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RESUMO 

 

MARTINS, Auxiliadora Oliveira, M. Sc., Universidade Federal de Viçosa, Julho de 2013. 
Impactos ecofisiológicos e metabólicos da alteração nos níveis de giberelina em 
tomate. Orientador: Wagner L. Araújo. Coorientadores: Adriano Nunes Nesi e Dimas 
Mendes Ribeiro. 
 

O presente trabalho foi conduzido com intuito de analisar os impactos causados 

pela variação endógena e/ou artificial (aplicação de GAs e paclobutrazol-PBZ) dos níveis 

de giberelinas sobre a fisiologia, metabolismo e anatomia de plantas de tomate (Solanum 

lycopersicum L.). Para tal, diferentes experimentos foram realizados utilizando-se plantas 

tipo selvagem (WT) e mutantes na biossíntese de giberelinas (gib3: moderadamente 

deficiente, gib2: medianamente deficiente e gib1: extremamente deficiente). No primeiro 

experimento foram utilizadas plantas WT e os mutantes gib3, gib2 e gib1 avaliando-se os 

efeitos da redução endógena dos níveis de GAs. Os resultados mostraram que a redução 

dos níveis de GAs afetou negativamente o crescimento dessas plantas e que este menor 

crescimento não estaria associado a menores taxas fotossintéticas. A elevada fotossíntese 

(AN) nos mutantes apresentou-se associada com uma maior densidade e abertura 

estomática, assim como maiores condutâncias estomática (gs) e mesofílica (gm). Um 

desbalanço entre o metabolismo do carbono e crescimento parece ocorrer plantas com 

redução na concentração de GAs, visto que reduções nos teores da maioria dos metabólitos 

ocorreram concomitantemente com elevada AN. Ademais, maior AN foi acompanhada de 

uma elevada taxa respiratória e incrementos na concentração de proteínas, sugerindo um 

desvio de energia em forma de ATPs para outras rotas, já que uma maior produção de 

energia não se traduziu em acúmulo de biomassa. No segundo experimento foram 

utilizadas plantas WT e gib3, genótipo mais semelhante ao WT no primeiro experimento, 

submetidas à variações artificiais no conteúdo de GAs mediante a aplicação de GAs e/ou 
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PBZ. Os resultados obtidos permitiram a identificação de mudanças metabólicas e 

fisiológicas associadas tanto à variação endógena de GAs, assim como as ocasionadas pela 

variação artificial de GAs. Para ambos os genótipos, o crescimento foi bastante reduzido 

em presença de PBZ e apresentou incrementos quando da aplicação de GAs. Menores 

taxas de crescimento foram acompanhadas de maiores respiração no escuro (Rd) e AN, a 

última influenciada por maiores densidade e abertura estomática, espessura foliar, assim 

como gs e absortância. A maioria dos metabólitos foi positivamente correlacionada com o 

conteúdo de GAs. Pouca ou nenhuma variação em parâmetros da fluorescência da clorofila 

a e sistema antioxidativo indicam ausência de estresses aparentes. Consideradas em 

conjunto, as informações obtidas com o presente estudo oferecem uma melhor 

compreensão dos mecanismos fisiológicos, moleculares e metabólicos associados à 

deficiência de GAs em plantas; contudo, estudos metabólicos e moleculares mais 

detalhados ainda serão necessários para uma melhor compreensão dos efeitos da redução 

dos níveis de GAs sobre o metabolismo dessas plantas. 
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ABSTRACT 

 

MARTINS, Auxiliadora Oliveira, M. Sc., Universidade Federal de Viçosa, July, 2013. 
Ecophysiological and metabolic impacts due to changes in gibberellin levels in 
tomato. Adviser: Wagner L. Araújo. Co-advisers: Adriano Nunes Nesi and Dimas Mendes 
Ribeiro. 
 

This study was carried out to analyze the physiological, metabolic and anatomic 

impacts promoted by both the endogenous and/or artificial variation of gibberellins (GAs) 

on tomato plants (Solanum lycopersicum L.). To this end, different experiments were 

performed using wild-type (WT) and mutant plants in the biosynthesis of gibberellins 

(gib3, moderately deficient; gib2, mildly deficient and gib1, extremely deficient). In the 

first experiment I used WT and the mutant plants gib3, gib2 and gib1 and evaluated the 

effects of endogenous reduction of GA levels. It was observed that the reduced levels of 

GAs negatively affected the growth and that this slower growth is not associated with 

lower photosynthetic rates. The higher net photosynthesis (AN) found in the mutants were 

associated with both increased stomatal density and higher stomatal (gs) and mesophyll 

(gm) conductances. One clear imbalance between carbon metabolism and growth seems to 

occur in plants with reduced GAs levels, given that reductions in the levels of the majority 

of the metabolites occurred concomitantly to higher AN. Moreover, higher AN was 

accompanied by elevated respiratory rate and increments in protein concentration, 

suggesting a shift of energy in the form of ATPs to other routes, since more energy 

production was not associated with higher biomass accumulation. In the second experiment 

I used plants WT and gib3, the genotype most similar to WT in the first experiment, and 

subjected those plants to artificial variations in the content of GAs by applying GAs and/or 

paclobutrazol (PBZ), a GA biosynthesis inhibitor. The results obtained allowed the 

identification of both metabolic and physiological changes associated with both 
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endogenous GAs variation, as well as the artificial variation caused by varying the GAs 

regime. In both genotypes growth was strongly reduced in presence of PBZ whereas it was 

incremented when applying GAs. Lower growth rates were accompanied by higher dark 

respiration (Rd) and higher AN, the former being influenced by larger stomatal density and 

stomatal opening, leaf thickness, as well as gs and absorptance. The levels of the majority 

of metabolites evaluated were positively associated with GAs content. Little or no 

variation in chlorophyll fluorescence a and antioxidative system parameters indicated no 

apparent stress. Taken as a whole, the information obtained within this study provide a 

better understanding of the physiological, molecular and metabolic disorders associated 

with GA deficiency in plants; however, future metabolic and molecular studies are still 

required to allow us a better understanding of the effects of reduced GA levels on the 

metabolism of these plants. 
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1 Introdução Geral 

 

Os hormônios funcionam coordenando tanto o crescimento quanto o 

desenvolvimento vegetal, em nível supracelular (Plackett et al., 2011). Assim, os 

fitohormônios, produtos naturais de baixo peso molecular, atuam em concentrações 

micromolares (ou mesmo menores) regulando, essencialmente, todo processo 

fisiológico e de desenvolvimento durante o ciclo de vida vegetal (Chiwocha et al., 

2003). Incluem-se dentre esses compostos estruturalmente diversos, as auxinas, 

citocininas, ácido abscísico, giberelinas (GAs), etileno, poliaminas, jasmonatos, ácido 

salicílico e brassinosteróides, dos quais são considerados reguladores do crescimento as 

auxinas, brassinosteróides, citocininas e as GAs, ao passo que ácido abscísico, etileno e 

ácido jasmônico são mais comumente associados a respostas a estresses (Wolters & 

Jürgens, 2009). 

As GAs fazem parte de uma grande família de fitohormônios classificadas como 

diterpenóides tetracíclicos, que atuam durante todo o ciclo de vida das plantas 

superiores (Hedden & Kamiya, 1997). As GAs atuam como hormônios promotores do 

crescimento, desempenhando um papel crucial em processos relacionados ao 

crescimento e desenvolvimento das plantas (Yamaguchi & Kamiya, 2000). Dentre esses 

processos, incluem-se a germinação das sementes, alongamento do colmo, expansão 

foliar, desenvolvimento de tricomas, florescimento e desenvolvimento dos frutos 

(Olszewski et al., 2002; Sakamoto et al., 2004; Zhu et al., 2006; Gao et al., 2011). Além 

disso, as GAs intermedeiam estímulos ambientais, modificando os fluxos através da 

própria via biossintética (Hedden & Kamiya, 1997). Assim, a regulação da biossíntese 

de GAs é fundamental para o desenvolvimento das plantas e sua adaptação ao meio 

ambiente. Por também intermediar certos sinais ambientais (e.g., a qualidade da luz e 
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fotoperíodo) e desencadear respostas fisiológicas (e.g., extensão de caule e floração) nas 

plantas (Hedden & Phillips, 2000), a regulação da biossíntese de GAs é extremamente 

complexa (Hedden & Proebsting, 1999).  

O metabolismo das GAs é afetado pelo tipo de tecido, estádio de 

desenvolvimento, luz e pela própria GAs. Este último parece envolver mecanismos 

homeostáticos, fazendo parte de um amplo processo que inclui, ainda, a ação de outros 

hormônios (Hedden & Phillips, 2000). Embora mais de uma centena de diferentes GAs 

já tenham sido identificadas em plantas (ver http://www.plant-

hormones.info/gibberellins.htm) (Hedden & Thomas, 2012), apenas poucas, as 

chamadas GAs bioativas, agem como reguladores endógenos de crescimento sugerindo, 

portanto, um elevado grau de especificidade (Cowling et al., 1998). Cumpre ressaltar 

também que a grande maioria das GAs identificadas são precursores das formas ativas 

ou encontram-se na forma inativa (Yamaguchi & Kamiya, 2000). A constatação de que 

apenas algumas dessas moléculas têm atividade biológica é baseada principalmente em 

trabalhos utilizando mutantes deficientes em GAs (Hedden & Phillips, 2000). Verifica-

se, também, que o conteúdo de GAs bioativas atua de modo a promover a sua própria 

homeostase por meio de uma regulação via retroinibição negativa atuando sobre as 

enzimas GA3ox e GA20ox,  responsáveis pelas etapas finais da ativação das GAs, e 

também por retroinibição positiva sobre a GA2ox, a qual realiza a inativação dessas 

GAs (Hedden & Kamiya, 1997; Hedden & Proebsting, 1999). 

O isolamento da maioria dos genes que participam da biossíntese, catabolismo e 

sinalização têm contribuído de forma significativa tanto para a compreensão do 

metabolismo das GAs como dos mecanismos regulatórios associados ao conteúdo de 

GA. Ressalte-se, também, que tais estudos corroboram com a aparente complexidade 

química da família das GAs (Hedden & Phillips, 2000). Em adição, devido à maior 
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dificuldade de se identificar e analisar mutantes com alterações nas vias de transdução 

de sinais das GAs, a grande maioria das pesquisas se concentram em mutantes que 

apresentam alterações na via biossintética de GAs (Swain & Olszewski, 1996).  

O efeito das GAs no crescimento e desenvolvimento vegetal envolve variações 

na taxa de divisão e expansão celular (Nelissen et al., 2012), além de mudanças 

anatômicas, morfológicas e fisiológicas (Biemelt et al., 2004). Assim, embora, o 

mecanismo de ação das GAs no desenvolvimento das plantas já esteja bem esclarecido, 

o efeito das GAs sobre o metabolismo primário e secundário ainda é pouco estudado. 

Neste contexto, verifica-se que apesar de muitos genes, incluindo vários relacionados ao 

metabolismo primário e secundário, serem diretamente regulados pela ação das GAs 

(Yamaguchi, 2008), apenas em alguns casos essa regulação e seus impactos sobre o 

metabolismo primário foi devidamente investigada (Ribeiro et al., 2012). Assim vários 

avanços significativos no que diz respeito ao entendimento das interações entre as GAs, 

crescimento e desenvolvimento das plantas foram alcançados. Todavia, inúmeras 

indagações sobre os mecanismos envolvidos na associação entre os níveis endógenos 

desse hormônio, metabolismo e desenvolvimento ainda não foram completamente 

elucidadas. Diante do exposto, o estudo detalhado de plantas com diferentes níveis de 

GAs, fornece uma excelente ferramenta para o entendimento do papel das GAs nos 

aspectos ecofisiológicos, metabólicos e moleculares em plantas.  

Assim, o principal objetivo do presente trabalho foi investigar como e em que 

extensão a alteração nos níveis de GAs e seus impactos no crescimento interagem com 

as principais rotas metabólicas para ajustar os diferentes requerimentos celulares e 

metabólicos em plantas de tomate (Solanum lycopersicum L.). Para tanto este trabalho 

foi dividido em dois capítulos independentes cujos objetivos foram: (i) investigar os 

efeitos metabólicos e fisiológicos ocasionados pela alteração endógena nos níveis de 
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GAs utilizando-se plantas de tomate do tipo selvagem (Solanum lycopersicum L. cv 

Moneymaker), e mutantes deficientes na biossíntese de GAs, e (ii) analisar o impacto da 

manipulação artificial nos níveis de GAs sobre o metabolismo primário de plantas de 

tomate cultivado em solo suplementado com paclobutrazol (PBZ). Para tanto, 

características fisiológicas, metabólicas e anatômicas foram analisadas. Tomadas em 

conjunto, as informações obtidas com o presente trabalho fornecem uma melhor 

compreensão dos mecanismos fisiológicos, moleculares e metabólicos associados à 

deficiência de GAs. 
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2 Capítulo I 

 

Alterações metabólicas e fisiológicas em plantas de tomate deficientes na 

biossíntese de giberelina 

 

2.1) Introdução 

A chamada 'Revolução Verde', destaque na década de 1960, foi resultado da 

combinação entre o aumento do rendimento de culturas alimentares em todo o mundo, 

através da incorporação de características anãs, com outras práticas agrícolas (Wang et 

al., 2013). As giberelinas (GAs), compostos reconhecidamente associados com o 

fenótipo anão (Hedden & Kamiya, 1997) e diretamente envolvidas em diversos aspectos 

do crescimento e desenvolvimento das plantas, incluindo o alongamento dos entrenós 

foram importantes para os avanços durante a Revolução Verde. Cumpre mencionar que 

hastes de plantas de trigo e arroz não eram suficientemente fortes para suportar o peso 

dos grãos nas variedades de alto rendimento, promovendo, assim, a queda das plantas, 

processo conhecido como acamamento, e consequentemente, grandes perdas na 

produção (Hedden, 2003). Na tentativa de minimizar esses efeitos supracitados, o gene 

Rht, responsável pelo hábito de crescimento semi-anão do trigo, foi isolado e 

caracterizado, evidenciando seu envolvimento com a via de transdução de sinais das 

GAs (Peng et al., 1999). Já o gene recessivo sd1, responsável pelo seminanismo em 

arroz, foi identificado como interferente na biossíntese de GAs (Monna et al., 2002; 

Spielmeyer et al., 2002), assim como o gene dominante D11 superexpressando as 

enzimas da rota biossintética de GAs, a GA20ox1 e GA2ox8 (Wang et al., 2013). 

Tomadas em conjunto, essas informações indicam que esse hormônio é de fundamental 
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importância para o controle da estatura em plantas (Hedden, 2003). Em adição, 

mutantes deficientes em GAs têm sido amplamente descritos em várias espécies 

vegetais (Wang & Li, 2008), todos apresentando fenótipo anão que pode ser revertido 

para o fenótipo selvagem pela aplicação exógena de GAs (Cowling et al., 1998), 

levando a consideráveis avanços no entendimento da via biossintética das GAs (Davière 

& Achard, 2013). Por outro lado, plantas mutantes não respondentes à aplicação de GAs 

tiveram um papel crucial no entendimento dos componentes da rota de sinalização desse 

hormônio (Harberd, 2009). Saliente-se que os mutantes não responsivos a GAs exibem 

respostas alteradas a GA e incluem mutantes com alterações tanto na percepção como 

na transdução de sinais. Dessa forma, embora os mutantes insensíveis a GAs 

apresentem um fenótipo anão semelhante ao de mutantes deficientes em GA, os 

mesmos não conseguem responder à aplicação de GA. Em contraste, mutantes com 

respostas constitutivas as GAs apresentam altura superior à de seus respectivos tipos 

selvagens, assim como folhas verdes mais claras e reduzida fertilidade, 

independentemente do conteúdo de GAs bioativas (Davière & Achard, 2013).  

O estímulo ao crescimento vegetal promovido por GAs envolve mudanças tanto 

na divisão como na expansão celular (Richards et al., 2001). No entanto, apesar do seu 

efeito promotor de crescimento em plantas estar relativamente bem estabelecido, o 

envolvimento de GAs na regulação do metabolismo é ainda controverso. Dessa forma, 

embora uma variedade de mecanismos fisiológicos e genéticos vem sendo sugerido para 

explicar os efeitos gerais promovidos por GAs (Sánchez-Rodríguez et al., 2010), o seu 

papel na determinação do crescimento e regulação do metabolismo não é ainda 

completamente estabelecido. Nesse contexto, estudos diretos sobre o efeito integrado 

das GAs na expressão gênica, no metabolismo energético e no crescimento são 

relativamente escassos. Entretanto, dentre os raros estudos de caracterização dos genes 
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regulados pelas GAs foi demonstrado que as GAs modulam a atividade mitocondrial da 

piruvato desidrogenase cinase (PDK1) e que, subsequentemente, controlariam o 

crescimento em plantas de arroz (Jan et al., 2006). Isso levou Jan e colaboradores a 

sugerir que as GAs afetariam o metabolismo primário no ponto de entrada do ciclo dos 

ácidos tricarboxílicos (TCA). Com efeito, uma estreita associação entre o metabolismo 

mitocondrial, particularmente 2-oxoglutarato, a biossíntese de GAs e o controle da 

senescência em plantas de tomate foi recentemente observada (Araújo et al., 2012). 

Considerando que a deficiência em GA reduz as taxas de crescimento e que plantas com 

menores taxas de crescimento alocam uma pequena fração do carbono para o 

crescimento foliar e uma maior fração para a respiração radicular (Poorter et al., 1990; 

Van Der Werf et al., 1993; Atkin et al., 1996), a reduzida alocação de carbono para o 

crescimento foliar e aumento na alocação de carbono para a respiração em mutantes 

deficientes em GAs poderia explicar, ao menos parcialmente, o menor crescimento 

nessas plantas. Ressalte-se, todavia, que, apesar dos recentes avanços alcançados no 

estudo da respiração em plantas, pouco ainda é conhecido sobre a importância relativa 

dos componentes das rotas metabólicas envolvidas na respiração sob condições de 

manipulação dos níveis de fitohormônios. Alguns estudos, embora de maneira 

superficial, abordaram tal questão (Kato, 1956; Halevy, 1964; Szalai et al., 1975). 

Entretanto, pouco ou nada se conhece em relação ao metabolismo e ao funcionamento 

do TCA sob condições em que o balanço hormonal tenha sido alterado.  

Embora diversos mutantes tenham sido gerados com intuito de elucidar a rota de 

síntese e catabolismo das GAs, o entendimento atual dos impactos da alteração nos 

níveis de GAs sob aspectos metabólicos e fisiológicos em plantas é ainda limitado. 

Plantas de tomate deficientes na expressão de três genes específicos da rota biossintética 

de GAs foram previamente isoladas e caracterizadas (Koornneef et al., 1990). Os 
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mutantes gib3 e gib1 tiveram reduções na atividade da enzima ent-caureno sintase 

isoformas B e A, respectivamente, enquanto gib2 teve redução na atividade da GA12 

aldeído sintase (Bensen & Zeevaart, 1990). Esses mutantes deficientes na biossíntese de 

GAs (gib3, gib2, e gib1, Figura 1) fornecem uma valiosa ferramenta, permitindo 

abordar, em uma espécie de interesse agronômico, as influências de alterações nos 

níveis de GAs no metabolismo de maneira geral, levando a uma melhor compreensão 

dos mecanismos fisiológicos, moleculares e metabólicos associados à deficiência de 

GAs em plantas. Assim, o presente trabalho objetivou investigar os impactos 

metabólico e fisiológico da alteração endógena nos níveis de GAs utilizando-se plantas 

de tomate do tipo selvagem e mutantes naturais deficientes na biossíntese de GAs. 

 

2.2) Material e métodos 

O presente trabalho foi conduzido na Unidade de Crescimento de Plantas (UCP) 

e no Laboratório de Nutrição e Metabolismo Vegetal do Departamento de Biologia 

Vegetal da Universidade Federal de Viçosa (20º 45’S, 42º 15’ W, 650 m de altitude), 

Viçosa, Minas Gerais, Brasil. Foram utilizadas plantas de tomate (Solanum 

lycopersicum L. cv Moneymaker) do tipo selvagem (WT) e mutantes deficientes na 

biossíntese de GAs (gib3, moderadamente deficiente em GAs, gib2, deficiência 

intermediária em GAs e gib1, extremamente deficiente em GAs) gentilmente cedidas 

pelo Dr. M. Koornneef (Max Planck Institute for Plant Breeding Research, Cologne, 

Germany). 

2.2.1) Material vegetal e condições de cultivo  

Sementes dos mutantes gib3, gib2 e gib1, assim como do WT, foram germinadas 

em placas de Petri com duas camadas de papel filtro Whatman nº1 sendo embebidas em 
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solução de GA (Duchefa, Haarlem, The Netherlands; GA3 50µM). A germinação foi 

realizada em câmara de crescimento (Forma Scientific, Inc, Ohio, EUA), sob 

fotoperíodo de 12h/ 12 h (dia/noite), temperatura 25 °C/ 16 °C (dia/noite), umidade 

relativa 65 ± 5 % e intensidade de luz durante o período luminoso de 150 µmol m-2 s-1. 

Após sete dias, as plântulas foram transferidas para vasos plásticos contendo substrato 

comercial suplementado com 14g de NPK por vaso. 

Após a transferência para vasos, as plantas foram mantidas em casa de vegetação 

sob condições semi-controladas, sendo irrigadas diariamente a fim de manter-se a 

umidade do substrato nos vasos próxima à capacidade de campo. As plantas foram 

mantidas nessas condições por cinco semanas até a determinação dos parâmetros de 

fluorescência e trocas gasosas além da coleta de material vegetal para as análises 

bioquímicas, a posteriori.  

 

2.2.2) Quantificação dos parâmetros de crescimento 

A altura, tomada do nível do solo até o nó apical superior, número total de 

folhas, ramos e entrenós das plantas, assim como o diâmetro do caule (tomado a um 

centímetro do solo) foram mensurados a cada dois dias. A massa seca foi determinada 

ao final do experimento, aos 42 dias após transplantio (DAT), em casa de vegetação. 

Para a determinação da massa seca de cada órgão, raízes, hastes e folhas foram levadas 

a uma estufa de circulação forçada e mantidas a 70 °C, por 72 h. De posse da massa 

seca desses órgãos foi determinada a alocação de matéria seca para os diversos 

constituintes da planta, além da razão raiz/parte aérea. 
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2.2.3) Trocas gasosas e fluorescência da clorofila a 

A caracterização das trocas gasosas e fluorescência da clorofila a foi feita em 

folhas completamente expandidas de plantas, após 40 DAT, em casa de vegetação 

utilizando-se um analisador de gases a infravermelho em sistema aberto, acoplado um 

fluorômetro (IRGA, Li-cor Inc. LI-6400XT, Lincoln, EUA). A taxa de assimilação 

líquida do carbono (AN, µmol CO2 m
-2 s-1), condutância estomática (gs, mol H2O m-2 s-

1), concentração interna de CO2 (Ci, µmol CO2 mol-1), transpiração (E, mmol m-2 s-1), 

fluorescência mínima (F0), fluorescência máxima emitida (Fm) e os demais parâmetros 

relacionados à fluorescência foram determinados sob concentração controlada de CO2 

(400 µmol CO2mol-1), irradiância (1000 µmol fótons m-2 s-1 com 10% de luz azul) e 

temperatura e vapor de água ambiente. Parâmetros relacionados à fluorescência foram 

estimados conforme previamente descrito (DaMatta et al., 2002; Lima et al., 2002). A 

taxa de respiração no escuro (Rd) foi determinada nas mesmas folhas supracitadas, por 

meio do equipamento já mencionado, após pelo menos 3 h de adaptação ao escuro.  

Curvas de resposta de AN à radiação fotossinteticamente ativa (RFA) (AN/RFA) 

foram obtidas, incrementando-se a RFA em 12 níveis (0, 10, 25, 50, 100, 200, 400, 600, 

800, 1000, 1200 e 1500 µmol fótons m-2 s-1), mantendo-se a concentração de CO2 (Ca) 

no interior da câmara em 400 µmol CO2 mol–1 possibilitando que as trocas gasosas e a 

fluorescência da clorofila a fossem medidas (Yim et al., 1997). As variáveis derivadas 

das curvas AN/RFA, tais como irradiância de compensação (Ic) e irradiância de saturação 

(Is), foram estimadas a partir de ajustes das curvas AN/RFA pelo modelo hiperbólico 

não-retangular (von Caemmerer, 2000). 

As respostas de AN à concentração interna de CO2 (curvas AN/Ci) foram obtidas a 

1000 µmol fótons m-2 s-1, um valor saturante (determinado a partir de curvas AN/RFA), 

mas não fotoinibitório, variando-se a pressão parcial de CO2, na seguinte sequência: 40, 
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30, 20, 10, 5, 40, 60, 80, 100, 120, 140 e 160 Pa, exatamente como descrito (Long et al., 

2003). A condutância mesofílica (gm) foi estimada conforme descrito por (Harley et al., 

1992), a partir de dados de AN, Ci, Rd e taxa de transporte de elétrons (J) (estimada a 

partir dos dados de fluorescência, medidos simultaneamente com as trocas gasosas), 

como segue: 

�� = �/(�� − (
 ∗ (� + 8(� + ��)/(J − 4(� + ��)))) 

 

Embora o fator de especificidade da Rubisco não tenha sido ainda descrito para 

tomate, o ponto de compensação de CO2 cloroplastídico (Γ*) foi obtido como uma 

aproximação a partir do ponto de compensação de CO2 subestomático na ausência de 

respiração mitocondrial (Ci*), estimado como descrito anteriormente  (Galmés et al., 

2006). Assim, o valor adotado foi retirado tal como se encontra na literatura (49 µmol 

CO2 mol-1), haja vista que Γ* depende apenas da composição de aminoácidos das 

subunidades da Rubisco, não diferindo, portanto, entre linhas da mesma espécie 

(Bermúdez et al., 2012) 

De posse das estimativas de gm, as curvas A/Ci foram transformadas em curvas 

A/Cc (Cc = concentração de CO2 nos sítios de carboxilação). Para tanto, Cc foi calculada 

usando a fórmula: Cc= Ci - (A/gm).  

Os parâmetros provenientes das curvas AN/Ci e AN/Cc, tais como taxa máxima de 

carboxilação (Vc,max), taxa máxima de transporte de elétrons (Jmax) e a taxa de uso das 

trioses fosfato (TPU), foram obtidos a partir do modelo desenvolvido previamente 

(Sharkey et al., 2007) e com controle da temperatura. Para tanto, excetuando-se o Γ*, os 

parâmetros de cinética da Rubisco utilizados foram tomados da literatura (Bernacchi et 

al., 2001). Esse procedimento foi realizado por meio do pacote de programa Solver no 

Microsoft Excel®.  
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2.2.4) Caracterização de células epidérmicas 

Para análises de células epidérmicas foram realizadas impressões na superfície 

abaxial de folhas completamente expandidas, utilizando-se um molde odontológico 

(Berger & Altmann, 2000). As coletas foram realizadas aos 42 DAT no intervalo de 9 e 

10 h da manhã. Sobre esse molde foi passado uma base incolor (Von Groll et al., 2002) 

possibilitando, a visualização da impressão das células. Em cada molde (repetição), três 

regiões distintas foram amostradas a fim de caracterizar, de forma mais homogênea 

possível, a região foliar amostrada. A visualização e registro das imagens foram feitos 

utilizando-se uma câmera digital (AxiocamMRc) acoplada ao microscópio (Zeiss 

modelo AX10). O número de células estomáticas assim como a área de abertura do poro 

estomático foi determinado utilizando-se o programa Axiovision 4.8. 

 

2.2.5) Análises bioquímicas 

Nas mesmas folhas utilizadas para as análises de trocas gasosas, amostras de 

material vegetal (~25 mg) foram coletadas, no intervalo entre 11:00 e 12:00 h aos 42 

DAT, e imediatamente congeladas em nitrogênio líquido, sendo armazenadas a -80°C, 

procedendo-se, a posteriori, às seguintes análises: 

a) Extração e determinação de açúcares solúveis, aminoácidos totais, amido, 

pigmentos, proteínas, malato e fumarato 

As amostras foram submetidas à extração etanólica, a quente, determinando-se, 

na fração solúvel em etanol, os teores de glicose, frutose e sacarose (Fernie et al., 2001); 

aminoácidos totais (Sienkiewicz-Porzucek et al., 2008) e malato e fumarato (Nunes-

Nesi et al., 2007); na fração insolúvel, os teores de amido (Fernie et al., 2001) e o 

conteúdo de proteínas solúveis (Bradford, 1976) foram determinadas.  
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Os teores de clorofilas (a e b) foram determinados nos extratos etanólicos, em 

leitor de microplacas de ELISA, conforme previamente descrito (Porra et al., 1989). Os 

teores de clorofila totais (a+b) assim como a razão clorofila a/b foram calculados. 

 

2.2.6) Extração, derivatização e análise de metabólitos por cromatografia gasosa 

acoplada a espectrometria de massas 

Para a determinação do perfil metabólico por cromatografia gasosa associada à 

espectrometria de massa (GCMS), amostras foliares foram extraídas em metanol, água e 

clorofórmio, conforme previamente descrito (Lisec et al., 2006). Essa análise permitiu a 

determinação de aproximadamente 60 diferentes compostos, representando as principais 

classes de compostos (aminoácidos, ácidos orgânicos, açúcares e outros). Cerca de 100 

mg de amostra foram divididas em tubos de 1,5 mL e extraídas em uma mistura pré-

refrigerada de água, metanol e clorofórmio (1:2,5:1, v/v/v) e 60 µL de ribitol (0, 2 

mg/mL). Amostras foram vigorosamente agitadas durante 10 s para completa mistura. 

Em seguida, as amostras foram incubadas por 30 min sob agitação de 1246 g, a 4 °C . 

Decorrido esse tempo, as amostras foram centrifugadas a 16200 g, por5 min, a 4 °C. O 

sobrenadante foi transferido para um novo tubo, adicionando-se 750 µL de água 

ultrapura. As amostras foram vigorosamente agitadas novamente durante 10 s seguindo-

se a uma nova centrifugação a 16200 g, por 15 min, a 4ºC. A camada superior (fase 

polar) foi recolhida e alíquotas de 200 µL retiradas. As amostras foram secas a vácuo e 

armazenadas a -80 °C, até sua posterior utilização. Para a derivatização, adicionaram-se 

40 µL de reagente de metoxiaminação a cada amostra procedendo-se a agitação a 16200 

g, por 2 h, a 37 °C. Em seguida adicionaram-se 70 µL de N-Methyl-N-

(trimethylsilyl)trifluoroacetamide (MSTFA) e padrões de ésteres metílicos de ácidos 

graxos (FAMES) às amostras, procedendo-se à agitação a 1246 g,por 30 min, a 37 °C. 
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As amostras foram transferidas para frascos de vidro e analisadas por GC-MS. Os 

cromatogramas e os espectros de massa gerados foram avaliados utilizando o software 

TAGFINDER (Luedemann et al., 2008), e a identificação e anotação dos dados 

apresentados conforme recentes recomendações (Fernie et al., 2011).  

 

2.2.7) Procedimentos estatísticos 

O experimento foi instalado e analisado segundo o delineamento experimental 

inteiramente casualizado, com cinco repetições, considerando-se cada unidade 

experimental uma planta por vaso. Os dados obtidos foram submetidos à análise de 

variância e as médias comparadas entre si pelo teste de Newman-Keuls e F, a 5% de 

probabilidade. Todas as análises estatísticas foram realizadas utilizando-se do Sistema 

de Análises Estatísticas e Genéticas da UFV (SAEG). 

 

2.3) Resultados 

2.3.1) Análises fisiológicas e parâmetros de crescimento 

A partir da simples inspeção visual de plantas do genótipo WT comparadas aos 

mutantes gib3, gib2 e gib1, que apresentam níveis endógenos de GAs reduzidos, 

identificou-se um padrão de crescimento bastante diferenciado e característico entre os 

genótipos testados (Figura 1). Assim, menores alturas foram observadas de acordo com 

a redução da concentração endógena de GAs nessas plantas, confirmando assim que 

GAs são capazes de influenciar o crescimento e desenvolvimento vegetal. 
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que a redução desses parâmetros acompanhou, em larga extensão, a redução na 

concentração endógena de GAs promovida pela mutação.  
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Figura 2: Variação nos parâmetros de crescimento em resposta a redução endógena nos níveis de GAs. 

Foram analisados: altura das plantas (A); diâmetro do caule (B); número total de folhas (C); número de 

entrenós (D); número de ramos (E); massa seca total (F); massa seca de raiz(G); razão raiz/parte aérea 

(H), respectivamente. Valores representam as médias ± EP de pelos menos cinco plantas independentes 

com 42 DAT. Médias seguidas por uma mesma letra não diferem entre si (P< 0,05), segundo o teste F e 

Newman-Keuls. WT: tipo selvagem; GA: giberelina. 
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Assim como para a altura (Figura 2A), grandes reduções foram também 

observadas no que respeita o número de ramos (Figura 2E), massa seca total (Figura 2F) 

e na massa seca da raiz (Figura 2G) em plantas gib2 e gib1 quando comparadas a 

plantas WT, sendo que essa redução pode chegar a aproximadamente 75% (altura e 

número de ramos, Figuras 2A e 2E, respectivamente) e 80% (massa seca total e massa 

seca de raiz, Figuras 2F e 2G, respectivamente). Importante ressaltar que, apesar da 

grande variação encontrada entre os grupos formados nos parâmetros massas secas 

totais e de raízes, a razão raiz:parte aérea não foi sobremodo alterada (Figura 2H). 

 

2.3.2) Parâmetros de trocas gasosas e fluorescência da clorofila a 

Em função do impacto observado no crescimento dessas plantas em trabalhos 

anteriores, e sabendo-se que o balanço entre as taxas fotossintéticas e respiratórias 

influencia diretamente o crescimento e a produtividade vegetal, parâmetros de trocas 

gasosas e fluorescência da clorofila a foram avaliados. Observa-se que a variação 

endógena de GA promoveu alterações significativas na taxa de fotossíntese líquida por 

unidade de área foliar (AN) em todos os genótipos (Figura 3A). De forma interessante, 

uma relação inversa entre níveis de GA e AN foi observada, ou seja, à medida que a 

concentração endógena de GA se reduz (Koornneef et al., 1990), maiores AN são 

observadas, aumento este que ultrapassa 100% comparando-se plantas WT e gib1. 

Observou-se também clara tendência de maiores valores de Rd em plantas com menores 

concentrações de GAs (Koornneef et al., 1990). Assim, em plantas gib1 uma elevada 

taxa respiratória é observada (Figura 3B), diferindo das plantas WT e gib2, que não 

diferiram significativamente entre si. Em adição, plantas gib3 apresentaram Rd maior 

que a observada em plantas WT, porém estatisticamente similar a plantas gib1 e gib2. 

Ao se analisar gs (Figura 4C), assim como a concentração interna de CO2 (Ci) (Figura 
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4D), foi possível a formação de dois grupos distintos: gib3 e WT versus gib2 e gib1. 

Assim, plantas com menores concentrações endógenas de GAs (gib2 e gib1, (Koornneef 

et al., 1990)) apresentaram maiores gs, o que refletiu em maiores Ci, corroborando, 

parcialmente, os maiores valores de AN encontrados nestas plantas (Figura 3A). 

A razão Fv/Fm foi muito semelhante entre os genótipos (Figura 3E) com valores 

muitos próximos aos considerados ‘ideais’ para folhas não estressadas (~ 0,83) 

(Björkman & Demmig, 1987). As alterações observadas para a transpiração (E) (Figura 

3F) foram semelhantes às encontradas em AN, exceção feita apenas pela similaridade 

entre os genótipos gib2 e gib1. Tanto a taxa de transporte de elétrons (ETR) (Figura 3G) 

como o rendimento quântico efetivo do PSII (Y(II)) (Figura 3H) apresentaram 

resultados semelhantes, observando-se que plantas WT apresentaram os menores 

valores, diferindo dos demais genótipos, ao passo que plantas gib3 e gib2 apresentaram 

valores intermediários, e o genótipo gib1 o maior valor dentre os genótipos avaliados. 
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Figura 3: Variação nos parâmetros de trocas gasosas e fluorescência em resposta a redução endógena nos 

níveis de GA. Foram analisados: fotossíntese (A); respiração (B); condutância estomática (C); 

transpiração (D); Fv/Fm (E); concentração interna de CO2 (F); ETR (G); Y(II) (H), respectivamente. 

Estatísticas e abreviaturas como descrito na Figura 2. 

 

2.3.3) Respostas da fotossíntese em função da intensidade luminosa e 

concentrações de CO2 

Com o intuito de se caracterizar fotossinteticamente os genótipos em estudo 

investigaram-se a resposta da AN à irradiância (curvas AN/RFA) e à concentração interna 

de CO2 (curvas AN/Ci).  
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Figura 4: Curvas de fotossíntese líquida (AN) em resposta a alterações na radiação 

fotossinteticamente ativa (RFA). WT e mutantes: gib3 (moderadamente deficiente em GAs), gib2 

(deficiência intermediária em GAs) e gib1 (extremamente deficiente em GAs). Valores 

representam as médias ± EP (n =5).  

  

Tanto a taxa de assimilação líquida de carbono saturada pela luz (ARFA) quanto a 

irradiância de compensação (Ic) foram significativamente maiores em plantas gib2 e 

gib1 quando comparados a WT (Tabela 1). Resultado semelhante foi observado para 

irradiância de saturação (Is). Registre-se também que a Is, ARFA e assim como a Ic foram 

semelhantes entre WT e gib3 demonstrando que a deficiência moderada de GA pouco 

ou nada afetou esses parâmetros. 

 

Tabela 1: Parâmetros fotossintéticos derivados de curvas de luz. Valores representam as médias 

± EP (n =5). Os valores que diferem significativamente entre (P<0,05) pelo teste F apresentam-

se acompanhados de letras diferentes. 

Parâmetros WT gib3 gib2 gib1 

ARFA (µmol CO2 m
-2 s-1) 16.54 ± 0.49 c 18.38 ± 0.21 c 22.37 ± 0.29 b 24.63 ± 1,12 a 

Ic (mmol m-2 s-1) 24.25 ± 1.47 c 17.82 ± 0.53 c 34.69 ± 2.74 a 30.45 ± 2.18 ab 

Is(mmol m-2 s-1) 704.67 ± 29.57 b 656.58 ± 25.32 b 874. 48 ± 20.37 a 892.02 ± 25.48 a 

Ic: irradiância de compensação; Is: irradiância de saturação; ARFA: fotossíntese líquida. 
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Em adição, curvas AN/Ci foram obtidas e transformadas em curvas AN/Cc (Figura 

5). Tanto nas curvas AN/Ci como nas AN/Cc, os genótipos gib3 e gib1 apresentaram 

inicialmente uma maior taxa fotossintética que os genótipos gib2 e WT (Figura 5A e B, 

respectivamente), porém na porção final da curva, o genótipo gib2 sobressai-se ao WT e 

se iguala aos demais mutantes. 
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Figura 5: Curvas de resposta da fotossíntese líquida (AN) a concentração subestomática (Ci), e 

cloroplastídica (Cc) de CO2. Curvas AN/Cc (A); Curvas AN/Ci (B), respectivamente. Valores representam 

as médias ± EP (n =5).  

 

As curvas AN/Ci e AN/Cc apresentaram comportamento muito semelhante, tendo 

na fase inicial uma inclinação bem acentuada e, na porção final, onde as limitações são 

devidas à taxa de transporte de elétrons e pelo uso das trioses fosfato, as mesmas foram 

relativamente atenuadas (Figura 5). 

A concentração cloroplastídica de CO2 (Cc), assim como gm, foram estimadas 

pela combinação de parâmetros fotossintéticos e de fluorescência da clorofila a (Tabela 

2). De forma geral, observou-se maiores gm nos mutantes, aumento esse significativo 

apenas no gib3. De modo interessante, os parâmetros derivados das curvas (Vc,max, Jmax e 

VTPU) foram sempre superiores para as linhas mutantes em relação ao WT, sejam eles 

expressos em base Ci ou Cc. Exceção apenas para Vc,max em base Cc, em que diferenças 
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significativas entre o WT e o mutante gib2 não foram observadas. De forma geral, As 

razões Jmax_Ci : Vc,max_Ci e  Jmax_Cc : Vc,max_Cc, apresentaram tendências de maiores 

valores em plantas gib2 (significativas apenas em base Cc) e reduções nos mutantes gib3 

e gib1 (Tabela 2). 

 

Tabela 2: Parâmetros fotossintéticos derivados das curvas AN/Ci e AN/Cc. Valores representam 

as médias ± EP (n =5). Os valores que diferem significativamente entre (P<0,05) pelo teste F 

apresentam-se acompanhados de letras diferentes. 

  Genótipos 

WT gib3 gib2 gib1 

Vc,max(µmol m-² s-¹) 78.06 ± 4.06 c 108.26 ± 3.90 a 90.43 ± 1.23 b 108.93 ± 3.44 a 

Jmax(µmol m-² s-¹) 136.30 ± 1.70 b 173.41 ± 1.16 a 166.98 ± 2.48 a 168.60 ± 3.95 a 

gm* (µmol m-² s-¹ Pa-¹) 0.23 ± 0.03 b 0.42 ± 0.06 a 0.37 ± 0.02 ab 0.34 ± 0.04 ab 

Jmax/Vc,max 1.78 ± 0.08 a 1.61 ± 0.05 b 1.85 ± 0.01 a 1.55 ± 0.02 b 

 

Valores estimados via Ci pelo método de Harley 

 

  Genótipos 

WT gib3 gib2 gib1 

Vc,max(µmol m-² s-¹) 112.34 ± 2.11 c 148.02 ± 3.82 b 108.55 ± 1.60 c 158.28 ± 2.70 a 

Jmax(µmol m-² s-¹) 159.08 ± 1.26 b 199.75 ± 2.46 a 192.75 ± 3.78 a 199.71 ± 2.64 a 

Jmax/Vc,max 1.42 ± 0.02 b 1.35 ± 0.02 c 1.77 ± 0.02 a 1.26 ± 0.02 d 

 

Valores estimados via Cc pelo método de Harley 

 

2.3.4) Caracterização de células epidérmicas 

Todas as plantas mutantes (gib3, gib2 e gib1) apresentaram maiores densidades 

estomáticas que as plantas WT (Figura 6A). Esses mutantes também diferiram entre si, 

sendo que gib2 destaca-se entre os demais apresentando a maior densidade dentre os 

mutantes. De modo similar, a mesma tendência de variação foi observada para a 
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abertura do poro estomático (Figura 6B). Estes resultados ajudam a explicar, ao menos 

parcialmente, alguns dos resultados encontrados em trocas gasosas (Figura 3), tais como 

AN, gs, Ci e E (Figuras 3A, 3C, 3D e 3F, respectivamente). 

Á
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Figura 6: Variação em células epidérmicas em resposta a redução endógena nos níveis de GA. Foram 

analisados: densidade estomática (A), abertura do poro estomática (B), respectivamente. Estatísticas e 

abreviaturas como descrito na Figura 2. 

 

2.3.5) Determinação de pigmentos 

Em função das variações observadas em relação ao crescimento e as trocas 

gasosas decidiu-se avaliar os pigmentos fotossintéticos. De forma geral, a concentração 

de clorofilas (a e b) não diferiu entre plantas WT e deficientes na biossíntese de GAs 

(Figura 7A). Ressalte-se, todavia, que houve uma tendência de aumento no conteúdo de 

clorofila b concomitantemente com reduções na concentração endógena de GAs, o que 

pode ser observado pelas reduções na razão entre clorofila a e clorofila b, que foi 

significativamente menor em plantas gib2 e gib1 (Figura 7B). Uma possível explicação 

para tal fato é que plantas com reduzido teor de GA expandem menos suas folhas, 

provocando assim uma concentração dos pigmentos fotossintetizantes por unidade de 

massa. 
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Figura 7: Variação na concentração de clorofilas em resposta a redução endógena nos níveis de GA. 

Foram analisados: clorofilas totais em função da massa fresca (MF) (A); razão Chl a/b (B), 

respectivamente. Estatísticas e abreviaturas como descrito na Figura 2. 

 

2.3.6) Alterações metabólicas em respostas a variações endógenas nos níveis de 

GAs 

Em função dos resultados observados para as análises de trocas gasosas (Figura 

3), uma análise metabólica foi realizada. Uma considerável redução nos conteúdos de 

glicose e frutose (Figura 8A e 8B, respectivamente) foi observada nos genótipos 

deficientes em GA em relação ao WT (significativa em gib2 e gib1), com pouca ou 

nenhuma alteração nas concentrações de sacarose (Figura 8C). Resultados semelhantes 

aos de açúcares solúveis foram também verificados para a concentração de amido 

(Figura 8D). Embora os níveis de nitrato não tenham diferido significativamente entre 

genótipos (Figura 8G), menores concentrações de aminoácidos totais (significativos 
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apenas em gib1) e maiores concentrações de proteínas totais foram observadas (Figura 

8H e 8I, respectivamente). Em geral, e semelhantemente às concentrações de açúcares e 

de amido, a concentração tanto de malato (Figura 8E) quanto fumarato (Figura 8F) foi 

menor em plantas deficientes em GA. Cumpre ressaltar que, em todos os casos, a 

concentração dos metabólitos analisados esteve dentro de valores similares aos 

previamente relatados para tomate (Nunes-Nesi et al., 2007; Sienkiewicz-Porzucek et 

al., 2008). 

 

Figura 8: Variação no conteúdo de metabólitos em resposta a redução endógena nos níveis de GA. Foram 

analisados: glicose (A); frutose (B); sacarose (C); amido (D); malato (E); fumarato (F); nitrato (G); 

aminoácidos (H); proteínas (I), respectivamente. Estatísticas e abreviaturas como descrito na Figura 2. 

MF- massa fresca. 

 

Considerando as variações metabólicas observadas (Figura 8) decidiu-se 

expandir este estudo para uma análise mais detalhada das principais rotas metabólicas 
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em plantas através do perfil metabólico mediante a técnica de cromatografia gasosa 

acoplada à espectrometria de massa (GC-MS). De forma geral, essa análise permitiu a 

identificação de aproximadamente 60 metabólitos revelando variações consideráveis 

nos níveis de uma gama de aminoácidos (Figura 9), ácidos orgânicos e aminoácidos 

(Figura 10) e açúcares (Figura 11). Assim, foram observados aumentos significativos 

nos teores de valina, tirosina, metionina, lisina, isoleucina, histidina, asparagina, alanina 

e GABA (ácido gama-aminobutírico) em plantas gib2 e gib1 (Figura 9). Reduções 

significativas nos teores relativos de glicina, glutamina, homoserina e ornitina foram 

observadas tanto em plantas gib2 quanto em gib1. Para o mutante gib3, que mais se 

assemelha ao WT, somente seis aminoácidos diferiram significativamente do WT, 

observando-se reduções nas concentrações de fenilalanina, glicina e homoserina e 

incrementos nas concentrações de alanina, aspartato e tiramina, com destaque para um 

incremento superior a 100% nos níveis de alanina (Figura 9).  

Ao analisarem-se os ácidos orgânicos, alterações significativas nos níveis de 

alguns intermediários do ciclo TCA foram observadas (Figura 10A). Assim, embora os 

teores de isocitrato foram significativamente reduzidos apenas no mutante gib2, foi 

observada uma tendência de aumento em gib1 quando comparado ao controle. Já os 

níveis de fumarato reduziram em todos os mutantes. Em contraste, não foram 

observadas alterações significativas nos níveis de sucinato e de 2-oxoglutarato. 

Registre-se que reduções gradativas nos níveis de ascorbato e desidroascorbato foram 

observadas em acordo com a redução endógena de GAs (Koornneef et al., 1990) (Figura 

10B). 
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Figura 9: Variação no conteúdo de aminoácidos em respostas a variações endógenas no conteúdo de 

GAs. Os dados obtidos foram normalizados em relação a resposta média calculada para o genótipo WT e 

para possibilitar análises estatísticas, repetições foram individualmente normalizadas.  Valores 

representam a média de valores relativos ±EP de pelos menos 5 plantas independentes. Asteriscos 

indicam diferenças significativas dos mutantes (gib3, gib2 e gib1) em relação ao WT (P<0.05) segundo o 

teste F. 
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Figura 10: Variação no conteúdo de ácidos orgânicos do TCA (A), assim como de ácido orgânicos e 

aminoácidos relacionados à fotorrespiração e sistema antioxidante (B) em respostas a variações 

endógenas no conteúdo de GAs.  Estatística e abreviaturas como descrita na Figura 9. 

 

Os níveis de glicose e frutose foram significativamente reduzidos nos mutantes 

gib1 e gib2 (Figura 11), ao passo que os níveis de gentiobiose reduziram apenas no 

mutante gib1. Reduções gradativas nos níveis de trealose foram observadas, 

acompanhando a redução endógena no nível de GAs. Por outro lado, não foram 

observadas diferenças significativas nos níveis de sacarose nos mutantes em relação aos 

do controle, enquanto os teores de glicose-6-fosfato aumentaram significativamente em 

todos os mutantes (Figura 11). 

 

B A 
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Figura 11: Variação no conteúdo de açúcares em respostas a variações endógenas no conteúdo de GAs. 

Estatística e abreviaturas como descritas na Figura 9. 

 

2.4) Discussão 

Considerando-se que os efeitos da manipulação nos níveis endógenos de GAs 

são ainda pouco entendidos, neste trabalho procurou-se abordar, em uma espécie de 

interesse agronômico, a influência de alterações nos níveis endógenos de GAs no 

metabolismo e no crescimento de maneira geral. Sabe-se que as GAs estão diretamente 

envolvidas no crescimento e desenvolvimento das plantas, incluindo o alongamento dos 

entrenós (Hedden & Kamiya, 1997). Assim, os mutantes gib2 e gib1 (medianamente e 

extremamente deficientes na biossíntese de GAs, respectivamente) apresentaram 

menores taxas de crescimento em altura, sendo, portanto, consideravelmente diferentes 

dos genótipos gib3 (mutante moderadamente deficiente na biossíntese de GAs) e WT 
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para a grande maioria dos parâmetros de crescimento avaliados (Figura 2). Alterações 

morfológicas semelhantes foram também observadas em plantas de soja (Suo et al., 

2012) e tomate (Li et al., 2012) superexpressando o fator de transcrição AtDREB1A, 

assim como em monocotiledôneas da família Liliaceae com superexpressão do gene 

GA2ox (Otani et al., 2013). No entanto, as diferenças aqui observadas não foram 

acompanhadas por alterações na razão raiz:parte aérea (Figura 2H). Tomados em 

conjunto, estes resultados confirmam o papel das GAs como agentes reguladores do 

crescimento em plantas superiores, embora não suportem a hipótese de que altas taxas 

de crescimento estejam diretamente associadas a diferenças na alocação de biomassa 

(Reich et al., 1998). Cumpre mencionar também que o menor crescimento observado 

nesse trabalho (Figuras 1 e 2) não esteve associado a menores taxas fotossintéticas por 

unidade de área foliar (Figura 3A). Registre-se, que o crescimento lento observado 

anteriormente nesses mesmos genótipos mutantes (Nagel & Lambers, 2002) não esteve 

associado à variações das taxas de fotossíntese por unidade de área foliar e nem na 

fração de biomassa presente em folhas (razão de massa foliar), mas sim a uma menor 

área foliar específica (AFE) apresentada em relação à do WT. Esses resultados, distintos 

dos previamente encontrados (Nagel & Lambers, 2002), podem ter ocorrido em função 

das condições de crescimento (ambientais e nutricionais), assim como dos métodos de 

análise. Em ambos os trabalhos, no entanto, observou-se que menores taxas de 

crescimento não estão associadas a limitações as taxas fotossintéticas, sugerindo que 

mecanismos outros sejam os principais responsáveis pela alteração no padrão de 

crescimento observado em resposta a flutuações endógenas nos níveis de GAs. 

Embora diferenças nas taxas fotossintéticas tenham sido observadas (Figura 3) a 

variação do conteúdo de GA pouco, ou nada, afetou o aparato fotossintético, uma vez 

que não foram observadas diferenças na razão Fv/Fm entre os genótipos (Figura 3E). Por 
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outro lado, as variações encontradas em trocas gasosas (Figura 3) são consistentes com 

as variações encontradas em DE e AE (Figuras 6A e 6B, respectivamente). Assim, 

plantas com menores conteúdos de GAs apresentaram maiores valores de DE e AE, o 

que de certa forma corrobora as maiores AN, gs, Ci e E (Figuras 3A, 3C, 3D e 3F, 

respectivamente) por unidade de área. De forma semelhante, maiores DE foram 

observadas em plantas de tomate com baixo conteúdo de GAs causada pela 

superexpressão do fator de transcrição DREB (DREB: proteínas ligadas a elementos 

responsivos a desidratação), embora essas plantas apresentem menores taxas 

transpiratórias (Li et al., 2012). Tomados em conjunto, os resultados do presente 

trabalho indicam que as alterações ocasionadas pela alteração nos níveis de GAs não 

apresentam um padrão de resposta claramente definido no que diz respeito a 

transpiração e a eficiência no uso da água. Registre-se, no entanto que essas alterações 

em DE e AE assim como em E observadas sob condições ótimas de cultivo, como as do 

presente trabalho, devem ser prejudiciais sob condições estressantes. Assim, futuros 

estudos devem se concentrar também nos efeitos da manipulação de GAs não apenas 

sob condições ótimas de cultivo, mas também sob condições sub-ótimas. Essas 

alterações devem ter impactos não apenas sobre o metabolismo fotossintético, mas 

também mitocondrial, como recentemente reconhecido (Araújo et al., 2013). Salienta-se 

também que, embora estudos diversos demonstrem que a alteração nos níveis ou na rota 

de sinalização de GAs afeta a resposta de plantas a estresses abióticos, incluindo seca e 

salinidade (Magome et al., 2004; Achard et al., 2006; Shan et al., 2007; Li et al., 2012), 

o mecanismo associado a essa resposta não foi ainda completamente elucidado. Os 

resultados aqui apresentados também fornecem uma relação positiva entre AN (Figura 

3A) e a razão Chl a/b (Figura 7B). É plausível sugerir que plantas com reduzido teor de 

GA expandem menos suas folhas, provocando assim uma concentração dos pigmentos 
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fotossintetizantes por unidade de massa. Resultados similares foram também 

observados em plantas de tomate superexpressando o gene AtGAMT1, que codifica uma 

enzima que catalisa a metilação de GAs bioativas tornando-as inativas (Nir et al., 2013). 

De fato, Ribeiro e co-autores demonstraram que vários dos genes envolvidos nas vias 

biossintéticas de GAs sofrem aumentos na quantidade de mRNA produzido em resposta 

a redução na quantidade de GA após a aplicação de paclobutrazol, sem um aumento 

associado nos níveis de proteínas/enzimas (Ribeiro et al., 2012b). Embora esses 

resultados sugiram que um considerável tamponamento da expressão gênica em 

resposta a flutuações nos níveis de GAs seja possível, os resultados aqui obtidos não 

permitem excluir a hipótese de alterações no padrão de expressão de genes envolvidos 

com a biossíntese e sinalização de GAs. 

Com o intuito de investigar como a alteração endógena de GA afeta o 

metabolismo primário, um perfil metabólico e uma gama de compostos foram 

determinados. A grande maioria dos metabólitos associados ao metabolismo do carbono 

(Figura 8A a 8F) foi reduzida em plantas com menores conteúdos de GAs (gib2 e gib1), 

contrastando, assim com as maiores taxas fotossintéticas apresentadas por essas plantas 

(Figura 3A). Embora o crescimento foliar seja reconhecidamente dependente da 

disponibilidade de carbono (Wiese et al., 2007; Pantin et al., 2011), a redução nos níveis 

de GAs foi acompanhada por reduções nos teores de amido e açúcares, assim como dos 

ácidos orgânicos malato e fumarato (Figura 9). Não obstante as pequenas alterações 

observadas nos teores de nitrato, menores níveis de aminoácidos acoplados a maiores 

concentrações de proteínas foram observadas. Concomitantemente, estes dados indicam 

que GAs são capazes de regular não apenas o crescimento, mas também de redirecionar 

o metabolismo de carbono com impactos no metabolismo do nitrogênio. Registre-se, no 

entanto, que pequenas variações nas atividades catalíticas máximas de importantes 
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enzimas do metabolismo fotossintético, respiratório e do nitrogênio foram observadas 

em resposta a variações artificiais nos níveis de GAs (Capítulo II). Cumpre mencionar 

que o metabolismo do carbono (fotossíntese, catabolismo e alocação) são altamente 

regulados via feedback pela sinalização por açúcares. De forma geral, a atividade de 

forças fonte, tais como a fotossíntese, a mobilização de nutrientes e de exportação são 

positivamente reguladas sob condições de baixo conteúdo de açúcares, ao passo as 

atividades-dreno como crescimento e armazenamento, são positivamente reguladas 

quando as fontes de carbono são abundantemente disponíveis (Paul & Foyer, 2001; 

Rolland et al., 2006). Nesse contexto, a sacarose, principal açúcar transportado nas 

plantas (Rolland et al., 2006), não diferiu entre os genótipos analisados (Figura 8C) 

indicando assim que os menores teores de hexoses (Figuras 8A e 8B) não foram 

consequência de uma maior força dreno (acúmulo de amido, Figura 8D) mas 

provavelmente associados a um desbalanço metabólico e/ou energético em resposta a 

menores níveis de GAs. Em adição, considerando que o amido é uma forma transitória 

de armazenamento de carbono que se acumula nas folhas durante o dia e é remobilizado 

para suportar o crescimento e metabolismo durante a noite (Smith & Stitt, 2007; Stitt & 

Zeeman, 2012), menores níveis de amido, mesmo em plantas com maiores taxas 

fotossintéticas, fornecem fortes indícios deque alterações nos níveis de GAs ocasionem 

um desbalanço acentuado entre crescimento e metabolismo de carbono.  

As maiores AN observadas neste trabalho foram acompanhadas por maiores Rd 

(Figura 3A); contudo, possivelmente essa maior produção de energia na forma de ATPs 

não se traduziu em produção e acúmulo de biomassa, indicando um possível desvio de 

energia e/ou metabólitos para outras rotas. De modo interessante, incrementos nesses 

processos (AN e Rd) foram acompanhados por reduções nas concentrações de 

aminoácidos totais (Figura 8H) e aumento na concentração de proteínas (Figura 8I). 



35 

 

Adicionalmente, maiores conteúdos de proteínas foram observados em plantas com 

menores conteúdos de amido, um indicativo que os esqueletos de carbono estão sendo 

desviados para a assimilação do nitrogênio, garantindo assim níveis semelhantes de 

nitrato (Figura 8G). Ressalta-se que tanto o crescimento como o desenvolvimento 

vegetal são extremamente dependentes da interação existente entre os metabolismos do 

C e N (Nunes-Nesi et al., 2010) e, assim, as alterações observadas no que diz respeito ao 

crescimento devem estar associadas as alterações no perfil metabólico. Ademais, as 

alterações observadas no perfil metabólico dessas plantas explicam, ao menos 

parcialmente, um desvio energético em resposta a alterações nos níveis de GAs. Assim, 

as flutuações observadas na concentração de aminoácidos (Figura 9), justificariam uma 

maior concentração de proteínas encontrada nos mutantes gib2 e gib1 (Figura 8I). 

Registre-se que os custos energéticos associados à síntese protéica são consideráveis e, 

portanto, ajustes diurnos tanto no metabolismo de aminoácidos quanto na síntese 

protéica devem ser essenciais para garantir que esqueletos de carbono e custos 

respiratórios sejam mantidos durante o período noturno e redirecionados para o 

crescimento (Piques et al., 2009). 

Incrementos consideráveis em serina e reduções em glicina (Figura 10B), 

aminoácidos intermediários do processo fotorrespiratório, foram observados. 

Entretanto, esse potencial mecanismo dissipador do excesso de energia que está sendo 

gerado em forma de poder redutor pela fotossíntese não está provavelmente associado 

as respostas observadas,uma vez que (i) maiores taxas fotossintéticas foram observadas 

nessas plantas e (ii) que o acúmulo de um desses aminoácidos é possível indício de 

ocorrência limitada de fotorrespiração. Cumpre mencionar que o excesso de poder 

redutor quando não dissipado pode ocasionar a geração de espécies reativas de oxigênio 

em nível de PSI e /ou promover a fotoinibição, processo este devido a uma excessiva 
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redução da Cadeia Transportadora de Életrons (CTE). Contudo, não foi observada a 

ocorrência de danos no aparato fotossintético em nenhum dos genótipos avaliados, uma 

vez os valores apresentados por Fv/Fm são condizentes aos de uma plantas sadia 

(Björkman & Demmig, 1987). Outro indicativo da não ocorrência de estresse é a 

redução nos níveis de ascorbato e desidroascorbato (Figura 10B), substrato e produto, 

respectivamente, de uma importante enzima do sistema antioxidativo das plantas, a 

ascorbato peroxidase (APX) (Cakmak & Horst, 1991; Resende et al., 2003). Em adição, 

o incremento no conteúdo de proteínas não foi acompanhado por grandes variações no 

conteúdo de alguns metabólitos intermediários do ciclo TCA (Figura 10A) que 

poderiam ser desviados para a síntese de aminoácidos, culminando com maior conteúdo 

de proteínas. Entretanto, maior Rd associado a um possível aumento da atividade da via 

oxidativa das pentoses fosfatos (OxPPP) ocasionaria incrementos em glicose-6P, 

frutose-6P e glicose-1P (Figura 11) como observado em plantas com redução nos níveis 

de GAs. Concomitantemente, estes resultados indicam uma extensiva reprogramação 

metabólica em resposta a alterações endógenas nos níveis de GAs. 

Registre-se também que a redução no pool de aminoácidos (Figuras 8 e 9) 

associada à manutenção nos níveis de nitrato (Figura 8G) e de 2-oxoglutarato (Figura 

10A), com alterações nos níveis de malato e fumarato (Figuras 8E e F) e em Rd, 

fornecem indicativos de um importante papel das GAs na regulação e controle do 

metabolismo mitocondrial e do nitrogênio (Araújo et al., 2012; Ribeiro et al., 2012a). 

Importante mencionar que a manutenção de maiores taxas respiratórias não deve ter 

ocorrido a expensas de incrementos em vias respiratórias alternativas como fonte de 

elétrons para a cadeia de transporte de elétrons (Araújo et al., 2010; Araújo et al., 2011), 

como observado pelos maiores teores de aminoácidos de cadeia ramificada (e.g. 

isoleucina, lisina e valina; Figura 9). Os resultados metabólicos juntamente com os de 
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Rd indicam que a inibição do crescimento causada pela redução nos níveis de GAs 

promove uma extensiva reorganização metabólica, associada com a possível ocorrência 

de fluxos não cíclicos no ciclo TCA e uma regulação positiva do desvio metabólico do 

aminoácido não proteico GABA (discutido abaixo).  

As alterações observadas no perfil metabólico fornecem evidências 

complementares para o papel das GAs na reorganização metabólica, como pode ser 

deduzido pelas alterações nos níveis de açúcares e intermediários do ciclo TCA, assim 

como um aumento compensatório observados nos níveis de GABA de forma a garantir 

a manutenção do ciclo, como observado pela manutenção nos níveis de sucinato. 

Registre-se, no entanto, que tal resposta compensatória promove mudanças 

significativas nos níveis de aminoácidos. Os resultados ora apresentados sugerem 

também que as GAs desempenhariam um importante papel em modular o fluxo de 2-

oxoglutarato para o metabolismo de aminoácidos, o que é suportado pela resposta 

diferencial de diversos aminoácidos, incluindo aqueles derivados do 2-oxoglutarato 

(prolina, ornitina, glutamato e glutamina) confirmando uma forte regulação metabólica 

existente na coordenação do metabolismo de aminoácidos em plantas (Foyer et al., 

2003; Zhu & Galili, 2003; Sweetlove & Fernie, 2005; Gu et al., 2010; Araújo et al., 

2011). Os resultados gerados no perfil suportam a importância do desvio metabólico do 

GABA (Fait et al., 2008), sendo semelhantes a outros reportados em plantas (Araújo et 

al., 2008) e em neurônios (Santos et al., 2006; Shi et al., 2009). Assim, embora a 

natureza precisa dessa recorrente interação entre o metabolismo energético e controle do 

crescimento mediado pelas GAs não foi completamente elucidada neste trabalho, 

abrem-se excitantes oportunidades para pesquisas futuras nesse tópico.  

Tomados em conjunto, os resultados do presente trabalho apresentam fortes 

indícios de que a redução endógena de GAs afeta sobremodo o crescimento em plantas 
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de tomate. As mudanças encontradas não foram associadas as limitações difusivas e/ou 

bioquímicas devido a pouca ou nenhuma alteração observada na razão Fv/Fm, assim 

como nos parâmetros derivados das curvas AN/Ci e AN/Cc. Os dados de trocas gasosas 

tiveram estreita relação com as adaptações anatômicas/morfológicas decorrentes da 

redução dos teores de GAs. Ademais, mudanças metabólicas indicam um desbalanço 

entre crescimento e metabolismo do carbono em detrimento do metabolismo do 

nitrogênio, indicando um possível desvio de energia para outras rotas metabólicas. 

Contudo, estudos metabólicos mais aprofundados, assim como estudos moleculares 

ainda serão necessários para uma melhor compreensão do efeito da redução do nível 

endógeno de GAs sobre o metabolismo dessas plantas. Consideradas em conjunto, as 

informações obtidas com o presente trabalho levarão a uma melhor compreensão dos 

mecanismos fisiológicos e metabólicos associados à deficiência de GAs em plantas. 
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3 Capítulo II 

 

Mudanças fisiológica, metabólica e anatômica em plantas de tomate com alterações 

nos níveis de giberelinas 

 

3.1) Introdução 

As giberelinas (GAs) são fitohormônios reconhecidamente capazes de controlar 

diversos processos tais como germinação, expansão foliar, alongamento do caule, 

florescimento e amadurecimento do fruto (Olszewski et al., 2002; Biemelt et al., 2004; 

Schwechheimer & Willige, 2008). Assim, em função de sua importância, a via 

biossintética das GAs tem sido elucidada pela combinação de abordagens bioquímicas e 

genéticas. Sabe-se atualmente que os primeiros passos da via, iniciando pelo geranil-

geranil difosfato (GGPP) até o GA12-aldeído, são comuns a todas as espécies (Weiss & 

Ori, 2007). Contudo, os passos finais, que culminam com a formação de GAs bioativas, 

são altamente específicos, e na maioria dos casos requerem a atividade das enzimas 

GA20ox e GA3ox (Hedden & Thomas, 2012). Por outro lado, a enzima GA2ox atua na 

desativação dessas GAs mediante a β-hidroxilação do carbono 2 (Hedden & Thomas, 

2012). Registre-se que a expressão dos genes que codificam as enzimas envolvidas nas 

últimas etapas da rota biossintética está sujeita a regulação pelas próprias GAs (Achard 

& Genschik, 2008). Durante os últimos anos, estudos envolvendo hormônios de 

crescimento e, em particular GAs, têm sido dominados pelo uso de plantas mutantes ou 

transgênicas e, assim, revelado uma grande quantidade de genes envolvidos tanto na 

síntese quanto no catabolismo e na sinalização de GAs (Araújo & Fernie, 2012). 

Entretanto, embora muitos dos componentes da rede de biossíntese e sinalização desse 

fitohormônio tenham sido identificados, pouco ou nada se sabe acerca dos precisos 

mecanismos pelos quais as GAs são capazes de regular o crescimento e 
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desenvolvimento per se. Neste contexto, estudos básicos relacionando alterações nos 

níveis endógenos de GAs aos seus efeitos no metabolismo são bastante escassos. 

Verifica-se, entretanto, que, apesar de muitos genes, incluindo vários relacionados ao 

metabolismo primário e secundário, serem regulados pela ação das GAs (Yamaguchi, 

2008), apenas em alguns casos essa regulação tem efeito significativo sobre o 

metabolismo primário (Ribeiro et al., 2012b). Em adição, a recente investigação em 

nível molecular das mudanças em transcritos e metabólitos demonstrou que a redução 

nos níveis de GAs afeta o crescimento, particularmente por desacoplá-lo da 

disponibilidade de carbono (Ribeiro et al., 2012b). 

Embora intensivos esforços venham sendo devotados à elucidação das funções 

fisiológicas dos vários genes regulados pelas GAs (Yamaguchi, 2008), estudos 

investigando os efeitos de GAs sobre o metabolismo energético e expressão gênica 

associados ao crescimento são relativamente raros. No entanto, as GAs parecem ser 

responsáveis pelo aumento na expressão da isoforma 1 da cinase da piruvato 

desidrogenase (PDK1) (Jan et al., 2006), uma enzima-chave na regulação negativa da 

atividade do complexo enzimático mitocondrial piruvato desidrogenase (PDH). Dessa 

forma, as GAs poderiam influenciar diretamente o processo respiratório atuando sobre a 

principal entrada de carbono do ciclo dos ácidos tricarboxílicos (TCA) em tecidos 

autotróficos. Suporte para essa hipótese foi recentemente obtido em outro estudo 

correlacionando o conteúdo de GAs ao processo respiratório (Araújo et al., 2012). 

Nesse caso em particular, reduções na expressão de uma enzima do ciclo TCA, a 2-

oxoglutarato desidrogenase (OGDH) em plantas de tomate (Solanum lycopersicum), 

foram associadas a reduções na expressão de genes responsivos a GAs, além das 

dioxigenases dependentes de 2-oxoglutarato. De forma interessante, a expressão dos 

transcritos para GA2ox4 e GA3-β-hidroxilase 3 (G3BH3) foi significativamente 

reduzida, acarretando uma diminuição drástica (60%) no conteúdo de GA3 em relação 
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ao tipo selvagem (Araújo et al., 2012). Uma possível explicação para tal efeito é que a 

maioria das dioxigenases, incluindo todas as envolvidas na biossíntese de GAs, utilizam 

o 2-oxoglutarato como co-substrato (Hedden & Phillips, 2000), tornando esse ácido 

orgânico um composto-chave no metabolismo das GAs. 

Plantas transgênicas de Populus superexpressando uma versão da proteína 

DELLA apresentaram um metabolismo celular completamente distinto daquele 

observado em plantas do tipo selvagem (Busov et al., 2006). Essa manipulação gênica 

alterou a taxa respiratória das raízes, reduzindo o fluxo de carbono para a rota de 

biossíntese de lignina, além de uma mudança no armazenamento de compostos de 

defesa na parte aérea, principalmente compostos ligados à rota dos fenilpropanóides. 

Em adição, plantas de tomate mutantes nas etapas iniciais da via biossintética de GAs 

W335 (gib1: mutante extremamente deficiente) e A70 (gib3: medianamente deficiente) 

foram avaliadas juntamente com plantas WT sob condições de limitação de nitrogênio 

(Nagel et al., 2001). Os mutantes apresentaram menor crescimento em altura e reduzida 

taxa de crescimento relativo em relação ao WT. Registre-se, no entanto, que a forte 

interação entre o suplemento de nitrogênio e a concentração de GAs anteriormente 

relatada (Krauss & Marschner, 1982) não foi observada. Utilizando-se dessas mesmas 

plantas (gib3 e gib1), a aquisição e partição de carbono e nitrogênio foram avaliadas 

(Nagel & Lambers, 2002). Esses autores concluíram que a taxa de crescimento relativo 

assim como a área foliar específica, que são reduzidas nesses mutantes, estão sobre 

controle direto das GAs. Em adição, plantas de soja e tomate mutantes 

superexpressando o fator de transcrição AtDREB1 (Suo et al., 2012) e SlDREB (Li et al., 

2012), respectivamente, tiveram menores conteúdos de GAs. Em plantas mutantes de 

tomate, a superexpressão de SlDREB (Li et al., 2012) ocasionou redução da expressão 

das enzimas CPS (ent-copalil difosfato sintase) e GA20ox (1, 2 e 4), enzimas-chave da 

rota de síntese de GA. Em função dessa menor expressão e, consequentemente menores 
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conteúdos de GAs, essas plantas transgênicas apresentaram reduções em altura e 

densidade estomática; em contrapartida, apresentaram uma maior espessura foliar. O 

nível de expressão das demais enzimas da via também foram quantificados, e assim, a 

KS (ent-caureno sintase) e GA3ox, subsequentes a CPS e GA20ox, respectivamente, 

tiveram incrementos na expressão. Tomados em conjunto, esses dados sugerem que, 

mesmo em condições de baixa disponibilidade de GAs, as plantas se mantêm em 

“estado de alerta” para uma possível regeneração da via ou retorno a concentrações 

ótimas de GAs.  

Em plantas de soja superexpressando AtDREB1 (Suo et al., 2012), verificou-se 

uma redução no conteúdo de GAs em função do aumento nos transcritos da enzima 

GA2ox, culminando em plantas com reduções em altura, área foliar, tamanho do grão e, 

curiosamente, em maior tolerância ao herbicida Glufosinate (Suo et al., 2012). Cumpre 

mencionar que o local e modo de ação, assim como o mecanismo de resistência não 

foram completamente esclarecidos (Suo et al., 2012). Entretanto a associação entre 

menores conteúdos de GAs e aumento da tolerância a estresses em plantas mutantes não 

é sem precedente na literatura (Achard et al., 2008; Tuna et al., 2008; Nir et al., 2013). 

Assim, aceita-se atualmente, que hormônios, e em particular as GAs, não somente 

exercem um controle intrínseco sobre o crescimento, mas também medeiam a adaptação 

do desenvolvimento vegetal a flutuações nas condições ambientes (Wolters & Jürgens, 

2009). 

O uso de substâncias inibidoras da biossíntese de GAs como ferramenta para um 

melhor entendimento do mecanismo de controle do metabolismo pelas GAs é 

amplamente reconhecido. Assim, o paclobutrazol (PBZ), um inibidor da KO (ent-

caureno oxidase) tem sido bastante utilizado (Jiao et al., 1986; Almeida & Pereira, 

1997; Berova & Zlatev, 2000; Jaleel et al., 2007; Ribeiro et al., 2012b; Ribeiro et al., 

2012a). Recentemente, a aplicação exógena de GA3 e/ou PBZ, em plantas de 
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Arabidopsis thaliana (Ribeiro et al., 2012b), promoveu um desacoplamento entre o 

crescimento e metabolismo primário, em particular o metabolismo do carbono e do 

nitrogênio, em condição de baixo conteúdo de GAs. Concomitantemente, os resultados 

discutidos acima levam a uma visão pontual de como as GAs poderiam controlar o 

metabolismo e, consequentemente, o crescimento. Todavia, permanece ainda uma 

lacuna sobre o papel global das GAs, uma vez que, até o momento, não são conhecidos 

exatamente os efeitos da manipulação nos níveis de GAs no metabolismo e no 

crescimento de plantas. 

Embora avanços já tenham sido alcançados no que respeita à biossíntese e 

regulação das GAs, ainda há uma carência de informações concretas no que diz respeito 

ao seu envolvimento e/ou regulação no metabolismo primário das plantas. Ademais, 

resultados bastante interessantes e, em alguns casos, ainda não conclusivos, foram 

encontrados no Capítulo I. Em função disso, estudos complementares foram realizados 

com o intuito de se entender os mecanismos de resposta de plantas quando da variação 

artificial de GAs. Portanto, o presente trabalho objetivou: analisar o impacto da 

manipulação artificial nos níveis de GAs sobre o metabolismo primário de plantas de 

tomate cultivadas em solo suplementado com PBZ, para tanto, características 

fisiológicas, metabólicas e anatômicas foram analisadas. Tomadas em conjunto, as 

informações obtidas com o presente trabalho fornecem uma melhor compreensão dos 

mecanismos fisiológicos e metabólicos associados à deficiência endógena ou artificial 

de GAs em plantas de tomate. 

 

3.2) Material e métodos 

O presente trabalho foi realizado na Unidade de Crescimento de Plantas (UCP) e 

no Laboratório de Nutrição e Metabolismo Vegetal do Departamento de Biologia 

Vegetal da Universidade Federal de Viçosa (20º 45’S, 42º 15’ W), Viçosa, Minas 
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Gerais, Brasil. Foram utilizadas plantas de tomate (Solanum lycopersicum L. cv 

Moneymaker) do tipo selvagem (WT) e mutante deficiente na biossíntese de GAs (gib3) 

gentilmente cedidas pelo Dr. M. Koornneef (Max Planck Institute for Plant Breeding 

Research, Cologne, Germany). 

 

3.2.1) Material vegetal e condições de cultivo 

As sementes de tomate do mutante gib3 e WT foram germinadas em placas de 

Petri com duas camadas de papel filtro Whatman nº1 e embebidas com solução de GA 

(Duchefa, Haarlem, The Netherlands; GA3 50µM). A germinação das sementes foi 

realizada em câmara de crescimento (Forma Scientific, Inc, Ohio, EUA), sob 

fotoperíodo de 12 / 12 h (dia/noite), temperatura 25 / 16 °C (dia/noite), umidade relativa 

de 65 ± 5 % e intensidade de luz durante o período luminoso de 150 µmol m-2 s-1. Após 

sete dias, as plântulas foram transferidas para vasos plásticos contendo substrato e 

colocadas em casa de vegetação. Duas semanas após o transplante as plantas foram 

expostas a soluções de GA3 e PBZ. A suspensão de PBZ (Duchefa, Haarlem, The 

Netherlands; 5,0 mg vaso-1) foi distribuída na superfície do solo com o auxílio de uma 

pipeta. A primeira aplicação de GA3 contendo 0.1 % (v/v) Tween 80, foi feita 

concomitantemente com a aplicação de PBZ, sendo realizada a cada dois dias durante 

três semanas, de modo a promover a reversão dos efeitos do PBZ, compondo assim os 

seguintes tratamentos: controle, GA, PBZ e PBZ+GA. 

 

3.2.2) Quantificação dos parâmetros de crescimento 

A altura, tomada do nível do solo até o nó apical superior, número total de 

folhas, ramos e entrenós das plantas, assim como o diâmetro do caule (tomado a um cm 

do solo), foram mensurados a cada dois dias. A área foliar total e específica, assim 

como a massa seca foram determinadas ao final do experimento, aos 42 dias após 
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transplantio DAT. As raízes, hastes e as folhas foram levadas a uma estufa de circulação 

forçada e mantidas a 70 °C, por 72 h, determinando-se então a massa seca de cada 

órgão. De posse da massa seca dos órgãos, determinou-se a alocação de matéria seca 

para os diversos constituintes da planta, além da razão raiz/parte aérea. 

 

3.2.3) Trocas gasosas e fluorescência da clorofila a 

A caracterização de trocas gasosas e fluorescência da clorofila a foi feita em 

folhas completamente expandidas de plantas, após 40 DAT, em casa de vegetação 

utilizando-se um analisador de gases a infravermelho em sistema aberto, acoplado um 

fluorômetro (IRGA, Li-cor Inc. LI-6400XT, Lincoln, EUA). A taxa de assimilação 

líquida do carbono (A, µmol CO2 m
-2 s-1), condutância estomática (gs, mol H2O m-2 s-1), 

concentração interna de CO2 (Ci, µmol CO2 mol-1), transpiração (E, mmol m-2 s-1), 

fluorescência mínima (F0), fluorescência máxima emitida (Fm) e os demais parâmetros 

relacionados à fluorescência foram determinados sob concentração controlada de CO2 

(400 µmol CO2 mol-1), irradiância (1000 µmol fótons m-2 s-1 com 10% de luz azul) e 

temperatura e vapor de água ambiente. Parâmetros relacionados à fluorescência foram 

estimados conforme previamente descrito (DaMatta et al., 2002; Lima et al., 2002). A 

taxa de respiração no escuro (Rd) foi determinada nas mesmas folhas supracitadas, por 

meio do equipamento já mencionado, após pelo menos 3 h de adaptação ao escuro.  

 

3.2.4) Mensuração das propriedades ópticas 

Mensurações das propriedades ópticas foliares foram feitas utilizando-se um 

sistema duplo de esferas integradas. Foi utilizada uma esfera integradora ISP-REF 

(OceanOptics, Inc., Dunedin, Florida, EUA), com uma fonte de luz embutida em 

combinação com uma esfera integradora FOIS-1 (OceanOptics) por fibra óptica. Ambas 

as esferas de integração são conectadas via fibra óptica de ondas curtas a um JAZ VIS 
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espectrorradiômetro NIR (OceanOptics), com uma resolução de cerca de 0,3 nm. 

Primeiramente, a reflectância (R) da folha foi medida com a esfera integradora ISP-REF 

e, em seguida, a transmitância (T) foi mensurada com a esfera FOIS-1. R e T, foram 

calculados usando o software SpectraSuite fornecido pelo fabricante. A absortância (A) 

foi então calculada como A = 1 - (R + T). 

 

3.2.5) Anatomia 

3.2.5.1) Características morfo-anatômicas da folha  

As características anatômicas foliares foram examinadas avaliando-se as 

espessuras de: lâmina foliar; parênquimas paliçádico e lacunoso; epiderme nas faces 

abaxial e adaxial; além dos espaços intercelulares e área da nervura e do sistema 

vascular principal. Discos foliares retirados da região mediana da terceira folha 

completamente expandida, aos 42 DAT, foram fixados em FAA 50 (solução composta 

por formalina, ácido acético e álcool etílico), por 48 h e estocados em etanol 70 %, 

sendo utilizadas quatro repetições por tratamento.  Em seguida, o material vegetal foi 

incluído em metacrilato (Historesin-Leica), segundo as recomendações do fabricante. 

Secções transversais (5 µm) foram cortadas usando um micrótomo de avanço 

automático (Reichert/Leica, Deerfield, IL) e coradas com azul de toluidina. Para 

determinação das características anatômicas em secção transversal, as imagens foram 

digitalizadas e analisadas usando-seo Software Axiovision 4.8. 

 

3.2.5.2) Características de células epidérmicas 

Para análise de células epidérmicas, utilizaram-se folhas completamente 

expandidas nas quais impressões epidérmicas foram feitas na superfície abaxial, 

utilizando-se um molde odontológico (Berger & Altmann, 2000), com quatro repetições 

por tratamento. A partir desses moldes, em cada repetição, foram amostradas três 
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regiões a fim de caracterizar, de forma mais homogênea possível, a região foliar 

amostrada. Sobre esse molde foi passado uma base incolor (Von Groll et al., 2002) e 

com isso foi possível a visualização da impressão das células. A visualização e registro 

das imagens foram feitos utilizando-se uma câmera digital (AxiocamMRc) acoplada ao 

microscópio Zeiss modelo AX10. O número de células e sua respectiva área foram 

determinados utilizando-se o programa Axiovision 4.8. De posse desses dados, foram 

calculadas/estimadas a densidade estomática e abertura do poro estomático. 

 

3.2.6) Análises bioquímicas 

Nas mesmas folhas utilizadas para as análises de trocas gasosas, amostras de 

material vegetal (~15 mg) foram coletadas aos 42 DAT entre 11:00 e 12:00 h e, 

imediatamente congeladas em nitrogênio líquido, sendo armazenadas a -80 °C, 

procedendo-se, a posteriori, às seguintes análises: 

a) Extração e determinação de açúcares solúveis, aminoácidos totais, amido, 

pigmentos, proteínas, malato e fumarato 

As amostras foram submetidas à extração etanólica, a quente, determinando-se, 

na fração solúvel em etanol, os teores de glicose, frutose e sacarose (Fernie et al., 2001); 

aminoácidos totais (Sienkiewicz-Porzucek et al., 2008) e malato e fumarato (Nunes-

Nesi et al., 2007); na fração insolúvel, os teores de amido (Fernie et al., 2001) e o 

conteúdo de proteínas solúveis pela técnica de Bradford  (Bradford, 1976).  

Os teores de clorofilas (a e b) foram determinados nos extratos etanólicos, em 

leitor de microplacas de ELISA, conforme previamente descrito (Porra et al., 1989). Os 

teores de clorofila totais (a+b) assim como a razão clorofila a/b foram calculados. 
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b) Determinação de pigmentos cloroplastídicos em tecidos foliares 

A determinação dos pigmentos cloroplastídicos foi realizada utilizando-se uma 

coluna C18 (Waters) de fase reversa (diâmetro de 5µm, C18 column, 250 x 4.6 mm). 

A fase móvel consistiu de dois componentes: solvente A, acetonitrila:metanol:H2O 

(84:9:7); e solvente B, metanol:acetato de etila (68:32). Os pigmentos foram eluídos em 

um gradiente linear de 100% de A a100% de B nos primeiros 12 min, seguido de um 

gradiente isocrático de B pelos próximos 6 min. Logo em seguida, o fluxo retornou a 

100% de A por mais 5 min, a fim de reequilibrara coluna nas condições iniciais. O fluxo 

durante a corrida foi mantido em 1.2 mL min-1 e o volume de injeção das amostras foi 

de 100 µL. A detecção dos compostos foi realizada a 445 nm e a identificação de cada 

um dos pigmentos foi feita com base na comparação com padrões puros (DHI, 

Hoeshlm, Denmark). 

 

3.2.7) Determinação de enzimas e metabólito envolvidos no metabolismo 

antioxidativo e danos celulares 

3.2.7.1) Peroxidação de lipídeos 

A peroxidação de lipídeos, quantificada indiretamente pela determinação do 

conteúdo de malonaldeído (MDA), foi realizada conforme previamente descrito (Lima 

et al., 2002). Foram utilizados aproximadamente 50 mg de matéria fresca e o conteúdo 

expresso por unidade de massa fresca. 

3.2.7.2) Ensaios enzimáticos 

A determinação das atividades das enzimas catalase (CAT) e superóxido 

dismutase (SOD) foi feita segundo (Cakmak & Horst, 1991). Para tal, foram utilizados 

aproximadamente 160 mg de matéria fresca e as atividades  da CAT e SOD foram 

expressas em mmol.min-1.mg-1 de proteína e U.min-1.mg-1 de proteína, respectivamente. 
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3.2.8) Determinação de enzimas e metabólitos envolvidos no metabolismo do 

carbono e respiratório  

O extrato para determinação da atividade enzimática foi preparado como 

previamente descrito (Gibon et al., 2004). A atividade de todas as enzimas foi 

determinada espectrofotometricamente por meio da oxidação de NADH ou NADPH, de 

acordo com cada enzima, a 340 nm. A atividade total (24 min de incubação a 25 ºC) e 

inicial da Rubisco foi determinada como descrito previamente (Sulpice et al., 2007). 

Para transcetolase, avaliada de acordo com (Gibon et al., 2004). A atividade de NADP-

GAPDH foi determinada de acordo com (Leegood & Walker, 1980). A atividade da 

malato desidrogenase dependente de NAD (NAD-MDH) foi determinada segundo 

(Jenner et al., 2001) com algumas modificações. A atividade da NADP-MDH foi 

determinada como descrito por (Scheibe & Stitt, 1988).  

 

3.2.9) Determinação do conteúdo de nucleotídeos de piridina 

Os conteúdos de NAD(H)s e NADP(H)s foram determinados como descrito 

anteriormente (Schippers et al., 2008). Para tanto, aproximadamente 25 mg de matéria 

fresca foram utilizadas. As formas reduzidas e oxidadas são distinguidas pela destruição 

preferencial em ácido ou base, respectivamente. Em um leitor ELISA foram obtidas as 

absorbâncias a 570 nm. A equação utilizada para determinação da concentração dos 

nucleotídeos foi obtida por regressão a partir da curva padrão e posterior normalização 

para a massa fresca. 

 

3.2.10) Procedimentos estatísticos 

O experimento foi instalado e analisado segundo o delineamento experimental 

inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2 x 2 x 2 (dois genótipos x 2 níveis de 

GAs x dois níveis de PBZ). A unidade experimental dos experimentos de análise de 
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trocas gasosas, metabólitos e atividade enzimática foi composta por uma planta, com 

oito repetições por tratamento. Os dados obtidos foram submetidos a análise de 

variância e as médias comparadas entre si pelo teste F, a 5% de probabilidade. Todas as 

análises estatísticas foram realizadas utilizando-se do Sistema de Análises Estatísticas e 

Genéticas da UFV (SAEG). 

 

3.3) Resultados  

3.3.1) Análises fisiológicas 

Embora as plantas de tomate dos genótipos WT e gib3 presumivelmente 

apresentem diferentes níveis endógenos de GAs, observou-se que tanto o crescimento 

inicial (Figura 1A e 1B) quanto o final (Figura 1C) foram semelhantes entre os 

genótipos. No entanto, esse padrão não foi mantido quando da aplicação de GA e/ou 

PBZ. 

 

FIGURA 1: Imagens representativas de plantas controles WT e gib3 antes e após aplicação dos 

tratamentos. Antes da imposição dos tratamentos (dia 0) plantas WT (1A) e gib3 (1B) e ao final do 

experimento (21 dias) (1C) apresentam fenótipos bem similares, confirmando que os mesmos são 

adequados para as comparações ora propostas. Barras verticais representativas equivalentes a 10 cm. 

Esses mesmos fenótipos foram observados em pelo menos três experimentos distintos. 
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3.3.1.1) Crescimento é afetado em resposta às variações nos níveis de GAs 

Tanto as plantas controles do genótipo gib3, mutantes deficientes na biossíntese 

de GAs, assim como as tratadas com GAs, apresentaram crescimento semelhante 

quando comparadas as plantas WT (Figura 2A). O efeito do genótipo só foi 

significativo no tratamento com PBZ isoladamente. Incrementos na altura em plantas 

WT e gib3 foram observados quando da presença de GAs, independentemente da 

presença ou não de PBZ. A aplicação isolada de PBZ, um inibidor da biossíntese de 

GAs, promoveu uma drástica redução na altura de plantas WT e gib3 (Figura 2A). 

Observa-se também que a aplicação de PBZ ocasionou uma restrição ao crescimento 

ainda maior em plantas gib3 (>70%) do que no WT (< 40%) (Figura 2A). Isso pode ser 

explicado, ao menos parcialmente, pelo fato de a concentração endógena de GA, que já 

é restrita naquelas plantas, ser ainda mais restringida, culminando, assim, em menor 

crescimento. É importante mencionar que a inibição do crescimento induzida pela 

aplicação de PBZ foi completamente revertida pela aplicação de GA3, o que sugere que 

a aplicação da PBZ teve um efeito específico sobre a biossíntese de GA, não afetando 

sobremodo a rota de sinalização das GAs.  

Observou-se também menor diâmetro do caule em plantas gib3 em relação ao 

das plantas WT, independentemente dos níveis de GAs e PBZ (Figura 2B), 

demonstrando, assim, que esse parâmetro é característico do próprio genótipo. Saliente-

se, no entanto, que GA isoladamente promoveu um aumento no diâmetro em plantas 

gib3, quando comparadas a seu controle.  

A baixa concentração endógena de GAs em plantas mutantes per se promoveu 

reduções no número total de folhas, independentemente de alterações promovidas por 

fatores externos (Figura 2C), característica essa que parecer ser intrínseca ao genótipo e 

não causada pelos tratamentos. Plantas WT tratadas com GA, com ou sem PBZ, 

apresentaram maior número de folhas, comportamento semelhante ao encontrado para 
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altura (Figura 2A). Em contraste, plantas gib3 apenas em presença de PBZ apresentaram 

um menor número de folhas. Como previamente mencionado, esse menor número de 

folhas pode também ser explicado pelo menor investimento em altura. Tomados em 

conjunto, estes resultados confirmam os efeitos negativos da aplicação de PBZ e da 

variação nos níveis de GAs no crescimento de plantas de tomate. 

A área foliar total (AFT) foi menor em plantas mutantes (gib3) em relação ao 

WT nos tratamentos controle e com GA e PBZ (Figura 2E), demonstrando, assim, um 

efeito do genótipo. A aplicação de GA, isolada ou conjuntamente com PBZ, promoveu 

incrementos na AFT em plantas gib3 e redução em plantas WT quando aplicada 

simultaneamente a PBZ. Já a aplicação isolada de PBZ promoveu reduções na AFT de 

plantas gib3. Por outro lado, a área foliar específica (AFE) aumentou em ambos os 

genótipos quando da aplicação de GA, isolada ou associada ao PBZ (Figura 2F). Porém, 

quando da aplicação isolada do inibidor tanto gib3 quanto WT sofreram reduções em 

AFE. A AFE no mutante gib3 aumentou em relação ao WT nos tratamentos controle e 

aplicação isolada de PBZ, já quando da aplicação deste em conjunto com GA houve 

redução (Figura 2F). Em adição, a massa seca total foi drasticamente reduzida em 

plantas-controle gib3 quando comparadas ao WT (Figura EG); reduções também foram 

observadas tanto em gib3 como em WT tratadas com PBZ isoladamente (Figura 2G). 

Todavia, a aplicação de GA foi capaz de reverter o efeito inibitório de PBZ em ambos 

genótipos; da mesma forma, a aplicação isolada de GA promoveu aumentos na massa 

seca total em plantas mutantes. A razão raiz/parte aérea foi positivamente afetada pela 

aplicação do PBZ em ambos os genótipos (Figura 2H); de modo oposto, aplicação de 

GA associada ao PBZ afetou negativamente ambos os genótipos, e quando isolada, esse 

efeito somente se verificou em plantas gib3 (Figura 2H). 
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Figura 2: Variação nos parâmetros de crescimento em resposta a flutuação nos níveis de GA. Foram analisados: altura 

de plantas (A); diâmetro do caule (B); número total de folhas (C); número de entrenós (D); AFT (E); AFE (H); MS 

(G); razão raiz/parte aérea (H). Valores representam médias ± EP de pelos menos seis plantas independentes com 42 

dias de cultivo. Letras maiúsculas indicam diferença significativa (P< 0,05), comparando genótipos dentro de cada 

tratamento; letras minúsculas indicam diferença significativa (P< 0,05), dentro dos níveis de GAs; e asteriscos indicam 

diferença significativa (P< 0,05), dentro dos níveis de PBZ. WT: tipo selvagem; GA: giberelina e PBZ: paclobutrazol. 

Estatística realizada segundo as comparações utilizando-se o teste F. 
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3.3.1.2) Trocas gasosas e fluorescência da clorofila a são afetadas em resposta a 

variações nos níveis de GAs 

Tendo em vista que a produtividade e o crescimento vegetal são largamente 

dependentes do balanço entre fotossíntese e respiração, esses dois parâmetros foram 

analisados em plantas com 35 DAT. De forma interessante, a aplicação de GA em 

plantas WT afetou negativamente a fotossíntese líquida (AN) (Figura 3A), ocasionando, 

assim, uma menor AN independentemente da presença ou não de PBZ. Em contraste, no 

tratamento com PBZ, isoladamente, foi observada uma resposta inversa, ou seja, um 

incremento nas taxas fotossintéticas (Figura 3A). Esse comportamento inverso entre 

taxa fotossintética por unidade de área e crescimento sugere que, em reduzida 

concentração de GAs, as plantas possivelmente investem mais no acúmulo de biomassa 

do que na altura per se promovendo, portanto uma concentração de pigmentos por 

unidade de área, o que justificaria por sua vez maiores taxas fotossintéticas por unidade 

de área, como observado na presença de PBZ. O oposto seria válido para as plantas com 

elevados teores de GAs. Interessantemente, plantas gib3 tiveram reduções em AN 

quando em presença de PBZ e ausência de GA, em relação ao seu controle. Em plantas 

gib3 a redução endógena de GA promove incrementos na taxa fotossintética, 

semelhantemente ao observado quando da reversão do efeito do PBZ pela aplicação de 

GA (Figura 3A). Uma plausível explicação seria que plantas gib3, por apresentarem 

deficiência endógena de GA, estariam investindo mais em AN na tentativa de 

manutenção do metabolismo. Porém quando analisamos o efeito da aplicação de GA 

dentro do nível de PBZ, observamos que o aumento dos teores de GA reduz AN em 

ambos os genótipos sendo esse efeito mais pronunciado em plantas WT (Figura 3A). 

Maiores taxas respiratórias (Figura 3B), assim como maiores taxas 

fotossintéticas (Figura 3A), foram observadas em plantas WT em presença de PBZ, 

indicando uma estreita associação entre redução do crescimento, fotossíntese e 
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respiração. Resultados semelhantes foram observados para plantas controle gib3 

(Figuras 3A e 3B). Interessantemente, os genótipos e tratamentos que apresentaram uma 

maior taxa fotossintética, apresentaram também uma maior taxa de respiração (Figura 

3B). A condutância estomática (gs) (Figura 3C) foi negativamente afetada pelo aumento 

do conteúdo artificial de GAs, independentemente da aplicação de PBZ. É importante 

mencionar que menor gs está diretamente associada a menores AN nesses tratamentos 

(Figura 3A), indicando que estas plantas mantêm os estômatos parcialmente fechados 

para, possivelmente, evitar uma maior perda de água pela transpiração. Registre-se que 

os controles não diferiram entre si, o que pode indicar que alterações em gs estejam 

associadas às variações artificiais em GA. Cabe ressaltar, entretanto que a interpretação 

destes resultados precisa ser feita com cautela uma vez que valores relativamente 

similares apresentando diferenças estatísticas podem não corresponder necessariamente 

às explicações biológicas. 

A transpiração em plantas controle gib3 foi menor que em plantas WT (Figura 

3D), e que associada a maior taxa fotossintética apresentada por essas plantas sugere 

que as mesmas apresentam uma maior eficiência instantânea no uso da água. Com isso 

elas poderiam permanecer por mais tempo com os estômatos abertos e 

consequentemente realizarem mais fotossíntese, fato este realmente verificado neste 

trabalho (Figura 3A). Embora a aplicação de GA associada ao PBZ tenha promovido 

reduções na transpiração em ambos os genótipos, quando aplicada sozinha este efeito 

somente foi significativo para o genótipo WT. No entanto, PBZ isoladamente leva a 

incrementos na transpiração (Figura 3D). Esse resultado é plausível, uma vez que 

maiores AN e gs foram observadas nesse tratamento (PBZ) em relação a plantas que 

receberam GA. Comparando-se genótipos, no tratamento contendo GA conjuntamente 

ao PBZ, não foi significativa na redução da transpiração em plantas gib3 indicando, 
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portanto, que uma melhor utilização da água é uma característica mais relacionada ao 

genótipo do que ao efeito dos tratamentos ora utilizados. 

A razão Fv/Fm fornece uma medida muito útil relativa do rendimento quântico 

fotoquímico máximo do PSII; assim, embora este parâmetro tenha sido positivamente 

afetado em plantas WT tratadas com PBZ isoladamente e, negativamente em gib3 na 

presença de GA com ou sem PBZ (Figura 3E), essa razão foi sempre superior a 0,80, e, 

portanto, dentro de uma faixa considerada ótima, indicando que os tratamentos não 

ocasionaram situações consideradas estressantes. 

A concentração interna de CO2 (Ci) é um parâmetro que pode ser utilizado com 

indício de limitação difusiva no processo fotossintético. Assim, comparando-se os 

genótipos, foi observado que apenas em presença de GA e PBZ esses se diferem, sendo 

que o mutante apresentou uma maior Ci (Figura 3F). A aplicação de GA afetou 

negativamente ambos os genótipos na ausência de PBZ; porém quando esse inibidor 

estava presente, esse efeito só foi observado para as plantas WT. A aplicação isolada de 

PBZ promoveu reduções em Ci, indicando, que o efeito do mesmo pode ser revertido 

pela aplicação exógena de GAs (Figura 3F). Tomados em conjunto estes dados sugerem 

que a menor taxa de fotossíntese observada nos tratamentos com GAs possa estar 

associada tanto a limitações estomáticas, quanto a maior expansão foliar.  

Comportamento semelhante entre os tratamentos tanto para a taxa de transporte 

de elétrons (ETR) (Figura 3G) quanto o rendimento quântico efetivo do PSII (Y(II)) 

(Figura 3H) foram observados. Esses parâmetros foram reduzidos em plantas gib3 

tratadas com GAs independentemente da presença de PBZ. No entanto, no genótipo WT 

esse efeito só foi observado quando utilizou-se o inibidor. Quando usado de forma 

isolada, o PBZ promoveu incrementos em Y(II) e ETR em plantas WT sem quaisquer 

efeitos em plantas gib3 (Figuras 3G e 3H). O efeito do genótipo foi verificado apenas na 

ausência de GAs, sendo que a presença de PBZ promoveu reduções nesses parâmetros; 
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no entanto, em plantas-controle, o genótipo mutante apresentou incrementos tanto em 

Y(II) quanto em ETR. 
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Figura 3: Variação nos parâmetros de trocas gasosas e fluorescência em resposta a flutuação nos níveis de 

GA. Foram analisados: fotossíntese (A); respiração (B); condutância estomática (C); transpiração (D); 

razão Fv/Fm (E); concentração interna de CO2 (F); taxa de transporte de elétrons (G); rendimento quântico 

efetivo do PSII. Estatísticas e abreviaturas como descritas na Figura 2. 
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3.3.1.3) Propriedades ópticas 

A interação da radiação eletromagnética com as folhas depende, dentre outros 

fatores, de suas características físicas, químicas e fitossanitárias, além da região 

espectral (Carriello et al., 2003). Considerando essencialmente as características 

morfológicas e fisiológicas, as propriedades espectrais de reflexão, de transmissão e de 

absorção variam de acordo com a espécie estudada (Sims & Gamon, 2002). Em adição, 

essas propriedades estão diretamente relacionadas com a presença, tipo e quantidade de 

pigmentos cloroplastídicos, assim como os espaços intercelulares e espessura foliar 

(Carriello et al., 2003). Tendo em vista as alterações observadas em AFE (Figura 2F) e 

características anatômicas (descritas abaixo), essas propriedades espectrais foram 

analisadas no presente estudo. 

Plantas-controle mutantes na biossíntese de GAs apresentaram maiores 

absortâncias em comparação com as plantas WT (Figura 4A), no entanto, estas 

apresentaram maiores absortâncias quando tratadas somente com GA. 

Independentemente da presença de PBZ, a aplicação de GAs afetou negativamente 

ambos os genótipos no que diz respeito àquele parâmetro. De modo interessante, 

quando analisamos o efeito da aplicação isolada de PBZ, incrementos na absortância 

tanto em WT quanto em gib3 foram observados (Figura 4A); porém, quando aplicou-

seGA, esse efeito foi somente verificado em plantas gib3. Esse fato demonstra que a 

presença de GA em planta WT reverte o efeito desse inibidor. Esses resultados são bem 

associados com os valores observados de AN (Figura 2A). Adicionalmente, a 

reflectância foi afetada negativamente pela redução endógena de GAs, como pode ser 

observado comparando-se as plantas-controle (Figura 4B). Aumentando-se o nível de 

GA incrementos na reflectância independentemente da presença de PBZ foram 

observados. Quando analisamos o efeito da presença de PBZ, as mesmas diferenças 

significativas encontradas para a absortância (Figura 4A) foram observadas, porém com 
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valores inversos. Os efeitos de transmitância (Figura 4C) foram semelhantes aos 

encontrados para reflectância, diferindo apenas quando comparamos os genótipos 

tratados com GA isoladamente, em que se pôde observar que gib3 apresentou maiores 

valores que plantas WT. 
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Figura 4: Variação nas propriedades ópticas em resposta a flutuação nos níveis de GA. Foram analisados: 

absortância (A); reflectância (B); transmitância (C), respectivamente. Estatística e abreviaturas como 

descritas na Figura 2. 
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3.3.1.4) Características morfo-anatômicas das folhas 

 Em função das variações observadas no que diz respeito ao crescimento e trocas 

gasosas, decidiu-se analisar algumas características morfo-anatômicas foliares em 

resposta a variações endógenas e artificiais nos níveis de GAs. Não foram observadas 

variações na densidade estomática (DE) entre plantas-controle (Figura 5A). Efeito de 

genótipo foi encontrado apenas quando se aplicou PBZ juntamente com GA. Assim, a 

aplicação de GAs isoladamente promoveu redução na DE em ambos os genótipos, ao 

passo que, em presença de PBZ, esse efeito somente foi verificado em plantas gib3. Por 

outro lado, a aplicação isolada de PBZ acarretou incrementos na DE em plantas gib3 e, 

quando aplicado em conjunto com GA, não promoveu qualquer efeito sobre o referido 

genótipo, promovendo, entretanto, incrementos em plantas WT. Por outro lado, 

resultados bem discrepantes dos encontrados para DE (Figura 5A) foram observados 

para a abertura estomática (Figura 5B). Assim, embora plantas-controle não diferissem 

entre si, a imposição dos tratamentos promoveu uma maior abertura estomática em 

plantas mutantes com pouco ou nenhum efeito em plantas WT (Figura 5B). A espessura 

da epiderme superior (EES) foi pouco afetada pelos tratamentos (Figura 5C), sendo, 

todavia, maior em plantas-mutantes-controle, quando tratadas com GAs; já em plantas 

WT verificou-se esse efeito apenas nas plantas cultivadas com GAs em conjunto ao 

PBZ. Adicionalmente, observa-se que a espessura da epiderme inferior (EEI) foi 

também pouco ou nada afetada (Figura 5D). Assim, em plantas mutantes não foi 

observada nenhuma alteração em função dos tratamentos impostos; já em plantas WT, a 

aplicação de PBZ isoladamente e em presença de GA promoveu incrementos e reduções 

em EEI, respectivamente. A espessura do parênquima lacunoso (EPL) foi 

significativamente maior em plantas-controle gib3 em relação às plantas WT (Figura 

5E). A aplicação de GAs, com ou sem PBZ, acarretou reduções da EPL em plantas 
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gib3; por outro lado, em plantas WT esse efeito somente foi verificado em presença 

conjunta de GA e PBZ. Assim, a aplicação isolada de PBZ promoveu incrementos em 

EPL nas plantas gib3, sugerindo que a redução na concentração de interna GAs 

favoreceria um espessamento do parênquima lacunoso em tomate. O espessamento no 

parênquima paliçádico (EPP) sofreu efeito do genótipo em plantas gib3 nos controles e 

também na presença de PBZ (Figura 5F). Assim como para EPL (Figura 5E), a 

aplicação de GA, isoladamente ou não, acarretou reduções da espessura do EPP (Figura 

5F). A espessura total da folha (ETF) (Figura 5G), como era de se esperar, variou de 

forma semelhante à EPL (Figura 5E) e EPP (Figura 6F). Efeito de genótipos foi 

observado apenas em plantas gib3 controles e em presença de apenas GA. A aplicação 

isolada de PBZ promoveu espessamento foliar em gib3 e, indiferentemente dos 

genótipos e presença de PBZ, aplicações de GAs culminaram em reduções na ETF. Esse 

efeito está muito provavelmente ligado ao fato de que plantas de tomate tratadas com 

GAs apresentam uma maior expansão do limbo foliar. Pôde-se observar também que 

porcentagem de espaços intercelulares somente foi afetada em plantas gib3 (Figura 5H). 

Assim, plantas mutantes, controles ou tratadas com GA isoladamente, apresentaram 

menores espaços intercelulares que as respectivas plantas WT. A aplicação de GA 

promoveu incrementos nessa variável independentemente da presença de PBZ. 

Avaliou-se também as áreas da nervura principal (AN) (Figura 6A), do feixe 

vascular (AFV) (Figura 6B) e a porcentagem da nervura que se encontra ocupada pelo 

feixe vascular (Figura 6C). Apesar da tendência de redução na AN em plantas gib3 em 

relação ao WT, quando tratadas isoladamente por GA ou PBZ, reduções significativas 

só foram observadas no tratamento com PBZ (Figura 6A). Semelhante comportamento 

foi observado para a AFV (Figura 6B), no entanto, para este parâmetro a redução foi 

significativa. A aplicação isolada de PBZ afetou positivamente a AFV em plantas WT. 
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Figura 5: Variação nos parâmetros anatômicos da folha em resposta a flutuação nos níveis de GA. Foram 

analisados: densidade estomática (A); abertura do poro (B); espessura da epiderme superior (C); 

espessura da epiderme inferior (D); espessura do parênquima lacunoso (E); espessura do parênquima 

paliçádico (F); espessura total da folha (G); espaço intercelular (H), respectivamente. Estatísticas e 

abreviaturas como descritas na Figura 2. 
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Porém, quando em conjunto com GA o efeito observado foi o inverso, ou seja, redução 

na AFV. Para o mutante, a presença de GA juntamente com PBZ promoveu 

incrementos em AFV. A porcentagem da nervura que é ocupada pelo feixe vascular 

variou pouco ou quase nada entre os genótipos, sendo significativamente diferente 

apenas na presença de GA para WT. 
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Figura 6: Variação nos parâmetros anatômicos da folha em resposta a flutuação nos níveis de GA. 

Foram analisados: área da nervura principal (A); área do feixe vascular (B); porcentagem da área da 

nervura ocupada pelo feixe vascular (C), respectivamente. Estatísticas e abreviaturas como descritas na 

Figura 2. 
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3.3.1.5) Alterações metabólicas em resposta a variações nos níveis de GAs 

A redução do nível endógeno de GAs promovido pela mutação (gib3) foi 

associada a um grande aumento (82%) na concentração de aminoácidos totais em 

relação ao genótipo WT. Ademais, aumento nos níveis de aminoácidos foi verificado 

em plantas WT submetidas à GA e PBZ isoladamente; de forma contrária, esses 

tratamentos não promoveram alterações significativas em gib3 (Figura 7A). Registre-se, 

todavia, que a aplicação de PBZ e posterior reversão por GA promoveu reduções na 

concentração de aminoácidos totais em ambos os genótipos. Embora grande variação na 

concentração de aminoácidos tenha sido observada, em condições controle não houve 

diferença na concentração protéica entre genótipos (Figura 7A). Adicionalmente, a 

aplicação exógena de GA, isoladamente, ocasionou redução e incrementos nos níveis de 

proteínas em plantas WT e gib3, respectivamente (Figura 7B). A aplicação de PBZ, 

independentemente de GA, acarretou incremento na concentração de proteínas em 

plantas WT. A comparação da concentração de proteínas entre os genótipos apresentou-

se significativa, quando tratados com GA isoladamente, observou-se incremento nesse 

metabólito em plantas gib3 e, reduções quando da presença apenas do PBZ.  

Em função dos resultados observados para as análises de trocas gasosas (Figura 

3), os teores de açúcares foram mensurados. Os teores de glicose e frutose sofreram uma 

redução drástica em plantas gib3 e WT em presença de PBZ isolado (Figuras 7C e 7D). 

Já com a aplicação de GA, aumentos na concentração destes açúcares em plantas WT 

independentemente de PBZ, foram observados. Esse efeito somente foi verificado em 

plantas gib3 em presença de GA conjuntamente ao PBZ. O efeito da mutação sobre a 

concentração de açúcares somente foi observado para a frutose, quando da aplicação 

conjunta de GA e PBZ (Figura 7D). Diferentemente do observado em relação à AN 

(Figura 3A) e gs (Figura 3C), pequenas variações foram notadas para o teor de sacarose, 
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que somente foi reduzido em plantas gib3 tratadas com PBZ isoladamente, seja 

comparada ao seu controle ou ao genótipo WT. Pôde-se observar também uma ligeira 

tendência de aumento da concentração de sacarose em plantas gib3 em relação a WT 

apenas na associação de GA e PBZ (Figura 7E). No tratamento controle, plantas WT 

apresentam maiores teores de amido do que plantas gib3 (Figura 7F), assim quando 

tratadas com PBZ. A aplicação de GA, isoladamente ou revertendo o efeito do PBZ, 

promoveu incrementos significativos na concentração de amido no genótipo gib3 

(Figura 7F); contudo, quando aplicada de forma isolada, a GA afeta significativamente 

o teor de amido em plantas WT (Figura 7F). Reduções nos teores de amido foram 

observadas tanto em plantas gib3 como em WT em presença de PBZ em relação aos 

seus respectivos controles. Esse mesmo efeito foi observado quando da redução de GAs 

promovida pela mutação (gib3). O conteúdo de malato em plantas WT foi reduzido no 

tratamento com PBZ, ao passo que incrementos foram observados quando da aplicação 

de GA com o intuito de reverter seu efeito inibitório (Figura 7G). Assim como o malato, 

poucas variações nos níveis de fumarato foram encontradas (Figura 7H). Salienta-se que 

a aplicação isolada de GA promoveu um aumento exorbitante no teor de fumarato em 

plantas WT (aproximadamente cinco vezes em relação ao seu controle) e em plantas 

gib3 (50%). A aplicação de GA associada com PBZ também ocasionou aumento nos 

teores de fumarato em plantas WT. Nos demais tratamentos houve uma tendência de 

redução do teor desse ácido orgânico no genótipo gib3, porém essa redução não foi 

significativa. 
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Figura 7: Variação nos níveis de metabólitos em resposta a flutuação nos níveis de GA. Foram analisados: 

aminoácidos (A); proteína (B); glicose (C); frutose (D); sacarose (E); amido (F); malato (G); fumarato (H), 

respectivamente. Estatísticas e abreviaturas como descritas na Figura 2. 
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3.3.1.6) Determinação de pigmentos cloroplastídicos 

A concentração dos pigmentos associados à fotossíntese foi quantificada (Figura 

8) com intuito de se entender as variações encontradas nos parâmetros de trocas gasosas 

e de fluorescência, assim como nas propriedades ópticas. Tanto para o conteúdo de 

luteína (Figura 8A) como de β-caroteno (Figura 8B) observou-se uma tendência (não 

significativa) de redução em plantas mutantes (gib3) em relação às plantas WT em 

todos os tratamentos. Em plantas gib3 reduções em luteína foram observadas quando da 

aplicação isolada de PBZ; por outro lado, incrementos tanto para luteína quanto para β-

caroteno foram observados quando da aplicação de PBZ em conjunto com GA. A 

redução do nível endógeno de GA em gib3 promoveu reduções em violaxantina em 

relação a plantas WT (Figura 8C). Em adição, a aplicação de GAs, isoladamente ou 

associada ao PBZ, ocasionou incrementos em violaxantina em plantas gib3 (Figura 8C). 

Plantas WT tiveram alteração apenas em presença de PBZ isoladamente, observando-se 

uma redução em violaxantina. Assim como observado para luteína e β-caroteno 

(Figuras 8A e 8B, respectivamente), o conteúdo de neoxantina (Figura 8D) apresentou 

tendência de redução em plantas gib3, sem, no entanto, diferir significativamente. Não 

obstante, e diferentemente do encontrado até então, os conteúdos de zeaxantina (Figura 

8E) e anteraxantina (Figura 8F) mostraram-se bastante variáveis em todos os 

tratamentos. Assim, a aplicação de PBZ isoladamente promoveu reduções significativas 

no conteúdo desses dois pigmentos em ambos os genótipos. O efeito intrínseco do 

genótipo (gib3) acarretou incrementos desses pigmentos em plantas-controle e, somente 

de anteraxantina quando na presença isolada de GA. A aplicação de GA acarretou em 

reduções nos níveis de zeaxantina nos dois genótipos (Figura 8E) e incrementos em 

plantas WT quando associada ao PBZ (Figura 6E). Os teores de clorofila a (Figura 8G) 

e b (Figura 8H), e consequentemente o teor de clorofila total (Figura 8I) foram pouco ou 
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nada afetados nos vários tratamentos aqui utilizados. Registre-se, no entanto que as 

reduções nos teores de clorofilas em plantas gib3, quando comparadas ao WT, não 

foram significativas em todos os tratamentos (Figuras 8G, 8H e 8I). 
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Figura 8: Variação nos conteúdos de pigmentos cloroplastídicos em resposta a flutuação nos níveis de GA. Foram 

analisados: luteína (A); β-caroteno (B); violaxantina (C); neoxantina (D); zeaxantina (E); anteraxantina (F); clorofila 

a(G); clorofila b; clorofila total (I), respectivamente. Estatísticas e abreviaturas como descritas na Figura 2. 

 

3.3.1.7) Determinação de atividade enzimática e metabólitos envolvidos no 

metabolismo antioxidativo e danos celulares 

As espécies reativas de oxigênio (EROs) são produzidas naturalmente durante 

algumas reações do metabolismo celular. No entanto, a presença de um sistema 

antioxidante enzimático mantém essas espécies em concentrações tais que essas EROs 
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não promovam danos às células em condições normais (Resende et al., 2003). Assim, 

em função das diferenças observadas em relação a trocas gasosas e concentrações de 

pigmentos fotossintéticos decidiu-se analisar esse sistema antioxidante. Inicialmente, ao 

se compararem genótipos, plantas-controle gib3 apresentaram maiores teores de MDA 

(Figura 9A). A aplicação de GA juntamente a PBZ promoveu incrementos nos teores de 

MDA quando comparado com a aplicação isolada do inibidor, no entanto, a aplicação 

isolada de GA não proporcionou qualquer efeito. Quando o inibidor está presente 

isoladamente, reduções no teor de MDA em ambos os genótipos foram observadas, 

sugerindo assim que a inibição da biossíntese de GAs, embora reduza o crescimento 

(Figura 2), não ocasiona estresse oxidativo nessas plantas. De modo geral, a atividade 

das enzimas catalase (CAT) e superóxido dismutase (SOD), duas enzimas que formam 

um sistema extremamente importante na defesa de plantas contra as EROs (Asada, 

1992), também não sofreram muitas alterações. Registre-se, no entanto, que a atividade 

da SOD foi negativamente alterada em plantas gib3 tratadas com GAs conjuntamente ao 

PBZ (Figura 9B), enquanto nos demais tratamentos não foram observadas quaisquer 

alterações. De modo similar, as variações na atividade da CAT (Figura 9C), 

assemelharam-se às observadas para a SOD (Figura 9B), o que de certa forma poderia 

ser esperado, uma vez que um dos produtos da SOD, o H2O2, é substrato da CAT. Nota-

se também que a aplicação de PBZ per se promove reduções na atividade da CAT em 

plantas gib3 quando comparadas ao WT, indiferentemente da aplicação de GA. Porém, 

a aplicação de GA, isolada, promoveu um aumento na atividade da CAT tanto em nível 

de genótipo quanto em nível dos tratamentos (Figura 9C). 
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3.3.1.8) Atividade enzimática: metabolismo do carbono e respiratório 

De modo geral, pouca ou nenhuma variação na atividade das cinco enzimas 

envolvidas no metabolismo do carbono e/ou respiratório analisadas foi observada. 

Destaque apenas para a atividade da enzima NADH-GAPDH (Tabela 1), observando-se 

que plantas mutantes diferiram de plantas WT em todos os tratamentos. Ressaltando-se 

que a atividade desta enzima foi superior nas plantas-controle, enquanto em presença de 

GA e/ou PBZ houve uma redução. É válido ressaltar, portanto, que as variações 

observadas no processo de assimilação do carbono e na respiração não estariam 

diretamente associadas com mudanças na atividade catalítica máxima das enzimas ora 

analisadas. 
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Tabela 1: Variação na atividade das enzimas do metabolismo do carbono e/ou respiratório em resposta a flutuação nos níveis de GA. 

   Estatística e abreviaturas como descritas na Figura 2. 

  WT gib3 

Controle GA PBZ PBZ+GA Controle GA PBZ PBZ+GA 

nmol.min-¹.g-¹.FW 

Rubisco inicial 2141.4 ± 249.2 1959.9 ± 169.5 1541.7 ± 151.3* 1953.41 ± 155.9 1569.4 ± 66.7 A 1280.5 ± 101.5 A 1802.1 ± 199.4 1639.6 ± 142.5 

Rubisco total 2395 ± 261.0 2824.4 ± 294.4 2258 ± 203.3 2338.9 ± 133.9 2218.1 ± 202.7A 2037.5 ± 177.4 2460.0 ± 193.1 2044.8 ± 84.7 

Estado de ativação (%) 84 ± 6.2 73 ± 4.8 68 ± 3.6* 84 ± 4.2a 74 ± 4.8 65 ± 5.2 73 ± 5.1 79 ± 4.8 

NADP-MDH inicial 346.3 ± 7.3 342.3 ± 3.1 300.3 ± 18.7* 339.5 ± 8.2a 337.3 ± 11.1 303.6 ± 6.6Aa 354.5 ± 5.5A 337.2 ± 9.3* 

NAD-MDH total 459.1 ± 33.7 511.4 ± 19 440.2 ± 32.1 429.1 ± 18.9 478.9 ± 12.3 435.3 ± 18.2 512.3 ± 60.6 407.5 ± 19.9a 

Taxa de ativação (%) 78 ± 5 68 ± 3 69 ± 2.8 80 ± 2.9* 71 ± 2.5 71 ± 3.2 70 ± 5.6 84 ± 4.7a* 

NAD-MDH 60.87 ± 3.6 61.42 ± 3.8 66.91 ± 3.7 53.66 ± 7.1 62.66 ± 4.3 56.98 ± 3.7 59.49 ± 4.5 68.39 ± 3.5A 

NADP-GAPDH 6298.7 ± 223.7 7773.6 ± 227.3 6326.1 ± 473.1 6980.0 ± 337.8 6549.8 ± 332.6A 5531.4 ± 456.7A 5670.2 ± 329.6A 6701.9 ± 476.8Aa*  

Transcetolase 1789.2 ± 107.5 2466.0 ± 84.1a 2220.8 ± 174.6* 1981.8 ± 115.7* 2080.9 ± 83.3 1814.8 ± 125.0A 1972.9 ± 89.9 2090.2 ± 65.5 

NAD-MDH: atividade expressa em µmol min-¹ g-¹MF (Matéria Fresca) 
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3.3.1.9) Nucleotídeos de piridina 

Como algumas perturbações tanto morfológicas quanto metabólicas foram 

observadas devido às variações naturais e/ou artificiais nos níveis de GAs, a 

investigação do estado redox dessas plantas pode ajudar a entender tais variações. Por 

isso quantificaram-se as concentrações de NAD(P)(H)s (Figura 10). Os níveis de NAD+ 

(Figura 10A) apresentaram tendência de redução em plantas mutantes em relação ao 

WT em todos os tratamentos, efeito este significativo apenas em plantas-controle ou 

tratadas com GA isoladamente. Interessantemente, aplicação de PBZ associada ou não 

com GA culminou com reduções no teor de NAD+ em plantas gib3 e, em plantas WT, 

apenas quando conjuntamente com GA. Diferentemente do que foi observado para o 

conteúdo de NAD+ (Figura 10A), a sua forma reduzida, NADH (Figura 10B), 

permaneceu praticamente constante nos diferentes tratamentos e genótipos. Resultados 

semelhantes foram encontrados para NADP+ (Figura 10C). Diferentemente do que foi 

encontrado para o NADP+ (Figura 10C), a forma reduzida, NADPH (Figura 10D), 

sofreu grandes variações em decorrência dos tratamentos. A aplicação de GA 

isoladamente promoveu incrementos no conteúdo desse composto em plantas WT; o 

mesmo foi verificado para a aplicação de PBZ, isoladamente ou em presença de GA. Já 

em plantas gib3, a aplicação de GA promoveu reduções, tanto na presença como na 

ausência de PBZ, em relação ao WT assim como em relação ao seu controle. Plantas 

tratadas com PBZ, associado ou não com GA, tiveram incremento nos teores de 

NADPH. A razão NAD/NADH apresentou tendência de redução em gib3 dentro dos 

tratamentos, sendo significante apenas em presença de PBZ (Figura 10E). Assim como 

esperado, a grande variação de conteúdo de NADPH afetou drasticamente a razão 

NADP/NADPH (Figura 10F), apresentando valores inversos aos encontrados para 

NADPH (Figura 10E). 



81 

 

N
A

D
P

H
 (

nm
ol

 .g
-  M

F
)

0

7

14

21

A a
a

* * *

*

a

N
A

D
P

 (
nm

ol
 g

-¹
 M

F
)

0

8

16

24

32

*

N
A

D
H

 (
nm

ol
 g

-¹
 M

F
)

0

8

16

24

32

40

48

A

N
A

D
 (

nm
ol

 g
-¹

 M
F

)

0

6

12

18

24

30
WT
gib 3

A

* A

*a
*

N
A

D
/N

A
D

H

0.0

0.3

0.6

0.9

Controle GA PBZ+GAPBZControle GA PBZ+GAPBZ
N

A
D

P
 /N

A
D

P
H

0.0

1.1

2.2

3.3

4.4

5.5

6.6

a

* *
*

A a

A
A

E

C

F

B

D

A

 A

 

Figura 10: Variação nos níveis de nucleotídeos de piridina em resposta a flutuação nos níveis de GA. 

Foram analisados: NAD+ (A); NADH (B); NADP+ (C); NADPH (D); NAD/NADH (E); NADP/NAPH 

(F), respectivamente. Estatísticas e abreviaturas como descritas na Figura 2. 

 

3.4) Discussão 

Como previamente demonstrado (Capítulo I), variações nos níveis de GAs 

promovem extensivas variações morfológicas, anatômicas e fisiológicas em plantas de 

tomate e, embora diversos mutantes tanto para a biossíntese como para sinalização de 

GAs sejam conhecidos (Yamaguchi, 2008), neste trabalho decidiu-se utilizar apenas o 

mutantes gib3 (moderadamente deficiente em GAs) associado a manipulação artificial 
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de GAs mediada por PBZ e GA exógena. Essa estratégia permitiu a identificação de 

mudanças metabólicas e fisiológicas associadas à variação endógena de GAs. De modo 

geral, os parâmetros de crescimento, tanto em plantas WT quanto em gib3, foram 

alterados em resposta a variações nos níveis de GAs. A altura de plantas (Figura 2A), 

assim como a área foliar específica e a massa seca total (Figuras 2F e 2G, 

respectivamente) foram positivamente afetados pela aplicação de GAs e, de maneira 

negativa, pelo tratamento com PBZ (inibidor da biossíntese de GAs). Resultados 

semelhantes foram observados em plantas de Lilium oriental hybrids ‘Sorbonne’ 

(Zheng et al., 2012) e em plantas de milho também tratadas com PBZ (Wang et al., 

2013). Em adição, a razão raiz/parte aérea apresentou incrementos quando no 

tratamento contendo PBZ, sugerindo que em presença desse inibidor as plantas 

investiriam mais recursos na formação e manutenção do sistema radicular em 

detrimento da parte aérea. Juntos, estes resultados corroboram com a proposição de que 

as GAs atuariam como “um inibidor” de um inibidor do crescimento (Stowe & Yamaki, 

1959), conceito esse recentemente reforçado pela identificação molecular do mecanismo 

de ação das GAs (Achard & Genschik, 2008; Davière et al., 2008; Yamaguchi, 2008). 

 Durante as últimas décadas, avanços consideráveis têm sido alcançados no 

entendimento das interações entre fotossíntese e respiração e os possíveis mecanismos 

associando as funções mitocondriais e a eficiência fotossintética foram recentemente 

revisados (Araújo et al., 2013). Ademais, o balanço existente entre os processos 

fotossintético e respiratório é de extrema importância para o crescimento, 

desenvolvimento e a produtividade vegetal. Nesse contexto, verificou-se 

comportamentos inversos entre crescimento em altura (Figura 2A) e AN (Figura 3A), 

possivelmente porque plantas com menores níveis de GAs tenham investido mais em 

acúmulo de biomassa que em altura. Esse maior investimento em massa ocorreu 
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particularmente no sistema radicular, visto que a razão raiz:parte aérea foi sobremaneira 

significativa (Figura 2H), destaque para o mutante gib3, que, em contraste à menor 

altura, apresentou a maior  razão raiz/parte aérea. Esperar-se-ia, portanto, uma maior 

concentração de pigmentos fotossintéticos nessas plantas, fato esse não verificado, 

como notado pela semelhança no conteúdo de clorofilas por unidade de massa (Figuras 

8G, 8H e 8I), no entanto, se a expressão da concentração de clorofilas for por unidade 

de área, possivelmente haverá diferenças significativas, visto que houve variações na 

AFE. Interessantemente os genótipos e tratamentos que tiveram uma maior taxa 

fotossintética apresentaram também uma maior Rd (Figura 3B). Estes resultados são 

distintos dos encontrados em plantas de Arabidopsis thaliana submetidas a condições 

semelhantes (Ribeiro et al., 2012b). Registre-se, no entanto, que alguns estudos 

demonstraram que o incremento nos níveis de GAs fez reduzir de forma significativa as 

taxas fotossintéticas em Plantaro major (transagem), correlacionando positivamente 

com a redução nos conteúdos de clorofilas e carotenóides (Dijkstra et al., 1990). 

Interessantemente, em outro estudo com folhas e protoplastos isolados de soja (Glycine 

max) e fava (Vicia faba), verificou-se que a aplicação de GAs promoveu aumentos 

significativos da taxa fotossintética, sem contudo alterar a condutância estomática 

(Yuan & Xu, 2001). Esse aumentou foi provavelmente devido a um efeito bioquímico e 

não difusivo, uma vez que a aplicação de GA ocasionou um aumento na tradução e 

atividade da Rubisco, enzima-chave do processo carboxilativo, o que pode ter refletido 

na elevação da fotossíntese líquida. Alterações positivas na taxa fotossintética em 

plantas de tabaco que superexpressavam a enzima GA20ox, uma enzima da rota 

biossintética das GAs (Biemelt et al., 2004), também foram observadas. Neste trabalho, 

entretanto, as variações encontradas em AN parecem não estar associadas às limitações 

bioquímicas e nem enzimáticas, assim como impactos em Rd, visto que não foram 
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observadas mudanças nas atividades máximas de importantes enzimas do metabolismo 

fotossintético e respiratório (Tabela 1). Estes resultados são, no entanto, semelhantes 

aos observados em plantas de tomate em que a inibição do complexo 2-oxoglutarato 

desidrogenase, uma importante enzima do metabolismo respiratório, promoveu 

alterações nos níveis de GAs sem, contudo, afetar a atividade catalítica máxima de 

importantes enzimas envolvidas nesses processos (Araújo et al., 2012). É plausível 

sugerir, portanto, que o papel do metabolismo mitocondrial, associado ao crescimento, 

esteja diretamente associado com o suprimento de energia na forma de ATP, assim 

como de esqueletos de carbono, necessários para um eficiente metabolismo como um 

todo. Entretanto, para a comprovação desta hipótese estudos metabólicos futuros 

deverão ser realizados.  

A taxa de transporte de elétrons (ETR) (Figura 3G) assim como o rendimento 

quântico efetivo do PSII (Y(II)) (Figura 3H) apresentaram resultados semelhantes e 

consistentes aos observados para gs e AN (Figura 3). Adicionalmente, as grandes 

variações observadas em fotossíntese não foram acompanhadas por variações na razão 

Fv/Fm (Figura 3E). A razão Fv/Fm, uma medida muito útil e relativa do rendimento 

quântico fotoquímico máximo do PSII, esteve sempre próxima aos valores normalmente 

registrados para folhas não estressadas (em torno de 0,83) (Björkman & Demmig, 

1987). Assim, a manutenção dos valores de Fv/Fm (Figura 3E) associada as pequenas 

variações observadas no que diz respeito as enzimas e metabólitos associados ao 

sistema antioxidativo (Figura 9) sugerem que a alteração endógena moderada ou 

artificial nos níveis de GAs promoveu pouco, se algum, efeito estressante em plantas de 

tomate. As reduções nas concentrações de anteraxantina (Figura 8F), e principalmente, 

de zeaxantina (Figura 8E) em relação ao conteúdo de violaxantina (Figura 8C) indicam 

que esses pigmentos se interconvertem para promover a dissipação do excesso de 
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energia que atinge o PSII. Em adição, a zeaxantina também atuaria reduzindo a 

formação de oxigênio singleto (¹O2) e, consequentemente evitando o processo de 

peroxidação lipídica da membrana dos tilacóides (Jahns & Holzwarth, 2012). O ¹O2, 

juntamente com o peróxido de hidrogênio (H2O2), radical superóxido (O2
•-) e o radical 

hidroxila (HO•-) formando intermediários reativos de oxigênio (Scandalios, 1993; 

Mittler, 2002). Adicionalmente, as pequenas variações observadas no conteúdo de 

MDA (Figura 9A), produto este oriundo da peroxidação de lipídeos, assim como a 

atividade das enzimas superóxido dismutase (SOD) (Figura 9B) e da catalase (CAT) 

(Figura 9C) sugere que danos fotooxidativos não tenham ocorrido em função das 

oscilações nos teores de GAs. Registre-se que, de maneira geral, as plantas apresentam, 

até certo ponto, tolerância a essas EROs, promovidas pela ação de enzimas e/ou 

metabolitos (Mittler, 2002) como observado no presente trabalho.  

As características anatômicas das folhas podem influenciar sobremaneira os 

processos de trocas gasosas, assim como as suas propriedades ópticas (Carriello et al., 

2003). Nesse sentido, plantas tratadas com GAs apresentaram uma maior expansão 

foliar, culminando assim com uma maior AFE (Figura 2F), assim como uma menor 

espessura do limbo foliar (Figura 6G), maiores espaços intercelulares (Figura 6H) e, 

consequentemente uma maior transmitância (Figura 4C). Por outro lado, essa maior 

transmitância não teve relação direta com o conteúdo total de pigmentos, que não 

apresentaram grandes variações entre os tratamentos (Figura 8). Em contraste relações 

diretas entre maiores conteúdo de clorofila e maiores absortância foram previamente 

observadas (Sims & Gamon, 2002; Souza & Válio, 2003). Segundo (Carriello et al., 

2003) o conteúdo de pigmentos, juntamente com a espessura do limbo e o volume de 

espaços intercelulares, afeta diretamente essa propriedade da folha. Inversamente à 

transmitância, menores absortâncias (Figura 5A) foram encontradas, justificando, em 



86 

 

parte, as menores taxas fotossintéticas apresentadas por plantas WT e gib3 quando em 

presença de GAs (Figura 3A); uma possível explicação para este resultado seria a que 

plantas tratadas com GAs tiveram uma maior diluição de seus pigmentos em vista de 

uma maior área foliar em relação aos demais tratamentos. De forma geral, pequenas 

mudanças nos conteúdos de metabolitos em função das mudanças nos conteúdos de 

GAs impostas pelos diferentes tratamentos foram observadas. Considerando que o 

amido é uma forma transitória de armazenamento de carbono, que se acumula nas 

folhas durante o dia e é remobilizado para suportar o crescimento e metabolismo 

durante a noite (Smith & Stitt, 2007; Stitt & Zeeman, 2012) menores níveis de amido, 

mesmo em plantas com maiores taxas fotossintéticas, sugerem que alterações nos níveis 

de GAs ocasionem um desbalanço acentuado entre crescimento e metabolismo de 

carbono. O acúmulo de hexoses (glicose e frutose, Figuras 7C e 7D, respectivamente) 

foi elevado em plantas WT e gib3 tratadas com GAs cujas taxas fotossintéticas foram 

reduzidas e o crescimento acentuado. O oposto foi encontrado em plantas tratadas com 

o inibidor da biossíntese de GA, em que maiores taxas fotossintéticas não resultaram em 

maior crescimento em altura. Registre-se que o metabolismo do carbono (fotossíntese, 

catabolismo e alocação) são altamente regulados via feedback pela sinalização por 

açúcares. Em geral, as atividades da força fonte, tais como a fotossíntese, a mobilização 

de nutrientes e de exportação são positivamente reguladas sob condições de baixo 

conteúdo de açúcares, enquanto as atividades drenos como crescimento e 

armazenamento são superreguladas quando as fontes de carbono são abundantemente 

disponíveis (Paul & Foyer, 2001; Rolland et al., 2006). Outro destaque fica para o teor 

de fumarato que em plantas WT tratadas com GA isoladamente foi consideravelmente 

elevado. Assemelhando-se aos resultados apresentados, o acúmulo de fumarato em 

folhas foi previamente descrito como necessário para a rápida assimilação de nitrogênio 
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e crescimento, particularmente em condições em que o nitrogênio não é limitante 

(Pracharoenwattana et al., 2010). Nesse contexto, os elevados níveis de fumarato 

observados podem estar associados a uma maior assimilação e uso de nitrogênio, 

embora nenhuma variação tenha sido observada nos níveis de clorofilas e algumas no 

nível de aminoácidos. Dentre os nucleotídeos de piridina (Figura 11), foram observadas 

alterações em nos conteúdos de NADPH (Figura 10D), principalmente no tratamento 

contendo PBZ. A redução desse composto ocorre em nível da fase fotoquímica da 

fotossíntese e foi condizente com os valores encontrados em AN (Figura 3A). O mesmo 

pode ser utilizado no ciclo de Calvin-Benson durante a fase de redução do CO2 ou ser 

oxidado diretamente pelas oxidases alternativas presentes na membrana interna da 

mitocôndria, o que também corrobora os dados de maiores taxa respiratórias (Figura 

3B) aqui apresentados. Variações na razão NADP/NADPH demonstram que há um 

desbalanço no estado redox das plantas (Schippers et al., 2008), o que foi observado 

neste trabalho em função da variação do nível endógeno de GAs. Variações na razão 

NADP+/NADPH estão diretamente associadas com mudanças no estado fisiológicos das 

plantas (Rasmusson et al., 2008; Liu et al., 2009). Quando há incremento na razão 

NADP+/NADPH, ocorre uma indução de genes da fase de transição floral (Liu et al., 

2009), reduzindo assim o crescimento. No entanto, essa relação não foi observada nesse 

trabalho, uma vez que plantas tratadas com PBZ apresentaram menor crescimento e 

uma reduzida razão NADP+/NADPH. Saliente-se, portanto, que a transição do estado 

vegetativo para o reprodutivo não é influenciada apenas pela razão NADP+/NADPH, 

mas também por outros fatores tais como: fotoperíodo, idade da planta, rota autônoma e 

giberelina (Lee & Lee, 2010). Registre-se, também que a comunicação entre organelas 

pode ser realizada mediante essas alterações redox (Huner et al., 1998; Fernández & 
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Strand, 2008; Bräutigam et al., 2009) que poderia explicar, ao menos parcialmente, as 

variações metabólicas observadas. 

Em síntese, os resultados ora apresentados indicam que as variações endógenas e 

artificiais nos níveis de GA estiveram associadas a mudanças no crescimento. Essas 

mudanças, no entanto não estiveram diretamente associadas a alterações nas taxas 

fotossintéticas e respiratórias, que foram afetadas semelhantemente as alterações 

anatômicas. Registre-se que alterações nos níveis de GAs não estiveram associadas a 

limitações fotoquímicas conforme observados pela pouca ou nenhuma alteração na 

razão Fv/Fm. Também não foram observadas correlações entre maiores AN com 

conteúdo de pigmentos e a atividade máxima de algumas enzimas aqui avaliadas. 

Alterações metabólicas, principalmente em relação aos açúcares solúveis, e anatômicas 

também ocorreram de modo a promover incrementos nas taxas fotossintéticas. No 

entanto, essa maior assimilação de carbono não foi traduzida em acúmulo de biomassa. 

Plantas com maiores AN apresentaram uma maior taxa respiratória, assim como 

reduções no conteúdo de amido, sugerindo um desvio de energia para outras vias 

metabólicas, desacoplando assim, o metabolismo do carbono do crescimento. A 

ocorrência de estresse em função da manipulação dos níveis de GAs não foi observada, 

visto que alterações nos níveis de pigmentos fotoprotetores e no sistema antioxidante 

não foram encontradas. Não obstante, as informações obtidas neste trabalho não só 

confirmam alguns dos resultados encontrados no Capítulo I, com também os 

complementam, permitindo assim avanços significativos no entendimento no que 

tangem a manipulação desse hormônio. 
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3.6) Conclusões gerais e perspectivas 

A redução dos níveis de giberelina endógeno e/ou artificial afetou negativamente 

os parâmetros de crescimento de plantas de tomate. Contudo, essa redução não foi 

acompanhada de reduções nas taxas fotossintéticas. De modo curioso, plantas com 

menor crescimento apresentaram maiores taxas de assimilação de CO2. Em plantas com 

redução endógena de GAs, uma estreita relação entre maiores taxas de AN e Rd e 

reduções nos teores de amido foi observada. A grande produção de energia em forma de 

ATPs, contudo, não se traduziu em incorporação de matéria seca, sugerindo assim um 

desacoplamento do metabolismo do carbono e crescimento. Ademais essa redução do 

amido ocorreu concomitantemente a reduções de aminoácidos e elevação do teor de 
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proteína, caracterizando assim, um desbalanço entre metabolismo do carbono e do 

nitrogênio, com desvios de esqueletos de carbono para a possível manutenção de outras 

rotas metabólicas. Plantas com reduzido conteúdo de GAs apresentaram modificações 

anatômicas e morfológicas que, justificam ao menos em parte, a elevada AN. Ressalta-se 

que maior assimilação de CO2 ocorreu conjuntamente com maiores densidade e abertura 

estomática, assim como uma maior concentração de pigmentos, mesmo não sendo 

observadas alterações no conteúdo dos mesmos. Alterações endógenas e/ou artificiais 

promovem diversas mudanças no metabolismo, fisiologia e anatomia das plantas, no 

entanto, essas alterações parecem não ocasionar situações de estresse aparente, visto que 

pouca ou nenhuma alteração em Fv/Fm e no sistema antioxidativo foram encontradas. 

Registre-se que alterações os níveis de GAs tem levado a alterações na tolerância de 

diversas espécies vegetais a situações de estresse (e.g., salino, hídrico, etc.). 

Concomitantemente a essas informações, os resultados aqui apresentados sugerem que 

trabalhos futuros devam se concentrar na resposta de plantas com alterações nos 

níveis/sinalização por GAs a condições de estresse. O efeito da elevação da 

concentração de CO2 atmosféricos, por exemplo, tem sido estudada em planta de 

Arabidopsis associada a manipulação dos níveis de GAs tendo apresentado resultados 

expressivos tanto a nível metabólico quanto moleculares no que tange a regulação dos 

efeitos de GAs em plantas (Ribeiro et al., 2012a). Ademais, plantas de tomate com 

reduzido conteúdo de GAs apresentaram uma menor taxa transpiratória, tornando-se 

mais tolerante ao déficit hídrico (Nir et al., 2013). Assim, um melhor entendimento das 

relações entre fatores ambientais e sinalização hormonal torna-se uma valiosa 

ferramenta de previsão do comportamento de algumas espécies mediante as crescentes 

mudanças climáticas observadas.  

 


