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Luz e giberelinas induzem respostas estruturais da planta em nivel celular
e, independentemente, estimulam a deposicéo de lignina nas paredes das

fibras do xilema

RESUMO

As plantas estdo constantemente submetidas as variagcbes de luz no ambiente e os
hormdnios vegetais sdo uma das formas de intermediacdo entre o sinal ambiental e a
resposta fisiolégica. Dentre eles, as giberelinas (GAs) promovem alteracGes fisioldgicas
que regulam os padrdes de crescimento e desenvolvimento vegetal. AlteracGes
morfoldgicas como comprimento dos entrends e espessura das folhas sdo respostas bem
conhecidas desse horménio. A manipulagdo conjunta dos niveis de luz e niveis
enddgenos de GAs pode influenciar o acimulo de biomassa da planta ou a sua
morfologia em um complexo envolvendo crosstalk em resposta a disponibilidade de luz
e GAs. Desse modo testamos a hipdtese que luz e as GAs atuariam independentemente
em algumas modificacdes especialmente das fibras do xilema, acimulo de lignina e
demais alteragdes morfo-anatémicas. Para tanto foram cultivadas plantas de tabaco em
ambientes de alta e baixa irradiancia com diferentes concentracdes de Acido Giberélico
(GA3) e Paclobutrazol (PBZ, inibidor da biossintese de GAs) em esquema fatorial.
Avaliou-se o0 ganho de biomassa, interceptacédo da luz, absorbancia da folha e teores de
pigmentos, alteracdes morfo-anatémicas das folhas e do caule e quantificacdo dos teores
de lignina no caule. Os resultados fornecem suporte para a hipotese que GAs sdo
capazes de promover alteracdes fenotipicas em ambientes de alta e de baixa irradiancia
desencadeando respostas diferentes ao ganho de biomassa, captura de luz, eficiéncia
energética, estruturas anatdmicas e lignificacdo das plantas de tabaco. Conclui-se que
luz e GAs atuam de modo aditivo na inducgéo da lignificacdo e estimulo a diferenciacéo
de fibras. Além disso, tanto as GAs quanto a luz estimulam independentemente a rota
dos fenilpropanoides que, em ultima insténcia, encontra-se intimamente relacionado a
lignificacdo e espessamento das fibras do xilema. Ainda, as GAs sdo capazes de
restaurar apenas parcialmente as alteracbes anatdmicas no Xxilema das plantas
submetidas ao cultivo sombreado indicando a influéncia da luz nesses processos.

Palavras-chave: Anatomia, parede celular, Nicotiana tabacum, lignificacéo.
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Light and gibberellins induces plant cell structural changes and

independently activates lignin deposition in xylem fibers

ABSTRACT

Plants are constantly subjected to light variations in the environment and plant
hormones interplay between the environmental signal and the physiological response.
Among them, the gibberellins (GAs) promote physiological changes that regulates plant
growth and development. Morphological changes such as internodes length and leaf
thickness are well-known responses of this hormone. The combined manipulation of
light levels and endogenous levels of GAs may influence plant biomass accumulation or
its morphology in a complex response involving crosstalk between light and GAs
availabilities In this way, we test the hypothesis that light and GAs would act
independently on those changes, especially stimulating fibers of the xylem vascular
bundle lignification, and other morpho-anatomical alterations. For this goal, wild-type
tobacco plants were cultivated in high and low irradiance environments with different
concentrations of Gibberellic Acid (GAs) and Paclobutrazol (PBZ, an GAs biosynthesis
inhibitor) in a factorial scheme. Biomass gain, plant light interception, leaf-level light
absorbance and pigment contents, morpho-anatomical changes of the leaves and stem;
and quantification of lignin contents in the stem were evaluated. Our results support the
hypothesis that GAs are capable of promoting phenotypic changes in high and low
irradiance environments, triggering different responses to biomass gain, light capture,
energy efficiency, anatomical structures and lignification of tobacco plants. We
concluded that light and GAs act in an additive way forthe induction
of lignification and stimulation the differentiation of interfascicular fibers. In addition,
both GAs and light independently of each other stimulate phenylpropanoids pathway,
which ultimately is closely related to the lignification and thickening of xylem fibers.
Moreover, the GAs are able to partially restore only the anatomical changes in the
vascular bundle of the plants submitted to the shaded environment indicating the unique
light response to those process.

Keywords: Plant anatomy, cell wall, Nicotiana tabacum, lignification.
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1. INTRODUCAO

As plantas estdo constantemente submetidas as variacfes de luz, de agua, nutrientes,
temperatura e, entre outros fatores que caracterizam a heterogeneidade espacial e temporal do
ambiente. Nessa perspectiva, a luz talvez seja um dos componentes ambientais que mais afeta
a dindmica de vida das plantas. Varia¢cdes da intensidade luminosa do ambiente induzem
alteracbes fisiologicas tanto em nivel fotossintético quanto ao nivel da regulacdo do
desenvolvimento  vegetal (WADA; SHIMAZAKI; [1INO, 2005; PUGNAIRE;
VALLADARES, 2007; KUREPIN; PHARIS, 2014). As varia¢cdes no desenvolvimento séo
associadas as complexas vias de percepcédo, sinalizagcbes hormonais, regulacdo do padrdo de
expressdo dos genes e alteracdes celulares que resultam em modificacbes do metabolismo, da
estrutura e da arquitetura celular e, por fim, da planta, de modo a regular intrinsecamente o
crescimento e desenvolvimento das plantas com o ambiente ao seu redor (NIINEMETS, 2007;
ALABADI et al., 2008; KUREPIN; PHARIS, 2014). Dentre os varios horménios vegetais
sintetizados pelas plantas, as giberelinas (GAs) pertencem a um grupo de diterpenoides
tetraciclicos que promovem alteracbes bioquimicas, fisioldégicas e anatémicas nas plantas
(BIEMELT; TSCHIERSCH; SONNEWALD, 2004; DAYAN et al., 2012; HEDDEN;
THOMAS, 2016). GAs atuam em varias etapas dos processos de crescimento e
desenvolvimento vegetal, incluindo aspectos como indugdo da germinacdo de sementes,
inducdo do alongamento do caule, estimulo a expanséo foliar e inducdo do florescimento em
algumas espécies de plantas (KUREPIN et al., 2006; YAMAGUCHI, 2008; HEDDEN;
THOMAS, 2016).

Uma resposta pouco explorada das GAs nas plantas aponta que elas atuam no controle
da inducéo e diferenciacéo de fibras e na deposicdo de lignina nas células das fibras do xilema
secundario (FX) (DAYAN et al., 2010; YANG et al., 2015). Trabalhos realizados com
aplicagdo exogena de acido giberélico (GAs) e/ou inibidores de sua biossintese (RIBEIRO et
al., 2012; GUO et al., 2015) ou ainda com o uso de plantas transgénicas com superexpressao
de genes regulatorios na biossintesse de GAs, bem como na sua degradacao, ou seja, plantas
que resultam no aumento ou reducdo nos niveis enddgenos desse horménio, (BIEMELT;
TSCHIERSCH; SONNEWALD, 2004; DAYAN et al, 2010) tem-se relacionado as
alteracdes do metabolismo, crescimento e desenvolvimento secundario do caule assim como
das modificagbes da arquitetura da parede celular (BIEMELT; TSCHIERSCH;
SONNEWALD, 2004; DAYAN et al., 2010; DIXIT, 2013; GUO et al., 2015; VOOREND et



al., 2016). As ligninas sdo depositadas nas paredes celulares, conferindo resisténcia e
impermeabilidade das estruturas exteriores das células vegetais (FERREIRA et al., 2017).
Além disso, elas sdo importantes no suporte da planta e estdo em grande parte presentes nas
esclereides, fibras e elementos traqueais do xilema (FERREIRA et al., 2017). Ainda,
recentemente mostrado por FERREIRA et al. (2017), plantas de tabaco possuem diferentes
tipos de lignina nas células do caule, sendo distintas as variac6es presentes nas fibras daquelas
depositadas nos elementos traqueais.

Alteracdes da luminosidade no habitat das plantas estdo associadas a alto grau de
plasticidade fenotipica e tem influéncia sobre os niveis enddgenos de GAs ou sobre a cascata
de sinalizagdo desencadeada por esse horménio (LAU; DENG, 2010; KUREPIN; PHARIS,
2014; HEDDEN; THOMAS, 2016). Plantas crescidas em ambientes de alta irradiancia
apresentam estimulo ao crescimento das raizes, reducdo do comprimento do caule e entrenos
mais curtos, maior razdo de area foliar além de outras alteracdes morfologicas como reducgéo
da dominancia apical (GIVNISH, 1988; LAU; DENG, 2010; KUREPIN; PHARIS, 2014).
Envolvem ainda maior concentracdo de clorofilas e carotenoides por unidade de area foliar,
folhas mais espessas, células do parénquima palicddico mais alongadas, maior lignificacéo
dos tecidos, dentre outras alteraces bioquimicas e anatbmicas que propiciam aclimatacdo em
alta irradiancia (GIVNISH, 1988; PUGNAIRE; VALLADARES, 2007; KUREPIN; PHARIS,
2014). Por outro lado, plantas cultivadas em baixa irradiancia apresentam caracteristicas de
estiolamento, aumento do comprimento dos entrenos, maior razao de massa caulinar e menor
concentracdo de lignina por unidade de biomassa. As folhas geralmente sdo mais finas,
cloroplastos com maior concentracdo de clorofila e menor de carotenoides, células com
parede celulares mais finas e menor adensamento dos tilacoides (HOFFMANN; POORTER,
2002; KUREPIN et al., 2007; PUGNAIRE; VALLADARES, 2007; LAU; DENG, 2010;
KUREPIN; PHARIS, 2014; HEDDEN; SPONSEL, 2015). Tipicamente algumas dessas
modificagdes morfo-fisiologicas estdo interligadas as variagdes ambientais como a luz, que
podem ser desencadeadas via downstream por alteracfes na rota de sinalizacdo das GAs ou
ainda um crosstalk entre via de sinalizacdo das GAs com sinalizacdo desencadeada pelos
fotorreceptores (ALABADI et al., 2008; LAU; DENG, 2010; HEDDEN; THOMAS, 2016).
Salienta-se que ndo é excludente a participacdo de outros horménios em algumas dessas
respostas envolvendo variacdes na intensidade de luz (ALABADI et al., 2008; LAU; DENG,
2010). Em condi¢des de sombreamento 0s teores de GAs sdo maiores nas plantas (KUREPIN
et al., 2006; KUREPIN; PHARIS, 2014) e, por sua vez desencadeia o alongamento celular e



caracteristicas estioladas das plantas. Ainda, ha uma menor deposicdo de lignina nas células
de fibras do xilema secundario (FX) na condi¢cdo de estiolamento. A lignificacdo tende a ser
proporcional a quantidade de luz incidente, ou seja, quanto menos luz, maiores os teores GAs
e menores 0s de lignina (e vice-versa). No entanto, varios trabalhos mostram que o aumento
nos teores de GAs estimulam a deposicdo de lignina em condi¢des de plena irradiancia
(WADA; SHIMAZAKI; 1INO, 2005; KUREPIN et al., 2006; MOURA et al., 2010; YANG et
al., 2015; HEDDEN; THOMAS, 2016). Desse modo ha lacunas no nosso conhecimento sobre
o provavel crosstalk entre os efeitos da luz com os das GAs sobre o metabolismo da lignina.
Pouco se conhece sobre a interacdo entre niveis de GAs e disponibilidade de luz na
diferenciagéo de fibras do xilema e a suas respostas individuais sobre a deposicdo de lignina
na parede celular (DAY AN et al., 2012), em especial para ambientes de baixa irradiancia.

Aplicacdes de Acido Giberélico (GAs) e/ou o inibidor da biossintese de GAs, 0
paclobutrazol (PBZ); um inibidor da enzima ent-kaureno oxidase, (KO; EC 1.14.13.78),
permitem alterar o metabolismo de GAs nas plantas (HEDDEN; THOMAS, 2016). Aplicacéo
de PBZ tem fornecido bons insights para analises de estruturas em niveis morfologico,
anatomicos e metabolicos (RIBEIRO et al., 2012; GUO et al., 2015). Plantas tratadas com
PBZ apresentam menores teores de GAs e com fenotipo ando, induzido por meio da reducao
do comprimento do caule, dos entrends e perda da dominancia apical (DAVIES, 2010;
HEDDEN; THOMAS, 2016). Concomitante a isso, 0 PBZ (e moléculas relacionadas como
Uniconazol ou Ancymidol) (TOKUNAGA; UCHIMURA; SATO, 2006) permite realizar
estudos ecofisiolégicos em plantas selvagens de modo a evitar efeitos pleiotropicos da
manipulacdo da expressdo em plantas transgénicas com alteracdes no metabolismo de GAs,
frequentemente usando-se os genes da GAZ2-oxidase ou GA20-oxidase (RIBEIRO et al.,
2012; GUO et al., 2015; HEDDEN; THOMAS, 2016). Nesse sentido, optou-se pela aplicacdo
foliar de GAs e uso de PBZ no solo na investigacdo os aspectos ecofisiologicos e anatdmicos
em plantas de tabaco sobre a influéncia de diferentes niveis de GA em ambientes de alta e
baixa irradiancias. Testou-se a hipotese que a luz e as GAs atuariam independentemente na
promocdo de modificacbes estruturais do xilema (KUREPIN et al., 2007; HEDDEN;
THOMAS, 2016) e acumulo de lignina no caule (ERIKSSON et al., 2000; DAYAN et al.,
2012; GUO et al.,, 2015) e outras alteracbes morfologicas (BIEMELT; TSCHIERSCH;
SONNEWALD, 2004; GUO et al., 2015) e anatémicas nas plantas (DAYAN et al., 2010;
VOOREND et al., 2016).



2. REVISAO DE LITERATURA

Desde os estudos classicos e publicados a partir do final do século X1X os pesquisados
tém demonstrado que 0s vegetais percebem muitos sinais ambientais, a fim de realizarem o
ajuste preciso do seu crescimento e do desenvolvimento. A luz é um importante sinal
ambiental e um dos mais relevantes na regulacdo dos processos que moldam o
desenvolvimento das plantas. Por meio da percepcdo de multiplos pardmetros da luz
(quantidade, qualidade, direcdo e fotoperiodo), as plantas adquirem informagdo ambiental ao
seu redor e ajustam seu crescimento e desenvolvimento de modo a maximizar as chances de
sobrevivéncia e propagacdo. Muitos dos principais eventos do desenvolvimento em um ciclo
de vida vegetal (como germinagéo, fotomorfogénese, diferenciacdo celular e lignificacdo de
tecidos) sdo regulados por sinais ambientais (luz, temperatura, nutrientes) e endogenos
(hormdnios e outras moléculas sinalizadoras) (SRIVASTAVA, 2002; BUCHANAN;
GRUISSEM; JONES, 2015) no qual resultam em alteragcdes morfoldgicas na planta.

A demonstragdo das alteracGes do crescimento e no desenvolvimento vegetal podem
ser quantificados e demonstrados por meio de andlise de crescimento. Ela se baseia na
avaliacdo de componentes basicos da planta como matéria seca e comprimento de raiz, caule e
folhas e area foliar. Ainda, completa-se por parametros derivados como area foliar especifica
(AFE), razdes de massa radicular (RMR), caulinar (RMC), e foliar (RMF) e area foliar
especifica (AFE) que sdo importantes componentes que influenciam na taxa de crescimento
relativo (TCR). A TCR é um parametro usual para analise comparativa da performance entre
plantas e/ou tratamentos, porém influenciada por um componente em analise pré-existente,
enquanto que a taxa de assimilacdo liquida (TAL) estd mais fortemente relacionada a
fotossintese liquida ou ao balanco liquido de C da planta dentro de um intervalo de tempo,
sendo considerada a “média” do periodo, fornecendo assim um valor robusto com o
desempenho total (e ndo pontual) da planta (HUNT, 1990; HOFFMANN; POORTER, 2002).

Alteracdes morfoldgicas geralmente sdo resultados de modificacdes lentas no padrao
de diferenciacdo celular; e os dados anatdmicos comparativos nos fornecem uma “visdo” dos
resultados dessas alteracfes no desenvolvimento das células e tecidos que em Ultima instancia
é resultado de modificacbes metabolicas advindas da inducdo/repressdo de processos
fisiologicos associados a percepcdo ambiental. A integracdo desses componentes pode
influenciar no acimulo de biomassa da planta ou a sua morfologia. Portanto, justifica-se a

interacdo de dados de crescimento com os anatémicos para avaliar a eficiéncia de crescimento



e habilidades de aclimatacdo das plantas as condi¢Bes que elas crescem. A interacdo entre 0s
fatores ambientais e os fitormbnios é a chave no processo de aclimatacdo das plantas em
diferentes ambientes.

Diante do exposto um dos principais horménios vegetais associados as modificacdes
em ambientes de sol e sombra sdo as GAs. Quimicamente sdo compostos constituidos de
unidades bésicas isoprenoides de cinco carbonos. GAs sdo um grupo de diterpenoides
tetraciclicos considerado um horménio vegetal envolvido na regulacdo e maltiplos processo
de crescimento e desenvolvimento das plantas (YAMAGUCHI, 2008; DAVIES, 2010;
RIBEIRO et al., 2012; HEDDEN; THOMAS, 2016). Os caminhos metabdlicos de biossintese
e degradacdo de GAs seguem as rotas dos terpenoides (YAMAGUCHI, 2008; DAVIES,
2010; HEDDEN; THOMAS, 2016). A rota biossintética de GAs pode ser dividida em trés
estagios, cada qual residindo em compartimento celular diferente (HEDDEN; PHILLIPS,
2000; YAMAGUCHI, 2008). O Estagio 1, que ocorre em plastideos; o Estagio 2, que ocorre
na membrana dos plastideos e no reticulo endoplasmatico; e o Estagio 3, que ocorre no
citosol.

No Estagio 1, que ocorre nos plastideos, quatro unidades de isoprenos sdo ligadas,
formando uma molécula linear de 20 carbonos, o geranilgeranil difosfato (GGPP). O GGPP
entdo é convertido a um composto tetraciclico, o ent-kaureno, em duas etapas catalisadas pela
ent-copalil-difosfato sintase (CPS) e ent-kaureno sintase (KS). No Estagio 2, que ocorre na
membrana dos plastideos e no reticulo endoplasmatico, o ent-kareno, em uma sequéncia de
reacOes € convertido na primeira giberelina formada, a GAi1.. Nessa parte da rota, a ent-
kaureno oxidase (KO) e o &cido ent-kaurenoico oxidase (KAO) sdo duas enzimas chaves
importantes. No Estagio 3, que ocorre no citosol, por meio de uma série de reagdes
oxidativas, a GA1. € convertida primeiramente em outras GAs-Cyo €, ap0s, em GAs-Ciy,
incluindo as GAs bioativas. Duas rotas principais foram identificadas neste estagio. Ambas
compreendem a mesma série de reacGes oxidativas, exceto que os intermediarios em uma rota
tém —OH no carbono 13 (hidroxilacdo do C13), enquanto os intermediarios da outra rota nao
possuem (ndo hidroxilacdo do C13) (YAMAGUCHI, 2008; DAVIES, 2010; HEDDEN;
THOMAS, 2016).

De modo complementar, sdo conhecidas 3 principais enzimas que regulam a
homeostase e biossintese de GAs: GA 20-oxidase (GA200x) e GA 3-oxidase (GA30x), que
catalisam as fases iniciais da biossintese de GAs bioativas, e a GA 2-oxidase (GA20x),

envolvida na desativacdo de GAs. Elas séo classificadas como dioxigenases e utilizam 2-



oxoglutarato (YAMAGUCHI, 2008; MARTINS, 2013; HEDDEN; THOMAS, 2016). Uma
fina regulacdo metabdlica em resposta aos niveis de GAs e luz faz com que a homeostase de
GA s seja controlada por inducdo de genes GA20x com feedback negativo da regulagdo bem
como GA20o0x e GA3ox induzidos por elevados niveis de GAs que desempenham papel
regulatério para as vias dos terpenos e compostos fendlicos e influenciam no crescimento das
plantas (HEDDEN; PHILLIPS, 2000; OLSZEWSKI; SUN; GUBLER, 2002; DAVIES, 2010;
DAYAN et al.,, 2010; RIBEIRO et al.,, 2012; KUREPIN; PHARIS, 2014; HEDDEN;
THOMAS, 2016).

Tem-se relatado que GAs estdo envolvidos na formacdo e diferenciacdo de fibras e
elementos de vaso e alteragdes da arquitetura da parede celular, modificando o arranjo de
microttbulos pela interacdo com os varios fatores de interacdo dos fitocromos (PIFs) (LI et
al., 2016) e o complexo prefoldina (DIXIT, 2013; LOCASCIO; BLAZQUEZ; ALABADI,
2013) levando a degradagédo das proteinas DELLA (DIXIT, 2013; LI et al., 2016). Ainda,
possivelmente ligado as auxinas, ao afrouxamento da parede celular que permite a expanséo e
divisdo celular (DIXIT, 2013; LOCASCIO; BLAZQUEZ; ALABADI, 2013). Recentemente
relatou-se a descoberta da indugcdo de genes INCREASED CAMBIAL ACTIVITY (ICA)
responsaveis por maior atividade cambial em respostas as GAs (KIM et al., 2016) ICA
estimula a diferenciacdo do crescimento axial e radial do caule que, em ultima instancia,
induz ao crescimento secundario e ao desenvolvimento de células do raio parenquimatico e
interfascicular do xilema (KIM et al., 2016).

Mesmo sendo um dos hormdnios mais estudados junto com as auxinas
(YAMAGUCHI, 2008; LAU; DENG, 2010; DAVIERE; ACHARD, 2013; HEDDEN;
THOMAS, 2016), pouco tem sido caracterizado sobre o papel das GAs na participacéo direta,
ou ainda indiretamente nas vias de sinalizacdo e, principalmente do metabolismo primario
(RIBEIRO et al., 2012; MARTINS, 2013) e sobre o sua atuacdo no controle da regulacdo da
divisdo (SAUTER; KENDE, 1992; ERIKSSON et al., 2000) e expansdo celular (INADA;
SHIMMEN, 2000).

Sabe-se que ocorre intenso crosstalk entre as rotas de sinalizagdo promovidas pela luz
e por horménios (revisto por LAU; DENG, 2010). No escuro, as GAs, ligam-se ao seu
receptor GIBBERELLIN INSENSITIVE DWARF1 (GID1) e medeiam a ubiquitinacdo das
proteinas DELLA (ALABADI et al., 2008; LI et al., 2016). As proteinas DELLA s&o ent4o,
direcionadas para o proteassomo 26S para a degradacdo. Na auséncia das proteinas DELLA,

as PIFs (Fatores de Interagdo com os Fitocromos) podem agir tanto como reguladores



positivos quanto negativos da expressdo génica, provavelmente pela interacdo com proteinas
diferentes, talvez mediados por diferentes elementos reguladores cis no promotor dos genes-
alvo (LI et al., 2016). As proteinas PIF3 e PIF4 promovem a transcricdo de genes que
induzem o estiolamento e alongamento celular no escuro. Na luz, as proteinas DELLA ligam-
se as proteinas PIF3 e PIF4, evitando sua interacdo com os elementos cis dos genes-alvo
(DAVIERE; DE LUCAS; PRAT, 2008; DAVIERE; ACHARD, 2013). Desse modo, a acio
das GAs na luz, promoveria o estiolamento via degradacdo das proteinas DELLA e a
possibilidade de acdo das proteinas PIF3 e PIF4 (LAU; DENG, 2010). As proteinas PHY
(fitocromos) também interagem com as proteinas PIF, por meio da fosforilacdo, levando
eventualmente, a sua ubiquitinacdo e degradacdo. Na auséncia de proteinas PIF, os genes
necessarios para expansao celular ndo sdo expressos e o crescimento vegetal é retardado
(LAU; DENG, 2010; LI et al., 2016).

Os estimulos ao alongamento celular sdo promovidos pelas interacdes entre GAs e
auxinas que influenciam no processo de crescimento e desenvolvimento vegetal por meio do
afrouxamento da parede celular e na biossintese de polissacarideos da parede. Segundo Ross e
O’Neill (2001), as auxinas podem induzir a sintese de outros hormonios com as GAs. A partir
de experimentos com a decapitacdo do caule de ervilhas, eliminava a capacidade de sintetizar
GA: a partir do seu precursor GAzo. Sabe-se que GAs tem efeito sob o alongamento celular e
sugere-se que as auxinas atuam de forma sinergica para promover a expansao celular (ROSS;
O’NEILL, 2001). No que tange a participacdo de auxinas e GAs na diferenciacdo celular,
tem-se relatado que a formacéo de elementos de vasos encontra-se relacionada a participacao
das auxinas enquanto GAs estimulam a formacao de fibras, com participacédo ativa do cambio
vascular em plantas de tabaco (ALONI, 1987; DAYAN et al., 2012). Alem disso, tem-se
demonstrado que o desfolhamento e decapitacdo do apice caulinar, seguida por aplicacdo
exdgena de GAs rapidamente induz a diferencia¢do de fibras e desenvolvimento secundario
do xilema (ALONI; TOLLIER; MONTIES, 1990; DAY AN et al., 2012) e que a auxina nao
consegue restaurar o crescimento secundario em caules, indicando o papel central das GAs na
promoc¢do da diferenciacdo de fibras e, crescimento e diferenciacdo secundario do caule.
Além disso, considera-se que GAs e outros hormdnios como as citocininas participam da
promocdo da sintese da enzima xiloglucano endotransglicosilase (XET) responsavel por
modificagdes do arranjo dos xiloglucanos da parede celular (ALONI, 1987; ALONI;
TOLLIER; MONTIES, 1990; DAYAN et al., 2012).



As GAs exoOgenas sao capazes de substituir a indugéo fotoperiddica ao serem aplicados
em plantas de dias longos que crescem sob a forma de rosetas quando submetidas a dias
curtos. Além disso, o fendtipo é acompanhado pelo alongamento do caule e emissdo do
escapo floral. O comprimento do dia e também do nivel de luz influenciam no metabolismo
de GAs. Em condigBes de dias curtos, os niveis de GAs sdo baixos e as plantas mantém a
forma de roseta, por outro lado, em dias longos observa-se aumento nos niveis de GAs
(YAMAGUCHI, 2008; HEDDEN; SPONSEL, 2015).

Um dos trabalhos pioneiros e fundamentais no entendimento dos efeitos das GAs
sobre o ciclo celular foi de Sauter e Kende (1992) no qual os autores propuseram que o efeito
primario das GAs relaciona-se com a inducdo do alongamento celular do meristema
intercalar, processo esse que é seguido por ciclos de divisbes celulares, que ocorrem,
inicialmente, a partir das células que tiveram seu DNA duplicado e que, em consequéncia,
estdo na fase Gz do ciclo celular. O aumento do nimero de células da fase G indica um
estimulo geral para a divisdo celular (SAUTER; KENDE, 1992). Além disso, ap0s 4 horas de
tratamento com GAs ocorre uma diminui¢cdo do numero de células da fase G2, sugerindo que
esse hormdnio regula o ciclo celular a transicdo entre a mitose e a fase G,. Sabe-se que a
transicdo entre as diferentes fases do ciclo celular é regulada por proteinas cinases
dependentes de ciclinas (CDKs). Ainda, Sauter e Kende (1992) mediram o0s niveis
transcricionais de dois genes que codificam CDKs e mostraram aumento dos niveis desses
genes em resposta as GAs exogenas. Esse aumento foi correspondente a expressao de dois
genes associados a atividade mitdtica, sugerindo que GAs estimulam a divisdo celular bem
como ciclinas necessarias para a mitose e formacdo de novas células (SAUTER; KENDE,
1992).

A luz ¢é essencial para o crescimento das plantas e ela propria tem efeitos sob a
deposicdo de lignina. Foi demonstrado em Ebenus cretica L. cultivadas ambiente controlado
de luz que as plantas apresentavam 2,5 vezes mais lignina do que mudas cultivadas no escuro
(SYROS; YUPSANIS; ECONOMOU, 2005). Demonstrou-se em plantas de soja expostas a
diferentes intensidades de luz e fotoperiodo no qual evidenciou aumento dos niveis de H20- e
lignina, bem como niveis mais elevados da atividade de diamina oxidase e peroxidasses
(POD) (ANDERSSON-GUNNERAS et al., 2006). Foi demonstrado também que a
diferenciacdo de traqueides em calos de Pinus radiata apresentou efeito positivo da luz sobre
a atividade das enzimas fenilalanina aménia-liase (PAL), cinamil alcool desidrogenase (CAD)

no qual resultou aumento na concentragéo de lignina quando os calos foram transferidos do



escuro para a um fotoperiodo de 16h (CHEN et al., 2002; MOURA et al., 2010). Ainda, a
exposicdo a luz continua aumenta a atividade de PODs e lacasses anidnicas e catidnicas em
hipocétilos de feijdo resultando em aumento dos teores de lignina (MOURA et al., 2010). Em
orquideas tratadas durante 30 dias com diferentes intensidades luminosas (60 e 340 pmol m
s) tenderam a aumentar os teores de lignina associados positivamente com maior atividade
da PAL, CAD e superdxido dismutase (SOD) (AKGUL; COPUR; TEMIZ, 2007). Além
disso, tem-se mostrado que GAs interferem a deposicdo de lignina por meio da maior
atividade de enzimas como PAL, CAD (BIEMELT; TSCHIERSCH; SONNEWALD, 2004;
GUO et al., 2015) indicando crosstalk entre diferentes mecanismos para a estimulacdo da
lignificacdo, crescimento e desenvolvimento dos diferentes 6rgdos da planta (MOURA et al.,
2010; KUREPIN; PHARIS, 2014)

Associar altas taxas de crescimento, impulsionados por luz e GAs devem alterar a
alocacdo de C para formacdo da parede celular de modo a sustentar o proprio crescimento
vegetal. As células vegetais sdo delimitadas por uma parede mecanicamente forte (YANG et
al., 2015). Essa camada, que pode alterar-se em resposta a luz ou GAs é formada por uma
rede de fibrilas de celulose embebida em uma matriz de polissacarideos que sdo secretadas
pelas células (VANHOLME et al, 2012; YOON; CHOI; AN, 2015). A matriz de
polissacarideos e fibrilas de celulose se unem em uma forte rede de uma mistura de ligacdes
covalentes e ndo covalentes (VANHOLME et al., 2012). A parede celular ainda cumpre as
sequintes funcdes de regulacdo do volume celular, determinacdo da forma e protecdo do
protoplasto.

Depois da celulose, a substancia organica mais abundante nas plantas € a lignina, um
polimero de grupos fenilpropanoides altamente ramificados (YOON; CHOI; AN, 2015). A
lignina desempenha fungdes primarias e secundarias nos vegetais. Sua estrutura precisa ndo €
conhecida devido a dificuldade de extrair lignina das plantas, onde esta covalentemente ligada
a celulose e a outros polissacarideos da parede celular (VANHOLME et al., 2010). A lignina
é, em geral, formada por trés diferentes alcoois de fenilpropandides: coniferil, cumaril e
sinapil, todos sintetizados a partir da fenilalanina mediante varios derivados do acido
cindmico (VANHOLME et al., 2010; YOON; CHOI; AN, 2015). A lignina é encontrada nas
paredes celulares de varios tipos de tecidos de sustentacdo e conducgdo, especialmente em
traqueides, fibras e nos elementos de vaso (VANHOLME et al., 2010, 2012; FERREIRA et
al., 2017). Ela é depositada, sobretudo, no espessamento da parede secundaria, mas também,

pode estar presente na parede primaria e na lamela média, em intimo contato com a celulose e



hemicelulose j& presentes. A rigidez mecénica da lignina fortalece os caules e o tecido
vascular, permitindo o crescimento ascendente e possibilitando que a 4gua e 0s sais minerais
sejam conduzidos pelo xilema sob tensdo, sem haver o colapso do tecido (VANHOLME et
al., 2010; MARTINEZ-VILALTA et al., 2014; LARTER et al., 2015).

Devido & importancia de se conhecer melhor a alocagdo de C sob diferentes ambientes
e em resposta a manipulacdo dos niveis de GAs, objetivou estabelecer em aspecto
ecofisiologico as estratégias da eficiéncia da captura de luz, acumulo de biomassa e
modifica¢fes anatémicas, em especial alteragdes promovidas nas fibras do xilema secundario
(FX), visto que GAs e luz afetam vérios processos biologicos aparentemente ndo

relacionados.
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3. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi conduzido nos Laboratdrios de Fisiologia Vegetal, Bioquimica
de Plantas (BioPlan), Histotécnica Vegetal, Ecologia Energética, Complexo de Apoio a
Pesquisa (COMCAP) e no Centro de Tecnologia de Irrigacdo da Universidade Estadual de

Maringa, Maringd), Parana, Brasil.

3.1. Material vegetal e condigdes de crescimento

Foram utilizadas plantas de tabaco (Nicotiana tabacum L. cv. Havana 425) do tipo
selvagem (WT). As plantas foram cultivadas em casa de vegetacdo do Centro Tecnoldgico de
Irrigacdo na Universidade Estadual de Maringa (CTI — UEM). Sementes de tabaco (Nicotiana
tabacum cv. HAV 425) foram dispostas em placa de petri e germinadas a temperatura
ambiente. As plantulas obtidas foram transferidas para copos plasticos descartaveis de 50 mL
e cultivadas em sala de crescimento com fotoperiodo de 16/8 horas (claro/escuro) a 23°C.
Plantulas com 4 folhas foram transferidas para potes de 300 mL contendo substrato comercial
para plantas e aclimatadas em casa de vegetacdo. Mudas com aproximadamente 5-6 folhas
expandidas (maiores que 5cm de comprimento) foram selecionadas, pela uniformidade,
sanidade e vigor. Em seguida foram transplantadas em potes plasticos de 5L contendo solo de
textura média e adubacédo a base de N, P e K. Todas as plantas eram frequentemente irrigadas

conforme a necessidade e cuidados fitossanitarios feitos quando necessario.

3.2. Delineamento experimental e montagem dos experimentos

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC) em
esquema fatorial 6x2 constando com dois niveis de luz e seis “niveis hormonais”. Os
tratamentos foram denominados de alta irradiancia (a pleno sol) (Air — 100% luz) e baixa
irradincia (sombra) (Bir — 8,5% de luz). Usou-se duas malhas de tipo sombrite 50% e 80%,
sobrepostas formando uma cobertura completa sobre as plantas (incluindo as laterais), que
somadas propiciaram 91,5% de sombreamento em relacdo ao interior da casa de vegetacdo
que estavam as plantas Air. A qualidade espectral ndo foi alterada nessa condigdo (dados ndo
mostrados). Foram aplicadas as plantas, via pulverizacdo foliar, solucdes contendo diferentes
concentragdes de acido giberélico (GAs) e aplicagdo no solo uma solugdo contendo
paclobutrazol (PBZ). As plantas foram submetidas a pulverizacdo de solucdo contendo GA3

(0 [4gua destilada; controle], 10 e 100 uM GAgs planta™), aplicados a cada 2 dias, no intervalo
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de 10 dias (RIBEIRO et al., 2012). O paclobutrazol (PBZ — inibidor da sintese de GAs) foi
aplicado de uma Unica vez em volume de 500 mL por vaso na concentracdo de 50 mg L? (25
mg PBZ vaso?, em solucdo aquosa). Ainda as combinacdes entre GAs e PBZ, conforme
Ribeiro et al., (2012) com ajustes para o volume de vaso.

Dessa forma os tratamentos foram:

1) Controle (Cont),

2) GAs 10 pM (GAL10),

3) GA: 100 uM (GA100),

4) PBZ50 mg L™ (PBZ),

5) GA10+PBZ (GA10P) e

6) GA100+PBZ (GA100P)

Todos com dois niveis de luz, formando um esquema fatorial 2x6 (luz vs GAs) totalizando
12 tratamentos com 6 repeticdes.
As plantas foram avaliadas durante periodos regulares da fase exponencial (vegetativa) de

crescimento até ao 20° dia a partir da aplicacao dos tratamentos.

3.3. Analise de crescimento

Avaliaram-se 0s parametros de crescimento durante a fase vegetativa da planta. Foram
realizadas analises ndo-destrutivas para medicdo da area foliar a cada 5 dias em todas as
plantas, medindo-se comprimento e largura de cada folha, e a area foliar estimada segundo a
equacdo [AF =k = C = L], sendo AF a é&rea foliar, k (0,70014) um fator de corre¢éo, C o
comprimento maximo do limbo e L a largura maxima da folha (ANTUNES et al., 2017) com
modelo ajustado para N. tabacum HAV 425. Em intervalos de 10 dias foram coletadas 72
plantas (6 plantas de cada tratamento) para andlise de crescimento destrutiva, com a
quantificacdo da matéria seca da raiz, caule, folha e total da planta pela soma das fracdes
anteriores. Foram medidos ainda o didmetro e o comprimento do caule e da raiz em 2
periodos do ciclo da cultura (total 20 dias). Para obtencdo da matéria seca as fracdes foram
colocadas em estufa de ventilacdo forcada, a temperatura de 70°C até peso constante e
quantificadas em balanca digital analitica. Os parametros de crescimento e fisiologicos foram
estimados segundo método descrito por HUNT, (1990); HOFFMANN; POORTER, (2002);
SILVA et al. (2013).
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3.4. Determinacdo da intercepcao de luz

Calculou-se a densidade volumétrica do dossel, considerando a parte aérea da planta
-~ P 1 . .
com projecdo de um cone, calculado pela férmula, Vcone = 3 nr?h, considerando o raio (r)

como o comprimento da maior folha e (h) altura do caule, compondo a densidade de area
foliar que compde a relagdo da area por volume (cm? folha / cm? de planta).

3.5. Determinacao dos teores de pigmentos foliares

Segmentos de 2 cm? do limbo, da quarta ou quinta folha totalmente expandida a partir
do é&pice caulinar, foram utilizados para quantificacdo dos teores de clorofilas e carotenoides
totais. A extracdo foi realizada imediatamente apds a coleta dos segmentos, com imersdo no
escuro e em temperatura ambiente, por aproximadamente 18-20 horas em solucdo de acetona
80% saturada com CaCOs. Para leitura do espectro de absor¢do (400 a 700 nm) dos
pigmentos foliares extraidos utilizou-se espectrofotémetro (Shimadzu UV-2450 com software
UV-Probe v.2.34, Shimadzu Corporation, Japan). As concentracdes de clorofilas e
carotenoides foram estimadas, segundo equagdes matematicas descritas por Lichtenthaler
(1987) selecionando os comprimentos de onda de 470, 647 e 663 nm. Segmentos similares
aos usados para extracdo dos pigmentos foram coletados, colocados em estufa a 70°C e
quantificados em termos de matéria seca para avaliacdo e expressdo dos dados com base em

massa.

3.6. Determinacao dos dados de reflectancia, absorbancia e transmitancia da luz

Dados de reflectancia (R) e transmitancia (T) foram avaliados diretamente por meio do
acoplamento de dois espectrorradiometros (ASD Inc; Fild Spec®, USA) calibrados e
colimados imediatamente antes do uso. Aplicou-se entdo um feixe de luz de aproximadamente
2.000 pmol m2 s em um dos sensores (aquele posicionado na face adaxial da folha) e entéo
efetuado as leituras de 350 a 2500 nm simultaneas tanto de reflectancia quanto de
transmitancia. Considerou-se entdo a absorbancia (A) como sendo a fracdo calculada pela
equacdo [A =1 — (R + T)]. Foram realizadas duas leituras por folha (uma de cada lateral do
limbo) e considerou-se a média como unidade experimental. Selecionou os pontos referentes a
curva espectral da luz visivel do azul (435nm), verde (550nm) e vermelho (674nm) e estimou-
se 0s dados de absorbancia da folha (Absr) e correlagBes entre pigmentos foliares extraidos

em relacdo aos tratamentos aplicados.
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3.7. Andlises anatémicas

3.7.1. Microscopia de luz

Para avaliacdo das caracteristicas anatémicas, foram coletadas amostras de folha e
caule. Da folha, foram coletadas da por¢do mediana do limbo aproximadamente 3-4 cm? da
quarta folha totalmente expandida a partir do apice caulinar. Para o caule foram coletadas
seccOes das porgdes basal de tamanho aproximado 5-6 cm®. Ambas as coletas ocorreram na
altima avaliacdo, ao 20° dia apdés o tratamento. As amostras foram fixadas em solucdo
Karnovsky modificada contendo glutaraldeido 2,5%, paraformaldeido 2% em tampéo fosfato
0,05M pH 7,2 (KARNOVSKY, 1965).

Apds a fixacdo, procedeu-se com o seguinte método: segmentos de folhas e caules
com 2 cm? foram cortados e preservados em alcool 70% e posteriormente submetidas a
desidratacéo utilizando-se series com concentragdes crescentes de alcool etilico (70, 80, 90 e
3x com 100%). Em seguida procedeu-se a infiltragdo e inclusdo em metil-metacrilato
(Leica®, Historesin). As amostras foram seccionadas em micrétomo de rotagdo manual
(espessura 8um), coradas com azul de toluidina em tampédo acetato pH 4,7 (O’BRIEN;
FEDER; MCCULLY, 1964) e untadas com resina sintética Verniz Vitral Incolor® (SOUZA
et al., 2005; PAIVA et al., 2006). As imagens digitais foram obtidas em microscopio (Leica)
acoplado a um computador com o software Leica Application Suite®. As medidas foram
realizadas com auxilio do software Image-Pro-Plus® v.4.5 e calibrados com uso de lamina de

referéncia de medicéo.

3.7.2. Microscopia de fluorescéncia

3.7.2.1. Analise com material incluido em PEG

Segmentos de 3cm® de caule da regido basal foram fixadas em solucdo Karnovsky
modificada contendo glutaraldeido 2,5%, paraformaldeido 2% em tampéo fosfato 0,05M pH
7,2 (KARNOVSKY, 1965). As amostras de caule foram lavadas em agua destilada por 3x
durante 5 minutos. Apds o procedimento de reidratacdo as amostras foram colocadas em
recipientes de vidro e entdo adicionado uma solucdo aquosa de polietilenoglicol 6000 (PEG
6000) 25% (p/v) e o material colocado em uma estufa a 60°C. Quando a metade do volume
inicial de solucdo havia sido alcancada, uma solucdo de PEG 6000 75% (p/v) foi adicionada.
Quando a solucdo novamente havia retornado a metade do volume, os fragmentos foram
incorporados em uma solucdo de 90% PEG 6000 e goma aradbica. Os fragmentos de caule

foram posicionados em cassetes montados em base de madeira e fita adesiva, e imediatamente
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levadas ao congelador (-4°C). As amostras foram desformadas e cortadas em micrétomo de
rotacdo manual (espessura 25 — 35 um) e os cortes distendidos em placa com &gua entre 35 —
50°C (SOUZA et al., 2005; FERREIRA et al., 2017). A coloragéo utilizada foi azul de astra e
safranina/fucsina Bésica 1% (p/v) (KRAUS et al., 1998) e os cortes montados entre lamina e
laminula com glicerina 50%. As imagens digitais foram obtidas em microscépio de
epifluorescéncia EKB-2F (Eikonal Ind., Sdo Paulo, Brazil) com comprimento de onda de
excitacdo azul (460 — 490nm) (FERREIRA et al.,, 2017) e filtro B. As imagens foram
processadas com auxilio do software Bel Eurisko (Bel Photonics, Piracicaba, Brazil)
(FERREIRA et al., 2017) e analisados de forma qualitativa com auxilio do software Image-
Pro-Plus® v.4.5.

3.7.2.2. Analise da fluorescéncia da parece celular de caule infiltrados em historesina

Segmentos de caule com 2 cm?® previamente fixados em solugdo Karnovsky
modificada (KARNOVSKY, 1965), preservadas em etanol 70%, posteriormente desidratadas
em seérie etanolica e infiltradas e em metil-metacrilato e cortadas em espessura 8 um conforme
descrito anteriormente, foram submetidas a dupla coloragdo com Calcofluor Bright White 28
(0,01%, p/v) e Auramina O (0,01%, p/v) (IBRAHIM, 2001), para celulose e lignina,
respectivamente. Para visualizar as células parenquimaticas celuldsicas e lignificadas
procedeu-se da seguinte maneira: em primeiro lugar os cortes foram imersos em solugdo de
Auramina O 0,01% (p/v) por 20 segundos, lavados com agua destilada e em seguida
submetidas a coloracdo com Calcofluor Bright White 28 0,01% por 10 minutos. Montou o0s
cortes com laminula e agua e visualizou imediatamente em microscopio de fluorescéncia
Zeiss, Axiostar Plus com filtro 2 no UV acoplado a uma camera digital (Axiocam). As

medidas foram realizadas com auxilio do software Image-Pro-Plus® v.4.5.

3.7.3. Maceracao

Para andlise qualitativa e quantitativa das fibras foi empregada a técnica de maceracao
acida (KRAUS; ARDUIN, 1996). Para tanto, fragmentos de caules fixados em solucédo
Karnovsky (KARNOVSKY, 1965) foram colocados em frascos de vidro de 20 mL contendo
uma solucdo &cida na proporcao 1:1 contendo acido crémico 10% (v/v) e &cido nitrico 10%
(v/v) (Solucdo de Jeffrey) (JOHANSEN, 1940). Ap6s 6 horas de maceracdo, realizou 5
lavagens de 5 minutos com agua destilada. Adicionou agua ao macerado e uma solucdo de

contetdo celular foi obtida. Retirou-se uma aliquota da solugéo principal e adicionou em um
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tubo eppendorf com glicerina 50% e solugdo de safranina 0,5% (m/v) (KRAUS; ARDUIN,
1996; SOUZA et al., 2005). Uma aliquota do contetdo celular corado foi disposta entre
lamina e laminula. As imagens digitais foram obtidas em microscopio (Leica) acoplado a um
computador com o software Leica Application Suite®. As medidas foram realizadas com
auxilio do software Image-Pro-Plus® v.4.5.

3.7.4. Microscopia eletronica de varredura

Para analise da ultraestrutura da regido basal do sistema vascular dos caules de plantas
de tabaco, segmentos de aproximadamente 1 cm? da coleta feita ao 20° dia de imposicdo dos
tratamentos, foram fixadas em solucdo Karnovsky modificada contendo glutaraldeido 2,5%,
paraformaldeido 2% em tampdo fosfato 0,05M pH 7,2 (KARNOVSKY, 1965; KIERNAN,
2000). Para melhor fixacdo as amostras foram submetidas ao vacuo para remocdo do ar de
seus tecidos e mantidas na solugcdo por no minimo 24 horas. Posteriormente as amostras
foram infiltradas em diferentes concentragdes com um crioprotetor (glicerol 10, 20 e 30%) até
os fragmentos afundarem. Mergulhou-se entdo os fragmentos em nitrogénio liquido e
procedeu-se a fratura com bisturi, depositando os fragmentos em recipiente com &gua
destilada. Procedeu-se a desidratacdo das amostras utilizando-se séries crescentes de acetona
(30, 50, 70 e 90%) durante 1 hora e 3x (100%) durante 10 minutos. Realizou a secagem em
ponto critico Bal-Tec CPD-030 (Bal-Tec AG, Balzers, Liechtenstein). Montou-se as amostras
em “stubs” e metalizou-se com ouro em evaporador MEDO10 Balzers (Bal-Tec AG, Balzers,
Liechtenstein). Finalmente as amostras foram observadas no microscopio eletronico de
varredura Shimadzu SS-550 (Shimadzu, Tokyo, Japao) disponivel no Complexo de Centrais
de Apoio a Pesquisa (COMCAP — UEM) da Universidade Estadual de Maringa. As imagens
digitais foram obtidas com auxilio do software SS-550 acoplado ao microscépio e analisadas

de forma qualitativa.

3.8. Analise calorimétrica

Para quantificaces do conteudo calorimétrico foram coletadas separadamente a
matéria seca de cada fracdo das plantas (raiz, caule e folha) aos 20 dias apds aplicacdo dos
tratamentos. As fracdes foram trituradas em moinhos de facas (MAO048, Marconi
Equipamentos para Laboratorio Ltda, Brazil) e acondicionadas em tubos falcon. As amostras
foram novamente secas em estufa a 70°C e finalmente calcinadas em bomba calorimétrica

adiabatica Parr 6100 (Parr Instrument Company, lllinois, EUA) em atmosfera de oxigénio
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puro. O poder calorimétrico total da planta (kcal) foi estimado pela somatéria da respectiva

fracdo de massa (g) multiplicado pelo valor calorimétrico de cada fragdo (cal g) da planta.

3.9. Quantificagdo dos teores de lignina

A quantificagdo de lignina foi determinada pelo método de acetil bromida conforme
Moreira-Vilar et al. (2014). Pesou 150mg de matéria seca do caule, previamente armazenada
homogeneizando em 50mM tampdo fosfato de potéssio (3,5mL, pH 7,0) e transferido para
tubos de centrifuga. Em cada etapa realizada, centrifugou-se a 1400xg, 5min, lavando 4x com
tampdo fosfato de potéssio (pH 7,0; 3,5mL), 4x com 1% (v/v) Triton X-100 pH 7.0 (3,5mL),
3x com 1M NaCl em tampédo pH 7.0 (3,5mL), 2x com &gua destilada (3,5mL) e 2x com
acetona (5mL). O pelet foi seco em estufa (60°C, 24h). A matéria seca obtida foi definida
como fracdo da parede celular isenta de proteina (PCIP). A PCIP ainda é considerada livre de
compostos soluveis em agua (polares) e soliveis em acetona (apolares como lipideos). Apds
esse procedimento, 20mg da PCIP foi adicionado em tubos de centrifuga com 0,5mL de acetil
bromida (25%, v/v em é&cido acético glacial) e incubado a 70°C por 30 min. A reacdo de
digestdo foi paralisada em gelo, e uma mistura de 0,9mL de NaOH (2M), 0,1 mL de
hidroxilamina-HCI (5M) foi adicionada. Ainda, houve adicdo de volume suficiente de acido
acetico glacial para completa solubilizacdo da lignina extraida (6mL, gelado). Centrifugou-se
a 1400xg por 5 min. e realizou-se a leitura de absorcdo a 280 nm do sobrenadante. A curva
padrdo foi obtida com Alcalli lignina (Aldrich 37, 096-7) e o valor da absortividade () foi

obtido, sendo 22.9 g* L cm™. Os resultados foram expressos como mg lignina g* da PCIP.

3.10. Analises estatisticas

Os dados obtidos dos respectivos tratamentos foram submetidos as analises estatisticas
ANOVA One-Way para média entre tratamentos. Diferencas significativas (p<0,05) em
comparacdo multiplas e entre os efeitos da intensidade de luz e GAs foram analisados
utilizando testes estatisticos teste t de Student e de Duncan respectivamente. Além disso, foi
utilizada a correlacdo de Pearson quando necessaria, sendo considerada significativa quando
p<0,05. Os graficos foram elaborados com auxilio do software Sigma Plot 10.0 (Systat

Software).
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3.11. Andlise multivariada

Procedeu-se a anélise de componentes principais (PCA) de modo a reduzir a
dimensionalidade dos dados e propiciar ao conjunto de varidveis auto-correlacionadas, testes
estatisticamente mais estaveis que outras formas de regressdo. Buscou-se no conjunto de
variaveis qual é a contribuicdo individual para a explicacdo dos teores de lignina extraida do
caule das plantas. Utilizou-se a rotina do Statistica® 10.0 em dados brutos e néo
transformados. Utilizaram-se os dados primarios da analise de crescimento coletados aos 20
dias apds imposicdo dos tratamentos, dados derivados da analise de crescimento (apos algum
procedimento matematico como relacdes), dados de concentracdo de pigmentos, dados
anatémicos e calorimétricos para processar a andlise multivariada. Nao se procedeu a rotacao
de vetores. Usaram-se apenas o0s dois primeiros componentes principais para as demais
caracterizacdes derivadas da PCA. Com o0 uso dos autovetores (correlagédo linear entre uma
variavel com um componente principal) e autovalores (quadrado do autovetor) foi possivel
derivar estatisticamente qual a magnitude de explicacdo de uma variavel particular (ou
grupos) para a lignificagdo do caule das plantas. Os dados dos escores estimados pelo
componente principal 1 (PCA1l) e componente principal 2 (PCA2) foram submetidos a
MANOVA Bifatorial e, se significativo pelo teste F (p<0,05), foram entdo submetidos a
comparacdo de média pelo teste de Duncan ou t de Student, sendo considerado significativo a

uma probabilidade de erro inferior a 5%.
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4. RESULTADOS

4.1. Anélises fisiologicas e pardmetros de crescimento

A partir analise visual de plantas de tabaco cultivadas em ambientes de sol e sombra e,
sobre influéncia da aplicacdo direta de GAs e PBZ, em diferentes combinagdes que
supostamente suportariam diferentes niveis endégenos de GAs (altos ou baixos) nos tecidos
das plantas, identificou-se um padrdo de crescimento bastante diferenciado e caracteristico
entre os tratamentos aplicados (Figura 1). As diferencas morfolégicas observadas ocorreram
tanto pela manipulacdo da quantidade de luz quanto aos niveis de GAs nessas plantas em

todos os tratamentos, incluindo as combinacdes, confirmando que esses componentes s&o

capazes de influenciar o crescimento e desenvolvimento vegetal.

Figura 1 — Imagem representativa de plantas de tabaco cultivadas em ambientes de alta (Ar — 100% de luz) e
baixa (Bir — 8,5% de luz) irradidncias com diferentes concentracdes de Acido Giberélico (GAs) e Paclobutrazol
(PBZ). Da esquerda para a direita, os fenétipos de plantas de Ar e Bir (intercalados) e os tratamentos Controle
(Cont), GAs 10 uM (GA10), GA; 100 uM (GA100), Paclobutrazol 50 mg L (PBZ), GA; 10 uM + PBZ
(GA10P) e GA3100 uM + PBZ (GAL100P), respectivamente.

De maneira geral, plantas nas quais foram aplicados maiores teores de GAs
isoladamente ou em combinacdo com paclobutrazol (PBZ) em relacdo ao controle,
apresentaram varia¢es em caracteristicas morfoldgicas ao longo do ciclo de crescimento (0 a
20 dias) tanto em ambientes de sol quanto sombra em termos de alocacdo e distribuicdo da

matéria seca entre 0s 6rgados vegetativos (Figuras 2, 3 e 4).
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Figura 2 — Acimulo de matéria seca (MS) total da planta (A); da folha (B); do caule (C); da raiz (D) e da area
foliar total (E), em plantas de tabaco submetidas a aplicacdo de GAs e Paclobutrazol em diferentes combinagdes
(Cont, GA10, GA100, PBZ, GA10P e GA100P, para mais detalhes das siglas veja na Figura 1) e em sol e
sombra nas seguintes irradiancias (100 e 8,5%, respectivamente) ao 10° e 20° dias ap6s imposi¢do dos
tratamentos. Médias seguidas de letras mailsculas ou mindsculas distintas representam diferencas estatisticas
pelo teste de Duncan (p<0,05) na mesma irradiancia e entre diferentes niveis de giberelinas (GAs). Asteriscos
sobre as médias representam diferencas estatisticas pelo teste t de Student (p<0,05) entre distintas irradiancias no
mesmo nivel de GAs. n=6+SE.
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No 10° dia ap0s inicio dos tratamentos, os efeitos promovidos pela luz e GAs
apresentaram diferencas significativas quanto ao acumulo de matéria seca (MS) do caule
(Figura 2C), area foliar (Figura 2E), comprimento do caule (Figura 3B), dos entrends (Figura
3C) e diametro do caule (Figura 3D), porém outros como MS do sistema radicular e
comprimento da maior raiz (Figuras 2D e 3E) ndo tiveram alteragGes relevantes. Todavia,
apos 20 dias de inicio dos tratamentos, alteragdes foram evidenciadas no ganho de MS total
(Figura 2A), da folha (Figura 2B), do caule (Figura 2C), da raiz (Figura 2D) e da area foliar
(Figura 2E) e também em relagdo a altura total (Figura 3A), comprimento, didmetro e
entrends do caule (Figuras 3B, 3C e 3D) e raiz (Figura 3E) em plantas cultivadas em
diferentes disponibilidades de luz e com GAs e/ou PBZ.

O acumulo de MS, no 20° dia de plantas tratadas com maiores doses de GAs (GA100)
indicou leve reducdo em plantas de sol e aumento para as de sombra da MS de folha (-11,3%
e 13,8%, Figura 2B), raiz (-18,3% e 39,3%, Figura 2D), total da planta (-6,65% e 28,5%,
Figura 2A) e éarea foliar (-14,2% e 13,1%, Figura 2E) em relagdo aos seus respectivos
controles nos ambientes de sol e sombra. Desse modo o0 Unico componente que teve
incremento em MS tanto em plantas de sol quanto as de sombra foi da MS do caule (9,1% e
61,6%, Figura 2C) para GA10 e GA100. Ademais, os tratamentos com menores doses de GAs3
(GAL0) tiveram incrementos levemente superiores para todos os componentes de MS citados
anteriormente em relacdo ao controle (Figura 2) e aos ambientes de sol e sombra.

Por outro lado, as plantas tratadas isoladamente com PBZ em relacdo ao controle
observou-se reducao da MS total (-33,7% e -26,4%, Figura 2A), do caule (-72,36% e -60,1%,
Figura 2C) e area foliar (-58,9% e -28,7%, Figura 2E) tanto para as plantas cultivadas a pleno
sol quanto na sombra, respectivamente.

Em contraste, comparando ambientes a Air € Bir Cont e tratadas com, PBZ e GA100
evidenciam aumento da MS total (627%, 477% e 421%, Figura 2A), folha (537%, 310% e
358%, Figura 2B), caule (740%, 487% e 469%, Figura 2C), raiz (978% 1569% e 531%,
Figura 2D) e éarea foliar (160,4%, 50,3% e 94,1%%, Figura 2E) para as plantas de sol em
relacdo as de sombra que acumularam menos MS total, aos 20 dias ap6s aplicacdo dos
tratamentos respectivamente. Evidencia-se que luz influencia no acimulo de MS tanto quanto
os niveis de GA, respectivamente.

Ressalta-se que aplicagdo foliar de GAs foi capaz de reverter parcialmente o efeito do
PBZ em relacdo ao ganho de MS e area foliar em plantas de ambientes de sol quanto nas de

sombra (Figura 2).
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De forma dependente de dose, evidencia-se que as plantas GA10 e GA100, em A,
aumentaram em 19,4% e 26,2% o comprimento do caule (Figura 3B), respectivamente em
relacdo ao controle, enquanto tratadas somente com PBZ a reducéo chegou a 76,3%. Por outro
lado, a aplicacdo de GAsz em plantas submetidas ao paclobutrazol (GA100P) mostrou-se que
GA:z exdgeno promoveu recuperacdo do fendtipo para o comprimento do caule (Figura 3B),
mas sem expressividade em GA10P, ambos em relagdo ao controle em plantas de ambiente de
sol.

Em ambiente sombreado, plantas submetidas aos tratamentos GA10 e GA100
aumentaram de forma expressiva do comprimento do caule (Figura 3B), em 52,5% e 87,7%,
ao passo que PBZ teve reducdo de 70,9% (Figura 3B), todos comparados ao controle.
Ademais, GAL100P em plantas de ambientes de sombra houve recuperacdo do fendtipo com
aumentos significativos de 22,9% no comprimento do caule (Figura 3B), ao passo que em
GA10 as plantas de sombra ndo sofreram alteracfes expressivas em relacdo ao controle assim

como ja relatado em Ajr.
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Figura 3 — Pardmetros de crescimento: altura total da planta (A); comprimento do caule (B); dos entrends (C);
didmetro do caule (D) e da raiz (E), em plantas de tabaco submetidas a aplicacdo de GA; e Paclobutrazol em
diferentes combinacdes e ambientes de Ar e Bir. Siglas e comparacdes estatisticas conforme Figura 2. n=6+SE.
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De forma semelhante ao descrito para comprimento do caule (Figura 3B), tanto a
altura total da planta (Figura 3A) quanto o comprimento dos entrends (Figura 3C) tiveram
aumentos quando submetidos a maiores niveis de GAs e/ou reducdo destes quando associados
ao PBZ. Além disso, mostrou-se que aplicacdo de GAs reverte o efeito do inibidor (PBZ)
tanto em plantas de sol quanto de sombra de modo dependente de dose (Figura 3).

Observaram-se alteracdes significativas entre ambientes de sol e sombra na razéo de
area foliar (RAF), razdo de massa radicular (RMR) e érea foliar especifica (AFE). Em
resposta a irradiancia de cultivo, mostra-se que em Byr as plantas tiveram aumentos em RAF
de 174,5%, 182,9%, 264,8% e 209,2% para Cont, GA100, PBZ e GA100P em relacdo as
plantas de sol, respectivamente (Figura 4A). De forma similar, as plantas aumentaram a AFE
em 137,2%, 161,3%, 158,3% e 171,1% para Cont, GA100, PBZ e GA100P (Figura 4E),
respectivamente comparando plantas Bir € Air. Por outro lado, verificou apenas alteragdes
ndo-significativas (p>0,05) para as razdes de massa foliar (RMF) em ambientes de sol, mas
ndo nas de sombra, indicando uma ndo influéncia das GAs na alocacdo diferencial de
biomassa nas plantas nessa condicdo. Em Bir as plantas tiveram uma reducdo da RMF com
aumento nos niveis de GAs, seja isoladamente pela aplicacdo de GAz em diferentes doses ou
ainda sob interferéncia do PBZ nos tratamentos GA10P e GA100P. Todavia, chama-se
atencdo que o aumento progressivo em RMC (Figura 4C) em resposta aos niveis de GAs
aconteceu tanto em ambientes de sol e quanto de sombra (Figura 4C).

Parametros fisiologicos como as taxas de crescimento absoluto (TCA) e relativo
(TCR) para altura do caule e MSt foram investigados de modo a verificar a performance das
plantas quanto ao incremento de luz e alteracdes do metabolismo de GAs (Figura 5). As
plantas aumentaram em 42,4% e 36,7% para GA10 e GA100 a TCA do caule, seguido de
forte reducédo de 90,3% para PBZ em plantas Air, em relagédo ao controle aos 20 dias ap0s
inicio dos tratamentos. Ainda, aumentos mais expressivos na ordem de 142,3% e 272,1% para
GA10 e GA100, seguido de similar forte reducdo em 83,6% para PBZ em B)r, em relagcdo ao
controle aos 20 dias apds aplicacdo dos tratamentos. Nao obstante, valores intermediarios de
TCA para GALOP e GAIL00P tanto em ambientes de sol quanto de sombra foram
quantificados (Figura 5B). Assim como TCA, o padrdo de crescimento expresso pela TCR
indicou aumento de forma linear, porém com reducéo das diferencas de magnitude entre Air €
Bir (Figuras 5A e 5C).

De modo a quantificar a eficiéncia do acimulo de biomassa ao longo do tempo em

relacdo a éarea foliar, calculou a taxa assimilatoria liquida (TAL) que estd fortemente
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relacionada a fotossintese liquida dentro de um intervalo de tempo, sendo considerada a
“média” do periodo (Figura 5D). As plantas tratadas com maiores doses de GAz (GA100), em
Ar, tiveram maiores taxas globais em relagdo ao Cont, GA10, PBZ ou nos tratamentos que
simularam a reversdo do fendtipo proporcionado pelo PBZ (GA10P e GA100P). Plantas
tratadas apenas com PBZ em Bir apresentou reducdo dos valores de TAL, porém para GA10 e
GA100 houve incremento das taxas (Figura 5D). Desse modo, ressalta-se 0 aumento da TAL
desencadeado pelo aumento dos niveis endégenos de GAs nas plantas. Assim sendo, as
alteragBes promovidas pelas GAs proporcionam a uma maior eficiéncia fotossintética das
plantas cultivadas em condi¢des de restricdo de luz para a fotossintese (dados ndo mostrados).
Evidencia-se que a resposta da interceptacao de luz pelas plantas (Figura 6) seguiu os padrdes
verificados em relacdo ao comprimento do caule e dos entrends (Figuras 3B e 3C) no qual se
observou maiores valores quando comparado os niveis de GAz em Ar € Bir.

A densidade de area foliar (DAF) (Figura 6B) reduziu com aumento dos niveis
endogenos de GAs, embora tenham sido observados valores levemente inferiores para as
plantas de sombra. Essas respostas sugerem uma possivel influéncia do arranjo tridimensional
da folhagem promovida principalmente pelo maior comprimento dos entrends possa ser um
componente importante na interceptacdo de total da luz e ganho de MS total da planta que,

por sua vez interfere diretamente na TAL (Figura 5D).
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combinacOes e ambientes de Ar e Bir. Siglas e comparaces estatisticas conforme Figura 2. n=6+SE.
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conforme Figura 2. n=6.
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Figura 6 — Volume do cone (A) e densidade de area foliar (DAF) (B) em plantas de tabaco submetidas a
aplicacdo de GAs e Paclobutrazol em diferentes combinagdes e ambientes Air e Bir. Siglas e comparacdes
estatisticas conforme Figura 2. n=6+SE.

4.2. Analises dos pigmentos

O aumento dos niveis enddgenos de GAs via aplicacdo direta de GAz ou a reducéo via
aplicacdo de PBZ ou mesmo simulando uma capacidade de reversao do fenotipo via aplicagédo
conjunta do inibidor da biossintese de GAs e aplicacdo direta do horménio promoveu
alteracOes dos teores foliares de clorofila a (Chla), b (Chly) e totais (Chla+b) ou carotenoides
(Car) expressos em unidade de area (Figura 7) e, de modo menos intenso, por unidade de

massa (Figura 8) em ambientes de sol (Figuras 7A e 8A) e sombra (Figuras 7B e 8B).
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Figura 7 — Pigmentos foliares: clorofila a, b, totais (a+b) e carotenoides (carotenos e xantofilas) expressos por
unidade de area em plantas de tabaco submetidas a aplica¢do de GA; e Paclobutrazol em diferentes combinaces
e ambientes de sol (A) e sombreado (B) ao 10° e 20° dias apds aplicacdo dos tratamentos. Siglas e comparacdes
estatisticas conforme Figura 2. n=6+SE.
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Figura 8 — Pigmentos foliares: clorofila a, b, totais (a+b) e carotenoides (carotenos e xantofilas) expressos por
unidade de massa em plantas de tabaco submetidas a aplicacdo de GAs; e Paclobutrazol em diferentes
combinacGes e ambientes de sol (A) e sombreado (B) ao 10° e 20° dias ap6s aplicacdo dos tratamentos. Siglas e
comparac0es estatisticas conforme Figura 2. n=6xSE.

Os teores de pigmentos extraidos e expressos por unidade de area (Figura 7) foram
maiores em plantas submetidas ao tratamento PBZ, seguido por reducédo dos teores de Chls,
Chlp, Chlasp € Car em plantas tratadas com GAs de maneira dependente de dose de GAs.
Maiores reducbes foram encontradas quando aplicados GA3+PBZ (GA10P e GA100P)
(Figura 7) tanto em plantas de sol quanto de sombra. Aumentos nos teores de Chla+, na ordem
de 14,5% para PBZ e redugdes de 21% e 34% nos tratamentos GA100 e GAL100P foram
encontrados em plantas de sol, respectivamente (Figura 7A). De forma semelhante houve
aumento de 33,1% em plantas com PBZ e reducgdes de 5,2% e 15,5% foram verificados nos
tratamentos GA100 e GA100P em plantas de sombra (Figura 7B). Por outro lado, quando
comparado os teores de Chla, Chl,, Chla+ € Car entre sol e sombra ndo foram observadas
reducdes significativas (p>0,05) (Figura 7A e 7B).

Pigmentos expressos por unidade de massa (Figura 8) apresentaram comportamento
diferencial (p<0,05) conforme o tratamento aplicado especialmente quando comparado
ambientes Air € Bir. De modo geral, os tratamentos nos quais foram aplicados GAs tiveram
reducdes nos teores de clorofilas totais sendo os valores mais intensos para dose de 100uM,
especialmente para plantas Air, mas ndo para as Bir. Incrementos da ordem de 50% para Chl,,
Chlp, Chla+s e Car foram verificados (Figura 8) para o tratamento PBZ. Todavia foi observado
contrates para 0s componentes entre sol e sombra (Figuras 8A e 8B). Observou-se reducdo em
Chlas+p para GAL100 em relagdo ao controle e ainda fortes reducfes em GALOOP para Air
(Figura 8A). Fortes aumentos na concentracdo de clorofilas e carotenoides expressa por

unidade de area (Figura 7) encontrada nas folhas das plantas tratadas apenas com PBZ néo se
29
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traduziram (p>0,05) em alteracdes significativas quando expressas por unidade de massa
(Figura 8). Por outro lado, plantas de sombra apresentaram similares teores em pigmentos por
massa (Figura 8B). Salienta-se que a razdo Chl./Chly ndo sofreram alteragdes diferenciais,
exceto por uma reducdo indistinta dessa razdo para plantas de sombra em relagcdo as de sol

(dados ndo mostrados).

4.3. Espectro de absorbancia da folha e pigmentos

O espectro de absorbancia da folha (in vivo) e dos pigmentos (in vitro) foram obtidos
em plantas de ambientes de sol e sombra e com alteragcbes do contetudo de GAs (Figura 9).
Ocorreram alteracbes no espectro de absorcdo da folha e dos pigmentos (Figura 9) em
resposta tanto a luz quanto aos niveis de GAs.
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Figura 9 — Curva do espectro de absorbancia da folha (in vivo) e dos pigmentos (in vitro) em plantas de tabaco
submetidas a aplicacdo de GA; e Paclobutrazol em diferentes combinagdes e ambientes de sol (A) e sombra (B).
Siglas conforme Figura 2. n=6.

Tendo em vista as alteracGes observadas na morfologia das folhas (Figura 1) e
componentes relacionados a AFE (Figura 4E), TAL (Figura 5D) e Chl por area e massa
(Figuras 7 e 8) decidiu-se quantificar a absorbancia da folha in vivo e espectro de absorcéo
dos pigmentos extraidos em acetona. Evidenciou-se maior absorbancia tanto dos pigmentos
quando da propria folha nos tratamentos PBZ e menor absorbancia em plantas com GAs

(GA10 e GA100) nos tratamentos em Ar € Bir (Figura 9). Surpreendentemente, a aplicagéo
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de GAs em plantas com PBZ a promoveu a menor absorbancia em 550 nm tanto das folhas
quanto dos pigmentos nos seus picos caracteristicos (Figura 9, Tabela 1).

Em respostas as curvas de absorbancia da folha e dos pigmentos (Figura 9),
verificaram-se 0s pontos caracteristicos de absorbancia do azul (435nm), verde (550nm) e
vermelho (674nm) (Figuras 9 e 10). Evidenciou-se que alteragdes foram encontradas entre
plantas de sol e sombra em 435nm e 674nm, com excecao do controle, enquanto em 550nm,
apenas em Cont e PAC apresentaram diferengas significativas (p<0,05) (Tabela 1).

Tabela 1 — Absorbancia da folha dos comprimentos de onda no azul (435nm), verde (550nm) e vermelho
(674nm) em plantas de tabaco submetidas a aplicacdo de GAs; e Paclobutrazol em diferentes combinacdes e
ambientes de Ar e Bir (para mais detalhes das siglas veja na Figura 2). Dados em negrito indicam diferencas
significativas (p<0,05) pelo teste t de Student entre plantas de sol e sombra. Mais detalhes das siglas e
comparac0es estatisticas conforme Figura 2. n=6£SE.

Cont |0,943849 = 0.001647 A 0,751706 = 0014442 AB [0.937567 = 0001986 A
GAI10 [0,940751 = 0.001664 A 0736299 = 0011528 ABC [0.934765 = 0,002064 A
= GAI100 | 0944195 =+ 0002188 A 0,688757 = 0,026029 CD [0,931902 = 0,004150 AB
@ PAC ]0,945002 = 0,002542 A 0,777111 + 0.,018880 A 0937638 = 0,003081 A
GAI0P | 0,939509 + 0.001304 A 0,718053 = 0,016681 BC |0929490 =+ 0,001623 AB
GAIT00P [ 0939968 + 0,003397 A 0,645637 + 0,018510 D 0,925000 =+ 0,004382 B
Cont |0,941365 + 0.002783 a 0,706466 + 0,013101 ab |[0,941232 =+ 0,002420 a
= GAIO [0959584 £ 0,001445 a 0,715173 + 0,008445 abc |0,951336 =+ 0,001863 a
.§ GAI100 | 0,958320 =+ 0,001969 a 0,704697 = 0,008670 cd |0,948749 = 0,002347 ab
5 PAC ]0,961324 = 0,002127 a 0,720602 = 0,012721 a 0952197 =+ 0,003012 a
© GAIOP | 0,961386 = 0,001367 a 0,709114 = 0007464  bc ]0,951225 =+ 0,001583 ab
GA100P [ 0,954006 = 0,003470 a 0,681859 = 0,025322 d 0,944978 =+ 0,004390 b

Considerando a curva de absorbancia da folha in vivo e dos pigmentos extraidos (in
vitro, sem distin¢do dos pigmentos) (Figura 9) utilizou-se a correlacdo de Pearson para medir
0 grau de associacdo entre estas variaveis. Em 550nm e 674nm a alta correlacdo explicaria as
maiores absorbancias da folha em resposta ao contetdo total de clorofilas, mas ndo em 435nm
(Figura 10) em Ar que possivelmente possa ter influéncia dos carotenoides que absorvem
bastante nessa faixa espectral. Além disso, as correlacdes entre a absorbancia da folha (in
vivo) e dos pigmentos extraidos (expressos por unidade de area — in vitro) ndo explicariam o
incremento da absorbancia em PBZ ou a diminuicdo em GA100P (Figura 10) no verde para
Bir indicando que algum componente estrutural poderia afetar a absorbancia foliar sem

grandes alteracfes nos teores de pigmentos nessa condicao.
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Figura 10- Correlacéo linear entre absorbancia da folha (in vivo) com a e absorbancia dos pigmentos extraidos
em acetona (in vitro; sem distin¢do) nos comprimentos de onda do azul (435nm), verde (550nm) e vermelho
(674nm) em plantas de tabaco submetidas a aplicacdo de GAs; e Paclobutrazol em diferentes combinacdes e
ambientes de Air e Br. * indica correlagdo significativa (p<0,05) pelo teste F. Mais detalhes das siglas e
comparac0es estatisticas conforme Figura 2. n=36.

Em resposta aos dados correlacionados de absorbancia da folha e pigmentos
fotossintéticos em algumas bandas espectrais (Figuras 9 e 10), objetivou-se separar 0 grau de
associacdo de cada um dos pigmentos associados a fotossintese (Chla, Chlp, Chl(a+b) € Car)
(Figuras 11). Demonstra-se que uma forte correlacdo (r) com valor de r acima de 0,92
(p<0,05) em 550nm e r acima de 0,75 (p<0,05) em 674nm em plantas cultivadas em
ambientes de sol e para os pigmentos Chla, Chl,, Chl(a+p) € Car em relagdo as plantas
cultivadas em ambientes de sol (Figura 11). Por outro lado, em plantas de sombra uma fraca
correlacdo foi evidenciada (dados ndo mostrados) em todas as combinacdes avaliadas.
Adicionalmente, a absorbancia da folha difere do padrdo de absorcdo dos pigmentos soluveis
em acetona e ndo reflete apenas ao contetdo absoluto de pigmentos fotossintéticos, mas
também aos componentes anatdmicos estruturais tanto das folhas, como possivelmente dos

cloroplastos e tilacoides onde os pigmentos fotossintéticos estdo localizados.
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Figura 11 — Correlacdo linear entre absorbancia da folha (in vivo) com a e absorbancia dos pigmentos extraidos
em acetona (in vitro; com distingéo entre os pigmentos; (A-C) Clorofila a, (D-F) Clorofila b, (G-I) Clorofila a+b,
(J-L) Carotenoides totais) nos comprimentos de onda do azul (435nm), verde (550nm) e vermelho (674nm) em
plantas de tabaco submetidas a aplicacdo de GAs e Paclobutrazol em diferentes combinages no ambiente de Air
e Bir. * indica correlacéo significativa (p<0,05) pelo teste F. Mais detalhes das siglas e comparagdes estatisticas
conforme Figura 2. n=36.

4.4. Analises anatomicas

Em funcdo das alteracBes no acimulo de MS, nos parametros de crescimento, nos
pigmentos foliares, buscou-se analisar algumas caracteristicas morfo-anatémicas da folha e do
caule em resposta aos tratamentos aplicados a fim de elucidar questdes referentes a alocagédo
de C das plantas e efeitos especificos das GAs sobre a anatomia e diferenciacdo celular em

resposta a variagdes de luz e do contetdo de GAs.
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4.4.1. Microscopia de luz da folha

Foram observadas variagdes na espessura da folha entre plantas cultivadas em Ar e
Bir e também em funcdo dos tratamentos com GAsz e/ou PBZ (Figuras 12, 13 e 14). Em Ar
observou-se espessura semelhante da folha entre Cont e PBZ (Figuras 12, 13A e 13D),
enquanto os tratamentos GA10 e GA100 reduziram na ordem de 12,8% (Figuras 12, 13B e
13C) e maiores redugdes em torno de 29,6% para GALOOP (Figuras 12, 13E, 13F),
respectivamente. Adicionalmente, em condi¢des de baixa irradiancia, o tratamento PBZ
aumentou-se em 17,7% a espessura da folha em relagdo ao controle (Figuras 12, 14D),
enquanto em GA10 apresentou-se reducdes na ordem de 28,9% (Figuras 12 e 14B), mas nao
para GA100 (Figuras 12 e 14C), ambos em relacdo ao respectivo controle (Figura 14).
Paralelamente GA10P assemelhou-se com GA10 (Figuras 12, 14B e 14E) e GA100 com o
tratamento GA1O00P (Figura 12, 14C e 14F). Além disso, verificaram-se diferengas
significativas (p<0,05) entre os ambientes comparando tratamentos similares (Figuras 12, 13 e
14) sendo as folhas de sombra sempre mais finas que as de maior irradiancia.

Nas plantas tratadas com PBZ e suplementadas com GAz houve reducdo da espessura
da folha independentemente do nivel de irradiacdo (Figuras 12, 13 e 14). Desse modo,
evidencia que GAs ¢ capaz de reverter plenamente o efeito de PBZ, nesse caso, diminuindo a

espessura das folhas.
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Figura 12— Espessura da folha de plantas de tabaco em plantas de tabaco submetidas a aplicagdo de GA; e
Paclobutrazol em diferentes combinagdes e ambientes Ar € Bir. Siglas e comparacdes estatisticas conforme
Figura 2. n=20+SE.
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Salienta-se ainda que em andlises qualitativas foram observadas nas células do
parénquima palicadico, células justapostas com formato cilindriformes e uniestratificadas nos
tratamentos Cont, GA10, GA100, GA10P e GAL100P (Figura 13, exceto 13D), porém
excepcionalmente no tratamento PBZ evidenciou-se camadas biestratificadas no parénquima
palicadico (Figura 13D) em ambientes de sol (Figura 13).

Figura 13 — Microscopia de luz da sec¢do transversal de folhas de tabaco cultivadas em Agr (100% de
irradiancia) em resposta a variacdo do conteido de GAs: (A) Cont; (B) GAL0; (C) GA100; (D) PBZ; (E) GA10P
e (F) GAL100P aos 20 dias. Siglas conforme Figura 2. Barra = 50um.
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Cabe ressaltar que apesar de ndo observar camadas biestratificadas em plantas tratadas
com PBZ em ambientes de sombra (Figura 14D), observou-se alteracbes em relacdo a
morfologia celular em todos os tratamentos assim como aumento dos espacos intercelulares
(Figuras 14, exceto 14D). Ademais evidenciou alteragbes morfolégicas das células do
parénquima palicadico que apresentaram-se em formato “triangular” e com a maior face de

exposicdo voltada para o lado adaxial da folha (Figura 14).

Figura 14 — Microscopia de luz da secéo transversal de folhas de tabaco cultivadas em Br (8,5% de irradincia)
em resposta a variagdo do conteldo de GAs: (A) Cont; (B) GA10; (C) GA100; (D) PBZ; (E) GAL0P e (F)
GAL00P aos 20 dias. Siglas conforme Figura 2. Barra = 50um.
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4.4.2. Microscopia de luz do caule

Tanto em plantas tratadas com GAs e/ou PBZ em ambientes de sol ou sombra
apresentaram alteracdes anatdmicas em especial no nimero de fibras e espessura das fibras do
xilema secundario (FX) quando comparadas ao controle (Figuras 15-21). O nUmero de
elementos de vaso e comprimento das fibras ndo sofreram alteragdes entre os tratamentos com
GA:z elou PBZ (Figura 15A, 15C, 18 e 21). A aplicacdo de GAs independentemente do nivel
de luz promoveu intenso aumento no nimero (>52%) (Fig. 15B, 15D, 16, 17, 19, 20), maior
atividade cambial e desenvolvimento de estruturas secundarias, ao passo que a aplicacdo
isolada de PBZ promoveu forte repressdo (>37,5%) do desenvolvimento delas, ambos em
relacdo aos controles (Figura 15B, 16D, 18 e 21).

O efeito da espessura do xilema foi maior em GA100 para as plantas cultivadas a pleno
sol (>87%) (Figuras 15D, 16C, 17C) quanto do ambiente de sombra (>105%) (Figuras 15D,
19C, 20C), ao passo que as tratadas com PBZ reduziu em 20,1% para Air (Figuras 15D, 16D,
18D) e 16,6% na sombra (Figuras 15D, 19D e 21D) ambos em relagdo aos respectivos
controles (Figuras 16, 17, 18, 19, 20 e 21). Adicionalmente, quando as plantas tratadas com
PBZ foram suplementadas com GAgs, a interagdo GA100P apresentou aumento da espessura
das fibras do xilema em 31,9% para as plantas do sol e 22,3% para as de sombra (Figuras
15D, 16-21), em relagdo ao controle, cujo aumento foi, menor aquele promovido pela

aplicacdo isolada de GAz 100uM.
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Figura 15 — Frequéncia de vasos (A); frequéncia de fibras do xilema (B); comprimento das fibras do xilema (C);
largura do xilema secundario (D) em plantas de tabaco submetidas a aplicacdo de GA3; e Paclobutrazol em
diferentes combinacdes e ambientes Ar e Bir. Siglas e comparacdes estatisticas conforme Figura 2. n=6+SE.
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Qualitativamente foram visualizadas alteracdes da coloracdo entre elementos de vaso e

as fibras do xilema em microscopia de fluorescéncia (Figuras 16 e 19) em plantas cultivadas

em ambientes de sol e sombra, porém sem diferencas entre os tecidos parenquimaticos
(Figuras 17 e 20).

Figura 16 — Microscopia de fluorescéncia da se¢éo transversal de caules de tabaco cultivadas em Ar (100% de
irradiancia) em resposta a variacdo do contetdo de GAs: Cont (A); GA10 (B); GA100 (C); PBZ (D); GAL10P (E)
e GA100P (F) aos 20 dias. Siglas conforme Figura 1. Material cortados em PEG, corado com azul de astra e
safranina e analisado em A460nm Barra = 100um ou 50 pm (box). Ev = Elemento de vaso; Fx = Fibras do
xilema; Ra = Raios do xilema.
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Figura 17 — Microscopia de fluorescéncia da se¢éo transversal de caules de tabaco cultivadas em Ar (100% de
irradiancia) em resposta a variacdo do contetdo de GAs: Cont (A); GA10 (B); GA100 (C); PBZ (D); GA10P (E)
e GA100P (F) aos 20 dias. Siglas conforme Figura 1. Material cortados em historesina, corados com Calcofluor
White 28 (0,01%) e Auramina O (0,01%) e analisado em A360nm. Barra = 500um. Zc = Zona cambial; Par =
Células parenquimaticas.
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Figura 18 — Microscopia de luz das fibras maceradas de caules de tabaco cultivadas em Agr (100% de
irradiancia) em resposta a variagdo do contelido de GAs: Cont (A); GA10 (B); GA100 (C); PBZ (D); GA10P (E)
e GA100P (F) aos 20 dias. Siglas conforme Figura 1. Corados com safranina 1%. Barra = 500um. Ev =
Elemento de vaso; Fx = Fibras do xilema; Par = Células parenquimaticas.
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Figura 19 — Microscopia de fluorescéncia da secdo transversal de caules de tabaco cultivadas em Br (8,5% de
irradiancia) em resposta a variacdo do contetdo de GAs: Cont (A); GA10 (B); GA100 (C); PBZ (D); GA10P (E)
e GAL00P (F) aos 20 dias. Siglas conforme Figura 1. Material cortados em PEG, corado com azul de astra e
safranina e analisado em A460nm Barra = 100um ou 50 um (box). Ev = Elemento de vaso; Fx = Fibras do

xilema; Ra = Raios do xilema.
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Figura 20 — Microscopia de fluorescéncia da secéo transversal de caules de tabaco cultivadas em Bir (8,5% de
irradiancia) em resposta a variacdo do contetdo de GAs: Cont (A); GA10 (B); GA100 (C); PBZ (D); GA10P (E)
e GA100P (F) aos 20 dias. Siglas conforme Figura 1. Material cortados em historesina, corados com Calcofluor
White 28 (0,01%) e Auramina O (0,01%) e analisado em A360nm. Barra = 100pm. Zc = Zona cambial; Par =

Células parenquimaticas.
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Figura 21 — Microscopia de luz das fibras maceradas de caules de tabaco cultivadas em Bir (8,5% de
irradiancia) em resposta a variagdo do contelido de GAs: Cont (A); GA10 (B); GA100 (C); PBZ (D); GA10P (E)
e GA100P (F) aos 20 dias. Siglas conforme Figura 1. Corados com safranina 1%. Barra = 500um. Ev =
Elemento de vaso; Fx = Fibras do xilema; Par = Células parenquimaticas.

Ressalta-se que maior atividade do cambio foi encontrada em plantas com maiores
niveis de GAs, em especial no ambiente sombreado (Figuras 19 e 20). Além disso, o
desenvolvimento de estruturas como raios xilematicos foram evidenciados de caules em

crescimento secundario.
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4.4.3. Microscopia eletronica de varredura

Considerando as variagfes morfoldgicas (Figuras 2B-D e 3B-D), fisioldgicas (Figuras
4A-B) e anatdbmicas (Figuras 15-21) do caule decidiu-se expandir este estudo para uma
analise mais detalhada das alteragdes da parede celular do xilema secundario atraves da
microscopia eletrdnica de varredura (MEV). De forma geral, essa analise permitiu a distin¢do
das diferencas da parede dos elementos de vaso e das fibras do xilema revelando variagdes
consideraveis particularmente na espessura delas (Figuras 22 e 23).

De modo qualitativo, verificou-se aumento da espessura da parede celular das fibras
do xilema em plantas tratadas com GAs3 (10 e 100uM) independente da luminosidade do
ambiente de cultivo (Figuras 22B-C, 23B-C). Além disso, verificou-se que essas paredes
estavam organizadas e bem delimitadas. De modo oposto, com reducdo dos niveis enddgenos
de GAs, via aplicacdo de PBZ, observou-se paredes das fibras mais finas e frageis, nas plantas
cultivadas no sol e na sombra (Figuras 22D e 23D). Para as plantas tratadas com PBZ e
submetidas a suplementacdo com GAsz (10 e 100uM) o fenotipo do tratamento GALOP foi
parcialmente restaurado (Figura 22E) enquanto GA100P apresentou-se restauracdo completa
da espessura das fibras (Figura 22F) em relacdo ao controle indicando um efeito de dose de
GA:s nessa resposta, em ambientes de sol. Em resposta a capacidade de GAs em reverter 0
fendtipo promovido pelo PBZ, os tratamentos GA10P e GA100P (Figuras 23E e 23F)
apresentaram fibras com paredes mais finas quando comparadas aos tratamentos GA10 e
GA100 (Figuras 23B e 23C) a sombra, porém mais espessas em relacdo as plantas tratadas
apenas com PBZ (Figura 23D). Registra-se que a sombra a suplementacdo de GAz em plantas
tratadas com PBZ (GA10P e GA100P) recupera apenas parcialmente o fenotipo de fibras mais
espessas mostrado pelas plantas GA10 e GA100 (Figuras 23E e 23F). Cabe ressaltar que nao
foram encontradas evidéncias de alteracdes da espessura da parede dos elementos de vaso em

relacdo aos tratamentos com GAz e/ou PBZ em nenhuma combinagéo avaliada.
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Figura 22 — Microscopia eletronica de varredura de caules de tabaco cultivadas em Air (100% de irradiancia)
em resposta a varia¢do do contetdo de GAs: Cont (A); GA10 (B); GA100 (C); PBZ (D); GAL0P (E) e GA100P
(F) aos 20 dias. Siglas conforme Figura 1. Barra = 500um e 20 pum (box). Setas apontam para o detalhe da
espessura da parede das fibras do xilema.
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Figura 23 — Microscopia eletronica de varredura de caules de tabaco cultivadas em Bir (8,5% de irradiancia) em
resposta a varia¢do do conteido de GAs: Cont (A); GA10 (B); GA100 (C); PBZ (D); GA10P (E) e GA100P (F)
aos 20 dias. Siglas conforme Figura 1. Barra = 100um e 20 pm (box). Setas apontam para o detalhe da espessura
da parede das fibras do xilema.
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4.5. Analise calorimétrica

O contetdo energético e a energia acumulada em raizes, caule e folhas foram maiores
em plantas de ambiente de sol em relagdo ao ambiente de sombra (Figuras 24 e 25).
Observaram-se maiores aumentos em plantas de sol da energia acumulada da raiz (>560%),
caule (>580%) e folhas (>437%), além da energia total acumulada (>545%) comparando as
plantas cultivadas em ambientes de sombra (Figuras 25A-B).

Considerando as alteragcdes promovidas por GAz e/ou PBZ no caule, observaram-se
maiores investimentos para acimulo de energia do caule em GA10 (17,9% e 38,1%) e GA100
(7,8% e 77,8%) em plantas de sol e sombra comparados aos respectivos controles (Figura
25A). Por outro lado, as plantas submetidas apenas ao PBZ reduziram o contetdo energético
em 73,4% em Ar € 57,5% em Bir, ambos em relacdo aos controles (Figuras 24). Além disso,
em plantas tratadas com PBZ e submetidas a aplicacdo de GAs apresentaram menor energia
acumulada no caule. Desse modo, os tratamentos GAL10P (29,9% e 11,9%) e GA100P (22,8%
e 16,6%) em plantas de sol e sombra, respectivamente, apresentaram menor contetdo
energético acumulado (Figura 25B). A aplicacdo de GAs ndo restaura plenamente os valores

energéticos totais das plantas a sombra (Figura 25B).
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Figura 24 — Contelido energético da raiz, caule e folhas de plantas de tabaco submetidas a aplicagdo de GAs e
Paclobutrazol em plantas de tabaco submetidas a aplicagdo de GAs e Paclobutrazol em diferentes combinagdes e
ambientes de Ar e Bir (para mais detalhes das siglas veja na Figura 2). Siglas e comparagdes estatisticas
conforme Figura 2. n=6+SE.
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4.6. Quantificacdo de lignina

Considerando principalmente o aumento na frequéncia das FX (Figura 15B) e a maior
espessura das paredes celulares dessas células (Figuras 22 e 23) optou-se pela quantificacdo
dos teores de lignina (Figura 26) no caule. Os teores de lignina no Cont sdo inferiores
(reducéo de 20,9%) nas plantas cultivadas em Bir em relacéo as plantas de Air indicando forte
efeito da luz sobre o acimulo de ligninas na parede secundarias das células das FX e
elementos traqueais. A aplicacdo de GAsz isoladamente induziu aumento nos teores de lignina
no caule em 12,4% para GA10 e 28,1% para GA100 a pleno sol, enquanto que o tratamento
isolado com PBZ promoveu reducdes na ordem de 32,6% todos em relacdo ao controle
(Figura 26). Por outro lado, em ambiente sombreado houve aumento dos teores de lignina de
23,1% para GA10 e 28,2% para GA100 enquanto aplicacdo isolada de PBZ resultou-se em
diminuicdo de apenas 5% em relacdo aos seus respectivos controles (Figura 26). A aplicacédo
de GA; foi capaz de restaurar/aumentar os teores de lignina no caule em plantas tratadas com
paclobutrazol (tratamentos GAL10P e GA100P) em plantas cultivadas a pleno sol enquanto
esse efeito € apenas marginal, tendendo a saturacdo para a maior dose de GA3z aplicada para as
plantas cultivadas a sombra. Registra-se que o tratamento GAL100P aumentou-se em 11,8% e
11,5% os teores de lignina em relacdo ao controle em plantas de sol e sombra,
respectivamente (Figura 26). Ademais, observaram-se diferencas extremas entre a dose mais
alta de GAs (100uM) e PBZ, sendo que PBZ apresentou-se reducdes na ordem de 40,1% para
sol e 26,4% para as plantas de sombra (Figura 26). Mesmo apresentando teores inferiores de
lignina em relacéo ao respectivo tratamento a pleno sol, a aplicacdo de GA3z a sombra é capaz
de induzir o acumulo de lignina no caule de plantas cultivas e os aumentos (p<0,05) sdo mais

expressivos para aplicacdo isolada de GAs e menores nas combinagdes com paclobutrazol.
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Figura 26 — Teores de lignina do caule em plantas de tabaco submetidas a aplicacdo de GAs; e Paclobutrazol em
diferentes combinacdes e ambientes de Air € Bir. Siglas e comparacdes estatisticas conforme Figura 2. n=6+SE.

4.7. Analise multivariada

Anélise de componentes principais (PCA) foi feita de modo a estimar a contribuicéo
individual (ou de grupos correlacionados) das varidveis analisadas no trabalho para o acimulo
de lignina nas plantas. Por meio de analise de componentes principais, foi possivel identificar
que o primeiro componente (PCA1 — maior variancia; 57,28%) foi capaz de separar 0sS
tratamentos aplicados em dois grandes grupos (Figura 27 e 28). Atribui-se ao PCAL elevada
participacdo dos niveis de luz, que isoladamente possibilitou todos os tratamentos Air serem
diferenciados daqueles Bir. Ainda, 0 PCAL é responsavel pelo maior grau de explicacdo no
que tange o grau de variabilidade do acimulo de lignina nos tecidos da planta. O segundo
componente (PCA2 — menor variancia; 15,44%), correlacionou-se mais fortemente com as
variacbes nos niveis de GAs na planta (Figura 27). Para as plantas crescidas em A,
distingue-se significativamente entre os niveis mais altos de GA (GA10 e GA100) daqueles
com menores teores de lignina (PBZ, GA10P e GA100P) (Figura 28).
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total explicadas por cada um dos componentes em relacdo ao acimulo de lignina. Sugestivamente atribui-se aos
quadrantes uma forte aderéncia dos tratamentos com niveis de luz* e com os niveis de GAs**. Siglas conforme
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Figura 28 — Escores estimados dos tratamentos em relagdo aos componentes principais (PCA1 e PCA2). Médias
seguidas de letras maidsculas ou mindsculas distintas representam diferencas estatisticas pelo teste de Duncan
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diferencas estatisticas pelo teste t de Student (p<0,001) entre distintas irradidncia no mesmo nivel de GAa.
Demais siglas e comparagdes estatisticas conforme Figura 2. n=6xSE.
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A andlise dos autovetores (correlacdo linear entre uma dada variavel com um dado
componente principal) mostra que o PCAL correlaciona-se fortemente com os componentes
primarios em relacdo a MS total (-0,9768), da folha (-0,9737), do caule (-0,9269), didmetro do
caule (-0,9222), pigmentos como Chla+, expressos por massa (0,8991), mas ndo por area (-
0,0815) e os dados derivados da andlise primaria do crescimento como razdo de area foliar
(0,9144) (Tabela 3). Do ponto de vista calorimétrico, maior associacdo foi para o valor
energético da matéria seca do limbo (-0,9759) enquanto entre 0s componentes anatdmicos a
espessura do xilema (-0,8422) foi o mais correlacionado (Tabela 3). Em paralelo, e em relacdo
ao PCA2, o maior autovetor (em moddulo) foi dos componentes derivados e primarios da
analise de crescimento, como razdo de massa caulinar (-0,8841), comprimento dos entrenos (-
0,8550) e comprimento do caule (-0,7106). Entre os dos pigmentos Chla+, por area (0,7562) e
anatomicos, em especial ao namero de fibras (-0,4970) e espessura total da folha (0,4186) séo
as variaveis individuais que mais fortemente se associam com o PCA2 (Tabela 3).

De posse dos dados dos autovetores, procedeu-se um agrupamento empirico das
diferentes varidveis analisadas em cinco grupos de acordo com associagdo experimental
“natural” de cada grupo. Sao eles: dados primarios de crescimento, pigmentos fotossintéticos,
crescimento derivados, calorimétricos e anatémicos. Por meio do somatorio dos autovalores
(quadrado dos autovetores) e o célculo do autovalor parcial (normalizado pelo nimero de
variaveis de cada grupo) dos grupos em relacdo ao total (independente para cada autovetor)
foi possivel atribuir estatisticamente um “grau de explicacao” do grupo para o respectivo
componente principal. Optou-se pelo uso de “grupos” em fungdo de que, entre as variaveis de
cada grupo, existe um elevado grau de correlacdo ou ainda s@o variaveis auto-correlaciondas.
Para o fator 1 (PCAL), fortemente associado a luz, os maiores percentuais de explicacdo
foram ligados ao grupo calorimétrico (26,8%) e crescimento primario (21,7%), seguindo pelo
anatdmico (19,6%) e menor grau pelos pigmentos (13,5%) da variabilidade total observada
(Tabela 2). Entretanto, para o fator 2 (PCA2), mais fortemente ligado aos niveis de GAs, 0o
maior percentual de explicacdo foi o grupo dos pigmentos (28,7%) e crescimento derivados
(28,4%) da variabilidade total. Salienta-se que nesses grupos as variaveis de maior
contribuicdo individual sdo Chla+, expressos por unidade de area, comprimento do caule e dos
entrends. Por outro lado, os dados calorimétricos contribuem menos (5%) para explicacdo da

variancia total deste componente (Tabela 2).
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Tabela 2 — Porcentagem de explicagcdo do acimulo de lignina (lignina extraida) ou da variancia total por
diferentes grupos de dados experimentais pelos PCA1 e PCA2 estimados via analise de componentes principais.

Grupo PCA1 PCA 2
Crescimento primario 21,7% 24,1%
Pigmentos 13,5% 28,7%
Crescimento derivados 18,4% 28,4%
Calorimetria 26,8% 5,0%
Anatomia 19,6% 13,8%

Total 100% 100%

Tabela 3 — Autovetores estimados para PCA1 e PCA2 das diferentes variaveis avaliadas experimentalmente de
plantas de tabaco em resposta a variacdo do conteddo de GAs; (Cont, GA10, GA100, PBZ, GA10P e GA100P)
em Arr € Bir (100 e 8,5% de irradiancia).

Grupos Variavel Autovetores
PCAl PCA2

Raiz (cm) -0,436813  0,211567

Raiz () -0,861710  0,272484

Caule (cm) -0,619121  -0,710668

Caule (g) -0,926972  -0,226145

Diametro do caule (cm) -0,922232  0,135265

Comprimento entrend (cm) -0,205977  -0,855033

Crescimento Primario  \jgmero folhas (n(imero) -0,892337  -0,226129
Folha (cm?) -0,891445  -0,177833

Folha (g) -0,973847  0,028982

Altura total (cm) -0,665207  -0,650220

Matéria seca (g) -0,976877  0,016969

Comprimento da maior folha (cm) -0,698190  -0,405736

Densidade de area foliar (cm* cm™) -0,730541  -0,487178

Chla (mg m?) -0,164393  0,718819

Chlb (mg m?) 0,146259  0,720614

Chla+b (mg m?) -0,081594  0,756212

Carotenoides (mg m?) -0,344261  0,720618

: Chla/Chl b (mg m?) -0,489369  0,018480

Pigmentos

Chla (mg g) 0,872520 -0,026427

Chib (mg g) 0,909830 -0,043926

Chla+b (mg g%) 0,899166  -0,032352

Carotenoides (mg g*) 0,894137 -0,077177

Chla/Chlb (mg g?) -0,489369  0,018480
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Tabela 3 — Cont.

RMR — Razo de massa radicular (g g*%) -0,566198  0,540384

RMC — Razo de massa caulinar (g g™) -0,163612  -0,884117

Crescimento RMF — Razéo de massa foliar (g g™) 0,679032  0,291201
derivados RAF — Razdo de area foliar (cm? g™t 0,914472  -0,214089
AFE — Area foliar especifica (cm? g%) 0,849075 -0,330293

PA:SR (g g™ 0,696151 -0,389422

IAF — indice de area foliar (cm* cm?) -0,906649  0,103567

Raiz (cal g% -0,709815  0,192241

Caule (cal g™ -0,954559  0,083612

Limbo (cal g™ -0,682957  0,046077

MS Total (cal g*) -0,903527  0,126736

Calorimetria Raiz acumulo (kcal) -0,859300  0,282041
Caule acumulo (kcal) -0,929274  -0,210305

Limbo acimulo (kcal) -0,975942  0,024766

Planta acimulo (kcal) -0,976851  0,030280

Custo da area foliar (cal cm™) -0,809602  0,383046

Espessura da folha (um) -0,711916  0,418683
. Espessura do xilema (pum) -0,842240  -0,298389

Anatomia . . .

Comprimento da fibra do xilema (pm) 0,527793  0,006002

Elemento de vaso (nimero) -0,836563  0,026074
Fibras (nimero) -0,772557  -0,497039
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5. DISCUSSAO

5.1. Efeito das giberelinas sobre o crescimento e interceptacdo da luz

A interceptacdo de luz é necesséaria e possibilita o balanco fotossintético liquido
positivo (PUGNAIRE; VALLADARES, 2007) para a sobrevivéncia das plantas. Sabe-se que
os componentes morfoldgicos como a éarea foliar (Tab. 2), e como as folhas estdo distribuidas
no dossel numa arquitetura tridimensional das plantas (PEARCY, 2007; PUGNAIRE;
VALLADARES, 2007) influenciam as taxas fotossintéticas e consequentemente o ganho de
MS+. A variacdo promovida pela luz e GAs sobre o comprimento dos entrends e volume total
da planta (Figuras 1, 3C e 6) mostram que em condicdes de sombreamento ou em aplicacdes
de GA;s as plantas possuem maiores entrends que, por sua vez, possibilita a elas uma melhor
distribuicdo da luz e a uma maior taxa de fotossintese liquida ndo apenas nas folhas
superiores, mas também nas folhas da porgéo inferior da planta, que explicaria, pelo menos
em parte maiores valores de TAL nessa condi¢do, ou seja, uma alta correlacdo entre a TAL e
o volume do cone (VC) e entre a TAL e a densidade de area foliar (DAF) para as plantas de
ambientes de sombra (r=0,75 e -0,63; p<0,05) e baixa correlagéo (r=-0,15 e 0,09; p<0,05) para
as plantas de ambientes de sol, confirmando o efeito da distribuicdo da luz nesses ambientes.
Salienta-se que apenas na sombra e com forte restricdo de luz para a fotossintese (8,5% de luz
solar disponivel) o maior espaco vertical entre folhas com orientacdo similar possibilita as
plantas uma melhor interceptacdo da luz incidente com possivelmente menores indices de
auto-sombreamento que garantem a essas plantas com maior comprimento dos entrends uma
diminuicdo das limitacbes fotossintéticas refletido no aumento da TAL. A TAL avalia em
termos médios a assimilacdo de C por unidade de area foliar e tempo, no ciclo de crescimento
das plantas e verifica que os tratamentos com mais GAs apresentaram maiores eficiéncias
assimilatérias na sombra (Figura 5D) embora a maior AF das plantas crescidas a pleno sol
garante a essas plantas uma maior MSt (THETFORD et al., 1995; NAGEL; LAMBERS,
2002; HEDDEN; THOMAS, 2016). Numa condi¢do onde a luz ndo € um fator limitante para
a fotossintese (tratamentos Ar) 0 ganho proporcionado na TAL pelo aumento nos
comprimentos do caule e dos entrends € minimo (HIROSE, 2005).

Poucos sdo os trabalhos disponiveis que tratam dos efeitos das GAs sobre fotossintese
e, em geral, sdo inconclusivos ou contraditérios (NAGEL; LAMBERS, 2002; HEDDEN;
THOMAS, 2016). Do ponto de vista global, a menor TAL nas plantas Air ndo é explicado

apenas por uma saturacdo fotoquimica da fotossintese (PEARCY, 2007) e explicacbes mais
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inclusivas para a menor eficiéncia de ganho da MS consiste da diminuicdo da AFE (Figura
4E), aumento da RMR (Figura 4D), maior investimento em “estruturas anatomicas” da folha
(folhas mais espessas, maior numero de células e camadas do mesofilo) (Figuras 12, 13D e
14D), especialmente com acimulo de estruturas ndo ligadas diretamente a fotossintese,
elevado custo do incremento de pigmentos por &rea e massa (Figuras 7 e 8), adensamento dos
tilacoides e ainda reducdo das mudancas de transcritos e metabdlitos afetando o crescimento
pelo desacoplamento da disponibilidade de carbono (RIBEIRO et al., 2012) ou ainda
mobilizacdo de parte do conteldo energético (Figuras 24 e 25) de folhas e caule para
manutencdo, respiracdo e crescimento das raizes (THETFORD et al., 1995). Essas respostas
foram especialmente afetadas em plantas tratadas apenas com PBZ numa condicdo de
sombreamento cuja irradidncia disponivel para as plantas é inferior ao ponto de saturacdo
(dados ndo mostrados). De forma oposta, plantas com niveis mais altos de GAs apresentam
folhas mais finas (menor investimento em células do mesofilo) (Figuras 12, 13 e 14), menor
RMR, possivelmente tilacGides mais espalhados e maior acoplamento de energia para
acumulo de biomassa (Figura 2). Cabe ressaltar que apesar de alto investimento energético em
células no caule (Figura 25A), estes sdo mais lignificados, porém exibem baixa taxa de
manutencdo apos a sua formacéo.

N&o obstante, em resposta aos incrementos nos niveis de GAz evidenciaram-se
maiores valores para TCA e TCR da MSt da planta e do caule associados a variagdo dos
valores da TAL (NAGEL; LAMBERS, 2002; HEDDEN; SPONSEL, 2015) em resposta a
ambientes com maior ou menor disponibilidade de luz que em ultima instancia agregou maior
acumulo de lignina total pelas plantas. Por outro lado, os dados de RAF, RMF e AFE
reforcam a ideia de que mesmo em ambientes com baixa disponibilidade de luz e
consequentemente maiores niveis de GAs endogenas (KUREPIN et al., 2006) possibilitam
ainda maior atividade da GA20ox em relacdo a GA2o0x (KUREPIN; PHARIS, 2014),
mantendo taxas de crescimento elevadas (Figuras 2, 3 e 4) e principalmente lignificacdo dos
tecidos das FX e incremento de fibras. Com base nos dados de PCA (Tabelas 2 e 3), a luz
explica melhor as variacdes de MSr, RAF e IAF visando os teores de lignina em plantas de
tabaco sob diferentes irradiancias, evento que se encontra relacionado ao grau de plasticidade
fenotipica de uma planta em um determinado ambiente e também em reposta a sinalizacao
celular de GAs derivadas das folhas (HOFFMANN; POORTER, 2002; DAYAN et al., 2012).
Curiosamente, os niveis de GAs aumentados na folha tem mais influéncia sobre o caule
(RMC) e, de forma intrigante, sob a raiz (RMR) (NAGEL; LAMBERS, 2002; GUO et al.,
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2015). Esses resultados sugerem um mecanismo associado ao transporte do hormémio na
planta ou a algum mecanismo ainda desconhecido associado com a sinaliza¢ao das giberelinas
nas folhas e transmissivel pelo corpo da planta (DAY AN et al., 2012).

Alguns dos aspectos mais intrigantes envolvem diferentes niveis de GAs e luz no
quais ambos promovem alteracbes das propriedades Opticas das folhas (Figura 9)
(CARRIELLO et al., 2003; MARTINS, 2013) de modo a maximizar, monitorar e ajustar o
crescimento e desenvolvimento das plantas (FOLTA; MARUHNICH, 2007). Nesse sentido,
plantas tratadas apenas com PBZ apresentaram maior espessura da folha, formagdo de uma
segunda camada de células do parénquima palicadico (ndo presente nos demais tratamentos),
células mais justapostas, reducdo dos espacos intercelulares (Figura 13D e 14D), acimulo de
pigmentos por area (figura 7) que resultou-se em maior absorbancia da luz (figura 9) na faixa
dos 400 a 700nm (CARRIELLO et al., 2003). Em comparacdo entre absorbancia da folha e
dos pigmentos evidencia-se que sobre influéncia do PBZ sobre os pigmentos foliares (in
vitro) possuem picos de absor¢do mais em 450nm (azul) e 674nm (vermelho) e da folha (in
vivo) maior no vale dos 550nm (verde). A alta correlacdo (r=0,929) entre os pigmentos
foliares e absorbancia da folha em 550nm para plantas de sol e fraca (r=0,258) para as de
sombra (Figuras 9, 10 e 11), mostra-se relacdo direta entre 0 maior conteddo de clorofilas e
maior absorbancia pela folha no verde e no vermelho em plantas cultivadas a pleno sol
(Figura 10) (SIMS; GAMON, 2002; CARRIELLO et al., 2003) e, juntamente com a presenga,
tipo, guantidade de pigmentos, espessura do limbo, volume dos espacos intercelulares e
possivelmente disposicdo dos tilacoides afetou diretamente as propriedades Opticas da folha
(CARRIELLO et al., 2003; MARTINS, 2013). De forma complementar, salienta-se que 0s
comprimentos de ondas em torno dos 550nm podem suprir a demanda energética quando 0s
fotossistemas estiverem limitados por luz azul e vermelha, deslocando a proporcédo para a
faixa do verde que antes prontamente refletida torna-se transmitida através dos tecidos das
plantas (FOLTA; MARUHNICH, 2007). Do ponto de vista ecofisiolégico, as plantas nao
ignoraram um insumo ambiental condicional e necessario a sobrevivéncia e dessa forma as
plantas poderiam usar todo o espectro e proporcdes relativas de energia interna para ajustar
sua forma, composicao e fisiologia para melhor aproveitar as condi¢cdes prevalecentes do
meio (FOLTA; MARUHNICH, 2007; WANG; FOLTA, 2013). O aumento na absorcdo do
verde parece ser uma das formas de reducdo das limitacdes fotoquimicas da fotossintese. A
baixa correlacdo entre os teores de pigmentos fotossintéticos e absorbancia da folha no verde

em plantas de sombra sugere que alteragdes estruturais nos cloroplastos devem existir de
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modo a possibilitar similar e elevada absorbancia mesmo com menores teores de pigmentos
por unidade de area. Ademais, ligado a alteracGes no arranjo tridimensional da folhagem e
uma melhor distribuicdo da luz no dossel com menores indices de auto-sombreamento
garantem a elas uma maior TAL e aumento na MSt com aumento nos niveis de GAs.
Salienta-se que a aparente maior concentracdo de pigmentos fotossintéticos por unidade de
area nas plantas tratadas apenas com PBZ a sombra ndo garantiu a essas plantas um aumento
na MSr, evidenciando que a distribuicdo da luz no dossel é uma resposta primordial em
relacdo ao acumulo de MSt e menos importante é a concentracdo de clorofilas por area.

5.2. Efeito das giberelinas e da luz sobre a lignificacdo

Mostra-se, nesse trabalho que ocorre estimulo a lignificacdo (deposicao de lignina) nas
plantas de tabaco cultivadas em ambientes tanto de alta e quanto de baixa irradiancia em
funcdo do aumento provavel dos niveis enddgenos de GAs (KUREPIN et al., 2006, 2007;
KUREPIN; PHARIS, 2014). Ainda, ocorre estimulo & atividade mitotica com um maior
namero de células de fibras xileméaticas na zona cambial e células com paredes mais
espessadas e outras alteracdes anatémicas. A aplicacdo de GAs promoveu aumento no ganho
de MS do caule, comprimento dos entrends, na interceptacdo de luz incidente, e eficiéncia da
conversao energética e energia acumulada na formacéo dos tecidos da planta.

As plantas de tabaco obtiveram maior acimulo de MSg, MSc, MSt e AF (Figura 2)
associados supostamente aos maiores niveis enddgenos de GAs via aplicacdo de GAs e
menores pela aplicacédo de paclobutrazol (KUREPIN et al., 2006; RIBEIRO et al., 2012; GUO
et al., 2015; ZHU et al., 2016). Evidéncias fundamentadas em analise multivariada (analise de
componentes principais) (Figuras 27, 28 e Tabela 3) indicam que a luz é responsavel pela
maior variabilidade fenotipica (PCALl), porém a alteracdo nos niveis endogenos de GAS
(PCA2) também promovem alteracfes da deposicdo de substancias formadoras da célula
vegetal, como a celulose e/ou lignina (BIEMELT; TSCHIERSCH; SONNEWALD, 2004),
alteracdes do comprimento dos entrenos e interceptacao da luz (GIVNISH, 1988; KUREPIN;
PHARIS, 2014). Essas alteracdes fenotipicas sdo por fim o resultado conjunto de variacdes
nos mecanismos de regulacdo celular desencadeados pelas respostas a expressao de genes e
atividade de enzimas (BIEMELT; TSCHIERSCH; SONNEWALD, 2004; WANG et al,,
2015; VOOREND et al., 2016). O uso de GAs e/ou reguladores de crescimento como PBZ ou
ainda em plantas transgénicas com aumento/reducdo dos niveis enddgenos de GAs,

evidenciam que esse hormdnio esta relacionado com as alteragdes na expressdo de genes
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responsaveis pela biossintese de lignina (ISRAELSSON, 2004), deposicdo, construcédo e
modificacdo (extensibilidade) da parede celular em plantas de tabaco (DAYAN et al., 2010;
GUO et al., 2015), Arabidopsis (RIBEIRO et al., 2012), cenoura (WANG et al., 2015), milho
(VOOREND et al., 2016) e outras espécies (DAVIERE; ACHARD, 2013; YANG et al.,
2015). Essas alteragdes encontram-se associadas a maior ou menor atividade das enzimas
GA200x, GA3ox e GA20x que regulam a homeostase de GAs assim como um maior aumento
da ICA e atividades de PAL, POD, e CAD que se inter-relacionam entre 0s mecanismos por
sinalizacdo da luz, na via biossintética dos fenilpropanoides e das GAs (BIEMELT;
TSCHIERSCH; SONNEWALD, 2004; YAMAGUCHI, 2008; MOURA et al., 2010;
KUREPIN; PHARIS, 2014; HEDDEN; SPONSEL, 2015; KIM et al., 2016). Maiores
contedos de GAs tendem a promover maior deposicdo de lignina nas células do caule
(Figura 26) em especial aquelas relacionadas como numero de fibras do xilema e na parede
das fibras do xilema (Figuras 22 e 23) conforme mostrado em plantas cultivadas em
ambientes sob alta ou baixa irradiancias. Ademais, foram evidenciados em trabalhos com
tabaco e outras espécies que maior quantidade de fibras do xilema (ERIKSSON et al., 2000;
BIEMELT; TSCHIERSCH; SONNEWALD, 2004; DAYAN et al., 2010; GUO et al., 2015)
estdo positivamente associados com o aumento de GAs enquanto menor disponibilidade de
luz induz a reducdo dos teores de lignina nas plantas (Figura 26). Além disso, um efeito
aditivo entre GAs e luz pode estar envolvido para a indugéo da formacgéo das fibras do xilema,
indicando que GAs sdo fundamentais para o desenvolvimento em baixa irradiancia enquanto
em alta incidéncia de luz exerceria um efeito aditivo representando um componente mais forte
na inducao e formacédo do numero de fibras do xilema.

A biossintese de lignina é afetada em resposta a variacdo da disponibilidade de luz
conforme relatado em outros trabalhos (SCHOPFER; LAPIERRE; NOLTE, 2001; CHEN et
al., 2002; KIMURA et al., 2003; SYROS; YUPSANIS; ECONOMOU, 2005; ANDERSSON-
GUNNERAS et al., 2006; AKGUL; COPUR; TEMIZ, 2007). Mostra-se por PCA que a luz
exerce forte papel na lignificacdo das plantas e sob a suplementacdo com maiores
concentragdes de GAs, os efeitos tornam-se aditivos. Demonstra-se o efeito aditivo da luz e
GAs nos tratamentos com GA10, GA100 e GAL100P em ambientes de sol, no qual a aplicacédo
de GAs estimula a maior deposicdo de lignina (Figura 26), aumento da frequéncia (Figura
16B) e da espessura das fibras do xilema (Figuras 22 e 23), ao passo que o Cont, sob alta
irradiancia, apresenta os teores de lignina semelhantes a GA10, mesmo sem a suplementacéo

de GAgs indicando dessa forma que luz induz a xilogénese e modula a expressdo de genes e
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enzimas importantes como PAL que propiciam a diferenciagdo do xilema (ROBERTS;
GAHAN; ALONI, 2008) com incremento do nimero de fibras (BIEMELT; TSCHIERSCH,;
SONNEWALD, 2004; DAYAN et al., 2010), mas ndo necessariamente promovem alteracoes
dos elementos de vaso (ISRAELSSON, 2004). Cabe ressaltar que tratamentos como o PBZ e
GA10P em alta disponibilidade de luz ndo apresentaram aumento da deposi¢do de lignina
(Figura 26), possivelmente devido a inibicio da KO e maior acimulo de DELLA
(OLSZEWSKI; SUN; GUBLER, 2002; UEGUCHI-TANAKA et al., 2007).

As plantas cultivadas sob baixa irradiancia apresentaram deposi¢do de lignina nos
tratamentos com mais GAs (GA10 e GA100) indicando que, sob baixa irradiancia,
concentracdes adicionais de GAs sdo importantes para estimular a lignificacdo e diferenciacédo
de fibras, dispensando a necessidade da luz para esses processos. Por outro lado, para
tratamentos como GA10P, GA100P a sombra, a suplementacdo com GAs ndo foi suficiente
para estimular a deposicdo de lignina e diferenciacdo de fibras em niveis similares as plantas
cultivadas a pleno sol, indicando que luz poderia ser componente estimulatorio necessario e
obrigatério para ocorrer alta taxa de lignificacdo dos tecidos. Segundo Kimura (2003) e
Roberts et al. (2008) muitos genes sdo expressos exclusivamente em ambientes de alta
irradiancia, desse modo indicaria que mecanismos diferentes ocorrem em alta mas ndo em
baixa irradiancia, sugerindo que luz possivelmente é um dos componentes ambientais que
estimulam a via dos fenilpropanoides (ROBERTS; GAHAN; ALONI, 2008), assim como
estimulam genes que codificam enzimas importantes como a PAL, CAD e PODs (AKGUL,;
COPUR; TEMIZ, 2007) no qual GAs nao séo capazes de substituir. Considera-se que na rota
biossintética das ligninas hd uma profusa flexibilidade no metabolismo e regulacdo génica,
bem como uma complexa interacdo destes processos com o ambiente (ZHONG; YE, 2009;
ZHAO; DIXON, 2011). Salienta-se que as plantas de ambientes de sombra embora
apresentem maiores niveis de GAs endogenas (KUREPIN et al., 2006), desse modo, acredita-
se que falta de interacdo com as PIFs, proporcionam maior acimulo de proteinas DELLA e
inibicdo de enzimas importantes (ex. PAL) (ROBERTS; GAHAN; ALONI, 2008;
LOCASCIO; BLAZQUEZ; ALABADI, 2013) que possivelmente possam explicar a reducéo
dos teores de lignina presentes no caule.

Em niveis elevados de GAs, como nas plantulas cultivadas em ambientes de baixa
irradiancia, os niveis de DELLA sdo baixos, uma vez que sdo alvo de degradacdo, permitindo
as PIF3 e PIF4 estejam livres para se ligar aos seus genes alvo. No entanto, em menores

niveis de GAs, como nas plantulas cultivadas sob alta luz, as proteinas DELLA acumulam-se
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e sequestram os dois PIFs de seus genes-alvo, resultando em fendtipos tipicos de plantas de
sol, especialmente com entrends mais curtos. Assim, enquanto a luz controla PIF3 e PIF4 ao
nivel proteico, GAs regulam a atividade transcricional dos PIFs. Esta dupla regulacéo de PIF3
e PIF4 representa um ponto de integracdo para a coordenacdo da fotomorfogénese das
plantulas em resposta a luz e GAs (LAU; DENG, 2010) que sob anélise anatémica
influenciam nos processos de mobilizacdo de C pela planta e, crescimento e desenvolvimento

secundario do caule.

5.3. Efeito das giberelinas e da luz sobre a atividade mit6tica das FX

GAs estimulam tanto o alongamento quanto a divisdo celular, conforme evidenciado
pelo aumento do comprimento celular e do numero de células (HEDDEN; THOMAS, 2016).
De modo semelhante a maior frequéncia de fibras do xilema foram evidenciados em trabalhos
com maiores niveis enddgenos de GAs (ERIKSSON et al., 2000; BIEMELT; TSCHIERSCH,;
SONNEWALD, 2004; DAY AN et al., 2010) enquanto PBZ promoveu drastica reducdo tanto
em numero de fibras (GUO et al., 2015; WANG et al., 2015) em plantas Air e Bir (Figura
15B), mas ndo no comprimento destas (Figura 15C, 18 e 21) (ERIKSSON et al., 2000).
Evidéncias tém mostrado que a inibicdo da enzima ent-caureno oxidase (KO) responsavel
pela conversdo do ent-kaureno ao acido ent-kaurenoico pelo PBZ promove colapso da via de
biossintese de GAs culminando em inibicdo da rota biossintética dos fenilpropanoides
(VOGT, 2010; GUO et al., 2015; YUE et al., 2016). Além disso, o PBZ afeta a sinalizacéo de
GAs pelo acumulo de proteinas DELLA (GAI e RGA) e inibe a ligacdo de GAs ao seu sitio
alostérico GID1 impedindo a degradacdo de DELLA pelo proteassoma 26S indicando que
esses mecanismos afetam o crescimento das plantas (GUO et al., 2015; WANG et al., 2015;
YUE et al., 2016) assim como a reducdo do numero de fibras (DAYAN et al., 2010), e
consequentemente menor deposicdo de lignina além da reducdo do comprimento do caule
(DAYAN et al., 2012). Ademais se ressalta que as GAs modificam a expressao de genes e
promove a inducdo da mitose pelo aumento da atividade de proteinas cinases dependentes de
ciclinas (CDKs), por um sinal originado das folhas maduras induzindo a maior atividade
cambial e relatado recentemente pela transicdo de fases do desenvolvimento que coordenam
as respostas direcionados a especificidade em estimular a diferenciacdo de fibras e
crescimento secundéario do caule (SAUTER; KENDE, 1992; FABIAN et al., 2000; DAYAN
et al.,, 2012; ALONI, 2013; IKEMATSU et al., 2016).
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Pouco é conhecido até o momento em nivel transcricional (ISRAELSSON, 2004;
WANG et al.,, 2015) e menos ainda em nivel pds-transcricional como, e em que ponto
(gene/proteina/metabdlito), da rota da biossintese de lignina seria afetado primariamente ou
majoritariamente pelas GAs. Considera-se que € um sistema dindmico e complexo, em vista
que, a biossintese de lignina ndo depende apenas da quantidade dos componentes precursores,
mas também das atividades enzimaticas que sdo dependentes de muitos outros fatores
(ZHAO; DIXON, 2011). Ndo se conhece até o momento se alguns genes (e proteinas)
estimulados pelas GAs (GUO et al., 2015; WANG et al., 2015) sofrem algum tipo de
interacdo e/ou modulacdo de sua atividade pelas proteinas DELLA ou as PIF. O mostrado
diferencialmente neste trabalho é uma associacdo direta das GAs em estimular a rota
biossintética de lignina de modo independente da luz, embora a luz também afete essa rota
biossintética. GAs consegue substituir parcialmente (mas ndo completamente) o efeito da luz
na estimulagdo da deposigéo de lignina. Foi demonstrado em Arabidopsis thaliana que mais
de 7000 genes exibiram expressdo alterada quando as plantas foram submetidas a alta
intensidade de luz e que dentre estes 110 mostram expressdo aumentada, sendo VArios
envolvidos diretamente na via de biossintese de lignina e associados com variacdo de GAs e
outros horménios (KIMURA et al., 2003; MOURA et al., 2010). De modo geral, plantas
crescidas em Bjr tém maiores niveis de GAs (KUREPIN et al., 2006, 2007; KUREPIN;
PHARIS, 2014) e menores de lignina (Figura 26) de modo proporcional a quantidade de luz
incidente, ou seja, quanto menos luz, maiores os teores GAs e menores 0s de lignina (e vice-
versa). Por essa analogia direta seria possivel inferir que as GAs atuassem de modo inibitorio
(e ndo estimulatério) da via biossintética das ligninas, enquanto a luz teria um papel
fundamental na indugdo desse processo. Confirma-se nesse trabalho que ambos estimulam a
via biossintética ligada a lignificacédo e ainda, que os teores de lignina ndo sao o reflexo direto
do numero de células, mas também que as GAs (GAsz) promovem o espessamento da parede
da fibra e maior contetdo de lignina por célula incluindo também o ambiente sombreado
(Figuras 22 e 23). Estes resultados indicam que, possivelmente algum mecanismo ligado a
sinalizacdo promovida por GAs atue na estimulacdo de genes/proteinas da rota dos
precursores da lignina de modo independente da luz ou ainda as GAs podem substituir o
efeito promovido pela luz na estimulacdo destes processos. Nesse sentido, fatores
transcricionais do tipo MYB, o MYB58 e MYB63 de Arabidopsis sdo especificamente

expressos nas fibras e elementos de vaso e desencadeiam o espessamento da parede celular
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via deposicdo de lignina. No entanto, ndo ha evidéncias até o0 momento de que esses fatores
transcricionais sdo estimulados por GAs ou por luz (ZHOU et al., 2009).

De forma bem conhecida (YAMAGUCHI; KAMIYA, 2000; SARKAR et al., 2004,
DAYAN et al., 2010; RIBEIRO et al., 2012; MARTINS, 2013; GUO et al., 2015; HEDDEN;
THOMAS, 2016; ZHU et al., 2016) a aplicagdo de GAs é capaz de reverter o efeito do
inibidor PBZ, restaurando o fendtipo das plantas (RIBEIRO et al., 2012; COHEN et al., 2013;
GUO et al.,, 2015). Evidenciou-se neste trabalho que a restauracdo do fendtipo com maior
acumulo de MS, inducdo da atividade cambial (Figuras 17 e 20), desenvolvimento secundario
do caule, maior lignificacdo dos tecidos e incremento de area foliar nas plantas tratadas com
PBZ e suplementadas com GAs (tratamentos GA10P e GA100P) (DAYAN et al., 2012).
Leva-se em consideracdo que a analise multivariada (PCA) incorpora todos os dados
coletados para uma planta em particular, bem como para as demais repeticGes e tratamentos; e
a luz foi associada ao primeiro fator que discriminou todos os tratamentos de Ajr com os de
Bir. Para 0 PCA2 houve a formacdo de varios clusters. Inicialmente para PBZ, supostamente
para os niveis mais baixos de GAs, em sequéncia outro contendo o Cont e GAL10P, depois um
terceiro grupamento formado pelo GA10 e, por ultimo GA100. Do primeiro ao ultimo
supostamente com niveis aumentados das GAs enddgenas, particularmente de facil distincdo
para as plantas Air cujos niveis endogenos de GAs sdo menores que as de sombra (KUREPIN
et al., 2006, 2007; KUREPIN; PHARIS, 2014). Padrao similar também é encontrado para as
plantas de sombra, embora a magnitude dos escores que separam 0s tratamentos seja
levemente menor que as de sol (Figuras 27 e 28). Com base nas evidéncias descritas ha uma
resposta crescente em relacdo aos niveis aumentados de GAs e que a interacdo entre GAs e a
luz é aditiva na inducdo da lignificacdo das células. As alteracdes observadas em niveis
estruturais e ultraestruturais do caule fornecem evidéncias que GAs atuam no metabolismo de
sintese e estrutura das paredes celulares (BIEMELT; TSCHIERSCH; SONNEWALD, 2004;
DAYAN et al., 2010; DIXIT, 2013) assim como em enzimas-chave importantes na
extensibilidade da parede celular como a-expansinas, pectinesterases (RIBEIRO et al., 2012)
ou endoglucanases e da biossintese de lignina como a fenilalanina amdnia-liase (PAL),
cinamil  alcool desidrogenase (CAD) quanto da construgdo por Xiloglucanos
endotransglucosilase/hidrolase (XTHs) (WANG et al., 2015). O estimulo da atividade cambial
por meio da ICA, codificada por um gene pectina metiltransferase putativa que,
possivelmente, atua como uma moduladora para atividade meristemética do cambio fascicular

e interfascicular controlando mecanismos para regulacdo do crescimento secundario do caule
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(KIM et al., 2016). Sabe-se que GAs modulam a atividade cambial pela ICA (KIM et al.,
2016) ou via sinalizacdo foliar (DAY AN et al., 2012) e contribuem de maneira direta para a
diferenciagéo dos tecidos do xilema formando fibras (Figuras 18 e 21) e como consequéncia a
lignificacdo destes. Ademais, ressalta-se que a interagdo com o complexo PIF (dependente de
luz) leva a degradagdo das proteinas DELLA permitindo reorganizacdo desencadeando a
sinalizacdo celular necessaria para inducéo do crescimento (LI et al., 2016).

Dados aqui apresentados demonstram que as GAs influenciam nos processos de
sintese, deposicdo, construcdo e modificacdo da parede celular, conforme ja relatado. Em
niveis ultraestruturais nds demonstramos de modo inédito que as paredes das fibras do xilema
ficaram mais espessadas e lignificadas em funcdo do aumento dos niveis enddgenos de GAs
(Figuras 22 e 23), enquanto a reducdo via PBZ promoveu menores teores de lignina tornando-
as fibras frageis e menos resistentes (Figuras 22D e 23D) mas ndo necessariamente afetando o
didmetro do caule (Figura 3D) (ERIKSSON et al., 2000; BIEMELT; TSCHIERSCH;
SONNEWALD, 2004). Cabe ressaltar que ndo ha indicios de alteracdes em relacdo ao
nimero ou espessamento da parede dos elementos de vaso em resposta aos niveis de GAs
(Figuras 15A, 22 e 23), que efetivamente suportam elevadas tensdes para transporte de agua e
sais minerais no xilema. Evidéncias histoquimicas ainda indicam que GASs possivelmente
modificam também a composicdo monomérica da lignina em caules (Figura 16 e 19).
Segundo o trabalho de Ferreira et al. (2017) no qual utilizou-se testes histoquimicos
convencionais (testes de Wiesner e Maule) para deteccdo de lignina e por analises mais
detalhadas com epifluorescéncia em N. tabacum na identificacdo de ligninas, desvendaram
que elementos de vaso possuem mondmeros do tipo hidroxifenil (H) ou guaiacil (G) enquanto
as fibras do xilema estdo presentes as do tipo siringil (S) (FERREIRA et al., 2017). Assim,
especula-se que as GAs por estimularem a formacédo de fibras, também, especificamente,
estimulam a formacdo de lignina rica em mondmeros S, mas ndo as do tipo H ou G
encontradas em maior quantidade nos EV. Acredita-se que o gene da F5H (acido ferdlico 5-
hydroxylase), responsavel pela conversdo de coniferaldeido a 5-OH coniferaldeido e coniferil
alcool a 5-OH coniferil alcool e especificamente envolvida na formacdo de lignina tipo S
(monolignois tipo S) (ZHAO; DIXON, 2011) possa ter sido estimulado pelas GAs e também
pela luz uma vez que apenas as fibras interfasciculares apresentaram paredes espessadas e
mais lignificadas.

Salienta-se que ndo houve alteracdo nem no nimero e nem na espessura das paredes

dos EV (Figuras 22 e 23) nesse trabalho. As variagdes sutis na coloracdo entre elementos de
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vaso e fibras, bem como entre tratamentos aplicados indicam que a razdo dos mondmeros H,
G e S seria alterada em funcédo dos niveis de GAs e luz.

N&o ha evidéncias experimentais nesse trabalho que os tratamentos aplicados
diminuiram os teores de celulose no caule com base na dupla coloracdo com Calcofluor
Bright White 28 (celulose; visualizado em azul) e Auramina O (lignina, visualizado em
amarelo) (Figuras 17 e 20). A diminuic¢éo dos teores de celulose e hemicelulose poderia criar
um aumento de espaco entre as microfibrilas promovendo um estimulo da deposicdo de
lignina no espaco aumentado. Acredita que a lignina é depositada nesses espagos por meio de
ligagbes cruzadas entre a celulose e hemicelulose (TOKUNAGA; UCHIMURA,; SATO,
2006). As evidéncias experimentais indicam que o efeito da luz e, principalmente, das GAs
resultam do estimulo da formacdo de precursores e ativa lignificacdo das paredes celulares
particularmente das fibras. Nos extremos experimentais referentes aos niveis enddgenos de
GAs, seja pelos menores teores via aplicagdo de PBZ quanto pelos maiores valores com
pulverizagdo de 100 pM de GAs a fluorescéncia azul resultante da visualizacdo de parede
celular de composicao celulositica das células do parénquima cortical e medular se mostram
similares para os diferentes niveis de GAs bem como para a diferenca de irradiancia no
ambiente de cultivo. Conclui-se a partir dessas evidéncias que o aumento na lignificacdo néo é
uma resposta condicional a reducdo dos teores de celulose/hemicelulose e sim um reflexo
direto da inducéo da rota biossintética da lignina e de seus precursores.

A medida que a formacédo da parede celular se processa a orientacdo dos microttbulos
devem seguir maior grau de organizacdo e orientacdo, fornecendo espacos entre as
microfibrilas para deposicdo de celulose e lignina. Apenas uma escassa literatura respalda o
papel das GAs nesses mecanismos (DIXIT, 2013; LOCASCIO; BLAZQUEZ; ALABADI,
2013) no qual as proteinas DELLA interagem diretamente com o complexo Prefoldina (PFD)
regulando assim a disponibilidade de subunidades de tubulina de uma forma totalmente
dependente de GAs e luz. O modelo desenvolvido por DIXIT (2013) indica que o aumento da
disponibilidade de GAs correlaciona-se com maior disponibilidade de microtibulos e seu
alinhamento de modo transversal permitindo assim o preenchimento dos espa¢cos com lignina.
De modo oposto menor concentracdo de GAs direcionam as matrizes de microtubulos
corticais a maior desorganizacdo e uma rede menos densa, presumivelmente porque 0s niveis
de tubulina sdo limitantes (DIXIT, 2013) reduzindo assim 0s espacos a serem preenchidos por

lignina. Em resposta ao modelo proposto e baseado na atuacdo aditiva poderiam explicar os
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maiores teores de lignina quantificados que seriam consequéncia do maior nimero de fibras e

com paredes mais espessadas do xilema por sua vez induzidos diretamente pela acdo das GAs.
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6. CONCLUSOES

Os resultados fornecem suporte para a hipotese de que as GAs sdo capazes de
promover alteracdes fenotipicas em ambiente de alta e de baixa irradiancias pelo
desencadeamento de respostas diferentes ao ganho de biomassa, captura de luz, eficiéncia
energética, estruturas anatémicas e lignificacdo das plantas de tabaco. O efeito promovido por
GA:s e a alta disponibilidade de luz atua de modo aditivo restaurando completamente as
restrices impostas por PBZ para 0 aumento das taxas de crescimento, incremento das fibras
do xilema e teores de lignina das plantas. De modo semelhante em baixa irradiancia, 0 GAs
promove alteragdes no acimulo de MS, porém com inicio de lignificacdo dos tecidos

indicando um efeito parcial na superacao das restricdes impostas por PBZ e luz.
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