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RESUMO

SOUSA, Raysa Mayara de Jesus Sousa, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2019. Respostas morfofisiologicas e moleculares em soja apds exposicao a reguladores de
crescimento. Orientador: Cleberson Ribeiro. Coorientadores: Diego Silva Batista, Dimas
Mendes Ribeiro e Wagner Campos Otoni.

A soja tem uma posicdo importante na agricultura mundial, sendo o Brasil o segundo maior
produtor deste grao no mundo. Na cultura, o acamamento consiste em uma caracteristica
agronOmica negativa que afeta o seu desenvolvimento, reduzindo a produtividade devido a
baixa interceptacao de luz e o deslocamento permanente do caule. Visando alterar a morfologia
da planta, minimizando os efeitos do acamamento, reguladores de crescimento vem sendo
utilizados na agricultura para modular o crescimento e o desenvolvimento de acordo com as
condi¢des desejadas. O paclobutrazol (PAC) consiste em um destes reguladores que atua na
inibicdo da biossintese de giberelinas (GAs) modificando o alongamento da parte aérea,
desenvolvimento da raiz e divisdo celular. No entanto, alteracdes morfofisiologicas e
moleculares provocadas pela regulacio dos niveis de GAs na redugcdo a incidéncia de
acamamento permanecem desconhecidas em muitas culturas. Um exemplo sdo as alteragdes
causadas na parede vegetal, durante o desenvolvimento da planta, em que celulose e lignina sao
0s componentes que apresentam maiores variacdes. Desta forma, este trabalhou objetivou
através do cultivo ex vitro e in vitro entender como a regulacdo dos niveis de GAs na soja por
PAC, poderiam atenuar os efeitos do acamamento. A utilizagdo do PAC nos cultivos ex vitro e
in vitro reduziu a arquitetura da parte aérea da soja através de modificagcdes na particdo de
biomassa, comprimento do caule e maior contetido de celulose na parede celular. No cultivo ex
vitro, a reducdo dos niveis de GAs induziu plantas com anatomia foliar, caulinar e da raiz
desenvolvidas por alteracdo na espessura de tecidos que favoreceu a realizagdo de trocas
gasosas, transporte de elétrons e modificagc@o na utilizagdo e producao de metabdlitos primarios.
A aplicacdo de GAj induziu o acumulo de biomassa e maior alongamento do caule em ambos
os cultivos. Porém, maiores niveis GAs na soja cultivada in vitro resultou em modificagdes na
massa seca e anatomia da raiz distintas do cultivo ex vitro. Neste trabalho, a aplicacdo de PAC
como regulador induziu caracteristicas fenotipicas de interesse como a redu¢ao do comprimento
do caule, incrementos na taxa fotossintética com altera¢cdes no metabolismo de agucares e maior
conteddo de celulose na parede celular. No entanto, a aplicagdo de GA3 promoveu o aumento

no conteddo de lignina na parede celular, podendo contribuir com maior rigidez e resisténcia

Vi



fisica nos tecidos condutores e de sustentacdo. Sendo novos estudos necessarios para confirmar

a eficiéncia na utilizacdo de PAC para redugdo do acamamento na soja.
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ABSTRACT

SOUSA, Raysa Mayara de Jesus Sousa, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February,
2019. Morphophysiological and molecular responses in soybean after exposure to growth
regulators. Adviser: Cleberson Ribeiro. Co-Advisers: Diego Silva Batista, Dimas Mendes
Ribeiro and Wagner Campos Otoni.

Soybean (Glycine max (L.) Merril) has an important position in agriculture worldwide. Brazil
is the second biggest soybean’s producer in the world. In soybean’s growth lodging is
considered a negative agronomic trait, which affects crop development reducing grain yield due
to low light interception and permanent stem displacement. Growth regulators have been used
in agriculture for a long time to modulate plant growth and development according to desired
conditions. Placlobutrazol (PAC) is a growth retardant acting as inhibitor of gibberellin
biosynthesis, which are plant hormones responsible for shoot elongation, root development and
cell division. On the other hand, changes responsible for decreasing lodging by GAs
biosynthesis inhibition remains unclear in many crops. An example it is the plant cell wall,
which is composed according to the growth type during the plant development, which cellulose
and lignin are the main altered. In this way, this work researched through ex vitro and in vitro
experiments the question of how PAC might regulates GA’s levels in soybean to attenuate
lodging effects. The use of PAC as growth regulator changed soybean’s shoot architecture
through biomass partition, reduced stem height; higher cellulose content in the cell wall, where
these traits might benefit lodging resistance in soybean. In addition to lower stem length, during
soybean ex vitro growth reduced endogenous GA’s levels induced leaf, stem and root
anatomical changes, which favored photosynthetic efficiency and primary metabolism. Higher
biomass and stem length were observed in the ex vitro and in vitro soybean’s growth with GA3
treatment. However, dry biomass and root anatomy were modified with increased GA’s levels
at in vitro and ex vitro soybean’s growth, differently. In this study, PAC treatment induced
phenotypic characteristics of interest such as lower stem length, higher photosynthetic rates
with primary metabolism regulation, also well as higher cellulose content in soybean’s cell wall.
On the other hand, exogenous GA3induced higher lignin content in the soybean’s cell wall that
might contributed with higher strength and physical resistance at conduction and support
tissues. It is worth highlight that new studies are required to confirm PAC uses to reduce
soybean lodging. In addition, understand if PAC applying for lodging resistance might

decreases grain filling and yield.
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INTRODUCAO GERAL

A soja (Glycine max (L.) Merrill) ocupa posi¢do de destaque entre as culturas cultivadas
mais importantes do mundo, superando valores de importagcdo e exportacdo de outras espécies
agriculturdveis como trigo, milho e arroz (Foyer et al. 2018). Estudos relacionados a soja tém
focado na regulagdo das caracteristicas favordveis ao seu cultivo (Sedivy et al. 2017; Silva et
al. 2017; Talliercio et al. 2017; Diers et al. 2018), visando otimizar caracteristicas agrondmicas
importantes como resisténcia a pragas e doencgas, producdo de biomassa, quantidade e qualidade
de sementes dentre outras (Litrico & Violle 2015).

Uma caracteristica agrondmica negativa, que afeta diretamente a qualidade das
sementes, consiste no acamamento reduzindo em média 30% a produtividade durante a fase de
poda e enchimento de graos (Kitabatake et al. 2019), afetando a qualidade de culturas agricolas
como trigo (Peng et al. 2014), milho (Kamran et al. 2018), arroz (Setter et al. 1997; Kashiwagi
et al. 2008; Liu et al. 2018) e soja (Yamaguchi et al. 2014; Chen et al. 2015; Liu et al. 2017).
Sua ocorréncia € provocada pelo deslocamento permanente do caule de acordo com a altura e
o didmetro da planta (Wang & Li 2008; Okuno et al. 2014; Yin et al. 2017), estabilidade,
resisténcia e for¢a do caule (Shah et al. 2016), associados a fatores externos como vento, chuva
e disponibilidade de nutrientes no solo (Berry et al. 2004). Normalmente, a morfologia da parte
aérea e das raizes das plantas sdo regidoes afetadas pelo acamamento, podendo ser
correlacionado a composicao quimica da parede celular (Wang et al. 2012; Huang et al. 2015).
Liu et al. (2018) observaram como o encurtamento dos entrends basais no arroz, contribuiu na
maior resisténcia ao acamamento. Desde a “revolug¢do verde”, o deslocamento do caule vem
sendo controlado na agricultura com a introducao de variedades semi-anas de trigo que tiveram
a insercao do gene reduced height-1(Rht-B1/ Rht-D1) e semi-dwarfl (sd1) (Hedden 2003).

Diversas ferramentas como o cruzamento genético, biologia molecular e estatistica sdo
utilizadas para modular caracteristicas agrondmicas de interesse (Litrico & Violle 2015).
Normalmente, estudos sobre a associacao entre estas caracteristicas sdo desenvolvidos em éreas
experimentais que apresentam condi¢cdes ambientais varidveis, o que dificulta sua avaliagdo
(Chen et al. 2015). Por este motivo, alternativamente, experimentos conduzidos em casa de
vegetacdo sdo realizados em condi¢des controladas permitindo ajustar a luminosidade,
temperatura, umidade, disponibilidade hidrica e concentracao de CO», propiciando condicdes
microclimaticas ideais para o desenvolvimento e producdo das plantas (Dong et al. 2015).

Assim como o cultivo em casa de vegetacdo, a condi¢do “in vitro” permite conduzir



experimentos em condi¢des controladas, proporciona também o desenvolvimento das plantas
em condig0es assépticas (Thorpe 2007).

A regulacdo do crescimento e desenvolvimento através do hormodnio vegetal giberelina
(GAs) € um topico frequentemente estudado desde a sua descoberta em plantas de arroz
infectadas com fungo Gibberella fujikuroi (Hedden & Sponsel 2015). A biossintese das GAs
nas plantas ocorre em trés compartimentos celulares: plastideo, reticulo endoplasmatico, e
citoplasma (Rizza & Jones 2018). A homeostase deste hormdnio pode ser mantida por
mecanismos distintos, sendo o mais comum a desativagdo da GA 2-oxidases (GA2o0xs) (Hedden
& Thomas 2012). E possivel utilizar reguladores de crescimento antagonistas s GAs para
reduzir o comprimento da parte aérea, através da redu¢do do alongamento e da taxa de divisdo
celular (Rademacher, 2000). O paclobutrazol (PAC) é um regulador hormonal que retarda o
crescimento das plantas, com mecanismo de ag¢do concentrado no reticulo endoplasmético
inibindo as enzimas mono-oxigenases responsdveis por catalisar etapas importantes da
biossintese das GAs (Rademacher 2000).

Assim, o presente trabalho teve como objetivo avaliar como a como a aplicagdo de PAC
controla os niveis de GAs modulando o padrdo de crescimento da linhagem UFVS 86B10,

através de modificacdes morfofisioldgicas e moleculares durante cultivo ex vitro e in vitro.
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CAPITULO 1

Acao das giberelinas sobre as respostas fisiolégicas relacionadas ao acamamento em soja

RESUMO

A soja (Glycine max (L.) Merrill) tem destaque no cendrio agricola nacional e mundial, onde
estudos relacionados a espécie t€ém focado na regulacdo das caracteristicas agrondmicas
favordveis ao seu cultivo. Um dos critérios na selecdo de caracteristicas para resisténcia ao
acamamento, consiste na altura da planta visando modular a morfologia no desenvolvimento
da parte aérea. No entanto, muitas vezes tal estratégia pode ndo ser suficiente para selecionar
caracteristicas de interesse, sendo necessarios estudos mais aprofundados sobre a fisiologia,
morfologia e metabolismo da planta. O presente trabalho teve como objetivo verificar como a
regulacdo dos niveis de giberelinas por paclobutrazol (PAC) e 4cido giberélico (GA3) influéncia
0 acamamento, a partir da linhagem de soja UFV. Os resultados revelaram que a aplicacdo de
PAC promoveu a reduc¢do do porte caulinar, assim como a alocacdo de biomassa no 6rgao,
enquanto a aplicacdo de GAs induziu efeito contrario. Além disso, a aplicagdo de PAC induziu
aumento na assimilacdo liquida de CO,, da fluorescéncia da clorofila a, aumento na
concentracdo de clorofilas totais e rearranjo da anatomia foliar. Adicionalmente, a regulacio
dos niveis de GAs por PAC induziu altera¢des no metabolismo primdrio da soja, principalmente
na utilizac@o de agucares, que também alterou a composi¢cao da parede celular. Desta forma, a
aplicacdo de PAC induziu o aumento do conteido de celulose, enquanto GA3 o aumento do

conteudo de lignina.

Palavras-chave: parede celular;, acamamento; lignina; celulose



1 Introducao

Atualmente, o Brasil consiste em um dos principais exportadores de soja no
mundo, no entanto a produgdo deste grao na safra 2018/ 2019 estd prevista para ter
decréscimos na ordem de 593 milhdes de toneladas, ocasionadas por reducdes na
produtividade brasileira (USDA 2019). Diversos fatores sdo correlacionados com os
decréscimos na produgdo agricola, como seca, alta e baixa temperatura, salinidade, vento
(Pandey et al. 2017). O vento pode interferir diretamente na incidéncia de acamamento,
que consiste no dobramento ou quebra definitiva do caule e/ ou raiz (Gardiner et al. 2016).
O deslocamento do caule € normalmente correlacionado com a morfologia da planta,
sendo o comprimento do caule uma das principais caracteristicas agrondmicas
melhoradas para resisténcia ao acamamento (Kamran et al. 2018b), reduzindo perdas
econdmicas significativas na agricultura (Zheng et al. 2017).

O comprimento da parte aérea interfere na incidéncia de acamamento quando esté
em desequilibrio com o peso e didmetro do caule, considerados fatores associados a for¢a
fisica do caule (Kashiwagi et al. 2008). A resisténcia do caule é uma propriedade
mecanica que dentre os principais parametros afetados sdo a geometria, as caracteristicas
estruturais e sua composicdo quimica (Shah et al. 2017). A composi¢cao do caule é
regulada pela densidade, que aumenta com maior volume da frac@o soélida, composta pela
espessura de células com crescimento secundario e com conteido de celulose (Shah
2013).

Estudos envolvendo a regulagdo dos niveis de GAs se iniciaram com a “revolucao
verde” na selecdo de culturas semi-anas (Binenbaum et al. 2018). Durante este periodo, a
introducdo de genes de nanismo em cereais como arroz [(semi-dwarfl (sdl)] e trigo
[reduced height-1(Rht-B1/ Rht-D1)] permitiu que a reducdo no comprimento do caule,
incapacitado de suportar o peso dos graos, aumentasse a resisténcia ao acamamento
(Hedden 2003). A identificagdo do gene de nanismo Rht, ortdlogo de Arabidopsis GAI e
dwarf8 no milho por Peng et al. (1997) permitiu compreender que a maior resisténcia ao
acamamento nas culturas melhoradas durante a revolucdo verde foi ocasionada pela

regulacdo dos niveis de GAs.



Muitas das cultivares resistentes a0 acamamento possuem a caracteristica de
encurtamento dos entrends por serem responsivas as GAs, sendo até os dias de hoje a
regulacdo deste hormdnio uma ferramenta importante para o desenvolvimento e
melhoramento de novas cultivares com estas propriedades (Liu et al. 2018). Um outro
fator que também interfere na menor resisténcia a curvatura do caule, consiste na
composi¢ao da parede celular, que varia com a espécie e o estado de desenvolvimento
dos tecidos (Loque et al. 2015). Durante a formacgao da parede celular priméria ocorre o
alongamento das células, sendo seus principais componentes microfibrilas de celulose,
hemiceluloses e pectinas (Cosgrove 2005); ja quando o alongamento € cessado se inicia
a deposi¢cdo de parede celular secunddria com deposicao de celulose, hemicelulose e
lignina (Loqué et al. 2015). A celulose € sintetizada na membrana plasmdtica no
Complexo Celulose Sintase (CSC) por uma familia de genes pertencentes a cellulose
synthase-A (CesA) na formagdo de parede primdria e secundéria (Cosgrove 2005; Yin et
al. 2009). A lignina € um polimero polifendico gerado pela oxidagdo de monolignois que
realizam ligacdes covalentes com as hemiceluloses proporcionando maior forga e rigidez
no desenvolvimento da parede celular (Zhong & Ye 2014).

Muitos estudos buscam correlacionar como a regulacdo dos niveis de GAs
poderiam impactar na composi¢ao da parede celular através dos teores de celulose e de
lignina (Bielmelt et al. 2004; Guo et al. 2015; Huang et al. 2015; Wang et al. 2017;
Falcioni et al. 2017, 2018). Andlises de expressdo de genes na biossintese de celulose,
dos conteidos de GAs e de anatomia permitiram inferir que no arroz o crescimento
secunddrio é regulado pelas GAs (Huang et al. 2015). Sendo essas alteracdes relacionadas
ao comprimento e nimero de fibras no xilema em espécies arboreas (Eriksson et al. 2000);
assim como redu¢do de acamamento através da regulacdo da biossintese de lignina em
milho (Kamran et al. 2018a) e trigo (Kamran et al. 2018b). Em plantulas de soja, a redugao
no conteudo de celulose induziu maior incidéncia de acamamento (Liu et al. 2016). No
entanto, existem muitas lacunas a serem elucidadas a respeito das causas do tombamento
do caule, assim como ndo se sabe se composicao quimica, crescimento e diferenciagdo

celular poderiam ser regulados por GAs na soja. Por este motivo o presente trabalho



buscou entender como a regulacdo dos niveis de GAs poderia regular o crescimento da

cultivar de soja UFVS 86B10, que apresenta héabito de crescimento indeterminado.

2 Material e métodos

2.1 Material vegetal e condigoes de cultivo

Sementes de soja (Glycine max (L.) Merril), cultivar UFVS 86B10, foram
adquiridas a partir do Banco de Sementes do Programa de Melhoramento da Qualidade
da Soja do Bioagro/UFV. A linhagem utilizada apresenta hébito de crescimento
indeterminado, que interfere no comprimento do caule com medidas superiores as
cultivares comerciais utilizadas. As sementes foram semeadas em bandeja de germinagdo
com substrato comercial (Tropstrato HT hortalicas®). Sete dias apés a germinacdo, as
plantulas foram transplantadas individualmente para vasos de SL. O substrato utilizado
para cultivo foi preparado a partir de uma mistura de 75% de solo do tipo argiloso, e 25%
de substrato comercial (Tropstrato HT hortalicas®). A adubagdo de base foi composta de
4,5¢g de calcario dolomitico, 3,8g de 4-4-18 (NPK), 3,8g de super fosfato simples, e 0,7g
de KClI por vaso.

Ao atingirem o estddio vegetativo V3 com o segundo trifélio completamente
expandido, as plantas foram submetidas as condi¢des: controle dgua (H>O); dcido
giberélico (GAz - Sigma-Aldrich®) (50 puM); paclobutrazol (PAC) (1000uM) e a
combinacdo entre ele (PAC + GA3).

A dgua e solu¢do com PAC foram distribuidos sobre as superficies dos substratos
em que a soja estava sendo cultivada aplicados como H>Oqe solu¢cdo de PAC em volumes
de 20 mL, respectivamente. Enquanto GAj3 foi pulverizado nas folhas. Duas semanas apos
a imposi¢ao dos tratamentos, foram realizadas avaliacdes de trocas gasosas, fluorescéncia

da clorofila a (Chl a), e coletas para andlises de crescimento e bioquimicas.

2.2 Andlise de crescimento
Para a avaliacdo da taxa de crescimento relativo (TCR) foram coletadas 20 plantas
(cinco por tratamento) para avaliacdo da relacdo biomassa acumulada antes e apds o
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periodo experimental. O modelo da equacdo utilizada foi determina como descrito por
Hunt (1978).

As demais plantas foram utilizadas para avaliacio do comprimento caulinar e
radicular (cm), didmetro do caule (mm), drea foliar total e especifica, e para a
quantificagdo da biomassa total e por 6rgaos especificos da planta. Adicionalmente a
quantifica¢do de biomassa, fracdes de massa foliar, caulinar e radicular foram utilizadas
para determinagdo da fracdo de biomassa acumulada de acordo com o carbono drenado
pelo 6rgdo (Ribeiro et al. 2012). A razdo entre a massa seca da parte aérea (folha, caule)
e da raiz também foi avaliada. A &rea foliar total (AFT) e drea foliar especifica (AFE)
foram avaliadas apds a retirada das folhas de cada unidade experimental as quais foram
fotografadas e mensuradas pelo programa Image J®. A avaliacdo da AFE (cm? g') foi
realizada conforme Zsogon (2011) através da relac@o entre a drea foliar total (cm) e a

massa seca da folha (g).

2.3 Trocas gasosas

As avaliagcOes referentes a trocas gasosas foram realizadas no terceiro trifélio
completamente expandido utilizando o analisador de gases gases a infravermelho (IRGA
- modelo portatil LI-6400xt, LI-COR Biosciences Inc., Lincon, Nebraska, USA). Foram
determinados a taxa de assimilacdo liquida de CO; (A); taxa transpiratéria (E);
condutancia estomatica ao vapor d’agua (gs) e concentragao interna e ambiente de CO»
(razdo Ci/Ca). Estas medidas foram realizadas no periodo da manhda em casa de
vegetacdo, mantendo a densidade de fluxo fotossintético (PPFD) a 1000 pmol m™ s,
concentracdo atmosférica de CO; + 400 ppm, temperatura ambiente e umidade relativa
62%, constantes. A quantidade de luz azul foi de 10% para maximizar a abertura
estomdtica (Flexas et al. 2008). Os parametros de respiragdo foram determinados em

camara de cultivo ap6s 1h de aclimatacao ao escuro.

2.4 Fluorescéncia da Chl a
Para a cinética de inducao foi utilizado o equipamento Minipam (Waz-Germany)

pelo método utilizado para medidas de fluorescéncia foi de pulso de saturacio, no qual o



terceiro trifélio completamente expandido foi aclimatado por um periodo de 30 min no
escuro, deixando os centros de reacdo completamente oxidados para posterior pulso de
luz saturante (PS= 8000 pmol m 2 s~! por 0,6s) obtendo o valor de fluorescéncia maxima
(Fm) (Schreiber et al. 1994). Posteriormente, as folhas foram iluminadas com luz actinica
(1200 umol m™2 s™!') por 7 min, com PS aplicado a cada 30 s obtendo os valores de
adaptacdo pos-PS (Fm’). Na cinética de curva de luz foi realizado uma rotina de
incremento na intensidade de luz actinica (150 — 2000 pmol m2 s ! por um periodo
inferior a 10 s) em periodos de pré-aclimatacdo de 30 s.

Os parametros de fluorescéncia da Chl a foram avaliados através de curvas de
indugdo rapida na fotossintese. No mesmo dia da determinacao da taxa de assimilacdo de
CO; foram realizadas medidas da fluorescéncia da Chl a no terceiro trifélio
completamente expandido com um fluordmetro do tipo MINI-PAM, Heinz Walz,
Effeltrich, Germany.

As medidas de fluorescéncia foram utilizadas no cdlculo dos parametros de
maéxima eficiéncia do FSII = [Fv/FM = (Fm-Fo) / Fm], a eficiéncia quantica atual do FSII
(¢PSII) = [Fm-Fs/Fm’], coeficiente de extin¢do fotoquimico (qP) = [(Fm’- Fs) / (Fm’-
Fo’)], o coeficiente de extingao ndo-fotoquimico (NPQ) = [NPQ = (Fm/Fm’)-1], e a taxa
atual de transporte de elétrons no FSII (ETR) = (AF/Fm’ x PPFD x 0.5 x 0.84) (Lima et
al. 2018; Neto et al. 2014).

2.5 Metabdlitos primdrios e proteinas soliiveis

Na quantificacdo dos metabdlitos primarios foram utilizadas amostras compostas
pelo caule e pelo terceiro trifélio completamente expandido. Estas foram coletadas,
pulverizadas em nitrogénio liquido, maceradas e posteriormente liofilizadas. A por¢io de
15 mg de massa liofilizada foi adicionado 250 pLL de ETOH 98%, em seguida a solucdo
foi incubada por 20 m a 80°C, sob agitagdo continua a 950 rpm. As amostras foram
centrifugadas a 14000 rpm a 4°C por 10 m, sendo o sobrenadante transferido para novos
tubos. Posteriormente, o processo de extracdo foi repetido com as concentracdes de

ETOH 80 e 50%. Na fracao etandlica solivel foram determinados os teores de clorofilas
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totais (Chl total), glicose, frutose, sacarose e aminodcidos totais; enquanto na fracao

insoluvel foram determinados os teores de proteinas totais e amido (Fernie et al. 2001).

2.6 Proteinas totais

A determinagdo de proteinas soluveis totais foi realizada de acordo com a
metodologia proposta por Gibon et al. (2004). Na fracdo insoluavel foi adicionado 1000
uL de ETOH 100%, seguida de centrifugagdo a 14000 rpm a 4°C por 10 m. Apds o
descarte do sobrenadante e nova centrifugacdo a 14000 rpm a 4°C por 5 m, foi adicionado
as amostras uma aliquota de 400 puLL. de NaOH 0,1 M sendo incubadas por 1h a 95°C sob
agitacdo continua a 450 rpm. A concentracdo total de proteinas foi calculada a partir de
uma curva padrao de albumina sérica bovina (BSA), e sendo os resultados expressos em

mg g'' MS.

2.7 Aminodcidos totais

Para obter a concentracdo de aminodcidos totais livres foi retirada uma aliquota
de 5 ul da fracdo etandlica soluvel obtida durante o processo de extracdo das amostras.
Esta aliquota foi utilizada para montagem do meio de reacdo constituido de 45 pL de
ETOH 70%, 50 pL de tampao citrato (Na-Citrato 1M + 0,2% de acido ascorbico, pH 5,2),
e 100 pL de nihidrina 1% (em ETOH 70%). A reacao foi incubada por 20 min a 95°C
protegida de iluminagdo. A concentracdo de aminodcidos totais livres foi calculada a

partir de uma curva padrio de leucina, sendo os resultados expressos em umol g'! MS.

2.8 Concentragdo de amido

A anélise de quantificacdo de amido foi obtida a partir da fracdo insolivel da
extracdo etandlica, apos adi¢do de NaOH 0,1 M (Fernie et al. 2001). A cada amostra,
foram adicionados 70 pL de &4cido acético glacial 1 M. Em seguida, a solucdo foi
centrifugada a 14000 rpm por 10 m. Para a degradacido do amido foram utilizados 60 pl
do mix de digestdo contendo as enzimas enzimas amiloglicosidade e o—amilase, tampao
acetato de sodio (0,5 M pH 4,9) e 40 uL. da amostra neutralizada com &cido acético

glacial. Posteriormente, as amostras foram incubadas por lh a 55 °C, sob agitacdo
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constante a 500 rpm. A leitura foi realizada com 10 pL da amostra, 160,7 pnL. do mix de
quantificacdo contendo tampao Hepes/ KOH (1 M pH 7,0 + MgCl, 30 mM), ATP (109
mM, NADP* 48,3 mM, e G6DPH II), e 3 puL. de hexocinase em uma cinética de 120
minutos a 340 nm. A concentracdo de amido foi obtida pelo valor da quantidade de

glicose degradada expressa em pumol de amido g' MS.

2.9 Concentragdo de clorofilas totais

Na determinagdo de clorofilas foram adicionados 120 pL. de ETOH 98% e 15 uL
do Mix de ETOH (ETOH 95, 80, 50 % 1:1:1) a 35 pL do extrato etandlico solivel. A
leitura foi realizada a 645 e 665 nm, sendo o calculo de Chl a= 5,21* abs 665nm — 2,07*
abs 645 nm e Chl b= 9,29* abs 645 nm — 2,74* abs 665 nm (Gibon et al. 2004; Sulpice
et al. 2009).

2.10 Concentracdo de agiicares

Para a determinacdo de glicose, frutose e sacarose foi utilizada a metodologia
proposta por Fernie et al. (2001). Aliquotas de 40 uL do extrato etandlico solivel foram
adicionadas a 160 pL do mix de quantificacdo (tampao HEPES /KOH 1 M + MgCl. 30
mM, ATP 109 mM, NADP* 48,3 mM, e G6DPH 1I), e 10 uL de ETOH 80%. A leitura
foi realizada a 340 nm até estabilizacdo da linha de base de acordo com a adicao das
enzimas hexocinase, fosfoglicose isomerase e invertase. O cdlculo foi obtido através da

equacdo AOD / (2,85%6,22), e os resultados expressos em pmol g'! MS.

2.11 Andlises de anatomicas e histoquimicas

AvaliagOes relativas a organizacdo estrutural, celular, espessura e nimero de
células foram realizadas em cortes anatomicos obtidos da regidao mediana do caule, do
segmento da raiz principal (2 cm) e da por¢do mediana do foliolo central da folha mais
jovem completamente expandida. Em seguida, as amostras foram fixadas em
formaldeido:acido acético 50% (FAAso) por 48 h e estocadas em etanol 70 % (Johansen,
1940). Os materiais vegetais foram posteriormente incluidos em metacrilato (Leica

Historesin® Plus), de acordo com as recomendagdes do fabricante. Cortes transversais de
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5 um de espessura da folha, caule e raiz foram realizados em micrétomo rotativo de
avango automadtico (modelo RM2155, Leica microsystems Inc., Deerfield, USA), e
depositados em laminas de vidro. Os materiais seccionados foram corados com solucao
de azul de toluidina a 0,05% em pH 4,0 (O’Brien et al. 1964), sendo em seguida lavados
em 4gua corrente.

As imagens para andlise quantitativa dos cortes anatdomicos foram obtidas por
camera fotografica digital (modelo Moticam 580 5.0 MP, Motic, Hong Kong) acoplada
ao microscopio 6ptico (modelo LOTUS MCXS51, Micros, Austria). Apds obtengao das
imagens foram avaliados os pardmetros quantitativos com o programa Image-Pro Plus®:
de area (espaco intercelular) e de espessura: na folha (faces abaxial e adaxial, mesofilo,
parénquima pali¢ddico e esponjoso); no caule (xilema, parénquima fundamental,
colénquima, cadmbio vascular, esclerénquima); e na raiz (epiderme, cortex, diametro do
cilindro vascular). Adicionalmente, foi realizado a contagem do niimero de células a partir
da padronizacio de uma 4rea conhecida de 100 pum? relativo ao nimero de células do

parénquima, colénquima e esclerénquima no caule.

Cortes transversais dos 6rgdos vegetais foram realizados a fresco e a mao livre,
corados de acordo com os compostos de interesse que se pretendia identificar. Para
andlise histoquimica de compostos de celulose, como [B-1,3 e B-1,4 glucanos,
polissacarideos carboxilados e calose foi utilizada a solucdo de Calcofluor White Stain
0,01% (Sigma-Aldrich®) de acordo com metodologia proposta por Hughes & McCully
(1975). Cortes a mao livre foram realizados no caule e raizes, e posteriormente corados
por 20 s com a solu¢do de Calcofluor. As imagens para andlise estrutural qualitativa foram
obtidas com objetiva de 4x através da camera fotogréfica digital (modelo Zeiss AxioCam
HRc, Gottinger, Germany) acoplada ao microscépio 6Optico (modelo AX-70 TRF,
Olympus Optical, Tokyo, Japan) e microcomputador com o programa de captura de
imagens Axion Vision.

Na andlise histoquimica para deteccdo de ligninas, foi utilizado o método de
coloragdo de com floroglucina 4cida (Johansen 1940). Secdes transversais da folha, caule

e raiz foram cortados a fresco. Os tecidos cortados foram colocados em contato por 5
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minem duas solugdes: uma de floroglucina 2% em acido cloridrico 25% e a outra de 4cido
cloridrico 25%. As imagens para andlise estrutural qualitativa da composi¢@o de lignina
foram obtida com objetivas de 5, 10 e 20x através de camera digital fotografica (modelo
Zeiss AxioCam 105 color - Z, Gottinger, Germany) acoplada ao microscépio 6ptico
(modelo Zeiss — Scope Al, Olympus Optical, Tokyo, Japan) e microcomputador com o

programa de captura de imagens Axion Vision.

2.12 Isolamento de parede celular

O isolamento de parede celular foi realizado de acordo com Acker et al. (2013)
em amostras del5 mg compostas por caule e folha liofilizadas. Foram adicionados as
amostras 1000 ul dos solventes em cada etapa de extracdo MQ-H>O 98° C, de ETOH 100
% 76° C, cloroférmio 59° C, e acetona 100% 54° C, respectivamente. O residuo da parede
celular obtido ao final dos processos de extracdes foi seco em evaporado rotativo a vicuo
por 8h. Em seguida o material foi submetido ao processo de hidrélise do amido (Fernie
et al. 2001), e posterior lavagem do pellet formado com ETOH (70%). Apds uma ultima
foi secagem em evaporado rotativo a vacuo por 4h foi obtido a parede celular isolada.

No material foi realizado uma nova extracdo para remoc¢ao de hemicelulose,
adicionando1000 puL de 4cido trifluoroacético 2M a parede celular que foi incubada por
2h a 99° C a 750 rpm. O sobrenadante foi retirado e ao pellet formado foram realizadas
trés lavagens sucessivas adicionando 1000 pL MQ-H2O com centrifuga¢des a 10000 rpm,
a 4° C por 10 min, entre elas. O pellet purificado foi lavado com 1000 pL de acetona e
centrifugado a 14000 rpm a 4° C por 3 min. A parede celular isolada para quantificacao
de celulose e lignina foi obtida ap6s secagem do material extraido em evaporador rotativo

a vacuo.

2.13 Quantificagdo de celulose e lignina

A quantificacdo de celulose foi realizada de acordo com Acker et al. (2013). Em
média 5 mg de parede celular isolada das amostras foram incubadas com 1000 pL de
dcido sulfirico 100% (H2SO4) por 1h a 90°C, sob agitacdo constante a 500 rpm.

Posteriormente foi realizada uma nova centrifugacao a 14000 rpm por 5 min a 4°C. Com
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a formacao de fases, foram retiradas aliquotas de 50 pL dos sobrenadantes e adicionados
150 pL de acido sulfarico 100%, e 30 ulLde fenol 5% para realizar a reagdo. As amostras
foram incubadas por 5 min a 90°C, sob agitacdo constante a 500 rpm, sendo
sequencialmente resfriadas em banho de gelo. A leitura foi realizada a 493 nm em
aliquotas de 100 pL retiradas dos meios de reacdo. A quantificacdo de celulose foi feita
com base na massa da parede celular utilizada e a equacao gerada a partir de um padrao
de celulose (Sigma-Aldrich®).

A quantificagdo de lignina foi conduzida através da versao modificada do método
do brometo de acetila (Foster et al. 2010; Acker et al. 2013). Apds a purificagdo da parede
celular, aproximadamente 6 mg do material foi dissolvido em 100 puL de brometo de
acetila 25% (diluido em acido acético glacial). Em seguida 4 pL de 4cido perclérico 60%
foi adicionado a solugdo e incubado por 30 min a 70° C, sob agitagdo constante a 850
rpm. O material foi posteriormente centrifugado a 14000 rpm por 15 min a 4°C, sendo ao
final da centrifuga¢do adicionado 1000 mL de 4cido acético glacial. Como produto da
diferenciacdo das fases, os sobrenadantes foram transferidos para novos tubos, enquanto
os pellets foram lavados com NaOH e acido acético com nova centrifugagdao de 14000
rpm a 4°C por 15 min.

O volume final foi ajustado para 2 mL com dcido acético, e o material foi mantido
em temperatura ambiente por 20 min até a leitura. O teor de lignina foi determinado em
200 pL/ poco pela leitura da absorbancia a 280 nm em leitor de placas UV. O coeficiente
utilizado para determinar a porcentagem de lignina solivel em brometo de acetila na soja
foi com base no coeficiente de determinacio de Arabidopsis (15,69 g') (Vogel 2008;
Foster et al. 2010). O célculo de lignina foi feito de acordo com a concentracio de lignina
solivel em brometo de acetila, em que: Lignina = [Abs/ (coeficiente x comprimento de
percurso da placa)] x [(2 ml x 100%) / peso (mg)], onde; a concentragdo de lignina € dada
em pg mg! de parede celular.

2.14 Andlise de expressdo

Amostras compostas do caule e do trif6lio foram coletadas, maceradas e

homogeneizados em TRIzol® (ThermoFisher scientific) para isolar o RNA de acordo com

recomendacdes do fabricante. Posteriormente, em média 10 pg RNA isolado foi
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adicionado DNase I (Invitrogen®) de acordo com o protocolo do fabricante. A quantidade
e qualidade da amostra de RNA foram determinadas utilizando Nanodrop 2000C
(Thermo Scientific, Wilmington, DE).

O cDNA foi sintetizado a partir do RNA com Super Script™ III, First-Strand
Synthesis System Kit (Invitrogen®, Carlsbad, Califérnia, Estados Unidos). A corrida de
RT-qPCR foi realizada no equipamento CFX96 Touch™ (BIO-RAD), utilizando SYBR
Green I (Laboratérios Bio-Rad, Hercules, CA). O perfil de expressao gé€nica foi
normalizado através do gene Gmp-actina (F5’ -TGGACTCTGGTGATGGTGTG-3’ e
R5’-CTCAGCAGAGGTGGTGAACA-3") como controle endégeno (Li et al. 2015),
sendo calculado os niveis relativos de expressdo de 224! de acordo com metodologia de
Livak & Schmittgen (2001). Os primers de genes especificos para biossintese de celulose
e lignina na parede celular da soja desenhados foram: foram Gm4CL (F5-

CAGCTTCAGAGGGGTAGTGC-3> e R5-CAGCGCCAGAACCAATATGC-3),

GmCCoAOMT (F5’-GGCTGGTGTAGAGCACAAGA-3’ e
RS’ TATCGGCATCAACGAAGGCA-3’), GmCESAS (F5°-
TCAAAGGTCTCATGGGTCGC-3" e R5’-TATGGCAATGCAGGTCTCGG-3’), e
GmCESA7 (F5’-TGGTCGCTGGGTCACATAAC-3’ e R5’-

CCACACTCATTGCAAGCCAC-3’). As médias foram comparadas pelo teste de Dunnet
(P<0,05).

Gene Nome Reacio catalisada Funcio
Gm 4CL  Glycine max 4-coumarate- ATP + 4-coumarate +  CoA ligase que representa a enzima
CoA ligase-like 7-like CoA AMP + de ponto de ramificacio do
diphosphate + 4- metabolismo da rota de
coumaroyl-CoA fenilpropandides na planta,

catalisando a ativacdo do 4cido 4-
coumarico e varios outros derivados
do acido cindmico hidroxilado e
metoxilado aos ésteres de CoA
correspondentes em uma reacao em
duas etapas.

Gm Glycine S-adenosyl-L- Proteinas envolvidas na biossintese
CCoAO max probable caffeoyl- methionine + caffeoyl- da via fenilpropandide, que faz parte
MT CoA = S-adenosyl-L-
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CoA O-methyltransferase homocysteine + do metabolismo do composto

At4g26220-like feruloyl-CoA aromatico.
Gm CesA7 Glycine max cellulose Subunidade catalitica de complexos
synthase A catalyticsubunit terminais de celulose sintase
7 UDP-glucose + (1,4- ("rosetas"), necessaria para a
beta-D-glucosyl)(n) =  cristalizacdo de microfibrilas beta-
Gm CesA8 Glycine max cellulose UDP + (1,4-beta-D- 1,4-glucanas, um dos principais
synthase A catalytic glucosyl)(n+1) mecanismos de formacdo da parede
subunit 8 celular. Envolvido na formacdo da
parede celular secundaria.

Necessario para o espessamento da
parede celular do xilema

2.15 Andlise estatistica e design experimental

O estudo foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado
(DIC), com uma cultivar UFVS 86B10, um periodo de aplicacdo dos
tratamentos (estddio vegetativo V3) e quatro tratamentos (controle, GA3s,
PAC, e PAC + GA3) com 10 repeti¢des, totalizando 40 unidades
experimentais. As andlises estatisticas foram realizadas através da andlise de
variancia (ANOVA), seguida de teste de Duncan (P<0,05) para comparagdo

das médias dos tratamentos através do Software Genes (Cruz, 2013).

3 Resultados

3.1 GAsz e PAC alteraram o crescimento e o acumulo de biomassa na raiz, no caule e nas
folhas

O crescimento da parte aérea de plantas de soja foram modificados apés
tratamento com GA3, PAC e PAC + GA3 sendo o maior comprimento obtido com GA3 e
o menor com PAC (Figura 1). O tratamento com PAC reduziu em 55,6% o comprimento

do caule, por outro lado, a aplicacdo de GA3 induziu aumento de 64,2%, comparado a
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média do controle (Figura 2A). Mesmo com o efeito inibitorio do PAC, a presenca de
PAC+GA; permitiu a retomada de crescimento do caule (Figura 2A). Embora o
crescimento do caule tenha sido alterado em comprimento, ndo foram observadas
diferencas no didmetro do caule (Figura 2B), nem no comprimento da raiz (Figura 2C).

A massa seca total da planta e a matéria seca de folhas ndo diferiram entre os
tratamentos (Figura 3A e C). Por outro lado, foram observadas alteracdes na alocagdo de
biomassa no caule e na raiz (Figura 3B e D). A aplicagao de GA3 aumentou em 36,4% a
biomassa do caule. Ja o tratamento com PAC induziu 40% de reduc@o no peso seco do
caule, mas quando aplicado em conjunto com GAj3 induziu a reducdo de biomassa na
regido, conferindo um maior acimulo de massa. O peso seco da raiz mostrou ter sido
apenas no tratamento com PAC o incremento de massa no 6rgao.

A taxa de crescimento relativo aumentou em soja apds os tratamentos GA3 e
PAC+GA; (Figura 4A). Os resultados da fracdo de massa foliar, radicular e caulinar
(Figura 4B, C e D) seguiram a mesma tendéncia das médias obtidas na quantificacio da
massa seca nestes 6rgaos (Figura 3C, D e B). A razdo entre a biomassa acumulada na
parte aérea e nas raizes reduziu apenas no tratamento com PAC (Figura 4E). Os demais
tratamentos nao influenciaram nesta relagdo, e mantiveram a propor¢ao (maior que 1) de
massa seca alocada na parte aérea maior que na raiz. Medidas da area foliar e da édrea
foliar especifica foram reduzidas apds tratamento com PAC (Figura 4F e G).
Adicionalmente, a aplicagdo de GAz e de PAC + GA3 também reduziu a area foliar

especifica com relacao ao controle (Figura 4G).

3.2 Alteragdo dos niveis de GAs, modificou a organiza¢cdo morfo-anatéomica em folha,
caule e raiz de soja

Em folhas, a aplicacdo de GA3 induziu reduc@o no tamanho das células do limbo
foliar, refletindo em aumento no espaco entre as células (Figura SE). Apds aplicacao dos
tratamentos, ndo houve alteragdo na espessura da epiderme abaxial e adaxial, e nem na
espessura do parénquima pali¢adico (Figura 5F, H e I). Contudo, a presenga de PAC

resultou em aumento na espessura do mesofilo e do parénquima esponjoso (Figura 5G e

18



J). Ja na presenca de GA3 houve redugdo na espessura do parénquima esponjoso (Figura
5)).

As medidas realizadas para verificacdo da espessura do xilema indicaram em
caule que GA3 e PAC + GAj; foram os tratamentos responsdveis por induzir o maior
desenvolvimento desta regido, seguido pelo tratamento com PAC (Figura 6B, C, D e E).
O GA; também aumentou a espessura do esclerénquima (Figura 6F e J). Ja a espessura
do cambio vascular do caule aumentou apenas com a aplicagao de PAC + GAj; (Figura
61). Apesar de haver diferencas na espessura do parénquima e esclerénquima (Figura 6F
e J), ndo foram observadas alteragdes em relacdo ao nimero de células em nenhum dos
tecidos analisados (Figura 6H, K e L).

Em raizes, a espessura da epiderme radicular ndo apresentou alteracdes apds a
aplicacdo dos tratamentos (Figura 7E). Por outro lado, a espessura do cortex da raiz e o
diametro do cilindro vascular reduziram apds a aplicagcdo dos tratamentos, principalmente

com GAj3 (Figura 7F e G).

3.3 Regulacdo hormonal de GAs por PAC induziu aumento nas trocas gasosas e maior
eficiéncia na fluorescéncia da clorofila a

A aplicagdo de PAC e PAC+GA; induziu melhor rendimento na fotossintese
liquida, sendo 19,62 e 8% maior que o tratamento controle, respectivamente (Figura 8A).
Para os outros paramentos avaliados, concentra¢do interna de CO», razdo Ci/ Ca,
eficiéncia fotoquimica maxima do FSII, condutincia estomatica, taxa transpiratéria e
respiracdo no escuro, nao houve variagdo apds aplicagcdo dos tratamentos (Figura 8B-G).

De acordo com os resultados de fluorescéncia da Chl a, o tratamento com PAC,
seguido pelo tratamento com GA3 resultaram em melhor rendimento fotoquimico via qP
durante toda a curva de indugdo (Figura 9A). Entretanto, quando aplicados juntos
(PAC+GA3) apresentaram menores valores de qP. Este mesmo padrao de resposta foi
obtido para os paramentos na taxa de transporte de elétrons (ETR) (Figura 9B) e
rendimento quantico do ®PSII (Figura 9C). J4 os resultados do NPQ evidencioram
melhor resposta para o tratamento com GAj3 seguido do tratamento com PAC+GA3

(Figura 9D).
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3.4 Regulagdo dos niveis de GAs induziu respostas distintas no metabolismo primdrio
Apenas o teor de proteinas totais ndo apresentou diferencas entre os tratamentos
(Figura 10A). A concentracdo de aminoécidos totais foi alterada apenas no tratamento
com PAC, apresentando aumento de 64% em relacdo ao controle (Figura 10E). O
contetdo de amido foi reduzido em todos os tratamentos com GAj3 (Figura 10B). Para os
niveis de agucares o tratamento com PAC foi responsdvel por aumentar a concentracao
de sacarose (Figura 10F), e reduzir a concentragao de frutose e glicose (Figura 10C e D).
Ja o tratamento com GAj3 induziu resposta contrdria, reduzindo sacarose e aumentando
frutose e glicose. Adicionalmente, o tratamento com PAC+GA3 permitiu aumento nos
niveis de frutose e glicose. Quanto a Chl total, apenas o tratamento com PAC permitiu

aumento nos teores desse composto (Figura 10G).

3.5 GAs e PAC induziram mudancas na localizacdo e na biossintese de celulose e lignina
na parede celular

Para avaliar a localizagdo e a composi¢do de lignina na folha, caule e raiz, cortes
transversais desses 6rgaos foram avaliados com o corante Floroglucina dcida (Figura 11
A-L). A coloracdo vinho releva reacdo positiva para as estruturas compostas por lignina.
Para folhas, € possivel visualizar que o tratamento com GA3 teve maior nimero de células
lignificadas nas regides do xilema, periciclo e endoderme (Figura 11B). O mesmo efeito
foi evidenciado, porém com menor intensidade na coloracdo, na nervura mediana de
folhas tratadas com PAC+GA;3 (Figura 11D). O tratamento com PAC interferiu em menor
nimero de células lignificadas na regido do periciclo e endoderme (Figura 11C).

Para o caule, as principais regides coradas foram o xilema e as células
esclerenquimdticas. O tratamento com GA3 induziu maior formagdo de células do
esclerénquima com lignina (Figura 11B). Por outro lado, ao visualizar a regido de
coloragdo no sistema vascular, € possivel observar que o xilema possui menor espessura
de células lignificadas do que os demais tratamentos (Figura 11A-D). Ja o tratamento
com PAC, promoveu efeitos distintos na lignificacao do caule comparado ao GA3, como
menor nimero de células esclerenquimaticas lignificadas (Figura 11C). O tratamento com

PAC + GAj; apresentou semelhanga ao efeito isolado da aplicacao do PAC na formacgéao
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de células lignificadas no esclerénquima e no xilema (Figura 11D). Na raiz ndo foi
observado diferenca na composi¢ao da parede celular apds aplicagao dos tratamentos.

A reducdo dos niveis de GAs no tratamento com PAC induziu aumento na
concentragdo de celulose na parte aérea de plantas de soja (Figura 11M). Contudo, essa
resposta nao foi observada quando aplicado em conjunto com GA3 no tratamento PAC +
GA3 (Figura 11M). Por outro lado, a aplicacdo de GAsj, alterou negativamente a
concentracdo de celulose no tratamento isolado, e provavelmente foi o responsavel pela
reduc¢do no tratamento com PAC + GAj3 (Figura 11M).

A concentragdo de lignina na parede celular foi alterada de maneira distinta entre
os tratamentos. O PAC promoveu reducdo nos niveis de lignina na parte aérea de soja
(Figura 110). J4 os tratamentos GA3; e PAC + GA3 foram responsdveis pela maior
elevacdo no conteddo de lignina (Figura 110). O contetdo de lignina na composi¢ao de
plantas tratadas com GAj3 foi maior em relacao as plantas controle e as tratadas com PAC.
A relagdo entre o conteudo de celulose e de lignina na parte aérea foi realizada para avaliar
o efeito dos tratamentos (Figura 11N). Os resultados evidenciaram que plantas tratadas
com PAC apresentaram a maior parte da composi¢cao da parede celular composta por
celulose do que de lignina, sendo esta propor¢do muito maior do que as dos demais
tratamentos. A propor¢do de celulose e lignina na composi¢do da parede celular dos
tratamentos com GA3; e PAC + GAj3 revelam existir um balango entre estes dois

compostos, sendo esta caracteristica similar a condi¢cdo controle (Figura 110).

3.6 Gm4CL apresentou variacdo na expressdo apos aplicacdo de GAs e PAC

A expressao relativa do Gm4CL, que € um intermedidrio da rota de biossintese de
lignina, mostrou que os tratamentos influenciaram a regulacdo dessa via, uma vez que
tanto as plantas tratadas com PAC quanto as com GA3 reduziram significativamente a
expressao desse gene em relacdo ao controle (Figura 13A). Para a expressao do gene
GmCCoAOMT, relacionado a via principal de biossintese de lignina, ndo houve

diferencas de expressao entre os tratamentos (Figura 13B).
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4 Figuras capitulo 1

Figura 1. Variacdo no crescimento e desenvolvimento da parte aérea em soja apds
tratamento com GAjz e PAC. Para induzir a variacio nos niveis de GAs foram aplicados:
dgua (controle), 50 uM de 4cido giberélico (GA3), 1000 uM de paclobutrazol (PAC), 50

uM de écido giberélico+ 1000 uM de paclobutrazol (PAC+GA3).
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Figura 2. Comprimento do caule (A), didmetro do caule (B) e comprimento da raiz (C)
em soja apés tratamento com dgua (controle), 50 uM de 4cido giberélico (GA3), 1000 uM
de paclobutrazol (PAC), 50 uM de acido giberélico + 1000 uM de paclobutrazol
(PAC+GA3). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan
(P<0,05) (n=4).
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Figura 3. Avaliacdo do peso seco da planta (A), do caule (B), da folha (C) e da raiz (D)
de soja apds tratamento com agua (controle), S0 uM de 4cido giberélico (GA3), 1000 uM
de paclobutrazol (PAC), 50 uM de &cido giberélico + 1000 uM de paclobutrazol
(PAC+GA3). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan
(P<0,05) (n=4).
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Figura 4. Taxa de crescimento relativo (A), fracdo de biomassa foliar (B), radicular (C)
e caulinar (D), razdo parte aérea:raiz (E), area foliar (F) e drea foliar especifica (G) em
soja apOs tratamento com agua (controle), 50 uM de 4cido giberélico (GA3), 1000 uM de
paclobutrazol (PAC), 50 uM de 4cido giberélico + 1000 uM de paclobutrazol
(PAC+GA3). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan
(P<0,05) (n=4).
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Figura 5. Anatomia foliar e andlise quantitativa dos cortes anatdmicos em soja apds
tratamento com dgua (controle), 50 uM de 4cido giberélico (GA3z), 1000 uM de
paclobutrazol (PAC), 50 uM de é4cido giberélico + 1000 uM de paclobutrazol
(PAC+GA3). A-D: limbo e a nervura foliar mediana corada com azul de toluidina 0,05%;
E-J: medidas de drea e de espessura das estruturas do limbo foliar. Legenda: pp,
parénquima palicadico; ps, parénquima esponjoso; ue, epiderme abaxial; le, parénquima
esponjoso; X, xilema; fl, floema; en, endoderme. Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem entre si pelo teste de Duncan (P<0,05) (n=3).
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Figura 6. Anatomia do caule e andlise quantitativa dos cortes anatdmicos em soja apos
tratamento com agua (controle), 50 uM de 4cido giberélico (GAs), 1000 uM de
paclobutrazol (PAC), 50 uM de 4cido giberélico + 1000 uM de paclobutrazol
(PAC+GA3). A-D: cortes transversais do caule corados com azul de toluidina 0,05%; E-
L: medidas de espessura e contagem do numero de células no caule. Legenda: P,
parénquima da medula do caule; X, xilema; Fl, floema; S, esclerénquima; Vc, cambio
vascular; Fp, células do parénquima fundamental; Fc, células do colénquima
fundamental. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan

(P<0,05) (n=3).

26



m
>

Control

-
N

thickness (um)
(-]

Root epidermis

o

n
~
(2
o

(<)
o
o

Root cortex
thickness (um)
N
(4]
o

ﬁﬁlﬁ

o

@
H [<2]
o o
o o

diameter(um)
N
o
o

Vascular cylinder

il

Control GA, PAC PAC + GA,

Figura 7. Anatomia da raiz e andlise quantitativa dos cortes anatdbmicos em soja apds
tratamento com dgua (controle), 50 uM de 4cido giberélico (GAsz), 1000 uM de
paclobutrazol (PAC), 50 uM de é4cido giberélico + 1000 uM de paclobutrazol
(PAC+GA3). A-D: cortes transversais da raiz principal corados com azul de toluidina
0,05%; E-G: medidas de espessura e contagem do nimero de células na raiz. Legenda:
Ve, cambio vascular. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
Duncan (P<0,05) (n=3).
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Figura 8. Parametros fotossintéticos em soja apds tratamento com dgua (controle), 50
uM de 4cido giberélico (GA3z), 1000 uM de paclobutrazol (PAC), 50 uM de &4cido
giberélico + 1000 uM de paclobutrazol (PAC+GA3). Taxa de assimila¢do liquida de CO>
(A); concentragao interna de CO» (B); razdo Ci/Ca (C); eficiéncia fotoquimica méxima
do FSII (D); condutancia estomatica (E); transpiracdo (F) e respira¢do no escuro (G).
Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan (P <0,05).
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Figura 9. Parametros de fluorescéncia da Chl a gerados por curva de indugdo da
fotossintese em soja ap0s tratamento com dgua (controle), 50 uM de 4cido giberélico
(GA3), 1000 uM de paclobutrazol (PAC), 50 uM de &cido giberélico + 1000 uM de
paclobutrazol (PAC+GA3). A: queenching fotoquimico; B: taxa de transporte de elétrons
no FSII; C: rendimento quantico do FSII; D: NPQ: gueenching nao-fotoquimico do FSII.
Médias dos tratamentos sdo apresentadas em circulos juntamente com o erro padrdao
(n=13).
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Figura 10. Metabolismo primdrio da parte aérea de soja apds tratamento com dgua
(controle), 50 uM de écido giberélico (GA3), 1000 uM de paclobutrazol (PAC), 50 uM
de 4cido giberélico + 1000 uM de paclobutrazol (PAC+GA3). A: proteinas totais; B:
amido; C: frutose; D: glicose; E: aminiacidos totais; F: sacarose; G: clorofilas totais.
Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan (P <0,05).
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Figura 13. Andlises da expressao relativa (RT-qPCR) do gene Gm4CL na biossintese de
lignina na parte aérea da soja apds tratamento com: dgua (controle), 50 uM de 4cido
giberélico (GA3); 1000 uM de paclobutrazol (PAC); 50 uM de acido giberélico + 1000
uM de paclobutrazol (PAC+GA3). Médias indicadas com asterisco diferem do tratamento
controle pelo teste de Dunnett (P <0,05).

5 Discussao

Para melhor entendimento do processo morfofisiolégico e molecular envolvido
no acamamento da cultura da soja, o presente trabalho regulou os niveis do hormoénio
giberelina através da aplicacdo de GA3 e PAC que geraram modificacdes no crescimento
e desenvolvimento da parte aérea, nos parametros fotossintéticos, nos metabdlitos
primdrios, teores de lignina e celulose e dos genes envolvidos na sintese desses dois
compostos. Em outras espécies como milho (Kamran et al. 2018a), trigo (Peng et al. 2013;
Kamran et al. 2018b) e pequenos cereais como Eragrostis tef € Eleusine coracana (Plaza-
Wiithrich et al. 2016) j4 foi evidenciado a utilizagdo do PAC na reducdo do comprimento
médio do caule para o aumento da resisténcia fisica ao acamamento. Todavia, apesar
desses trabalhos demonstrarem os efeitos ocasionados pela aplicacio de PAC sobre o
acamamento, informagdes relacionadas a cultura da soja sdo escassas. Adicionalmente,
estes estudos avaliam apenas o efeito da aplicacdo do regulador sobre alguns aspectos
gerais da cultura, sem avaliar respostas morfofisiologicas e moleculares envolvidas nesse
processo (Sankhla et al. 1985; Cruciol et al. 2014; Mansour, 2014).

A aplicacdo de PAC para modulacao do crescimento na soja induziu alteragcdes na
parte aérea, principalmente no caule. A redugdo dos niveis de GAs promoveu reducdes
no comprimento, no peso seco e na fracdo de biomassa acumulada no caule
provavelmente, evidenciando sua acao inibitdria sobre enzimas responsaveis por catalisar
importantes etapas da biossintese do hormonio. Por outro lado, ndo houve redugdo no
diametro do caule apds tratamento com PAC, sendo o aumento da espessura do caule uma
importante caracteristica fenotipica para manutencdo do centro de gravidade e
consequentemente menor incidéncia de acamamento (Kamran, et al. 2018a).

Outro resultado observado com a aplicagao de PAC foi a redug@o na razdo de

biomassa entre parte aérea e raiz devido a menor biomassa acumulada no caule. Neste
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trabalho, a aplicacdo de PAC+GA; foi capaz de reestabelecer o crescimento relativo, a
expansdo foliar e a por¢ao de biomassa do caule, aumentando a propor¢ao de biomassa
na parte aérea em relacao a raiz. A retomada do crescimento da parte aérea com aplicac¢io
de GA3 em plantas tratadas com PAC, evidenciaram que a presenca de GAs € necessdria
na conexao entre suprimento de energia metabdlica e o crescimento (Ribeiro et al. 2012b).
A redugdo dos niveis de GAs com aplicagdo de PAC resultou em menor area foliar total
e especifica, possivelmente pela menor taxa de expansiao foliar (Stowe & Yamaki 1957;
Hedden & Sponsel 2015).

Alteragdes na anatomia foliar mostraram que maiores niveis de GAs interferem
na organizacdo estrutural da folha através do aumento do espaco intercelular e menor
espessura do mesofilo e do tecido esponjoso, uma vez que a maior espessura do mesoéfilo
e do parénquima esponjoso induzem maior capacidade de absor¢do de energia luminosa
por maior concentragdo de pigmentos fotossintéticos e melhor rearranjo estrutural
(Falcioni et al. 2017). A organizagdo anatdomica das folhas e a maior concentracdo de Chl
totais em soja tratada com PAC provavelmente induziu taxas fotossintéticas superiores.

Além das andlises de crescimento e desenvolvimento da planta, a anatomia do
caule se mostrou alterada com a aplicagdo de GA3 induzindo maior crescimento
secunddrio na regido. Através de teste histoquimico foi possivel observar que o GA3
induziu maior composicdo com lignina em células esclerenquiméticas no caule e nos
elementos de vasos do xilema no caule e na folha da soja. A concentracdo de lignina na
parede celular foi superior nos tratamentos com GA3 (GA3 e PAC+GA3) que resultou em
feixes vasculares mais desenvolvido no caule, apesar da expressdo relativa do gene
envolvido no inicio da via de biossintese dos fenilpropanoides Gm4CL ter sido
significativamente reduzida. Na raiz nao houveram modificagdes expressivas na andlise
estrutural e na histoquimica para deteccdo de lignina que sugerissem alteragdes
relacionadas as maiores concentragdes de GA3 em soja. Diferentemente de Wang et al.
(2017) que observaram aumento no desenvolvimento do xilema secundario radicular e
maior lignificacdo em cenoura ap0s aplicacdo de GAs.

As GAs sdo relatadas como sendo fito-hormdnios necessdrios para induzir a

diferenciagdo e o aumento no nimero de fibras do xilema no caule de espécies arboreas
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(Eriksson et al. 2000). No caso de plantas herbaceas como Arabidopsis, GAs sdo
responsdveis pelo controle da diferenciacdo do xilema e na formacao de fibras (Ragni &
Greb 2017), e de acordo com os resultados observados neste trabalho a mesma fungao
parece ser desempenhada na soja.

Antes da formacdo da parede secunddria, a parede celular ¢ composta por
polissacarideos como celulose e [-1,4-glucanos (Schneider et al. 2017). Os principais
genes envolvidos na sintese de celulose para a formacao da parede celular secundédria em
Arabidopsis sdo reconhecidamente AtCesAS, AtCesA7 e AtCesA4 (Tuner & Somerville
1997). Em soja, a aplicagdo de PAC ndo gerou diferencas significativas na analise de
expressao relativa de alguns genes envolvidos na biossintese de celulose, sugerindo que
diferentemente de monocotiledoneas (Huang et al. 2015), a sinalizagdo por GAs nao
interferem nos fatores de transcricio que iniciam a sintese de celulose. Pela andlise
histoquimica da celulose, plantas tratadas com GAj3 apresentaram maior fluorescéncia nas
camadas dérmicas e nos raios dos feixes vasculares do que as raizes ndo tratadas. Em
raizes de Arabidopsis, dentre os tecidos formados na zona de alongamento, a endoderme
representa o tecido com maior dependéncia de GAs e requer a inibicdo de proteinas
DELLA para inducdo do crescimento (Ubeda-Tomés et al. 2008).

As plantas t€ém desenvolvido processos adaptativos a incidéncia de acamamento
através da organizacdo da estrutura interna do caule e manuten¢do da pressdo de turgor
em orgdos lignificados (Gardiner et al. 2016). Angiospermas possuem estratégias de
resisténcia estrutural como o desenvolvimento de tecidos e células especificas ao
processo de crescimento (Shah et al. 2017). A importancia da composi¢cdo da parede
celular durante o crescimento secundario pode ser observada em mutantes de Arabidopsis
com irregular xylem 3 (irx3) por exemplo, que mesmo com produgio de lignina durante
o crescimento secundario, mas por serem deficientes na deposi¢ao de celulose, induzem
o colapso dos vasos do xilema por ndo suportar for¢as de pressdo negativas (Turner &
Somerville 1997). Outro exemplo consiste no estudo de Xiao et al. (2017) com linhagens
transgénicas de Arabidopsis com super-expressio de POLYGALACTURONASE
INVOLVED IN EXPANSION2 (PGX2) que ao apresentar fen6tipos como o crescimento
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do caule alongado, maior rigidez e composi¢ao de lignina na parede celular que induziram
maior susceptibilidade ao acamamento do que em plantas selvagens.

Desta forma, a redugao dos niveis de GAs por PAC poderia contribuir na formacao
da macro e micro estrutura do caule através do aumento da composicao da parede celular
por celulose, e ndo por lignina na soja (evidenciado com a aplicacdo de GA3). Kohler &
Spatz (2002) observaram que maiores contetidos de lignina podem ndo ser necessarios,
pois nem todos os tipos deste composto sdo relevantes para manutencio das propriedades
mecanicas do caule. Uma vez que a composicao da parede celular varia com a espécie,
o tipo de tecido e desenvolvimento (Loqué et al. 2015) o aumento do contetido de celulose
em plantas com niveis reduzidos de GAs na soja poderia aumentar a resisténcia ao
acamamento tal como observado no trabalho de Wang et al. (2012) com trigo.

No metabolismo primdrio da soja baixos niveis de GAs via aplicacdo de PAC
resultou em aumento no teor de aminodcidos e Chl total, mas a concentragdo de proteina
nao foi alterada. Este resultado pode ter sido ocasionado pelo aumento no contetido de
nitrogénio para a parte aérea, tendo em vista seu papel na formagdo destes compostos
(Ribeiro et al. 2012b). Provavelmente, maiores concentracdes de aminoacidos totais em
plantas tratadas com PAC sdo decorrentes da reducdo da parte aérea, pois o acimulo de
compostos de alta energia sdo energeticamente caros, desse modo se justifica a reducao
dos gastos em compostos de carbono para o crescimento (Ribeiro et al. 2012).

O crescimento é um processo que demanda maior disponibilidade de energia,
desta forma o metabolismo de amido deve ser regulado de maneira equilibrada para que
ndo ocorra estresse por sua indisponibilidade (Lastdrager et al. 2014). Em soja, € possivel
ocorrer modificagdes no armazenamento ou conversao dos produtos de armazenamento
como o amido com flexibilidade na utilizagdo de seus foto-assimilados (Stitt & Zeeman
2012). A concentracdo de amido na parte aérea da soja foi alterada com aumento ou
redu¢do nos niveis de GAs. A utilizacdo desta energia de reserva poderia estar
correlacionada com a maior producio de biomassa na parte aérea (plantas tratadas com
GA3) ou na raiz (plantas tratadas com PAC). Esse resultado corrobora em parte com o
relatado por Martins et al. (2019) em tomate, que observaram a ocorréncia de decréscimo

gradual no conteido de amido de acordo com a reduc@o dos niveis de GAs. Tendo em
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vista que neste estudo o aumento nos niveis de GAs com a aplicacdo de GA3 também
reduziu o contetido de amido.

Mudangas considerdveis foram observadas no metabolismo primdrio da parte
aérea, principalmente no tratamento com baixos niveis de GAs via aplica¢do de PAC. Um
dos efeitos foi o aumento no teor de sacarose, com concomitante redu¢do no teor de
frutose e glicose. O efeito dos agucares no crescimento das plantas em desenvolvimento
¢ diversificado, no qual a sacarose € a principal via de regulacdo do crescimento
(Lastdrager et al. 2014). A reducao dos niveis de GAs com a aplicacdo de PAC resultou
em menor producdo de biomassa na parte aérea, provavelmente por menor utilizacdo de
sacarose durante seu crescimento, uma vez que sua exportacao induz maior producgdo de
biomassa. Os niveis de sacarose podem ter sido incrementados pela atividade da
sacaroses-fosfato sintases (SPS) na conversao de UDP-glicose e frutose em sacarose,
(Ruan 2012).

Os fitohormonios detém mecanismos regulatorios no transporte de assimilados,
sendo as GAs reconhecidamente responsédveis por influenciar a relagdo forga-dreno,
através do aumento na utilizacdo de nitrogénio do solo (N) e aumento da fotossintese
(Igbal et al. 2001). Incrementos na assimilacdo de CO» requer maior producdo de energia
em forma de agucares e/ou amido, sendo a sacarose o tipo de agicar mais transportado,
mas sua utilizacdo depende da clivagem de hexoses e de enzimas como a sacarose sintase
(SUS) e invertases (Sturm 1999). O aumento dos niveis de GAs com aplicacdao de GA3
regulou os niveis de acucares diferentemente. J4 o aumento da concentracao de frutose e
glicose nestas plantas poderia estar relacionado a atividade de SUS e invertases. A SUS
poderia estar regulando a degradacdo de sacarose na presenga de UDP em UDP-glicose
e frutose para aumento da biossintese de celulose (Ruan 2012). Apesar do contetido de
celulose ndo ter sido incrementado neste tratamento, é possivel que esta regulacio tenha
sido responsdvel por aumentar o conteido de lignina. Em algodao por exemplo, o
aumento do nimero de fibras lignificadas foi correlacionado a maior atividade da SUS
(Bai et al. 2014). As invertases também podem ter influenciado o aumento nas
concentracdes de frutose e glicose, uma vez que seu papel regulatério também esta

correlacionado a particdo de carbono e forca do dreno (Ruan 2012).
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6 Conclusao

Tendo em vista os problemas enfrentados na agricultura, sendo a ocorréncia de
acamamento um deles, a regulacdo dos niveis de GAs nas plantas continua sendo uma
ferramenta satisfatéria. A utilizagdo de PAC como regulador de crescimento na cultura
da soja foi satisfatoria para reduzir o porte da planta. As alteracdes morfoldgicas e
fisiolégicas induzidas pelo PAC foram favordveis para controlar o acamamento como
redu¢do no comprimento do caule e acimulo de celulose na composi¢do da parede
celular. A regulacdo de GAs proporcionou além da redugcdo do porte, plantas com
anatomia foliar, caulinar e da raiz diferenciadas, que resultou em melhorias na eficiéncia
fotossintética, utilizagdo e producido de metabdlitos primdrios. A partir da aplicacdo de
PAC neste estudo € possivel sugerir a utilizagdo do regulador de crescimento para
obtencdo de caracteristicas fenotipicas de interesse, como a redu¢do do comprimento do
caule. Adicionalmente, um efeito positivo a aplicacdo seria o incremento das taxas
fotossintéticas e regulacdo na utilizagdo dos metabolitos primarios. Por outro lado, a

aplicacdo de GA;3 resultou no incremento de lignina, aumentando o nimero de tecidos

lignificados como esclerénquima e tecidos condutores.
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CAPITULO 2

Niveis de giberelinas alteram o crescimento, o metabolismo primario e a

composicao de lignina e celulose em plantas de soja cultivadas in vitro

RESUMO

O cultivo de plantas in vitro € uma ferramenta util na producao e propagagao de plantas
para fins comerciais, estudos de engenharia e melhoramento genético. Na propagacao in
vitro de plantas, normalmente sdo disponibilizados macro e micronutrientes, vitaminas,
fonte de carbono, luz e adicionalmente, pode-se utilizar reguladores de crescimento. As
giberelinas (GAs) sdo fito-hormonios considerados reguladores de crescimento em
plantas, normalmente utilizados para induzir, durante o cultivo in vitro, a floracéo,
desenvolvimento do caule, assim como regulacao do crescimento radicular. Para estudar
como os niveis de GAs podem influenciar o crescimento das plantas, normalmente sao
utilizados reguladores de crescimento que inibem ou induzem o aumento da biossintese
de GAs como o paclobutrazol (PAC) e o 4cido giberélico (GA3), respectivamente. O
presente trabalho teve como objetivo verificar como a regulac@o dos niveis de GAs por
PAC e GA; alterariam o crescimento, 0 metabolismo primario e a composi¢ao de lignina
e celulose em plantas de soja cultivadas in vitro. Os resultados revelaram assim como
observado em cultivo ex vitro a aplicagdo de PAC promoveu a redugdo do comprimento
caulinar e menor alocagdo de biomassa no 6rgdo. Ja a suplementacao com GA3 in vitro
resultou em respostas morfofisiologicas distintas do cultivo ex vitro como redugio
acentuada da biomassa radicular e foliar, assim como menor taxa de expansao foliar.
Outra resposta observada com a regulagdo dos niveis de GAs foram modificacdes no
consumo de frutose e sacarose, além dos incrementos em Chl total, proteinas e
aminodcidos com a aplicacio de PAC. A modulacao dos niveis de GAs também
modificou a anatomia da folha, caule e raiz, assim como a composi¢ao da parede celular
da soja, sendo a aplicacio de PAC relacionada ao aumento do conteudo de celulose e GA3
ao aumento do conteudo de lignina.
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1 Introducao

A soja € uma cultura estudada, principalmente em programas de melhoramento
genético para a geragdo de novas variedades mais produtivas e com maior tolerancia a
doencas e melhor adaptadas as diferentes regides e condi¢des de crescimento. No entanto,
as metodologias empregadas, geralmente demandam longos periodos de cultivo e
disponibilidade de campos experimentais ou ambientes controlados para o
desenvolvimento de estudos que visam selecionar caracteristicas fenotipicas de interesse
agrondmico (Silva et al. 2017). Uma alternativa é o uso do cultivo in vitro que tem
demonstrado ser uma ferramenta eficiente na propagacao rapida de plantas com qualidade
em grande escala, no controle das condicdes de crescimento do material manipulado
obtendo plantas padronizadas oferecendo um maior controle de respostas fisioldgicas.

A propagacdo de plantas in vitro se tornou uma ferramenta util na produgdo de
plantas com alto rigor sanitdrio e isentas de virus, tendo uma importincia pratica na
multiplicacdo de células, tecidos e 6rgaos de espécies de dificil propagacdo, como
espécies nativas do cerrado de interesse florestal e econdmico, ou com baixo potencial
germinativo (Espinosa-Leal et al. 2018). Além disso, a utilizagdo desta técnica possibilita
maior facilidade na manipulacido do genoma de plantas através de transformacdo genética,
assim como aumento rdpido no nimero de plantas geneticamente idénticas e uniformes
(Altpeter et al. 2016). A técnica de propagacao de plantas in vitro possibilita uma grande
flexibilidade nas condi¢des de cultivo tais como meios de cultura contendo as
concentragdes ideais de sais (Espinosa-Leal et al. 2018) podendo ser adicionado ao meio
de cultura vitaminas e reguladores do crescimento, além de outros compostos.

As giberelinas (GAs) fazem parte de um grupo composto por 4dcidos carboxilicos
diterpénicos tetraciclicos com aproximadamente 136 estruturas moleculares identificadas
até o momento, sendo algumas delas presentes em plantas superiores atuando como
reguladores de crescimento (Hedden & Thomas 2012). As formas biologicamente ativas

presentes em plantas sdo GA; e GA4 permitindo a associagdo entre o receptor GA-
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GIBBERELLIN INSENSITIVE DWARF1 (GID) com proteinas DELLA, induzindo o
alongamento do caule através da inibicdo de fatores de crescimento (Binenbaum et al.
2018). O 4cido giberélico GA3; também € uma forma bioativa em plantas superiores, no
entanto estd presente em menor quantidade ou em tecidos especificos (Hedden & Thomas
2012). No cultivo in vitro GAs podem ser utilizadas para promover a floracdo, o
alongamento do caule e da parte aérea, assim como diminuir ou prevenir a formacdo de
raizes, parte aérea ou embriogénese somatica (Gaspar et al. 1996).

O controle da biossintese de GAs pode ser feito através de ferramentas genéticas
como regulacio da expressio de genes envolvidos em diferentes estddios de
desenvolvimento da planta de interesse, ou através da inibicdo dos precursores e das
formas ativas nas plantas (Rizza & Jones 2018). Existem muitos compostos que regulam
o crescimento inibindo a biossintese de GAs, como os da classe de triazdis (Gaspar et al.
1996), tal como o paclobutrazol que atua na inibi¢ao das enzimas catalizadoras das etapas
oxidativas da biossintese de GAs, possibilitando o controle do porte da planta a partir da
regulacdo de sua concentracdo (Schroder et al. 2014).

Uma vez que as GAs interferem no crescimento das plantas alterando o padrao de
desenvolvimento das folhas, caule e raiz (Hedden & Sponsel 2015), estudar as regulacdes
ocasionadas com a redu¢do ou aumento dos niveis deste hormonio se torna necessario. O
crescimento também € modulado por compostos que atuam na composicao da parede
celular como celulose e lignina. Na constituicdo da parede celular primdria, as
microfibrilas de celulose possuem padrio de deposicdo transversal ao eixo de
alongamento, direcionando o crescimento celular e a morfologia da planta (Gu &
Somerville 2010). Na formacdo da parede celular secundaria a lignina € um produto da
rota de fenilpropandides requerido por polimetros hidrofobicos como cutina, suberina, e
metabolitos especializados, que realiza ligagdes covalentes com hemiceluloses
proporcionando maior rigidez a parede (Bonawitz & Chapple 2010). O estudo da
regulacdo do crescimento da regulacdo do crescimento por GAs, biossintese de celulose
e lignina tem sido alvo de discussdo em muitas espécies (Eriksson et al. 2000; Huang et
al. 2015; Liu et a. 2018; Kamram et al. 2018a, 2018b), mas poucos abordam como a

regulacdo do hormodnio poderia afetar o metabolismo da planta (Ribeiro et al. 2012a).
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Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo a propagagdo in vitro de
uma cultivar de soja para investigar como o uso dos reguladores de crescimento GA3 e
PAC modulam as respostas anatomicas, fisiol6gicas e moleculares. Além disso, entender
como a aplicacdo de PAC controla a biossintese de GAs modulando a arquitetura da parte
aérea, o teor de lignina e celulose e a expressdo de genes relacionados a biossintese da
parede celular durante a propagacdo in vitro da linhagem de soja UFVS 86B10 que

apresenta hébito de crescimento indeterminado.

2 Material e métodos

2.1 Material vegetal e condigoes de cultivo

Sementes de soja (Glycine max L.), cultivar UFVS 86B10 foram adquiridas a
partir do Banco de Sementes do Programa de Melhoramento da Qualidade da Soja do
Bioagro/UFV. Para o cultivo in vitro, as sementes foram esterilizadas por meio de imersao
em ETOH 70% por 30 segundos, e em seguida em solucdo de NaClO 2,5%, TWEEN®
20% (Sigma Chem. Co, St. Louis, MO, USA) por 15 minutos. Posteriormente, as
sementes esterilizadas foram lavadas cinco vezes em dgua estéril. Em seguida, foram
distribuidas em placas estéreis contendo meio MS s6lido (Murashige & Skoog 1962) V2
for¢a com a metade dos sais e vitaminas, suplementado com 3% de sacarose (p/v), 0.005%
de mio-inositol (p/v), 0,25% de Fitagel® (Sigma Chem. Co, St. Louis, MO, USA), pH
5,740,01. As placas foram transferidas para uma sala climatizada com temperatura de 25
+ 1 °C, irradiancia 56 umol cm™ s™! e fotoperiodo de 16 h de 1uz/8 h de escuro.

ApOs atingirem um padrdo de 5 cm de radicula, aproximadamente 5 dias apods
germinacdo as plantulas foram transplantadas para frascos de vidro (600 mL) vedados
com tampas de propileno rigido (TPR) com duas membranas hidrofébicas permedveis
(PTFE, MilliSeal® AVS-045 Air Vent, Téquio, Japio) contendo meio MS forca total com
sais e vitaminas (Murashige & Skoog, 1962). O meio MS foi ajustado com 3% de sacarose
(p/v), 0.01% de Mio-inositol e 0.25% de Fitagel® pH, 5.8. Os meio de cultivo consistiram
em: controle (meio MS forca total com sais e vitaminas sem adicdo de reguladores de
crescimento); GA3 (5,8 uM); PAC (5,1 uM) e PAC (5,1 uM) + GA3 (5,8 uM). A solugdo

de GA; estéril foi adicionada ao meio MS (60° C) em camara de fluxo continuo, enquanto
46



a solugdo de PAC foi adicionada durante o preparo do meio antes de tratamento térmico

para esterilizagao.

2.2 Andlise de crescimento

Plantas de soja foram utilizadas para avaliacio do comprimento caulinar e
radicular (cm), didmetro do caule (mm), drea foliar total e especifica, e para a
quantificacdo da biomassa total e por 6rgaos especificos da planta. Adicionalmente a
quantifica¢do de biomassa, fracdoes de massa foliar, caulinar e radicular foram utilizadas
para determinagdo da fracdo de biomassa acumulada de acordo com o carbono drenado
pelo 6rgao (Ribeiro et al. 2012a). A razdo entre a massa seca da parte aérea (folha, caule)
e da raiz também foi avaliada. A drea foliar total (AFT) e 4rea foliar especifica (AFE)
foram avaliadas apds a retirada das folhas de cada unidade experimental as quais foram
fotografadas e mensuradas pelo programa Image J®. A avaliacdo da AFE (cm? g!) foi
realizada conforme Zségon (2011) através da relagdo entre a drea foliar total (cm) e a

massa seca da folha (g).

2.3 Metabdlitos primdrios e proteinas soltiveis

Na quantificagdo dos metabdlitos primdrios foram utilizadas amostras compostas
pelo caule e pelo terceiro trifélio completamente expandido. Estas foram coletadas,
pulverizadas em nitrogénio liquido, maceradas e posteriormente liofilizadas. A por¢do de
15 mg de massa liofilizada foi adicionado 250 pL. de ETOH 98%, em seguida a solugdo
foi incubada por 20 m a 80°C, sob agitagdo continua a 950 rpm. As amostras foram
centrifugadas a 14000 rpm a 4°C por 10 m, sendo o sobrenadante transferido para novos
tubos. Posteriormente, o processo de extracdo foi repetido com as concentragdes de
ETOH 80 e 50%. Na fragdo etandlica soltvel foram determinados os teores de clorofilas
totais (Chl total), glicose, frutose, sacarose e aminodcidos totais; enquanto na fracdo

insolivel foram determinados os teores de proteinas totais e amido (Fernie et al. 2001).

2.4 Proteinas totais

47



A determinacdo de proteinas soluveis totais foi realizada de acordo com a
metodologia proposta por Gibon et al. (2004). Na fragao insoldvel foi adicionado 1000
pL de ETOH 100%, seguida de centrifugacdo a 14000 rpm a 4°C por 10 m. Apds o
descarte do sobrenadante e nova centrifugacdo a 14000 rpm a 4°C por 5 m, foi adicionado
as amostras uma aliquota de 400 pLL. de NaOH 0,1 M sendo incubadas por 1h a 95°C sob
agitacdo continua a 450 rpm. A concentragao total de proteinas foi calculada a partir de
uma curva padrao de albumina sérica bovina (BSA), e sendo os resultados expressos em

mg ¢! MS.

2.5 Aminodcidos totais

Para obter a concentracdo de aminodcidos totais livres foi retirada uma aliquota
de 5 ul da fracdo etandlica solivel obtida durante o processo de extracdo das amostras.
Esta aliquota foi utilizada para montagem do meio de reacdo constituido de 45 pL de
ETOH 70%, 50 uL de tampao citrato (Na-Citrato 1M + 0,2% de 4cido ascérbico, pH 5,2),
e 100 pL de nihidrina 1% (em ETOH 70%). A reacgao foi incubada por 20 min a 95°C
protegida de iluminacdo. A concentracdo de aminodcidos totais livres foi calculada a

partir de uma curva padrdo de leucina, sendo os resultados expressos em umol g' MS.

2.6 Concentragdo de amido

A anélise de quantificagcdo de amido foi obtida a partir da fracdo insolivel da
extracdo etandlica, apés adi¢do de NaOH 0,1 M (Fernie et al. 2001). A cada amostra,
foram adicionados 70 puL de acido acético glacial 1 M. Em seguida, a solug¢do foi
centrifugada a 14000 rpm por 10 m. Para a degradacdo do amido foram utilizados 60 pl
do mix de digestao contendo as enzimas enzimas amiloglicosidade e o—amilase, tampao
acetato de sodio (0,5 M pH 4,9) e 40 uL. da amostra neutralizada com &cido acético
glacial. Posteriormente, as amostras foram incubadas por lh a 55 °C, sob agitacdo
constante a 500 rpm. A leitura foi realizada com 10 pL da amostra, 160,7 pLL do mix de
quantifica¢do contendo tampao Hepes/ KOH (1 M pH 7,0 + MgCl, 30 mM), ATP (109
mM, NADP* 48,3 mM, e G6DPH 1I), e 3 uL de hexocinase em uma cinética de 120
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minutos a 340 nm. A concentracdo de amido foi obtida pelo valor da quantidade de

glicose degradada expressa em umol de amido g™! MS.

2.7 Concentragdo de clorofilas totais

Na determinagdo de clorofilas foram adicionados 120 pL. de ETOH 98% e 15 pL
do Mix de ETOH (ETOH 95, 80, 50 % 1:1:1) a 35 pL do extrato etandlico solivel. A
leitura foi realizada a 645 e 665 nm, sendo o calculo de Chl a= 5,21* abs 665nm — 2,07*
abs 645 nm e Chl b= 9,29* abs 645 nm — 2,74* abs 665 nm (Gibon et al. 2004; Sulpice
et al. 2009).

2.8 Concentragdo de aglicares

Para a determinagdo de glicose, frutose e sacarose foi utilizada a metodologia
proposta por Fernie et al. (2001). Aliquotas de 40 uL do extrato etandlico solivel foram
adicionadas a 160 pL do mix de quantificacdo (tampao HEPES /KOH 1 M + MgCl, 30
mM, ATP 109 mM, NADP* 48,3 mM, e G6DPH 1I), e 10 uL de ETOH 80%. A leitura
foi realizada a 340 nm até estabilizacdo da linha de base de acordo com a adi¢do das
enzimas hexocinase, fosfoglicose isomerase e invertase. O cdlculo foi obtido através da

equacdo AOD /(2,85%6,22), e os resultados expressos em pmol g'! MS.

2.9 Andlises de anatomicas e histoquimicas

AvaliagOes relativas a organizacdo estrutural, celular, espessura e nimero de
células foram realizadas em cortes anatomicos obtidos da regido mediana do caule, do
segmento da raiz principal (2 cm) e da por¢do mediana do foliolo central da folha mais
jovem completamente expandida. Em seguida, as amostras foram fixadas em
formaldeido:4cido acético 50% (FAAsp) por 48 h e estocadas em etanol 70 % (Johansen,
1940). Os materiais vegetais foram posteriormente incluidos em metacrilato (Leica
Historesin® Plus), de acordo com as recomendagdes do fabricante. Cortes transversais de
5 um de espessura da folha, caule e raiz foram realizados em micrétomo rotativo de
avango automdtico (modelo RM2155, Leica microsystems Inc., Deerfield, USA), e

depositados em laminas de vidro. Os materiais seccionados foram corados com soluc@o
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de azul de toluidina a 0,05% em pH 4,0 (O’Brien et al. 1964), sendo em seguida lavados
em agua corrente.

As imagens para andlise quantitativa dos cortes anatdmicos foram obtidas por
camera fotografica digital (modelo Moticam 580 5.0 MP, Motic, Hong Kong) acoplada
ao microscopio optico (modelo LOTUS MCXS51, Micros, Austria). Apds obtengdo das
imagens foram avaliados os parAmetros quantitativos com o programa Image-Pro Plus®:
de area (espaco intercelular) e de espessura: na folha (faces abaxial e adaxial, mesofilo,
parénquima palicddico e esponjoso); no caule (xilema, parénquima fundamental,
colénquima, cadmbio vascular, esclerénquima); e na raiz (epiderme, cortex, didmetro do
cilindro vascular). Adicionalmente, foi realizado a contagem do niimero de células a partir
da padronizacio de uma 4rea conhecida de 100 pum? relativo ao nimero de células do

parénquima, colénquima e esclerénquima no caule.

Cortes transversais dos 0rgaos vegetais foram realizados a fresco e a mao livre,
corados de acordo com os compostos de interesse que se pretendia identificar. Para
andlise histoquimica de compostos de celulose, como B-1,3 e B-1,4 glucanos,
polissacarideos carboxilados e calose foi utilizada a solucdo de Calcofluor White Stain
0,01% (Sigma-Aldrich®) de acordo com metodologia proposta por Hughes & McCully
(1975). Cortes a mao livre foram realizados no caule e raizes, e posteriormente corados
por 20 s com a solu¢@o de Calcofluor. As imagens para andlise estrutural qualitativa foram
obtidas com objetiva de 4x através da camera fotogréfica digital (modelo Zeiss AxioCam
HRc, Gottinger, Germany) acoplada ao microscépio Optico (modelo AX-70 TRF,
Olympus Optical, Tokyo, Japan) e microcomputador com o programa de captura de
imagens Axion Vision.

Na andlise histoquimica para deteccdo de ligninas, foi utilizado o método de
coloragdo de com floroglucina 4cida (Johansen 1940). Secdes transversais da folha, caule
e raiz foram cortados a fresco. Os tecidos cortados foram colocados em contato por 5
minem duas solugdes: uma de floroglucina 2% em 4cido cloridrico 25% e a outra de 4cido
cloridrico 25%. As imagens para andlise estrutural qualitativa da composi¢do de lignina

foram obtida com objetivas de 5, 10 e 20x através de camera digital fotografica (modelo
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Zeiss AxioCam 105 color - Z, Géttinger, Germany) acoplada ao microscopio Optico
(modelo Zeiss — Scope Al, Olympus Optical, Tokyo, Japan) e microcomputador com o

programa de captura de imagens Axion Vision.

2.10 Isolamento de parede celular

O isolamento de parede celular foi realizado de acordo com Acker et al. (2013)
em amostras del5 mg compostas por caule e folha liofilizadas. Foram adicionados as
amostras 1000 pl dos solventes em cada etapa de extracdo MQ-H>0 98° C, de ETOH 100
% 76° C, cloroférmio 59° C, e acetona 100% 54° C, respectivamente. O residuo da parede
celular obtido ao final dos processos de extracdes foi seco em evaporado rotativo a vicuo
por 8h. Em seguida o material foi submetido ao processo de hidrélise do amido (Fernie
et al. 2001), e posterior lavagem do pellet formado com ETOH (70%). Apds uma ultima
fol secagem em evaporado rotativo a vacuo por 4h foi obtido a parede celular isolada.

No material foi realizado uma nova extracdo para remog¢do de hemicelulose,
adicionando1000 pL de 4cido trifluoroacético 2M a parede celular que foi incubada por
2h a 99° C a 750 rpm. O sobrenadante foi retirado e ao pellet formado foram realizadas
trés lavagens sucessivas adicionando 1000 pL MQ-H2O com centrifugacdes a 10000 rpm,
a 4° C por 10 min, entre elas. O pellet purificado foi lavado com 1000 pL de acetona e
centrifugado a 14000 rpm a 4° C por 3 min. A parede celular isolada para quantificacdo
de celulose e lignina foi obtida apds secagem do material extraido em evaporador rotativo

a vacuo.

2.11 Quantificacdo de celulose e lignina

A quantificacdo de celulose foi realizada de acordo com Acker et al. (2013). Em
média 5 mg de parede celular isolada das amostras foram incubadas com 1000 pL de
acido sulfdrico 100% (H2SO4) por 1h a 90°C, sob agitacdo constante a 500 rpm.
Posteriormente foi realizada uma nova centrifugacao a 14000 rpm por 5 min a 4°C. Com
a formacao de fases, foram retiradas aliquotas de 50 pL dos sobrenadantes e adicionados
150 pL de acido sulftrico 100%, e 30 uLde fenol 5% para realizar a reagdo. As amostras

foram incubadas por 5 min a 90°C, sob agitacdo constante a 500 rpm, sendo
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sequencialmente resfriadas em banho de gelo. A leitura foi realizada a 493 nm em
aliquotas de 100 uL retiradas dos meios de reacdo. A quantificacdo de celulose foi feita
com base na massa da parede celular utilizada e a equacao gerada a partir de um padrao
de celulose (Sigma-Aldrich®).

A quantificagdo de lignina foi conduzida através da versao modificada do método
do brometo de acetila (Foster et al. 2010; Acker et al. 2013). Apds a purificacao da parede
celular, aproximadamente 6 mg do material foi dissolvido em 100 puL. de brometo de
acetila 25% (diluido em acido acético glacial). Em seguida 4 pL de 4cido perclérico 60%
foi adicionado a solugdo e incubado por 30 min a 70° C, sob agitacdo constante a 850
rpm. O material foi posteriormente centrifugado a 14000 rpm por 15 min a 4°C, sendo ao
final da centrifuga¢do adicionado 1000 mL de acido acético glacial. Como produto da
diferenciacdo das fases, os sobrenadantes foram transferidos para novos tubos, enquanto
os pellets foram lavados com NaOH e acido acético com nova centrifugagdao de 14000
rpm a 4°C por 15 min.

O volume final foi ajustado para 2 mL com 4cido acético, e o material foi mantido
em temperatura ambiente por 20 min até a leitura. O teor de lignina foi determinado em
200 pL/ poco pela leitura da absorbancia a 280 nm em leitor de placas UV. O coeficiente
utilizado para determinar a porcentagem de lignina solivel em brometo de acetila na soja
foi com base no coeficiente de determinacio de Arabidopsis (15,69 g') (Vogel 2008;
Foster et al. 2010). O célculo de lignina foi feito de acordo com a concentracdo de lignina
solivel em brometo de acetila, em que: Lignina = [Abs/ (coeficiente x comprimento de
percurso da placa)] x [(2 ml x 100%) / peso (mg)], onde; a concentragdo de lignina € dada

em pg mg! de parede celular.

2.12 Andlise de expressdo

Amostras compostas do caule e do trif6lio foram coletadas, maceradas e
homogeneizados em TRIzol® (ThermoFisher scientific) para isolar o RNA de acordo com
recomendacdes do fabricante. Posteriormente, em média 10 pg RNA isolado foi

adicionado DNase I (Invitrogen®) de acordo com o protocolo do fabricante. A quantidade
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e qualidade da amostra de RNA foram determinadas utilizando Nanodrop 2000C
(Thermo Scientific, Wilmington, DE).

O c¢DNA foi sintetizado a partir do RNA com Super Script™ III, First-Strand
Synthesis System Kit (Invitrogen®, Carlsbad, Califérnia, Estados Unidos). A corrida de
RT-qPCR foi realizada no equipamento CFX96 Touch™ (BIO-RAD), utilizando SYBR
Green I (Laboratérios Bio-Rad, Hercules, CA). O perfil de expressdao g€nica foi
normalizado através do gene Gmp-actina (F5’ -TGGACTCTGGTGATGGTGTG-3’ e
R5’-CTCAGCAGAGGTGGTGAACA-3’) como controle (Li et al. 2015), sendo
calculado os niveis relativos de expressdo de 222 de acordo com metodologia de Livak
& Schmittgen (2001). Os primers de genes especificos para biossintese de celulose e
lignina na parede celular da soja desenhados foram: foram Gm4CL (F5-

CAGCTTCAGAGGGGTAGTGC-3> e R5-CAGCGCCAGAACCAATATGC-3),

GmCCoAOMT (F5’-GGCTGGTGTAGAGCACAAGA-3’ e
RS’ TATCGGCATCAACGAAGGCA-3’), GmCESAS (F5°-
TCAAAGGTCTCATGGGTCGC-3* e R5’-TATGGCAATGCAGGTCTCGG-3’), e
GmCESA7 (F5’-TGGTCGCTGGGTCACATAAC-3’ e RS-

CCACACTCATTGCAAGCCAC-3’). As médias foram comparadas pelo teste de Dunnet
(P<0,05).

Gene Nome Reacao catalisada Funcio

Gm PAL  Glycine max phenylalanine  L-phenylalanine = Catalisa a desaminacdo  ndo-
ammonia-lyase trans-cinnamate + oxidativa da L-fenilalanina para
ammonia formar 4cido trans-cindmico, o
primeiro  passo na via dos

fenilpropandides
Gm 4CL  Glycine max 4-coumarate- ATP + 4-coumarate +  CoA ligase que representa a enzima
CoA ligase-like 7-like CoA AMP + de ponto de ramificagio do
diphosphate + 4- metabolismo da rota de
coumaroyl-CoA fenilpropandides na planta,

catalisando a ativacdo do 4cido 4-
coumdrico e varios outros derivados
do 4cido cindmico hidroxilado e
metoxilado aos ésteres de CoA
correspondentes em uma reacio em
duas etapas.
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Gm Glycine

CCoAO max probable caffeoyl-

MT CoA O-methyltransferase
At4g26220-like

Gm Glycine max cinnamoyl-
CCoAR CoA reductase 2-like

S-adenosyl-L-
methionine + caffeoyl-
CoA = S-adenosyl-L-
homocysteine +
feruloyl-CoA

Cinnamaldehyde +
CoA + NADP+ =
cinnamoyl-CoA +
NADPH

Proteinas envolvidas na biossintese
da via fenilpropandide, que faz parte
do metabolismo do composto
aromatico.

Gm CesA4 Glycine max cellulose
synthase A catalytic
subunit 4

Gm CesA8 Glycine max cellulose

synthase A catalytic
subunit 8

UDP-glucose + (1,4-
beta-D-glucosyl)(n) =
UDP + (1,4-beta-D-
glucosyl)(n+1)

Subunidade catalitica de complexos
terminais de celulose sintase
("rosetas"), necessdria para a
cristalizagdo de microfibrilas beta-
1,4-glucanas, um dos principais
mecanismos de formacgdo da parede
celular. Envolvido na formacdo da
parede celular secundaria.
Necessario para o espessamento da
parede celular do xilema

2.13 Microscopia confocal

A andlise de imunolocalizacao foi realizada de acordo com metodologia descrita
por Avci et al. (2012). Cortes anatdmicos da regido mediana do caule e de secoes foliares
foram lavados em tampao fosfato 25 mM pH 7.1, e posteriormente fixados em solucao
de formaldeido/ glutaraldeido [1,6% (v/v) de paraformaldeido: 0,2% (v/v) glutaraldeido
em tampao fosfato 25 mM 7.1)]. Durante o processo de fixacdo, os materiais foram
infiltrados por 30 minutos com bomba de vacuo. Apds esta etapa, uma nova lavagem com
tampao fosfato 25 mM pH 7.1 foi realizada para a desidratacdo dos materiais através de
série etilica com ETOH diluido em H>O deionizada nas propor¢des: 10% (v/v), 20% (v/v),
30% (v/v), 50% (vIv), 70% (vIv), 80% (v/v), 90% (v/v), e 100% (v/v). O material foi
incluido em resina acrilica LR White com catalisador de per6xido de benzoila com
diciclohexil ftalato (Sigma-Aldrich), polimeralizada a 4° C sob leve agitacao.

O processo de embebigdo foi realizado em cédpsulas adaptadas, sendo a secagem

conduzida em estufa de circulacdo a ar, 50° C por 5 dias. Cortes transversais de 5 um da
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folha e do caule foram realizados em micrétomo rotativo de avango automético (modelo
RM2155, Leica microsystems Inc., Deerfield, USA), depositados em laminas de vidro de
superficie inerte revestidas com pocos. Aliquotas de solu¢cao nao-especifica de proteinas
BSA 5% em tampao PBS 10 mM pH 7.2 foram adicionadas as laminas para bloquear
adsor¢do do anticorpo a sitios de ligagdo nao-especificos na lamina, que foram mantidas
por 40 minutos em cdmara umida. Em seguida foi feito o processo de triplice lavagem
com soluc¢do tampao PBS 10 mM pH 7.2. Foi realizada a etapa de incuba¢do com os
Anticorpos primdrios monoclonais de parede celular para homogalacturonano (LM?20),
xilogalacturonano (LMS), glicoproteina arabinogalactana (JIM4) foram diluidos (1:10)
em solucdo de BSA 1% em PBS 10 mM pH 7.2 foram adicionados aos cortes se ligando
a um epitopo especifico por 1:30 h em camara timida. Posteriormente foi realizada nova
triplice lavagem com soluciao tampao PBS 10 mM pH 7.2 para remog¢ao dos anticorpos
nio ligados. Uma solucdo de anticorpo secundirio imunoglobulina (IgG) anti-rato
conjugado com fluoresceina isotiocianato (FITC) diluido (1:100) em solu¢ao de BSA 1%
em PBS (pH 7,2) foi adicionada aos cortes para que agisse contra 0 anticorpo primario
em novo processo de incubagdo. O anticorpo secunddrio se liga ao anticorpo priméario
através de ligacdo enzimatica que catalisa a reacdo com formacgao de um produto colorido.
Em seguida foi feita mais uma etapa de triplice lavagem com solucdo tampao PBS 10
mM pH 7.2 para remog¢do dos anticorpos secunddrios ndo ligados. A visualizagdo em
Microscépio Confocal de Varredura a Laser Zeiss (modelo LSM510 META, Carl Zeiss
Microscopy Ltd. Jena, Germany) foi feita no comprimento de onda de

488vu, comprimento de excitagdo 492 nm, e comprimento de onda de emissdo de 518

nm com a adi¢do de Citifluor® AF1 as 1aminas.

2.14 Andlise estatistica e design experimental

O estudo foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado
(DIC), com uma cultivar UFVS 86B10, um periodo de aplicacdo e quatro
tratamentos (controle, GAs, PAC. As andlises estatisticas foram realizadas

através da andlise de varidncia (ANOVA), seguida de teste de Duncan
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(P<0,05) para comparac¢do das médias dos tratamentos através do Software

Genes (Cruz, 2013).

3 Resultados

3.1 GA e PAC alteraram o crescimento e a biomassa de raiz, caule e folhas de plantas
de soja cultivadas in vitro

Plantas de soja cultivadas in vitro por quinze dias apresentaram variacoes
fenotipicas em todos os 6rgios das plantas, sendo o tratamento com PAC responsével
pela maior redug¢do no comprimento da parte aérea (Figura 1).

A exposicao aos tratamentos GA3, PAC e PAC + GAj3 promoveu reducao no peso
seco total das plantas (Figura 2A). Para a avaliagdo da massa seca das folhas houve
reducdo apenas no tratamento com GAj3 (Figura 2C). J4 para o caule, a maior reducio
ocorreu ap0s tratamento com PAC, com 86% de reducdo em comparacio aos tratamentos
controle e GA3 (Figura 2B). O tratamento PAC + GAj3, que representa os efeitos de
reversao da reducdo dos niveis de GAs na planta, também promoveu redu¢do na biomassa
do caule (Figura 2B). Diferentemente dos resultados observados na massa do caule e da
folha, o peso seco da raiz foi maior no tratamento com PAC (Figura 2D). J4 o tratamento
com GAj3 reduziu em 44% o peso seco da raiz (Figura 2D).

A andlise da fracdo de massa foliar e radicular foi resultou em maiores valores
para os tratamentos com a presenca de PAC (Figuras 3A e C). Por outro lado, a fracdo de
massa caulinar reduziu nos tratamentos com PAC (Figura 3B). A razido entre a biomassa
da parte aérea e da raiz foi maior nas plantas tratadas apenas com GA3, seguido pelo
tratamento PAC+GA3 e com menores valores no tratamento apenas com PAC (Figura
3D). As medidas de comprimento do caule mostraram que o PAC atua na redugao desse
parametro, visto que as maiores redu¢des ocorreram nos tratamentos com PAC e com
PAC+GA;, respectivamente (Figura 3E). Por outro lado, ndo houve redu¢do no didmetro
do caule (Figura 3F). A area foliar foi reduzida nos tratamentos com GA3 e PAC (Figura

3G), no entanto nao foram detectadas diferencas para area foliar especifica (Figura 3H).

56



3.2 Regulacdo dos niveis de GAs induziu respostas distintas no metabolismo primdrio em
soja cultivada in vitro

Apés tratamento com GA3z e/ou PAC, houve aumento na concentragdo de
proteinas totais (Figura 4A). Contudo, apenas na presen¢a de PAC ocorreu aumento no
teor de aminodcidos totais (Figura 4E). O teor de amido apresentou aumento apenas no
tratamento com PAC e PAC + GAj3 (Figura 4B). Para o metabolismo primério de
acucares, nota-se reducdo no teor de glicose, frutose e sacarose apenas no tratamento
PAC+ GAj3 (Figura 4C, D e F). O conteudo de Chl total foi maior no tratamento com PAC
seguido pelo tratamento PAC + GAj (Figura 4G).

3.3 Variagdo na concentra¢do de GAs alterou a anatomia da soja cultivada in vitro

Na anatomia foliar, diversas modificacdes qualitativas e quantitativas foram
encontradas nas plantas tratadas com GA3 e/ou PAC. Uma das alteracOes mais evidentes
ocorreu no desenvolvimento do limbo foliar (Figura 5A-D). As plantas cultivadas na
condic¢do controle tiveram menor desenvolvimento anatdomico e estrutural comparado aos
demais tratamentos (Figura SA-D). Esta modifica¢do também foi nitidamente observada
quando comparado os tratamentos GA3 e PAC, sendo que este dltimo induziu maior
desenvolvimento anatomico (Figura 5B e C). Todavia, essa variagdo ndo ocasionou
mudangas no espaco entre as células do controle, GA3 e PAC, mas sim no tratamento com
PAC + GAs; que gerou maiores espacos intercelulares (Figura SE). A espessura do
mesofilo foi bastante desenvolvida no tratamento com PAC (Figura 5F), enquanto que o
parénquima pali¢cddico teve maior espessura nos tratamentos com PAC e PAC + GA3
(Figura 5G), todavia a aplicacdo de GA3 isoladamente resultou num desenvolvimento
mais significativo da drea do que o controle. O parénquima esponjoso se mostrou mais
espesso em folhas de plantas tratadas com PAC + GAj3 (Figura 5J). Os tratamentos nao
induziram diferencas significativas na espessura da epiderme foliar (Figura SH), contudo
na epiderme superior foi visto que o PAC + GAj3 induziu uma maior espessura, seguido
de GAs, e PAC, enquanto o controle foi a regido menos desenvolvida (Figura 5I).

O caule foi um o 6rgao mais alterado de acordo com as anélises de crescimento, e

também na avaliacao estrutural de sua anatomia (Figura 6A e D). O xilema se tornou mais
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espesso quando foi fornecido PAC no meio de cultura (Figura 6E). Nao houve diferencas
significativas para a espessura do parénquima fundamental (Figura 6F), o colénquima,
por outro lado, foi intensamente alterado, sendo que nos tratamentos com PAC houve
incrementos significativos (Figura 6G). Outra interferéncia anatdmica no caule foi no
cambio vascular, onde a espessura foi significativamente aumentada com PAC e reduzida
com GA;3 (Figura 6I). O esclerénquima também se desenvolveu mais no tratamento com
PAC, enquanto que nos demais tratamentos nao houveram modificacoes (Figura 6J). Na
quantificag¢do celular da estrutura do caule, foi observado que o nimero de células do
parénquima cortical foi maior no controle do que quando aplicado GA3e/ou PAC (Figura
6H). Ja a quantidade de células do colénquima foi significativamente reduzida com PAC
(Figura 6K), diferentemente das células do esclerénquima, que ndo variaram entre os
tratamentos (Figura 6L).

As variagdes na anatomia da raiz também foram estudadas (Figura 7A e D). A
espessura da epiderme da raiz ndo variou significativamente entre os tratamentos (Figura
7E). O cortex, no entanto, foi uma regido que sofreu modifica¢des intensas, se tornando
mais espesso com PAC comparado aos demais tratamentos (Figura 7F), o mesmo ocorreu

com o cilindro vascular (Figura 7G).

3.4 Teores de celulose e lignina na composigcdo da parede celular em soja cultivada in
vitro foram modificados pela regulagdo dos niveis de GAs

Na quantificacdo de celulose nos tecidos constituintes do caule e folha, foram
observados incrementos nos tratamentos com PAC e PAC + GAj (Figura 81). Na andlise
histoquimica realizada por meio de fluorescéncia € possivel detectar diferengas nitidas na
intensidade do brilho presente no caule e na raiz entre os tratamentos (Figura 8A e H).
No caule do tratamento controle e com GAj3 é possivel observar que o parénquima
medular foi menos desenvolvido, sendo a fluorescéncia mais evidente no cértex (Figura
8A e B). O tratamento PAC + GA3 também induziu uma maior fluorescéncia no cortex
caulinar, mas diferentemente do padrdo observado no controle e no tratamento com GA3,

o brilho foi intensificado também no parénquima medular (Figura 8D, A, B). J4 no
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tratamento com PAC foi observado uma maior fluorescéncia no caule como um todo
(Figura 8C).

Na raiz, além de observar que a organizagdo estrutural foi muito mais
desenvolvida nos tratamentos controle e PAC (Figura 8E e G), o controle parece ter
emitido uma maior intensidade de fluorescéncia em todo o 6rgdao (Figura 8E). O
tratamento com PAC induziu maiores intensidades de fluorescéncia no parénquima
medular e no cilindro vascular (Figura 8G), apesar do tratamento com PAC + GA3 ter
induzido uma boa intensidade de fluorescéncia, ndo € possivel destacar muito bem as
estruturas devido problemas no corte a fresco e a mao livre (Figura 8H), sendo que o
mesmo foi observado no tratamento com GA3 (Figura 8F).

Os maiores contetdos de lignina foram encontrados na parede celular de plantas
crescidas na presenca de GA3 (Figura 9E), corroborando com este resultado, é possivel
observar que o tratamento que reduz os niveis de GAs na planta por meio do PAC foi o
de menor concentracdo de lignina (Figura 9M). A aplicagdo do PAC em conjunto com
GA3 também induziu reducdes na concentracdo de lignina em relacdo as plantas
cultivadas com GA3, mas foram semelhantes ao controle (Figura 9M). Em relacdo a
propor¢ao celulose: lignina, foi observado que a contribuicdo na formacdo da parede
celular no conteido de lignina € maior no controle e na presenga de GAs (Figura 9N),
enquanto o tratamento com PAC induziu uma maior razdo celulose: lignina (Figura 9N).

Na histoquimica dos cortes da nervura mediana, caule e raiz foram visualizados a
composig¢ao celular por lignina na formacao das estruturas. A nervura mediana de folhas
tratadas com GAj3 e controle parecem apresentar mais lignina na parede celular do xilema
(Figura 9A e B), enquanto que no tratamento com PAC a participagdo de lignina da
composi¢ao da parede celular do xilema parece ser bastante reduzida (Figura 9C). O caule
de plantas tratadas com GAj3 e PAC + GAj nitidamente apresentaram um maior nimero
de células do esclerénquima e do cambio vascular lignificadas (Figura 9F e G), j4 em
plantas cultivadas com PAC ndo foram observadas células do esclerénquima lignificadas,
apenas células do xilema com parede secundaria lignificadas (Figura 9G). Na raiz o GA3

induziu um aumento no nimero de células lignificadas, evidente em todo o cilindro
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vascular e endoderme (Figura 9J), enquanto que nos demais tratamentos paredes celulares
lignificadas ficaram concentradas nos elementos traqueais do xilema (Figura 91, J, K).

De acordo com os resultados da microscopia confocal, foi possivel observar que
os anticorpos marcados com o fluorocromo FITCH foram efetivos na excitacao de
fluorescéncia. Aparentemente as folhas do controle tiveram menor fluorescéncia em
todos os anticorpos (Figura 10). Na utiliza¢do de anticorpos que se ligam principalmente
a pectinas na parede celular (LM20 e LM8) e de glicoproteinas arabinogalactana (JIM4)
foram observados maiores fluorescéncia na folha dos tratamentos com GAsz e PAC,
principalmente nos parénquimas palicddico e esponjoso (Figura 10).

A imunofluorescéncia do caule mostrou que as maiores intensidades de
fluorescéncia foram observadas no tratamento com GAj3 nos trés anticorpos. Enquanto
que no tratamento com PAC, as maiores intensidades foram observadas nos anticorpos
que se ligam as pectinas. O tratamento de PAC + GAj3 também teve fluorescéncia

detectada em todos os anticorpos, porém em menor intensidade.

3.5 Sinalizacdo desencadeada pelos niveis de GAs na regulacdo da expressdo dos genes
envolvidos na sintese de parede celular em soja

Em relagdo a expressao dos genes de sintese de celulose, ndo houveram alteracdes
significativas nos niveis de expressdo de GmCESAS e GmCESA4 (Figura 12). Na analise
dos genes envolvidos na biossintese de lignina, também nao foram observadas diferencas
significativas na expressdo dos genes Gm4CL, GmCCoAOMT, GmPAL e GmCCoAR
(Figura 13).
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4 Figuras capitulo 2

Control

Figura 1. Variacdo no crescimento e desenvolvimento da parte aérea e do sistema
radicular em soja cultivada in vitro apos aplicacao dos tratamentos: meio MS com sais e
vitaminas sem adi¢do de reguladores de crescimento (controle), 5.8 uM de dacido
giberélico (GA3), 5.1 uM de paclobutrazol (PAC), 5.8 uM de 4cido giberélico + 5.8 uM
de paclobutrazol (PAC+GA3).
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Figura 2. Avaliacdo do peso seco da planta (A), caule (B), folha (C) e raiz (D) de soja
cultivada in vitro apds tratamento com: meio MS com sais € vitaminas sem adi¢io de
reguladores de crescimento (controle), 5.8 uM de 4cido giberélico (GA3), 5.1 uM de
paclobutrazol (PAC), 5.8 uM de 4cido giberélico + 5.8 uM de paclobutrazol (PAC+GA3).
Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan (P<0,05)
(n=6).
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Figura 3. Fracdo de biomassa foliar (A), caulinar (B), radicular (C), razdo biomassa parte
aérea:raiz (D), comprimento do caule (E), didmetro do caule (F), drea foliar (G) e drea
foliar especifica (H) em soja cultivada in vitro apds tratamento com : meio MS com sais
e vitaminas sem adi¢do de reguladores de crescimento (controle), 5.8 uM de 4cido
giberélico (GA3), 5.1 uM de paclobutrazol (PAC), 5.8 uM de 4cido giberélico + 5.1 uM
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de paclobutrazol (PAC+GA3).Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo
teste de Duncan (P<0,05) (n= 6).
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Figura 4. Metabolismo primario da parte aérea de soja cultivada in vitro apds tratamento
com: meio MS com sais e vitaminas sem adi¢do de reguladores de crescimento (controle),
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5.8 uM de acido giberélico (GA3), 5.1 uM de paclobutrazol (PAC), 5.8 uM de écido
giberélico + 5.1 uM de paclobutrazol (PAC+GA3). A: proteinas totais; B: amido; C:
frutose; D: glicose; E: aminiacidos totais; F: sacarose; G: clorofilas totais. Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan (P<0,05) (n= 6).
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Figura 5. Anatomia foliar e andlise quantitativa dos cortes anatdmicos em soja cultivada
in vitro ap0s tratamento com: meio MS com sais e vitaminas sem adi¢do de reguladores
de crescimento (controle), 5.8 uM de é4cido giberélico (GA3), 5.1 uM de paclobutrazol
(PAC), 5.8 uM de acido giberélico + 5.1 uM de paclobutrazol (PAC+GA3). A-D: limbo
e a nervura foliar mediana corada com azul de toluidina 0,05%; E-J: medidas de area e de
espessura das estruturas do limbo foliar. Legenda: pp, parénquima pali¢adico; ps,
parénquima esponjoso; ue, face abaxial; le, parénquima esponjoso; x, xilema; fl, floema;
en, endoderme; p, periderme. Médias seguidas pela mesma letra nio diferem entre si pelo
teste de Duncan (P<0,05) (n=3).
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Figura 6. Anatomia do caule e andlise quantitativa dos cortes anatdmicos em soja
cultivada in vitro apés tratamento com: meio MS com sais e vitaminas sem adicdo de
reguladores de crescimento (controle), 5.8 uM de acido giberélico (GA3), 5.1 uM de
paclobutrazol (PAC), 5.8 uM de acido giberélico + 5.1 uM de paclobutrazol (PAC+GA3).
A-D: cortes transversais do caule corados com azul de toluidina 0,05%. E-L: medidas de
espessura e contagem do niimero de células no caule. Legenda: P, parénquima da medula
do caule; X, xilema; Fl, floema; S, esclerénquima; Vc, cdmbio vascular; Fp, células do
parénquima fundamental; Fc, células do colénquima fundamental. Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan (P<0,05) (n=3).
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Figura 7. Anatomia da raiz e andlise quantitativa dos cortes anatdmicos em soja cultivada
in vitro ap0s tratamento com: meio MS com sais e vitaminas sem adi¢do de reguladores
de crescimento (controle), 5.8 uM de acido giberélico (GA3), 5.1 uM de paclobutrazol
(PAC), 5.8 uM de 4cido giberélico + 5.1 uM de paclobutrazol (PAC+GA3). A-D: cortes
transversais da raiz principal corados com azul de toluidina 0,05%. E-G: medidas de
espessura e contagem do nimero de células na raiz. Legenda: X, xilema; Fl, floema; Vc,
cambio vascular. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
Duncan (P<0,05) (n=3).

67



Control

©

o

=)
|

GA,
600 —

a
a
b b

Control GA3 PACPAC + GA3

PAC!

Cellulose (ug. g”' DCW)

o

PAC
+

GA,

Figura 8. Histolocalizacdo de celulose por microscopia de fluorescéncia em soja
cultivada in vitro apds tratamento com: meio MS com sais e vitaminas sem adi¢do de
reguladores de crescimento (controle), 5.8 uM de 4cido giberélico (GA3), 5.1 uM de
paclobutrazol (PAC), 5.8 uM de 4cido giberélico + 5.1 uM de paclobutrazol (PAC+GA3).
A-D: cortes transversais do caule: esquerda (ndo corados microscépio Optico); direita
(corados com Calcofluor White — microscopia de fluorescéncia); E-H: cortes transversais
de raiz: esquerda (ndo corados — microscopia de luz); direita (corados com Calcofluor
White — microscopia de fluorescéncia); Cor azul indica reacdo positiva do Calcofluor
White com a celulose. I: Teor de celulose na parede celular do caule e da raiz. Setas
brancas indicam regides de maior intensidade de fluorescéncia. Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan (P<0,05) (n=3).
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Figura 9. Histolocalizacdo de lignina por microscépio 6ptico em folha (A-D), caule (E-
H) e raiz (I-L) de soja cultivada in vifro apds tratamento com: cultivada in vitro
submetidas aos seguintes tratamentos: meio MS com sais e vitaminas sem adicdo de
reguladores de crescimento (controle), 5.8 uM de 4cido giberélico (GA3), 5.1 uM de
paclobutrazol (PAC), 5.8 uM de acido giberélico + 5.1 uM de paclobutrazol (PAC+GA3).
Cortes transversais da nervura mediana da folha (A-D), caule (E-H) e raiz (I-L), corados
com Floroglucina 4cida (coloragdo vinho indica reagdo positiva com o corante); M:
andlise do conteudo de lignina na parede celular da parte aérea de soja. N: razdo de
celulose e lignina na parede celular. Legendas: folha- x, xilema; fp, parénquima
fundamental; fc, colénquima; fl, floema; e, epiderme; en, endoderme; P, parénquima
medular; p, periderme. vc, cambio vascular; s, esclerénquima. Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan (P<0,05) (n=3).
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Figura 10. Microscopia confocal utilizando o fluor6foro FITCH para avaliacdo de
fluorescéncia da folha de soja cultivada in vitro submetidas aos seguintes tratamentos:
meio MS com sais e vitaminas sem adi¢cdo de reguladores de crescimento (controle), 5.8
uM de acido giberélico (GA3), 5.1 uM de paclobutrazol (PAC), 5.8 uM de 4cido
giberélico + 5.1 uM de paclobutrazol (PAC+GA3). Legenda: Auto, controle negativo da
fluorescéncia (auto-fluorescéncia da folha); LM20, anticorpo monoclonal da parede
celular para homogalacturonano; LMS8, anticorpo monoclonal da parede celular para
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xilogalacturonano JIM4, anticorpo monoclonal da parede celular para glicoproteina
arabinogalactana.

AUTO LM20 LM8 JiM4

Control
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Figura 11. Microscopia confocal utilizando o fluoréforo FITCH para avaliacdo de
fluorescéncia do caule em soja cultivada in vitro submetidas aos seguintes tratamentos:
meio MS com sais e vitaminas sem adicao de reguladores de crescimento (controle), 5.8
uM de écido giberélico (GAz), 5.1 uM de paclobutrazol (PAC), 5.8 uM de 4cido
giberélico + 5.1 uM de paclobutrazol (PAC+GA3). Legenda: Auto, controle negativo da
fluorescéncia (auto-fluorescéncia da folha); LM20, anticorpo monoclonal da parede
celular para homogalacturonano; LMS8, anticorpo monoclonal da parede celular para
xilogalacturonano JIM4, anticorpo monoclonal da parede celular para glicoproteina
arabinogalactana.
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Figura 12. Andlises da expressdo relativa (RT-qPCR) de dois genes envolvidos na
biossintese de celulose em soja cultivadas in vitro apds tratamento com: meio MS com
sais e vitaminas sem adi¢ao de reguladores de crescimento (controle), 5.8 uM de 4cido
giberélico (GA3), 5.1 uM de paclobutrazol (PAC), 5.8 uM de acido giberélico + 5.1 uM
de paclobutrazol (PAC+GA3). Médias indicadas por asterisco diferiram do controle pelo
teste de Dunnet (P<0,05) (n= 3).
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Figura 13. Andlises da expressdo relativa (RT-qPCR) de quatro genes envolvidos na
biossintese de lignina em soja cultivadas in vitro apds tratamento com: meio MS com sais
e vitaminas sem adicdo de reguladores de crescimento (controle), 5.8 uM de 4cido
giberélico (GA3), 5.1 uM de paclobutrazol (PAC), 5.8 uM de acido giberélico + 5.1 uM
de paclobutrazol (PAC+GA3). Médias indicadas por asterisco diferiram do controle pelo
teste de Dunnet (P<0,05) (n= 3).
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5 Discussao

Neste estudo a regulacdo dos niveis de GAs, controladas por GA3 e PAC, em soja
cultiva in vitro gerou alteracdes na morfologia da folha, caule e raiz, e adicionalmente
alterou o metabolismo de compostos primarios assim como de celulose e lignina. Uma
das principais modificacdes ocorreu no padrdo de crescimento e na particdo de biomassa
por 6rgaos, tendo em vista que o cultivo da soja in vitro com PAC também resultou em
alteragdes mais intensificada no caule como menor peso seco e comprimento.

A massa seca foliar foi modificada, visto que a aplicacdo de PAC em meio de
cultura induziu maior acimulo de biomassa na folha, enquanto a suplementacdo de GAs
in vitro diferentemente do cultivo ex vitro resultou em menor biomassa nas folhas, além
de fracdo de massa e drea foliar reduzida. Essas alteracdes ndo podem ser atribuidas as
modificacdes na anatomia da folha, pois as mesmas variagdes geradas com GA3 foram
observadas nos demais tratamentos. O desenvolvimento da folha € regulado por uma série
de fatores de transcri¢do, genes e sinalizacdes hormonais para manuten¢do do meristema
apical (Wang & Li 2008). E possivel que o fornecimento de GAs tenha interferido de duas
maneiras na expansdo e desenvolvimento foliar. Niveis excessivos do hormoénio
disponibilizado em meio de cultura podem ter gerado feedback negativo com a produgdo
de isoformas como GA 2-OXIDASE catabolizando GAs biologicamente ativas e
formando inativas como GAs (Ubeda-Tomas et al. 2006; Nam et al. 2017), e
consequentemente diminuindo o crescimento das folhas. Uma outra alternativa para
menor desenvolvimento foliar com a aplicacdo de GAj3 pode estar relacionado com a
morfogénese da folha. A manuten¢do do meristema apical e iniciacdo dos primordios
foliares € parcialmente regulada pelos fatores de transcricdio KNOTTED1-like homeobox
(KNOX) e por GAs, em que o desequilibrio da homeostase destes dois fatores como a
aplicacdo de GA3 pode afetar o formato da folha (Fleet & Sun 2005).

As modificagdes no crescimento do caule através do maior alongamento e da
maior quantidade de biomassa acumulada nesse Orgdo sdo caracteristicas comuns
encontradas em tratamentos com elevada concentragao de GAs em plantas (Binenbaum

et al. 2018). Apesar do cultivo com GAj3 na soja in vitro ter induzido maior alocacdo de
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massa ¢ de comprimento no caule do que no tratamento com PAC, com relacdo ao
controle estas modificacdes se mantiveram semelhantes. O GAj3 suplementado
simultaneamente com PAC também promoveu o efeito de reversdo no comprimento e na
massa acumulada no caule, mas nio resultou em uma modificacdo que se equiparassem
a aplicacdo de GA3 isolado, padrdo de resposta observada no cultivo ex vitro.

O crescimento do caule € iniciado na regido sub-apical do meristema denominada
zona de diferenciacdo dando origem a células da medula, epiderme, cortex e tecidos
vasculares (Serrano-Mislata & Sablowski 2018). Estas zonas de diferenciacdo sao
consideradas os locais de estimulo ao crescimento por giberelinas a partir da degradacdo
de proteinas DELLA (Serrano-Mislata & Sablowski 2018). No meristema apical também
se inicia a formacdo dos primérdios foliares e posterior transi¢do de crescimento com
caracteristica indeterminada para determinada por regulacao hormonal citocininas e GAs
(Byerne 2012). Dayan et al. 2012 mostraram que as folhas sdo essenciais para o acimulo
de giberelinas bioativas promovendo a manutengdo do alongamento do caule,
diferenciacdo do xilema e cambio vascular. Tendo em vista que a suplementagdo com
GA3 no cultivo in vitro da soja resultou em menor fragdo e drea foliar, seria a reducdo no
crescimento foliar uma justificativa para o alongamento do caule nao ter sido superior a
condi¢do normal da soja cultiva in vitro com GAs.

Na raiz, a suplementacdo com GA3 in vitro gerou alteracdes no desenvolvimento
do 6rgdo mais intensificadas do que na aplicag@o ex vitro na soja que resultou em menor
fracdo de biomassa acumulada no 6rgdo entre os tratamentos. As variagcdes na massa
foliar, do caule e da raiz justificam a menor razdo da parte aérea em relacdo ao sistema
radicular no tratamento com GAs. A aplicacdo de GA3 em meio de cultura, mantendo o
contato direto com o sistema radicular da soja cultivada in vitro promoveu modificagdes
distintas ao cultivo ex vitro. De acordo com Tanimoto (2012) a sensibilidade da raiz é
maior do que no caule, em que concentragdes de GAs superiores a 1 uM beneficiam o
alongamento do caule enquanto prejudicam o crescimento da raiz.

As alteragdes morfoldgicas resultaram de respostas diferenciadas no acimulo de
massa seca na parte aérea e na raiz, assim modifica¢cdes no metabolismo primario na soja

cultivada in vitro. Além de suplementacdo direta de carbono por sacarose, as
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concentragdes de glicose, frutose e sacarose permaneceram em niveis elevados na maior
parte dos tratamentos, exceto no PAC + GAj3. Neste tratamento, possivelmente a menor
concentracdo de sacarose, glicose e frutose durante o cultivo in vitro da soja pode ter sido
ocasionado para sustentar o reestabelecimento do crescimento celular através da inducdo
da expansao foliar e crescimento radicular (Wiese et al. 2007; Paparelli et al. 2013).

A aplicacdo de PAC isoladamente ou em conjunto com GAj3 induziu menor
consumo de amido. Em plantas cultivadas apenas com PAC, essa resposta pode ter sido
resultante do menor acimulo de biomassa na parte aérea. O cultivo da soja no tratamento
de reversdo reestabeleceu em grande parte o crescimento comparado as plantas tratadas
apenas com PAC, aumentando o consumo de carbono pela conversdo de frutose e glicose,
assim como o consumo de sacarose disponibilizada no meio de cultivo.

Apesar do amido ser uma fonte de carbono de reserva disponivel, ele ndo foi
prontamente utilizado como os agucares durante o dia. Talvez esta resposta seja
ocasionada por atraso na sintese de degradacdo do amido no cultivo em fotoperiodo de
8h de escuro e 16 h de luz (Stitt & Zeeman 2012). O aumento no contetido de Chl total
na reducdo de GAs via PAC pode ser decorrente do acimulo de massa seca na folha e da
estrutura da anatomia foliar. Sojas cultivadas in vitro com PAC tiveram a espessura foliar
acentuada comparado aos demais tratamentos, assim como da espessura do parénquima
pali¢ddico (apenas PAC) e esponjoso (PAC+GA3). A aplicacdo de PAC induz adaptagdes
fenotipicas caracteristicas a condi¢des de alta luz como folhas mais espessas, maior
contedido de clorofilas e maior alongamento das células do parénquima (Falcioni et al.
2017).

O caule da soja cultivada in vitro também apresentou alteracoes no padriao de
desenvolvimento estrutural ocasionado pela regulacao de GAs, como maior espessura do
xilema e esclerénquima com aplica¢do de PAC. GAs seriam responsaveis nadiferencia¢io
do xilema, vasos e fibras (Eriksson et al. 2000; Tonn & Greb 2017; Wang et al. 2017;
Falconi et al. 2018). Além disso, a aplicacio de PAC resultou em incrementos na
espessura do cambio vascular, que dd origem ao xilema e ao floema através do
crescimento radial e longitudinal (Tonn & Greb 2017). No cultivo in vitro da soja com

PAC, outra alteracdo observada foi o aumento da espessura do colénquima, mas com
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reducdo no nimero de células no tecido. Dentre os mecanismos de agdo gerados pela
GAs, a regulacdo do alongamento do caule nas regides dos entrends a partir de divisdes
celulares longitudinal é uma delas (Hedden & Sponsel 2015). Como o PAC reduz os
niveis através da inibi¢ao de um dos intermedidrios da biossintese de GAs, o nimero de
divisoes celulares também foi reduzido. O crescimento celular, no entanto, foi mantido
no sentido radial, explicando a reducao no numero de células do colénquima, mas com
aumento de espessura. O colénquima é um tecido caracteristico de suporte de plantas
herbaceas e arboreas, muito comum em eudicotiledoneas sendo considerado como de
crescimento primdrio tendo em vista sua flexibilidade (Lerouux 2015). A limitacdo de
GAs provocaria adaptacdes na organizacdo da estrutura anatdmica do caule da soja
cultivada in vitro, que induziria aumento do crescimento primdrio. Modificacdes
anatdmicas similares ao do caule na raiz da soja mostraram que a espessura do cértex foi
aumentada por maior volume celular do parénquima e aumento do didmetro do cilindro
vascular.

Para avaliar como a composi¢ao quimica da parede celular estava sendo alterada
com a regulacdo dos niveis de GAs na soja, andlises histoquimicas e a avalia¢do de
concentrac¢do de celulose e lignina foram realizadas. O cultivo com PAC induziu aumento
da concentracdo de celulose na parede celular da soja in vitro. A parede celular priméria
€ estruturada com microfibrilas de celulose embebidas em um complexo matriz de
polissacarideos como pectinas e hemiceluloses (Cosgrove 2005). A andlise histoquimica
da parede celular permitiu visualizar que a composi¢ao da parede celular com celulose é
maior em todos os tecidos do caule da soja quando cultivada com PAC. Apesar de sido
observado aumento na expressdo dos genes envolvidos na biossintese de celulose, pode
ter ocorrido o aumento de atividade de enzimas do metabolismo de agticares que tenha
induzido o aumento do contetido de celulose. Uma possibilidade seria a maior atividade
da sacarose sintase (SUS) que faz parte das enzimas do citosol que disponibilizam carbono
para o complexo CESAs através da conversdo de sacarose em UDP-glicose, que
posteriormente é utilizada para polimerizacdo em cadeia de - 1,4 glucanos (Endler &

Persson 2011). Fato que pode ter acontecido devido a disponibilizagdo de sacarose em
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meio de cultivo, além de menor necessidade de utilizagdo deste carbono para alocagdo de
biomassa, e consequentemente maior crescimento em plantas tratadas com PAC.

A parede secunddria € constituida por celulose, hemicelulose, e lignina que sao
depositadas principalmente em células especializadas como elementos traqueais, fibras e
esclerénquima (Zhong & Ye 2014). Na andlise histoquimica para detec¢do de lignina foi
possivel observar que no meio de cultura suplementado com GAj3 ocorreu maior
lignificacao na folha, raiz e caule (xilema, esclerénquima e cambio vascular), enquanto
que na suplementacdo com PAC a lignificacdo foi reduzida. Tal como argumentado
anteriormente, o papel das GAs na inducdo e formacdo de fibras ja era reconhecido
(Dayan et al. 2012), e esta caracteristica se confirmou durante o cultivo in vitro da soja.
A sinalizacdo para formacgdo de lignina na parede celular seria realizada por GAs em
alguns pontos da rota dos fenilpropanoides, através dos genes GmCCoAOMT e
GmCCoAR (Bonawitz & Chapple 2010).

Na andlise de imunolocalizagdo a folha foi modificada na composicao de
xiloglucanos na parede primadria principalmente no tratamento com GAj3, que através da
auto-fluoréscencia parece estar ligado as microfibrilas de celulose na regidao do
parénquima pali¢ddico e esponjoso. Enquanto que no tratamento com PAC a presenca de
xiloglucanos no limbo foliar ficou mais concentrada no parénquima pali¢ddico. No caule,
xiloglucanos aparentemente contribuiram com toda a espessura da parede celular, exceto
na condi¢@o de reversdo. Xiloglucanos sdo hemiceluloses abundantes na composic¢do da
parede celular priméria, sendo considerados os responsaveis por induzir a ligagdo cruzada
das microfibrilas de celulose (Cosgrove, 2005). A ligacdo ndo-covalente entre as
microfibrilas de celulose e xiloglucanos determinam a maior parte das propriedades
fisicas da parede celular (Cosgrove 2005). Desta forma € possivel inferir que as folhas
tiveram maior alteracdo na composicao da parede celular primaria em xiloglucanos do
que no caule.

O caule da soja alterou a composig¢do estrutural da parede celular em fun¢do da
regulacdo dos niveis de GAs. As regides que compreendem o colénquima e o parénquima
no caule, tiveram maior constituicao na espessura por homogalacturonas na redugao dos

niveis de GAs. Homogalacturona ¢ um dos representantes das pectinas, grupos de
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polissacarideos complexos ricos em acido galacturonico (Gal-A) que compdem cerca de
35% do peso seco da parede celular primaria (Hocq et al. 2017). Na folha as
homogalacturonas tiveram maior participacdo na constitui¢do da parede celular na
aplicacdo de GAs.

Arabinogalactanas consistem em uma classe de glicoproteinas da superficie
celular (AGP), a qual fazem parte do complexo de pectinas (Cosgrove 2005). A presenca
de epitopos de carboidratos AGP e ligacdes peptidicas de AGP sugerem que a possivel
participacdo no espessamento € associagdo que constitui maior rigidez na indugdo de
crescimento secundario (Seifert & Roberts 2007). A ativagdo destas glicoproteinas
aparentemente esta correlacionada com a regulacdo dos niveis de GAs na composi¢ao da
parede celular da folha na soja. A imunolocaliza¢do por AGP foi bem caracteristica no
caule de plantas tratadas com GA3, e provavelmente a presenca destes epitopos de
carboidratos AGP sugerem participacdo no espessamento da parede celular de células do

caule (Seifert & Roberts 2007).

6 Conclusao

Atualmente devido as necessidades de sustentar uma agricultura comercial que
visa constantemente o desenvolvimento de novas cultivares, ferramentas que possibilitem
otimizar custos, tempo e espaco sao requeridas. A cultura de tecidos de plantas consiste
em uma ferramenta facilitadora da biologia vegetal, biotecnologia na engenharia e
melhoramento de plantas. Neste trabalho, o uso da cultura de tecidos no cultivo in vitro
da soja possibilitou avaliacdo de diversas caracteristicas do crescimento e
desenvolvimento da cultura com o uso de reguladores de crescimento em um curto espaco
de tempo, sem que ocorresse interferéncia de fatores bidticos e abidticos.

O aumento da disponibilidade de GAs para o crescimento da soja a partir da
suplementag¢do de GA3 induziu o alongamento e acimulo de biomassa no caule, além de
modifica¢des na anatomia do 6rgdo que levaram a maior producdo e deposi¢do de lignina
na parede celular secundaria. A morfogénese na planta, provavelmente foi regulada

negativamente pelo excesso do hormonio, uma vez que a expansao foliar e a biomassa da
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raiz foram amplamente reduzidas. De modo contrério, a aplicagdo de PAC reduziu a
biomassa e o comprimento do caule, mas beneficiou em maior massa seca na folha e na
raiz. A composi¢do da parede celular de plantas tratadas com PAC também foi
modificada, mas na biossintese de celulose, sendo as caracteristicas dos tecidos
estruturais mais relacionados a formagdo de parede celular priméria.

Além disso, foi observado que a regulacdo dos niveis de GAs interferiu
diretamente no metabolismo primdrio da soja, sendo possivelmente o metabolismo de
acucares o mais influenciado. No entanto, ressalta-se a necessidade de novos estudos que

possam elucidar possiveis lacunas ainda ndao preenchidas.
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CONCLUSOES GERAIS

e A reducdo dos niveis de GAs com a aplicagdo de PAC reduziu o porte da planta,
principalmente pela reducdo da biomassa alocada e alongamento do 6rgdao no
cultivo ex vitro e in vitro. Em contrapartida, a aplicacdo de GA3 promoveu o efeito
oposto a aplicacdo de PAC, sendo estas respostas menos pronunciadas no cultivo
in vitro.

e A aplicagdo de PAC no cultivo ex vitro da soja resultou em maiores taxas
fotossintéticas por aumento de trocas gasosas e efici€éncia nos parametros
envolvidos na fluorescéncia da Chl a. Sendo estes fatores, possivelmente
correlacionadas ao rearranjo da anatomia foliar e maior concentracdo de Chl
totais.

e A reducio de GAs para a soja cultivada ex vitro e in vitro induziu maior
composi¢ao de celulose na parede celular da parte aérea da planta, enquanto o
aumento induziu maior produgdo de lignina.

e Em ambos os cultivos, a aplicagdo de PAC ou GA3 ndo resultou em respostas
conclusivas a nivel de expressdo genica para ativacao da biossintese de celulose e
lignina. Mas, provavelmente estas vias sejam reguladas pelo metabolismo
primdrio, através de enzimas envolvidas no metabolismo de acucares.

e A suplementacdo de GA3 no cultivo in vitro da soja promoveu mecanismos
regulatorios distintos, que podem estar relacionados ao catabolismo do hormoénio
e a interacao com fatores de transcricdo no meristema apical do caule. No entanto,
andlises de quantificacdo das formas inativas de GAs e da expressdo dos fatores
de transcri¢do poderiam futuramente ser realizadas.

e Como perspectivas poderiam ser sugeridos novos estudos com a UFVS 86B10 em
campos experimentais para verificar se as mesmas caracteristicas seriam
observadas, além de avaliacdes como testes de resisténcias ao acamamento. E
possivelmente, o desenvolvimento de estudos semelhantes do estado reprodutivo
da planta, verificando se a particdo de carbono afetaria a enchimento, formacao e

composi¢ao quimica do grao.
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