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RESUMO

NAPOLEAO, Thiago Alves. M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, julho de 2015.
Efeitos do metil jasmonato e acido salicilico na composicdo da parede celular, me-
tabolismo secundario e recalcitrancia emBrachypodium distachyon. Orientador:
Marcelo Ehlers Loureiro. Coorientadora: Andrea Giordano.

Fontes de energia alternativas e sustentaveis tém recebido enornd® alevido ao
aumento dos precos, da esgotabilidade e dos problemas ambientaislassmigetro-

leo, tornando a producao de biocombustiveis de segunda geracdo um objeto de grande
interesse internacional. As gramineas séo as principais fontes destes biocompeistiveis
Brachypodium distachyon foi eleita um modelo para o estudo das gramineaas Plant
em estagio juvenil foram avaliadas apds o tratamento por duas semanagtigas-
monato MJ) ou &cido salicilico AS) (ambos 100 uM). Os dois tratamentos reduziram

o alongamento foliar, provavelmente resultante do efeito da inibicdo da elorgagao

lar e divisdo celular associadas com o aumento do &cido ferdlico (FA), @cido
cumarico (p-CA) e ABA, e com a reducao no teor de .A\Aaplicacdo de MJ e AS
também produziu varios efeitos na parede celular das folhas, como o adaeeta-

lose (MJ), xilose, arabinose e galactose (ambos tratamentos), aumenibdasarabi-
nose/celulose (AS) e parede celular/massa seca total (MJ), e redueao d® lignina

(AS). Em paralelo a estas mudancas, houve aumento de fendis sollvejsatidais
cafeico e naringerina (para ambos tratamentos), e acido sinapico (AS).liestades

ndo foram explicadas por mudancas na expressao de 12 genes da rota desbidssinte
parede estudados. A aplicacdo de AS reduziu em 15% a eficiénciaadacsgéo en-
zimatica. Este efeito foi fortemente correlacionado negativamenteocanmento de

FA, p-CA, e arabinose, mas nao se correlacionou com o teor de lignina. Entbera
tamento com MJ tenha aumentado os teores de FEA&, gste efeito foi contraposto
pelo simultdneo aumento da celulose. Os resultados obtidos demonstram a importancia
do AS e do MJ para a regulacdo dos componentes e da digestibilildpdesde celu-

lar, e a influéncia dos metabolitos secundarios na recalcitrancia da pasadarifica-

cao.
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ABSTRACT

NAPOLEAO, Thiago Alves. M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, 20145. Ef-
fects of methyl jasmonate and salicylic acid on cell wall composition, secondary
metabolites and cell wall recalcitrance inBrachypodium distachyon. Adviser: Mar-
celo Ehlers LoureiroCo-adviser: Andrea Giordano.

Renewable and sustainable sources of energy have received a lot of attention, due to the
price fluctuations and environmental issues associated with the depletion of oil re-
serves, prompting worldwide interest in the production of second generation biofuels.
Grass species are the main biomass resources used in biofuel production, and Brachy
podium distachyon was described as a model species for grasses and hereqile

plants were analyzed after two weeks treatment with methyl jasmonate (MJ) or salicylic
acid (SA) (both at 100 uM). Both treatments reduced leaf growth rate, probably be-
cause of an inhibitory effect on cellular elongation and division, caused byraasac

in ferulic acid (FA), p-coumaric acid (p-CA) and ABA, and lower levels of IAA. Modi-
fications in cell wall compounds were observed mainly in leaf tissues,asuah in-
crease of cellulose (MJ), xylose, arabinose and galactose (both treatments), arabi-
nose/cellulose ratio (SA), and cell wall/biomass ratio (MJ), and reductiognai kcon-

tent (SA). There was an increase in total phenolic content, cafeic acid and narigenin
(for both treatments), and in sinapic acid (SA). Alterations of these compounds could
not be related to the expression of 12 genes involved in cell wall biosynthlesiap-
plication of SA reduced in 15% the saccharification yield. This effect wasgbgroeg-

ative correlated with higher levels of FA, p-CA and arabinose, but wasseotiated

with lignin content. MJ treatment also increased the levels of FA and p-Cahéuog-

es in saccharification yield were not observed, possibly caused by an increabe-in

lose content. These results show the importance of SA and MJ in the regulattin of ¢
wall compounds and digestibility, and the influence of secondary metabolitedf in ce

wall saccharification recalcitrance.



1. INTRODUCAO

Brachypodium distachyon pertence a familia Poaceae, que abrange mais de 700
géneros e 10.000 espécies (Souza & Lorenze, 2012), e contém algumas dassprincip
culturas economicamente importantes no mundo, como &@rgza(sativa), trigo (Tri-
ticum aestivum), milho (Zea mays) e cana-de-acuca&dccharum officinarum), (Bevan
et al., 2010). Este grupo de plantas é responsavel pela maior parte da afimdntac
mana seja diretamente pelo consumo dos graos ou indiretamente cadefahimen-
tacdo para gado. Outra grande importancia das gramineas € a obtencdo da biomassa
lignocelulésica para producdo de biocombustiveis, realizada a partir de prapgssos

micos e bioldgicos (Yang & Wyman, 2008).

Atualmente o modelo mais usado em plantésabidopsis thaliana, que €, filo-
geneticamente distante das principais culturas e gramineas forragetasaglas no
mundo (Keller & Feuillet, 2000B. distachyon apresenta-se assim como uma espécie
modelo para as Poaceas devido as caracteristicas como genoma aoho tegduzido,
ecotipos diploides, relativa facilidade de transformacdo genética, pougéscas
para seu crescimento, ciclo de vida curto e pequena estatura morfolagiparébal .,
2001 Brkljacic et al., 201X Mur et al., 2011 Girin et al., 2014). Além disso, 0 seu
genoma ja foi completamente (International, 2010).

Em virtude de suas caracteristicas, nos ultimos anos, a eBpédisegchyon tem
sido utilizada como modelo para gramineas e cereais (Garvin, 2008| & Bragg,
2009 Bevanet al., 201Q Brkljacic et al., 2011). Por isso, tornou-se atrativa para estu-
dos com parede celular, devido a semelhanca da composi¢cao de sleacparea das
principais culturas voltadas para a producéo de biocombustiveis (Bouvier d"®voire
al., 2013).

A parede celular dos vegetais compreende a maior fonte de energiavetiava
mundo, e sua composicéo pode influenciar sua recalcitrancia (Paulyg&tkee008).
Dentre outros componentes quimicos, a lignina € considerado um dos prinigpais e
mentos recalcitrantes, por impor dificuldade ao acesso dos polissacaridemediza
celular, sendo uma das causas mais importantes dos elevados cusposdesp@o de
biocombustiveis (Zeng al., 2014).



A lignina € um polimero de fenilpropandides complexo, originado a partir dos al-
coois sinapil, coniferil gg-cumaril, que caracterizam, respectivamente, as ligninas S
(sinrigil), G (guaiacil) e H (p-hidroxifenil), a ligacdo de maior ocorréncia entees est
unidacks ¢ do tipo p-O-4 (éter-arila) (Boerjast al., 2003 Ralphet al., 2004). Além da
lignina, outros fatores contribuem para recalcitrancia da parede celular. Em gramineas o
conteddo de hidroxicindmico, em particular 4cido ferulico e ggidomarico podem
formar ligagc6es cruzadas com a lignina, polissacarideos e proteinas da patade celu
alterando consequentemente sua digestibilidade. A estrutura lignina/hemicelulose, a
porosidade da biomassa e a cristalinidade da celulose também contribuexitepara
cao da recalcitrancia (de O. Buanafina, 2(R&Iph, 2010 Molinari et al., 2013 Puet
al., 2013 Matias de Oliveirat al., 2014).

Com a finalidade de tornar mais eficiente o processamento do mbgeaklu-
l6sico, visando a reduc¢do dos custos da producédo de biocombustiveis, e possibilitar alta
competitividade no mercado, varias alternativas tém sido investigadaschyen o
desenvolvimento de plantas transgénicas com mudancas na expressdao de genes que
alteram a parede celular, como também diferentes tecnologias na etapa- de pré
tratamend (Shadleet al., 2007 Yang & Wyman, 2008Fu et al., 2011 Mansfield et
al., 2012aBouvier d'Yvoireet al., 2013 Trabuccoet al., 2013 Cui et al., 2014 Jiaet
al., 2014 Ookawaet al., 2014).

Assim como na producdo de biocombustivel e na industria papeleira, os sistema
baseados em pastagem visam obter plantas com parede celular menosmndealkit
utilizacdo de gramineas forrageiras para a alimentacdo de animais rumpuEsigs
como principal entrave em termos de rendimento a recalcitrancia da parede ©slula
materiais potencialmente digeriveis vao se tornando menos acessivas pactérias
ruminais com o avanc¢o da lignificacdo da parede celular @ualg 2012). Neste ce-
nario, B. distachyon torna-se um importante sistema modelo para estudos de manipula-
cdo da composicéo e digestibilidade da parede celular de gramirreggifas (Ran-
cour et al 2012).

Atualmente, vérios estudos tém investigado as mudancas que ocorremdea pare
celular em fungéo das alteragfes na expressdo dos genes da via hoasdwganono-
ligndis (Figural), que possui como principais enzimas: fenilalanina amonia liase
(PAL); hidroxicinamoil COA Ligase (4CL); cinamato 4-hiroxilase (C4H); hidroxici-
namoil CoA:chiquimato/quinato hidroxicinamoil transferase (HCT); 4-Hidroxicinamato
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3-Hidroxilase (C3’H); cafeoil CoA O-metiltransferase (CCoAOMT); cinamoil-CoA
redutase (CCR); ferulato-5-Hidroxilase (F5H); &cido caféico O-metiltransferase
(COMT) e cinamil alcool dehidrogenase (CAD), (Chen & Dixon, 2@&lTadleet al.,

2007 Fuet al., 2011 Mansfieldet al., 2012k Bouvier d'Yvoireet al., 2013 Li et al.,

2013 Trabuccoet al., 2013 Van Ackeret al., 2013 Li et al., 2014 Marriott et al.,

2014 Parket al., 2014).

Fenilalanina PAL
E - . C4H
Acido cindmico —l
Acido p-cumarico
14CL
p-cumaril CoA
HCT |
- 3 -
p-cumaril :I’ Cafeoil
chiquimato chiquimato
l HCT
CCR ) CCoAOMT )
Cafeoill CoA ——  Feruloil CoA
l CCR 1 CCR
COMT FSH i i COMT
—  p-cumarilaldeido Cafeoilaldeido ——— Coniferaldeido — Comge_lgl]geldo —— Sinapaldeido
CAD CAD l CAD CAD CAD
5 . A COMT COMT A
Alcool p-cumaril Alcool . i .. . ¥S5H : - Alcool
o cafeoilaldeido Aleool coniferil Com&lgl]?eldo Sinapil
lPER:'LAC |PER/LAC R |PERLAC
LIGNINA LIGNINA LIGNINA
H G S

Figura 1 - Via da biossintese de lignina (adaptadd.idet al. (2008))

Além da manipulacdo dos genes envolvidos na rota dos monolignéisatwatro
para manipulacdo no controle da rota fenilpropandides tem sido os fatoressdée-tra
cao da familia MYB e NAC (Zhong al., 2011 Shenet al., 2012). Atualmente, novas
estratégias estdo sendo estudadas para reduzir a recalcitrandiedgacpéular em te-
cidos alvo, através do uso de construcbes génicas com promotores speiciiens
(Eudeset al., 2014).

Contudo, um dos principais desafios destes estudos é obter mudancastsignifica
vas na recalcitrancia da parede celular a ponto de melhorar o aproveitdasentdtu-
ras, sem que haja impacto sobre a aptiddo agronémica da plants€Retda., 2005
Junget al., 2012 Bonawitz & Chapple, 203Zhao & Dixon, 2014).



A constante exposicdo das culturas as perturbacdes ambientais, provocadas por
diferentes estresses bioticos ou abidticos, limita o crescimento e a producdoate biom
sa. A recalcitrancia da parede celular também pode sofrer modupdessposta a
fatores abioticos, como baixa temperatura, seca, luz, e deficiéncinerin) estes
tém sido relatados em perturbacdes no conteudo de lignina (Moura et al, 2010). Em
edudos recentes, 0 excesso de nitrogénio em Eucaliptos resultou em dimimuicéo
teor de lignina, (Camarge al., 2014), enquanto que, em calos de videira, o déficit de
nitrogénio promoveu acréscimo (Fernaneeal., 2013).E Casset al. (2015) observa-
ram gue respostas a estresses por luz UV e seca em duplo nmsdrite PAL2) em
B. distachyon responderam diferentemente de duplos mutantes para os mesmos genes
em Arabidopsis, sugerindo que nem todos resultadosudiootileddnia pode ser re-

presentavel para uma espécie de graminea.

Os estresses bidticos como agentes patogénicos e herbivoria causam perturbacdes
na rota de fenilpropandides levando a alteracdes na biossintese de lignina, @&sim co
nos flavonoides, taninos, entre outros compostos fendlicos envolvidoetegdo das
plantas (Vogt, 2010de Jonget al., 2015). Os hormdnios vegetais representam grande
importancia na mediacdo as respostas aos estresses. Entre eles, o atico sadic
acido jasménico sao as principais moléculas sinalizadora envolvidas na regulacédo de
respostas de defesa contra perturbacdes causadas por agentes patogénicsjagraga
por sua vez acarretam em alteracbes no metabolismo secundario (Glaz2bédp
Bari & Jones, 2009vogt, 2010), assim afetando os teores de compostos com importan-
te papel na recalcitrancia.

A maior parte de estudos de parede celular foram realizados com eudicotiled6-
neas Arabidopsis thaliana) (Liepmanet al., 2010). Posto que, a parede celular de uma
graminea diferencia-se grandemente em relacéo as eudicotileddneas, intipmndo
abundéancia de polissacarideos nédo celulésicos, proteinas, compostosdendls in-
terconexdes entre estes componentes. Uma marcante caracteristitanoeastiledé-
nease presenca de glucuronoarabinoxilana (GAX) na qual encontra-se interligadas com
polissacarideos e lignina pela presenca dos hidroxicinamatos (acido ferddicto p-
cumarico) (Vogel, 2008). A investigacdo dos fatores que perturbam a padde e

monocotiledoneas é de extrema relevancia.

Diante da importancia de estudos com parede celular em uma espécie paedelo
ra gramineas, o objetivo do trabalho é investigar as alteragdes provocadesabo-
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lismo secundario e na parede celular em respostas as aplicagsdesmiénios acido
salicilico e metil jasmonato, relacionando suas consequéncias sthiligade da pa-
rede celular como fonte de potencial bioenergético.



2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal e condigbes de cultivo

A conducgdo do experimento foi realizada em camara de crescidentipo
BOD, com temperatura de 22 °C + 1 °C, intensidade luminica de 250 shulenfo-
tons e fotoperiodo 12/12 para evitar o florescimento das plantas. Semeides de
chypodium distachyon (Bd21) foram vernalizadas em placasRi#tri a 4 °C no escuro
por cinco dias. Posteriormente, foramamsferidas para BOD em “cartuchos” montados
com papel Germitest®, mantidos Umidos por duas semanas. As plantulas foram transfe-
ridas para vasos de 1,5 litros (cinco plantulas por vaso) contendo solucao ragritiva
Hogland modificada % de forga idGnica, por quatro dias, posteriormente foram manti-
das por mais quatro dias a ¥z forca. Em seguida, a solucao foi substitzgidarpa
total e mantida até o final do experimento. A solu¢cédo nutritiva foi substitutdela

cinco dias e o pH foi mantido em 5,7, assim como a aeracdo dos vasos constantes.

2.2 Aplicacdo dos tratamentos

Apoés o periodo de 27 dias de crescimento em forca total, os tratanwatos f
aplicados via pulverizacdo. Um grupo de plantas recebeu o tratamento com 100 uM
metil jasmonato (MJ) em uma solucao contendo @l@een 20. Um outro grupo re-
cebeu o tratamento com 1AM &cido jasmonico (AS) em uma solucédo contendo 0,15
% tween 20. E um terceiro grupo foi mantido como contrGlE) fecebendo uma solu-
¢céo contendo 0,15 % deeen 20. O tween 20 foi adicionado nas soluc¢des afim de que-
brar tensdo superficial da agua e consequentemente aumentar area tresdeardn-
tato com os tecidos da planta. ApOs cada aplicacdo os vasoscfavanos por sacos
plasticos por 30 minutos. Foram realizadas 4 aplicagbes com intervaldide entre

elas.

2.3 Expresséao génica



2.3.1 Extracdo de RNA

O RNA total foi extraido de plantas apds 14 dias a aplicacao detred@mento.
Foram coletadas folhas que desenvolveram no periodo de exposi¢@wradgrios. A
extracdo de RNA seguiu o método Trizol, macerados em nitrogénio liquido. @oprepa
do reagente Trizol foi feito utilizando 38 % de fenol acido pH 4,5; 0,8 M deatiato
de guanidina; 0,4 M tiocianato de aménio; 0,1 M acetato de sédio pH 5,0; 5 % de glice-
rol completando o volume final com agua tratada com DEPC. Ao tecido miacara
nitrogénio liquido (100-150 mg) foi acrescentado 1 mL de Trizol, o sobrenadante f
centrifugado com cloroférmio para a separacao das fases. A fassaampmtendo o
RNA foi separado e precipitado com igual volume de isopropanol gelado. Em seguida,
os pellets foram lavados com alcool 75 % por duas vezes. Apos ressuspendzid em
pL de &gua livre de RNases, o RNA foi quantificado e tratado com DiRasaéntas)
seguindo o protocolo do fabricante. A integridade foi checada por eletrotregel
de agarose a 1,2 %. Equipamento QIAxpert Sys@RAGEN) foi utilizado para a de-

terminar a concentracao e qualidade do RNA (razdo 260/280 acima de 1,7).

2.3.2 Sintese de cDNA

A sintese de cDNA foi realizada a partir do RNA tdfaig) utilizando o Kit Im-
prom-IITM Reverse Transcription Systermr@mega), seguindo o protocolo do fabri-
cante. Padronizando 1 pg de RNA, foram feitas as sinteses de cDNAoAsas fo-

ram conservadas no freezer a -20 °C até o uso do mesmo.

2.3.3 PCR em Tempo Real

A expressédo dos genes foi avaliada por anélise em PCR em tempoares do
equipamento StepOnePlusTM Real-Time PCR Systkeife technologies), pelo siste-
ma de deteccdo SYBR Green |. Pareprmers foram desenhados no site QuantPri-
mer (http://www.quantprime.de/) e os parametros foram conferidos nos sites @ligoCa
e Oligo Analyzer (http://www.basic.northwestern.edu/; www.idtdna.com/). Foram utili-

zadosprimers para genes relacionados carsintese da parede celular. Para normaliza-



cao dos dados de expressao géfocam utilizados os genes de referéncia UBZA-
PDH (Tabela 1).

Para a reacdao foi utilizado 5x HOT FIREPol® EvaG&eiCR Supermix, se-
gundo recomendacdes do fabricante. Para cada combinapéiondes, foi realizadaa
otimizacao dreacao usando upool dos cDNAs. As reagdes foram incubadas por 12
min a 95°C e 40 ciclos de: 15 s a 95; 20 s a 60-68C (a depender dprimer) e 20s
72 °C. Ao final de 40 ciclos, feita a curva de melting. Os dados forafisatas no
programa StepOne Software (Versao 2.3). Para leitura das amostraplicds biol6-

gicas foram utilizadas. Os resultados foram expressos em expresséo &latia (

Tabela 1 Sequéncias darimers com seus respectivos genes.

Temperatura
Primer Sequéncia de Anela- Gene
mento (°C)
Bd_PAL F1 TCGAGCTCCTCAGGCATCTGA
Bd_PAL_R2 TGCCGGAGTAGCCCTGGAGAA 60 Bradizg49250
Bd_CCR_F ACCGCCAAGTGCCAAGTCGAC
Bd_CCR_R TGACCGTATTGCTGCAGGGACAT 60 Bradi3g54950
Bd_CCOAMOT F ATCCTGGAGACGAGCGTGTACC
Bd_CCoAMOT_R ATCAGGTTCCATGGGTGGTTGGC 60 Bradilg48370
Bd_COMT F ATGGAGAGCTGGTACTACCTGAAGG
Bd_COMT R CGACATCCCGTATGCCTTGTTGAATG 60 Bradi3g16530
Bd_4CL3_F AGGAGGCCGCTGTTGTATCATTG
Bd_4CL3 R ACGAACGCGACAGGGATTTCAC 60 Bradi3g05750
Bd_C4H_F GGAGAAGACTGGTGAGATCAGGTG
Bd_C4H_R GATGGCTGCGACGTTGATGTTC 60 Bradi2g31510
Bd_C3H_F ACAGTATGACCTTAGCGACGACAC
Bd_C3H_R TCCAGCAGTGATCATGTCCCATAG 60 Bradi2g21300
Bd_HCT F CACGTATAGAGGAGAGACCTTCGC
Bd_HCT R CCGCACCGTGATCTTCATCTTG 60 Bradi3g48530
Bd_F5H_F ATGGACGTGATGTTCGGCGG
Bd_F5H_R ACGGGCTGTGCATCATCTCC 65 Bradi3g30590
Bd CESad F  TTTCGCATACACCAACACCATCG
Bd CESa4 R CTCGCTAGGTTGTTCAGTGTGG 60 Bradi3g28350
Bd CESa7 F  GGCAACCTCAAGTGGCTCGAG
Bd_CESa7 R AGGCTGGCAAATGTGCTAATCGG 65 Bradi4g30540
Bd_BAHD_F GTGCTCCTCGCCCAGATTACTAAG
Bd_BAHD R GCAAATACCCACAGAGAATCCACCG 60 Bradi2g43520
Bd_UBI4 _F CTGACACCATCGACAACGTGAAGG 60 Bradi3g04730




Bd_UBI4_R AGGGTGGACTCCTTCTGGATGTTG
Bd_GAPDH_F TGGTGCCGATTATGTCGTGGAG

Bd_GAPDH_R  ACCGACAACAAACATGGGAGCATC 60 Bradi3g14120

2.4 Andlise quimica da parede celular

A parte aérea de plant8s distachyon (folha, bainha e colmo) foi coletada apos
14 dias de exposicao aos tratamentos. O material foi congelado com@midrbguido
e posteriormente liofizizados por 96 hs. O material liofilizado foi fixgado em par-
tes de aproximadamententim com tesoura e posteriormente triturado em moinho Mi-
ni-beadbeater ergppendorf para obtencdo do material em fragmentos nesgue 60
Mesh.

2.4.1 Isolamento da parede celular

O isolamento da parede celular foi constituido de lavagens e centbifsgac
(14.000rpm) sequencias com agua milliQ 70 °C por 1 h, etanol 80 °C por 4 hs, etanol 25
°C por 4 hs e acetona 54 °C por 1 h, usou-se aproximadamente 10 mgatsaipara
isolar a parede celular. Posteriormentesassmentos foram submetidos a secagem sob

vacuo utilizando SpeedVaEgpendorf).

2.4.2 Determinacéao de celulose

Para estimar a quantidade de celulose presente na parede celuitlizéoio o
método colorimétrico segundo Van Acletial. (2013). Aproximadamente 4 mg parede
celular foi incubada com 1 mL TFA 2 M (&cido trifluoroacético) q120de inositol 5
M por 2 h a 99 °C a 750 rpm etiermomix. O extrato (sobrenadante) de TFA foi eva-
porado e posteriormente utilizado para determinar hemicelulose. Apds inguaacao
amostra foi lavada com agua, seguida de duas lavagens com acetoagesmsa va-
cuo. Foram adicionados 150 pL de acido sulfurico concentradqué 8@ fenol 5% a
amostra, que foi incubada durante 1 h a 90 °C, a 500 rpm. Em segufé#afai cen-
trifugacdo por 3 minutos a 14.000 rpm. Uma aliquota de 50 uL foi diluida 20 vezes em



agua MilliQ e quantificada em absorvancia 493 nm. Uma curva padrédo de dticose

feita para a determinacao dos resultados.

2.4.3 Determinacao de monossacarideos da hemicelulose

Do extrato de TFA obtido da etapa inicial na determinacéo de celulodetéo
minado os monossacarideos arabinose, xilose e galactose. Fodasatizavatizacao
alditol acetato segundo Fosetral. (2010a) com modificacbes. Para tal,patiet (for-
mado apds a secagem gpaedvac do extrato do TFA) foi adicionado 5QQ de meta-
nol (MeOH) e evaporado duas vezes, posteriormente adicionado Borohidreto de sédio
(NaBH;) 1 M (diluido em hidroxido de amoénio). As amostras foram incubadas em
temperatura ambiente por 1:30 h, 25 °C a 500 rpm. A reacdo foi neutralizaddicom
cdo gota a gota com 5@QA. de acido acético 10 % em MeOH e posteriormente evapo-
rado. Ao sedimento formado foi adicionado 500 acido acético 10 % em MeQH
agitado e evaporado por duas vezes com MeOH. A Ultima secagadicionado 100
pL de anidro acético e piridina, incubado por 20 minutos a 99 °C, 500 rpm. Em seguida
as amostras foram centrifugadas por 2 min 14000 rpm e evaporaszestivac, ao
pellet formado foi adicionado e evaporado por duasseam tolueno. Foi adicionado
ao pellet 50QuL de HO MilliQ e 500puL de acetato de etila e centrifugado por 5 minu-
tos 2000 rpm, posteriormente fQ da fase superior formada foi transferida pasts
e adicionado 10QL de acetona.

Feita a derivatizacdo as amostras foram analisadas utilizando umas@@&-MS
TruTOF GC-TOFM: GC Cromatoégrafo Agilent, 7890A e Espectrémetro TruTOF® HT
TOFMS, Leco, equipado com uma coluna capilar com 30 m (DB-35, Agilent Techono-
logies). 1ul da amostra foi injetada no modo splitless a 230 °C carreado pelo gas hélio
(fluxo continuo) de 2 mL.min-1. A temperatura do forno foi inicialmente mantids-co
tante a 150° C e por 1 minuto, em seguida, aumentou-se 10°C. min-1 até alcancar 245
°C, sendo essa temperatura mantida durante 5 min. Os picos foram atribuidos usando os
5 espectros deconvoluidos obtidos utilizando o software ChromaTOF (LECO). Areas
de picos cromatograficos para ions fragmentados anteriormente forarnadesfie
comparados com injecdes de padrdes analiticos puros e feita umpadn&a. Os re-

sultados foram expressos em g por grama de parede celular.
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2.4.4 Determinacao do teor de lignina

O teor de lignina foi determinado segundo o protocolo de Feistr (2010b)
modificado. Foi utilizada amostras de parede celular isoladas (aproxierateéadnmg)
Foi adicionado 10QuL de brometo de acetila 25 % em &cido acético glacial preparado
no momento de sua utilizacaopl de acido perclérico 6% foi adicionado e as amos-
tras foram incubadas durante 30 minutos a 70 °C com agitacdo constanta.iA@és
bacdo e as amostras atingirem temperatura ambiente foi centrifugado pomidsm
14.000 rpm, o sobrenadante foi transferido para um novo tulysellabformado foi
adicionado 50QL de acido acético, seguidamente centrifugado 3 minutos 14.000 rpm
e 0 sobrenadante foi unido ao primeiro sobrenadante formado. Ao sobrenddiantes
adicionado 20QuL de hidroxido de sédio (2 M) e ajustado o volume para 2ml com &ci-
do acético. As leituras foram realizadas em absorbancia 280 nm. Certefite ex-

tincdoBrachypodium 18.12.

Absorcido a 280nm (2mL X 100%)
. X
(Coeficiente x 0,556 cm) Peso da massa seca (mg)

% Lignina =

2.5 Sacarificacéo

2.5.1 Pré-tratamento acido

Para pré-tratamento acido, o material seco e moido foi adicionado uma solucéo de
acido sulfurico 0,5 % e submetido a uma temperatura de 99 °C por 1 h soéoagitac
Posteriormente foi adicionado 5Q0. de tampé&o acetato (26M, pH 4,5) ao tubo.
Finalizada a etapa de pré-tratamento foi realizada 5 lavagens com tacepdto (25

mM, pH 4,5), e ao final foi deixado um volume de 425do mesmo.

2.5.2 Hidrélise enzimatica

A sacarificacao foi realizada conforme (Gomez et al. (2011)) com maghis.
Tubos de 2nL com tampa de rosca contendo 4R5de tampéo citrato (25mM, pH

4,5), a 50 °C ficou sob agitacdo de 450 rpm por 8 horas. A fracdo sOlidia dbtpreé-
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tratamento foi utilizada como substrato. Utilizando enzima coméf@aluclast 1.5 L,
Sigma Aldrich na concentracdo 15 FPU por grama de substrato. Aligquota para andlise
de determinacgao de glicose foi coletada no final da sacarificagao.

2.5.3 Determinacao de glicose

A aliquota da sacarificacdo foi adicionada em tampéo imidazol 50 mM pH 6,9;
MgCl, 5 mM; NAD" 2 mM; ATP 1 mM, contendo, 2 JWL* de glicose-6-fosfato desi-
drogenase, em volume final de 30D. A reacéao foi registrada continuamente em leitor
de ELISA (ELISA Versamax, Molecular Devices, Sunnyvalle, CaliférnidAE @ 340
nm, por cerca de 5 min, sendo ent&o acrescentado 0,2 U tedecfiexocinase, para a
determinacao da glicose. O rendimento em gramas de glicose por gramas de biomassa

pré-tratada utilizada (¥c) foi calculado ao final das 8 horas de sacarificagéo.

2.6 Determinacao de fendis sollveis totais

A determinacao do teor de fendis sollveis totais em foltia distachyon foi re-
alizada pelo método Foli€iocalteau. Em 20 mg de material liofilizado foi adicionado
200 uL de cloroférmio, 40QuL de metanol e agitado por 15 minutos. Foi adicionado
mais 200uL de cloroférmio e agitado novamente por 10 minutos. Seguidamente foi
centrifugado 4.000 rpm por 5 minutos e coletado o sobrenadanpelleédormado a
etapa anterior foi realizada novamente e o novo sobrenadante foi unidoacerior
formado. Neste,di adicionado 40QuL de HO e centrifugado por 5 minutos a 4.000
rpm. A fase superior foi coletada para quantificacdo. A reacadeiara foi constitui-
da de 131L da amostra; 6@L H20; 37,5uL Folin (1 M); 187,5uL de NaCOs (20 %).
Posteriormente foi submetido a agitagdo de 1000 rpm por 40 minutos. Ao término da
reacao leitura realizada a 725 nm em ELISA (ELISE Versamax Moleculacd3e
Sunnyvalle, EUA). Uma curva padrao de acido tanico foi feita para quagéit e os

resultados expresso em g por grama de matéria seca.

2.7 Perfil metabolico de compostos secundarios e quantificagédo de fitohormdnios

2.7.1 Extracéo
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Amostras de folha foram coletadas ap6s duas semanas de tratamefilinae lio
das A extracao foi realizada a partir 20 mg do material (liofilizado) maceradmoi-
nho de bolas, foi adicionado 2pQ de metanol 80 %, agitacdo por vortex durante um
minuto, submetido ao sonicador por 15 minutos e posteriormente centrifugado 10 mi-
nutos a 13.000 rpm. O sobrenatande foi transferido para um noveppdsalorf. Ao
pellet resultante, repetiu- se o processo de extracdo e, em seguidasguotogebre-

nadantes. Durante a extracdo as amostras foram mantidas em 4 °C.

2.7.2 Cromatografia Liquida de ultra eficiéncia em tandem com espectrometria de
massas (UPLC-MS/MS)

O extrato obtido foi automaticamente injetadqu[5 no sistema LC-MS/MS uti-
lizando o equipamento modelo Agilent 1200 Infinity Series acoplado ao espectrometro
de massas tipo triplo quadrupolo (QqQ), modelo 6430 Agilent Technologies. A separa-
cado cromatogréfica foi realizada utilizando-se a coluna Zorbax EclipeCRBIg1.8
pm, 2.1 x 50mm) (Agilent) em série com uma coluna guarda Zorbax SB-C18, 1.8 pm
(Agilent). A fase movel consistiu em: (A) acido acetico 0,02 % em agua ac{@)
acético 0,02 % em acetonitrila em um gradiente de tempo %B de: 0/5; 11/60; 13/95;
17/95; 19/5; 20/5. Um fluxo de 0.3 ml/minuto e temperatura da coluna de 26 °C foram
utilizados. No espectrometro de massas foi utilizada a fonte de ionizacadde8b=
pray lonisation) com as seguintes condicfes: temperatura do gas de 300 °C, taxa de
fluxo de nitrogénio 10 L/min, presséo do nebulizador 35 psi e de tensao capilar de 4000
V.

O equipamento foi operado no modo MRM (multiple reaction monitoring) no
gual monitorou-se as massas do ion precursor/fragmento estabelecidas nestemte
de fragmentacdo de cada molécula: citocinina (220/136), etileno via acido 1-
carboxilico-1-amino ciclopropano (ACC) (102,1/56,2), ABA (263/153), AIA
(176/130), AS (137/93). Citocinina, ACC foram escaneados no modo positivo, enquan-
to ABA, AIA, AS, JA no modo negativo. Uma curva de calibracdo (0.1 2@Cang)
dos respectivos padrées de cada horménio foi feita para a obteng@anddicacao

absoluta.

Para os metabdlitos secundarios as massas foram monitoradas com asseguinte

valores: acido cefeico (179/135), acido ferdlico (193,05/134,1), acido p-cumarico
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(163,04/119), acido sinapico (223/164,1) acido siringico (197/121,2), 4 hidroxi-3-
metoxi-cinamaldeido (179,1/147,04) vanilina (151,1/92) e naringenina (273/153). Uma
curva de calibragédo (0.03 ng a 1000 ng) utilizando os respectivos padroes ceeca

tabolito foi feita para a obtenc&o da quantificacao absoluta.

Os dados de ambos compostos (hormdnios e metabolitos secundarios) gerados f
ram analisados no software “MassHunter Workstation” para obten¢do da area dos pi-
cos. Os dados para metabolitos secundarios foram expressos em g pategnaaibé

ria seca (p1g/g), enquanto que a para hormoénios em ng/g.

2.8 Parametros biométricos

A taxa de crescimento foliar foi realizada a partir de folhas que emmrgoae-
riodo de aplicacdo dos tratamentos. As medidas foram aferidas por ratgradoces-
cala em mm. Para isso 4 folhas com tamanho proximo de 3 centifoesrosselecio-
nadas para iniciar o acompanhamento do crescimento até que ndo fosse detstada
diferenca. Foi retirado a medida inicial e mais 5 medidas a cada 24 hdea e
crescimento foi calculada usando medida apés 24 horas subtraindo a medida anterio

anotada.

2.9 Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizados (DIC), contendo trés
tratamentos e quatro repeti¢cdes por tratamento. Foram utilizadas 5 repetigfesdpa
tratamento (MeJA e AS). Os dados foram submetidos a analise de variancia (A\NOVA
sendo posteriormente aplicado o teste de médias t-Student 5 % probabilidade em MS

Excel.
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3. RESULTADOS

3.1 Efeito da aplicacdo exdgena de metil jasmonato e acido salicilico no crescimen-
to de plantas deBrachypodium

Afim de avaliar as caracteristicas fenotipicas morfolégicas provocadasea: co
guéncia das aplicacbes dos hormoénios, as taxas de crescimento das fokmasigue
senvolveram apos a aplicacdo dos tratamentos de metil jasmonato @) sadicili-
co (AS) foram acompanhadas durante um periodo de 120 horas, sendo aferidas a cada
24 horas (Figura)2

Ambos horménios reduziram a taxa de crescimento em todos o0s perstualtde-
dos. No tratamento com MJ a taxa de crescimento diminuiu em 29 % no pieiddo
hs, 72 % nas 48 hs, e 89 % nas 72 hs. No periodo de 96 hs a tagacditmento foi
minima, e ndo teve crescimento apos 120 hs. Enquanto no tratamento com AS a queda
na taxa de crescimento foi menor comparada ao MJ. A taxa diminuiu em uraa-porc
tagem similar nas 24 e 48 hs (32 % e 30 % respectivamente), nas 72 hs a @indauic
taxa foi de 39 % chegando a 56 % nas 96 horas e 87 %, nas 120 hs.
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Figura 2 — Taxa de crescimento das folhas que desenvolveram apos 24, 48, 72, 96 e 120 hs da
aplicacdo dos tratamentos de metil jasmonato e acido salicilico. Barras repnesgmtias +

erro padrao (n=4). (*) indica diferenca significativa entre médiasetagdo ao controle pelo

teste t-Student (p < 0,05). CT: Controle; MJ: tratamento com metil jasmorfatdratamento

com &cido salicilico.

Quando avaliamos o comprimento maximo das folhas que expandiram durante o
periodo de exposicao aos hormoénios, observamos que o tratamento convdddypro

reducdo de 45% em comparacédo com as folhas das plantas CT, enquantmatpie 0
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mento com AS provocou reducao de 23% (Figura 3). A imagem das plantas am o ef

to dos hormdnios pode ser observada na (figura 4)
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CT MIJ AS

Figura 3 - Comprimento maximo da folha. Barras representam médias + erro padrao (n=4). (*)
indica diferenca significativa entre médias em relacdo ao controle pelo teste t-$pueent
0,05). CT: Controle; MJ: tratamento com metil jasmonato; AS: tratamento com acido salicilico

CTMJ AS

Figura 4 — Plantas com 14 dias de tratamentos com metil jasmonato e acido salicilico; e contro-
le. A) Fenétipos das planas. B) Comparacfes dos danos causados nas folhas apos estresse. CT:
controle; MJ: tratamento com metil jasmonato; SA: tratamento com &acido salicilico.

3.2 Perfil hormonal emB. distachyon em resposta a aplicacdo exégena de MJ e AS

O perfil hormonal foi realizado em tecidos de folha que foram submetidos aos
tratamentos de MJ e AS. Podemos constatar que os teores de ACC e ABA aumentaram
significativamente em ambos tratamentos, sendo que com a aplicagdcodeumento
foi de 2,2 vezes e 2,3 vezes respectivamente, enquanto no tratamento c@umén-
to foi menor (0,4 e 0,5 vezes) (Figura 5B, D). J& o teor de AIA diminuiu para ambos

tratamentos, sendo que a diminui¢ao foi maior para o tratamento com MJ (Figura 5C).
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O acido jasmobnico aumentou significativamente 1,72 vezes com a apkoagao
gena de MJ, e apresentou reducéo de 1,7 no tratamento com AS (Figura 5F).-A aplica
cdo exdgena de AS aumentou a concentracao de AS na folha (Figueadfigui a
concentracdo de acido jasménico (Figura 5F), enquanto a aplicacdo exégenaade MJ n
alterou a concentracao de AS. A zeatina ndo apresentou nenhuma aftignaifaati-

va para ambos tratamentos (Figura 5A).
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Figura 5 — Perfil hormonal em folha de plantas controle e submetidas ao tratamento de metil
jasmonato e acido salicilico. A) Zeatina. B) ACC - &cido aminociclopropano dazboxi)

AIA - acido indol acético. D) ABA - &cido abscisico. E) - acido saliciligalA - acido jasmo-

nico. Barras representam médias + erro padrdo (n=4). (*) indica difesgmghcativa entre
médias em relacdo ao controle pelo teste t-Student (p < 0,05). CT: Contioleatdmento

com metil jasmonato; AS: tratamento com acido salicilico.
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3.3 Efeito dos hormdénios MJ e AS no teor de celulose da parede celular

Apos a aplicacdo exdgena dos horménios MJ e AS por duas semanas, somente,
podemos observar que apenas nas folhas das plantas tratadas com MJvimi @lbse
aumento significativo na porcentagem de celulose presente na parede ceuragn-
to foi de aproximadamente 1,3 vezes quando comparadas com as plantas GT. J& no
demais tecidos (bainha e colmo), ndo houve diferenca significativa para laonbds

nios (Figura 6).

80
70
60

I
*
50 -
uCT
4 MJ
3 =AS
2
1

Folha Bainha Colmo

Figura 6 - Quantificagcdo de celulose na parede celular em diferentes orgaos, folha, bainha e
colmo nas plantas controle e submetidas ao tratamento de metil jasmonato e &fido.sali
Barras representam médias + erro padrao (n=3). (*) indica diferenca sigrafieatre médias

em relacdo ao controle do mesmo 6rgao pelo teste t-Student (p < 0,05). CT: Chilitrada:
tamento com metil jasmonato; AS: tratamento com &cido salicilico.
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3.4 Conteudo dos principais agucares da hemicelulose em tecidos de folha e colmo
em resposta a aplicacdo exdégena dos hormonios e razGes arabinose/celulose; pare-
de celular/massa seca.

Alguns dos monossacarideos (xilose, arabinose e galactose) que sao cosstituinte
da parede celular foram quantificados (figura 7). Ap0s duas semanapa$&;&a ao
MJ podemos observar que houve aumento significativo de 1,2; 1,22 e 1,12 vezes res-
pectivamente na deposicdo destes monossacarideos na parede ceblla. dé fnas
plantas que foram expostas ao tratamento com AS o0s agucares, aiabinose e ga-
lactose tiveram um maior aumento, 1,27; 1,34 e 1,23 vezes, respectivamentm-em co

paracdo com as plantas CT.

18



Na parede celular de colmo do tratamento com MJ os acucaresexdoskinose
também apresentaram diferenca significativa, porém houve uma redugépasicao
na mesma, de aproximadamente 1,2 e 1,15 vezes respectivamente, enquant@para
tamento com AS nao houve diferencas significativas. Os acucares, gtabinose e
galactose nao diferiram na parede celular de bainha apos duas semaats @sto

com ambos hormonios.
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Figura 7 — Andlise de carboidratos da parede celular em diferentes érgaos, folha, bairtha e col
Mo nas plantas controle e submetidas ao tratamento de metil jasmonato e aciado.sBhcili

ras representam médias * erro padrao (n=3). (*) indica diferenca signéfieatre médias em
relagdo ao controle do mesmo 6rgédo pelo teste t-Student (p < 0,05). CT: Controle;avJ: trat
mento com metil jasmonato; AS: tratamento com acido salicilico.

No acUcar arabinose é que séo realizadas as principais ligagfes entedue-
se e lignina, através de ligacfes de diferulato. Quanto mais abundantdigasias,
mais recalcitrante é a parede celular. A razdo entre arabinose /ceotEesser um
indicador indireto do namero de ligacfes diferulato possiveis de ocorrgrarede.
Observamos um efeito oposto dos dois hormdnios em estutiecido foliar. Enquan-
to MJ produz uma pequena reducdo na razdo arabinose/celulose, observamos que AS

produz um aumento de 1,3 vezes nesta razao (Figura 8A).
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Aplicacédo exdégena déJ provocou redugo na raZo arabinos&elulose em teci-
dos de bainha e colmo, em aproximadamente 1,25 vezes (figura 8 B,C). Enquanto AS

provocou reducao apenas em bainha em mesmas proporc¢des (Figura 8

B C
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Figura 8 - Razado arabinose/celulose da parede celul®. destachyon em diferentes 6rgaos.
A) Razéo arabinose/celulose em tecido de folha. B) Razdo arabinose/celulosedendée
bainha. C) Razado arabinose/celulose em tecido de colmo. Barras representamtneédias
padrdo (n=3). (*) indica diferenca significativa entre médias em relagéo aoleadrmesmo
6rgao pelo teste t-Student (p < 0,05). CT: Controle; MJ: tratamento com metil jasn#Bato;
tratamento com &cido salicilico.

0.03

Arabinose/ Celulose
o
2

Um possivel indicativo para observarmos alocacao de carbono para parede celular
€ a razado parede celular/massa seca. Observamos que esta rardouaeime.,22 ve-

zes em resposta ao MJ, como na figura a baixo.

0.6 *
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0.3
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0.1
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Figura 9 - Razéo parede celular/massa seca da parede celular foBadidtachyon. Barras
representam médias + erro padrdo (n=3). (*) indica diferenca significatira ragtlias em
relacdo ao controle do mesmo 6rgado pelo teste t-Student (p < 0,05). CT: Controle;avJ: trat
mento com metil jasmonato; AS: tratamento com acido salicilico.

3.5 Efeito dos horménios MJ e AS no teor de lignina total e razéo celulose/lignina

ApoOs o periodo de duas semanas da aplicacdo do AS nas plantas, o contetudo de

lignina total na parede celular de folha apresentou um decréscimo de 10% em compara
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cdo com as plantas CT, enquanto que no tratamento com MJ o contetudo de lignina total
apresentou-se em mesmas proporgoes que as plantas CT. Os demaisrteeiohms
tratamentos n&o apresentaram diferenca significativa comparado as plantas CT, como

visto na figura abaixo.

14

12

10 ] I
[ .
uCT
MJ
mAS

Folha Bainha Colmo

% lignina total
N IS ()} (o]

o

Figura 10— Quantificagéo de lignina total na parede celular em diferentes 6rgéos, folha, bainha
e colmo de plantas controle e submetidas ao tratamento de metil jasmonato e aflido.sali
Barras representam médias + erro padrdo (n=4). (*) indica diferenca sigvéfieatre médias

em relagcdo ao controle do mesmo 6rgéo pelo teste t-Student (p < 0,05). CT: Ciidtrada;
tamento com metil jasmonato; AS: tratamento com 4cido salicilico.

Lignina € considerado um dos principais elementos da recalcitrancia da pared
celular a sacarificagdo. A relacdo celulose/lignina, quando reduzida, pede sotp
menor recalcitrancia. Observamos que somente MJ produz altera¢céestaaudn em

1,3 vezes a razéo celulose/lignina (Figura 11).
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Figura 11 — Raz&o celulose/lignina da parede celularBdelistachyon. Barras representam
médias * erro padrédo (n=3). (*) indica diferenca significativa entre médias eroralagon-
trole do mesmo 6rgédo pelo teste t-Student (p < 0,05). CT: Controle; MJ: tratazoentuoetil
jasmonato; AS: tratamento com &cido salicilico.
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3.6 Efeito da aplicacdo de MJ e AS no teor de fendlicos totais

O teor de compostos fendlicos totais foi quantificado em tecidos de dpliwa
duas semanas de tratamento. Em ambos tratamentos de MJ e ASaassrptgande-
ram fortemente, apresentando um acréscimo significativo de 2,1 v@zeszes, res-

pectivamente, em comparacao com as plantas CT como visto na figura abaixo.
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Figura 12 — Teor de compostos fendlicos soltveis totais em folha de plantas controles e sub-
metidas ao tratamento de metil jasmonato e acido salicilico. Barras represéutias 1rerro
padrdo (n=4). (*) indica diferenca significativa entre médias em relacdo ao eqeloleste t-
Student (p < 0,05). CT: Controle; MJ: tratamento com metil jasmonatotrd&t8mento com

acido salicilico.

3.7 Alteracao do perfil de metabdlitos secundarios em resposta a aplicacdo de MJ
e AS

Uma avaliacdo mais detalhada dos compostos fendlicos foliareslisada para
maior compreensao da dinamica da parede celulBr distachyon, uma vez que estes
compostos podem influenciar fortemente na recalcitrancia da patatie ca familia
Poaceae. Assim metabdlitos secundarios relacionados com a parededeetyriami-

neas foram quantificados utilizando LC-MS (Figura 13).

Observamos na figura 13 A, B e C, que ambos hormbnios aumentaitaores
dos acidos cafeico, ferulico gcoumarico, sendo que maior aumento foi observado
para o &cido salicilico. Enquanto o teor de &cido cafeico aumentoudeeBaezes
com o AS, somente um aumento de 1,5 vezes foi observado com MJ.deata ferd-
lico, aplicagcdo de AS produz um aumento de 2,4 vezes, enquanto somente lgBwezes
resposta ao MJ (figura 13B). Da mesma forma, mas com menor diferencasembre

moénios, a aplicacdo de AS aumenta 1,32 vezes a concentracdo de-égidarico,
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enquanto MJ aumenta somente 1,08 vezes (Figura 13C). De forma oposta a@observa
a estes 3 compostos, 0os dois hormonios diminuem a concerdeagéitros compostos

do metabolismo secundario. MJ e AS reduzem o teor de 4hidroxi-3metoxi cinamaldei-
do (30 % e 22 %, respectivamente; Figura 13 F), e vanilina (10 % e 31 %t{iv@spec
mente; Figura 13 G). Diferente também € o que observamos para naringerina, onde o
MJ resulta em maior aumento deste composto (1,76 vezes), enquantoum&iiaa
somente seu teor em 10 % (Figura 13 H). Efeito oposto entre os hormonios é observado
para o acido sinaptico, enquanto o AS produz um aumento de 2,6 vezes, o MJ reduz
seus teores em somente 12 %. Entre os compostos analisados, o Upiostcaue

nao foi afetado foi o acido siringico, o qual ndo apresentou nenhuma modiiracao
resposta a nenhum dos horménios (Figur&) 3
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Figura 13 — Quantificacdo de compostos secundarios em folha de plantas controle e submeti-
das aos tratamentos de metil jasmonato e &cido salicilico. Barras represéutias) tnerro
padrao (n=4). (*) indica diferenca significativa entre médias em relacdo ao eq@#lolteste t-
Student (p < 0,05). CT: Controle; MJ: tratamento com metil jasmonatotr&t8mento com

acido salicilico.

3.8 Andlise de expresséo génica
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Para obtermos um panorama a nivel molecular dos efeitos dos horménies na pa
rede celular de folha, foi realizado analises de expressao relatiVguds genes que
estdo relacionados com a formacao da mesma (Figura 14). Podeesioqse ape-
nas alguns genes tiveram seu nivel de expresséao alterado significatjeapéstduas
semanas de exposicdo aos hormonios aplicados. Curiosamente, somefaoi/1a a
expressdo dos genes estudados, exceto para PAL, onde o gene também reduziu sua
presséo 1,5 vezes com AS.

Apenas alguns genes apresentaram niveis relativos de expressao align#dos s
cativamente com o tratamento de MJ. Houve aumento para os genes CinGa#oyl-
reductase (CCR; 1,3 vezes), Ferulate 5-hydroxylase (F5H; 1,2 vezes) (Figur#).14 C
Por outro lado, MJ reduziu a expresséo dos genes Phenylalanine ammoniBAyase
1,85 vezes), p-coumarate 3-hydroxylase (C3H; 1,25 vezes), Caffeic acid O-
methyltransferase (COMT; 1,34), cellulose synthase (CESA4; 1,12 vezes) tiveaam s
expressao reduzida, (Figura 14 A, F, H, K).
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Figura 14 — Andlise de expressao génica em folha apds quatorze dias de exposi¢cdo aos trata-
mentosA) PAL: Fenilalanina aménia-liase (Bradi3g4925B). HCT: Hidroxicinamoil-CoA
shikimato/quinato hidroxicinamoil transferase (Bradi3g48538p)CCR: Cinamoil-CoA reduc-

tase (Bradi3g54950).D) CCoAMT: cafeoil-CoA o-metiltransferase (Bradilg4837@®)

4CL3. 4-cumarato coenzima A ligase (Bradi3g05738). C3H: — p-cumarato 3-hidrolase
(Bradi2g21300)G) C4H: Trans-cinamato 4-hidrolase (Bradi2g3151)).COMT: acido ca-

féico O-metiltransferase (Bradi3gl16530). F5H: Ferulato-5-hidroxilase (Bradi3g30590).

CeSAT: Celulose sintase (Bradi4g3054K) CeSA4: celulose sintase (Bradi3g2835D).

BAHD: Acetiltransferase (Bradi2g43520). Nivel relativo da expressdo génicelimada em
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relacdo ao nivel de expressado dos genes constitutivos. Médias representam n=3. (*) indica dife-
renca significativa entre médias em relagdo ao controle pelo teste t-Student (p <€70;05).
Controle; MJ: tratamento com metil jasmonato; AS: tratamento com &cido salicilico.

3.9 Efeito da aplicagdo exdgena de hormdnios na sacarificacdo da parede celular.

O rendimento de glicose (¥c) das folhas tratadas com acido salicilico apos 8
horas de sacarificacdo apresentaram uma reducao significativa no rendimetarida s
ficacdo em aproximadamente 15%. Nos tecidos de bainha e colmo dos trataorantos ¢

os hormoénios MJ e AS nao apresentaram diferenca significativa em refagét@le.
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Figura 15 - Porcentagem de liberacdo de aclcar apés 8 horas de sacarificacdo com biomassa
pré-tratada a 0,5% J3Q.. Diferentes 6rgéos, folha, bainha e colmo submetidos ao tratamento
de metil jasmonato e acido salicilico foram utilizados como biomassa. Begprasentam mé-

dias + erro padréo (n=4). (*) indica diferenca significativa entre médaselacdo ao controle

do mesmo 6rgédo pelo teste t-Student (p < 0,05). CT: Controle; MJ: tratamento cojasneti
monato; AS: tratamento com acido salicilico.

3.10 Correlacdes entre composicao da parede celular e eficiéncia da sacarificacao

A lignina tem sido considerada como o principal fator da recalcitrancia dapared
celular. O estudo da correlacdo entre os dois neste estudo, mostrado na figura 16 A
indica que nao houve correlacdo significativa entre lignina e sacardic@gé@ndo

analisamos a correlacédo entre celulose (principal fonte de acucdeipaeatacdo) e
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sacarificacdo, ndo observamos correlacéo significativa entredestayariaveis figura
16 B.

Acido ferulico e acido p-cumarico sdo intermediarios entre as ligaces cruzadas
entre a arabinose da hemiceluloselignina, na parede celular. Como houve alteracao
no teor de arabinose, um dos agucares da hemicelulose, e também altevatete de
acido ferulico gp-CA em resposta aos fitohormdnios exdégenos em tecido foliar, anali-
samos a correlacdo entre os acucares e estes fenilpropandides. Obsereamsa®qu
res de acido ferulico p-CA séo altamente correlacionados, positivamente, com o teor

de arabinose como mostrado na figura 16 C,D.

As alteracdes do conteudo de acidos hidroxicinamicos na parede celular de mo-
nocotileddéneas pode alterar sua recalcitrancia. Mostrado na figura 16 E F, podemos
observar alta correlacdo negativa entre estes compostos e a sgéariéioca parede
celular de folha d8. distachyon.
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Figura 16 — Correlagdo de Pearson entre sacarificacdo/acido hidroxicindmicos e entre compo-
nentes da parede. A) Correlagéo entre sacarificagao e lignina. B) Correl@e&aearificacao

e celulose. C) Correlagéo entre arabinose e acido ferulico. D) Correlagd@eitinose e aci-

do p-cumdrico. E) Correlacdo entre sacarificacéo e &cido ferulico. F) Correlacdo enife sacar

cacao e acidp-cumarico.
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4. DISCUSSAO

4.1 AplicacBes exdgenas de MJ e AS reduzem o crescimentoBaachypodium

Estes dois hormdnios séo sinalizadores para as plantas da existénciastieesim
se bidtico. Enquanto ambos tém seus teores aumentados apoés infec¢des de -determina
dos fungos, outros acarretam em mudancgas especificas, por exatiaple de patdge-
nos biotroficos o AS tem efeito mais pronunciado, enquanto do ataque de patdégenos
necrotréfegos o AJ tem seu efeito destacado (Glazebrook, 20Mh et al., 2009).

Os tratamentos com metil jasmonato (MJ) e acido salicilico (ASB.edista-
chyon alteraram o fenotipo morfolégico em plantas em estagio juvenil. Foi observado
reducdo de taxa no alongamento foliar em ambos casos, assim camnbdamaxi-
mo da folha. Kovacilet al. (2009) demonstroune Matricaria chamomilla que a dose
de 250 M atuou como inibidor do crescimento, pelo aumento de compostos fendlicos
soluveis e estresse oxidativo. Ja € conhecido o efeito do MJ em inibir imergscdas
plantas (Yamanet al., 198Q Datheet al., 1981 Ueda & Kato, 1982Tianet al., 2014)
Em Arabidopsis MJ exdgeno provocou reducdo do crescimento foliar, estando relacio-
nado com reducdo em tamanho e nimero de células (Zhang & TurneM20GS al .,
2013). Este efeito em inibir o crescimento faria sentido como uma maneira de mudar a
alocacdo do carbono, permitindo assim que mais carbono fosse direcionadiefesaa
da planta. J4 outros reportam que a aplicacdo exdgena de AS (1 e 2 mM) aumenta o
peso secdotal e também de brotasraizes enC. officinalis (Bayat et al., 2012). Em
nosso estudasaplicacdes exdégenas de MJ e AS em 0,1 mM foram capazes die reduz

0 crescimento, sendo para MJ um efeito ainda superior.

Acredita-se que uma defesa eficaz requer quantidades significatigaqogetos
de carbono para sintese de metabdlitos secundarios, assim, minimizando disponibilida-
de de carbono e energia para processos de crescimento (Karabourniotis et jal., 2014
Desta maneira, geralmente reducéo do crescimento esta acompanhado dosiito inve

mento em defesa (Herms & Mattson, 1992).

4.2 Aplicagdo exdgena de MJ e AS altera a concentracdo de varios horménios
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A aplicacdo exogena foi efetiva em aumentar a concentracdo de harbhus
nios aplicados e a aplicagdo de AS reduziu o teatAdeMais importante, a reducgao
dos niveis de AIA em ambos tratamentos pode estar relacionada cona aalsaixio
alongamento foliar, uma vez que a auxina esta ligada com a expahsdoeca divi-
sao celular. O efeito do MJ em reduzir o crescimento por afetar a sietesinga
foi relatado (Naseerdt al., 2015). O efeito do AS em aumentar o ABA, como demons-
trado aqui, tem sido controverso, mas pode ser, a0 menos parcialmente ad#itedo

rencas na dose utilizada (Horvattal., 2015).

Metil jasmonato e acido salicilico exdgenos tém demostrado alterar foteenze
expressao de genes relacionados a defesa contra estresses bidticos, qieefaron-
trole na rede de sinalizag&o entre eles é crucial para uma respostéidieate. Acido
salicilico, acido jasmdnico e etileno estdo intimamente relacionados aesgtastag
apresentam alta complexidade, sinergia e antagonismo entre eles (Bari & Jones, 2009
De Vleesschauwest al., 2013). Podemos observar interacéo sinérgidddoom oET
em folhas deB. distachyon, tal interacdo na sinalizacdo entre estes hormonios para ati-
vacao da expressao de genes relacionados a defesa muito é estudado,abedplesua
xidade e importancia (Thomne al., 2001 Kunkel & Brooks, 2002Lorenzoet al.,
2003). Como também, mas de forma antagbnica, acido salicilico e &cidiniesm
(Kunkel & Brooks, 2002Glazebrooket al., 2003).

Em tomate aplicacdo exdgena de AS tem sido demonstrado em inibir sintese de
JA (Zavala & Baldwin, 200g6Thaleret al., 2010). A resposta do AS exdégeno em cul-
tura de células em suspensédo de péra provocou reducao na sintese dgesliend
Romani, 1986). B Arabidopsis foi detectado aumento de etileno em plantas tratadas
com 1 mM de AS (Raet al., 2002). EmB. distachyon muito pouco tém-se estudado
as alteragbes hormonais, assim, sendo necessario estudos do controle dohbalango

monal nesta espécie modelo visando a dindmica da parede celular.

4.3 MJ e AS alteram a composicao da parede celular

Somente o MJ foi capaz de aumentar o teor de celulose em folh&essRvi-
déncias sao relatadas na literatura sobre a influéncia do MJ na sintetalake. R-

centementd.i et al. (2015) mostrou que o geppa0011941m, que codifica uma celu-
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lose sintase, foi regulado positivamente com o tratamento com MJ em p&ssbgoa

o teor de hemicelulose nédo tenha sido medido, determinamos a concentragézade ac

res que compdes principalmente este importante polissacarideo da parede celular. O
fato que ambos os horménios tenham sido capazes de aumentar sl¢emilese,
arabinose e galactose, sugere um aumento no teor de hemicelulose nestas plantas. Em
segmentos de coleoptilos de Aveia incubados por 4 horas em 10 uM de Atgmdo a

os teores dos monossacarideos da hemicelulose @aldal995). Embora o aumento

de arabinose em folhas tenha sido semelhante em resposta a ambos horménios, somente
AS aumentou a razéo arabinose/celulose, MJ apresentou um pouco reduzigziesta r
deve-se ao fato do aumentou do contetdo de celulose. Esta razdstpodigagla ao

grau de ligagdo entre celulose e hemicelulose, pois é através da arabinsedajue

mam as ligacdes diferulato que ligam a hemicelulose a celulose. A hdosedorma

uma capa sobre a celulose, e quando mais forte for a ligacdo entre mabas, re-
calcitrancia (Siqueirat al., 2011).

Somente o AS afetou o teor de lignina total, reduzindo-a somente em fdééhas
uma fote evidencia dos niveis intracelulares de AS influenciar no teor de lignina, pois
em alfafa foi visto forte correlacdo negativa entre estas variavdislaas transgénicas
reguladas negativamente para lignina (Lee et al., 2011). S6 o MJ aumentou @fazao
lulose/lignina em folhas, e isto pode ser devido ao aumento da celalessedo por
este horménio, visto que nédo alterou a lignina. Este resultado reforcade e este
hormonio realmente afeta o teor de celulose em folhas. O maior valor déstdaeraz
sido associado com a menor recalcitrancia (Pauly & Keegstra, 201@®) qyes haveria
maior disponibilidade de acucares para os processos de sacarificacao eledesip
seja pelo aumentou no contetdo celulose, ou pela redugédo no contetdo deHignina.
alfafa a recalcitrancia da sacarificacdo enzimatica com pré-trataamdtofoi direta-
mente proporcional a concentracdo da lignina, sendo que em alguns transgimecos a

racdo de agUcar chegou aumentar em quase 2 vezes (Chen & Dixon, 2007).

Outro efeito importante na parede foi 0 efeito exclusivo do MJ em aunzerdga
lacdo parede celular/massa seca. O fortalecimento da parede celukaré&sposta de
defesa das plantas (Malinovsky et al., 2014). Em milho, observou-se que ymnegos
cipais mecanismos de defesa contra “broca do milho” foram as alteragcdes nos princi-
pais componentes da parede celular, incluindo, composi¢cdo dos polissacaefdeos,

or/composicao de lignina e acidos hidroxicinamico. Coletivamente tais aksraql-
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minaram em aumento no conteudo total de parede celular e relacdo asewssa
(Barros-Rios et al., 2011). Entretanto, embora tenha sido reportado que o aumento em
AS seja um sinal importante para este fortalecimento da parede, na doseautiigtsd

trabalho, ndo observamos efeito do AS na relacdo parede celular/massa seca.

4.4 MJ e AS afetam marcadamente o metabolismo secundario em Brachypodium e
nao pode ser explicado por alteracdes na expressao genica.

A importancia do MJ e AS na regulacdo da resposta das plantas a estresses bidti-
cos e em regular o metabolismo secundario pode ser confirmada emdarsgioefei-
to comum em aumentar mais que duas vezes o teor de fendlicos sollesidast
postos sao induzidos normalmente na presenca de patdgenos, e inclui umadeipla v
dade de compostos fendlicos e derivados de fendis, lignina solavel, feanprdes,

flavonoides, fitoalexinas, terpendides, entre outros (Karabourgiais 2014).

Entre a maioria dos metabdlitos que tiveram aumento com a aplicacdao dos hor-
ménios, como os acidos cafeico, ferulico (F&gumarico p-CA), sinaptico, e da fito-
alexina, observamos que maiores aumentos foram produzidos pela apliea&oem
comparacao com MJ. A presenca de acido ferulico e cumarico produzcsigesi
redugdes no crescimento &esarium (McKeehen et al.,, 1999). Ponts et al. (2011)
demonstraram que nao apenas FA-@A, mas tambeé os acidos cafeico e siringico
desempenham fung¢des na inibicdo de cresciment&uesarium graminearum, assim
como acido sinapico reduziu producéo de aflatoxinaAspergillus ssp (Huaet al.,

1999). Em nosso estudo os niveis de naringenina (fitoalexina) também apresentaram
aumento em ambos tratamento, sendo este um composto que pode inibir o Bt@scime
de ambos o0s agentes patogénicos, bacterianos e fungicos (Padinalvati997). A
pequena reducdo no teor de vanilina, que também tem uma acdo antimicpuduana,

ser sugerida como devida ao aumento de seus intermediarios, como acidag cafeic
mario e ferulico. Neste caso, ao invés de serem usados em parte para aasiiiese

foram mais incorporados na parede, como hipostenizamos neste trabalho.

Outra consequéncia deste aumento citado, em particular acido ferulico e-acido
cumarico podem explicar a diminuicdo na taxa de alongamento foliar. Gstoger

MacAdam and Grabber (2002) o alongamento da folh&edrica arundinacea foi
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reduzido com a deposicdo de FA na parede celular. Assim, argumentaase ligae
¢cOes cruzadas dos 4cidos hidroxicinamico entre polissacarideos da paledesgekr
sentam consideravel importancia no controle da expanséo celular (de @fifgyan
2009).

O aumento dos compostos citados contrasta com a forte reducapressas
da isoforma de PAL estudada neste trabalho. Varias isoformas desta existe@ em
plantas, e elas podem ter diferentes funcbes, como sintese de lignina, @i dénte
compostos de defesa (Huaetgal., 2010). A maior reducdo em PAL em AS (cerca de
1,85 vezes) foi associada com uma pequena reducdo em lignina, somangstpa
hormdénio, ao passo que a reducdo em 1,5 vezes desta, em respbdtadmresultou
em alterac&o no teor de lignina. Nossa hipétese seria de que esta isstamaarela-
cionada a sintese de lignina, mas que somente reduc¢des mais drasticasuthalaalen
MRNA para esta enzima € que levaria a uma reducao no teor dezsna, @e forma
suficiente a promover uma reducdo no fluxo de sintese de lignina. Entretantestpara
mesmo gen®AL em estudo (Bradi3g49250), Coss et al (2015) sugeriram que expres-
sdo do gene assim como sua atividade enzimatica estdo correlacionad@sdonde
nuicao da expressao do gene bradi3g49250 (BdPAL RNAI1-1) resultou em diminuicéo
no acumulo de FA p-CA. Em nosso estudo o gene Bradi3g49250 mostrou uma inver-
sa relacdo, o que pode ser explicado pela baixa expressédo deste geciea@foliar
como também demonstrados por estes autores. Isso nos mostra a complexidade para
compreensao de como genes relacionados fenilpropanoides respondem a diferentes

estimulos em diferentes tecidos.

Das outras onze enzimas estudadas, 7 delas nao foram afetadasbps hor-
monios, apesar das marcantes alteracdes no metabolismo. Somente o MJsafetou a
outras enzimas estudadas, reduzindo a expressédo de 2 delas (C3H eCESAdh-e aum
tando a expressao de outras duas (CCR e F5H). Excetuando-se R#tragdes em
todas elas foram menores do que 50%. O aumento especifico de cefalossposta
aoMJ, nao foi refletido na auséncia do efeito na expresséo da sintase deec€kios
SA7, e na reducdo da outra CESA4. Varias isoformas de sintese da c=tistmm,
mas diferengas nas fungbes das mesmas ainda s&o pouco conhemcavil(&,
2006). Nossa hipdtese seria a de que a mudanca na alocacado de carboser plessa
da a mudanca de fluxos associados a alguma forma de alteracédo die @aostérico

de algumas das enzimas de sua sintese. Em resumo, ndo podemos encontrar alguma
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ligacdo entre as alteracfes na expressao génica que possa explicar inagbesliha

concentracdo dos metabdlitos secundarios.

4.5 Aumento da recalcitrancia em resposta ao SA néo é explicada por alteracdes
no teor de lignina e celulose

A recalcitrancia da parede celular é o principal entrave para o maior agroveit
mento da biomassa lignocelul6sica. Interessantemente, encontramos redudiess signi
tivas na sacarificagcdo em tecido de folha (reducéao no rendimento de glicose) em respos

ta a aplicacdo do horménio acido salicilico.

Vérios estudos em plantas transgénicas ou mutantes de diferentes espécies mos-
traram que a reducao no teor de lignina esta diretamente acompanhado peliaanaior
racao de acUcar apOs a sacarificacdo (maior digestibilidade) (Chen & Dixonl.2é07
al., 2008 Zenget al., 2014). Porém, na maioria dos casos ndo foram analisados outros
metabolitos que podem afetar a recalcitrancia, como os compostos fenGlicsa-
mente, Nossos resultados mostraram que o teor de lignina total foi reduzido reess plant
tratadas com\S em relacéo as plantas controle e o conteudo de celulose néo foi altera-
do, entretanto, o rendimento na liberacdo de glicose diminuiu. Estes resultados podem
ser explicados com o0 aumento na sintese de compostos fendélicos, em pastiauta
mento dep-CA e FA (aumento de aproximadamente 33% e 150% respetivamente) afe-
tandoarecalcitrancia. De fato, houve uma correlacdo negativa alta e cagingi entre
FA/Sacarificacdo (r = -0,77) gCA/sacarificacdo (r = -0,71). Como em outras espé-
cies, areducdo no contetdo de lignina também resultou no aumento de fendis soluvei
(van der Restt al., 2006). Como estes fenilpropandides, s@azwsores dos monolig-
nois H, G e S, e tem forte acdo antimicrobiana, é plausivel sugerir queegomena
reducdo na sintese de lignina, em geral, seja necessaria para aumentar a @mcentrac

destes importantes compostos de defesa.

Embora o efeito negativo destes metabdlitos secundarios na sacarificacdo ndo seja
sem precedentes (de O. Buanafina, 2009), sua importancia relativa temagligenci-
ada devido ao efeito negativo claro da lignina, e poucos trabalhos estadandwor-
tancia relativa. Recentemente Penning et al. (2014) analisando QTLs em puwiaa po

¢cdo de milho durante varios anos, demonstrou a natureza poligénicaldaréancia, e
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mostrou que outros fatores, ao lado da lignina, tem também importancia fundamental
na recalcitrancia. A analise de uma populacdo de mutanté& distachyon mostrou
que a alta eficiéncia na sacarificacéo esta associada a outrasstmsgia parede celu-

lar, e ndo foram correlacionados com a lignina (Mareiat., 2014).

O FA e p-CA podem formar liga¢des cruzadas entre polissacarideos nao celulosi-
co (hemicelulose) via ligacao éster, assim como entre hemicelulose e lignina via ligacéo
éter com residuos de arabinose que estdo presentes nas cadeias lgkraisatma-
rabinoxilano (GAX), uma das fracdes presentes na hemicelulose (de O. Buanafina,
2009).

Concomitantemente com o aumentou de FB-@A encontramos aumento nos
principais monossacarideos constituintes das hemiceluloses na paredeesalpiarti-
cular arabinose, onde encontramos uma forte correlagcdo positiva com egiestosm
(r = 0,86 e r = 0,87, respectivamente). Rancour et al. (2015) demonstratam deraves
mutantes BARGP1 que a reducao de arabinose resulta em diminuicdo na ingorporac
de hidroxicinamatos ligados a parede celular. Assim, possivelmente o aumeligo da
ponibilidade de cadeias laterais de arabinose foi um fator importantsupardar mai-
ores quantidade de ligacdes cruzadas na parede celular corp-EA eesultando em

aumento da recalcitrancia.

Outro resultado interessante foi o tratamento com MJ, que embora efeitos simila-
res nas alterac6es nos compostos fendlicos totais, acidos hidroxicinérdicep-CA)
e hemicelulose foram notados em folha, o rendimento de glicose na sacarifiGaca
apresentou diferenca em relacdo ao controle. Por outro lado, o contetdo de celulose
aumentou, sendo este o principal componente da parede celular para conuergéo e
cares fermentaveis (Pauly & Keegstra, 2010). E considerando a maiorcedakn
se/lignina acompanhado de inalteracdo no conteudo de lignina, podemos sugerir que
estes efeitos do MJ contrapdem o aumento dos compostos secundariosjadgqui®

nao houve entdo alteracdo da recalcitrancia.

Um fator a ser considerado séo os fitohormbnios que pouco, ou nuseacale
deiam respostas isoladamente, os balancos endodgenos dos dehmisdiboos cola-
boram para a resposta final. A parede celular vegetal contribui para umarisicecte
Unica das plantas que sdo fundamentais durante o desenvolvimento e ndasrespos

adaptativas a condi¢cOes adversas (Bidi., 2015).
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CONCLUSOES

A aplicacdo dos hormdnios metil jasmonato e acido salicilico reduziralon-
gamento foliar, o qual parece estar ligado ao efeito combinado da inibicaogacélo
celular e divisdo celular associados com o aumento do &cido ferulico e pacido

cumarico, com a reducao no teor de AlA, e com 0 aumento do teor de ABA.

Outro aspecto importante é o efeito claro destes hormonios na pardee aat
folhas, exclusivamente, como o aumento da celulose (MJ), xilose, arabinose e galactose
(ambos), aumento da razdo arabinose/celulose (AS), e parede celular/masstlseca
(MJ), e reducédo do teor de lignina (AS). Estas alteracfes foram retiasoaa/arios
efeitos no metabolismo secundéario, como aumento dos fendis totais, @eito,cfe-
rulico (FA) e p-coumarico (p-CA) e naringerina (todos para ambos hormoniasjioe &
sinapico (somente AS). Estas alterac6es sao explicadas por akatacfizgenes desta

rota estudados neste trabalho.

Como consequéncia conjunta desta alteracdo na parede e no metabetismo
dario podemos detectar uma reducdo em 15% na eficiéncia da sacarifitag@tiea
somente para AS. Este efeito é fortemente correlacionado negativamentewuoene a
to de FA ep-CA, e com o aumento do teor de arabinose da parede, ao passo que néo
correlacionou-se com as alteragdes no teor de lignina. Estes dadcsmmpse com-
postos secundarios podem afetar a recalcitrancia e superar o efeterat@es na lig-

nina emB. distachyon.

As gramineas séo as principais fontes para alimenta¢cdo humana e atugmente
sido também utilizada para producédo de biocombustieidistachyon apresenta-se
como modelo de estudo para este grupo, e ainda € necessario se explorar em profundi-
dade nesta espécie para compreendermos a dindmica da parede cehudaoeotile-

doneas e assim projetarmos tais conhecimentos para demais culturas.
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