Sudao e Nigéria (subsp. laperrinei) (Ali
et al., 2014; Guerrero et al., 2016).

A O. europaea subsp. europaea var. europaea integra a nivel mundial cerca de 2000
cultivares, das quais apenas 139 apresentam interesse agrondmico sendo utilizadas
para producao de azeite e azeitona de mesa (Fanelli et al., 2022). Em Portugal integram
o Catalogo Nacional de Variedades 65 cultivares tradicionais (DGAYV - Diregao Geral de
Alimentagao e Veterinaria, 2023).

A oliveira (Figura 1a) € uma planta lenhosa de porte arbéreo, com uma altura que
varia entre 4 a 8 metros, podendo as arvores mais velhas atingir 15 metros. A folhagem
da oliveira é do tipo perene, com duragdo de 1 a 3 anos. A forma e a dimensao das
folhas (Figura 1b) varia muito com a cultivar, podendo a forma ser oval ou eliptica, e as
dimensoes variar de 4 a 10 cm de comprimento e de 1 a 3 cm de largura (Bacelar et al.,
2009; Hussain et al., 2021). Sendo uma espécie xerofitica, as suas folhas apresentam
caracteristicas morfolégicas que permitem controlar as perdas de agua, nomeadamente
a presenca de estomas pequenos e densos, localizados apenas na pagina abaxial,
protegidos por tricomas peltados que conferem uma cor cinzento prateado permitindo
refletir a luz solar e reduzir a transpiragdo. A pagina adaxial, de tom verde-escuro,
apresenta uma cuticula espessa e brilhante (Bacelar et al., 2009).

O fruto da oliveira, a azeitona (Figura 1d), € uma drupa ovoéide composta por trés
estruturas principais: o exocarpo (epiderme ou pelicula) membranoso com estomas, o
mesocarpo (polpa) caracterizado pela acumulagéo de acidos gordos, € o endocarpo

(carogo que reveste a semente) muito espesso (~ 2 a 3 cm) e lenhificado.



O caule de uma planta adulta (Figura 1e) apresenta um crescimento secundario
caracterizado por um didmetro que pode atingir os 200 cm nos troncos mais velhos. As
caracteristicas morfoldgicas e fisiologicas da arvore e do fruto variam de acordo com a

cultivar (States Department of Agriculture, 2008).

()

Figura 1 - Oliveira (Olea europaea subsp. europaea var. europaea L.): (a) planta adulta; (b) folhas
exibindo a pagina adaxial de tonalidade mais escura e a abaxial de tonalidade cinzento prateado;
(c) inflorescéncias antes da floragéo; (d) frutos no final da maturagéo; (e) caule lenhoso (tronco)
(Adaptado de Hashmi et al., 2015).

1.2. Importancia agrondmica da oliveira

A oliveira (Olea europaea europaea subsp. europaea L.) é considerada uma das
espécies fruteiras de maior importancia agrondmica a nivel mundial, devido, em
particular, a sua utilizagdo para a produgao de azeite (Porfirio et al., 2016). O consumo
de azeite tem sido crescente nos ultimos anos, em particular devido a identificagdo das
suas propriedades medicinais, como a sua atividade anti-inflamatdria, atividade
antimicrobiana e atividade hepatoprotetora (Bilal et al., 2021).

A cultura da oliveira, datada de periodos anteriores a 4800 a.C., encontrou-se
durante muitos séculos restrita a paises da regido da Bacia do Mediterraneo (Fraga et
al., 2021). Atualmente esta cultura apresenta uma expressao mundial sendo cultivada
inclusivamente em paises fora da Bacia do Mediterraneo, como a Australia, a China, a
India e a América do Sul (Torres et al., 2017). Apesar desta distribuigdo mundial, ainda

€ nos paises da Bacia do Mediterraneo que esta cultura apresenta maior relevancia
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(Hedayati et al., 2015), sendo a Espanha, a ltalia e a Grécia os paises que registam
valores de producdo mais elevados (Fraga et al., 2021).

Em Portugal, a area de olival corresponde a 374762 ha sendo grande parte ainda
ocupada por olivais tradicionais, caracterizados pela presenga de diversas cultivares
tradicionais portuguesas responsaveis pela tipicidade dos azeites produzidos,
caracteristicos de cada regiao geografica e protegidos com o selo de Denominagéao de
Origem Protegida (DOP). Em Portugal existem 8 regidées DOP, 6 associadas a produgao
de azeite e 2 a azeitona de mesa (Albuquerque et al., 2019). Das cultivares tradicionais
portuguesas, registadas no Catalogo Nacional de Variedades (DGAV - Diregéo Geral de
Alimentagdo e Veterinaria, 2023), apenas um numero reduzido tem expressao na
producao de azeite integrando a composi¢cao dos azeites DOP. Destas destacam-se a
‘Cobrangosa’, a ‘Cordovil de Serpa’, a ‘Galega vulgar’, a ‘Verdeal de Serpa’, a ‘Azeiteira’
e a ‘Blaqueta’.

A cv. ‘Galega vulgar’ é a cultivar com maior representatividade a nivel nacional
estando presente na composigao de 5 azeites DOP (Rodrigues et al., 2023). Apesar do
elevado interesse que apresenta do ponto de vista da elevada estabilidade e qualidade
regular do azeite produzido, esta variedade apresenta alguns problemas graves do
ponto de vista agronémico, como a suscetibilidade a algumas doengas (Materatski et
al., 2018) e as baixas taxas de enraizamento que comprometem diretamente o sucesso
da multiplicagéo vegetativa (Cardoso et al., 2022; Santos Macedo et al., 2012; Velada

et al., 2018) e consequente disponibilizagao de material vegetal.

1.3. Propagacgao vegetativa da oliveira

A oliveira é propagada de forma vegetativa, processo que permite a obtencao de
plantas geneticamente idénticas, sendo por isso aplicado a multiplicagdo de gendtipos
de elite, incluindo cultivares e clones (Pop et al., 2011).

O processo convencional, ou seja, o0 comumente utilizado ao nivel viveirista é a
multiplicagao por estacaria semi-lenhosa (Figura 2). Este processo consiste na recolha
em campo (arvores pés-maes) de ramos jovens (semi-lenhosos) que seréo
segmentados em estacas de aproximadamente 15-20 cm com 4 a 6 nos dependendo
da cultivar, mantendo as 4 folhas apicais, (Figura 2A). Neste sistema de propagagao &
comumente utilizada uma auxina, o IBA (indole-3-butyric acid), de forma a induzir a
formacgao do sistema radicular. A base das estacas (+ 3 cm) € mergulhada numa solugéo
de IBA (~ 3.000-5.000 ppm) durante 10 a 20 segundos (Figura 2B) sendo as estacas

posteriormente colocadas num substrato inerte (perlite) (Figura 2C) e posteriormente



mantidas numa estufa com uma temperatura de 24-26°C durante o dia e 15°C durante
a noite, sendo importante manter a humidade relativa a aproximadamente 100%
(Macedo, 2013).

Figura 2 — Multiplicagdo vegetativa de cultivares de oliveira por estacaria semi-lenhosa. (A)
Recolha do material vegetal a partir da planta-mée e preparacéo das estacas de 15-20 cm de
comprimento; (B) submersao da parte basal das estacas (+ 3cm) numa solugéo de IBA; (C) as
estacas tratadas sdo colocadas em perlite; (D) estacas com formacao de raizes adventicias; (E)

plantas provenientes de enraizamento em estufa. (Adaptado de Macedo, 2013)

No entanto, nem todas as cultivares respondem da mesma forma quando utilizado
o sistema de multiplicagéo por estacaria semi-lenhosa e algumas cultivares tradicionais
demonstram mesmo uma forte dificuldade em serem propagadas, resultado da
recalcitrancia na formagéo de raizes adventicias (Porfirio et al., 2016b). A cv. ‘Galega
vulgar’, apesar do seu elevado interesse agronémico, demonstra uma elevada
recalcitrancia no processo de enraizamento sendo comum a obtencdo de um valor
inferior a 20% de estacas enraizadas quando seguido o processo convencional (Velada
et al., 2018). A recalcitrancia consiste assim na dificuldade/incapacidade das células
vegetais responderem a um estimulo exégeno no sentido de alterarem o seu programa

celular e readquirirem as caracteristicas meristematicas primarias, rediferenciando
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posteriormente um novo orgao (Benson, 2000). Cultivares recalcitrantes ao
enraizamento adventicio sédo, portanto, cultivares de dificil propagagéo.

O estabelecimento de protocolos de propagagao recorrendo a sistemas in vitro
permitiu, para algumas cultivares, ultrapassar o problema da recalcitrdncia. A
propagacao in vitro por cultura de microestacas consiste na utilizagdo de plantulas
(microestaca apods remogao da regido basal e das folhas mais basais) obtidas in vitro
por cultura de segmentos uninodais (segmentos de caule com apenas um nd), tratadas
com uma solugao de auxina, usualmente o IBA, por imersao da parte basal (protocolo
descrito na Figura 3). Esta metodologia permite a propagagéo de cultivares/clones de
elite, em numero muito elevado, num curto espaco de tempo e com necessidades

reduzidas em termos de espacgo (Haq et al., 2021).
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Figura 3 - Multiplicagdo de microestacas de oliveira. (A) Explantes uninodais preparados para
cultura in vitro; (B) plantulas obtidas apds 30 dias em meio de proliferagédo — fase de iniciagao;
(C) plantulas obtidas apdés 45-50 dias de subcultura em meio de proliferagdo — fase de
alongamento; (D) plantula obtida apds o periodo de alongamento utilizada para indugéo do
enraizamento (D1: microestaca obtida da regido apical da plantula) ou para propagagao por
cultura de segmentos uninodais (D2: segmentos uninodais obtidos da regidao basal preparados
para novo ciclo de multiplicagao); (E) microestacas inoculadas em meio de enraizamento apos o
tratamento com a auxina; (F) cultura dos segmentos uninodais em meio de proliferagao.
(Adaptada de Macedo, 2013)



1.4. O sistema radicular — origem e importancia das raizes adventicias

O sistema radicular € um 6rgao fundamental na maioria das plantas terrestres,
permitindo a sua fixagao ao solo, a aquisicao de agua e nutrientes necessarios para a
realizagédo da fotossintese e o estabelecimento de simbioses com microrganismos
benéficos como as microrrizas e os rizébios. O sistema radicular difere entre as plantas
quanto a sua origem e estrutura. As plantas pertencentes a classe Magnoliopsida
(dicotiledéneas) apresentam um sistema radicular do tipo aprumado exibindo uma raiz
principal (pivotante) de maiores dimensdes. Nestas plantas o sistema radicular tem
origem embrionaria, diferenciando-se a partir da radicula do embrido. A oliveira, sendo
uma espécie pertencente a classe Magnoliopsida, apresenta um sistema radicular do
tipo aprumado, especifico de um crescimento em profundidade. As plantas pertencentes
a classe Liliopsida (monocotileddneas) sao caracterizadas por apresentar um sistema
radicular do tipo fasciculado, com raizes de tamanho muito similar e com uma origem
adventicia, ou seja, o sistema radicular diferencia-se a partir das células da base do
caule (Li, 2021).

Para além de constituir o sistema radicular normal de diversas espécies, as raizes
adventicias estdo associadas a diversos processos biologicos, muitas vezes
caracteristicos de espécies pertencentes a classe Magnoliopsida. Sdo exemplos o
desenvolvimento de raizes adventicias associadas a reproducdo assexuada
caracteristica de espécies como o morangueiro (Fragaria spp.) € o lupulos (Humulus
spp.) (Porfirio et al., 2016), o desenvolvimento de raizes adventicias em espécies
adaptadas a solos alagados, como os mangais, ou ainda o seu desenvolvimento como
resposta a condi¢des de stress abidtico (nutricdo mineral, luminosidade e temperatura)
e bidticos (herbivoria e infegdo com Agrobacterium rhizogenes) (Geiss et al., 2009). O
desenvolvimento destas raizes pode ocorrer a partir de qualquer 6rgao aéreo da planta,
como o caule e as folhas (Legué et al., 2014, Velada et al., 2020, Roussos, 2023).

Em espécies que se propagam de forma vegetativa, a formagédo de um sistema
radicular adventicio é determinante no sucesso da propagagdo. Em comparagdo com
as raizes laterais, com origem nas raizes primaria, as raizes adventicias (ARs) provém
de células diferenciadas que readquirem, durante uma fase inicial denominada de fase
de indugdo, a sua competéncia meristematica primaria. Esta fase, dependente da
presengca de auxinas (Macedo et al.,, 2013), é caracterizada por uma alteragao do
programa celular (reprogramagao celular) que envolve a alteragdo do padrdao de
expressao de genes. Apds reaquisicdo da competéncia meristematica as células iniciam
uma fase de multiplicagdo conduzindo a formagao dos meristemoides, locais onde se

iniciara a diferenciagao do novo 6rgao. Esta fase, denominada de fase de iniciagao ¢
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a fase onde se detetam as primeiras alteragbes histolégicas, com o surgimento de
células pequenas, isodiamétricas, com citoplasma denso e nucleo proeminente
(meristemoides). A terceira fase, fase de expressao, corresponde a fase em que ocorre
diferenciacao celular e consequente desenvolvimento do novo érgéo (Cardoso et al.,
2022; Li et al., 2009b).

Varias sao as alteragdes que ocorrem ao nivel molecular e bioquimico que estéo na
base das alteragdes morfologicas associadas ao processo de desdiferenciagéo celular
e subsequente rediferenciacdo. A figura 4 ilustra as principais vias de sinalizagao
envolvidas na indugao de vias metabdlicas essenciais ao processo de morfogénese.

Na base da estaca (microestaca ou estaca semi-lenhosa), local onde se efetua o
corte aquando da preparacao da estaca e se aplica a auxina para induzir o processo de
enraizamento, varias moléculas pertencentes a diferentes vias de sinalizagdo sao
mobilizadas ou sintetizadas de novo. Destas moléculas destacam-se as espécies
reativas de oxigénio (ROS), os polifendis (antioxidantes associados a redugéo da
degradacédo das auxinas utilizadas na indugéo do enraizamento) e o acido jasménico.
As ROS, em particular o peréxido de hidrogénio (H202) e o 6xido nitrico (NO), estdo
associadas a ativagao da fotossintese, a via metabdlica responsavel pela sintese dos
carboidratos, promovendo assim o aumento dos agucares soluveis. Esses agucares sao
translocados para a base da estaca onde serdo utilizados como fonte de energia na
elevada atividade metabdlica associada a cicatrizacdo da ferida e a subsequente
formagao das raizes adventicias. No entanto, se na fase de indugdo o aumento das
ROS apresenta um papel essencial, nas fases subsequentes as células deverdo ter
capacidade de as reduzir a niveis basais protegendo assim a célula da oxidagdo. O
papel das ROS enquanto moléculas sinalizadoras e das enzimas oxidativas
responsaveis pelo restabelecimento da homeostase das ROS é descrito no ponto 1.8.

No processo da formagédo das raizes adventicias, o etileno, uma fitohormona, é
biossintetizado pelas plantas em respostas ao stress, regulando o desenvolvimento e
crescimento através de uma via de sinalizagao (Binder, 2020) difundindo-se entre as
células vegetais através das membranas (Veloccia et al., 2016).

A concentracdo de auxina na zona de corte da estaca é, geralmente, controlada
através da sintese e degradacéo, transporte e conjugag¢do ou desconjugacdo, como
mecanismos regulatorios de forma a ajustar o seu nivel. Na fase da indugao, para além
dos niveis elevados de auxina e carboidratos, muitas outras alteragbes bioquimicas
acontecem, como o aumento do acido jasmonico, de alguns fendlicos, e das ROS,

alteragdes nos niveis de reguladores de crescimento (particularmente a produgéo de



etileno devido a ferida) e mudangas na atividade de enzimas como as peroxidases,

fenoloxidases, entre outras (Steffens & Rasmussen, 2016).
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Figura 4 - Esquema representativo do processo de formagao de raizes adventicias induzido em
estacas. Encontram-se ilustradas as principais vias de sinalizagido envolvidas na indugao de vias
metabolicas essenciais ao processo de morfogénese, em particular associadas a sintese de

carboidratos originando agucares sollveis (Adaptada de Steffens & Rasmussen, 2016).

1.5. Fatores envolvidos no processo de Enraizamento Adventicio

O enraizamento adventicio € um processo bioldgico que depende de fatores
enddgenos e exogenos. Salienta-se de entre os fatores exdgenos a idade das estacas,
o fotoperiodo, a intensidade luminosa, a temperatura, a humidade relativa, a
disponibilidade de sais minerais, de fitohormonas e de outras moléculas. Nos fatores
enddgenos salientam-se o estado fitossanitario, o estado de desenvolvimento e o
periodo do ano em que sao recolhidas as estacas para indugédo do enraizamento (Geiss
et al., 2009).

1.5.1. Fatores exdégenos

A idade das estacas € um dos fatores exdgenos de maior relevancia uma vez que o

estado de desenvolvimento influencia a formagao das raizes adventicias. Estacas
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juvenis apresentam um elevado desempenho na formagdo de raizes,
independentemente da estagao do ano. No entanto, Therios (2009) refere a existéncia
de uma interacdo entre a idade das estacas e a estagcdo do ano ao demonstrar que
estacas adultas (mais lenhificadas) enraizam melhor quando colhidas na primavera e/ou
outono.

O periodo de luz, a sua qualidade e intensidade podem afetar a formacao de raizes
adventicias em espécies propagadas vegetativamente, incluindo a oliveira (Fett-Neto et
al., 2001; Sorin et al., 2005; Therios, 2009). A luz € um fator determinante no processo
de fotossintese do qual depende a sintese de agucares, essenciais a intensa atividade
metabdlica que decorre na formacgao de raizes adventicias (Kami et al., 2010).

A temperatura pode influenciar a capacidade de enraizamento contribuindo
negativamente para a absorgdo de agua e nutrientes, promovendo ou inibindo a agao
enzimatica e as repostas hormonais. As épocas mais apropriadas para a propagacao
vegetativa, por estarem associadas a taxas de enraizamento mais elevadas, sdo as
épocas do ano com temperaturas mais elevadas. Segundo um estudo de Mancuso
(1999), o nivel mais elevado de enraizamento (80%) foi obtido na época da primavera-
verao, ou seja, entre maio e junho, onde as temperaturas s&do mais elevadas, e o nivel
mais baixo obtido no inverno (20-30%). Contudo, temperaturas demasiado elevadas
promoveram o desenvolvimento dos gomos laterais antes do desenvolvimento da raiz,
conduzindo a uma taxa elevada de transpiracdo e consequente morte celular na base
da estaca impedindo assim a formacao de raizes (Almeida et al., 2017).

A humidade relativa do ar, afetada principalmente pela temperatura, apresenta um
grande impacto na fotossintese, influenciando o crescimento e desenvolvimento das
plantas (Chia & Lim, 2022). No processo de enraizamento adventicio a humidade é um
fator importante por influenciar a taxa de transpiragédo. Uma elevada humidade do ar
contribui para a reducao das perdas de agua através da transpiracao e desidratagcdo do
tecido na zona de corte, favorecendo assim a formagao das raizes na base da estaca
(Macedo, 2013).

As auxinas sao fitohormonas que afetam a divisdo, o alongamento e a diferenciagéo
celular, estando por isso associadas ao crescimento e desenvolvimento normal das
plantas (Velada et al., 2020). Estas encontram-se também implicadas nos estagios
iniciais da embriogénese, organizagéo do meristema apical e ramificagao da parte aérea
da planta (dominancia apical), formagao da raiz principal, lateral e adventicia (Pop et al.,
2011). No processo de enraizamento adventicio as auxinas atuam de forma direta ou
indireta ao interagirem com outras fitohormonas ou moléculas de outra natureza (Pop et
al., 2011), induzindo a formagao e o desenvolvimento das raizes (Depuydt & Hardtke,
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2011). Devido ao seu papel chave na formagao de raizes adventicias, as auxinas séo
amplamente utilizadas na propagacao vegetativa de diversas espécies vegetais (Porfirio
et al., 2016).

A primeira auxina a ser utilizada em protocolos para indugao da formacgao de raizes
adventicias por estacaria foi o acido indole-3-acético (IAA) (Cooper, 1935). Identificado
pela primeira vez no inicio da década 1940, o IAA foi reconhecido como a principal
auxina vegetal (Ma et al., 2018). No entanto, na propagacao vegetativa de diversas
espécies vegetais, inclusivamente na oliveira, existe uma preferéncia pelo uso do acido
IBA em detrimento do IAA, devido sobretudo a sua a elevada capacidade de inducéo e

elevada estabilidade a luz (Pacurar et al., 2014).

1.5.2. Fatores endégenos

O estado fitossanitario € um dos fatores endégenos mais relevantes no sucesso do
enraizamento da oliveira. Sdo diversos 0s agentes patogénicos que limitam este
processo biolégico sendo exemplo os fungos, os virus e as bactérias. Contudo, existem
alguns microorganismos que apresentam um efeito contrario, estimulando a rizogénese.
Sao exemplo as ectomicorrizas, fungos que estabelecem uma relagdo simbionte com
as raizes de algumas plantas superiores beneficiando-se mutuamente (Charya & Garg,
2019). A inoculagéo das estacas com estes fungos pode estimular a formagao de raizes
adventicias. Varios autores reportaram a formacao de ramificagdes radiculares em
estacas e rebentos in vitro como resultado da inoculagdo com fungos micorrizicos
(Fortuna et al., 1998; Karabaghli et al., 1998; Niemi et al., 2000). Uma estratégia que
também tem sido reportada e que se baseia na utilizacdo de micoorganismos é a
inoculagdo com Agrobacterium rhizogenes, uma bactéria do solo gram-negativa que
infeta as plantas e induz o aparecimento de raizes adventicias no local infetado (Geiss
et al., 2009; Muranaka & Saito, 2010). No entanto, a sua aplicagao no enraizamento
adventicio em oliveira ndo tem considerado como estratégia de interesse.

O estado de desenvolvimento do material vegetal é reportado como um dos fatores
mais importantes no sucesso do enraizamento adventicio. Explantes provenientes de
rebentos junto & base do tronco apresentam maior capacidade de enraizamento
comparativamente a explantes provenientes da copa arvore. Tal pode estar relacionado
com o facto destes ultimos apresentarem maior grau de diferenciagdo (Porlingis &
Therios, 1976).

O periodo do ano em que o material vegetal € obtido para obter as estacas influencia

igualmente o sucesso do processo de formagao de raizes adventicias. A utilizagdo de
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estacas obtidas em diferentes periodos do ano esta também relacionado com o sucesso
do enraizamento adventicio por estar associado a estados fisioldgicos distintos. No
periodo da Primavera as estacas apresentam um nivel de carboidratos elevado
funcionando como reservas de energia que seréo utilizadas na fase de indugao e
desenvolvimento radicular, quando a planta ainda n&do dispbe da possibilidade de

absorver agua e nutrientes para a realizagéo da fotossintese (Macedo, 2013).

1.6. Regulagao molecular e bioquimica do enraizamento adventicio

O processo de enraizamento adventicio € definido como um processo morfogénico
que implica a alteragao do programa celular e que culmina na formagéo de novo de um
orgéo. Este processo biolégico envolve a ativagao/silenciamento de genes que
codificam proteinas com diferentes funcionalidades. A ativagéo desses genes implica a
existéncia de moléculas sinalizadoras pertencentes a diferentes vias de sinalizagao. As
ROS sé&o moléculas formadas em diferentes compartimentos celulares que, em niveis
moderados, atuam como moléculas sinalizadoras, ativando respostas rapidas face a
fatores de stress. No entanto, em niveis elevados, as ROS podem causar danos
celulares ou até mesmo a apoptose, devendo a célula apresentar mecanismos que a
auxiliem na manutencdo da homeostase, como 0s mecanismos associados a sintese
de compostos antioxidantes ou envolvendo a atividade de enzimas oxidativas (Singh et
al., 2022). A percegao destas moléculas sinalizadoras esta associada, por exemplo, a
ativagédo de genes que codificam proteinas cuja fungao é regular a expressao de genes

alvo, sendo denominadas de fatores de transcrigéo (TFs do inglés transcription factors).

1.7. Fatores de transcrigao (FT) — o seu papel na modulagao do enraizamento
adventicio

Os TFs, caracteristicos de organismos eucariotas, sdo proteinas que reconhecem
elementos cis (sequéncias de 6 a 10 pb) localizados no promotor de genes alvo e que
ligando-se a essas regides permitem a associagao de proteinas adicionais promovendo
ou inibindo o posterior recrutamento da RNA polimerase e a subsequente transcricao
do gene alvo (Castellanos et al., 2020). Os TFs sédo assim elementos essenciais na
regulagéo da expressao génica (Wang et al., 2015), regulando a expressao de genes
associados a uma diversidade de processos biolégicos como o normal desenvolvimento

(Chowdhary et al., 2023) ou a resposta a condi¢des de stress (Sun et al., 2018).
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Através da analise do genoma de Arabidopsis foi possivel identificar 2000 genes
que codificam 1500 TFs pertencentes a aproximadamente 30 familias diferentes (Hong,
2016). O envolvimento dos FTs na modelagédo do enraizamento adventicio foi reportada
em diversos trabalhos (Legué et al., 2014). Das diferentes familias de FTs identificadas,
os bHLH aparecem envolvidos no processo de formacao de raizes em associagao a via
de sinalizagdo do acido jasmonico (JA). O JA e os seus derivados, designados por
jasmonatos (JAs) (Ruan et al., 2019), correspondem a um conjunto de fitohormonas
importantes na regulagédo do crescimento e desenvolvimento das plantas e igualmente
importante como moléculas sinalizadoras nas respostas de defesa das plantas (Mao et
al., 2017; Wasternack, 2007) em resposta a stresses bioticos (pragas e doengas) e
abidticos (baixas temperaturas, seca, salinidade excessiva e radiacéo UV) (Pefiuelas et
al., 2019; Verma et al., 2016; Yang et al., 2019).

Dos FTs da familia bHLH, os MYCs (mielocimatose), associados a via de
sinalizacdo do JA, tém sido estudados pelo seu envolvimento no enraizamento
adventicio. Entre eles, o MYC2 esta envolvido em diversos processos de
desenvolvimento nas plantas, para além da formagdo de raizes adventicias esta
também associado a formagéo de raizes laterais e floracdo (Kazan & Manners, 2013).

Num estudo recente com Arabidopsis, Dob et al. (2021) observaram que a
sinalizagdo via JA dependente do MYC2 participa na homeostase das citocininas
através da repressao da expressao da enzima oxidase de citoquinina/desidrogenase1
(CKX1), o que consequentemente conduz a inibigdo do enraizamento adventicio.

Os FTs pertencentes a familia bHLH s&o caracterizados por apresentarem na
sua sequéncia um dominio denominado de hélice-loop-hélice (bHLH) constituido por 60
aminoacidos (aa). Este dominio encontra-se dividido em duas regides, uma regido
basica (b) e a regido hélice-loop-hélice (HLH) (Li et al., 2020). A regido basica, com
cerca de 15 aa, localiza-se no N-terminal do domino bHLH. Desta regiao fazem parte 6
aa basicos, responsaveis pela ligacdo ao promotor do gene alvo, comumente o motivo
E-box (5'-CANNTG-3") (Sun et al., 2018, Qian et al., 2021). A regidao HLH, com cerca
de 50 aa, localiza-se na regido C-terminal e € composta por duas hélices a anfipaticas
ligadas por um anel hidrofébico, tendo como objetivo realizar a dimerizagao do dominio
e a ocorréncia de interagdes entre proteinas (Sun et al., 2018).

O numero de genes que constituem a familia bHLH varia com a espécie. Em
milho (Zea mays) foram identificados 213 genes (Lin et al., 2014), em arroz (Oryza
sativa) 178 e em Arabidopsis (Arabidopsis thaliana) 170 genes (Carretero-Paulet et al.,
2010). O envolvimento de diferentes genes da familia bHLH foi reportado em diversas
vias de sinalizagao, processos morfogénicos e de desenvolvimento, como o crescimento
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do meristema radicular, o desenvolvimento dos estomas e tamanho das pétalas (Li et
al., 2019). Nas plantas superiores o meristema apical tem como fungao a multiplicagéo
celular e a diferenciagao de novos tecidos e 6rgaos, sendo a sua atividade regulada por

FTs, incluindo membros pertencentes a familia bHLH (Niu & Fu, 2022).

O envolvimento dos membros pertencentes a subfamilia UPBEAT1 (UPBT), TF
que integram a familia dos bHLH, na regulagao da proliferagdo do meristema radicular
e diferenciacao de raizes laterias foi descrito em Arabidopsis. Tsukagoshi et al. (2010)
relacionou o envolvimento do UPB1 na formacgao de raizes laterais pela sua funcéo de
regulagéo das peroxidases, que por sua vez estdo associadas a homeostase das ROS,
em particular o peréxido de hidrogénio e o superdxido. O UPB1 foi assim considerado
um regulador da proliferagéo das células do meristema apical radicular mediando o
equilibrio das ROS (Li et al., 2019). No trabalho descrito por Tsukagoshi et al. (2010) a
interrupcao da atividade do UPB1 provocou a alteragédo do equilibrio das ROS, levando
a um atraso no inicio da diferenciacao das raizes laterais.

Apesar de descrita a fungdo do UPB1 no processo de organogénese associado
a formagéao de raizes laterais, ndo se conhece nenhum trabalho que relacione este TF
com o processo de formacdo de raizes adventicias nem a sua relacdo com a

homeostase das ROS durante este processo.

1.8. Espécies reativas de oxigénio (ROS) enquanto moléculas sinalizadoras

Os ROS sao subprodutos resultantes do metabolismo aerdbio que, em
condigbes fisiolégicas normais, sao produzidas e acumuladas em diferentes
compartimentos celulares como cloroplastos, mitocéndrias e peroxissomas (Apel & Hirt,
2004). Estas moléculas desempenham um papel essencial em diversos processos
biologicos das plantas, como o crescimento, a diferenciacao celular, a fotossintese e a
senescéncia, assim como na sinalizacao e resposta a diferentes condi¢cdes de stress
(Tyagi et al., 2022). Os niveis de ROS nos diferentes compartimentos celulares é
determinado pela interagdo entre multiplos mecanismos de producéo e eliminagdo. O
processo de produgdo de ROS como subprodutos resultantes do metabolismo aerdébio,
juntamente com a eliminacdo dos mesmos por mecanismos celulares antioxidantes,
ocorre constantemente nas células para prevenir potenciais efeitos téxicos,
nomeadamente danos oxidativos no DNA, RNA e proteinas (conhecido como stress
oxidativo).

Sob condi¢des de stress, ha um desequilibrio na homeostase celular, resultando

num aumento da producdo de ROS, as quais estdo envolvidas em diferentes vias de
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transducgao de sinal essenciais para a indugao de respostas de defesa. Por exemplo, as
ROS produzidas em resposta a stress podem iniciar o processo de sinalizagao através
da oxidagao de proteinas, com a consequente producao de péptidos que funcionam
como mensageiros secundarios. Além da oxidagdo de proteinas, as ROS podem
também iniciar a sinalizacdo através da ativagao de enzimas quinases e/ou fosfatases,
ativagéo de genes de defesa, influxo de ides Ca**, fosforilagdo de proteinas, ou mesmo
aumentando a sintese de hormonas vegetais como o acido salicilico, acido jasmaonico
ou etileno (Sachdev et al., 2021).

Dos diferentes tipos de ROS podem identificar-se moléculas de dois tipos, as
radicais e as nao radicais. As ROS radicais sdo moléculas muito instaveis que possuem
um ou mais eletrbes desemparelhados. Neste grupo destacam-se os radicais
superdxido (0°2) e hidroxilo (OH’). Nas ROS nao radicais destacam-se o singleto de
oxigénio ('02) e o perdxido de hidrogénio (H20;). O H20,, produzido nos cloroplastos,

mitocéndrias e peroxissomas, e o O™

, produzido principalmente nos cloroplastos e
mitocéndrias, sdo espécies com baixa reatividade e que se formam em condigcdes
metabdlicas normais. Por outro lado, o '0., produzido nos cloroplastos e com
capacidade para oxidar lipidos, proteinas e residuos de DNA, e o OH’, produzido
principalmente nos cloroplastos e mitocdndrias, sdo espécies muito reativas que se
formam em condigbes de stresse (Das & Roychoudhury, 2014; Roussos, 2023). As ROS
referidas ao longo do texto, assim como a sua localizagao e modo de agéo, encontram-

se resumidas na tabela 1.

Tabela 1 - Principais espécies reativas de oxigénio (ROS) envolvidas no stress oxidativo em
espécies vegetais e sua caracterizagdo: radicais [radicais superoxido (O™ 2) e hidroxilo (OH")] e
nao radicais [singleto de oxigénio ('02) e peroxido de hidrogénio (H202)] (Adaptado de Eljebbawi
et al., 2021).

ROS Modo de acao Local de producdao  Sistema de defesa
Superéxido Reage coma prot~e|na Fe-Se cIorop'Iastos, mltocopdrla, SOD., flavonsides,
ocorre a dismutacdopara H,O, peroxissomas, cadeia de ascorbato
(02) transporte de eletrées

Radical hidroxilo
(OH")

Peroxido de hidrogénio
(H20,)

Singleto de oxigénio
('0;)

Extremamente reativo com
todas as biomoléculas,
incluindoo DNA, RNA, lipidos e
proteinas.

Reage com proteinas, com
proteinas heme e com o DNA

Oxidagao de lipidos, proteinas
e residuos de DNA

Cloroplastos,
mitocondrias

Peroxissomas,
cloroplastos,
mitocondrias, citosol e
apoplastos

Membranas, cloroplastos
e nucleos

Flavonoides, prolina,
ascorbato

Enzimas antioxidantes,
ascorbato, glutationa

Carotenoides e
a-tocoferol
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Entre as diferentes ROS, o H,O, tem sido das moléculas mais estudadas quanto
ao seu envolvimento no enraizamento adventicio. Li et al. (2007) descreveu um
aumentou significativo da capacidade de enraizamento em Curcubita pepo quando
aplicada uma solugéo de 20 — 40 uM de H20,. Resultados similares foram descritos em
caléndula (Tagetes erecta L.) e crisantemo (Dendranthema morifolium 'Beiguozhicun’)
quando aplicada uma solugdo de H>O; a 200 pyM (Liao et al., 2010, 2011). Em O.
europaea a utilizagao de H,O, combinada com a adicido de IBA conduziu a um aumento
da percentagem de enraizamento em varias cultivares (Roussos, 2023). Resultados
similares foram reportados por Santos Macedo et al. (2009), em que o tratamento de
estacas semi-lenhosas com H>O, (10mM), durante 14 horas, conduziu a obtengéo de
valores de enraizamento similares aos alcangados quando efetuado o tratamento com

IBA ao longo de 20 segundos.

1.9. O papel das peroxidases na gestdao dos niveis de ROS durante o processo
de enraizamento adventicio

O stress oxidativo, que pode ser causado por fatores bidticos ou abidticos, define-
se como um desequilibrio resultante de uma diminuicdo da capacidade antioxidante ou,
por outro lado, por um aumento excessivo do nivel intracelular de ROS, ultrapassando
a capacidade da planta restabelecer os valores basais (QAMER et al., 2021). Este
aumento descontrolado de ROS e acumulagdo dos mesmos no interior das células
conduz a reagles oxidativas que causam graves danos a nivel celular, como a
peroxidacao dos lipidos, oxidac&do das proteinas, inibicdo enzimatica e danos ao nivel
do DNA e RNA.

Em resposta ao stress oxidativo, a planta desenvolve mecanismos internos de
defesa que conduzem a eliminagdo das ROS no interior da célula. Estes mecanismos
podem ser classificados em n&o-enzimaticos ou enzimaticos (Das & Roychoudhury,
2014). O mecanismo nao-enzimatico consiste na sintese de compostos antioxidantes,
como o ascorbato, a glutationa, os carotenoides, os tocoferoéis, os flavonoides e a
prolina. Estes antioxidantes tém a capacidade de se oxidar preferencialmente em vez
das biomoléculas (lipidos, proteinas e DNA), protegendo-as dos efeitos nocivos dos
ROS. O ascorbato, ou acido ascoérbico, € um dos mais abundantes compostos
antioxidantes, reagindo diretamente com as moléculas 'O, H0,, OH e
O™2. Além disso, o ascorbato participa ainda na regeneragéo do a-tocoferol, previne a
oxidacdo de enzimas que contém grupos metalicos e participa nos mecanismos de

protecao e regulagéo da fotossintese (Noctor & Foyer, 1998).
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A glutationa é um tripéptido de acido glutamico, cisteina e glicina que, na sua forma
reduzida (GSH) tem um grupo tiol livre no residuo de cisteina. Em processos de
oxidagao-redugéo a GSH atua como agente redutor, sofre oxidagao e € convertida em
glutationa  oxidada.  Elimina os compostos 'O, H,0,, OH e
O%e protege as diferentes biomoléculas (Das & Roychoudhury, 2014).

A glutationa esta presente em quase todos os compartimentos celulares e esta
envolvida em processos como a diferenciagao celular, crescimento, divisdo e morte
celular, regulagdo da atividade enzimatica, sintese de proteinas e nucledtidos, entre
outros (Mullineaux & Rausch, 2005).

Os carotenoides pertencem a familia dos antioxidantes lipofilicos, desenvolvendo
a sua atividade antioxidante através da protecdo da maquinaria fotossintética. O a-
tocoferol pertence também a familia dos antioxidantes lipofilicos, protegendo lipidos e
outros constituintes da membrana dos cloroplastos através da reagdo com o O,. Os
flavonoides, muito comuns em folhas, 6rgaos florais e grédos de pdlen, tém um papel
importante na eliminagdo do composto '0.. A prolina, um osmolito com elevado poder
antioxidante, esta envolvido na defesa ao stress abidtico, facilitando a retengdo de agua
no citosol, protegendo as membranas, complexos proteicos e estruturas celulares,
sendo ainda eficiente na eliminagéo dos compostos OH+ e 10, (Gajewska et al., 2006).

Do sistema enzimatico fazem parte diferentes enzimas que atuam de forma
direta na remogao das ROS ao utilizarem essas moléculas como substrato. As enzimas
mais comuns envolvidas neste mecanismo de defesa sdo a superéxido dismutase
(SOD), a catalase (CAT) e as peroxidases (POX), como a guaiacol-peroxidase
(POD) e a glutationa peroxidase (GPX). Deste sistema fazem ainda parte enzimas
do ciclo ascorbato-glutationa, como a ascorbato peroxidase (APX) e a glutationa
redutase (GR) (Roussos, 2023). Nas plantas, o sistema antioxidante com maior
relevancia envolve a agdo da SOD, da APX e da CAT. Estas enzimas sé&o de extrema
importancia na diminuicdo do impacto do stresse oxidativo (Apel & Hirt, 2004). A
resposta celular baseada em mecanismos enzimaticos contra as ROS encontra-se

esquematizada na figura 5.
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Figura 5 - Esquema representativo da resposta celular contra as espécies reativas de oxigénio
(ROS) formadas em condigbes de stresse. No inicio da reagdo, o anido superoxido (O2") pode
ser formado pela redugdo de um eletrdo da molécula de oxigénio, sofrendo dismutagédo a
peroxido de hidrogénio (H202) pela enzima Superoxido dismutase (SOD). O H20zresultante pode
reagir com os ides metalicos, dando origem ao radical OH'. Como a SOD nao ¢ suficiente para
a total eliminagdo do H202, 0 mesmo pode ser eliminado pela catalase (CAT) ou outras
peroxidases, como a ascorbato peroxidase (APX) ou a glutationa peroxidase (GPX), através da
sua redugao em H20 (Adaptado de Chi et al., 2013).

Em situagdes de stresse a superdxido-dismutase (SOD) é a primeira linha de
defesa enzimatica para a eliminagdo das ROS. A SOD pertence a familia das
metaloenzimas e encontra-se presente em todos os organismos aerdbios. Estas
enzimas podem ser classificadas em trés isoenzimas consoante a sua ligagao a um iao
metalico: Mn-SOD (cofator de manganés, localizada nas mitocondrias e peroxissomas),
Fe-SOD (cofator de ferro, localizado nos cloroplastos) e Cu/Zn-SOD (cofator de cobre e
zinco, localizado no citosol, peroxissomas e cloroplastos) (Berwal & Ram, 2018; Das &
Roychoudhury, 2014). Esta enzima catalisa a reagao de eliminagao do O, através da

seguinte reacao de dismutagao:

Og.- + 02._ + 2HY — 2H202 + 02

Nesta reacao de dismutacdo as reagdes de oxidacdo e redugdo ocorrem no

aniao superoxido (O2") resultando oxigénio (O2) se o nivel de oxidagao for elevada, e
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H20. se o nivel de oxidacao for mais baixa. No entanto, a dismutacdo do O, em O, +
H2.0, pela SOD néo é suficiente para a eliminacdo completa das ROS visto que o0 H20»
resultante pode reagir com os ides metalicos, dando origem ao radical OH’ (Y. Wang et
al., 2018). Deste modo, o H>O; originado pela SOD pode ser eliminado pela catalase ou
outras peroxidases, como a POD ou a GPX, através da sua redugdao em H>O, como

representado nas seguintes equagdes (Rajput et al., 2021):

H,0, + H,0, = 2 H,0 + O,
H,0, + GSH -5 H,0 + GSSG

H,0, + R(OH), = 2H,0 + RO,

A catalase (CAT) € uma enzima tetramétrica que possui um grupo heme no seu
centro ativo (Anjum et al., 2016). Esta enzima, localizada principalmente nos
peroxissomas, catalisa a dismutagao do H.O2 antes que este migre para outras partes
da célula. Inicialmente, uma molécula de H20. oxida o ferro (Fe) presente no centro
ativo da CAT, originando peroxido de ferro rico em oxigénio (composto I) (Anjum et al.,
2016). Se os niveis de H2O, forem baixos, a enzima permanece neste estado de
repouso. Na presenga de niveis elevados de H»02, a segunda molécula de H>O-
apresenta um papel de redutor, dando dois eletrdes ao composto |, reconstituindo a
enzima em repouso (férrica) e formando agua e oxigénio (Dominguez et al., 2010;
Rajput et al., 2021). Apesar de estar presente principalmente nos peroxissomas, pode
também ser encontrada em menor grau na mitocondria, citosol e cloroplastos (Sharma
& Ahmad, 2014).

H202 + H202 — 2 H20 + 02

l

CAT-Fe-OH + H,0, — CAT-Fe-OOH + H,0 (Composto I)

CAT-Fe-OOH + H,0, — CAT-Fe-OH + H,0 + O,

Como foi referido anteriormente, uma alternativa na eliminagéo de H.O, ¢ a via
das peroxidases (POD e GPX), que apresentam ainda maior afinidade para esta
molécula do que a CAT, convertendo-a em agua no final. O termo peroxidase € atribuido
a uma enzima que catalisa a oxirredugao entre o H20; e os redutores. Estas encontram-
se em animais, plantas e microrganismos sendo classificadas com base nas suas
propriedades estruturais e cataliticas, dividindo-as em trés superfamilias (Hiraga et al.,
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2001). A terceira superfamilia corresponde as peroxidases vegetais (Plant peroxidase
superfamily), estando a mesma dividida em trés classes: classe |, inclui enzimas
intracelulares presentes em plantas, bactérias e leveduras, como a peroxidase
Citocromo C microbiana, catalase-peroxidase bacteriana e ascorbato-peroxidase;
classe Il, que inclui peroxidases extracelulares presentem em fungos e peroxidases
dependentes de magnésio; classe lll, descritas originalmente como peroxidases (POX)
e presentes exclusivamente em plantas. As POX exclusivas de plantas sao
glicoproteinas contendo um grupo heme, codificadas por uma grande familia de genes
(Yoshida et al., 2003). As enzimas oxidativas envolvidas na eliminacdo das ROS
referidas ao longo do texto, assim como a sua localizagao e modo de agéo, encontram-

se resumidas na tabela 2.

Tabela 2 - Enzimas oxidativas envolvidas na eliminacdo de ROS em espécies vegetais
(Adaptado de Eljebbawi et al., 2021).

Enzimas oxidativas Localizagao celular Sistema de defesa
Superéxido dismutase Cloroplastos, mitocondrias, Defesg contrazl_danos QXIdatIVOS.
eroxissoma e citosol Erradica o O% produzindo O, e
(SOD) P H,0,

Catalase rF:c?rogllzzoerlaesrneer:tgcs)?e':ijgjss Remove H,0, transformando-o
(CAT) P ’ em H,0 e O,

fotossintéticos e raizes

Ascorbato peroxidase Remove H,0, transformando-o em

Cloroplastos e citosol

(APX) H,0 e O,
Mantem o racio celular
Glutationa redutase Cloroplastos, mitocondrias e GSH:GSSG elevado, reduzindo a
(GR) citosol glutationa dissulfito (GSSG) em

glutationa (GSH)

Elimina o H,0, durante o
Mitocondrias, citosol, vacuolo metabolismo regular ou numa
situacao de stress oxidativo

Guaiacol peroxidase
(POD)

Varios estudos demonstraram o papel das enzimas oxidativas na formagao de
raizes adventicias. Um dos primeiros estudos demonstrou que o complexo PPO, POX
e IAAox era ativado nos estagios iniciais do enraizamento de Phaseolus aureus (Frenkel
& Hess, 1974) . Pelo contrario Upadhyaya et al. (1986) afirmaram que as enzimas POX
e PPO nao estavam envolvidas na iniciagdo das raizes, mas sim no seu
desenvolvimento. Estudos mais recentes demonstraram que a enzima POX tem um

papel fundamental no processo de enraizamento, sendo que alteragdes na atividade
19



desta enzima tém sido utilizadas como marcador bioquimico do processo de
enraizamento (Hatzilazarou et al., 2006; Syros et al., 2004). De um modo geral, a
atividade da POX apresenta valores minimos na fase de indugdo, aumentando a
atividade até valores maximos no fim da fase de iniciagdo e inicio da fase de
desenvolvimento das raizes adventicias (Gaspar et al., 1992). Cho et al. (2011)
reportaram uma redugao significativa na atividade da POX apods a aplicagéo da auxina
IBA durante a indugado de raizes adventicias em Cinnamomum kanehirae. Também a
enzima PPO pode catalisar a formagao do complexo I1AA-fenol, classificado por muitos
autores como um cofator do enraizamento, que pode promover o desenvolvimento de
raizes adventicias (Balakrishnamurthy & Rao, 1988; Bhattacharya, 1988).

Embora o envolvimento das enzimas oxidativas na formagao de raizes
adventicias esteja descrito na literatura, os resultados sdo muitas vezes contraditorios,
dependendo da espécie e/ou a cultivar em estudo. Apesar dos varios estudos
desenvolvidos ao longo dos ultimos anos com o objetivo de aumentar o conhecimento
acerca do enraizamento adventicio, este processo continua a ser um problema em
espécies recalcitrantes, como é o caso da oliveira (Olea europaea). Macedo et al. (2013)
demonstrou uma diminuicdo da atividade da enzima POX durante a fase inicial do
enraizamento apoés o tratamento com IBA, aumentando de forma gradual ao longo da
fase de iniciagcdo, e voltando a diminuir na fase final do enraizamento. Ainda neste
estudo, a enzima PPO demonstrou uma tendéncia inversa, aumentando
significativamente na fase final do enraizamento quando ocorre a formagéo de novas
regides meristematicas.

Até ao momento, a maioria dos estudos demonstraram o papel das enzimas
POX e PPO na formagao de raizes adventicias em oliveira, havendo uma lacuna de

informagéao acerca do papel de outras enzimas oxidativas no enraizamento.

2. Objetivos

Trabalhos recentes revelaram o envolvimento do fator de transcricdo UPBEAT
(UPB1) no controlo do crescimento radicular bem como na regulagdo da expressao de
um conjunto de genes que codificam peroxidases, enzimas responsaveis pela
homeostase das ROS ao nivel do apice radicular. Os trabalhos de Tsukagoshi e
colaboradores (2010) identificaram os UPB1 como os TFs chave na distribuicdo das
ROS ao nivel do apice radicular estabelecendo a transi¢ao entre a zona de proliferagao

e a zona de diferenciacdo. A este conhecimento foi associado o conhecimento relativo
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ao papel das ROS no enraizamento adventicio, moléculas chave na fase de inducéo do
processo de formagao das raizes adventicias por funcionarem como moléculas
sinalizadoras das condigbes de stress associadas (corte da estaca/microestaca e
aplicagao de auxina). Niveis elevados de ROS sao detetados numa fase precoce do
processo de formacgao de raizes adventicias sendo reduzidos ao seu nivel basal através

de diferentes mecanismos, um deles por atividade de enzimas oxidativas.

No entanto, para além do envolvimento dos UPB1 no crescimento radicular e
estabelecimento do balanco dos niveis das ROS no apice radicular, ndo existe nenhuma
referéncia quanto ao seu envolvimento no processo de formacéao de raizes adventicias,
ainda que este processo esteja associado a via de sinalizagdo das ROS. Perante esta

lacuna no conhecimento foi colocado a hipétese abaixo.

Hipotese: Os TFs OeUPB1 estao envolvidos na fase de indugdo do processo de
enraizamento adventicio em oliveira controlando os niveis de ROS por regulagédo de

enzimas oxidativas.

Para investigar a hipétese foram consideradas diferentes abordagens: a) analise
da expressao dos genes que codificam os UPB1 e de genes que codificam enzimas
oxidativas; b) quantificacdo das ROS; c) analise da expressao e determinagdo da
atividade da enzima oxidativa identificada como tendo o papel predominante na fase de

indugdo do enraizamento adventicio em oliveira.

3. Materiais e Métodos

3.1. Identificagao e caracterizagcdo dos genes UPBEAT (UBP1) em oliveira
(OeUPB1)

Para determinar o numero de genes que constituem a familia UPB71 em O.
europaea subsp. europaea, foi realizada uma analise Blastn na base de dados do
genoma da oliveira disponivel em Ensembl Plants

(https://plants.ensembl.org/index.html).

Para uma primeira andlise foram utilizadas as sequéncias UPB1 de Arabidopsis
thaliana e numa segunda analise foram utilizadas as sequéncias de oliveira previamente

obtidas. Posteriormente, foi realizada uma analise Blastn na base de dados NCBI
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(National Center for Biotechnology Information, https://www.ncbi.nim.nih.gov/) para
verificar a homologia com sequéncias UPBs de A. thaliana ou de outras espécies.

Para classificar as sequéncias de UPBT identificadas em O. europaea foi
realizada uma comparacao entre essas sequéncias traduzidas in silico e sequéncias de
UPB1 de varias espécies de plantas Magnoliopsidas (ver detalhes na Tabela
suplementar S1). As sequéncias obtidas foram alinhadas no MUSCLE

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle /) e gerado um documento Pearson/FASTA.

Este documento foi utilizado para construir uma arvore filogenética utilizando o software
MEGA 7 (Kumar et al., 2016) seguindo o método Neighbor-Joining (Tamura et al., 2004)
com andlise bootstrap: 1000 réplicas, "numero de diferengas" como o modelo de
substituicao e "delegéo par a par" para o tratamento de gaps. A arvore foi editada no

software Fig Tree v14.0 (Rambaut, 2010) (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

3.2. Analise in silico da estrutura dos OeUPB1 e identificacdo dos locais
funcionais da proteina

Para a analise da estrutura exao-intrdo os genes OeUPB1 foram avaliados pelo

GSDS - Gene Structure Display Server (http:/gsds.gao-lab.org/) comparando a

sequéncia gendmica e a sequencia codificante. O tamanho da proteina, o peso
molecular, o ponto isoelétrico e a composicdo de aminoacidos acidos/basicos,
hidrofébicos e polares foram determinados utilizando o software EditSeq do Lasergene
7 (DNASTAR, Madison, WI, EUA). Para a identificagdo do dominio bHIH foi utilizado o

software InterPro — Classification of Protein Families (https://www.ebi.ac.uk/interpro/). A

conservacao deste dominio nas sequéncias de OeUPB1 foi analisada através de um
alinhamento realizado com recurso ao software CLC Main Workbench 7.5.1 (CICbio,
Aarhus N, Denmark).

Para previsao da localizagdo subcelular da proteina e identificagdo do peptideo
sinal foi utilizado o software WoLF PSORT — Protein Subcellular Localization Prediction

(https://www.genscript.com/wolf-psort.html).

3.3. Analise da expressao génica

3.3.1. Estabelecimento do ensaio e preparagao das amostras

Para o estabelecimento do ensaio foram utilizadas plantulas de cv. ‘Galega

vulgar mantidas em condigbes in vifro por repicagens sucessivas seguindo o
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procedimento previamente estabelecido (Peixe et al.,, 2007). As microestacas de
aproximadamente 4 cm foram preparadas a partir destas plantulas eliminando a regiao
mais basal e removendo as folhas da regido apical mantendo apenas as 4 folhas adultas
mais apicais.

As microestacas foram posteriormente tratadas com uma solugao de 14,7 mM
de IBA (acido indol-3-butirico) fazendo a imersao da parte basal (aprox. 1,0 cm) por 10
segundos. De seguida as microestacas foram inoculadas em potes contendo meio de
enraizamento (Velada et al., 2018). Por cada pote foram inoculadas 10 microestacas
correspondentes a uma réplica bioldgica. As culturas foram mantidas numa camara de
crescimento com uma temperatura de 24°C/21°C (x1°C) dia/noite, com um fotoperiodo
de 15 h e uma intensidade luminosa de 36 pmol/m?s™2,

Em simultdneo foram inoculadas microestacas nao tratadas com IBA
funcionando como controlo. Para a analise da expressao génica, atividade enzimatica e
quantificacdo das ROS foram recolhidas amostras em diferentes momentos do ensaio:
Oh (imediatamente antes do tratamento com IBA), 6h, 24h e 72h apds o tratamento com
IBA. Por cada tempo foram recolhidas as folhas e a zona basal de 10 microestacas,
correspondente a uma réplica bioloégica de folha e de base. Por cada tempo foram
consideradas 3 réplicas bioldgicas (cada réplica correspondeu a uma mistura do
material vegetal, folhas ou base, das 10 microestacas).

As amostras vegetais recolhidas nos diferentes tempos de recolha foram
maceradas com azoto liquido, usando um pildo e almofariz, com uma pressao vertical e
posteriormente com movimentos circulares de forma a obter um pé fino (Figura 6). Tanto
o pildo como o almofariz foram previamente esterilizados e arrefecidos antes da sua
utilizagao. Apos a sua maceragao, as amostras foram armazenadas em microtubos de

2 uL e guardadas a uma temperatura de -80°C até posterior utilizagao.

Figura 6 — Procedimento realizado na homogeneiza¢do das amostras vegetais de caule de cv.

‘Galega vulgar'.
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3.3.2. Extracdo de RNA e sintese de cDNA

O RNA total foi isolado utilizando o kit Maxwell 16 LEV simplyRNA (Promega,
Madison, WI, EUA) no equipamento Maxwell 16 (Promega, Madison, WI, EUA) de
acordo com as instru¢des do fornecedor e eluido em 30 pL de agua ultrapura. O RNA
total foi tratado com 1 uL de DNase de acordo com o procedimento referido pelo
fabricante.

A concentragdo de RNA total foi determinada com recurso a um
espectrofotometro NanoDrop-2000C (Thermo Scientific, Wilmington, DE, EUA). A
pureza das amostras foi avaliada através dos racios de absorvancia Azsozzo € Azsozs0. A
integridade do RNA foi avaliada por eletroforese em gel de agarose, visualizando, com
recurso a um sistema de imagem Gene Flash Bio (Syngene, Cambridge, Reino Unido),
as duas subunidades ribossémicas (28S e 18S). Para a sintese do DNA complementar
(cDNA) foi utilizado 1 pg de RNA total e o kit SensiFAST cDNA Synthesis kit (Bioline).
O volume de reagédo foi ajustado a 20 uL. O cDNA obtido foi diluido de 1:10 para

utilizagdo na analise da expressao génica.

3.3.3. Analise da expressao génica por RT-qPCR (Reverse Transcription
quantitative - PCR)

Cada reacdo de amplificagdo foi realizada para um volume total de 18 pL
adicionando 1x Maxima SYBR Green qPCR Master Mix, 2 uyL de cDNA e 300 nM de
cada um dos primers especificos para os genes alvo e para os genes de referéncia
(Tabela 3). Os primers especificos foram desenhados no software Primer Express v3.0
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) usando as configuragdes padrao (Tabela
3).

Para o desenho de primers dos OeUPB1s as cinco sequéncias foram alinhadas
permitindo confirmar a especificidade dos primers desenhados para cada gene. Para
além do alinhamento, foi também realizada uma matriz de similaridade no Bioedit
software que revelou um nivel de similaridade préximo dos 98% para os genes
OE6A085116 e OEG6A055347 (Tabela 7). Este nivel elevado de semelhanga
impossibilitou o desenho de primers especificos para essas duas sequéncias, pelo que
os valores da expressdo que serdo apresentados nos resultados integram essas duas
sequéncias (sequéncias consideradas copias, denominadas neste trabalho como gene
OeUPBT1a).
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Para a normalizacdo dos dados de expressdo das amostras da base do caule,
foram considerados como genes de referéncia (Tabela 4) os genes Actina (OeACT),
Histona 2B (OeH2B) e Ubiquitina (OeUBQ) (Noceda et al., 2022). Para normalizagéao
das amostras da folha foram considerados os genes E3 ubiquitin-protein ligase SDIR1
(SDIR), NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 2 (NADH) e
Ubiquitin-conjugating enzyme E2 (UBQ) (dados nao publicados).

As reagdes decorreram num equipamento ABI 7500 (Applied Biosystems, Foster
City, CA, EUA) segundo o programa: 10 minutos a 95 °C e 40 ciclos de 15 segundos a
95 °C seguido de 60 segundos a 61 °C. Para cada par de primers foram realizados
controlos negativos de modo a avaliar a presenga de contaminagbes e formagao de
dimeros. Para determinacgéo da eficiéncia dos primers foi realizada uma curva padrao
usando uma amostra ndo diluida representativa do ensaio (resultante da mistura de 2
uL retirados de cada amostra) com um total de seis pontos, considerando a amostra
inicial mais cinco diluigcbes seriadas. Para o calculo da eficiéncia utilizou-se a expressao
E= 10("declve)  sendo o valor do declive dado pelo software Applied Biosystems 7500
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). Todas as amostras foram analisadas em
duplicado. Para verificagdo da especificidade dos primers foi avaliada a curva de
dissociacdo e a presenga de um pico Unico correspondente a amplificagdo de apenas
um amplicdo. Os valores do ciclo de quantificagdo (Cq) foram adquiridos para cada
amostra com o software Applied Biosystems 7500 (Applied Biosystems, Foster City, CA,

EUA) e utilizados para o calculo da quantidade relativa.

Tabela 3 - Informagéo relativa aos genes considerados para analise. Para normalizagao dos
dados de expressao dos genes de interesse sao referidos os genes de referéncia utilizados nas

amostras da base (R-B) e nas amostras da folha (R-F).

Gene Accession Descricao
OeCAT OE9A048265T2 catalase isozyme 3-like
0eSOD OE9A108938T4 superoxide dismutase [Fe], chloroplastic-like
S OeAPx OE9A071780T6 L-ascorbate peroxidase 1, cytosolic
E OeUPB1a OE6A085116 transcription factor UPBEAT 1-like
()
& OeUPB1a OE6A055347 transcription factor UPBEAT1-like
O]
OeUPB1b OE6A099831 transcription factor UPBEAT1-like
OeUPB1c OE6A107214 transcription factor UPBEAT1-like
OeUPB1d OE6A032918 transcription factor UPBEAT1-like
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OeACT AF545569.1 beta-actin (act1)
i OeOUB AF429430.1 polyubiquitin OUB2
OeH2B GO244518.1 histone H2B
OeSDIR OEBA063006 E3 ubiquitin-protein ligase SDIR1
E OeNADH OEBA059879T1 S&i:ﬁ;gﬁtigii? [ubiquinone] 1 alpha
OeUBQ OE6A109843T1 ubiquitin-conjugating enzyme E2

Tabela 4 - Informagéo relativa aos primers utilizados para analise da expressao dos genes da

familia OeUPB1 e dos genes que codificam para enzimas envolvidas na homeostase das ROS

(OeCAT, OeSOD e OeAPx). Para normalizagéo dos dados de expressao dos genes de interesse

sdo referidos os genes de referéncia utilizados nas amostras da base (R-B) e nas amostras da

folha (R-F).
Gene Sequéncias (5 —3’) AS Tm (°C) E(%) R?
Fw: ACTGTTCTCAGGCTGACAGG B: 92 B: 0,993
OeCAT 112 83
Rv: CGCTCACAGCAACTGGAAGA F: 97 F: 0,998
Fw: GCCGTGAATCCTCTTGTCTTG B: 106 B: 0,998
0eSOD 62 80
Rv: GCGTGCTCCCAAACGTCTAC F: 94 F: 0,996
Fw: CCACACCCTGGGACGTTG B:91 B: 0,996
OeAPx 113 82
o Rv: CTTTGTCTCCACTCAGAAGCTCC F: 97 F: 0,999
= Fw: TGACGAGGAGGAGGAGAAGA B: 88 B: 0,924
® OeUPB1a 78 82
2 Rv: GGCGGTTGTTCTACCAATGT F: 107 F: 0,996
O]
o Fw: TCCCACAGTGAAAATGCAAA B: 94 B: 0,991
OeUPB1b 76 79
Rv: CCTGGGTTTTGAGGAGTACG F: 102 F: 0,995
Fw: TCCAAACTGTGAATCAATGCC
OeUPB1c 93 - - --
Rv: GAAAATACATTGACCATAATTTGC
Fw: ACCCGTCGGCCCAACCGG
OeUPB1d 83 - - --
Rv: ATCCCATTGATTCACAGTTCGG
Fw: TTGCTCTCGACTATGA ACAGG
OeACT 106 80 102 0,996
Rv: TATTACT ATTGGGGCCGAGAG
Fw: AGGCATCCCACC AGACCAA
o OeOUB 64 85 99 0,996
o Rv: TCGTGTTGAGGCTTC GCGGT
Fw: AAGCGTCTAGGCT TGCAAGGT
OeH2B 64 80 95 0,996
Rv: TCTCGGGAGATTCAGACTGC
Fw: CAGGCTTCTTCTTCATGCTCATC
OeSDIR 66 78 104 0,922
W Rv: TTTCTTCCCACCTTGTGCAAT
i2 Fw: AAGGGTCCTTTTTTGCCAAAC
OeNADH 72 81 93 0,991
Rv: TCTGTGTAATTCTTCTCCACGAATG
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Fw: TGATGTTGCGGCTATTCTTACTTC
OeUBQ 91 80 96
Rv: GAACATCCGAGCAGCTTCAGA

0,967

AS: tamanho do amplicdo; Tm: temperatura de melting (dissociagao).

3.3.4. Quantificagdo das Espécies Reativas de Oxigénio (ROS)

A quantificagéo das espécies reativas de oxigénio (ROS) foi realizada segundo
o protocolo adaptado de Jambunathan (2010), através do corante fluorogénico 2',7'-
dichlorofluorescein diacetate (DCFDA).

Foram misturadas 50 mg de material vegetal macerado com 1mL de Tris-HCI 10
mM (pH 7,2) e centrifugado a 12 000 x g durante 20 minutos a 4°C. Recolheu-se o
sobrenadante para novo microtubo eppendorf e a 100 uL foram adicionados 900 pL de
Tris-HCI (10 mM, pH 7,2). A mistura foi agitada por inversdo, sendo de seguida
adicionados 10uL de DCFH (1mM) de modo a obter-se uma concentragao de 10uM de
DCFH no volume final. Apés vortex e incubagao no escuro durante 10 min, um volume
de 25 pl foi pipetado para uma microplaca de 24 pocgos e a fluorescéncia emitida foi
medida num termociclador PikoReal® 24 (Thermo Scientific) (programa com 2 ciclos de
15 segundos, a 25 °C), com um espetro de excitagdo e emissédo de 495 nm e 520 nm,
respetivamente.

Os niveis totais de ROS foram determinados nas amostras de folha e base nos
diferentes tempos de recolha, em triplicado, e expressos em Relative Fluorescence
Units (RFU).

3.4. Analise Proteica

3.4.1. Preparacgao do extrato proteico

Os extratos proteicos das amostras foram obtidos segundo o protocolo adaptado
de Dias et al. (2014). A 100 mg de material vegetal previamente macerado foi adicionado
1 mL de tampéo de extragédo [Tampao Fosfato (0,1 mM; pH 7,5), 2 mM de DTT; 0,5 mM
de EDTA e 0,2% Triton X-100, 1 mM PMSF]. A mistura foi homogeneizada em vortex
durante 10 minutos e centrifugada a 10000 x g, 10 minutos a 4°C. O sobrenadante
limpido foi recolhido e utilizado para quantificagdo da proteina total, determinagao da
atividade enzimatica da OeCAT e analise da expressao da proteina OeCAT por Western
blot.
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3.4.2. Determinacgao da concentragao proteica total

A quantificagéo proteica foi realizada pelo método de Bradford (Bradford, 1976)
através da utilizagdo do corante previamente preparado [10% (m/v) reagente
Coomassie G-250; 5% etanol 95%; 10% acido fosférico 85%]. Este método colorimétrico
utiliza o Coomassie Birilliant Blue que complexa com as proteinas originando um maximo
de absorcéo a 595nm.

Preparou-se inicialmente uma curva de calibragcdo com concentragdes de 25, 50, 75,
150, 200 e 500ug/mL de albumina do soro bovino (BSA- Bovine Serum Albumin).

Os extratos proteicos obtidos das amostras de folha e de base foram descongelados
em gelo. Uma vez que as concentragdes proteicas nos extratos de amostras de base
eram elevados, foram diluidos 5X com agua ultrapura, enquanto nos extratos de folha
nao foi necessario. Nos diferentes pogcos da microplaca foram aplicados, em ftriplicado,
10 ul de cada amostra e 10 ul de cada solugao de BSA (25, 50, 75, 150, 200 e 500
pug/mL). Posteriormente, adicionaram-se 200uL do reagente de Bradford. Apos uma
incubagdo de 2-3 minutos a temperatura ambiente foram feitas as leituras de
absorvancia a um comprimento de onda de 590nm, num leitor de microplacas (Glomax,
Promega).

Para posteriormente proceder ao calculo da concentracido para cada amostra, foi
tragcada, por placa, uma reta de calibragdo com os valores meédios das absorvancias dos
padroes de BSA em funcdo da quantidade de proteina. A concentracdo proteica total
das amostras foi posteriormente calculada por interpolacao tendo por base a equagao

da reta de calibragao e fator de diluigao se existente (5x no caso das amostras de base).

3.4.3. Imunodeteccao de proteinas - Western Blot

A baixa concentragao proteica (determinada no ponto 3.4.2) das amostras de
folha e o limite maximo de volume por pogo (40uL de amostra), inviabilizam a realizagéo
desta técnica utilizando as amostras de folha, sendo a mesma realizada apenas nas
amostras de base. Com efeito, amostras de base de ambos os grupos (controlo e tratado
com IBA), nos pontos de recolha Oh, 4h, 24h e 72h, foram analisados por Western Blot
[baseado na técnica de (Towbin et al., 1979)] para identificagéo e analise da expressao
da proteina OeCAT. Foram consideradas duas réplicas biolégicas por cada ponto de
recolha, sendo as mesmas testadas em triplicado.

A técnica Western Blot consistiu em trés etapas: 1) eletroforese SDS-PAGE para

separagao das proteinas com base na sua massa molecular; 2) transferéncia das
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proteinas para uma membrana e 3) marcagao das proteinas alvo através do anticorpo
primario e secundario especificos. As etapas envolvidas nesta técnica encontram-se
representadas na figura 7. Numa fase inicial, procedeu-se a separagao de 20ug de
proteina de cada amostra por eletroforese SDS-PAGE, em géis de 12% de policrilamida.
Para a realizagao da eletroforese SDS-PAGE foram preparados géis com 8 cm x 10 cm
e 0,75 mm de espessura constituidos por um gel de resolugédo e um gel de concentragao.
O gel de resolugao (12% acrilamida) consistiu em 5mL de Tris-HCI 1.5M, pH 8,8, 200 pl
de SDS, 9,45 mL de acrilamida/bis-acrilamida 30% (m/v), 5,45 mL de agua bidestilada,
150uL de APS (Ammonium Persulfate) 0,1 g/mL e 10yl de TEMED. Esta mistura foi
entdo colocada nas placas de vidro, sem criar bolhas, até 1 cm abaixo do topo do vidro
da frente e adicionando-se agua bidestilada sobre o gel de modo a evitar o contacto da
mistura com o ar. Para a polimerizagao do gel foi necessario aguardar 30-45 min.

O gel de concentragao (4% acrilamida), consistiu em 2mL de Tris-HCI 0,5M, pH
6.8, 80uL de SDS, 4,86mL de agua bidestilada, 1,06mL de acrilamida/bis-acrilamida
30%, 48uL de APS e 8,8uL de TEMED. O gel de concentragao foi aplicado apenas apos
polimerizacdo do gel de resolugdo. Imediatamente apdés a aplicacdo do gel de
concentragao, foram colocados os pentes para formagdo de 10 pogos no gel de
concentragao.

Ap6s a polimerizagao, os géis foram colocados no sistema Protean mini (Bio-
Rad), onde as camaras superiores e inferiores foram cheias com tampé&o de corrida
(0,025M Tris, 0,192M glicina, 1% (m/v) SDS). As amostras de material vegetal foram
misturadas com tampao de amostra [0,125M Tris-HCI, pH 6.8, 1% SDS (m/v), 5% 2-
mercaptoetanol, 20% glicerol, quantidade vestigial de azul de bromofenol], aquecidas
num banho seco, a 95°C, durante 5 minutos, e em seguida colocadas em gelo,
seguindo-se a sua aplicagcdo nos pogos do gel, num volume correspondente a uma
quantidade de proteinas de 20 ug por pogo. Num dos pogos de cada um dos géis foram
aplicados 3pL de marcador de massas moleculares (NZYA Colour Protein Marker 1l,
NZytech). A eletroforese decorreu a uma voltagem constante de 130 V até que a frente
de corrida atingiu o final do gel.

Apods a separacgao proteica procedeu-se a transferéncia das proteinas para uma
membrana de PDVF (difluoreto de polivilideno) (Amersham™Hybond™) através do
sistema Semi-Dry Trans-Blot Turbo Transfer (Bio-Rad). A membrana foi ativada em
metanol a 100% antes de se iniciar a transferéncia, durante 5 segundos, com agitagao
lenta, sendo de seguida colocada em tampéo de transferéncia [Tris-HCI 25mM, pH 8.3;
glicina 192mM; metanol 20%; SDS 0,037% (m/v)]. Os géis foram retirados dos vidros de
SDS-PAGE e colocados em contacto com a membrana no tampéo de transferéncia
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durante 10 minutos. De seguida foram cortadas quatro folhas de papel de filtro com o
tamanho aproximado do gel de resolu¢do, sendo os mesmos também embebidos em
tampao de transferéncia. Para montagem do sistema de transferéncia retirou-se a
gaveta do equipamento, abriu-se e, na parte inferior, procedeu-se a montagem da
sandwich na seguinte ordem: dois papéis de filtro humedecidos, membrana em cima
dos papéis de filtro, gel em cima da membrana e, em cima do gel, colocaram-se mais
dois papéis de filtro humedecidos. No final, humedeceu-se mais um pouco a sandwich,
adicionando-se 3 mL de tampéao de transferéncia por cima do papel de filtro final. Todos
estes componentes foram colocados de modo a evitar a formagao de bolhas de ar. A
transferéncia ocorreu a uma voltagem constante de 25 V durante 50 minutos.

De modo a evitar ligagdes inespecificas do anticorpo, apds a transferéncia a
membrana foi colocada numa solugao de bloqueio [5% (m/v) leite em pé em TBS-T (20
mM Tris, 150 mM NaCl, 0,1% Tween-20)] durante 2 h, a temperatura ambiente com
agitacao suave.

Ap6s o bloqueio, incubou-se a membrana com o anticorpo primario Anti-CAT
(Agrisera AS09501), numa diluicdo de 1:1000, overnight a 4°C, com agitagéo suave.
Ap6s a incubagao com o anticorpo primario, efetuaram-se trés lavagens, de 15 minutos
cada, com agitagao suave, com uma solugao de lavagem [0,5% (m/v) de leite em p6 em
TBS-T]. Apos as lavagens, a membrana foi incubada com o anticorpo secundario ligado
a Fosfatase alcalina [Goat anti-Rabbit IgG antibody (Agrisera AS09 602), diluicao
1:10000] durante 2 horas, com agitacdo suave, a temperatura ambiente. De seguida
foram novamente realizadas trés lavagens de 15 minutos cada, em agitagédo, usando a
mesma solucdo de lavagem.

No final, a membrana foi revelada com substrato [reagente quimiofluorescente
(ECF Plus Western Blotting Detection Reagents, GE, Healthcare)], através da sua
aplicagao numa placa de plastico. Colocou-se a membrana em contacto com o substrato
durante alguns segundos, retirou-se o excesso de liquido e procedeu-se por fim a
aquisicao da imagem num transiluminador Gel-doc System (Bio-Rad). A analise das

bandas foi realizada através do software Bio-Rad Image Lab 5.2.1.
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Figura 7 — Imagem representativa das etapas envolvidas na técnica do Western blot. (1)
preparagdo de amostras, (2) SDS-PAGE, (3) transferéncia de proteinas, (4) bloqueio, (5)
incubagdo com o anticorpo primario e (6) secundario e (7) revelagdo da membrana (Adaptado
de Begum et al., 2022).

3.4.4. Determinacao da atividade enzimatica

A atividade enzimatica da OeCAT (CAT, EC 1.11.1.6) foi determinada nas amostras
do grupo controlo e do grupo tratado com IBA nos diferentes tempos de recolha (Oh, 6h,
24h, 72h). A atividade enzimatica de cada amostra foi realizada em duplicado.

O protocolo para a determinacao da atividade da OeCAT foi adaptado de Salvador
(2014). A determinagéo da velocidade inicial foi obtida a partir da taxa de diminuicao da
absorvancia resultante da decomposi¢cao de H»O», sendo a quantidade de enzima

proporcional a diminui¢gdo de absorvancia, de acordo com a seguinte equagéo:

atalase

2H,0, —=2, 2 H,0+0,

Para determinacédo da atividade enzimatica foram misturados 75 uL do extrato
proteico com 915 uL de tampéo fosfato (50 mM; pH 7,4), seguido de uma incubacgao a
temperatura ambiente durante trés minutos. Ao meio reacional referido foram
adicionados 50 uL de H:0. a 3%, seguindo-se a leitura da absorvancia num
espetrofotometro (UV-1600PC Spectrophotometer, VWR) a um comprimento de onda

de 240 nm, durante 10 minutos.
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Uma unidade de atividade enzimatica (U) é definida como a quantidade de enzima
necessaria para catalisar a decomposicéo de 1 umol min™ mL™" de H,0 a 25°C, usando
o coeficiente de absortividade molar (¢) do H,O2 a 240 nm de 0,0394 mM™" cm™ (Nelson
& Kiesow, 1972). Os resultados da atividade enzimatica da OeCAT foram expressos em

U mg™ proteina.

3.5. Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada com recurso ao software SPSS versao 28.0
(SPSS Inc., Chicago, USA). As diferengas foram consideradas para um intervalo de
confianca de 95%.

Antes da realizagao de qualquer teste estatistico foram avaliadas a normalidade
e a homocedasticidade através dos testes de Shapiro-Wilk e Levene, respetivamente.

A comparagao das médias dos valores de expressao dos diferentes genes entre
amostras controlo e tratadas com IBA, dentro do mesmo tempo de recolha, foi realizada
através dos testes T-Student e Mann-Whitney (no caso de os dados nao apresentarem
distribuicdo normal). Para cada gene, a comparagdo das médias dos valores de
expressao entre os diferentes tempos de recolha, tanto no grupo controlo como no grupo
tratado com IBA, foi realizada através de One-way ANOVA. No caso de se verificarem
diferengas significativas, as médias foram comparadas através do teste de Tukey.
Sempre que os dados n&o cumpriram os critérios de normalidade ou
homocedasticidade, a analise foi feita com recurso a testes néo paramétricos (Kruskal-
Wallis). No caso dos testes ndo paramétricos, sempre que se verificaram diferengas
significativas, as amostras foram comparadas pelo método Pairwaise. A mesma analise
estatistica foi considerada para comparagao de médias dos niveis de ROS totais, da
atividade da enzima CAT e da expressao individual de bandas proteicas das membranas
Western Blot, ou seja, testes T-Student ou Mann-Whitney para comparar médias dos
valores entre amostras controlo e tratadas com IBA, para cada tempo de recolha, e
testes One-way ANOVA ou Kruskal-Wallis para comparagdo das médias dos valores
entre os diferentes tempos de recolha para ambos os grupos. Para todos os parametros,
a analise estatistica foi feita para as amostras de base e folha, exceto na expressao
individual de bandas proteicas das membranas Western Blot, em que a analise foi feita
apenas para amostras de base.

Foi realizada uma analise de correlacdo de Pearson ou Spearman, no caso das

amostras ndo apresentarem distribuicdo normal, entre as meédias dos valores de
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expressao dos genes OeUPB1s e os genes OeAPX, OeSOD e OeCAT. Nesta analise,
sempre que se verificou significancia estatistica, foi avaliado o coeficiente de correlagao.

Esta correlagéo foi avaliada nas amostras de folha e base, em ambos os grupos.
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4. Resultados e Discussao

Os OeUPBEATs (OeUPBT1) correspondem a uma pequena familia de genes
constituida por cinco membros, cujas sequéncias genodmicas (do codao start ao codao
stop) variam entre 312 e 390 bp (Tabela 5). A sequéncia codificante (ORF - Open
Reading Frame) correspondente a cada gene OeUPB1 apresenta 0 mesmo tamanho
que a sequéncia gendmica devido a auséncia de intrdes (Figura 8).

A estrutura continua, sem a presenca de intrdes, é uma estrutura tipica dos genes
de procariotas contrariamente aos genes de organismos eucariotas que apresentam,
regra geral, a regido codificante interrompida por um numero variavel de intrdes, sendo
o numero de intrdes e o tamanho dos exdes muitas vezes associado a familia de genes
que integram (Cardoso et al., 2015). No entanto, esta estrutura foi ja reportada noutros
TFs pertencentes a familia bHLH em diversas espécies. Zhang et al. (2015) reportaram
a existéncia de 6 genes com uma estrutura caracterizada pela auséncia de intrbes em
S. miltiorrhiza, Li et al. (2021) identificaram 4 genes com esta mesma estrutura em Vitis
vinifera L. (Lietal.,2021), e Song et al. (2021) reportou a mesma estrutura em membros

da familia bHLH em Ficus carica L..

Tabela 5 - Genes UPB1s identificados no genoma de Olea europaea subsp. europaea var.

europaea utilizando como query os genes de A. thaliana.

Sequence ID | Size (bp) scafold score E value Identities strand
OE6A055347P1 312 Oe6_s04210 563.94 (624) 6.43 x 107 312/312 +/+
OE6A085116P1 312 Oe6_s05858 563.94 (624) 6.43 x 107 312/312 +/+
OE6A099831P1 318 Oe6_s00239 574.76 (636) 3.63 x 10762 318/318 +/+
OE6A107214P1 390 Oe6_s07709 704.60 (780) 0.00 390/390 +/+
OE6A032918P1 366 Oe6_s00016 661.32 (732) 0.00 366/366 +/-
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Figura 8 - Dendrograma resultante da analise das cinco sequéncias identificadas como OeUPB1
utilizando o software MEGA v.11 (Tamura et al., 2021) apds alinhamento das sequéncias pelo

MUSCLE (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/ (Edgar, 2004) gerando um output no formato

Pearson/FASTA. O dendrograma foi realizado segundo do método de Neighbor-Joining (NJ)
(Tamura et al., 2004) e o dendrograma testado segundo o método bootstrap considerando 1000
réplicas, “number of differences” como “substitution model’ e “pairwise deletion” para os
“gaps/missing data”. O esquema foi criado no GSDS — Gene Structure Display Server

(http://gsds.gao-lab.org/) (Hu et al., 2015). No esquema a direita esta representada a estrutura

do gene sendo possivel verificar a auséncia de intrdes.

Com o objetivo de investigar as relagdes filogenéticas entre os OeUPB1 e membros
da mesma familia identificados noutras espécies vegetais, foi construida uma arvore
filogenética com 28 sequéncias putativas obtidas de 17 espécies de plantas (Figura 9).
A andlise revelou a existéncia de duas sequéncias UPBEAT1 homdlogas de diversas
espécies e de trés membros UPBEAT1-like, homodlogas de AtUPBEAT-like. Neste
dendrograma é visivel um cluster integrando as sequéncias bHLH do tipo MYC
separadas de todas as sequéncias do tipo UPBEAT1, o que permite ter maior seguranca

na identificacdo das sequéncias UPBEAT de O. europaea.
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Figura 9 — Representacdo das relagbes filogenéticas entre as sequéncias deduzidas de

UPBEATT1 de 17 espécies de plantas Magnoliopsida e as sequéncias de Olea europaea subsp.

Europaea var. europaea. Foram incluidas 28 sequéncias putativas de UPBEAT1 de plantas

superiores (a correspondéncia com nimeros de acesso € as espécies de plantas estdo incluidas

na Tabela Suplementar S1). A arvore foi obtida através de uma analise Neighbor-Joining pelo

método bootstrap com 1000 réplicas usando o software MEGA 7.

Para identificar o dominio bHLH (Transcription factor IBH1-like) conservado nos

membros da familia bHLH, as sequéncias deduzidas de O. europaea foram alinhadas

utilizando o software CLC GenomicsWorkbench 11.0.1.. Em todas as sequéncias foi

identificado o dominio bHLH como representado na Figura 10. Na Tabela 5 sao

identificadas as caracteristicas das proteinas codificadas pelas diferentes sequéncias.
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O alinhamento realizado utilizando as sequéncias peptidicas de O. europaea
permitiu confirmar a similaridade entre as sequéncias, ja previamente identificada nos
clusters obtidos no dendrograma. Esta similaridade entre as sequéncias foi confirmada
através da realizagdo de uma matriz de similaridade entre as sequéncias nucleotidicas
(Tabela 7), a qual revelou um valor de 97.7% de similaridade entre as sequéncias
OE6A055347 e OEG6A085116. Este resultado levou a considerar as sequéncias
referidas como possiveis copias de um unico gene. Perante este resultado sao
propostos quatro genes UPB71 em O. europaea, sendo classificados de OeUPB1a
(OE6A055347 e OE6A085116), OeUPB1b (OE6A099831), OeUPB1c (OE6A107214),
OeUPB1d (OE6A032918).

A andlise efetuada para prever a localizagido das proteinas OeUPB1 identificou para
as OeUPB1a, OeUPB1c e OeUPB1d uma localizagdo no nucleo, enquanto para a
OeUPB1b foi identificada uma localizagao mitocondrial (Tabela 6). Estes resultados
indicam uma atividade ao nivel da regulagdo de genes nucleares para trés membros
OeUPB1s [OeUPB1a (OE6A055347 e OEG6A085116), OeUPB1c (OE6A107214) e
OeUPB1d (OE6A032918)], enquanto que um parece codificar uma proteina com
atividade na regulagéao de genes mitocondriais [OeUPB1b (OE6A099831)].

20 40
| |

OEBA055347P1 MG- - - - - - === ---m-m-- - SQTRNG I SAVTRRRRRRPSKVHRSLRPG- 30
OE6A085116P1 MG- - - -=----c--cnocmn-n-- SQTRNGI SAVTRRRRRRPSKVHRSSRPG- 30
OE6AQ99831P1 MG- - - - - - - - - - - - - - - - - - - SKPR- - I SAGRRLRPRASNSYKNLSKPEI 29
OE6A107214P1 MGVSQQPLLESLEFLNKLLKQSKARRKWSSQRASS IRRGHIKNGKSRRIL 50
OE6A032918P1 MDVSQQPLLE- - -FLNKFLKQSQARRKWSPQRVSS | KRGHIKNRKSGRIL 47
6[0 8|0 10|0
OEGA055347P1 - - - - - NIGRTT- - - -AGGSSVSDKLEALKNL IPSKNG- - - - - EMKPDQLF 66
OEGA085116P1 - - - - - NIGRTT----ACGSPVSDKLEALKNLIPSKNG- - - - - EMKPDQLF 66
OE6A099831P1 NTHSTHIGRNH- - - -GGGS - I SDKLOALKSL IPSHSE - - - - - NAKADELF 69
OE6A107214P1 MKRRALLDRSRRPVSPARNQ ERKVRTLKKL IPNCESMPNCESMGLDRLF 100
OE6A032918P1 MKKRAFLDRSRRPVGPTGNQIQRKVRTLKKL IPNCESM- - - - - - GLDWLFE 91
1?0
OE6A055347P1 QETADY IVLLNTQVLVLQKLIID-FYGSQPQENENENSV 103

OE6A085116P1
OE6A099831P1
OE6A107214P1
OEGA032918P1

QETADY IVLLNTQVLVLQKLIID- FYGSQPQENQNENSM 103
EETADY IVLLKTQVLVLQKLID-FYGSQPRQ-ENDNAV 105
RETADY [ [ALOQMRVKVMQ IMVINVFSGSDE - - - - - - - - - 129
RETADY [ [ALQMRVKVMQ IMVINVFSGSDDQ- - - - - - - -

Figura 10 — Alinhamento realizado entre as sequéncias peptidicas obtidas pela traducéo in silico
das sequéncias OeUPB1 identificadas. O alinhamento foi realizado com recurso ao software CLC
GenomicsWorkbench 11.0.1. A regido correspondente ao dominio bHLH (Transcription factor
IBH1-like) esta indicada a azul em cada sequéncia.
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Tabela 6 — Caracteristicas das proteinas codificadas pelos genes OeUPB (*at pH 7.0; N: nucleo;

M: mitocondria; MW: peso molecular; Ip: ponto isoelétrico; Hydrof: hidrofébico.

Accession Local Prt();caa;na MW (KDa) Ip carga* basico éc?;l)inoé'::ii:;sf polar
OE6A055347P1 N(5/14) 103 11.51 10.21 6.08 16 10 28 33
OE6A085116P1 N(6/14) 103 11.57 10.22 7.052 16 9 26 35
OE6A099831P1 M(8/14) 105 11.66 9.601 4.58 15 11 31 31
OE6A107214P1 | N(10.5/14) 129 15.04 11.47 18.02 29 11 39 32
OE6A032918P1 | N(6.5/14) 121 14.20 11.43 17.04 26 9 38 30

Tabela 7 — Matriz de similaridade (Sequence Identity Matrix) obtida no software Bioedit

mostrando o nivel de semelhanca entre as cinco sequéncias de O. europaea identificadas como

pertencentes a familia UPB1.

Seq->

OE6A055347
OE6A085116
OE6A099831
OE6A107214
OE6A032918

Expressao dos genes — RT-qPCR

Com o objetivo de investigar a relagao entre os fatores de transcricdo UPBs na

ID

0.977
0.301
0.158
0.193

OE6A055347 OEG6A099831

0.301
0.308
ID

0.202
0.210

0.158
0.158
0.202
ID

0.310

OE6A107214 OE6A085116 OE6A032918

0.977 0.193
ID 0.202
0.308 0.210
0.158 0.310
0.202 ID

regulagéo das peroxidases associadas a homeostase das ROS (moléculas envolvidas

na indugéo do enraizamento adventicio desempenhando um papel de sinalizadoras) os

niveis de mRNA dos genes que codificam para os fatores de transcricao OeUPB1 foram

quantificados juntamente com os niveis de expressao dos genes que codificam para

trés enzimas envolvidas no controlo das ROS, a OeCAT, a OeSOD e a OeAPx.

Tratando-se de trés familias de genes, a selegao do gene a avaliar foi baseada em

resultados prévios de transcriptomica, tendo sido selecionado o gene com valores de

expressao mais elevados (dados nao publicados), correspondendo as accessions

desses genes aos indicados na Tabela 3.
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Figura 11 — Heatmap mostrando a variagdo da expressao dos diferentes membros da familia
UPB1 em Microestacas de oliveira durante a fase de indug&o do enraizamento adventicio. A taxa
de falsos positivos (FDR do inglés false discovery rate) foi utilizada para identificar genes
diferencialmente expressos segundo o método General Linear Model (GLM) (teste Likelihood

ratio) utilizando os tratamentos (Contolo vs. IBA) e os tempos de analise como fatores.

Os resultados obtidos por RT-gPCR da analise da base da microestaca, a regido
que esta diretamente envolvida na formacéao das raizes adventicias, permitiu corroborar
os resultados previamente obtidos da andlise do transcritoma (Whole Transcriptome
Sequencing, RNAseq) (Figura 11). Dos cinco genes previamente identificados pelos
resultados do RNAseq, apenas foi possivel obter resultados por RT-gPCR para os
genes OeUPB1a (OE6A085116P1/OE6A055347P1) e OeUPB1b (OE6A099831P1),
coincidente com os resultados de RNAseq onde se observou serem estes genes os que

apresentaram valores de expressao mais elevados (Figura 12).

Os resultados obtidos por RT-qgPCR permitiram confirmar que o gene OeUPB1a
e OeUPB1b apresentaram um padrdo de expressao que difere entre o controlo e o
tratamento com IBA. O gene OeUPB1a apresentou na condigéo controlo uma expressao
constante ao longo do tempo mantendo os niveis de expressao baixos, contrariamente
ao tratamento com IBA onde a expressao se apresentou elevada logo as 6h, mantendo-
se elevada as 24h e descendo para valores proximo do controlo as 72h (Figura 12). No

caso do OeUPB1b verificou-se um ligeiro aumento ao longo do tempo atingindo o nivel

39



maximo as 72h, sendo o padrado distinto quando comparado com a condicao IBA,
exibindo em todos os pontos de analise niveis de expressdo significativamente
superiores, sendo o pico de expressao visivel as 24h.

As plantas, sendo organismos sésseis, estdo sujeitas a uma diversidade de
stresses biodticos e abidticos. Como forma de adaptacdo desenvolveram diversos
mecanismos que lhes permitem responder e adaptar a novas condigbes (plasticidade)
nao comprometendo o seu desenvolvimento. Estas respostas adaptativas envolvem
mecanismos moleculares e bioquimicos que culminam em alteragbes fisiolégicos, e
algumas vezes envolvendo alteragbes morfogénicas (Han et al., 2022). Com um papel
chave na regulagcdo da resposta adaptativa encontram-se os TFs, proteinas
responsaveis pela regulagdo de genes relacionados com a tolerancia/resisténcia a
fatores de stress (Tikhomirova et al., 2022). Os TFs da familia bHLH foram associados
a resposta a diversos stresses em diferentes espécies de plantas, com o pico de
expressao muito proximo do momento de aplicagdo da condicio de stress. Zhao et al.
(2023) demonstrou o envolvimento de 94,5% de 121 genes da familia bHLH em Betula
platyphylla na resposta ao stress osmético. Em Cucumis sativus foi também reportado
o envolvimento de genes bHLH a temperaturas baixas (4°C), tratamento com acido
abissico (100 uM) e salinidade (10 mM de NaCl) (Li et al., 2020). Na resposta a
salinidade os autores identificaram na maioria dos genes o valor maximo de expressao
3h apods o tratamento, sendo a diminuigao da expressao gradual ao longo do tempo. Na
resposta as baixas temperaturas, o pico de expressdo na maioria dos genes foi

observado as 6h apds exposig¢ao a condigao de stress.

As auxinas afetam e controlam muitos processos metabdlicos, incluindo o
desenvolvimento e crescimento das plantas, assim como a resposta a condigdes
ambientais adversas. No presente trabalho, a utilizacdo de auxinas esta diretamente
associada a diferenciagao de raizes adventicias, uma resposta morfogénica as
condigbes de stress aplicadas (corte e aplicagdo da auxina IBA). A relagéo entre as
auxinas e as espécies reativas de oxigénio (ROS) é integrada numa complexa rede
hormonal que controla diversos processos bioldgicos, incluindo o crescimento e
desenvolvimento e a resposta a stresses bidticos e abidticos (Xia et al., 2015). As ROS,
uma vez presentes em todas as células vegetais, produzidas continuamente por varias
vias metabdlicas em resposta a condigdes de stress, podem apresentar niveis elevados
tornando-se toxicas para a planta. Contudo, as plantas dispdem de mecanismos
enzimaticos e ndao enzimaticos que lhes permitem restabelecer os niveis de ROS a
niveis nao toxicos (Ahmad et al., 2019; Garg & Manchanda, 2009). No presente trabalho
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foram analisados os niveis de expressdo de enzimas envolvidas na homeostase das
ROS, a APX, a SOD e a CAT (figura 12).

O gene OeAPX apresentou um pico de expressdao as 24h em ambas as
condigbes consideradas (controlo e IBA). No controlo observou-se uma diminui¢cdo da
expressao as 72h, sendo que na condicdo de tratamento com IBA a expressao se
manteve estavel. Este resultado sugere um envolvimento diferencial da OeAPX na
resposta as duas condi¢des de stress (corte e IBA), apresentando as 72h um papel
predominante na resposta ao IBA, com valores de expressao significativamente
diferentes dos valores obtidos na condi¢ao controlo. Num trabalho realizado por Pang
et al. (2023) em Capsicum annuum L. os autores identificaram diferentes genes APX
com um nivel de expressao elevado em resposta ao stress térmico (frio/calor) sugerindo
um papel importante destes genes na resposta ao stress térmico nesta espécie.
Trabalhos prévios realizados noutras espécies revelaram resultados similares (Sharma
e Dubey, 2005; Koussevitzky et al., 2008; Malambane et al., 2018).

Relativamente a expressao do gene OeSOD, na condigédo controlo, o nivel de
transcrito atingiu o seu maximo as 24h mantendo-se estavel as 72h. Nas amostras
tratadas com IBA, com uma expressao significativamente inferior ao controlo nos
tempos iniciais, foi visivel um aumento progressivo da expressao, atingindo o maximo
as 72h com um nivel de expressao similar ao observado no controlo. A expressao
diferencial entre controlo e IBA, com valores significativamente diferentes entre ambas
as condicdes, foi observado nos dois tempos iniciais (6h e 24h), revelando um
envolvimento diferencial deste gene na resposta aos estimulos do enraizamento
adventicio, com uma expressao mais elevada em resposta ao corte. O envolvimento de
genes da familia SOD na resposta a diversos stresses abidticos foi reportada em
diferentes espécies vegetais (Feng et al., 2016; Jiang et al., 2019; Su et al., 2021; Wang
etal., 2017).

Em relagdo a expressédo do gene OeCAT foi observado, na condigédo controlo,
um aumento gradual ao longo do tempo com o valor maximo atingido as 72h.
Contrariamente, no tratamento com IBA foi visivel uma diminui¢do da expresséao as 24h,
ainda que sem diferengas significativas relativamente as 6h, para as 72h ser visivel um
aumento da expressao atingindo o valor maximo. Controlo e tratamento mostraram ao
longo de todo o ensaio diferengas significativas, o que indica o envolvimento diferencial
deste gene nos dois stresses associados ao processo de enraizamento adventicio, o
corte efetuado aquando da preparagdo da microestaca (condigdo controlo) e o
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corte+IBA (condigdo IBA). Trabalhos realizados por Raza et al. (2021) permitiram
associar diversos genes da familia CAT a resposta a stresses abidticos como o stress
hidrico (seca/alagamento), a salinidade, o stress térmico (frio/calor) e o tratamento com
diferentes fitohormonas em Brassica napus L..

Com o objetivo avaliar a hipotese inicialmente colocada sobre a regulagao de
enzimas associadas a homeostase das ROS pelos fatores de transcriggo UPB1s
durante a fase de indugédo do enraizamento adventicio (condigdo de tratamento com
IBA) foi realizada uma analise de correlagao entre os dados de expressao dos genes
OeUPB1s e os genes OeAPX, OeSOD e OeCAT. Da anadlise realizada entre o gene
OeUPB1a (correspondente aos transcritos OE6A085116P1/OE6A055347P1) e os trés
genes que codificam para as enzimas envolvidas na homeostase das ROS, foi possivel
observar uma correlagdo negativa forte entre os niveis de expressao dos genes
OeUPB1a e OeCAT (P=-0.819) e moderada entre os genes OeUPB1a e OeSOD (P=-
0.640). A analise de correlagao revelou a existéncia de uma correlagéo positiva forte
entre os niveis de expressao dos genes OeSOD e OeCAT (P= 0.761), revelando uma
co-expressao de ambos os genes. A mesma analise de correlagdo foi realizada
considerando o gene OeUPB1b (transcrito OE6A099831P1) e os trés genes OeCAT,
OeSOD e OeAPx. Desta analise foi possivel detetar apenas a existéncia de uma
correlagao positiva moderada (P=0.665) com o gene OeAPXx.

Os resultados da analise de correlagao permitem-nos propor a OeUPB1a como
regulador da expressao dos genes da OeCAT e OeSOD, sendo responsavel pela
subexpressao desses genes, 0s quais codificam enzimas diretamente envolvidas na
regulagéo das ROS. O papel dos TFs UPB1 na supressédo da transcricdo de varias
peroxidases foi previamente reportado por Dietz (2013). Num trabalho desenvolvido por
Tsukagoshi et al. (2010) para investigar o envolvimento dos UPB1s na regulagéo das
peroxidases na homeostase das ROS e consequente crescimento das raizes foi
reportada a existéncia de uma fungdo cumulativa entre peroxidases diretamente
controladas pelos UPB1, o que pode justificar a co-expressdo dos genes OeCAT e
OeSOD, ambos envolvidos na codificagdo de enzimas oxidativas, envolvidas na
homeostase das ROS. Os elevados niveis de expressao obtidos nas primeiras horas do
ensaio para o gene OeUPB1a poderao estar associados a niveis de expressao mais
baixos dos genes OeCAT e OeSOD. Este resultado esta provavelmente relacionado
com o fato de durante o perido de inducao, apds o tratamento com IBA, a existéncia de
ROS em niveis elevados ser de extrema importancia para o papel de sinalizagéo
associado ao corte e consequente morte celular (Orozco-Cardenas et al., 2001) e ao
IBA como estimulo do enraizamento, estando ambos envolvidos no processo de
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formacgao de lenhina, necessaria a formagao das paredes celulares (Macedo et al., 2012,
2013). Varios trabalhos reportam o envolvimento das ROS na indugdo e
desenvolvimento de raizes adventicias (Dunand et al., 2007; Nag et al., 2001), sendo o
H.0, uma das moléculas mais estudadas. Dependendo da espécie vegetal e da
concentracao utilizada, o H.O. apresenta um papel positivo na formagao de raizes
adventicias. Li et al., (2009a) demonstrou que o H>O, é capaz de promover a formagao
e o desenvolvimento de raizes adventicias quando utilizado em concentragdes entre 1
a 100 mM por 8 a 18 h. Em estacas de crisdntemo (Dendranthema morifolium cv.
‘Beiguozhicun’), o H.O»> a 200 uM provou ser mais eficaz na indugao de elevadas taxas
de enraizamento (Liao et al., 2010). Da mesma forma, um estudo com estacas
de Berberis thunbergii var. atropurpurea reporta um aumento do enraizamento quando
aplicado H0, (3,5% p/v) em combinagdo com IBA 3 g L-' em comparagdo com o
tratamento exclusivo com IBA (Tehranifar et al., 2014).

Em oliveira, trabalhos baseados na aplicagao de H,O2revelaram a importancia
das ROS na eficiéncia do processo de enraizamento adventicio. Neste sentido, o H20;
desempenha um papel importante no alongamento celular e na formagéo de pelos
radiculares, assim como no armazenamento e transporte de auxina na planta, processos
importantes para o desenvolvimento de raizes adventicias (Silva et al., 2022).

Sebastiani & Tognetti (2004) observaram em oliveira que estacas semi-lenhosas
da cv. ‘Frantoio’ (de facil enraizamento) e da cv. ‘Gentile di Larino’ (de dificil
enraizamento) tratadas com IBA e H202 apresentaram um aumento no numero de raizes
em comparacdo com as estacas tratadas apenas com IBA. Resultado semelhante foi
obtido no estudo de Rugini et al. (1997), onde o tratamento com H»O, conduziu ao
aumento da percentagem de enraizamento em estacas semi-lenhosas da cv.
Frangivento’ e de microestacas da cv. ‘Moraiolo’.

Passado o periodo de sinalizagao, os niveis de ROS deverao voltar aos niveis
basais, sendo para tal necessaria a ativagao do mecanismo enzimatico das peroxidases
e enzimas oxidativas, o que podera explicar a redugao do nivel de transcrito do

OeUPB1a e consequente aumento do nivel de transcrito dos genes OeCAT e OeSOD.
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Figura 12 — Expresséo relativa dos genes OE6A085116 — OeUPB1a, OE6A099831 — OeUPB1b,
OeAPx, OeSOD e OeCAT na base de microestacas de oliveira (Olea europaea L.) apés
tratamento com IBA (indole-3-butyric acid). As amostras foram recolhidas em diferentes
momentos apos tratamento com a auxina: Oh, 6h, 24h e 72h. As amostras controlo correspondem
a amostras recolhidas de microestacas nao tratadas com IBA. Os valores de expressdo sao

relativos as Oh.
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Relativamente aos resultados de expressao génica obtidos em amostras da folha
(Figura 13), foi possivel verificar que apenas os genes OeUPB1a e OeUBP1b
apresentaram nivel de transcrito detetaveis por RT-gPCR como observado em amostras
da base do caule. O padrdo de expressao entre o controlo e o tratamento com IBA
revelou-se semelhante em ambos os genes. Ambos apresentaram nas amostras do
controlo uma diminui¢cao da expressdo ao longo do tempo, enquanto no grupo IBA, se
verificou um aumento as 24h atingindo o seu nivel maximo de expressdo, com uma
posterior diminuicdo as 72h.

Relativamente aos genes OeAPX, OeSOD e OeCAT o padrao de expressao nas
amostras tratadas com IBA foi similar entre si e similar ao observado nos genes
OeUPB1a e OeUPB1b, com o pico de expressao visivel as 24h nas amostras tratadas
com IBA. Neste caso poderia considerar-se uma regulagdo positiva das enzimas
oxidativas por parte dos TFs.

Na condigao controlo, pelo contrario, o gene OeAPX apresentou um padrao de
expressao caracterizado por um aumento progressivo ao longo do tempo atingindo o
nivel maximo as 72h. Padrao este inverso ao observado em ambos os genes OeUPB1a
e OeUPB1b. Os genes OeSOD e OeCAT mantiveram um nivel de expressao constante
ao longo do tempo.

Elevados niveis de ROS sdo muitas vezes prejudiciais paras as células vegetais,
e como tal a planta necessita de desenvolver mecanismos que |he permita manter os
niveis adequados, de forma a manter um equilibrio adequado entre a sua proliferagao e
a diferenciagao.

Segundo a analise de correlagéo entre os dados de expressdo dos genes
OeUPB1s e os genes OeAPX, OeSOD e OeCAT foi possivel observar nas amostras de
folha tratadas com IBA, que o gene OeUPB1b apresenta uma correlagao positiva forte
com o gene OeUPB1a e uma correlagéo positiva moderada com o gene OeCAT. Entre
os trés genes que codificam para as enzimas envolvidas na homeostase das ROS, o
OeSOD apresenta uma correlagdo positiva forte com o gene OeAPX e OeCAT,
ocorrendo a mesma correlagédo entre o gene OeAPX e OeCAT. Nas amostras controlo,
a analise de correlagao indica a ocorréncia de uma correlagdo positiva forte entre os
genes OeUPB1s (OeUPB1a e OeUPB1b) e uma correlagao positiva moderada entre o
gene OeSOD e os genes OeAPX e OeCAT, e entre o gene OeAPX e o OeCAT.

De forma a perceber melhor a relacao entre as ROS e as UPB1 na proliferagao
celular, Tsukagoshi et al. (2010) analisou dados de expressao (depositados no

AtGenExpress) de genes das peroxidases em raizes de Arabidopsis tratadas com metil
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violégeno (composto que causa a formacdo continua de O»”) e dados de stress
oxidativo obtidos de um banco de dados de microarray. Os resultados mostraram uma
regulacéo positiva da UPB1 apdés 24h de tratamento e uma baixa expressdo da
regulacéo das peroxidases pela UPB1. Algumas das peroxidases nao reguladas pelas
UPB1 apresentaram um aumento da sua expressdo, possivelmente associada a
homeostase das ROS.

No presente trabalho a analise de correlagédo efetuada entre os dados de
expressao dos genes OeUPB1s e os genes OeAPX, OeSOD e OeCAT tanto no controlo
como nas amostras tratadas com IBA, revelou a existéncia de uma correlagéo positiva,
ou seja, ambos os genes (OeUPB1 e qualquer um dos genes que regulam as enzimas
oxidativas, 0 OeAPX, o0 OeSOD ou o0 OeCAT) apresentam o mesmo comportamento. Ja
nas amostras de base de oliveira foi possivel observar uma correlagéo negativa entre
um dos genes OeUPBT e os genes OeCAT e OeSOD, podendo ser o gene OeUPB1 o
responsavel pela subexpressao dos outros genes. Resultados similares foram descritos
por Tsukagoshi et al. (2010) (observados no estudo descrito a cima) acabando por
comprovar que os UPBEAT1 (UPB1) reprimem diretamente um conjunto de genes que
codificam enzimas envolvidas na homeostase das ROS conforme vai ocorrendo a
diferenciagao celular. As UPBEAT1s apresentam um papel importante no equilibrio
entre a proliferagao celular e a diferenciagéo, regulando diretamente a expressao das
peroxidases, uma vez que estas, controlam a distribuicdo de ROS nas células, que por
sua vez, controlam a transigao da proliferagdo para a diferenciagéo (Tsukagoshi et al.,
2010).
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Figura 13 — Expresséo relativa dos genes OE6A085116 — OeUPB1a, OE6A099831 — OeUPB1b,
OeAPx, OeSOD e OeCAT na folha de oliveira (Olea europaea L.) apds tratamento com IBA
(indole-3-butyric acid). As amostras foram recolhidas em diferentes momentos apds tratamento
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com a auxina: Oh, 6h, 24h e 72h. As amostras controlo correspondem a amostras recolhidas de

microestacas nao tratadas com IBA. Os valores de expressdo sdo relativos as Oh.

4.2. Quantificagdo de espécies reativas de oxigénio

As espécies reativas de oxigénio (ROS), quando em condigbes fisiolégicas normais,
sdo produzidas em niveis basais nas diversas espécies vegetais e armazenadas nos
compartimentos celulares. No entanto, em resposta a diferentes fatores externos, as
ROS podem ser produzidas em niveis considerados prejudiciais para a planta (Das &
Roychoudhury, 2014). Foi objetivo desta dissertacdo a avaliagdo do padrédo das ROS
totais na folha e base da microestaca em oliveira (Olea europaea L.) ao longo do ensaio
de enraizamento adventicio (Oh, 6h, 24h e 72h apds tratamento com IBA) (resultados
apresentados nas Figura 14).

Os resultados obtidos nas folhas (Figura 14) mostraram que plantas tratadas com a
auxina IBA tinham niveis de ROS totais significativamente superiores,
comparativamente as plantas do grupo controlo e um padrao de acumulagao diferente.
No grupo controlo observou-se uma ligeira variagéo dos niveis de ROS totais que se
traduziu numa reducéo as 24h e um posterior aumento para os niveis basais as 72h.
Pelo contrario, o grupo tratado com IBA foi marcado por um aumento pronunciado as
6h, momento em que foi observado o valor maximo, diminuindo progressivamente ao
longo do tempo até as 72h.

Tendo em conta os niveis de ROS totais determinados na base das microestacas
(Figura 14), as 6h o padrao é semelhante ao observado na folha, sendo o grupo tratado
com a auxina IBA que apresentou niveis de ROS significativamente mais elevados, em
comparagao com o grupo controlo (p=0.009). A partir das 6h, observou-se um padrao
inverso ao descrito para as amostras de folha, tendo o grupo controlo niveis de ROS
significativamente mais elevados, comparativamente ao grupo tratado com IBA. Este
resultado verificou-se as 24h (p = 0.000) e 72h (p = 0.049). Comparando os diferentes
tempos de analise, o grupo controlo apresentou valores maximos de ROS as 24h, sendo
significativamente diferente das Oh (p=0,003), 6h (p=0,000) e 72h (p=0,001). Ja no grupo
tratado com IBA, ocorreu um decréscimo dos niveis de ROS totais a partir das 6h, sendo
atingidos valores minimos as 72h. No grupo controlo os niveis de ROS totais atingiram
valores minimos as 6h, sendo este resultado o inverso no grupo tratado com IBA, onde

os valores sdo maximos no tempo referido.
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significativas entre os diferentes tempos (0h, 6h, 24h e 72h) para cada grupo (controlo e IBA).
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O processo de enraizamento adventicio € considerado uma resposta
morfoldgica ao stress que pode ser influenciado por uma série de fatores internos e
externos. Em oliveira, o stress abidtico € um fator determinante na formacgao de raizes
adventicias, sendo o mesmo desenvolvido através do corte e da aplicacdo da auxina
IBA, levando a ativagdo de diversas vias metabdlicas envolvidas no enraizamento
adventicio (Porfirio et al., 2016). As espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo um dos
grupos de moléculas sinalizadoras descritas como tendo um papel central na resposta
ao sfress abidtico em plantas, bem como na regulacdo do seu crescimento e
desenvolvimento (Velada et al., 2020). A relagdo entre as ROS e as auxinas que
participam no processo de enraizamento adventicio tem sido reportada em varios
estudos, na medida em que as ROS podem ter influéncia no transporte ou na transcrigao
de genes associados as auxinas através da ativagado da via de sinalizagdo da proteina
quinase (MAPK), levando a fosforilagao de fatores de transcrigdo e outros componentes
de sinalizagao (Nakagami et al., 2006; Tognetti et al., 2012; Xia et al., 2015).

Neste trabalho, nas amostras de folha de oliveira, observaram-se niveis de ROS
totais significativamente mais elevados no grupo tratado com a auxina IBA,
comparativamente ao grupo controlo. Este resultado esta de acordo com o obtido no
estudo de Li et al. (2009), onde os autores observaram um aumento dos niveis de H20O»
em plantulas de feijao (Mucuna pruriens L.) tratadas com IBA. Estes autores
demonstraram que o H»O; pode funcionar como molécula sinalizadora envolvida na
formacao de raizes adventicias induzidas pelo IBA (Li et al., 2007, 2009). Também
outros estudos demonstraram que as auxinas podem induzir a producdo de ROS
(Tognetti et al., 2012) e regular a sua homeostase (Pasternak et al., 2005). Este aumento
nos niveis de ROS pode ser resultado de alteracbes metabdlicas desencadeadas pela
auxina, promovendo a ativagdo de enzimas envolvidas na produgdo de ROS ou
alterando o equilibrio entre a produgdo de ROS e os mecanismos de eliminagao dos
mesmos (Xia et al., 2015). O stress provocado ao nivel da base tera provocado um
aumento das ROS que foram transportadas para a parte aérea onde desempenham um
papel importante ao nivel da ativagéo de diversas vias metabdlicas. Nestas esta incluida
a fotossintese como processo biolégico responsavel pela sintese de hidratos de carbono
que serdo posteriormente translocados para a base da microestaca, fornecendo a
energia necessaria a intensa atividade metabdlica associada a formagéo das raizes
adventicias. O papel das ROS enquanto moléculas de sinalizagdo desempenhando um
papel chave a longa distancia foi revisto por Chi et al. (2013).

No caso das amostras de base das microestacas, os niveis de ROS apresentam-se
significativamente mais elevados no grupo IBA imediatamente apds o estabelecimento
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do ensaio (6h), invertendo-se esta tendéncia nos tempos 24h e 72h, passando a ser
significativamente superior nas amostras controlo (ndo tratadas com IBA). Neste caso,
podemos colocar a hipétese de que a producdo de ROS numa fase quase imediata a
aplicagao do estimulo do enraizamento (corte +IBA) estara mais associado a resposta
ao IBA, e numa segunda fase mais associada ao stress provocado pelo corte.

Num estudo recente, Velada et al. (2020) demonstraram que os niveis de ROS,
nomeadamente Oz e H.O», aumentaram significativamente nas primeiras horas apds a
inoculagdo de microestacas de oliveira (cv. ‘Galega vulgar) em meio de cultura
apropriado, diminuindo drasticamente 8 horas apés o inicio do ensaio. Este resultado
foi observado tanto em microestacas do grupo controlo, como do grupo submetido a
auxina IBA. Os resultados obtidos para o grupo tratado com IBA sao concordantes com
o estudo de Velada et al. (2020), uma vez que se observou um pico de acumulagéo de
ROS (mais notdrio nas folhas) as 6h com uma diminui¢cdo progressiva ao longo do
ensaio. Pode ainda colocar-se como hipétese uma acumulagdo mais precoce das ROS

no tratamento com IBA, o que explicaria a ndo detegdo do pico antes das 6h.

4.3. Estudo da expressao por Western Blot

Tal como referido na secgdo dos materiais e métodos, as baixas concentragdes
proteicas obtidas nos extratos das amostras de folha, associado ao limite maximo de
volume de amostra aplicavel por pogo (capacidade maxima de 40uL) invalidaram a
realizagao da técnica Western blot nestas amostras. Neste contexto, e de modo a ser
possivel analisar a expressao em 20ug de proteina, apenas as amostras da base da
microestaca foram consideradas.

Os resultados relativos a expressao da proteina CAT obtidos nas amostras da
base da microestaca revelaram a existéncia de uma banda de massa molecular
aparente entre os 48 e os 63 Kda (Figura 15). De acordo com os diversos trabalhos
publicados, a proteina CAT é descrita como um sistema enzimatico com uma grande
diversidade em termos estruturais e propriedades moleculares. Do ponto de vista
estrutural, a CAT nativa, de massa molecular entre 220-350 kDa, consiste num
tetrd@mero constituido por quatro subunidades idénticas, sendo que cada subunidade é
caracterizada pela presenga de um grupo heme no centro catalitico e uma massa
molecular de 55-59 kDa (Bagnoli et al., 2004; Chelikani et al., 2004; Corpas et al., 1999;
Palma et al., 2020). Segundo o marcador de massas moleculares utilizado no trabalho

desenvolvido no ambito da presente dissertacdo, a massa molecular da proteina
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marcada com o anticorpo primario Anti-CAT aparenta corresponder a massa molecular

da proteina CAT descrita na literatura, o que valida a identificagdo da mesma.

MW Oh 6hC  6hIBA 24hC 24hIBA 72hC 72hIBA

kDa
245
180

135
100

75
63

48

35
25

20

17

Figura 15 — Imagem da membrana de Western blot para a proteina Catalase (CAT) em amostras
de base da microestaca de oliveira (Olea europaea L.). A banda correspondente a proteina CAT
encontra-se delimitada a vermelho nesta imagem e tem uma massa molecular aparente de
aproximadamente 59kDa. As amostras correspondentes a cada banda encontram-se
identificadas na linha superior da imagem: amostras tratadas com a auxina IBA e amostras do
grupo controlo (C) obtidas em diferentes tempos apds a inoculagdo em meio de enraizamento
(Oh, B6h, 24h e 72h). No lado esquerdo da imagem est&o representadas as massas moleculares
(KDa) do marcador utilizado (NZYColour Protein Marker Il, nzytech).

Para além da banda especifica com uma massa molecular proxima do valor
espectavel, é possivel identificar em todas as amostras uma banda com massa
molecular aparente proxima de 200 kDa e, em algumas das amostras, uma banda com
massa molecular aparente entre 35 e 48 kDa (Figura 15). Este facto pode ser explicado
devido a existéncia de ligagdes inespecificas do anticorpo com outras proteinas,
podendo tal ser provocado por um bloqueio incompleto ou pela baixa especificidade do

anticorpo. Segundo Kurien & Scofield (2006) estes fatores sdo os mais comuns em
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técnicas baseadas na ligagdo antigénio-anticorpo para o aparecimento de ligagdes
inespecificas. No trabalho desenvolvido no dmbito da presente dissertacio, o bloqueio
teve uma duracdo de duas horas, contudo foi realizado com uma solugdo tampao
composta por TBS-T e proteina do leite, podendo ndo apresentar a eficiéncia necessaria
para a prevengao de ligagdes inespecificas do anticorpo primario a outras proteinas.
Uma outra explicagdo para o aparecimento destas ligagbes inespecificas pode estar
relacionada com a concentragdo de anticorpo primario, podendo a mesma estar
demasiado elevada. Com efeito, sera necessario um trabalho posterior focado na
otimizagdo dos dois parametros referidos de modo a diminuir o sinal associado as
ligacdes inespecificas.

Os valores da expressao da proteina CAT, obtidos da analise da intensidade das
bandas correspondentes a massa molecular aparente de 59KDa, permitiu criar o grafico
apresentado na Figura 16. Nesta figura é visivel a expressao diferencial da proteina
entre tempos e entre as condi¢gdes consideradas (controlo e IBA). Comparando a
expressao entre condigbes em estudo observaram-se diferengas significativas apenas
as 72h, onde a expressao da CAT foi significativamente superior no controlo em
comparagao com as amostras tratado com IBA (P=0.042). Este resultado é concordante
com os resultados obtidos na analise da expressao génica (apresentado no ponto 4.1.).

Entre os diferentes tempos de recolha, tanto no controlo como nas amostras
tratadas com IBA, ndo se verificaram diferengas significativas. Contudo, nas amostras
tratadas com a auxina foi possivel identificar uma tendéncia (P=0,076) para aumento da
expressao as 24h, comparativamente as 6h (onde a expressao apresenta o valor mais

baixo).
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Figura 16 — Expressao da proteina Catalase (CAT) em amostras da base do caule de
microestacas de oliveira (Olea europaea L.) tratadas/né&o tratadas (Controlo) com IBA obtidas em
diferentes tempos apos a inoculagdo em meio de enraizamento (Oh, 6h, 24h e 72h). Os dados
correspondem a média + EPM e * indica a existéncia de diferencgas significativas entre os grupos
controlo e IBA em cada tempo de analise. A densidade dtica foi obtida usando uma analise
densitométrica. Estes valores compreendem a corregdo para o background, a qual foi aplicada

para cada banda através da normalizagdo de uma regido adjacente da membrana.

4.4. Atividade Enzimatica da Catalase

Apesar de nao ter sido possivel avaliar a expressdo da proteina CAT em
amostras de folha, a atividade enzimatica da proteina foi analisada. Comparando os
resultados obtidos para as amostras controlo e as amostras tratadas com IBA (Figura
17), observou-se uma atividade significativamente mais elevada no grupo tratado com
a auxina, comparativamente ao grupo controlo, as 6h (P=0,030) e 24h (P=0,008). As Oh
e 72h nao se observaram diferengas estatisticamente significativas entre os dois grupos.
Comparando amostras recolhidas em diferentes tempos durante o ensaio de
enraizamento verificou-se uma auséncia de diferengas significativas na atividade da
CAT ao longo do tempo em plantas tratadas com IBA, ao contrario de plantas do grupo
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controlo, onde a atividade diminuiu as 24h para aumentar de seguida as 72h, diferindo
estes dois tempos significativamente (P=0,022).

Nas folhas, os cloroplastos s&o os principais produtores de ROS, apresentando
um papel importante para o metabolismo da planta e realizagéo da fotossintese (Ishida
et al.,, 2014). Durante a fotossintese, a planta produz O., que quando excitado forma
ROS. Em condigbes normais, ha um equilibrio entre a producao e a eliminacdo de ROS,
contudo, em condicbes adversas provocadas por fatores bidticos e abidticos, os seu
niveis podem alcancar a toxicidade nas plantas, sendo necessaria a intervencao dos
mecanismos enzimaticos.

Relativamente aos resultados obtidos em amostras da base das microestacas
(Figura 17), observou-se uma atividade da CAT mais elevada no grupo tratado com IBA
as 24h, comparativamente ao grupo controlo (P=0,047). Pelo contrario, as 72h foi nas
amostras do grupo controlo onde se observou uma atividade significativamente mais
elevada comparativamente ao grupo tratado com IBA (P<0.001). Este resultado é
concordante com os resultados obtidos na analise da expressdo génica e proteica.
Comparando amostras recolhidas em diferentes tempos, no grupo controlo a atividade
da enzima atingiu valores minimos as 6h, aumentando significativamente até as 72h. Ja
no grupo tratado com IBA, a atividade também foi reduzida as 6h, aumentando
significativamente as 24h (P=0.001) para diminuir de seguida as 72h, embora se tenha

mantido significativamente mais elevada quando comparada com as 6h (P=0.031).
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Figura 17 — Atividade enzimatica da Catalase (CAT) da base do caule de microestacas de
oliveira (Olea europaea L.) tratadas/ndo tratadas (Controlo) com IBA obtidas em diferentes
tempos apods a inoculagdo em meio de enraizamento (Oh, 6h, 24h e 72h). Os dados
correspondem a média + EPM e * indica a existéncia de diferencgas significativas entre os grupos
controlo e IBA em cada tempo de andlise. Letras diferentes indicam diferengas significativas
entre os diferentes timepoints.
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Varios estudos demonstraram o papel das enzimas oxidativas ao longo do
processo de enraizamento adventicio (Cheniany et al., 2010; Fu et al., 2011; Macedo et
al., 2013). As enzimas peroxidase (POX), por exemplo, tém sido utilizadas como
biomarcadores do processo de enraizamento, observando-se, no geral, valores minimos
de atividade na fase de inducdo e valores maximos na fase de iniciacdo e
desenvolvimento das raizes. Num estudo realizado por Macedo et al. (2013) verificou-
se uma diminuicdo da atividade da POX nas primeiras horas do processo de
enraizamento -0 - 4h) e durante a fase final de indugéao (48-96h). O declinio da atividade
nas primeiras 4 horas foi atribuido ao tratamento dos explantes com IBA, sendo muito
provavel que a aplicagdo exdégena da auxina tenha uma redugéo na atividade da enzima
(Cho et al., 2011). Ja o segundo declinio (48 — 96h) tera sido coincidente com os
primeiros sinais de alteragbes morfoldgicas nas células meristematicas durante a fase
de inducdo. Pelo contrario, a enzima PPO apresentou valores estaveis nas primeiras
horas do processo de enraizamento, aumentando significativamente a sua atividade
entre as 48 e 144 horas.

Apesar de existirem varios estudos que reportam o papel do IBA na atividade
das enzimas antioxidantes envolvidas no processo de enraizamento, os resultados sao
altamente dependentes do gendtipo (espécie e/ou cultivar), sendo por vezes
contraditérios. Num estudo realizado em estacas de oliveira incluindo cultivares de dificil
e facil enraizamento, os autores constataram atividade das enzimas POX e PPO mais
elevada no grupo de plantas controlo, comparativamente ao tratado com IBA (Denaxa
et al., 2019). Noutro estudo realizado por liczuk e Jacygrad (2016) os autores
observaram uma diminuigédo da atividade das enzimas POX e PPO em microestacas de
planta do tabaco (Cotinus coggygria Scop.) induzidas em meio suplementado com a
auxina IBA, durante os primeiros cinco dias. Macedo et al. (2013) verificaram uma
diminuicao da atividade da POX nas primeiras 8h da fase de inducédo do enraizamento
adventicio em microestacas de oliveira cv. ‘Galega vulgar’, e um aumento significativo
da mesma enzima as 24h em meio suplementado com IBA. No entanto, este estudo ndo
faz a comparagao com um grupo controlo, ou seja, sem a presenga de IBA. Que seja do
nosso conhecimento, ndo existem estudos na literatura com foco na relagédo entre a
presencga de auxina e atividade da enzima CAT durante o processo de enraizamento

em oliveira, o que impossibilita a comparacdo com resultados prévios.

De acordo com a bibliografia, existem poucos estudos acerca do papel da
enzima CAT no processo de enraizamento adventicio, principalmente em oliveira. Num
estudo de 2009, Li et al. (Li et al., 2009a) estudaram o papel desta enzima no processo
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de enraizamento de Vigna radiata L., tendo sido demonstrado que a atividade da enzima
se manteve estavel ao longo do processo. Os autores colocaram a hipétese da enzima
sofrer inativagao por parte do seu substrato, o H-O.. Resultado muito semelhante foi
previamente reportado pelos mesmos autores (Li et al., 2007) durante a formagéo de
raizes adventicias Cucumis sativus, onde a aplicagao de CAT exdgena nao eliminou o
H>0O. enddgeno e ndo teve efeito no processo de enraizamento. Estes resultados ndo
sdo concordantes com os resultados apresentados nesta dissertagcdo, onde se verificou
uma variagao significativa da atividade da CAT ao longo da fase de indugéo, o que é
justificado pelo facto do estudo ser feito numa espécie diferente. Que seja do nosso
conhecimento, o trabalho apresentado nesta dissertagcdo € o primeiro que relaciona a
atividade da CAT na fase de indugao do processo de enraizamento em oliveira.

O envolvimento de enzimas na eliminagéao das ROS foi investigado em diferentes
espécies de plantas durante o processo de formagéo de raizes adventicias (Cardoso et
al., 2022). No caso da enzima CAT (EC 1.11.1.6), esta é responsavel pela eliminagao
do H20; superproduzido, mediando a dismutagao do H>.O, em agua e oxigénio de forma
eficiente (Anjum et al., 2016). Os peroxissomas sao o local central da atividade da CAT
em resposta a producdo de H»O2 como resultado do stress oxidativo, do catabolismo
das purinas, da fotorrespiragéo e da B-oxidagéo de acidos gordos. Contudo, estudos
recentes mostram a sua presenca no citosol, cloroplastos, mitocéndrias e outros
compartimentos subcelulares. Apesar de apresentar uma elevada especificidade para o
H202, a CAT apresenta também afinidade para peroxidos organicos (Zandi & Schnug,
2022). Neste trabalho, nas amostras de folha e base de plantas tratadas com IBA, os
niveis de ROS e atividade da CAT apresentaram um comportamento inversamente
proporcional quando se compara os diferentes tempos da fase de indugao em oliveira.
Enquanto os niveis de ROS aumentaram significativamente até as 6h, diminuindo a
partir dai até as 72h, a atividade da enzima catalase manteve-se elevada ao longo do
tempo (sem diferengas significativas entre os tempos) nas amostras de folha e
aumentou significativamente das 6h para as 24h nas amostras de base. Esta diminuigéo
dos niveis de ROS e aumento da atividade da CAT é um resultado expectavel, visto que
a enzima é ativada precisamente para eliminar as ROS em excesso (ROS scavengers)
e manter o equilibrio redox nas células. No caso das amostras do grupo controlo, o
mesmo comportamento é observado as 72h, onde niveis mais baixos de ROS
contrastaram com niveis elevados de atividade enzimatica. Este resultado verificou-se
tanto nas amostras de folha, como em base de microestaca. Através de uma analise de
correlagao foi possivel identificar a existéncia de uma correlagao negativa moderada
entre os niveis de ROS e a atividade enzimatica da CAT nas amostras de base tratadas
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com IBA (P=-0.552), sendo visivel na figura 14 e 17. Este resultado corrobora o papel
da enzima CAT como reguladora dos niveis de ROS nas plantas durante o stress
ambiental provocado por diferentes fatores bidticos e abidticos. Estudos anteriores
reportaram o composto H2O», uma das principais espécies reativas de oxigénio, como
sendo responsavel pelo aumento da atividade de enzimas antioxidantes, como a SOD,
APX, CAT e NADPH oxidase (Agarwal et al., 2005; Sairam & Srivastava, 2000; Tian et
al., 2003). Apesar destes estudos nao terem sido realizados em oliveira, contribuem
para melhor compreender a relacéo entre os niveis de ROS e a atividade das enzimas

antioxidantes.
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5. Conclusoées e perspetivas futuras

A formagao de raizes adventicias € uma etapa fundamental na propagagéao
vegetativa de qualquer espécie vegetal. A oliveira (Olea europaea L.), uma espécie
propagada recorrendo a protocolos de propagagao vegetativa (estacaria semi-lenhosa
ou microestacaria), apresenta algumas cultivares em que o processo de enraizamento
adventicio é extremamente dificil, limitando a sua multiplicacdo e ulterior
disponibilizacdo de material vegetal para plantagdo de novos olivais. Apesar da
investigacdo desenvolvida procurar compreender os mecanismos moleculares,
bioquimicos e fisiolégicos envolvidos neste processo bioldgicos, existem ainda muitas
lacunas no conhecimento que permitam a aplicagao pratica dos resultados até entao
obtidos.

Numa tentativa de contribuir para o conhecimento acerca dos mecanismos
moleculares que controlam a eficiéncia do processo de enraizamento adventicio foi
considerado como objetivo principal desta dissertacdo explorar o envolvimento dos
Fatores de Transcrigéo pertencentes a familia UPBEAT (UPB1) na regulagao de genes
associados a homeostase das ROS, previamente identificadas como moléculas
envolvidas na sinalizagdo do estimulo do enraizamento adventicio em oliveira.

O trabalho de identificagdo dos UPB1 em oliveira permitiu classificar cinco
transcritos, sendo dois considerados como cépias devido ao elevado nivel de
similaridade entre as sequéncias. As restantes sequéncias foram classificadas como
OeUPB1a, OeUPB1b, OeUPB1c e OeUPB1d. Dos quatro genes considerados apenas
para os OeUPB1a e OeUPB1b foram detetados transcritos por RT-gPCR, corroborando
resultados prévios obtidos por RNAseq. Ambos os genes se apresentaram, regra geral,
sobrexpressos nas amostras tratadas com IBA, comparativamente ao controlo.

Considerando referéncias prévias sobre o papel dos UPB1s na regulagéo de
genes que codificam enzimas oxidativas, foi analisada a expressao de genes que
codificam trés enzimas envolvidas na eliminagdo das ROS e manutencdo da
homeostase celular, 0 OeCAT, o OeSOD e o OeAPX. Esta analise foi realizada em
amostras obtidas da base do caule das microestacas e amostras das folhas.

A analise da expressao génica na base do caule revelou expresséao diferencial
dos trés genes comparando entre as condi¢des controlo, apenas sujeita ao corte, e as
amostras tratadas IBA, regra geral associado a uma sobexpressdo em amostras
tratadas com IBA. O padréo de expressao dos genes OeAPX e OeSOD revelou-se
relativamente similar entre amostras controlo e tratadas com IBA. Contrariamente, o

gene OeCAT apresentou um padrao de expresséao distinto entre as duas condigdes
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consideradas. Uma analise de correlagio identificou a existéncia de uma correlagcao
negativa entre a expressao deste e o OeUPB1a, permitindo colocar como hipotese a
atividade deste TF como supressor da OeCAT durante a fase de indugdo do
enraizamento adventicio em oliveira. O envolvimento do OeUPB1a na regulagao da
OeCAT durante o processo de enraizamento devera ser validado em investigagbes
futuras considerando por exemplo o silenciamento do gene OeUPB1a ou a mutagénese
de locais cis no promotor do gene OeCAT por transformagao genética e ulterior analise
da expressao de ambos os genes, complementada pela quantificagdo dos niveis de
ROS.

Nas folhas a analise da expressao génica revelou-se semelhante entre os genes
OeUPB1a e OeUPB1b nos dois tratamentos (Controlo e IBA), com uma diminuigéo da
expressao ao longo do tempo do ensaio na condigdo controlo, enquanto nas amostras
tratadas com IBA, se verificou um aumento de expressdo com o nivel maximo visivel as
24h. Ja nos trés genes OeCAT, OeAPX e OeSOD, nas amostras tratadas com IBA, o
padrao de expressao foi semelhante entre si e ao observado nos genes OeUPB1a e
OeUPB1b. Contudo, nas amostras controlo, apenas o gene OeAPX apresentou um
aumento gradual ao longo do tempo do ensaio, com o seu maximo as 72h, padrao
inverso ao observados nos genes OeUPB1a e OeUPB1b.

O desenvolvimento de raizes adventicias é considerado uma resposta
morfogénica aos dois fatores de stress, o corte aquando da preparagao da microestaca,
e a aplicagao da auxina IBA, fatores que ativam, numa primeira fase, vias de sinalizagao
do estimulo do enraizamento. O estudo do envolvimento das ROS enquanto moléculas
sinalizadoras no processo de enraizamento tem sido alvo de diversos estudos. Na
presente dissertagdo observou-se, ao longo da fase de indugdo, uma diminui¢do dos
niveis de ROS e um aumento da atividade da enzima CAT, resultado expectavel e
concordante com resultados obtidos em estudos anteriores considerando outras
enzimas oxidativas. Resultado este corroborado pela analise da correlagdo entre os
ROS e a enzima CAT onde se observou uma correlagdo negativa moderada nas
amostras de base tratadas com IBA (P=-0.552). A CAT é responsavel pela manutengao
dos niveis de H2O2, o que permite considerar esta espécie reativa de oxigénio como
aquela que apresentara um papel preponderante na fase de indugéo estudada, sendo
necessario restabelecer os seus niveis apds desempenharem o seu papel de
sinalizagao. Seria interessante em estudos futuros considerar a analise diferencial das
diferentes ROS possibilitando assim validar esta hipotese.

De acordo com a bibliografia, ainda ndo existem estudos com foco no papel da

enzima CAT no processo de enraizamento adventicio. Que seja do nosso
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conhecimento, o trabalho desenvolvido nesta dissertagcdo foi o primeiro no qual se
relacionou a atividade desta enzima com o processo de enraizamento em oliveira. No
presente trabalho foi possivel observar uma variagao significativa da atividade desta
enzima ao longo da fase de indugao, tanto em plantas controlo, como tratadas com IBA.

O trabalho desenvolvido nesta dissertagao contribuiu para o conhecimento dos
mecanismos moleculares envolvidos na regulagdo do enraizamento adventicio, em
particular no envolvimento dos TFs pertencentes a familia UPB1s na regulagado de

enzimas oxidativas e consequentemente no nivel das ROS.

Em resposta a hipotese inicialmente colocada podemos de fato considerar que os
OeUPB1 regulam a expressao de genes que codificam enzimas oxidativas, suprimindo
a sua expressao e consequentemente regulando os niveis de ROS enquanto moléculas
sinalizadoras do processo biologico. Além disso, das enzimas consideradas, a CAT

parece ser o alvo da regulagéo das OeUPB1s durante a fase de indugéo.
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Figura A1 — Curvas de dissociagdo (melting) obtidas na analise da expressdo dos genes
OE6A085116 — OeUPB1a, OE6A099831 — OeUPB1b, OeAPx, OeSOD e OeCAT por RT-gPCR
em amostras retiradas da base de microestacas de oliveira durante o processo de enraizamento
adventicio.
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Figura A2 — Curvas de dissociagdo (melting) obtidas na analise da expressdo dos genes
OE6A085116 — OeUPB1a, OE6A099831 — OeUPB1b, OeAPx, OeSOD e OeCAT , por RT-gPCR

em amostras de folha de oliveira durante o processo de enraizamento adventicio.
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Figura A4 — Representacgao grafica da curva de calibragéo para quantificagéo do teor de proteina

da CAT construida a partir da leitura de solugdes padréo de BSA (0-500ug/mL).
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Espécie Magnoliopsida

Acession

Camelina sativa

Csa04g066420.1

Csa06g053810.1

Csa05g001900.1

Brassica oleracea

Bo03g039590.1

Arabidopsis thaliana

AT4G16430.1

AT5G39240.1

AT4G38070.1

AT1G32640.1

AT1G06150.2
AT2G47270.1
Malus domestica Golden MRNA:MD17G0237300
Arabis alpina AA4G264700
Brassica rapa A05p001600
Prunus persica PRUPE_3G008700
Vigna angularis Vigan02g194800

Corchorus capsularis

CCACVL1_24243

Citrus x clementina

CICLE_v10022819mg

Helianthus annuus

HanXRQr2_Chr10g0426351

Cynara cardunculus var. scolymus

Ccrd_003430

Olea europaea L.

OE6A085116

OE6A055347

OE6A099831

OE6A107214

OE6A032918

Prunus avium

Pav sc0000491.1 g290.1.mk

Phaseolus vulgaris

PHAVU 007G089100g

Vigna radiata

Vradi08g17330

Lactuca sativa

gene-LSAT 9X4661

Tabela S1 - Correspondéncia com numeros de acesso e as espécies de plantas Magnoliopsida.
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