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RESUMO

PIMENTA, Thaline Martins, M.Sc., Universidade Federal deoga, fevereiro de
2017. Aspectos anatdmicos e fisiolégicos de plantas de tomate associados a
inibicdo da biossintese de giberelinas e a elevada concentracdo de didxido de
carbono. Orientador: Dimas Mendes Ribeiro. Coorientadores: Edgard Augusto de
Toledo Picoli e Genaina Aparecida de Souza.

A giberelina € um horménio chave no crescimento e desenwitanmdas plantas
ambos os processos envolvem divisdo e expansao celslguais sdo sensiveis a
elevada concentracao de diéxido de carbong)@®ambiente. Ainda que os efeitos
gerais promovidos por giberelinas sejam conhecidos, o seurzageterminacao do
crescimento sob concentragédo dex@@vada s&o pouco explorados. Nesse contexto,
buscou-se compreender o papel das giberelinas no creszideeptantas de tomate
tratadas com paclobutrazol (PAC) cultivadas sob coragit de C@ambiente (400
umol CO, molt ar) e elevada750 pmol CO, mol? ar). O tratamento com PAC em
CO, ambiente promoveu a reducéo da biomassa total, da taxasderento relativo
(TCR) eda area foliar, possivelmente promovido pela reducdo aad@assimilacao
liquida de carbono (A) e na respiracae)(Rlém de menores niveis de carboidratos
nas folhas. A anatomia do caule apresentou reducédopaams&o celular e menor
comprimento das células do parénquima med&lab concentracdo de ¢@levada,

o efeito do PAC no crescimento das plantas de tomateveitido. Nesse ambiente,
aA R e os niveis de carboidratos foram aumentados. A arattarfolha e do caule
foram semelhantes as das plantas controle, com rtemaanho das células. Em
conclusédo, a concentracdo de Qfevada foi essencial para acoplar o metabolismo
primario a promocéo da expansao celular e crescimentplal@sas sob inibicdo da

biossintese de giberelinas.
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ABSTRACT

PIMENTA, Thaline Martins, M.Sc., Universidade Federal dgoga, February, 2017.
Anatomical and physiological aspects of tomato plants associated with the
inhibition of gibberellin biosynthesis and the high concentration of arbon
dioxide. Adviser. Dimas Mendes RibeiradCo-advisers: Edgard Augusto de Toledo
Picoli and Genaina Aparecida de Souza.

Gibberellin is a key hormone in plant growth and developraedt both processes
involve cell division and expansion, which are sensitivehigh carbon dioxide
concentration (Cg) in the environment. Although the general effects promoied b
gibberellins ag known, their role in determining growth under highL&0Oncentration

is poorly explored. In this context, the aim of this karas to understand the role of
gibberellins in the growth of paclobutrazol-treated tomaamtsl (PAC) grown under
ambient (400umol CQ: mol! air) and elevatedCO, (750 umol CQ; mol?! air)
concentration. The treatment with PA&CambientCO, promoted the reduction of the
total biomass, relative growth rate (TCR) and leaf apessibly promoted by the
reduction in the rate of carbon assimilation (A) angiration (R,), besides lower
levels of carbohydrates in leaves. The anatomy obtée showed reduction in the
cellular expansion and shorter length of the cells efrtiedullar parenchyma. At
elevatedCO; concentration, the effect of PAC on the growth of tmalants was
reversed. In this condition, the R, and carbohydrate levels were increased. Leaf and
stem anatomy were similar to those of control plants, \atiger cell sizes. In
conclusion, elevated GOconcentration was essential to couple the primary
metabolism to promotion of cell expansion and plant ¢gmounder inhibition of

gibberellin biosynthesis.



1 INTRODUCAO

O crescimento e desenvolvimento das plasta®lvem divisao e expanséo
celular, processos sensiveis a elevada concentracaa»déodde carbono (C£
atmosférico (Masle, 2000; Taylor et al., 2003; Luomala.e2805) A giberelina é
um horménio chave que tem papel essenuatrescimento de plantas, coma n
germinacao de sementes, expanséao foliar, alongamentauldoecabertura floral (
Gonzalez et al., 2012; Cheng et al., 2Q4%®t al., 2015; Zhou et al., 201&).estimulo
ao crescimento das plantas promovido pelas giberelinas enwakdancas tanto na
divisdo como na expansédo das células (Richards et al., Gddtalez et al., 2012).
Ainda que os efeitos gerais promovidos pelas giberelinas smjahecidos, o seu
papel na determinacdo do crescimento sob concentracaalaeldgaCQ@ é pouco
explorado

Em laboratorio, resultados interessantes foram obggasdo plantas de
Arabidopsis thaliana tratadas com paclobutrazol (PAC), um inibidbiodaintese de
giberelinas, foram mantidas sob concentracdo elevadaGdeO PAC promoveu
reducao de aproximadamente 50 % na area foliar, massadrasassa seca de plantas
mantidas a concentragdo ambiente de G&) umol CO, mol?) (Ribeiro et al., 2012a,
2012b) Entretanto, os efeitos inibitdrios do PAC foram con@pietnte revertidos
guando as plantas foram mantidas sob elevada concentt@¢@@ (750 umol CO2
mol?!). Assim, a acdo das giberelinas no crescimento das pkothasoncentragcdo
elevada de Cgronstitui um campo importante de investigagéo, devido ad pegsa
classe de horménios no controle do crescimento e desengoto das plantas
(Richards et al., 2001; Daviére e Achard, 20R9sultados interessantes também
foram encontrados por Wang et al. (2015) estudando o papdbdesigas em plantas
de cenoura, onde os tratamentos com PAC e acido gioer@As) alteraram
parametros morfolégicos, estrutura anatdbmica e aaegolde genes relacionados as
vias de biossintese de giberelinas. Enquante régtringiu o crescimento das raizes,
plantas tratadas comAE tiveram um incremento no peso fresco e no diametro das
raizes.

As rotas de biossintese e sinalizacdo das giberelinasd@mtgensivamente
estudadas em Arabidopsis (Yamaguchi, 2008; Hedden e Sponsel, 2015). O passo

inicial na biossintese das giberelinas envolve a conveis@eranilgeranil-difosfato
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a ent-copalil-difosfato que em seguida € convertido a ent-caufsienzimas que
catalisam essas reacOes sédo a ent-copalil-difosfataseire ent-caureno sintase,
respectivamente (Hedden e Thomas, 20R&acdes subsequentes catalisadas pela
enzima ent-caureno oxidase produz o acido ent-caurenoicoig &partir do ent-
caureno (Helliwell et al.,, 2001; Yamaguchi, 2008). No passo finalota de
biossintese das giberelinas, G& convertida em GApela oxidacdo do C-20 e C-3
pela enzima GA 20-oxidase (GA200x) e GA3-oxidase (GA30x), respawnte
(Olszewski et a) 2002; Hedden e Sponsel, 2015).

O nivel de giberelinas ativas nas plantas pode, tambéregseaido pela acéo
de enzimas envolvidas no seu catabolismo (Hedden e Th@®a§, Assim, a
superexpressao de genes que codificam a proteina GA2-oxidase aeifimulo em
excesso do horménio nas plantas (Hedden e Thomas). Z20é8 disso, o nivel de
giberelinas ativas pode ser mantido via regulacdo negdia genes de sua
biossintese, por exemplo, GA20exGA3ox (Yamaguchi, 2008)As giberelinas
promovem o crescimento das plangmsinduzir a degradacédo da proteina DELLA
repressora do crescimento (Hedden e Thomas, 2016). AdigicAgiberelinas aos
receptores GID promovem a interacéo do receptor com dnma®@E&LLA, ocorrendo
subsequente poliubiquitinacdo da DELLA via E3 ubiquitina-ligase’SEE eventual
destruicdo da DELLA via proteassomo 2@8Hard et al., 2000Emgeral, a proteina
DELLA inibe o crescimento das plantas pela reducdo da pegldie celular (taxa
de divisdo celular) e taxa de expansao (Achard et al., Bifi¥alez et al., 2012).

O metabolismo das giberelinas é particularmente sensivatoses do
ambiente e ao estadio de desenvolvimento das plantas (Beet 2005; Hedden e
Thomas, 2016). Estimulos ambientais tais como luz e tamopa regulam a expressao
de alguns genes envolvidos na sua biossintese e sinali&tedang et al 2007;
Deviére e Achard, 2013), afetando consequentemente, o0 oeescime
desenvolvimento das plantas. O aumento de @atmosfera durante as ultimas
décadas tem despertado um crescente interesse na fi@ss&agas como um sinal do
ambiente envolvido na regulacdo do crescimento e desenvoteirdes plantas.
Apesar da conhecida associacdo entre concentracadaldeaCQ e o crescimento
em plantasasvias regulatorias que conectam o controle hormonaleszionento com
a assimilacéo de carbono sédo, ainda, pouco conhecidas. Aswrtrabalho objetivou

analisar o efeito da concentracdo elevada der@Onetabolismo primario de plantas
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de tomate (Solanum lycopersicum L. cv Santa Clara) crescengol@suplementado
com PAC. Prop0s-se ainda investigar se o efeito deeatmagéo elevada de C@a
anatomia da folha e do caule é resultado ou é fortememtielado por mudancas

simultaneas nos niveis de giberelinas nas plantas.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal e condi¢gbes de cultivo

Sementes de tomatéolanum lycopersicum Lcv Santa Clana foram
semeadas em bandejas plastip@enchidas com substrato comercial (Tropstrato HT
Hortalicas) Transcorridos 15 dias ap6s a semeadura, as mudas foramridasspara
vasos de polietileno de 3,5de capacidade contendo substrato comercial e receberam
adubacdo de plantio de 5,0pgr vaso de N-P-K (20-5-20), e uma adubacéo de
cobertura durante o estadio vegetativo das plabtas dias apds o transplamt
correspondente ao estadio de aparecimento do primeidegathas verdadeiras, 20
ml de agua (controle) ou 20 ml de suspensédo de PAC (1 mithfdistribuidos na
superficie do substrato com o auxilio de uma pipeta graduada. @sismbs ao
tratamento com PAC, as plantas foram transferidasqaéanaras de topo aberto (1,6
m diametro e 1,8 m altura) montadas em casa de vegetagptementadas com GO
a concentragio de 400 umol CO, mol! ar (ambiente)e 750 pmol CO, mol! ar
(elevada). A irrigacdo das plantas nas camaras de topo &lideita diariamente, de
forma a manter-se o substrato proximo a capacidade de camg® cultivos
independentes crescidos em diferentes épocas foram asaliddeariacdo diaria
global da intensidade de luz, temperatura e déficit dsgwede vapor (VPD) durante
a conducédo dos experimentos, em cada camara de topq &ranoapresentados na

figura S1 (Material Suplementar).

2.2 Quantificacédo dos parametros morfolégicos
O comprimento do terceiro entrené e da folha do tercedoforam
mensurados a cada dois dias. O crescimento foi descri#o spguinte funcao

sigmoidal:

f(t) = A/ (L +exp {-[(t-to)/Db]})
3



onde Aé a diferenca entre os valores maximos e minimogs@mento oté o tempo
guando o crescimento € maxirady € o crescimento maximo. Para calcular as taxas

de crescimento, a diferencial da fungéo sigmoidal fardahada

d/dt f(t) = Aexp ({(t-to) /b)) /[o (1 +exp { - (t-§)/b}) 7

O crescimento final da folha e do entren6 foram calcsladono a assintota
superior (A) da curva sigmoidal. O momento de ocorrénzjaomto limite na faixa do
limiar superior da curva indim quando a folha e o entrend atingiram 95% do
crescimento final. O pico da primeira derivada da curveesponde a taxa maxima
de crescimento ocorrida no valor zero da segunda derivada.

A altura das plantas, tomada do nivel do solo até o nol apiparior, foi
também mensurada a cada dois dias. Ao final de cadairegpy (13 dias de
suplementacdo com G@m camaras de topo aberto), as plantas foram separadas em
caule, folhas e raizes. A area foliar total foi deteagia usando medidor de area foliar
(Li-Cor Model 3100 Area Meter, Lincoln, NE, USA). As radzieram lavadas com
agua sobre uma peneira com malha de 0,5 mm. Os érgéos das fuearn secos em
estufa de circulagéo forcada, a 70 °C, até atingir pesiante. Posteriormente, 0 peso
seco das folhas, caules e raizes foi determinado. Gafadps de massa seca e area
foliar foram calculados as seguintes caracteristieasrescimento: biomassa total,
razao parte aérealraiz, taxa de crescimento relativo dassaniTCR) area foliar

especifica (AFE).

2.3 Fluorescéncia e trocas gasosas

A taxa de assimilacédo liquida de carbono (A), a conagiiraubestomatica
de CQ (G), a taxa transpiratoria JEe os parametros de fluorescéncia foram medidos
entre 9:00 e 11:00 h, sob radiacao fotossinteticamenteegivzalente a do ambiente
(500 pmol n? s, com um analisador de gases infravermelho (LI 8400.1-COR,
Lincoln, NE, USA). A concentracdo de €@e referéncia foi de 400 umol g@ol*
de ar para as plantas em atmosfera ambiente de @©750 pmol C@mol! de ar
para as plantas sob concentracadGQOgelevadaA fluorescéncia inicial (F) foi obtida
via excitacdo dos tecidos foliares por luz vermelha mddule baixa intensidade de
(0,03 umol fotons rA st). Em seguida, um pulso de luz saturante de 1.000 pmol
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(fétons) m? st com duracdo de 0,8 s, foi aplicado para determinar aefiuéncia
maxima emitida (f). Procedelsea determinacao da eficiéncia fotoquimica maxima
do fotossistema Il (FSIl) (Fm), coeficiente de extincdo ndo-fotoquimica (NPQ)
coeficiente de extincdo fotoquimica (qP) e taxa de tratesm elétrons (ETR)
conforme descrito por Maxwell e Johnson (2000 respiragdo no escuro (Rfoi
guantificada utilizando-se 0 mesmo equipamento descrito ambemnte, apds duas
horas do término do periodo de luz. A taxa de fotorrespirdg@anibisco (R) foi
determinada conforme descrita por Valentini et al. (1995p Rateterminacdo das
trocas gasosas foram utilizadas duas folhas de 10 plastasedidas foram efetuadas
sob umidade relativa 50-60 % e temperatura 26-31 °C, con@spte ao topo das

camaras.

2.4 Quantificacdo de metabdlitos

As amostras do terceiro entreno e da folha do teresirend foram coletadas
no meio do periodo de luz e imediatamente congeladas eogémio liquido e
armazenadas a - 80 °C, até analise. Uma fracdo dasram(30 mg) liofilizada foram
submetidas a extracdo etandlica, a quente, determirsgno®-fracdo soluvel em
etanol, os niveis de glicose, frutose, sacarose eaniios totais (Fernie et 22001).
Na fracdo insolluvel, determinaram-se os niveis de anpdoteina total (Fernie et.al
2001). Glicose, frutose e sacarose foram determinadas usandon-smsaio de
substrato enzimatico continuo (Cross et 2006). Para determinacdo de amido, o
precipitado da extracdo etandlica foi solubilizado por amesto a 95 °C em 0,1 M
NaOH. Em seguidadcionou-se 70 pl de solucdo de acido acético (1 M) astas,
e o conteudo de amido foi determinado como equivalentes dsegy(idendriks et al
2003).

O contetudo de aminoacidos totais foi quantificado de acanmfoGibon et
al. (2004). Em uma microplaca adicionse25 L do extrato etandlico, 25 pL de
etanol 70 %, 50 uL de tampao citrato pH 5,2 acrescidos deasddaico 0,2 % (p/v)
e 100 puL de ninhidrina 1% (p/v) em metanol 70 % (v/v), em cada. gomicroplaca
foi incubada no escuro por 20 min a 95 °C e centrifugadalpos a 12800 .g
Posteriormente, foi feita a leitura da placa no camgmto de onda de 570 nm. Para a
determinacdo de aminoacidos totais foi feita uma curva lileraggio utilizando

leucina como padrao, as concentracdes de 0; 0,04; 0,06012G& 1,00 mM.
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Para a determinacdo de proteina total foi utilizado a téckcBradford
(1976), com algumas modificacbes (Ramagli e Rodriguez, 1985). ddéma de
solugéo de albumina soro-bovina (BSA) diluida com o tande&extragdo foi utilizada
como padrédo para quantificacdasgbroteinas. As proteinas foram quantificadas em
um leitor de microplacas (Molecular Devices Sunny Valle, EW@S95 nm.

A determinagéo de clorofilas totais foi realizada de arooan a metodologia
descrita por Porra et al. (1989), a partir de 25 puL do extrat@dilem 145 pL de
acetona 80 % (v/v).

2.5 Caracteristicas anatdomicas

Secbes foliares retirados da regido mediana da folthardeiro né e secdes
do caule do terceiro entreno foram fixadas em FAB0:5:5) por 48 h e estocados em
etanol 70 % (Johansen, 1940). Em seguida, o material vegetaicfuido em
metacrilato (Historesin-Leica), seguindo as recomendagddabricante. O material
foi seccionado transversalmente (folha e caule) gitlaginalmente (caule) em
micrétomo rotativo de avanc¢o automatico (modelo RM2155, Leicagystems Inc.,
Deerfield, USA) com um de espessura, corado com azul de toluidina (O’Brien et al.,
1964) e montado sob laminula com resina sintética (PermauAs®imagens das
analises estrutuia foram obtidas em microscopio de luz (modelo AX-70 TRF,
Olympus Optical, Tokyo, Japan), acoplado a camera fotogdifital (modelo Zeiss
AxioCam HRc, Goéttinger, Germany) e microcomputador com o pnagyie captura
de imagens Axion Vision

Nas imagens obtidas foram efetuadas medi¢coes em 10 campos de
cada amostra por meio do software Image2Mios (version 4.1, Media Cybernetics,
Inc., Silver Spring, USA). As caracteristicas anatdmicadalaas de plantas controle
e plantas tratadas com PAC foram examinadas avaliandoespessuras da lamina
foliar, parénquimas palicadico e lacunoso, epiderme nas tdmaxial e adaxial, além
da area dos espacos intercelulares. As caracteriatieéd@micas do caule de plantas
controle e plantas tratadas com PAC foram examinaddisram@se o diametro do
entreng area da secao transversal das células e numero das ciufarénquima
medular, procurando compreender se a inibicdo da biossteasiberelinas afet a

expansao / divisdo celular. Além disso foram avaliadassed@reecéo transversal dos



elementos de vaso do xilema,nimero @ vasos do xilema o comprimento das
células do parénquima medular.

Para determinacdo da densidade estomética foram utilizatidss centrais
de folha totalmente expandida, que foram diafanizadas pord@aeietanol 95% (v/v)
por 48 h, seguido por &cido latico 100%. As amostras forantaionadas em banho-
maria a temperatura de 95° C, até que as laminas folgresentassem aspecto
totalmente translicido (Zs6gon et al., 2015). Os cortes forantados em laminas de
vidro, e as imagens das epidermes adaxial e abaxial fdytisla® em microscépio de
luz (modelo AX-70 TRF, Olympus Optical, Tokyo, Japan) acopladcamera
fotografica digital (modelo Zeiss AxioCam HRc, Gottinger, ri@any) e
microcomputador com o programa de captura de imagens Axion VAssomagens
obtidas no microscopio foram digitalizadas e armazasyaghara medicdes no

programa Image-Pro Plus verséo 4.5.

2.6 Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimexttutilizado foi o inteiramente casualizada
unidade experimental dos experimentos de analise de maiabidlicomposta por®3
mg de material vegetal, por reacdo, com seis repetipdestratamento. Para os
experimentos relacionados ao crescimento de plantas,dadenexperimental foi
composta por dez repeticheonstituida de duas plantas cadas caracteristicas
morfoanatémicas da folha e caule foram avaliadas em oapaticdes amostradas de
dez plantas diferentes. Os dados foram submetidos a anahseiéecia (P < 0,05
as diferencas entre as médias examinadas pelo testekegelm nivel de 5 % de
probabilidade Todos os dados foram analisados usas®lo-software SPSS 11.0
(Statistical Package for the Social Science, Inkic&gjo, IL, USA).

3 RESULTADOS

A dindmica do crescimento da terceira folha e do teresinené das plantas
controle e tratadas com PAC cultivadas sob condicdo emtebiou de elevada
concentragdo de CQyjustou-se a uma funcéo sigmoidal (Figura 1A, B).drRro

lado, o crescimento em altura das plantas de tomate loettwatadas com PAC



cultivadas sob ambiente ou elevada concentracao dejd&€ou-se a uma funcao de
primeiro grau (Figura 1C). O PAC promoveu reducao significaivarescimento da
terceira folha e do terceiro entren6 bem como naalbtal das plantas de tomate
mantidas a concentracdo @0, ambiente (Figura 1A-C)Um comportamento
completamente diferente para o crescimento da folheengne altura total surgiu
guando as plantas de tomate tratadas com PAC foram dakigab concentracéo de
CO; elevada. Neste contexto, os efeitos inibitdrios do PA&nforevertidos quando
as plantas foram mantidas sob concentracdCieelevada (Figuras 1&).

O tratamento com PAC reduziu o comprimento final da teréalina (52 %)
e do terceiro entrend (54 ¥%&mplantas crescidas sob concentracdG@gambiente.
Entretanto, os efeitos inibitorios do PAC foram revegidoando as plantas foram
mantidas sob concentracao@e elevada (Figura 2A, B). Sob concentracacde
ambiente, o tratamento das plantas de tomate com PAC peamegucdo da taxa
maxima de expanséo da terceira folha e do terceiro engenéomparacao aos seus
respectivos controles. Claramente, houve um aumemdicgivo na taxa maxima
de expansao da terceira folha e do terceiro entreno amapltratadas com PAC
cultivadas em concentracdo de Gflevada (Figura 2C, DD tratamento das plantas
com PAC néo alterou o tempo de maxima expanséo da fdihaetreno das plantas
de tomate cultivadas tanto em concentragcd®@g ambiente quanto elevada, em
comparagao aos seus respectivos controles (Figura 2k dieyacdo da expanséo da
terceira folha permaneceu estavel nas plantas de tdorastdas com PAC mantidas
tanto em concentracdo de £&nbiente e elevada (Figura 2G). No entanto, a duragao
da expanséo do terceiro entren6é aumentou em 25 % em platéakms com PAC e
cultivadas sob concentracdo @€, ambiente, mas ndo em plantas tratadas com PAC
mantidas em concentracédo de Qfkevada, em comparacdo com 0S Seus respectivos

controles (Figura 2H).
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A partir da andlise do crescimento das plantas foi oadergque o PAC
promoveu reducdo significativa na biomassa total (56 %), razde aérea/ raiz
(34 %) e area foliar (72 %) das plantas de tomate marstidasoncentracdo deO,
ambiente (Figur8A-C). Por outro lado, o tratamento com PAC n&o reduzaz&o
parte aéreal raiz das plantas mantidas sob concg@otda€O; elevada (Figura 3B).
Além disso, a biomassa total e a area foliar das plematasias com PAC foi um pouco
menor 25 % e 24 %, respectivamente, quando comparadas @amis do controle
(Figura 3A, C). O tratamento das plantas com PAC reduzmsaarseca radicular das
plantas de tomate cultivadas tanto em concentracéao gar@iidente quanto elevada,
em comparacao com 0s seus respectivos controles (BQur&ntretanto, o nimero
de folhas se manteve estavel em plantas expostasugdsolle PAGm ambas
concentracbes de G{Figura 3E). Os efeitos do PAC na inibicdo da taxa de
crescimento relativo das plantas de tomate cultivadhsceocentracdo d€O;
ambiente foram completamente revertidos quando as pleoras cultivadas sob
concentracdo d€O, elevada (Figura 3F). Adicionalmente, o PAC causou uma
reducao significativa na area foliar especifica (38 %) eansesca caulinar (67 %) de
plantas de tomate mantidas sob concentracdo da@llente, em relagcdo ao controle
(Figura 3G, H). Entretanto, a reducéo da area foliarcéfg@ee da massa seca caulinar
das plantas tratadas com PAC néo foi completamenggtider sob concentracéo de
CO; elevadaNeste contexto, 0 PAC promoveu uma reducgéo de 18 % e 55 %ana are
foliar especifica e na massa seca caulinar das plantasn@ge cultivadas sob
concentragdo dé€0; elevada (Figura 3G, H).

O PAC promoveu reducao significativa na A (20 %) das plantasndate
mantidas sob concentracdo @€, ambiente, em comparagcdo com as plantas do
controle (Figura 4A). Claramente, houve aumento sigtifio na A e na Ci tanto em
plantas do controle e tratadas com PAC cultivadas sodentracdo d€0; elevada
em comparacao com as plantas de tomate mantidas smntragdo d€0O, ambiente
(Figura 4A, B). O tratamento com PAC reduziu NPQ (33 %)3R %) e R (30 %)
em plantas crescidas sob concentragdoGf® ambiente, mas n&do em plantas
cultivadas sob elevada concentracdo de(EiQuras 4C-E). Sob concentracaolie,
ambiente foi observado um pequeno aumento em ETR naagptaatadas com PAC

(Figura 4F). Entretanto, sob concentracéo de €€vada, ETR avaliado em plantas
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tratadas com PAC foram estatisticamente iguais aopldatsas do controle (Figura
4F). Nas plantas tratadas com PACZI/Ca F./Fm, E bem como o gP foram iguais
estatisticamente aos das plantas do controle, tabtooswentragao deéO, ambiente
eelevada (Figura 4G-J). Os niveis de clorofilas totais aumantam 34 % em plantas
tratadas com PAC e cultivadas sob concentrac&Q@eambiente em comparacéo
com as plantas do controle (Figura 4K). Ja sob coraggurde C@elevada, 0s niveis
de clorofilas totais em plantas tratadas com PAC perraear@cestaveis em relacao
ao controle (Figura 4K).

O PAC reduziu os niveis de glicose (54%), frutose (56%), sse§8d%) e
amido (49%) em folhas de plantas cultivadas sob corggirde C@ambiente, em
relacdo ao controle. Entretanto, os niveis de glicrséose, sacarose e amido
permaneceram estaveis nas plantas tratadas com PAGmeparacdo com os das
plantas do controle que crescem sob concentrac@®gelevada (Figura 5A). O
PAC reduziu significativamente os niveis de glicose (56 %Qadde das plantas de
tomate mantidas sob concentracadcCd® ambiente Além disso, os niveis de glicose
do caule das plantas tratadas com PAC em elevada cagéentde C@foi menor
(24 %), quando comparado ao controle (Figura 5E).

Os niveis de frutose foram iguais estatisticamente ot aas plantas
tratadas com PAC, tanto em plantas cultivadas em coacéot de C@ ambiente
guanto em concentracdo de £€levada (Figura 5F). Ademais, observou-se um
aumento significativo nos niveis de sacarose (53 %) e afBléo) no caule das
plantas tratadas com PAC e cultivadas sob concentdag20, ambiente, mas ndo no
caule das plantas tratadas com PAC mantidas em corg@ntta CQ elevada, em

comparagao com 0s seus respectivos controles (Figura 5G, H).
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Os niveis de proteina total e amino&cidos ndo foram sigtfanente
afetados nas folhas das plantas de tomate tratadas®?A@mmantidas tanto sob
concentragdo de COambiente e elevada, quando em comparacdo com 0S seus
respectivos controles (Figuras 6A, B). Sob concentracd@deambiente, os niveis
de proteina total aumentaram no caule das plantas tra@daBAC, em comparacao
com o controle. Entretanto, os niveis de proteina ndo difemstatisticamente entre
sino caule das plantas tratadas com PAC e cultivatlesosicentracéo de G@levada
(Figura 6C). Os niveis de aminoacidos foram iguais estatiseénte no caule das
plantas tratadas com PAC, tanto em plantas cultivadasoecentracdo de CO

ambiente quanto em concentracao de €lévada (Figura 6D
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elevada. Médias seguidas de mesma letra ndo difereensr@m nivel de 5% pelo
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O PAC modificou a anatomia foliar das plantas de tomaatidas sob
concentracdo d€O, ambiente, pois as células do parénquima palicadico anastr
se mais diferenciadas e justapostas nas plantagasatam PAC sob concentracdo de
CO, ambiente, em comparacéo ao controle (Figura 7A, B)etamto, os efeitos do
PAC na anatomia foliar foram revertidos nas plantasencentracéo deO; elevada
(Figura 7C, D).

A espessura da epiderme nas faces abaxial e adaxial, beracespessura
do parénquima palicadico ndo foram significativament@adées pelo tratamento com
PAC em plantas de tomate cultivadas sob concentrag&®gambiente e elevada
comparadas aos respectivos controles (Figura 8A-C). 8Sabestracdo de&CO
ambiente, a espessura do parénquima lacunoso, a espeissaiafolha e a densidade
estomatica tanto na face abaxial quanto adaxial da epigermentaram nas plantas
tratadas com PAC, em comparacao seu respectivo controle (Figura 8D-G).
Entretanto, a espessura do parénquima lacunoso, a espetauda folha bem como
a densidade estomatica tanto na face abaxial quanto adaxj@bdenme ndo foram
afetadas em plantas tratadas com PAC e cultivadaoscbriracdo de Gelevada
em relacédo ao controle (Figura 8D-G). O PAC reduziu os;espatercelulares das
folhas das plantas de tomate cultivadas tanto sob coacgatde C@ambiente (65
%) quanto elevada (20 %) (Figura 8H).

Ademais, o tamanho das células da nervura central beim edgamanho do
feixe vascular foi fortemente reduzido pelo tratamento 8&@G em folhas das plantas
cultivadas sob concentracédo de L&nbiente, mas ndo sob concentragcédo de CO
elevada (Figura 9A-D).
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Figura 9. Efeito do PAC na anatomia da nervura da folha de planteentge, sob
concentragdo déO, ambiente e elevada. Barras: 200 pm.

A inibicdo da biossintese de giberelinas (tratamento com) R&€ou a
anatomia do caule de plantas de tomate cultivadas sebrioacdo de CCambiente,
mas ndo em plantas mantidas sob concentracdo gel@@da, em comparacdo aos
seus respectivos controles (Figura 10). O PAC reduziu a dasacélulas do
parénquima medular (60 %) e a area dos vasos do xilema (@&n¥€omo o diametro
do entrend (25 %) e o comprimento (53 %) das células doérgne comparacédo com
as plantas do controle sob concentragd@@eambiente (Figura 11A-D). Entretanto,
os efeitos inibitérios do PAC foram revertidos quando astas foram mantidas sob
concentragdo @lCO; elevada. Em adicdo, o PAC aumentou o numero de células do
parénquima medular do caule (&3, emplantas sob concentracdo@®, ambiente
mas ndo em plantas sob concentragédo deelvada, em comparagdo com 0S Seus
respectivos controles (Figura 11E). O nimero de elemeéeatasmsos do xilema do
caule manteveeinalterado nas plantas de tomate tratadas com PAC gianpiantas
cultivadas sob concentracdo de@abiente quanto sob concentracdo de €€vada

(Figura 115.
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4 DISCUSSAO

4.1 Efeito da elevada concentracao de 6®©crescimento das plantas em resposta a
inibicdo da biossintese de giberelina

O efeito da inibicdo da biossintese de giberelinas p&@ A& crescimento
das plantas de tomate cultivadas sob concentrag@@gdambiente foi revertido pela
concentragdo de GCelevada (Figura 1). O que pode ser observado pelos maiores
comprimentos de folhaentrend, a recuperacédo da taxa de crescimento rektivo
aumento da biomassa total das plantas tratadas com PAsodntracdo de GO
elevada (Figura 3De forma semelhante, a aplicacdo de &cido giberélica)(&h
plantas de A thaliana crescidas em solo suplementado AGmt&mbém reverteu o
efeito da inibicdo do crescimento, nesse caso, auntEntaarea da roseta das plantas
(Ribeiro et al,, 2013). Em plantas de tomate observamasesmo efeito,a
concentracédo dé0, elevada promoveu o alongamento do caule e expansao aes folh
em plantas tratadas com PAC (Figura 1). Segundo Ribeird. €2Gl2b), a
concentracdo de CCelevada nao afeta significativamente a expressdo de genes
relacionados a biossintese e sinalizacdo das giberelinas geangmarados a
concentracdo deO, ambiente, indicando que esse efeito de reversao peloc@e
de forma independente de mudancas transcricionais de gesesiados as
giberelinas.

A acéo fisiolégica do PAC se da por este ser um inibitboenzima ent-
caureno oxidase, que catalisa a conversao do ent-caudadoaent-caurenoico na
rota de biossintesasdgiberelinas (Hedden e Thomas, 2DIBesta forma, a aplicacdo
do PAC em plantas de tomate cultivadas sob concentrdedG0O, ambiente
influenciou de forma negativa a expansao celular e o almmandos tecidos,
favorecendo especialmente a reducao da biomassa totalkeadali@r, além de outras
variaveis de crescimento (Figura 3). O papel dos horméniosgudacdo das vias
metabodlicas relacionadas ao crescimento em respastacantracdo de G@levada
nao é bem conhecida (Ribeiro et al., 2012; Zavala et al., 28t8ncentracdo de CO
elevada pode promover o acumulo de acido salicilico (Zaea al., 2013) e
brassinosterdides (Jiang et al., 2012b), enquanto parece ieslniieis de jasmonatos
e etileno (Vaughan et al., 2014). Essa acédo dpr@dnducdo de genes associados a

sintese de diversos horménios pode ser a razdo pela gem@iquecimento da
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atmosfera conC€O, possivelmente mitigu a acdo do PAC. Por exemplo, sua acao
sobre a sintese dos brassinosteroides pode favore@rmemto da fotossintese pelo
aumento da eficiéncia da carboxilacdo e uma melhoriastieng antioxidante em
Solanum lycopersicunglém de seu papel na divisdo e expansao celular (Ogweno et
al., 2008; Jiang et al., 20L2&chroder et al., 2014Aumentos nos niveis de acido
indol-3-acético (AlIA), também foram encontrados em Pinus &efolmis, enquanto
houve queda nas concentragcdes de acido abscisico (AB&)AIL, 2011). Além disso,

0s niveis de transcritos de genes relacionados a simtesansporte de auxina e
citocinina aumentam sobconcentracdao d€O, elevada (Huang e Xu, 2015)

4.2 Efeito da concentracao de £#levada no metabolismo das plantas de tomate em
resposta a inibicdo da biossintese de giberelina

Nesse estudo, observamos que a inibicdo da biossintesbedeligas e a
concentragdo de CGCelevada alteraram fortemente o metabolismo celNas®
contexto, alguns estudos tém mostrado que a concaotdecCO, elevada pode
provocar mudancgas ndo apenas no metabolismo primaritambém na composicao
dos metabolitos secundarios dos tecidos das plantasléLawal., 2013; Xu et al.,
2015). Plantas de tomate tratadas com PAC e mantidas saénttagéo deCO»
ambiente apresentaram reducéo de A g, possivelmente, contribuiu para reducao
no crescimento das plantas (Figura 4). A restricdo enbAratamento com PAC pode
ser explicada pela reducéo da éarea foliar, tendo mermipara interceptacéo de luz,
além disso o espessamento das folhas pode ter impedido tpiedgpéuz alcancasse
as células inferiores do parénquima (Figuras 4, 8). Ademaisntes estudos tem
demonstrado a ocorréncia de mudancas transcricionaisi@rande nimero de genes
envolvidos na fotossintese, parede celular, divisdo deptdstos e divisdo celular
apos o tratamento com giberelina, mostrando o imporgagel desse horménio na
regulacdo da fotossintese (Xie et al., 2016)

Em concentracdo de G@mbiente a aplicagédo de PAC nas plantas de tomate
levou a uma forte reducdo dos niveis de glicose e &utas folhas, o que
provavelmente foi utilizado para a sintese de sacaroseukmanno caule dessas
plantas, devido a menor forca do dreno (Figura 5). O enrigeatd com C@pode
acelerar o acumulo de carboidratos importantes como agiaando e intermediarios
da cadeia respiratoria como hexose fosfato, fosfoglwdéREA) e fosfoenolpiruvato
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(PEP), em Athaliana (Watanabe et al., 201Aumentosnaabundancia de transcritos
para genes envolvidos no metabolismo respiratorio sateotracdo d€O, elevada
também tem sido relatados (Li et al., 2008; Wei et al., 20&2anabe et al., 2014).
Dessa forma, o aumento dadn plantas controle e tratadas com PAC cultivadas sob
concentracédo de Celevada em relacéo as plantas cultivadas sob cong@mtde

CO; ambiente pode ser atribuida a maior disponibilidade deratdss{Figuras 4, 5).

A capacidade das plantas em utilizar o carbono recém kinma respiracdo pode
contribuir para a prevencdo do acumulo de carboidrammsequentemente, evitar a
aclimatacao fotossintética ( Aranjuelo et al., 2009; lalet2013) .

Existe um consenso de que o efeito da concentracdo desl€®@da na
fotossintese € mais pronunciado em plantagj® em G Isso esta associado a
mudangas em varios componentes envolvidos na fixagaanglas&o de carbono,
como também na capacidade de transporte de elétronsién@é nas reacoes de luz
( Yu et al., 2012; Watanabe et al., 20Huang e Xu, 2015). Em plantag, Como
tomate, a capacidade de carboxilacgdo da Rubisco é facilmententada sob
concentracdo de G@levada (Huang e Xu, 2015; Xu et al., 2015). Dessa foama,
elevada concentragéo de £@bde ter contribuido para maiores taxas fotossingetica
em plantas controle e tratadas com PAC em relacédo aasapl cultivadas sob
concentragdo deCO, ambiente e, subsequente aumento nas concentragbes de
metabolitos (Figuras 4, 5). Além disso, a concentracdd@elevada por promover
uma maior relagdo GD,, pode reduzir a atividade oxigenase da Rubisco, inibindo a
fotorrespiracdo (Tingey et al., 2003), o que foi também whdernas plantas do
controle (Figura 4). Como ja descrito anteriormenteapel deelevada concentracéo
de CQ sob os hormbnios que afetam positivamente o cresomeegetal,
possivelmente melhorou a fotossintesa keespiracdo. Além disso, a atuacdo dos
horménios pode ter auxiliado para o aumento de metabdlitos glicnse, frutose e

amido, que favoreceram o crescimento final da planta @3sgur5s).

25



4.3 Alteragdes anatdmicas

Os efeitos do tratamento com PAC em plantas de tométeadas sob
concentracdo de G@mbiente foram nitidos nas alterac6es anatdnidgisns efeitos
da inibicdo da biossintese de giberelinas na anatonuaaj fdemonstrados (Jiang et
al.,, 2012a; Wang et al., 2015). De forma semelhante ao otleepea Jiang et al.
(2012a), em mutantes de Arabidopsis deficientes em giberelihasfvouse um
maior empacotamento das células do mesofilo em plantamdee tratadas com PAC
e cultivadas sob concentracdo@®, ambiente em relagéo ao controle (Figura 7). A
anatomia da folha e do caule apresentaram acentuadaceltuzinanho das células
(Figuras 9, 10). Como houve restricdo a expansao celutainigicdo da biossintese
de giberelinas sob concentracdo de,@mbiente, simultaneamente ocorreu um
aumento no namero de células nessas plantas em raacaotrole (Figura 11). Isso
mostra o papel critico das giberelinas na regulacao dsidigelular, expanséo celular
e organizagdo durante o crescimento e desenvolvimento(fbéag et al., 2012a)

O crescimento das plantas é dirigido pela pressao de tagaélulasa qual
depende da concentracdo citoplasmatica de macromolémutas carboidrato®
aminoacidos (Geitmann e Ortega, 2009; Hamant e Traas, 2010; Robiradg 2013;
Beauzamy et al., 2014)al pressapdepende do potencial osmotico das células, assim
0 metabolismo de carboidratos, especialmente a producdsifdtdica de sacarose é
importante para a divisdo e expansao celular (Beauzaahy 2014) Segundo Huang
e Xu (2015), o estimulo a expanséo celular pode estaromdac ao aumento da
disponibilidade de substratos (sacarose) sob concentraCio @ééevada. Nas plantas
de tomate tratadas com PAC e mantidas sob concentdec&®) elevada, houve
aumento nos niveis de glicose, frutose e amido nas folhaparadas ao mesmo
tratamento sob concentracédoCl®, ambiente, o que provavelmente contribuiu para a
maior expansdo das células (Figura 5). Ja os niveis denaotei aminoacidos
mantiveram-se estaveis (Figura 6).

Outro aspecto interessante da anatomia foliar foi que agiticde PAC em
plantas cultivadas sob concentracdo de €l€@sada claramente levou ao aumento dos
espacos intercelulares em relacdo ao mesmo tratansdr@@®sambienteO que pode
ter contribuid no aumento da concentracao interna de @G€ssas plantas, levando a
maiores taxas fotossintéticas e de crescimento (Fi@uas8). Ademais, a densidade
estomética de ambas as faces da epiderme foram grandememéntadas pela
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aplicacado de PAC sob concentracadCd® ambiente em relagédo ao controle (Figura
8). Entretanto, esse parametro ndo levou a maiores tdagasiftéticas e concentracéo
interna de C@ provavelmente devido a redugdo da percentagem de espagos
intercelulares nas plantas cultivadas com PAC sobectragdo d€€O, ambiente, o
gue aumenta a resisténcia a difusdo de G®folha. Dessa forma, mesmo que as
plantas estivessem com os estdmatos abertos, halugiceda concentracdo interna
de CQdevido a resisténcia a passagem de &© o sitio de carboxilagdo da Rubisco,
além de aumentar as perdas de agua por transpiracaondeflesis menores taxas de
crescimento (Figuras 3, 8). De forma oposta, plantagisgiaansob concentracdo de
CO; elevada apresentaram uma menor densidade estamBtovavelmente porque
nesse ambiente ndo necessita de tantos estdmatos para que a entrada de CO
ocorresse em quantidade adequada, ja que houve maior A eompansacao na
diferenciacéo dos tecidos nessas plantas (Figurad@).Qutro ponto interessante é
gue com 0 aumento da concentraca€@e as plantas possuem uma maior eficiéncia
de uso da agua pois conseguem reduzir as taxas transpsrabdriseja, diminuir a
abertura estomatica para a saida de agua, no entantondeantaiores taxa
fotossintéticas (Keenan et al., 201Q)que pode ser observado em plantas controle e
tratadas com PAC, mostrando vantagens de plantas de t@asgite,como as demais
plantas G, para condi¢des futuras de ambiente com alta concentila€zOs.

Na anatomia do caule observamos que o tratamento com BAC s
concentragdo dé0O, ambiente proporcionou maior numero de células do parénquima
medular por area, entretanto essas células tiverarngc@iesa expansao (menor area de
secao transversal), levando a reducao do diametro do effEignéa 11). Resultado
semelhante também foi encontrado no comprimento ddagéuqual foi inferior nas
plantas tratadas com PAC sob concentracdo dea@iente em relacdo ao controle,
reduzindo o comprimento final do entrené nessas plantas (Fi@ural). Como
descrito por Zhou et al. (2016), giberelinas possuem um impopapétna promocao
do alongamento do caule em plantas, através de um regmadtbro da familia ERF
(ETHYLENE RESPONSE FACTOR)/AP2 (APETALA2) de duplo papel que atua

giberelinas Outra caracteristica que provavelmente contribuiu para a dedig
alongamento do caule foi a diminuicdo da area dos elesdatvasos do xilema, que
pode ter reduzido a eficiéncia no transporte de agua paegides em crescimento

27



(Cao et al.,, 2012). Apesar dessa reducdo na area doshmsasa tentativa de
compensac¢ao pelo aumento no nimero de vasos do xilemandifidos (Figura 11).
Ademais, a concentracao @€, elevada atuou de forma diferencial na expanséo e no
alongamento das células do parénquima medular do caulamasptratadas com
PAC, pois o efeito na area das células foi revertidtretanto o comprimento foi
menos estimulado (Figura )10
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5 CONCLUSAO

O tratamento das plantas de tomate com PAC cultivadas sobrtcacao de
CO, ambiente reduz significativamente as variaveis de cnesta A aplicacdo de
PAC sob concentracdo de g£@mbiente contribui para reducédo de A &ém de
acucares e amido nas folhas. Parametros anatébmicos emnamhio de células,
espacos intercelulares e densidade estomatica tamiémfetddos pelo PAC em
concentracdo de CGQambiente A reducdo do entrend ocorre devido ao menor
comprimento das células do parénquima medular e a mez@idas elementos de
vasos do xilema. Ha aumento do nimero de células por destriedo a expansao
celular.

A concentracdo de C@levada reverte a inibicado do crescimento das plantas
de tomate tratadas comAe. Tal efeito pode ser explicado pelas maiores taxas
fotossintéticas e de respiracdo. O aumento dos espatgwselulares nas folhas
colaboram para as trocas gasosas. Os maiores niveis deeaguas folhas contribm
paraamaior expansao celular. Ha4 aumento no alongamento emetdiido entreno
sob concentragdo de G@levada, maior comprimento e éarea das células do

parénquima medular, além do aumento da area de element@sodedo xilema.
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Figura S1.Variacdo da radiacdo solar global diaria (A e B), teatpeas maximas e
minimas diarias (C e D) e déficit de pressao de vapor (Enea&mos e minimos ao
longo do periodo de conducado dos experimentos. Camara debnpo suplementada
com 400umol CO2 mol! (Esquerda), camara de topo aberto suplementada com 750
pumol CO2 mol?! (Direita). Linhas horizontais representam as médiasvdtores. Os
sensores de temperatura, umidade relativa e radiacam fostalados em abrigo
meteorologico dentro das camaras de topo aberto. Todmnsgres (LICOR) foram
conectados a um sistema de aquisicdo de dados (LI-1400, LE2DR, coletando-

se os dados a cada minuto e armazenando-se 0 valorargatia 30 min.
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