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RESUMO

DOS SANTOS, Karla Gasparini. D.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, marco de
2017.Acédo de giberelinas no desenvolvimento do tomateiro associada a elevada
concentracdo deCO,. Orientador: Dimas Mendes Ribeiro. Coorientador: Agustin
Zsbgon

O aumento de didxido de carbono ($@a atmosfera durante as ultimas décadas
tem despertado crescente interesse na funcdo desse gas no crescimento e
desenvolvimento das plantas. Apesar da conhecida associagédo entre concentracao de
CO, elevada e o crescimento das plantas, seus efeitos na regulacdo do metabolismo
primario coordenado pelas giberelinas (GA) séo, ainda, pouco conhecidos. Neste
trabalho, procuramos compreender o papel da concentracdo delé€@da em
plantas de tomate com reduzido nivel de GA em diferentes estadios de crescimento.
Para isso planta mutanggb-1 e plantas tratadas com o inibidor da biossintese de
GAs, paclobutrazol (PAC) foram submetidas a concentracédo da@iente (400

umol CO, mol™ ar) e elevada (750 pmol CO, mol* ar) aos 21 e 35 dias apds a
germinacdo. A inibicdo do crescimento pelo reduzido nivel de GA foi revertida
quando as plantas foram submetidas a concentracéo gdel&@@@da aos 21 dias apos

a germinacao. O estimulo dae 0 aumento nos niveis de carboidratos contribuem
para o estimulo do crescimento sob concentracdo de eEWada mesmo sob
deficiéncia de GAs. A capacidade da concentracdo deel@ada em restaurar o
crescimento das plantas é um reflexo da flexibilidade metabdlica dessas plantas
diante de uma situacdo que estimule o crescimento. Contudo, este estimulo pode
estar restrito a uma fase do crescimento/desenvolvimento das plantas, visto que,
guando submetidas a concentracédo de €€vada aos 35 DAG, plantas controle e

com reduzido nivel de GAs ndo alteraram seu crescimento.
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ABSTRACT

DOS SANTOS, Karla Gasparini. D.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, march
2017.Action of gibberellins in tomato plants development associated with high
concentration of CO,. Adviser: Dimas Mendes RibeiroCo-adviser: Agustin
Zsbgon

The increase of carbon dioxide (g0n the atmosphere during the last decades has
aroused interest in the function of this gas in the growth and development of plants.
Despite the known association between Highy concentration and plant growth, its
effects on the regulation of primary metabolism coordinated by gibberellins (GA) are
still poorly understood. In this work, we aimed to understand the role of high
concentration of C@in tomato plants with reduceslA content at different stages of
growth. For this purposgib-1 mutant and plants treated with paclobutrazol (PAC),
GA biosynthesis inhibitor, were submitted either to ambi¢66 pmol CO2 mol™

ar) and to elevated (750 pmol CO2 mol™ ar) CQ at 21 and 35 days after germination
(DAG). Inhibition of growth by the low GA content was reverted by elevatéd
concentration at 21 DAG. The stimulation Afand the increase in carbohydrate
levels contribute to the growth in elevat€®, concentration, even under low GA
regime.The ability of the elevated GQ&oncentration to restore the plant growth is a
reflection of the metabolic flexibility in face of a situation that stimulates growth.
However, the growth stimulation is restricted to a stage of plant growth /
development, since plants with low GA content submitted to elevated concentration
of CO, at 35 DAG did not alter their growth.
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1 INTRODUCAO

O aumento da concentracdo atmosférica de didxido de carbond ¢61@
entre os principais fatores que tendem a influenciar as chamadas mudancgas
climéticas globe. A partir do periodo industrial até o ano de 2014, a concentragédo
atmosférica de COaumentou de 280 para 4ol mol e, dependendo de futuras
emissBes, a concentf@acpode exceder valores de 700 pumol mol?, a partir da
segunda metade do século XXI, provavelmente acompanhado por aumento de 3,7 a
4,8°C na temperatura (IPCC 2014).

A alteracdo na concentracdo atmosférica deg &€a processos biolégicos
fundamentais nas plantas e pode alterar o crescimento e a produtividade. De forma
geral, a concentracdo de ¢€levadaaumenta as taxas fotossintéticas, diminui a
fotorrespiracdo e consequentemente exerce um efeito positivo no crescimento,
acumulo de biomassa e na produtividade; tais efeitos sdo visualizados principalmente
em plantas C3 (Ainsworth e Rogers, 2007; Wu et al., 2007; Ainsworth, 2008;
Booker et al., 2009; Hoegy et al., 2010). Além disso, a reducdo na condutancia
estomatica ds;) sob concentracdo de G@levadaque poderia limitar a taxa de
fixacdo de CQ promove uma melhora na eficiéncia do uso da agua (Leakey et al.,
2009), beneficiando o crescimento, principalmente no contexto atual onde periodos
de seca tendem a se estender. Diante desses fatos, a concentracdeldeaGe
considerada um fator positivo para a produtividade agricola e com isso tem
despertado um crescente interesse sobre os mecanismos de regulacdo desse gas no
desenvolvimento das plantas.

O crescimento das plantas envolve divisdo e expansao celular (Vanhaeren et
al., 2016). A disponibilidade de carboidratos é um dos fatores capaz de modular

esses processos, no qual acucares exercem papel fundamental como molécula



sinalizadora e/ou metabdlito utilizado (Wang e Ruan, 2013). A concentracdo,de CO
elevada é percebida pelas plantas e exerce estimulo na divisdo e expansao celular
(Masle, 2000; Luomala et al., 2005; Taylor et al., 2005), e, 0 aumento na producao e
disponibilidade de carboidratos, pode estar relacionado a esses processos nest
condicdo. Sinais do ambiente como alteragdo na concentragcdo de COZ2, podem
modular as respostas de crescimento das plantas através de alteragcbes nas
concentracbes de fitohormbnios e dessa forma controlar a particdo de
fotoassimilados entre os tecidos dreno (Hartig e Beck, 2006). As alteragbes
hormonais ndo somente influenciam as respostas adaptativas ao ambiente, mas
também afetam o crescimento e desenvolvimento das plantas (Albacete et al., 2008).
O estimulo do crescimento das plantas promovido pelas giberelinas (GAs)
também envolve mudancgas na divisdo e expanséo celular (Richards et al., 2001). A
disponibilidade de carboidratos governa o metabolismo das GAs, assegurando que 0s
processos relacionados ao crescimento prossigam com niveis adequado de carbono
(Paparelli et al., 2013). Enquanto os efeitos gerais promovidos pelas GAs sao
conhecidos, o0 seu papel na determinacdo do crescimento sob concentracgo de CO
elevada ndo esta, ainda, bem caracterizado. A concentracdo fdelév@da
aumentou o conteado de GA e@inkgo bilobalL. (Li et al., 2002),Arabidopsis
thaliana (Teng et al., 2006¢ Populus(Liu et al., 2014). Apesar dos indicios da
atuacdo das GAs no crescimento das plantas expostas a concentracdg de CO
elevada, evidéncias recentes tém sugerido que o0 aumento no crescimento induzido
por alto CQ pode estar parcialmente desacoplado dos efeitos das GAs (Ribeiro et al.,
2012). Neste contexto, o paclobutrazol (PAC), um inibidor da biossintese das GAs,
promoveu uma reducdo de aproximadamente 50% na area foliar, massa fresca e

massa seca de plantas Alebidopsisthaliana mantidas sob concentracdo de,CO



ambiente, contudo os efeitos inibitérios do PAC foram completamente revertidos
guando as plantas foram mantidas sob concentragéo glel€@da (Ribeiro et al.,

2012). Foi também observado que nas condicbes experimentais de al@5CO

umol CO, mol™ ar), as mudancas na expressdo de genes relacionados as GAs foram
pouco expressivas quando comparadas a condicdo de concentracgoadeb@nte.

Esses resultados indicam que o efeito da concentragdo gaaC&escimento da

planta pode ser independente das mudancgas transcricionais de genes relacionados as
GAs e, que outros fatores podem contribuir para 0 aumento no crescimento (Ribeiro
et al., 2012).

A rota de biossintese e sinalizacdo das GAs tém sido intensivamente
estudadas erArabidopsis thaliangHedden e Phillips, 2000; Olszewski et al., 2002;
Yamaguchi, 2008; Hedden e Sponsel, 2015).e@caureno é produzido nos
plastideos, principalmente através da via do metileritritol fosfato. A conversédo do
entcaureno em GAs bioativas envolve sucessivas oxidagbes por mono-oxigenases
P450 e dioxigenases dependentes de 2-oxoglutarato (2-OG) (Hedden e Thomas,
2016) (Figura 1). O nivel de GAs bioativas € negativamente regulado pela GA2-
oxidase (Martin et al., 1999), que transcricionalmente é induzida por elevado nivel de
GAs (Thomas et al., 1999; Elliott et al., 2001). Além disso, o0s niveis de GAs podem
ser controlados via regulacéo negativa dos genes da biossintese, por exemplo, GA20-
oxidase e GA3-oxidase (Yamaguchi, 2008). Em adicdo aos mecanismos
homeostéaticos que controlam os niveis de GAs nas plantas, o metabolismo das GAs é
particularmente sensivel a fatores do ambiente e ao estadio de desenvolvimento das
plantas (Sun e Gubler, 2004; Fleet e Sun, 2005). Sinais do ambiente, tais como, luz e
temperatura regulam a expressdo de alguns genes envolvidos na biossintese e

sinalizacdo das GAs (Kamiya e Garcia-Martinez, 1999; Stavang et al., 2007)



consequentemente afetam o crescimento e desenvolvimento das plantas. As GAs
estimulam o crescimento vegetal ao induzir a degradacdo da proteina DELLA,
repressora do crescimento (Hedden e Thomas, 2016). A ligacdo entre GA e seu
receptor GID1 promove a associacado do receptor com a proteina DELLA, ocorrendo
a poliubiquitinagdo de DELLA via E3 ubiquitina-ligase SEE que
consequentemente leva a degradacao de DELLA via proteassomo 26S (Achard et al.,
2009). A proteina DELLA inibe o crescimento das plantas, de maneira geral, pela
reducdo da taxa de divisdo e expansao celular (Achard et al., 2009; Gonzalez et al.,

2012).

Plastideo

OpP
——

CPS
GGPP

Reticulo endoplasmatico

Citosol

Figura 1. Biossintese de GAs a partir da conversdao de geranilgeranil difosfato
(GGPP) aentcopalil-difosfato (CPP), indicando o compartimento celular. Em azul



as enzimas ent-copalil difosfato (CPS), ent-caureno sintase (KS), ent-caureno
oxidase (KO), acido ent-caurendico sintase (KAO), GA 13-oxidase (6GA1GA
20-oxidase (GA28x) e GA 3-oxidase (GAsk). Modificado de Hedden e Thomas
(2016).

Embora a disponibilidade de ferramentas gendomicas tenha auxiliado na
elucidacdo da funcéo fisioldgica de véarios genes regulados pelas GAs (Yamaguchi,
2008), estudos sobre o efeito das GAs no metabolismo energético e no crescimento
das plantas é, ainda, escasso. Apesar disso, alguns estudos tém gerado resultados
bastante interessantes. Jan et al. (2006) observaram que as GAs modulam a atividade
mitocondrial da piruvato desidrogenase por regular a expressao da piruvato
desidrogenase cinase 1 (PDK1), que subsequentemente controlaria o crescimento de
plantas de arroz. Tal fato levou os autores a sugerirem que as GAs afetariam o
metabolismo primério no ponto de entrada do ciclo do &cido tricarboxilico. Plantas
transgénicas dePopulus com ganho de funcdo de DELLA, apresentaram
metabolismo celular completamente distinto das plantas do tipo selvagem (Busov et
al., 2006). O aumento no crescimento radicular dessas plantas foi acompanhado por
mudancas no perfil metabdlico das raizes que indicou aumento na taxa respiratoria
nos mutantes com ganho de fungcédo de DELLA. Por outro lado, Ribeiro et al. (2012)
verificaram que os baixos niveis de GAs em planta&rdbidopsis thaliandratadas
com PAC foram capazes de desacoplar o crescimento da disponibilidade de carbono.
Uma andlise dos resultados descritos acima leva a uma visdo pontual de como as
GAs poderiam estar controlando o metabolismo e consequentemente o crescimento e
desenvolvimento das plantas, contudo, ainda existe uma grande lacuna sobre o papel
global das GAs na regulacdo desses processos. Ademais, apesar da conhecida

associagao entre concentragdo de €lBvada e o crescimento das plantas, as vias



regulatorias que conectam o controle hormonal do crescimento com a assimilacao de
carbono ainda sé@o pouco conhecidas e exploradas.

O mutantegib-1 em tomateiro apresenta reducao no contetudo de GAs devido
a mutacdo no lécugib-1 que codifica a enzimantcopalil difosfato sintase. A
utilizacdo de uma espécie de interesse agrondémico, com reduzido contetudo de GA,
pode ser uma ferramenta valiosa para abordar os possiveis mecanismos de associacao
entre GAs e concentracdo elevada de, @@avés de andlise do crescimento e
metabolismo dessas plantas. Diante do exposto, o presente trabalho objetivou (i)
analisar o efeito da concentracdo @6, elevada no metabolismo primario de
tomateiro Solanum lycopersicunh.. cv Moneymaker, pelo acompanhamento dos
niveis de metabolitos e do crescimento das plantas; (ii) investigar se o efeito da
concentracdo deCO, elevada na alocacdo e particdo de carboidratos e no
crescimento é resultado, ou € fortemente modulado por reducéo no contetdo de GAs,
(i) investigar se o efeito da concentracdo de, @@vada na anatomia da folha &
modulado pelo conteido de GAs e (iv) avaliar o efeito da concentracdo de CO
elevada em diferentes estadios de crescimento das plantas de tomate (21 e 35 dias
apos a germinacao). Para isso, tomateiro da cultivar Moneymaker (denominadas de
selvagem-WT- neste trabalho como referéncia a planta controle), mudgine e
plantas tratadas com o inibidor da biossintese de GAs, paclobutrazol (PAC) foram
cultivadas em concentracdo ambiente (400 u@® mol™* ar) e elevada d€O,
(750 pmolCO, mol™ ar). Os parametros morfolégicos, trocas gasosas, caracteristicas

anatdémicas bem como o perfil metabdlico foram avaliados.



2 MATERIAL E METODOS
2.1 Material vegetal e condicao de cultivo

Sementes do tomatei®olanum lycopersicur. cv Moneymakee sementes
do mutantegib-1 (gentiimente fornecidas por M. Koornneef, Max Planck Institute
for Plant Breeding Research, Cologne, Germany) foram escarificadas por leve
friccdo entre duas lixad’agua n° 150. ApOs escarificacdo, as sementes foram
tratadas com solucdo de hipoclorito de sédio 0,5% (v/v) por 10 minutos, e lavadas
extensivamente com agua destilada. Em seguida, as sementes foram secas com papel
absorvente e transferidas para placas de Petri (15 cm de diametro), contendo, ao
fundo, duas camadas de papel de filtro Whatman n° 1 e 15 mL de agua déSstilada.
germinacdo das sementes foi conduzida em camara de crescimento noite/dia (tipo
BOD, Forma Scientific, Inc, Ohio, EUA), sob fotoperiodo de 12/ 12 horas
(dia/noite), temperatura 25/ 4B (dia/noite), umidade relativa 655t% e intensidade
de luz durante o periodo luminoso de 100 umol fotons m? s*. Apés sete dias, as
plantulas foram transferidas para vasos de plastico de 3,5 L contendo substrato
comercial e receberam adubacao de 5 g de N-P-K (4-14-8), por vaso. Os vasos foram
mantidos em casde vegetacdo, na Universidade Federal de Vigosa (20° 45°S, 42°
15°W), Vicosa, Minas Gerais. A irrigagdo foi realizada diariamente até a drenagem,
para manutencéo da umidade do substrato dos vasos.

Para o experimento utilizando PAC, as sementesS dgcopersicumcv
Moneymaker foram germinadas e cultivadas nas mesmas condigbes descritas
anteriormente. Dois dias antes de serem submetidas ao tratamento com
suplementacdo em G20 mL de agua destilada (controle) ou 20 mL de suspensao
de PAC (1 mM) foram distribuidos na superficie do substrato com auxilio de uma

pipeta.



Os vasos contendo as plantas foram transferidas para camaras de topo aberto
(1,6 m diametro e 1,8 m altura) montadas em casa de vegetacdo e suplementadas
com CQ & concentracéo d®0 pmol CO, mol™ ar (ambiente) 50 pmol CO, mol™*
ar (elevada). A transferéncia para as camaras ocorreu em duas idades diferentes das
plantas, aos 21 e 35 dias ap0s a germinacao (DAG), com permanéncia de 21 dias sob

suplementacdo com GQFigura 2).

(A)
21dias 400umol CO, mol?
» —>
WT
gib-1
PAC
750umol CO, mol?
(B)
400umol CO, mol?
35dias
» —>
WT
gib-1
PAC

750umol CO, mol*

Figura 2.Esquema de conducéo dos experimentos desde 0 semeio das sementes até a
transferéncia para as camaras de.@8) Suplementacdo em G@os 21 dias apoés a
germinacao; (B) Suplementagdo em,@0s 35 apds a germinacdo. WT refere-se as
plantas do tipo selvagergib-1 ao mutante com extrema deficiéncia na biossintese

de GAs e PAC as plantas tratadas com paclobutrazol, um inibidor da biossintese de
GAs.



2.2 Quantificacdo de parametros morfolégicos

A altura das plantas foi tomada a cada dois dias fazendo a medicdo do nivel
do solo até o né apical superior. Ao final do experimento (21 dias com
suplementacdo com G@m camaras de topo aberto), as plantas foram coletadas e
divididas em caule, folhas e raizes. A area foliar total foi determinada usando
medidor de area foliar (Li-Cor Model 3100 Area Meter, Lincoln, NE, USA). O
namero de folhas foi contabilizado e as raizes foram lavadas com agua sobre uma
peneira com malha de 0,5 mm. Os tecidos vegetais foram colocados em estufa de
circulacao forcada a 70°C, até atingirem massa constante; e posteriormente pesados.
A partir da massa seca dos 6rgédos foi calculada a biomassa total, fracdo de massa
caulinar (FMC) (g de massa seca caulinardg biomassa seca total), fracdo de
massa foliar (FMF) (g de massa séokar g* de biomassa seca total) e fracdo de
massa radicular (FMR) (g de massa seca radicutadey biomassa seca total).
Também foi calculada a taxa de crescimento relativo (TCR) e area foliar especifica

(AFE), conforme Hunt (1982).

2.3 Avaliacdo das caracteristicas anatémicas da folha

O estudo anatémico foi realizado em plantas do tipo selvagem e mutantes
gib-1 submetidas a suplementacdo com,G@m 21 DAG. As caracteristicas
anatdmicas foram avaliadas com base na espessura da lamina foliar, parénquima
palicadico, parénquima lacunoso e epiderme abaxial e adaxial.

Discos foliares foram retirados da porcdo mediana da terceira folha e fixados
com FAA50 (Formaldeido, Acido acético glacial e Alcool 50%) durante 48 horas e
entdo estocados em etanol 70% (Johansen, 1940). Em seguida, o material vegetal foi

incluido em metacrilato (Historesin-Leica), segundo as recomendac¢des do fabricante.



O material foi seccionado transversalmente em micrétomo rotativo de avanco
automatico (modelo RM2155, Leica microsystems Inc., Deerfield, USA) com 5um
de espessura, corado com azul de toluidina, pH 4,0, por 10 minutos (O'Brien et al.,
1964) para metacromasia e montado sob laminula com resina sintética (Permount®).
As imagens da analise estrutural foram obtidas em microscépio de luz (modelo AX-
70 TRF, Olympus Optical, Tokyo, Japan) acoplado a camera fotografica digital
(modelo Zeiss AxioCam HRc, Goéttinger, Germany) e microcomputador com o

programa de captura de imagens Axion Vision.

2.4 Trocas gasosas

A taxa de assimilacdo liquida de carboi), condutancia estomaticas),
concentracdo subestomatica de,d0O,), e os parametros de fluorescéncia foram
medidos entre 8:00-12:00 horas, utilizando para isso um analisador de gases a
infravermelho (Li 6408T, Li-Cor, Lincoln, USA), com fluorébmetro acoplado (Li-
6400-40; Li-Cor Inc.). As medicdbes foram realizadas sob radiacdo
fotossinteticamente ativa equivalente & do ambiente (500 pmol f6ténsime
pressdo parcial de GQle 40 Pa. A concentracdo de £d& referéncia foi de 400
pumol CQ mol* ar para as plantas em concentracdo de @ibiente e 750 pmol
CO, mol* ar para plantas sob concentracdo de, @®@vada. As folhas foram
aclimatadas a luz actinica (1000 pmol fétonsst) durante 60 s, a fim de se obter a
fluorescéncia transientd-d), seguida por um pulso de luz saturante (8000 pmol
fotons nm? s*, 0,8 s) para estimar a fluorescéncia méaxima afy} €, por Gltimo,
um pulso de luz vermelho-distante foi aplicado para obtencdo da fluorescéncia
minima apos aclimatacdo a luz actinicg).(A eficiéncia fotoquimica maxima do

fotossistema 1l (FSII) foi estimada a partir da razéo entre a fluorescéncia variavel e a
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fluorescéncia maximeg,/Fn, = (Fw/Fo)/Fm (Lima et al., 2002). O rendimento quantico
efetivo foi determinado com@PSII=Fm' — Fs)/Fm' de acordo com Genty et al.
(1989). A taxa de transporte de elétrons (EBHRectron transport rate foi entdo
calculada a partir da equacdo EIFPSII¥BxaxRFA, onde B reflete o
particionamento dos pacotes de energia entre os fotossidterfiao a absorbancia
da folha e RFA a radiac&o fotossinteticamente ativa (Genty et al., 1989).

A respiracdo no escuro gR foi quantificada utilizando-se o0 mesmo
equipamento utilizado para medir os parametros descritos acima, com adaptacado das
folhas no escuro por no minimo 2 hora apés o término do periodo de luz. Em posse
de R, os valores de respiracéo no clare)(Rram estimados de acordo com (Lloyd
et al., 1995) onde |R=[0.5 — 0.05In(RFA)]{Rp. A taxa de fotorrespiracéo grdas
plantas foi estimada através da equaRael/12[ETR - 4(A+R )] de acordo com
(Valentini et al., 1995).

A determinacdo das trocas gasosas e dos parametros de fluorescéncia foi
realizada em 10 plantas para cada tratamento, utilizando terceira e/ou quarta folha
totalmente expandidas, contadas a partir do apice. As medidas foram efetuadas sob
umidade relativa 50-60 % e temperatura 26-31 °C, correspondente ao topo das
camaras.

As respostas dé\ a concentracdo interna de £Qcurva A/C;)) foram
determinadas com um analisador de gases a infravermelho (LK®4Q0-cor,
Lincoln, USA), a 25 °C, sob 1000 pmol (fétonsy m* (valor saturante, mas nao
fotoinibitorio), variando-se a pressao parcial de,C@e 5 a 200 Pa (Long e
Bernacchi 2003; Flexas et al. 2007). A partir dessas curvas foram calculadas a taxa

maxima de carboxilacdo dRubisco (Vcmay € a taxa de carboxilagdo maxima
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limitada pelo transporte de elétronk.{), conforme descritos em (Sharkey et al.,

2007).

2.5 Andlises bioquimicas

Amostras da regido mediana do caule, terceira felltlas raizes foram
coletadas no meio do periodo de luz, rapidamente congeladas em nitrogénio liquido e
armazenadas a -80 °C, até a analise. Aproximadamente 30mg do material liofilizado
foi utilizado para extracdo seriada em etanol 98, 80 e 50%. A fracdo soluvel em
etanol foi utilizado para a quantificacdo de glicose, frutose, sacarose, aminoacidos e
nitrato. Na fracdo insolavel, determinaram-se os niveis de amido e proteina total.

Glicose, frutose e sacarose foram determinadas por ensaio de substrato
enzimatico continuo como descrito por Fernie et al. (2001). A quantificacdo desses
acucares foi realizada de forma indireta a partir da absorbancia de NADPH, formado
a medida que as enzimas glicose-6-fosfao desidrogenase (G6FDH), hexocinase,
fosfoglicoisomerase (PGI) e invertase foram adicionadas a reacdo. A quantificacédo
foi realizada em leitor de microplacas (Molecular Devices Sunny Valle, EUA), a 340
nm durante o tempo necessario para que se atingisse a estabilizacdo apés adicao de
cada enzima.

O nivel de aminoécidos totais foi determinado segundo Gibon et al. (2004).
Cada reacéo foi composta por 2b de extrato etandlico (diluido 1:10), 25 uL de
tampéo citrato (acido citrico/ citrato de sédio 1 M, 0,2% de acido ascorbico, pH 5,2)
e 100 pL de ninhidrina 1% (m/v) em etanol 70%. As reagdes foram incubadas a 95°C
por 20 minutos em ambiente sem luz e apds esse periodo foi feita a leitura da placa a
570 nm. Para a determinacédo de aminoacidos totais foi feita uma curva de calibracao

utilizando diferentes aminoacidos como padréao.
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A guantificacdo de nitrato foi feita seguindo os procedimentos descrito por
Fritz et al. (2006). A reacdo enzimatica foi iniciada pela adicdo de uma aliquota de 5
puL do extrato etandlico em um volume de reacdo de 150 pL, constituido de tampé&o
fosfato de potéassio, 0,1 mM (pH 7,5); NADPH 0,25 mM; e nitrato redutase 0,005 U .
Depois de 30 minutos de incubacdo a temperatura ambiente, 20 pL de fenazina
metanosulfato (5 mM) foram adicionados a reacéo e as microplacas foram incubadas,
por mais 10 minutos no escuro. Em seguida foram adicionados a reacdo 30 uL de
sulfamilamida (2 % m/v) dissolvida emzPO, (2 mM) e 30 pL deN-(1-natftil)-
etilenodiamino dihidroclorito (0,04 % m/v). Visto que o nitrato é quantificado com
base no nitrito formado através da enzima nitrato redutase, duas reacdes diferentes
foram feitas, uma com a adicdo da enzima e outra sem a mesma. Através da
diferenca entre a absorbancia das duas reacdes a quantidade de nitrato foi estimada.
As leituras de absorbéancia foram feitas a em leitor de microplacas (Molecular
Devices Sunny Valle, EUA) a 540 nm e a quantificacdo do nitrato baseada em curva
padrdo construida com diferentes concentragcfes de nitrato.

O conteudo de proteinas soluveis foi determinado de acordo com a
metodologia de Bradford (1976) com modificacbes (Gibon et al., 2004). A
concentracdo das proteinas presentes nas amostras foi determinada através da curva
padréo realizada com diferentes concentragdes de albumina soro-bovina (BSA). A
quantificacdo foi realizada em leitor de microplacas (Molecular Devices Sunny
Valle, EUA), a 595 nm.

A quantificagdo de amido foi realizada de acordo com Fernie et al. (2001)
partir do precipitado ressuspendido com KOH M 1Para esse processo, 70uL de
acido acético 1 M (-20°C) foram adicionados a solu¢cdo de KOH para neutralizar a

mesma. Um volume de 4. da solugdo neutralizada foi submetida a degradagao do
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amido pela adigdo das enzimas amiloglucosidase e a-amilase solubilizadas em
tampéo acetato 50 mM, pH 4,9, e incubadas a 55°C, por 60 minutos. Apds a
incubacdo as amostras foram centrifugadas por 10 minutos e o sobrenadante utilizado
para determinacao da glicose resultante da degradacdo do amido. A quantificacdo da
glicose foi realizada de forma indireta levando em consideracdo a quantidade de
NADPH produzido apos a adicdo de cada enzima.

Para quantificacdo de clorofila, aproximadamente 25 mg de caule e folhas
frescas foram maceradas e em seguida adicionou-se acetona 80% com um pouco de
carbonato de calcio (aproximadamente 1%), para prevenir atividade das clorofilases.
O material foi homegenizado em vortex e deixado em repouso por 14 horas em
ambiente escuro e baixa temperatura. Posteriormente foi realizada uma centrifugacéo
a 10.000g por 10 minutos. A partir do sobrenadante resultante foram estimados os
conteudos de clorofila. Para isso retirou-sep25do extrato acetonico ¢ a ele
adicionou-se 1251 de acetona 80%. As leituras de absorbancia foram realizadas em
leitor de microplacas (Molecular Devices Sunny Valle, EUA), a 663,2 nm para
clorofila a e 646,8 nm para clorofile, como descrito por Lichtenthaler (1987), em
que:

Ca=12,25 A632— 2,79 Poss s
Cp = 21,50 Asses— 5,10 Ase3.2

Catb = 7,15 Asez ot 18.71 Auses

2.6 Perfil metabolico
Para determinacéo do perfil metabdlico foram utilizados os procedimentos
descritos por Lisec et al. (2006). Aproximadamente 30 mg das amostras liofilizadas

foram colocadas em tubos de 2 mL de capacidade e extraida em 750 pL de metanol
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contendo 30 pL de ribitol (0,2 mg rif). Apés agitacdo vigorosa em vértex por 10 s,

as amostras foram incubadas a 70 °C sob agitacdo (1000 g), por 15 min. Decorrido
esse tempo, as amostras passaram por centrifugacédo agl400d0 min, a 4°C. O
sobrenadante (500 uL) foi transferido para um novo tubo e a ele adicionado 750uL

de cloroférmio (-20°C). As amostras foram agitadas em vortex por 10 segundos e
posteriormente centrifugadas a 4@f)Qoor 15 min, a 4°C. A camada superior (fase
polar) foi recolhida em aliquotas de 100 pL e transferida para um novo tubo. Em
seguida, as amostras foram secasspaed-vasem aquecimento e armazenadas a -
80°C. Para o processo de derivatizagdo das amostras, adistodOul de
hidrocloreto de metoxiamina diluidos em pirimidina (20 mg/mL) e agitou-se a 1000
g, por 2 h, a 37°C. Apds esse tempo, foi adicionado 70 pL de MTSFA (NMnetil-
(trimetilsilil)- trifluoracetamida) e padrbes de ésteres metilicos de acidos graxos
(FAMESs) as amostras, do qual foi submetida a agitacdo degl@o® 30 minutos, a

37°C. As amostras foram transferidas para frascos de vidro e analisadas por
cromatografia com fase gasosa acoplada a espectrbmetro de @@dskl); Os
cromatogramas e 0s espectros de massa gerados foram analisados utilizando o
software TAGFINDER (Luedemann et al. 2008), a identificacdo e a anotacdo dos

dados apresentados foram realizadas como descrito por Lisec et al. (2006).

2.7 Quantificacao de nutrientes foliaes

Amostras de folhas foram secas em estufa de circulacéo forcada a 65°C, até
atingirem peso constante. Posteriormente, as folhas foram trituradas em moinho do
tipo Willey (CINELAB CE-430; 8 laminas, 1725 rpm, peneira de 20 mesh). Para

quantificacdo de P, K, Ca, Mg, S, Cu, Fe, Mn e Zn as amostras foram submetidas a
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digestao nitro-perclorica (65% e 70%), seguido de analise em um espectrofotdmetro

de emisséao otica em plasma induzido (ICP-OES, Perkin Elmer Optima 3000 DV).

2.8 Delineamento experimental e analise estatistica

Os experimentos foram conduzidos seguindo o delineamento experimental
inteiramente casualizado (DIC). A unidade experimental dos experimentos de analise
de metabolitos foi composta por 30 mg de material vegetal, por reacdo, com seis
repeticbes, por tratamento. Para os experimentos relacionados ao crescimento, a
unidade experimental foi composta por dez repeticdes. Os dados foram submetidos a
analise de variancia (P<0.05) e as diferencas entre as médias foram examinadas pelo
testet em nivel de 5% de probabilidade. Todas as analises estatisticas foram
analisadas utilizando o software SPSS (Statistical Package for the Social Science,

Inc., Chicago, IL, USA).

3 RESULTADOS

3.1 Efeito da concentracdo de CQ elevada em tomateiro deficiente em
giberelinas
3.1.1 Concentracdo de G@levada modifica o crescimento do tomateiro deficiente
na producéo de giberelinas

O mutantegib-1, extremamente deficientes na biossintese de GAs, apresentou
reducéo significativa no acimulo de biomassa (78%) e comprimento do caule (77%)
em relacdo as plantas do tipo selvagem sob concentracdo,den®@nte (Figura
3A, B). As variaveis do crescimento FMC, éarea foliar, FMF, AFE e TCR
apresentaram reducao de aproximadamente 52, 89, 22, 39 e 53%, respectivamente,

no mutantegib-1 em relacdo as plantas do tipo selvagem cultivadas sob concentracéo
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de CQ ambiente (Figura 3C-G). Em adicdo, a FMiRresentou um aumento
significativo apenas no mutanggb-1 mantidas sob concentracédo de J@&Mbiente
(Figura 3H).

Nas plantas do tipo selvagem cultivadas sob concentracao delév@da foi
observado um aumento significativo na biomassa total (40%), comprimento do caule
(49%) e FMC (29%), quando comparado as plantas do tipo selvagem mantidas sob
concentracdo de GCambiente (Figura 3A-C). O cultivo do mutangédb-1 em
concentracdo de CCelevada reverteu a maioria dos parametros de crescimento
avaliados. As plantas mutantes cultivadas sob concentracédo gdelé€@da néo
apresentaram diferencas na biomassa total, area foliar, FMF, AFE, TCR e FMR,
guando comparado com as plantas do tipo selvagem sob concentracdg de CO
ambiente (Figura 3A-H). Excecdo a essas variaveis de crescimento, os valores de
comprimento do caule e FMC foram ainda inferiores no mutgittel sob
concentracdo de GCelevada, quando comparado com as plantas do tipo selvagem
mantidas sob concentracédo de@@biente (Figura 3B, C). Entretanto, foi possivel
observar um aumento expressivo no comprimento dos entrends no ngitahte
cultivado sob concentracdo de £6evada em relacdo ao mutante mantido sob
concentracdo de GGambiente. Em adicdo, a FMR das plantas mutante cultivadas
sob concentracdo de @@levada foi reduzida em relacdo as plantas mutantes sob
concentracdo de GCGambiente (Figura 3H). Cabe ainda salientar que nao houve
alteracdo no numero de folhas entre o mutgitiel e as plantas do tipo selvagem

tanto sob concentragéo de £8nbiente quanto elevada (Figura 3l).
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B). Entretanto, os efeitos da redugdo dos niveis de GAs na anatomia foliar do
mutantegib-1 foram revertidos quando as plantas foram cultivadas sob concentracéo
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de CQelevada (Figura 4C, D). O aumento na espessura foliar total (35%) observada
no mutantegib-1 sob concentracdo de g@@mbiente (Figura 5A) foi promovido pelo
aumento na espessura do parénquima palicadico (18%) e lacunoso (62%) (Figura 5B,
C). O aumento mais expressivo ha espessura do parénquima lacunoso refletiu na
reducdo da raz&o entre parénquima palicadico e lacunoso (PP:PL) no mutante sob
concentracdo de G@mbiente, quando comparado com as plantas do tipo selvage
sob a mesma condicdo (Figura 5D). A deficiéncia de GAs no mutante nao refletiu em
alteracdo na espessura da epiderme da face adaxial e abaxial sob concentracdo de
CO, ambiente (Figura 5E, F). Exceto a espessura da epiderme abaxial que sofreu
uma leve reducéo, todos os outros parametros foliares avaliados foram revertidos sob
concentracdo de GCelevada, quando comparado com as plantas do tipo selvagem
sob concentracdo de @@mbiente (Figura 5A-F). Esses resultados sugerem um
papel comum das GAs e da concentracdo de €€yada em regular o arranjo e

espessura das células do mesofilo foliar em plantas de tomate.
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Figura 4. Efeito da deficiéncia de GAs na anatomia foliar do tomateiro sob
concentragdo ambiente (400 pmol CO, mol* ar) e elevada de G®750 pmol CO;

mol™ ar). Seccéo de folha de plantas do tipo selvagem sob concentracdg de CO
ambiente (A). Seccao de folha do mutagite 1 sob concentracdo de @@mbiente

(B). Seccéao de folha de plantas do tipo selvagem sob concentracdg éeda

(C). Seccéao de folha do mutargié-1 sob concentracdo de ¢@levada (D). ES,
epiderme superior; PP, parénquima palicadico; PL, parénquima lacunoso; ei,
epiderme inferior. Barras: 1Q0n.

3.1.3 Concentracdo de GCelevada modifica os parametros fotossintéticos em
resposta as giberelinas

Em condicdo de Cfambiente, foi possivel verificar que no mutagie-1
ocorreu reducdo na fotossinted® (45%), respiracdo noturna gR(52%), taxa
maxima de carboxilacdo da Rubisco.{}) (45%), taxa de carboxilagdo maxima
limitada pelo transporte de elétrong4y (37%), fotorrespiracéo @R (41%) e taxa
de transporte de elétrons (ETR) (44%), em relacdo as plantas do tipo selvagem sob

concentracdo d€0O, ambiente (Figura 6A-F). Ademais, a concentracao interna de
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CO, (C) permaneceu estavel tanto em plantas do tipo selvagem e mutante cultivadas

sob concentracdo de G@mbiente (Figura 6G).
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Figura 5. Parametros anatdmicos da folha do tomateiro tipo selvagem e rgitante

1 sob concentragdo ambiente (400 pmol CO, mol* ar) e elevada de G@750 pmol

CO, mol* ar). Espessura foliar total (A). Espessura parénquima palicadico (B).
Espessura parénquima lacunoso (C). Razao entre parénquima palicadico e lacunoso
(D). Espessura epiderme adaxial (E). Espessura epiderme abaxial (F). Médias
indicadas por asterisco diferem estatisticamente do controle (planta do tipo selvagem
cultivada sob concentracdo de L&@nbiente), em nivel de 5 % pelo testdédias

de 6 repeticdes + erro da média.

Em concentragédo de G@levada, foi observada um aumento significativo na
A, Rp e G tanto em plantas do tipo selvagem e mutailtel (Figura 6A, B, G).
Claramente, houve uma reducao significativd/ga Rr € ETRnas plantas do tipo
selvagem e mutanigb-1 sob concentracdo de g€levada (Figura 6C, E, F)mak

permaneceu estavel tanto em plantas do tipo selvagem e msghntencentracao
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de CQ elevada, em relacdo as plantas do tipo selvagem sob concentracde de CO

ambiente (Figura 6D). Plantas de tomate do tipo selvagem e mugjianiendo

apresentaram alteracfes significativas na condutancia estomajiceani@ sob

concentracdo de GCGambiente e elevada (Figura 6H). A razadF, permaneceu

constante nas plantas do tipo selvagem e mutante em ambas concentracégs de CO

utilizadas (Figura 61).
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Figura 6. Trocas gasosas e fluorescéncia do tomateiro tipo selvagem e gibtdnte
sob concentragio ambiente (400 umol CO, mol™* ar) e elevada de G@750 pmol

CO, mol* ar). Taxa de assimilacdo liquida de carbono (A). Respiracdo noturna (B).

Taxa méaxima de carboxilagdo da Rubisco (C). Taxa de carboxilag

a0 maxima

limitada pelo transporte de elétrons (D). Fotorrespiracao (E). Taxa de transporte de
elétrons (F). Concentracdo interna de ,CO@). Condutancia estomatica (H).
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Eficiéncia fotoquimica maxima do fotossistema Il (1). Médias indicadas por asterisco
diferem estatisticamente do controle (planta do tipo selvagem cultivada sob
concentracdo de GOambiente), em nivel de 5 % pelo testeMédias de 10
repeticdes + erro da média.

3.1.4 Efeito da concentracdo de £€evada no metabolismo primario do tomateiro
em resposta as giberelinas

Nas folhas, o maior nivel de nitrato ocorreu nas plantas mutgitieks
cultivadas sob C@ambiente (Figura 7A). Por outro lado, os niveis de aminoécidos e
proteinas foram reduzidos nas folhas do mutgifitel mantido sob concentracédo de
CO, ambiente, quando comparado com as plantas do tipo selvagem sob a mesma
condicao (Figura 7B, C). Sob concentracdo de €€vada, os niveis de nitrato e de
aminoacidos totais permaneceram estaveis nas folhas das plantas do tipo selvagem e
mutantegib-1, em comparacdo com os das plantas do tipo selvagem que cresceram
sobCO, ambiente (Figura 7A, B). Entretanto, os niveis de proteina foram reduzidos
nas folhas das plantas do tipo selvagem e muihté sob concentracdo de0,
elevada (Figura 7C). A reducao no contetado de GAs no mug#miecultivado sob
concentracdo de G@mbiente foi acompanhada por aumento no nivel de clorofila
total (Figura 7D). A exposi¢cdo a concentracdo de €évada restaurou o contetdo
de clorofila total das folhas do mutante, apresentando valores proximos ao das
plantas do tipo selvagem sob concentracéo deafiDiente (Figura 7D).

O nivel de nitrato no caule ndo foi significativamente afetado pelo nivel de
GAs em plantas cultivadas sob concentragéo dea@Diente e elevada (Figura 7E).
Entretanto, a reducdo na biossintese das GAs no mutante foi acompanhada de
aumento nos niveis de aminoacidos, proteinas e clorofila no caule da planta mutante
sob concentracdo de G@mbiente (Figura 7F-H). A concentracédo de,@@vada

restaurou o nivel de aminoacidos totais no caule do mutante (Figura 7F), mas néo foi
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capaz de restaurar o nivel de proteinas; que permaneceu superior ao das plantas do
tipo selvagem sob concentracdo de,@Mbiente (Figura 7G). Sob concentracédo de
CO; elevada, foi observada uma reducéo nos niveis de clorofila no caule das plantas
do tipo selvagem, em comparacao as plantas que cresceram sob concentragdo de CO
ambiente. No entanto, o nivel de clorofila permaneceu estavel no caule da planta
mutante sob concentracdo de ffevada, em comparacdo com os das plantas do
tipo selvagem sob concentracao®, ambiente (Figura 7H).

Nas raizes, o nivel de nitrato permaneceu constante nas plantas do tipo
selvagem e mutantgb-1 sob concentracdo de g@mbiente ou elevada (Figura 71).
Sob concentracdo de @@mbiente, o nivel de aminoacidos aumentou nas raizes das
plantas mutante, quando comparado com as plantas do tipo selvagem sob a mesma
condicdo deCQO,. Por outro lado, o nivel de aminoacidos se manteve estavel nas
raizes das plantas do tipo selvagem e mutante sob concentracido édez@a
(Figura 7J). Além disso, o nivel de proteina manteve-se inalterado nas raizes do
mutante em relacdo as plantas do tipo selvagem cultivadas sob concentracao de CO
ambiente. Entretanto, a concentracdo de, @@vada promoveu um aumento
acentuado no nivel de proteina tanto nas raizes das plantas do tipo selvagem e

mutante (Figura 7K).
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Figura 7. Nivel de nitrato, aminoacidos, proteinas e clorofilas do tomateiro tipo
selvagem e mutantgib-1 sob concentracio ambiente (400 pmol CO, mol* ar) e
elevada de CE(750 pmol CO, mol™ ar). Nitrato (A), aminoacidos (B), proteina (C)

e clorofila total (D) em folha. Nitrato (E), aminoacidos (F), proteina (G) e clorofila
total (H) em caule. Nitrato (I), aminoacidos (J) e proteina (K) em raiz. Médias
indicadas por asterisco diferem estatisticamente do controle (planta do tipo selvagem
cultivada sob concentracédo de L&nbiente), em nivel de 5 % pelo testdedias

de 6 repeti¢cdes * erro da média.

Os niveis de acucares (glicose, frutose e sacarose) e amido foram alterados

quando levado em consideracdo os niveis de GAs e a concentragdo, desCO
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orgaos avaliados (Figura 8). Nas folhas dos mutagited houve uma reducao
significativa dos niveis de glicose (60%), frutose (77%), sacarose (94%) e amido
(58%) sob concentracdo de £@mbiente, em relacdo as plantas do tipo selvagem
sob a mesma condi¢do de gBigura 8A-D). Sob concentracdo de £€devada, 0s

niveis de glicose e sacarose na folha do mutante foram restaurados, ndo apresentando
diferenca significativa quando comparados as plantas do tipo selvagem sob
concentracdo de GQambiente (Figura 8A, C). Ja os niveis de frutose e amido
tiveram um incremento de 37% e 25%, respectivamente, na folha das plantas do
mutante sob concentracdo de ffevada (Figura 8B, D). A elevada concentracdo

de CQ aumentou significativamente o contetdo de amido foliar (36%) das plantas
tipo selvagem, mas néo influenciou o contetdo de glicose, frutose e sacarose (Figura
8A-D).

O nivel de glicose reduziu em 52% no caule das plantas mutante cultivadas
sob concentracdo de G@mbiente, em comparacdo com as plantas do tipo selvagem
sob a mesma condicdo de £@Figura 8E). Em contraste, os niveis de frutose,
sacarose e amido foram 1,4, 2,4 e 9,7 vezes maior no caule das plantas do mutante
em relacdo as plantas do tipo selvagem sob concentracaodar®{@nte (Figura
8F-H). Sob concentracdo de £€evada, os niveis de glicose, sacarose e amido nao
foram afetados no caule das plantas do tipo selvagem, ja o conteltdo de frutose
aumentou 37% em relacdo as plantas tipo selvagem em concentracao, de CO
ambiente (Figura 8HE). Plantas mutantes cultivadas sob concentragédo de CO
elevada tiveram reducdo de 25% no nivel de glicose caulinar em relagdo as plantas
tipo selvagem em concentracdo de,@&mbiente, enquanto os niveis de frutose e

amido tiveram aumento significativo de 90% e 185%, respectivamente (Figura 8 E,
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F, H). Assim como nas plantas tipo selvagem, o nivel de sacarose nao foi afetado no
caule das plantas do mutante mantidas sob concentracao @ééeCadla (Figura 8G).

Nas raizes, houve um aumento significativo nos niveis de glicose (57%),
frutose (92%) e sacarose (49%) no mutagiltel sob concentracdo de g@mbiente,
em comparacao ao tipo selvagem nessa mesma concentracde (egof 8I-K).
Sob concentracdo de G@levada, os niveis de glicose e frutose mantiveram-se
superiores nas raizes das plantas mutantes, em relacdo ao tipo selvagem sob
concentracdo de GQambiente (Figura 8l, J), ja o conteudo de sacarose nao
apresentou diferenca significativa (Figura 8K). Nas raizes das plantas do tipo
selvagem, cultivadas sob concentracdo de €lBvada, os niveis de glicose e
sacarose mantiveram-se estaveis, enquanto o nivel de frutose aumentou em 37%, em
relacdo as plantas do tipo selvagem mantidas sob concentracao, dan@iente
(Figura 8I-K).

Para um melhor entendimento das alteragdes acima descritas no metabolismo
primario do tomateiro, o perfil metabdlico foi analisado usa@d@EM (Figuras 9,
10, 11). De forma geral, a reducdo nos niveis de GAs no muggmE sob
concentracdo de G@mbiente, foi acompanhada de redu¢do na maioria dos acucares
detectados nas folhas, quando comparados as plantas tipo selvagem em concentracao
de CQ ambiente. Excecdo a esses acucares, fosfoglicerato (3-PGA) e trealose
tiveram aumento do seu nivel no mutante em relacdo ao tipo selvagem sob
concentracdo de GOambiente (Figura 9A). A concentracdo de ,C&levada
restaurou o conteudo de alguns acucares, tais como, 3-PGA, glicose, frutose manitol
sacarose e trealose na folha do mutante, que passaram a apresentar niveis similares

ao quantificado nas plantas do tipo selvagem sob concentracao,@n@@ente. O
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conteudo de mio-inositol manteve-se constante nas plantas tipo selvagem e mutante

tanto sob concentracado de £&nbiente ou elevada (Figura 9A).
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Figura 8. Niveis de carboidratos nos tecidos da folha, caule e raiz do tomateiro tipo
selvagem e mutantgib-1 sob concentragio ambiente (400 pmol CO, mol* ar) e
elevada de C§(750 pumol CO, mol™* ar). Glicose (A), frutose (B), sacarose (C) e
amido (D) em folha. Glicose (E), frutose (F), sacarose (G) e amido (H) em caule.
Glicose (), frutose (J) e sacarose (K) em raiz. Médias indicadas por asterisco diferem
estatisticamente do controle (planta do tipo selvagem cultivada sob concentracéo de
CO, ambiente), em nivel de 5 % pelo testelédias de 6 repeticbes + erro da média.
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Os niveis de frutose e sacarose aumentaram significativamente no caule do
mutante sob concentracdo de Ldnbiente. Ja os niveis de glicose e manose foram
reduzidos no mutante sob concentracdo de @@biente, quando comparados as
plantas tipo selvagem em concentracdo de &@biente (Figura 9B). Os niveis de
glicose e sacarose no mutante foram restaurados sob concentracég elevada.
Entretanto, os niveis de frutose e manose apresentaram-se ainda aumentados e
reduzidos, respectivamente, sob concentracdo deeleé@ada, em relacdo as plantas
do tipo selvagem sob concentracdo de @@biente (Figura 9B). Ademais, 0s niveis
de 3-PGA, galactinol, glicose, mio-inositol e sacarose mantiveram-se inalterados no
caule das plantas do tipo selvagem cultivadas sob concentracdo.dele@aila,
guando comparadas com as plantas do tipo selvagem mantidas sob concentracdo de
CO, ambiente. Sob concentracdo de,@@vada, os niveis de frutose aumentaram,
enguanto os niveis de manose foram reduzidos no caule de plantas do tipo selvagem
(Figura 9B). No caule, oniveis 3-PGA, galactinol e mio-inositol mantiveram-
inalterados entre as plantas do tipo selvagem e mutante tanto sob concentracdo de
CO, ambiente quanto em concentracéo de €lévada.

Nas raizes, os niveis de 3-PGA, frutose, glicose e sacarose aumentaram no
mutantegib-1 em relacdo as plantas do tipo selvagem sob concentracéo }de CO
ambiente, (Figura 9C). O nivel drio-inositol mantevese inalterado na raiz das
plantas do tipo mutante sob concentragédo de &@biente. Sob concentragdo de
CO, elevada, os niveis de 3-PGA, frutose e galactinol aumentaram tanto nas raizes
das plantas do tipo selvagem quanto no mutante, em relacdo as plantas do tipo
selvagem sob concentracdo de,@mbiente (Figura 9C). Por outro lado, observou-
se um aumento significativo nos niveis de glicose nas raizes das plantas mutante,

mas nao em plantas do tipo selvagah concentracdo de G@levada. Ademais,
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nenhuma mudanca no nivel de sacarose foi observada nas raizes das plantas do tipo
selvagem e mutante sob concentracdo de €€&vada (Figura 9C). Nas raizes, o

nivel de mio-inositol mantevee inalterado entre as plantas do tipo selvagem e
mutante tanto sob concentracdo de, @@biente quanto em concentracdo de CO
elevada.

Os niveis de acido aspartico, acido glutamico, alanina, arginina, asparagina,
fenilalanina, GABA, glutamina, homoserina, prolina, tirosina, triptofano, treonina e
3-alanina foram reduzidos na folha das plantas do mutante, em relacéo as plantas do
tipo selvagem sob concentracdo de,@@biente (figura 10A). Ademais, 0s niveis
de glicina, ornitina, serina e valina se manteve estavel, enquanto o nivel de leucina
aumentou na folha das plantas mutante sob concentracdo dan@iente. Sob
concentracdo de GCelevada, o nivel de GABA aumentou, enquanto o nivel de
prolina foi reduzido tanto na folha das plantas do tipo selvagem quanto no mutante,
guando comparadas com as plantas do tipo selvagem mantidas sob concentracdo de
CO, ambiente (Figura 10A). Além disso, ndo houve diferencas significativas nos
niveis de acido aspartico, acido glutamico, alanina, arginina, asparagina, fenilalanina,
glicina, glutamina, homoserina, leucina, ornitina, serina, tirosina, triptofano, treonina,
valina ef-alanina tanto na folha das plantas do tipo selvagem quanto nos mutante
mantidas sob concentracao de @@vada.

Em concentragdo ambiente de O®Dnivel de GAs influenciou a maioria dos
aminoacidos identificados no caule (Figura 10B). A reducédo no nivel de GAs no
mutante foi acompanhada de reducdo de ornitina, prolina e serina, e aumento no
conteudo de asparagina, acido aspartico, glutamato, glutamina e fenilalanina. A
concentracdo de CQelevada foi capaz restaurar o conteludo da maioria dos

aminoacidos modificados no mutante, dessa forma, eles passaram a apresentar
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conteudos similares as plantas do tipo selvagem sob concentracae dmidénte.
Contudo, sob concentracdo de {flevada, 0 mutante manteve elevados niveis de
acido glutamico, asparagina e glutamina no caule, além de manterem reduzidos os
niveis de serina no caule, em relacdo as plantas tipo selvagem em concentracdo de
CO, ambiente (Figura 10B). Sob concentracdo de €@vada, com excecdo no

nivel de serina que reduziu no caule das plantas do tipo selvagem, os niveis de todos
0s outros aminoacidos quantificados ndo foram alterados, em comparacdo com as

plantas do tipo selvagem sob concentracdo de , C@mbiente.
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Figura 9. Alteracbes nos niveis de acglcares nas folhas (A), caule (B) e raiz (C) do tomateirlvagmmse mutantgib-1 sob
concentragdo ambiente (400 umol CO, mol™* ar) e elevada de G@750 pumol CO, mol* ar). Médias indicadas por asterisco diferem
estatisticamente do controle (planta do tipo selvagem cultivada sob concentracdoaneb®0te), em nivel de 5 % pelo testhblédias

de 6 repeti¢cbes * erro da média. Uma lista completa dos agucares e seus valores relativos, ni&@ids fod apresentada na Tabela
S1, material suplementar.
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Os niveis de &cido aspartico, acido glutamico, asparagina, fenilalanina,
glicina, glutamina, leucina, serina, tirosina, treonina e valina foram aumentados na
raiz das plantas do mutante, em relacdo as plantas do tipo selvagem sob concentracédo
de CQ ambiente (Figura 10C). Sob concentracao de €€vada, os niveis de acido
aspartico, asparagina, glutamina, leucina e valina mantiveram-se inalterados tanto na
raiz das plantas do tipo selvagem quanto no mutante, em relacdo as plantas do tipo
selvagem sob concentracdo de,@biente (Figura 10C). Os niveis de fenilalanina,
glicina, tirosinae f-alanina aumentaram tanto na raiz das plantas do tipo selvagem
quanto no mutante mantido sob concentracdo dg €l€yada. Por outro lado, os
niveis de &cido glutdmico, serina e treonina mantiveram-se inalterados na raiz das
plantas do tipo selvagem, madoma raiz das plantas mutasiab concentracao de
CO;, elevada. Na raiz, os niveis GABA, ornitina e prolina mantivesamalterados
entre as plantas do tipo selvagem e mutante tanto sob concentracagpatelidte
quanto em concentracao de £flevada (Figura 10).

Sob concentracdo de G@mbiente, os niveis de 2-OG, aconitato, citrato,
fumarato, isocitrato, malato, piruvato e succinato foram reduzidos na folha das
plantas do mutante, em relacéo as plantas do tipo selvagem (Figura 11A). Entretanto,
o nivel de oxalacetato aumentou no mutante sob concentracao denBiente. Sob
concentracdo de GCelevada, os niveis de aconitato, fumarato, isocitrato, malato,
oxaloacetato, piruvato e succinato mantiveram-se inalterados tanto na folha das
plantas do tipo selvagem quanto no mutante, em relacdo as plantas do tipo selvagem
sob concentracdo de G@mbiente (Figura 11A). Os niveis de 2-OG e citrato
aumentou tanto na folha das plantas do tipo selvagem quanto no mutante cultivadas

sob concentracédo de @®levada. Na folha, o nivel de lactato mantsg@alterado
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entre as plantas do tipo selvagem e mutante tanto sob concentracapatelidte
guanto em concentracao de Jfevada (Figura 14).

Sob concentracdo de G@mbiente, os niveis de aconitato, citrato, fumarato,
isocitrato, malato, oxaloacetato e succinato foram reduzidos no caule das plantas do
mutante, em relacdo as plantas do tipo selvagem (Figura 11B). Entretanto, o nivel de
2-OG aumentou no mutante sob concentracao dea@iente. Sob concentracé® d
CO, elevada, os niveis de 2-OG, aconitato, citrato, fumarato, isocitrato, malato,
oxaloacetato, e succinato mantiveram-se inalterados tanto no caule das plantas do
tipo selvagem quanto no mutante, em relacdo as plantas do tipo selvagem sob
concentracdo de GCambiente (Figura 11B). O nivel de malato reduziu tanto no
caule das plantas do tipo selvagem quanto no mutante cultivado sob concentracao de
CO, elevada. Os niveis de lactato e piruvato no caule ndo foram afetados pela
reducdo nos niveis de GAs no mutante e/ou pelas concentracfes st@das.

A reducdo no nivel de GAs no mutante foi acompanhada de aumento
significativo no nivel de DG e redugdo nos niveis de fumarato, malato e
oxalacetado na raiz, quando as plantas foram cultivadas sob concentracdg de CO
ambiente (Figura 11C). Os niveis citrato, isocitrato e succinato mantiveram-se
estaveis na raiz das plantas do mutante, em relacdo as plantas do tipo selvagem sob
concentracdo de GGambiente. Sob concentracdo de,@evada, os niveis de 2-

OG, fumarato e oxaloacetato mantiveram-se inalterados tanto na raiz das plantas do
tipo selvagem quanto no mutante, em relacdo as plantas do tipo selvagem sob
concentracdo de G@mbiente (Figura 11C). O nivel de malato reduziu tanto na raiz

das plantas do tipo selvagem quanto no mutante cultivado sob concentracédp de CO
elevada. Entretanto, o nivel de succinato aumentou tanto na raiz das plantas do tipo

selvagem quanto no mutante cultivado sob concentracdo gel@@da. Os niveis
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de citrato e isocitrato mantiveram-se estaveis na raiz das plantas do tipo selvagem,
mas nao na raiz das plantas mutaaie concentracdo de G@levada. Na raiz, os
niveis de aconitato, lactato e piruvato mantivesmimalterados entre as plantas do

tipo selvagem e mutante tanto sob concentragdo de a@tdiente quanto em

concentracdo de G@levada (Figura 10).

3.1.5 Efeito da concentracdo de g@levada no nivel foliar de macro e

micronutrientes do tomateiro
A reducdo no contetdo de GA nos mutagfiesl, sob concentracdo de €O

ambiente, foi acompanhada de redugé&o significativa de K (13%), Fe (29%) e Mn
(6%); e aumento em S (33%) (Tabela 1). A concentracao delézada ndo alterou
o nivel de macro e micronutrientes das plantas tipo selvagem. J& nos ngitattes
a concentracdo de G(levada aumentou os niveis de Ca (31%), Mg (56%), S
(68%), Cu (197%) e Zn (107%); e reduziu o contetdo de Fe (19%), em relacdo as

plantas selvagem em concentracdo de &@biente (Tabela 1).
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(A) Folha (B) Caule (C) Raiz

206G == =P 206G e fo 2 0G
Aconitato Aconitato | Aconitato
Citrato SHE, Citrato | Citrato
Fumarato £ Fumarato | Fumarato
Isocitrato £== Isocitrato | Isocitrato
Lactato 1 Lactato Lactato
Malato += Malato | Malato 1

Oxalacetato Oxalacetato | Oxalacetato 1

__— _—_— S — Z,“ini’,o
Succinato ?ﬁj Succinato Succinato Hi* |—| WT 750
0] gib-1750
T T T T 1 T T T T 1 T T T T 1
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 0,0 0,5 1,0 15 2,0 2,5 0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5
Valor relativo Valor relativo Valor relativo

Figura 11. AlteracBes nos niveis de acidos organicos nas folhas (A), caule (B) e raiz(C) do ttipms#teagem e mutante

gib-1 sob concentracdo ambiente (400 umol CO, mol* ar) e elevada de G@750 umol CO, mol* ar). Médias indicadas por
asterisco diferem estatisticamente do controle (planta do tipo selvagem cultivada sob concentragé&ndee@Gte), em nivel

de 5 % pelo teste Médias de 6 repeticbes + erro da média. Uma lista completa dos acidos organicos e seus valores relativos,
medidos nadCG-EM foi apresentada na Tabela S3, material suplementar.
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Tabela 1.Concentracdo de macro e micronutrientes em folhas de tomateiro tipo selvagem (WT) e gisthatd concentracdo de
CO, ambiente (400umol mol*) e elevada750 pmol mol™). Valores definidos em negrito diferem estatisticamente do respectivo

controle (WT) em nivel de 5 % pelo tette

400 pmol mof de CQ 750 pmol mof de CQ Elevada [CQ] vs. Ambiente
[CO]

Macronutriente [mg g MS] WT gib-1 WT gib-1 WT gib-1
P 3.4+0.1 3.320.2 4.2+0.3 5.240.1 1.23 1.57
K 22.91+0.5 20.0+0.7 24.6x0.7 25.9+0.8 1.07 1.29
Ca 25.4+0.9 26.2+0.8 28.2+0.3 33.4+1.3 1.11 1.27
Mg 10.0x0.4 11.4+1.0 12.0+0.3 15.6+0.5 1.20 1.37
S 13.6x1.2 18.1+1.0 16.6x1.1 22.9+1.3 1.22 1.26
Micronutriente [ug g MS]

Cu 3.310.2 3.1+0.3 4.4+0.3 9.8+0.4 1.33 3.16
Fe 176.2+£11.4 125.3+7.2 176.6£17.7 142.7+9.6 1.00 1.14
Zn 32.4+2.3 33.5£1.6 39.5+0.8 67.2+1.9 1.22 2.00
Mn 763.6x48.3 722.4+36.6 891.0+43.1 834.1+£10.9 1.17 1.15
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3.2 Avaliacdo da janela de resposta a concentracdo de g@@levada associada
as giberelinas em tomateiro
3.2.1 Influéncia da idade da planta em resposta a concentracao gel@@da

O efeito da concentracdo de £€evada no crescimento e desenvolvimento
das plantas € conhecido por ser dependente da idade da planta (Ainsworth, 2008;
Franks et al., 2013). Assim, os efeitos da concentragédo de e@Vada no
crescimento e no metabolismo das planggs-1 e plantas do tipo selvagem
crescendo em solo suplementado com PAC com diferentes idades (21 e 35 dias apos
a germinacao) foram investigados acompanhando-se os parametros de crescimento,
as trocas gasosas e 0s niveis de metabolitos envolvidos no metabolismo central das
plantas. A inibicdo do crescimento provocado pelo tratamento com PAC e pela
mutacgaagib-1 na biossintese de GAs nas plantas cultivadas sob concentragdg de CO
ambiente foi revertida quando aquelas plantas foram mantidas sob concentracdo de
CO, elevada aos 21 dias apdés a germinacdo (DAG). Entretanto, o estimulo no
crescimento das plantas com niveis reduzidos de GAs néo foi observado, quando as
plantas com 35 DAG foram mantidas sob concentracao del@zada.

A partir da andlise de crescimento do tomateiro, foi observado que o
tratamento com PAC promoveu forte reducdo na biomassa total (79%), area foliar
(86%) e AFE (46%) das plantas submetidas a concentracéo den@iznte aos 21
DAG (Figura 12A-C). Nessa mesma idade, mas em concentragao,cddevada, o
tratamento com PAC promoveu reducdo na biomassa (22%), area foliar (20 %) e
AFE (15 %) das plantas cultivadas sob concentracdo de éi9vada, quando
comparadas com as plantas sem tratamento com PAC (controle) sob concentragao
ambiente de COambiente (Figura 12A-C). As plantas controle ndo apresentaram

alteracéo significativas nos parametros de biomassa, area foliar e AFE quando
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submetidas a concentracdo de,Gfevada aos 21 DAG, mas pode-se notar uma
tendéncia em aumento de biomassa foliar nessa condig&o.

O tratamento com PAC também reduziu a biomassa (54%), area foliar (48%)
e AFE (16%) das plantas submetidas a concentracédo gar@iilente aos 35 DAG
(Figura 12E-G). Nessa fase, a exposicao a concentracdodedev@da ndo reverteu
0 crescimento das plantas, que apresentaram ainda grande reducdo na biomassa
(43%), area foliar (43%) e AFE (13%), em relagdo ao controle sob concentracao de
CO, ambiente (Figuras 12E-G). Apesar da reducao na biomassa foliar das plantas de
tomate tratadas com PAC, ndo houve diminuicdo do numero de folhas das planta
cultivadas tanto sob concentracdo de, @@biente quanto sob concentracdo de CO
elevada (Figuras 12D, H). A exposicdo das plantas controle a concentracdo elevada
de CQ aos 35 DAG néo afetou o acumulo de biomassa, area foliar e AFE destas

plantas.
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Figura 12. Analise de crescimento do tomateiro tratado com PAC submetido
a concentracdo de GQ@mbiente (400 umol CO, mol* ar) e elevada (750
umol CO, mol™* ar) aos 21 e 35 dias apds a germinacdo. Biomassa (A), area
foliar (B), area foliar especifica (AFE) (C), numero de folhas (D) sob
tratamento com C£aos 21 dias ap0s a germinacado. Biomassa (E), area foliar
(F), area foliar especifica (AFE) (G), numero de folhas (H) sob tratamento
com CQ aos 35 dias ap0s a germinacdo. Médias indicadas por asterisco
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diferem estatisticamente do controle (-PAC sob concentracdo de CO
ambiente), em nivel de 5 % pelo testdédias de 10 repeticbes + erro da
média

O reduzido conteudo de GA no mutagie-1 reduziu significativamente a
biomassa (78%), area foliar (89%) e AFE (47%), quando estes foram expostos a
concentracdo de GGambiente, 21 DAG (Figura 13A-C). Nessa mesma idade, sob
concentracdo de COelevada, as plantas mutantes ndo apresentaram diferenca
significativa na biomassa total, em relacéo as plantas tipo selvagem sob concentracdo
de CQ ambiente, mesmo com a reducao significativa na biomassa caulinar (Figura
13A). Ademais, a area foliar e AFE foram restauradas no mutante submetidas a
concentracdo de G@levada aos 21DAG (Figura 13B, C). As plantas tipo selvagem
tiveram incremento na area foliar guando submetidas a concentracae diezda,
contudo a biomassa e AFE mantiveram-se estaveis, em relacdo as plantas tipo
selvagem em concentracdo de C@mbiente (Figura 13A-D). Semelhante ao
tratamento com PAC, o cultivo das plantas de tomate sob concentracdo,de CO
elevada aos 35 DAG, ndo restaurou a biomassa, area foliar e AFE dos mutantes, além
de nao influenciar estes mesmos parametros nas plantas tipo selvagem (Figura 13E-
G). O numero de folhas manteve-se constante no mutante mantidas sob concentracéo

de CQ ambiente ou elevada, aos 21 e 35 DAG (Figura 13D, H).
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Figura 13. Andlise de crescimento do mutami-1 cultivada sob
concentracédo de G@mbiente (400 pmol CO, mol™* ar) e elevada (750 pmol

CO, mol™ ar) aos 21 e 35 dias apds a germinacéo. Biomassa (A), area foliar
(B), area foliar especifica (AFE) (C), numero de folhas (D) sob tratamento
com CQ aos 21 dias apés a germinagdo. Biomassa (E), area foliar (F), area
foliar especifica (AFE) (G), numero de folhas (H) sob tratamento comm CO
aos 35 dias apdés a germinacdo. Médias indicadas por asterisco diferem
estatisticamente do controle (plantas do tipo selvagem sob concentracédo de
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CO, ambiente), em nivel de 5 % pelo testdédias de 10 repeticdes + erro
da média.

3.2.2 Efeito da concentracdo de G@levada nos parametros de trocas gasosas em
resposta a idade das plantas deficiente na biossintese das giberelinas

O tratamento com PAC reduziu significativamerte ETR, Ry, Rp das
plantas de tomate expostas a concentracdo gea@Diente, aos 21 DAG (Figura
14A-D). Sob concentracdo de ¢@evada, houve aumento significativo &mas
plantas controle e tratadas com PAC, enquariaeBuziu em ambas, quando
comparada com a planta controle sob concentracdo dea@BientgFigura 14A,
D). Em relacdo a ETR epRndo houve diferenca significativa entre o tratament
com PAC sob concentracdo de L£€evada em relacdo as plantas controle sob
concentracdo de G@mbiente (Figuras 14A, C). Adicionalmente, as plantas controle
tiveram reducdo em ETR, mas mantiverag 8 melhante as plantas controle em
concentracdo de G@mbiente (Figura 14, C)

Plantas tratadas com PAC expostas a concentracao gamiilente aos 35
DAG ndo apresentaram alteracdo Apnmas houve reducédo significativa em ETR,
Rp e R (Figura 14E-H). Ao serem submetidas a concentracdo deleé@ada, essas
plantas apresentaram aumento Anme reducdo em ETR,JRe R,, em relacdo as
plantas controle sob concentracdo de ,Cé@nbiente (Figura 14E-H). Sob
concentracdo de G@levada, as plantas controle apresentaram aumento significativo
em A e reducdo em @R mas mantiveram inalterados ETR e RD (Figura 14E-H).
Houve um aumento significativo ng @as plantas cultivadas sob concentragdo de
CO; elevada, independente do regime de GAs ou da idade das plantas (Figura 15A).
A gs e R/F, mantiveram-se inalterada, ndo sendo afetado pelo regime de GAs,

concentracdo de G@ pela idade das plantas (Figura 15B, C, E, F).
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diferem estatisticamente do controle (- PAC sob concentragao gantiente), em
nivel de 5 % pelo testeMédias de 10 repeti¢cdes * erro da média.
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Figura 15. Concentracao interna deC@ndutancia estomética e razgdFk em
tomateiro tratado com PAC cultivado sob concentracde faDiente (400 umol

CO, mol™ ar) e elevada (750 umol CO,ma™ ar) aos 21 e 35 dias apds a germinacao.
Concentragdo interna de €@), condutancia estomatica (B), eficiéncia fotoquimica
maxima do fotossistema Il (C) sob tratamento com, @GOs 21 dias apos a
germinacao. Concentragdo interna de, (), condutancia estomética (E), eficiéncia
fotoquimica maxima do fotossistema Il (F) sob tratamento comaB®35 dias apos

a germinacdo. Médias indicadas por asterisco diferem estatisticamente do controle (-
PAC sob concentracdo de g£@mbiente), em nivel de 5 % pelo test®lédias de 10
repeticdes + erro da média.
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O mutantegib-1 apresentou reducdo eMETR, R e R,, quando submetidas
a concentracdo de G@mbiente, 21 DAG (Figura 16A-D). Sob concentracdo de
CO, elevadaA e R, aumentaram nas plantas do tipo selvagem e mutante, enquanto
ETR e Rforam reduzidos, quando comparada com as plantas do tipo selvagem sob
concentracdo de GOambiente (Figura 16A-D). Os mutantes submetidos a
concentracdo de GGambiente aos 35 DAG apresentaram reducdo significativa em
A ETR, R e R (Figura 16A-D). Sob concentracdo de {&fevada, nesse mesmo
periodo (35 DAG), foi observado aumento Am reducdo em Re R-nos mutantes
(Figura 16E, G, H). Ja a ETR em concentracdo de €6€vada ndo mostrou
diferenca significativa no mutante em relacdo as plantas tipo selvagem sob
concentracdo ambiente de £@igura 16F). As plantas tipo selvagem apresentaram
aumento significativo emA e reducdo em ETR epRsob concentracdo de ¢O
elevada, 35 DAG (Figura 16E, F, H)p Rnanteve-se inalterado nas plantas tipo
selvagem sob concentracdo de,@evada, quando comparada as mesmas plantas
em concentracdo de G@mbiente (Figura 16H). Um aumento significativo erfolC
observado nas plantas tipo selvagem e muigibtd submetidos a concentracédo de
CO, elevada aos 21 e 35 DAG (Figura 17A, D).dA e R/F, mantiveram-se
inalteradas nas plantas tipo selvagem e mutantes em concentracdo de CO2 ambiente

e elevada em ambos estadios avaliados (21 e 35 DAG) (Figura 17B, C, E, F).
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Figura 16. Trocas gasosas do tomateiro mugibté submetidas a concentracao de

CO, ambiente (400 pmol CO, mol™ ar) e elevada (750 pmol CO, mol™* ar) aos 21 e
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tratamento com CQaos 35 dias apds a germinagdo. Médias indicadas por asterisco
diferem estatisticamente do controle (plantas do tipo selvagem sob concentracao de
CO, ambiente), em nivel de 5 % pelo testdiédias de 10 repeticbes + erro da
média.
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Figura 17. Concentragdo interna de ;C€bndutancia estomatica e razadHg no
mutantegib-1 submetidas a concentragéo de,@G@biente (400 pmol CO, mol™* ar)

e elevada (750 umol CO, mol™ ar) aos 21 e 35 dias apds a germinacéo. Concentracdo
interna de C@(A), condutancia estomatica (B), eficiéncia fotoquimica maxima do
fotossistema 1l (C) sob tratamento com L@os 21 dias apdés a germinacao.
Concentragdo interna de @), condutancia estomatica (E), eficiéncia fotoquimica
méxima do fotossistema Il (F) sob tratamento com, @Os 35 dias apds a
germinacdo. Médias indicadas por asterisco diferem estatisticamente do controle
(plantas do tipo selvagem sob concentracéo deadtiente), em nivel de 5 % pelo
testet. Médias de 10 repeticbes + erro da média.
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3.2.3 Efeito da concentracdo de G@levada no metabolismo do nitrogénio em
resposta a idade das plantas deficiente na biossintese das giberelinas

As plantas tratadas com PAC, submetidas aos 21 DAG a concentracdo de
CO, ambiente, apresentaram aumento significativo no nivel de aminoacidos nas
folhas em comparacéo as plantas controle sob mesma condicde (edhiéa 18A).
Sob concentracdo de @@levada, o nivel de aminoacidos foi significativamente
reduzido nas plantas controle e tratadas com PAC (Figura 18A). Quando submetidos
ao tratamento com GQ@os 35 DAG, o nivel de aminoéacidos foi reduzido nas plantas
tratadas com PAC em concentracdo ambiente e elevada g¢F@0ra 18C). A
exposicao a concentracao de LJfevada, aos 35 DAG, ndo afetou o conteudo de
aminodacidos nas plantas controle (Figura 18C). Os niveis de proteina mantiveram-se
estavel nas folhas das plantas controle e tratadas com PAC sob concentracdo de CO
ambiente e elevada, aos 21e 35 DAG (Figura 18B, D).

Contrariamente ao tratamento com PAC, o mutante apresentou significativa
reducao no nivel de aminoacidos quando expostos a concentracae dmiénte
aos 21 DAG, em relagéo as plantas tipo selvagem sob concentracag amliénte
(Figura 19A). Sob concentracdo de L&evada, nesse mesmo periodo, ndo houve
diferenca significativa entre o nivel de aminoacidos nas plantas do tipo selvagem e
mutante em relacdo as plantas do tipo selvagem sob concentracdo ambiente de CO
(Figura 19A). Os niveis de proteinas foram significativamente inferior no mutante
gib-1 sob concentracdo G@mbiente e elevada, 21 DAG (Figura 19B). A exposicao
a concentracdo de G@levada, aos 21 DAG, também reduziu significativamente o
nivel de proteinas nas plantas tipo selvagem (Figura 19B). Aos 35 DAG, o nivel de
aminoacidos total foi alterado no mutante somente em concentracdo gde CO

ambiente, onde houve um aumento significativo em relagdo as plantas tipo selvagem
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(Figura 19C). Aos 35 DAG, o conteudo de proteina ndo foi influenciado pela
concentracdo de GCe pelo nivel de GAs nas plantas tipo selvagem e mutante

(Figura 19C).
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Figura 18. Niveis de aminoéacidos e proteémafolhas de tomateiro tratado com
PAC submetido & concentracéo de,@@biente (400 umol CO, mol™* ar) e elevada

de CQ (750 pmol CO, mol™* ar) aos 21 e 35 dias ap6s a germinacdo. Aminoacidos
(A), proteina (B) sob tratamento com £@os 21 dias apés a germinacao.
Aminoé&cidos (C) e proteina (D) sob tratamento com, @0s 35 dias apés a
germinacdo. Médias indicadas por asterisco diferem estatisticamente do controle (-
PAC sob concentracdo de £@mbiente), em nivel de 5 % pelo testdédias de 6
repeticdes + erro da média
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Figura 19 Niveis de aminoacidos e proteiean folhnas do mutantegib-1 submetido

a concentracdo GQumbiente (400 pmol CO, mol™ ar) e elevada (750 pmol CO,

mol™ ar) aos 21 e 35 dias ap6s a germinacdo. Aminoacidos (A), proteina (B) sob
tratamento com C£aos 21 dias apos a germinacdo. Aminodacidos (C) e proteina (D)
sob tratamento com GQaos 35 dias apdés a germinacdo. Médias indicadas por
asterisco diferem estatisticamente do controle (plantas do tipo selvagem sob
concentracdo de G@mbiente), em nivel de 5 % pelo testilédias de 6 repeticbes

* erro da média.

3.2.4 Efeito da concentracdo de G@levada nos niveis de acucares e amido em
resposta a idade das plantas deficiente na biossintese das giberelinas

O nivel de glicose permaneceu estavel nas plantas tratadas com PAC sob
concentracdo de GOambiente e elevada, em relacdo as plantas controle sob
concentracdo de G@mbiente, 21 DAG (Figura 20A). O tratamento com PAC, sob
concentracdo de GGambiente, reduziu significativamente o conteudo de frutose e

amido das folhas somente sob concentracédo deel@@ada (Figura 20B, D), ja o
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conteudo de sacarose foi reduzido no tratamento com PAC em ambas as
concentracdes de GMo periodo de exposicdo ao gas aos 21 DAG (Figura 20C).
Adicionalmente, a exposicdo das plantas tratadas com PAC a concentracdgp de CO
ambiente e elevada aos 35 DAG, reduziu significativamente o conteudo de glicose e
frutose (Figura 20E, F). O conteudo de sacarose se manteve estavel nas plantas
tratadas com PAC em ambas as concentracfes detgS@das, em relacdo ao
controle sob concentracdo de £&biente (Figura 20G). Ademais, o PAC reduziu o
nivel de amido das plantas com 35 DAG somente sob concentracag eééeCiia

(Figura 20H). O conteudo de glicose, frutose e sacarose nas plantas controle néo foi
alterado quando estas foram expostas a concentracao delév@da aos 21 e 35

DAG (Figura 20A-H).
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Figura 20. Niveis de acucares e amido em folhas do tomateiro tratado com PAC
submetidas & concentracéo de,Gfbiente (400 umol CO, mol* ar) e elevada (750

umol CO, mol™* ar) aos 21 e 35 dias ap6s a germinacdo. Glicose (A), frutose (B),
sacarose (C) e amido (D) sob tratamento com &§3 21 dias ap0s a germinagao.
Glicose (E), frutose (F), sacarose (G) e amido (H) sob tratamento cearadSC35

dias apos a germinagédo. Médias indicadas por asterisco diferem estatisticamente do
controle (-PAC sob concentracédo de LCfinbiente), em nivel de 5% pelo tekte
Médias de 6 repeticOes * erro da média.
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A inibicdo da biossintese das GAs no mutante reduziu significativamente os
niveis de glicose, frutose, sacarose e amido foliar quando estes foram submetidos aos
21 DAG a concentragcdo ambiente de ,C@igura 21A-D). A exposicdo a
concentracdo de G@levada aos 21 DAG, néo alterou o conteudo de glicose, frutose
e sacarose das plantas tipo selvagem, mas aumentou significativamente o contetudo
de amido (Figura 21A-D). Sob elevada concentracdo dg €@wutante, nesta fase
do desenvolvimento nédo apresentou diferenca significativa no conteudo de glicose e
frutose em relacdo ao as plantas tipo selvagem sob concentracdo ambiente de CO
(Figura 21A, B). O nivel de sacarose foi significativamente inferior nos mutantes
gib-1 sob elevada concentracdo de,Cé&nbora tenha sido observado uma tendéncia
de aumento em relacdo ao mutante sob concentracao dcani@ntegFigura 21C).
Adicionalmente, houve um aumento expressivo no contetdo de amido no mutante
sob concentracdo de @G@levada, 21 DAG (Figura 21D). Reducdao significativa no
conteudo de glicose e frutose foi observado no mutante quando submetidos a
concentracdo de GQambiente aos 35 DAG (Figura 21E, F), em contrapartida o
nivel de sacarose aumentou significativamente nessa condicdo em relacdo as plantas
tipo selvagem sob concentracdo ambiente de G@ura 21G). O conteudo de
amido néo foi alterado pela reducdo de GAs no mutante (Figura 21H). A exposicao
das plantas tipo selvagem a concentracdo dee@®ada ndo afetou o contetdo de
glicose, frutose, sacarose e amido destas plantas (Figura 21E-H). Nesta fase do
desenvolvimento sob concentracdo de, €f@vada, as plantas mutantes mantiveram
0 padrao apresentadgab concentracdo de G@mbiente, com reducéo no conteudo
de glicose e frutose, e aumento no conteudo de sacarose (Figura 21E-G). O contetudo
de amido foi significativamente reduzido no mutante quando submetido a

concentragdo de G@levada, aos 35 DAG (Figura 21H).
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Figura 21. Niveis de acucares e amido em folhas do mugémte submetidoa

concentracdo de GQmbiente (400 umol CO, mol™ ar) e elevada (750 pmol CO;
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(plantas do tipo selvagem sob concentracdo deatiente), em nivel de 5 % pelo
testet. Médias de 6 repeticdes * erro da média.

4 DISCUSSAO

4.1 Efeito da concentragdo de C@ elevada em tomateiro deficiente em
giberelinas
4.1.1Crescimento e disponibilidade de recursos

A GA é um horménio vegetal que regula os principais aspectos do
crescimento e desenvolvimento nas plantas (Daviere e Achard, 2013). Dessa forma,
alteracdes no nivel enddégeno de GAs causam distUrbio no crescimento e na alocacao
de biomassa nas plantas (Nagel et al.,, 2001). A alocacdo de biomassa esta
diretamente relacionada com a TCR (Poorter, 1989; Poorter e Lambers, 1991; Villar
et al., 1998; Poorter et al., 2012; Li et al., 2016). Alguns estudos tém mostrado que a
TCR é positivamente relacionado com a FMF, enquanto uma correlacdo negativa
entre a alocacdo de biomassa radicular e TCR é esperada (Gleeson e Tilman, 1992;
Walters et al., 1993). Assim a reducdo na alocacdo de biomassa para a earte aér
resulta em reducédo na TCR dos mutagibsl. Ademais, o crescimento radicular no
mutantegib-1 foi também afetado pela reducdo no nivel de GAs, que apresentou
maior valor de FMR em comparacdo as plantas do tipo selvagem sob concentracao
de CQ ambiente (Figura 3). De acordo com Poorter e Van der Werf (1998),
variacfes na TCR em espécies herbaceas tem sido relacionadas principalmente com a
AFE, parametro que foi fortemente influenciado pela reducédo no conteudo de GAs
nos mutantes e consequentemente na TCR destas plantas (Figura 3). Por restaurar 0os
parametros de area e massa foliar, a concentracdo deeleada conseguiu
restaurar a TCR dos mutantes, a valores proximos ao das plantas tipo selvagens em

concentracdo de G@mbiente (Figura)3
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A concentracdo de GAs no mutargd-1 € extremamente reduzida para
conseguir suportar o crescimento normal das folhas e do caule, o que reduz a forca
dreno destes 6rgaos. Apesar da reducao na fotossintese (Figura 6), o giothnte
sob concentracdo de @@mbiente aparentemente apresentou uma producdo de
carbono que excede a demanda para o crescimento, levando ao acumulo de
carboidratos no caule e raiz (Figura 8). O armazenamento de carboidratos no caule e
na raiz do mutante pode ser uma forma de estocar o excesso de fotoassimilados
devido a reducdo mais drastica no crescimento das folhas do que na taxa de
fotossinteseO excesso de carboidratos estocados no caule € uma forma de tamponar
as alteracGes na interacdo fonte-dreno durante as diferentes fases do crescimento e
condicBes do ambiente (Slafer, 2003). Esse mecanismo de acumulo de carboidratos
no caule pode ser ainda uma tentativa do mutgiiiel reduzir o acumulo de
carboidrato foliar, e assim retardar a inibicdo da fotossintese devido ao acumulo de
acucares e amido nas folhas. O aumento de carboidratos nas raizes poderia estar
associado a uma maior alocacdo de carbono para esse 0rgdo. Neste contexto, o
crescimento da raiz parece ser menos afetado pela reducdo no nivel de GAs em
relacdo as folhas e caule, tendo assim maior demanda de carbono. Além disso, a
respiracdo radicular de plantas com deficiéncia em GAs tende a sofrer uma reducao
menos pronunciada do que a respiracao da parte aérea (Nagel e Lambers, 2002)
sustentando a necessidade de uma maior alocacdo de carbono para esse 6rgdo. De
forma geral, a disponibilidade de carbono no mutgititel sob concentracdo de GO
ambiente ndo resultou em aumento na biomassa, pois a deficiéncia em GAs no
mutante restringiu acentuadamente o crescimento da parte aérea. Assim, o mutante
gib-1 tentou particionar o carbono remanescente para orgdos que tivessem a

capacidade de armazena-lo e/ou utiliza-lo.
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A concentracdo de CCelevada foi anteriormente descrita como um fator
capaz de influenciar o crescimento, em parte, de maneira independente de GA em
plantas deArabidopsis thalianatratadas com PAC, um inibidor da biossintese de
GAs (Ribeiro et al., 2012). Esse resultado foi confirmado no presente trabalho em
plantas de tomate mutantggb-1, que tiveram seu crescimento e alocacdo de
biomassa restaurados quando submetidos a concentracée eée@a (Figura 3).

De forma geral, a concentracdo de,Ievada aumenta a fixacdo de carbono e a
disponibilidade de carboidratos das plantas (Ainsworth e Long, 2005; Teng et al.,
2006; Li et al., 2013). A disponibilidade adicional de fotoassimilados possibilita o
maior crescimento das plantas sob concentracédo delézada (Ainsworth e Long,

2005), quando elas tém a capacidade de usa-lo para o crescimento. A respiracdo das
plantas esta intimamente relacionada ao balanco de carbono (Xu et al., 2015) e por
isso a disponibilidade do mesmo pode interferir na respiracdo. O acumulo de
carboidratos pode afetar os niveis de transcritos que codificam enzimas respiratoria
(Watanabe et al., 2014) e alguns genes que codificam estas enzimas aumentam sua
expressao sob concentracdo de, @@vada (Li et al., 2008; Leakey et al., 2009;
Watanabe et al., 2014). Dessa forma, o aumentg@addntrada nas plantas do tipo
selvagem e mutante sob concentracdo deglVada pode ser atribuido ao aumento

da disponibilidade de carboidratos. A manutencéo do nivel de acucares nas folhas,
sob concentracdo de G@levada (Figura 8), pode refletir que o aumento de
fotoassimilados foi suficiente para ser exportado e utilizado pelos 6rgéaos dreno e
ainda incrementar o conteudo de amido foliar (Figura 8). Adicionalmente, estudos
tem demonstrado que a capacidade de respirar o carbono recém assimilado é
importante para evitar o acumulo excessivo dos mesmo, que leva a retroinibicdo da

fotossintese e/ou danos fisicos ao cloroplasto (Aranjuelo et al., 2009; Li et al., 2013).
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A retroinibicdo da fotossintese em plantas sob concentracdo decl€é@daée
resultado da inabilidade das plantas em formar drenos suficientes para consumir 0s
fotoassimilados excedentes (Ainsworth et al., 2004). A capacidade de utilizacdo dos
fotoassimilados em plantas de soja com crescimento indeterminado, em relagdo as
plantas de crescimento determinado, sustenta o0 aumento na fotossintese em
concentracdo de GCelevada (Ainsworth et al., 2004). O habito de crescimento
indeterminado dos tomates utilizado neste experimento ndo limita a forca dreno
destas plantas em concentracdo de €l€vada. Assim, elas sdo capazes de utilizar o
carbono assimilado para o crescimento, evitando o acumulo e a retroinibicdo da
fotossintese.

A concentracdo de GAs parece nao estar diretamente relacionada com o
crescimento sob concentracdo de,@evada (Ribeiro et al 2012). Entretanto, as
GAs podem ser importantes para restabelecer o crescimento, visto que o
comprimento do caule no mutante sob concentracdo dee{é@ada permaneceu
inferior as plantas do tipo selvagem sob concentracdo de@iente O horménio
brassinosteroide (BR) € um importante estimulador do crescimento das plantas,
promovendo divisdo e expansao celular (Bai et al., 2012). De acordo com Bai et al.
(2012), o BR é essencial para a inducdo do alongamento do caule, enquanto as GAs
potencializam o efeito do crescimento promovido pelo BR. A interagcéo entre GAs e
BR pode explicar o menor efeito no crescimento do caule do mujdnte de
tomate, mesmo sob concentracdo de €@vada. Adicionalmente, o BR tem sido
apontado como responsavel pelo aumento no crescimento de plantas expostas a
concentracdo de G@levada. EnBrassica napus. a concentracédo de G@levada
aumentou significativamente a expressdo de genes relacionados com BR (Rizi,

2014). Em Arabidopsis thalianatambém foi encontrado um efeito positivo na
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regulacdo do fator de transcricdo BARdssinazole-resistapsob concentracdo de

CO, elevada (Ribeiro et al., 2013). Plantas tratadas com PAC e/ou GA sob
concentracdo de GGambiente apresentou uma pequena alteracdo na expressao de
genes associados ao horménio BR, em contrapartida todos os genes avaliados
associados ao BR foram regulados positivamente tanto em plantas com baixo ou alto
nivel de GAs sob concentracao de &@vada.

Embora ainda pouco se conheca sobre o papel das vias hormonais nas
respostas a concentracdo de,@@vada, a existéncia de uma relacéo entre eles deve
ser levada em conta, visto que muitos hormdnios apresentaram alteracdo em seus
niveis em plantas cultivadas sob concentracédo dee@@ada (Li et al., 2011; Jiang
et al., 2012; Ribeiro et al., 2012; Zavala et al., 2013; Rizi, 2014; Vaughan et al.,
2014). A concentracdo de @@levada pode promover o acumulo de acido salicilico
(Zavala et al., 2013), BR (Jiang et al., 2012; Rizi, 2014), enquanto reduz jasmonatos
e a concentracdo de etileno (Vaughan et al., 2014). Aumentos na concentracdo de
AIA também foram encontrados efinkgo biloba enquanto houve queda nas
concentracdes de ABA (Teng et al., 2006; Li et al., 2011). Além disso, 0s niveis de
transcritos de genes relacionados a sintese ou transporte de auxina e citocinina
aumentam na presencaamcentracido d€O, elevada (Gupta et al., 2005; Taylor et
al., 2005; Huang e Xu, 2015). A existéncia de enmsstalkhormonal permite que
alteracdo em uma via seja percebida e altere outras vias hormonais (O'Brien e
Benkova, 2013). Sendo os horménios vegetais 0s principais reguladores do
crescimento e desenvolvimento das plantas, essa flexibilidade das vias hormonais em
resposta a concentracdo de ;C&evada, permite uma modulacdo apropriada do

crescimento das plantas (Ribeiro et al., 2013).
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Sob concentracdo de G@mbiente, a inibicdo da biossintese das GAs no
mutante foi capaz de alterar a concentracdo de alguns nutrientes presentes na folha
(Tabela 1). O nivel de K se mostrou indispensavel para o alongamento celular em
trigo, e o tratamento com GAaumentou a absorcao celular desse macronutriente
(Chen et al., 2001). A reducao no contetudo de K no mutante pode ser um reflexo da
menor absorcdo de K diante da reduc&o nos niveis de GAs. Apesar do aumento do
conteudo de clorofila nas folhas do mutante em concentracdo dear@Glidente
(Figura 7), a concentracdo de ferro e Mn foi reduzido nestas plantas. Segundo
Matsuoka et al. (2014), os mecanismos de translocacao sao suprimidos para manter a
homeostase e prevenir o acumulo de ferro na parte aérea de plantas com deficiéncia
em GAs.

A concentracdo foliar de muitos nutrientes é frequentemente reduzida em
resposta ao aumento da concentracdo dg(&®Rinson et al., 1997; Duval et al.,

2015; Jauregui et al., 2016). Esse efeito € geralmente atribuido a maiores taxas de
crescimento, reduzida transpiracdo foliar e alteracdo no padrdo de alocacdo dos
nutrientes (Lethiec et al., 1995; Cotrufo et al., 1998; Jauregui et al., 2R16).
concentracdo de Glevada utilizada nesse experimento ndo foi capaz de alterar a
concentracdo de macro e micronutrientes presentes na folha das plantas do tipo
selvagem (Tabela 1). Visto que, o fechamento estomético tem um importante efeito
no processo de transpiracado que coordena o fluxo de massa (Taub e Wang, 2008), a
manutencédo dgs das plantas selvagem em concentracédo dg élyada pode ter
contribuido para a manutencdo na concentracdo de nutrientes. O estimulo do
crescimento nos mutantes promovido pela concentracdo de l&vada
possivelmente esta relacionado ao aumento na concentracdo de calcio, magnésio,

enxofre, cobre e zinco (Tabela 1). De forma geral, esses nutrientes estdo envolvidos
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em processos que podem favorecer o crescimento das plantas como metabolismo de
parede celular, fotossintese, respiracdo e sinalizacdo hormonal (Shaul, 2002; Droux,

2004; Hepler, 2005; Yruela, 2005).

4.1.2 A concentracdo de Clevada modifica a anatomia foliar do mutante gib-1
favorecendo a fotossintese

A extrema deficiéncia em GAs no mutagtb-1, cultivados sob concentracao
de CQ ambiente modificou a anatomia foliar dessa planta (Figura 4). De fato, as
GAs possuem papel crucial na divisdo, expansdo e organizacdo das células do
mesofilo (Jiang et al., 2012), e dessa forma, sua reducdo atua como um fator
perturbador do crescimento e desenvolvimento foliar. Nesse experimento foi possivel
confirmar o aumento na espessura do mesofilo devido a reducdo nos niveis de GAs,
observado anteriormente no mutagite-1 (Nagel et al., 2001) e também descrito em
Arabidopsis thalianaJiang et al., 2012). Esse aumento se deve principalmente a
uma maior espessura do parénquima lacunoso (Figura 5), que por sua vez auxiliou na
reducdo da AFE no mutante sob concentracdo de &t@biené (Figura 3).
Observou-se também um maior empacotamento das células do mesofilo do mutante
gib-1, sob concentracdo ambiente de,C8egundo Jiang et al. (2012), esse aspecto
reflete 0 aumento do nimero de células por unidade de area foliar devido a restricdo
na expansao foliar ocasionada pela reducéo no contetdo de GAs. Quando expostos a
concentracdo de G@levada, o mutante apresentou organizacdo do mesofilo similar
ao das plantas do tipo selvagem sob concentracdo gar@itdente. Aléem disso, foi
possivel observar a reducao da espessura, densidade celular, bem como aumento dos

espacos intercelulares no mesofilo do mutante sob concentracao dkeGa.
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As caracteristicas anatdomicas das folhas exercem papel fundamental na
capacidade fotossintética por determinarem a difusdo dea@@vés do mesofilo
(Terashima et al., 2011; Tomas et al., 2013). O aumento da espessura foliar
acompanhado pela reducdo nos espacos intercelulares no mgiasitesob
concentracdo de GGambiente pode ter contribuido para a reducaé, nasto que
estas caracteristicas restringem a difusdo dpad@vés do mesofilo e a chegada do
gas ao sitio de carboxilagdo da RuBisCO (Weraduwage et al., 2016). Ja folhas mais
finas, com mesofilo menos denso e mais espacos intercelulares criam menor
resisténcia a difusdo de ¢@o interior da folha, além de aumentar a area de
exposicao das células ao espaco intercelular que tende a favorecer o aumento da
concentracdo de GQproximo a Rulsco (Weraduwage et al., 2016). Isso leva a
maiores taxas fotossintéticas, e, consequentemente aumento no crescimento e
acumulo de biomassa como observado nas plantas de tomate sob concentracdo de

CO; elevada (Figuras 3, 6).

4.1.3 Alteracdo nos parametros de trocas gasosas

No mutantegib-1, sob concentracdo de g@mbiente, a extrema deficiéncia
na produgéo de GAs levou a redu¢aodndrp, Vemax Jnax Ro € ETR (Figura 6), o
que provavelmente acarretou na reducdo no crescimento dessas phantas.
fotossintese no mutante néo foi limitada pel&/gu pela ¢ visto que ambas nao
apresentaram alteracdes significativas sob concentracao denti@nte. A reducao
na taxa fotossintética no mutante esta relacionada a sua menor area foliar e AFE. A
reducdo na area foliar reduz a area de interceptacéo luminosa, ja a reducdo na AFE
limita a exposicdo da maquinaria fotossintética a luz (Pons et al., 1994). Apesar de

estudos relatarem a associacédo entre GAs(Biemelt et al., 2004; Huerta et al.,
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2008; Xie et al., 2016) pouco, ainda, € conhecido sobre esta associacao.
Recentemente, Xie et al. (2016) relatou a mudanca transcricional de um grande
namero de genes envolvidos na fotossintese em resposta a GAs, mostrando a
importancia deste horménio na regulacdo positiva da fotossintese.

A exposicdo por um longo periodo das plantas a concentracdo gle CO
elevada, frequentemente esta associada a reducdo na capacidade fotossintética
(aclimatacéo) devido ao acumulo dos produtos finais da fotossintese (Ainsworth e
Rogers, 2007; Leakey et al.,, 2009). De forma geral, a aclimatacdo € at@buida
reducado em Wnax € Jhax @lém de um maior investimento em Rubisco (Ainsworth e
Long, 2005; Ainsworth e Rogers, 2007; Kirschbaum, 2011). Embora sob
concentracdo de CCelevada tenha ocorrido reducdo significativa egpa¥nas
plantas do tipo selvagem e mutanté&y sofreu um aumento significativo em ambos
(Figura 6). Tais resultados indicam que as plantas sob concentracéo dievada
nao estdo em processo de aclimatacdo. A reducao.gpdde ser uma forma de
otimizar a fotossintese para o crescimento sob concentracao xdelév@da, com
menor investimento em Rubisco. Além disso, a fotossintese ocorrendo sob
concentracdes de G@levada sem decréscimo emJmostra que uma regulacéo
negativa da Rubisco sob concentracdo de €l€vada néo leva necessariamente a
perdas na fotossintese (Bernacchi et al., 2005).

Alguns horménios, além de GAs, exercem influéncia sob o aparato
fotossintético, sendo essencial a interacdo entre eles para a resposta da fotossintese
(Gururani et al., 2015). Adicionalmente, a concentracao dee(@@ada € capaz de
modular o nivel hormonal das plantas (Li et al., 2011; Jiang et al., 2012; Zavala et
al., 2013; Rizi, 2014; Vaughan et al., 2014). Dessa forma, a influéncia e interacao

hormonal € um fator que deve ser considerado na resposta fotossintética, que se torna
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prejudicado na auséncia de GAs. Alguns trabalhos tem destacado o papel dos BRs na
fotossintese (Yu et al., 2004; Bai et al., 2012; Jiang et al., 2012; Li et al., 2016). Em
tomates mutantes superexpressando gene de biossintese de BR foi observada um
aumento na capacidade fotossintética pela regulacdo das enzimas do ciclo de Calvin

e atividade da Rubisco (Li et al., 2016). Visto que a concentracdo gel&@da
aumenta a expressao de genes relacionados a sintese, sinalizacdo e resposta de BR
(Rizi, 2014), a combinacéo entre concentracdo de €l€yada e o estimulo de BR

pode auxiliar no aumento da fotossintese observado nos mgdmie@-igura 6).

Uma das respostas das plantas a concentracéo delé@da é a reducaad
condutancia estomatica (Ainsworth e Long, 2005; Ainsworth e Rogers, 2007). Neste
experimento foi possivel verificar que a concentracdo dedlvYada ndo afetou a
condutancia estomatica de forma significativa nas plantas do tipo selvagem e no
mutantegib-1 em relacdo as plantas do tipo selvagem sob concentracdo de CO
ambiente (Figura 6). Apesar de frequente, a reducdo na condutancia estomatica sob
concentracdo de Glevada nao € universal. Outros trabalhos ja relataram a pouca
influéncia da concentracdo de £6m controlar a abertura estomatica (Haworth et
al., 2013; Damatta et al., 2016). Esse resultado mostra que a concentracdo de CO
ndo € o unico fator que modula a condutancia estomatica das plantas, fatores
adicionais como status hidrico, temperatura, luz, genétipo e estagio de
desenvolvimento das plantas devem ser levado em consideragdo no momento da

avaliacao (Xu et al., 2016).
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4.1.4 A concentracdo de G@levada é capaz de reprogramar parte do metabolismo
primario em resposta as giberelinas

O crescimento e desenvolvimento das plantas sdo dependentes da interacéo
entre o metabolismo do carbono e nitrogénio, na qual uma complexa maquinaria
regulatoria coordena a capacidade de assimilacao de nitrogénio com disponibilidade
de carbono, disponibilidade de nutrientes e outros fatores do ambiente (Nunes-Nesi
et al., 2010). O ciclo dos acidos tricarboxilicos € uma via essencial na interacao entre
0 metabolismo de carbono e nitrogénio, pois além da producdo de poder redutor
(NADH e FADH,), ele é responsavel pela assimilacdo de nitrogénio e otimizacdo da
fotossintese. Em condicdo de estresse, as plantas tendem a reorganizar seu
metabolismo, permitindo que elas continuem a produzir metabdlitos indispensaveis,
evitando ao mesmo tempo a producdo de espécies reativas de oxigénio (Kaplan et al.,
2004; Gong et al., 2005; Kaplan et al., 2007; Lehmann et al., 2012; Muscolo et al.,
2015).

Diante do exposto acima, podemos dizer que a reducdo do nivel dé GAs
um fator perturbador do crescimento capaz de reorganizar o0 metabolismo para
sustentar a producédo de metabdlitos essenciais para estas plantas. Adicionalmente, a
alteracdo na demanda energética no mutante, resultante da diminuicdo no
crescimento, refletem as alteracdes encontradas no nivel de metabdlitos, juntamente
com a reducado emg=e A (Figuras 6, 9, 10, 11). Segundo Sweetlove et al. (2010), a
reducdo na demanda energética € um fator que tende a favorecer a ocorréncia do
modo néo ciclico no ciclo dos acidos tricarboxilicos. Assim, a alteragéo no nivel de
acidos organicos encontrado no mutante pode refletir a ocorréncia de fluxos néo
ciclicos do ciclo do &cido tricarboxilico. Essa reorganizacédo do fluxo metabdlico no

ciclo do ciclo dos acidos tricarboxilicos sé é possivel devido a grande variedade de
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substratos respiratorios e vias metabdlicas, capaz de conferir certa flexibilidade a
respiracdo das plantas (Araujo et al.,, 2012). Além disso, a distribuicdo do fluxo
através do ciclo dos acidos tricarboxilicos € um reflexo do contexto celular e
fisioloégico na qual ele esta operando (Sweetlove et al., 2010), assim, uma gama de
variacbes podem ser encontradas em nivel de &cidos organicos dependendo da
situacao avaliada.

A reorganizacdo do metabolismo da planta mutante em GAs sob
concentracdo de G@mbiente pode ser uma alternativa para suportar a assimilacao
de nitrogénio. Em funcdo da demanda energética, os aminoacidos podem ser
armazenados ou catabolizados, e o produto do catabolismo pode alimentar o ciclo
dos &cidos tricarboxilicos, gerando energia para 0s processos de crescimento e
desenvolvimento das plantas (Zhu e Galili, 2004; Galili et al., 2014). A reducéo no
crescimento do mutante e consequente reducdo da demanda energética realocou o0s
aminodcidos produzidos nas folhas para o caule e raiz (Figura 10). Como ja discutido
anteriormente, caule e raiz podem funcionar como Orgaos de armazenamento
temporario, onde os compostos armazenados podem posteriormente ser utilizados
para suportar o crescimento (Lemoine et al., 2013). Assim, sob concentracag de CO
elevada, o acumulo de aminoacidos no caule e raiz pode ter suprido a demanda
energética para restaurar o crescimento do mutante deficiente em GAs nessa
condicdo. Embora o contelddo de aminoécidos tenha sido restaurado sob
concentracdo de GCelevada o conteudo de proteina apresentou-se inferior nas
plantas do tipo selvagem e mutante em relacdo as plantas do tipo selvagem sob
concentracdo de G@mbiente (Figura 7). Plantas sob concentracdo desle@ada
geralmente requerem uma quantidade adicional de nitrogénio para investimento em

Rubisco e o aumento na disponibilidade de carboidratos pode aumentar a razdo C/N
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nessa condicao, resultado em menor conteudo proteico (Kant et al., 2012). Contudo,
nas plantas de tomates do tipo selvagem e mutante sob concentracgoetky&da,
a disponibilidade de nitrogénio foliar pode néo ser o fator responsavel pela reducéo
no conteudo proteico, visto que elas apresentam conteudo de nitrato, aminoacidos,
acucares e acidos organicos semelhantes ao das plantas do tipo selvagem sob
concentracdo de GQambiente (Figuras 7, 8, 9, 11). Além disso, 0 conteudo de
arginina - um dos principais aminoacidos envolvidos no armazenamento e transporte
de nitrogénio (Winter et al., 2015) e de seu precursor glutamato ndo foram afetados
pela sob concentracdo de £@levada nestas plantas (Figura 10). Adachi et al.
(2014) encontraram uma correlacéo positiva entre conteddo de Rubisggenv
folhas de arroz submetidos ao tratamento com E€sa correlacdo pode estar ligada
a reducado de proteinas nas plantas do tipo selvagem e mutante sob concentracdo de
CO, elevada, visto que nesta condicdo o conteudo ggx Yoi significativamente
inferior as plantas do tipo selvagem sob concentracdo dam@iente (Figura)é

O aumento no crescimento do mutagfie-1 sdb concentracdo de GO
elevada foi acompanhado pela restauracdo de grande parte do perfil metabdlico
nestas plantas (Figuras 9, 10, 11). Segundo Ribeiro et al. (2012), as diferencas no
perfil metabdlico demonstram uma flexibilidade metabdlica sob concentracdo de
CO, elevada que permite o crescimento das plantas mesmo em um regime reduzido
de GAs. Sob concentracdo de Oflevada, houve aumento significativo em GABA
somente no mutante (Figura 10). GABAuntparticipa do fluxo de carbono e tem
uma ligacéo direta com o ciclo dos acidos tricarboxilicos (Fait et al., 2008). Em
situacOes de estresse, o fluxo de carbono para essa via € normalmente aumentado. A

concentracdo de Glevada juntamente com reducdo no nivel de GAs no mutante
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pode ter levado a alteracédo no fluxo de carbono acarretando aumento no conteudo de
GABA, como forma de adaptacédo a nova condi¢cdo imposta para estas plantas.

O 2-0OG ¢ o principal ponto de integracdo entre o metabolismo do carbono e
nitrogénio; e a dependéncia de 2-OG liga diretamente a biossintese de GAs ao
metabolismo primario (Lancien et al., 2000; Araujo et al., 2014). A reducdo na
atividade da enzima 2-oxoglutarato desidrogenase em plantas de tomate foi capaz de
inibir a respiracao, além de alterar os niveis de GAs bioativa e o0 crescimento (Araujo
et al., 2012), confirmando a relacdo entre 2-OG e GAs. A reducdo no conteudo de
GA reduziu significativamente a pRnos mutantesgib-1, diante disso seria
interessante avaliar a relacdo de GAs com a expressao génica e atividade de enzimas
ervolvidas na respiracao para um melhor entendimento das alteracoes rexatés
plantas. Apesar da associacdo entre em 2-OG e crescimento, a redu¢do no contetudo
de 2-OG né@o necessariamente indica menores taxas de crescimento. Sob
concentracdo de GCelevada, as plantas do tipo selvagem e mutante apresentaram
reducao no contetdo de 2-OG foliar sem gque o crescimento fosse reduzi@G O 2-
€ um dos principais responsaveis por reabastecer o ciclo dos acidos tricarbexilicos
para a assimilacdo de nitrogénio (Lancien et al., 2000). Assim, a reducdo no nivel de
2-0OG nas plantas selvagens e mutante sob concentracag ééeCadla pode indicar
0 aumento no consumo para manter o ciclo dos &cidos tricarboxilicos, e com isso,
sustentar as taxas respiratorias e a producao de aminoacidos em concentragdo de CO
elevada.

Interessantemente, a concentracdo de €évada promoveu alteracdo em
poucos metabdlitos detectados no perfil das plantas do tipo selvagem (Figuras 9, 10,
11). Liu et al. (2016) verificaram, por meio de modelagem, que a variacdo no

metabolismo é dependente da concentracdo de ria@0qual a concentracédo de £O
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elevada promove uma menor alteracdo nos processos metabodlicos do que a
concentracdo de GCambiente. Seria como se na concentracdo de Wilzada

neste experimentd§0 umol CO, mol™ ar) as plantas do tipo selvagem tivessem as
condicbes metabdlicas necessarias para crescerem e 0S ajustes no metabolismo
seriam feitos para otimizar o crescimento e/ou se adaptarem a nova condi¢cdo. No
mutantegib-1, a concentracdo de G@levada, foi capaz de modular o metabolismo

e restabelecer o crescimento das plantas com deficiéncia em GAs, mostrando a

flexibilidade metabdlica das plantas quando em uma condicdo de estimulo.

4.2 Avaliacdo da janela de resposta a concentracao de £€evada associada as
giberelinas
4.2.1 A acdo da concentracdo de L£€evada € restrita a idade das plantas de
tomate

A alteracéo no crescimento das plantas deficientes em GAs € um efeito direto
da acdo daquele hormdnio sobre o alongamento e a expanséao celular (Vanhaeren et
al., 2016). As GAs influenciam na expressao de genes relacionados ao afrouxamento
e rearranjo da parede celular, como genes que codificam expansinas e xiloglucano
endotransglicosilas@idrolase (XTH)(Cho e Kende, 1997, 1997; Vogler et al.,
2003; Yang et al., 2004; Ribeiro et al., 2012) e assim estimulam o alongamento
celular e crescimento das plantas. Diante dessa funcdo das GAs, as plantas
submetidas ao tratamento com PAC e mutankel apresentaram reducdo no
crescimento, biomassa, area foliar e AFE sob concentracdo deai@lente,
independente do estadio avaliado (21 e 35 DAG) (Figuras 12, 13). Os efeitos da
reducao no nivel de GAs no crescimento foram revertidos quando as plantas tratadas

com PAC e mutante foram submetidos a concentracao delé@da aos 21 DAG.
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Interessantemente, aos 35 DAG, a concentracao deefe@ada nao foi capaz de
estimular o crescimento das plantas controle em relagcdo as mesmas sob concentracéo
de CQ ambiente, nem tdo pouco induzir a restauracao do crescimento das plantas
com reduzido nivel de GAs. Estes resultados indicam a existéncia de uma janela de
resposta a concentracao de ,Gflevada que modula o crescimento das plantas de
tomate do tipo selvagem e com reduzido nivel de GAs.Aleabidopsis thaliana
submetidas a concentracdo de ,C€evada, maiores diferencas entre taxa de
crescimento foram observados durante o estadio vegetativo (Watanabe et al., 2014).
Assim como observado emrabidopsis thaliana a sensibilidade das plantas de
tomate a concentracdo de £€bevada pode estar ligada ao estadio de juvenil/adulto
e/ou vegetativo/reprodutivo.

Segundo Ribeiro et al. (2012) a concentracdo de €lévada nao afeta
significativamente os niveis de expressao de genes relacionados a GAs quando
comparados ao Cmbiente, indicando que esse efeito de reversao pelocde
de forma independente de mudancas transcricionais em genes da biossintese de GAs.
A influéncia da concentracdo de g@levada sob outros horménios pode ser
responsavel por mitigar o efeito da reducdo do nivel de GAs no crescimento das
plantas de tomate aos 21 DAG. Assim, a alteracdo no conteddo dos hormdnios
vegetais sob concentracdo de Gflevada pode compensar a reducdo no nivel de
GAs e assim estimular o crescimento diante de uma condicdo favoravel. O aumento
na concentracdo de BR sob concentracdo deeB®ada (Jiang et al., 2012; Rizi,
2014) juntamente com aumento no conteudo e sinalizagdo de auxina e reducdo em
ABA (Teng et al., 2006; Li et al., 2011), pode favorecer o crescimento das plantas.
Os BRs atuam sinergicamente com auxina para promover o alongamento celular

através do controle do regulador negativo BIMkRagsinosteroid insensitive) 2
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liberacdo de fatores de transcricdo de resposta a auxina (@i response

factorg (Halliday, 2004; Vert et al., 2008). Ja o aumento em BR inibe a regulacéo de
ABI5 (Abscisic acid insensitive) %ia alteracdo na atividade de BIN2, que regula
positivamente as respostas ABA (Hu e Yu, 2014). Com esse exemplo € possivel
perceber que a existéncia de grosstalkhormonal pode ser fundamental para o
crescimento das plantas sob concentracdo deeleé®@ada. Essa interacdo pode ser a
responsavel por estimular o crescimento dos mutantes em concentracde de CO
mesmo com reduzido conteudo de GA. Contudo, o efeito da concentracde de CO
elevada sobre o crescimento pode estar restrito a um periodo em que a planta esteja
mais habil a receber e responder ao estimulo.

A expansdao celular e o crescimento das plantas € um mecanismo que depende
das modificacBes na parede celular. A adicdo de novos polimeros e remodelamento
dos componentes existentes da parede marca a fase exponencial da expansao celular,
gue é sucedida pelo espessamento e enrijecimento que restringe a extensibilidade da
parede celular e consequentemente o crescimento (Hall e Ellis, 2013). As paredes
celulares sofrem alteracfes durante o crescimento e desenvolvimento das plantas e
esse pode ser um fato que determina o periodo de resposta das plantas a concentracéo
de CQ elevada. As expansinas sao proteinas de parede celular associadas ao
processo de crescimento das plantas devido a sua habilidade de promover a expanséo
celular. A sensibilidade das células em relacdo a acdo das expansinas pode depender
do tecido e estagio de desenvolvimento avaliados (Sloan et al., 2009). Segundo Sloan
et al. (2009), a eficacia da acdo das expansinas depende da presenca de outros fatores
controlados pelo estadio de desenvolvimento. Assim, sua a¢éo so é eficaz durante um
periodo de desenvolvimento especifico; o que pode restringir o crescimento das

plantas de tomate sob concentracdo de, €@vada a um periodo especifico.
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Adicionalmente o processo de transicdo entre a fase vegetativa e reprodutiva pode
estar influenciando nos fatores que controlam a capacidade das plantas em alterar a
extensibilidade da parede celular e consequentemente a resposta a concentracao de
CO; elevada. A transicao entre a fase juvenil e adulta € o principal determinante da
arquitetura das plantas. O processo de transicdo € precedido por alteracdo na
competéncia das plantas que as tornam capaz de responder aos estimulos que
induzem o desenvolvimento reprodutivo (Poethig, 2013). As alteracdes na identidade
meristematica durante essa fase sdo acompanhadas por uma reprogramacao genética
gue desencadeia mudancas na morfologia das folhas e caule, bem como alteracdo na
taxa de crescimento (Poethig, 2010, 2013). Essas alteracfes podem, entdo, afetar a
sensibilidade das plantas de tomate a concentracdo gdel€¥@da e dessa forma nao
exercer mais o esperado efeito sobre o crescimento. Além disso, durante este periodo
as plantas tendem a investir mais em suas estruturas reprodutivas que no crescimento
vegetativo propriamente dito.

Os miR156 e miR172 e as vias reguladas por eles tem um importante papel
durante o processo de transicdo de fase. miR156 é abundante nas folhas mais jovens
e decresce durante os processos de transicdo da fase juvenil para adulta, enquanto
mMiR172 tem padrédo de expressao oposto (Wang et al., 2011). A concentracgo de CO
elevada estimula o crescimento das plantas de tomate tratadas com PAC e mutante
gib-1 principalmente durante o estadio vegetativo, periodo correspondente aos
maiores conteudos de miR156. Dessa forma, os processos de sinalizacdo desta fase
podem estar envolvido na capacidade das plantas de tomate com deficiéncia em GAs
em retomar o crescimento sob concentracéo deel®ada, por permitir o estimulo

de vias relacionadas ao crescimento.
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4.2.2 Efeito da concentracao de £@ns trocas gasosas e metabolismo primario em
diferentes estadios de desenvolvimento do tomateiro

A reducdo nas taxas fotossintéticas g Bas plantas de tomate em
concentracdo de G@mbiente foram comum para o tratamento com PAC 21 DAG e
para o mutantgib-1 em ambos os estadios avaliados (Figuras 14, 16). Esse resultado
condiz com o menor crescimento destas plantas. Em contrapartida, a aplicacdo de
PAC e a exposicdo das plantas a concentracdo dea@biente aos 35 DAG néo
afetou a taxa fotossintética (Figura 14). Estas plantas foram submetidas ao
tratamento com PAC no 33° DAG, assim elas tiverem maior tempo de crescimento
sem a restricdo no nivel de GAs promovida por PAC. A aplicacéo tardia de PAC
possibilitou o maior alongamento do caule, expansao foliar, e maiores valores de
area foliar em relacdo as plantas tratadas com PAC e submetidas ao tratamento com
CO, aos 21 DAG (Figura 12). Com isso, mesmo apos o tratamento com PAC estas
plantas conseguiram minimizar os efeitos de sombreamento e aumentaram a area de
interceptacao luminosa, refletindo em taxas fotossintéticas semelhantes as plantas
controle sob concentracdo de £@nbiente. A reducdo da fotossintese no mutante
gib-1 ocorreu de maneira independente do estadio avaliado (Figura 16). Nestas
plantas a deficiéncia de GAs € um fator intrinseco, acarretando menor nivel de GAs
em qualquer estaddio avaliado o que afeta fortemente o alongamento do caule,
expansdao foliar durante todo o crescimento, e dessa forma interfere na fotossintese
como ja discutido anteriormente.

O aumento das taxas fotossintéticas € uma resposta geral ao enriqguecimento
com CQ e a magnitude do estimulo varia entre as espécies (Ainsworth e Long,
2005; Ainsworth e Rogers, 2007; Xu et al., 2015). Nas plantas de tomate, 0 aumento

nas taxas fotossintéticas sob concentracdo de é€l&yada foi independente do
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estadio de desenvolvimento e regime de GAs. O aumento na fotossintese é um
reflexo do aumento em Ci e possivelmente aumento na concentracao de €I

de carboxilacdo no cloroplasto JCMaior concentracao cloroplastidicas de ,CO
reduz a atividade de oxigenase da Rubisco e consequentemente a fotorespiracao,
observada nas plantas controle e com reducéo no nivel de GAs sob concentracdo de
CO,elevada.

A exposicdo a concentracdo de L€evada aos 21 DAG foi capaz de
restaurar o crescimento das plantas com reduzido nivel de GAs. Embora o
enriguecimento com C{possa acelerar o acumulo de carboidratos e intermediarios
da cadeia respiratéria por aumentar as taxas fotossintéticas (Watanabe et al., 2014)
este efeito ndo foi observado nas plantas com reduzido nivel de GAs, expostas a
concentracdo de Glevada aos 21 DAG. No tratamento com PAC, a reducdo nos
niveis de carboidratos foliares sob concentracdo dee@®ada € indicativo do uso
para suportar o restabelecimento do crescimento. A manutencéo do nivel de acucares
nas folhas do mutantgib-1 pode refletir que os fotoassimilados excedentes foram
suficientes para restaurar o crescimento e para incrementar o nivel de amido foliar.
Visto que as plantas do controle e com reduzido nivel de GAs nao tiveram alteracéo
no crescimento quando expostas a concentracao glel®@da aos 35 DAG, poucas
alterag6es nos niveis dos metabolitos avaliados foram observadas em relacdo as
mesmas sob concentracdo de,@biente (Figuras 18, 19, 20, 21). O aumento da
fotossintese sob concentracédo de €@vada nao foi capaz de influenciar o acumulo
de carboidrato foliar nas plantas controle e tratadas com PAC. E importante ressaltar
gue essas plantas encontravam-se em estadio reprodutivo, com presenca de estruturas
reprodutivas. A manutencdo do estadio reprodutivo requer das plantas um custo

elevado para producédo das flores e posteriormente frutos e para a manutencdo da
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respiracao e transpiracdo das estruturas reprodutivas, havendo maior requerimento de
fotoassimilados (Obeso, 2002). Os fotoassimilados que ndo sédo requeridos para
sustentar as funcOes foliares s@o convertidos em sacarose e aminoacidos e entéo
direcionados para orgaos dreno (Osorio et al., 2014). Assim, a formacdo das
estruturas reprodutivas, nas plantas submetidas a concentracag denkiénte e
elevada representa o principal destino de fotoassimilados, visto que o alongamento
do caule e expanséao foliar destas plantas permanece praticamente inalterado mesmo
em concentracdo de G@levada.

No mutantegib-1 aos 35 DAG submetidos a concentracao de €l€vada o
aumento na fotossintese resultou em aumento no nivel de sacarose nas folhas. Parte
do carbono assimilado foi destinada para a producdo de aminoacidos, resultando em
aumento significativo dos mesmos nas folhas. Os aminoacidos representam a
principal forma de transporte de nitrogénio nas plantas, sendo transportados via
floema para suportar o crescimento de 6rgaos dreno como folhas jovens, flores e
fruto (Ortiz-Lopez et al., 2000). Como o mutante deficiente em GAs manteve
crescimento reduzido quando submetidos a concentracdo geel@@da aos 35

DAG, a forca dreno foi reduzida, o que inibiu a utilizacdo e o transporte de sacarose

e aminoacidos, acarretando no acimulo dos mesmos nas folhas.
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5 CONCLUSAO

A reducédo na fotossintese no mutante deficiente na biossintese de GAs € um
reflexo das modificacbes anatdmicas das folhas. O aumento da espessura foliar,
acompanhado da reducéo nos espacos intercelulares no mutante sob concentracao de
CO, ambiente pode restringir a difusdo do Cfiravés do mesofilo e a chegada do
mesmo ao sitio de carboxilagdo da Rubisco. Apesar da reducdo na fotossintese,
mutantegib-1 sob concentracdo de ¢@mbienteaparentemente apresentam uma
producado de carbono que excede a demanda para o crescimento, levando ao acumulo
de carboidratos no caule e raiz.

A concentracdo de C(&levada € capaz estimular o crescimento das plantas e
restaurar a anatomia foliar do mutante. O estimuld éao aumento nos niveis de
carboidratos contribuem para o estimulo do crescimento mesmo sob deficiéncia de
GAs. Além disso, influéncia da concentracdo de €®vada sob outros horménios,
comoBR, pode ser responséavel por mitigar o efeito da reducéo no nivel de GAs no
crescimento das plantas de tomate. A concentracdo deelé@ada foi capaz de
estimular o crescimento das plantas mesmo com deficiéncia em GAs, por conseguir
restaurar grande parte do perfil metabdlico. Contudo, o estimulo da concentracdo de
CO, elevada no crescimento pode ser restrito a uma fase do desenvolvimento das
plantas, visto que, quando submetidas a concentracédo fel&€@da aos 35 DAG,
plantas controle e com reduzido nivel de GAs ndo alteraram seu crescimento. O
processo de transicdo entre fase juvenil e adulta, bem como modificacdes na parede
celular podem ser fatores que influenciam essa janela de sensibilidade a concentracéo
de CQ elevada, visto que o estimulo do crescimento foi observado principalmente
na fase vegetativa das plantas de tomate. Diante do exposto, estudos futuros podem

ser direcionados para o melhor entendimento do efeito da concentracdo, de CO
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elevada sobre o crescimento e a influéncia de outros horménios nesse processo; bem
como a identificacdo dos fatores que afetam a resposta da concentracde de CO

elevada ao longo do crescimento das plantas.
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Tabela S1.Nivel de agucares de plantas de tomate selvagem e mgthritesob
concentracéo de G@mbiente (40@umol mol*) e elevadg750 pmol mol™). Valores
definidos em negrito diferem estatisticamente do respectivo controle (WT) em nivel

de 5 % pelo teste Os dados sdo a média de 6 repeticéesada média.

6rgso | Metabélito 400 umol CQ rr.1ol'1 750 pmol CQ mol‘l
WT gib-1 WT gib-1

3-PGA 1,00+0,08 | 1,37+0,05| 0,82+0,14 | 1,11+0,12
Acido glicérico | 1,00£0,08 | 0,35+0,03 | 0,41+0,06 | 0,32+0,04
Glicose 1,00£0,09 | 0,11+0,03 | 0,90+0,13 | 0,97+0,11
Frutose 1,00+0,07 | 0,14+0,01| 0,92+0,05| 1,00+0,07
Galactinol 1,00+0,11 | 0,23+0,06 | 0,18+0,03 | 0,25+0,04
Folha | Glicerol 1,00+0,10 | 0,32+0,04 | 0,50+0,03 | 0,55+0,03
Manitol 1,00£0,12 | 0,65+0,04 | 0,94+0,05| 0,860,09
Manose 1,00+0,04 | 0,21+0,03| 0,25+0,06 | 0,67+0,05
Mio inositol 1,00+0,06 | 0,94+0,05| 0,99+0,07 | 1,04+0,10
Sacarose 1,00£0,04 | 0,51+0,05| 0,96+0,04 | 1,00%0,06
Trealose 1,00£0,09 | 1,30+0,06 | 1,14+0,03 | 1,02+0,15
3-PGA 1.00£0.12 | 0.75+0.15| 1.2120.09 | 1.12+0.05
Frutose 1.00+0.06 | 1.45+0.04 | 1.57+0.08 | 1.63+0.10
Galactinol 1.00£0.08 | 1.15+0.05| 0.75+0.07 | 1.13%0.12
Caule |Glicose 1.00+0.08 | 0.57+0.04 | 0.70+0.15| 0.79+0.08
Manose 1.00+£0.04 | 0.15+0.05| 0.78+0.08 | 1.01%0.12
Mioinositol | 1.00+0.04 | 1.03+0.05| 0.9620.04 | 1.01+0.09
Sacarose 1.00+0.08 | 1.88+0.10 | 0.89+0.11 | 1.14+0.14
3-PGA 1.00+0.08 | 2.62+0.27 | 1.33+0.07 | 1.43%0.12
Frutose 1.00+0.08 | 1.87+0.04 | 1.70+0.05| 1.50+0.08
| Galactinol 1.00£0.06 | 1.25+0.12 | 2.08+0.18 | 2.12+0.20
Ralz | clicose 1.00+0.10 | 1.94+0.04 | 0.91+0.09 | 2.37+0.05
Mioinositol | 1.00¢0.11 | 0.92+0.05| 1.20+0.18 | 0.99+0.07
Sacarose 1.00+0.08 | 1.87+0.11 | 1.16+0.07 | 1.20+0.12
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Tabela S2.Nivel de aminoacidos de plantas de tomate selvagem e mgiia+itsob
concentracéo de G@mbiente (400 pmol mol™) e elevada (750 pmol mol™). Valores
definidos em negrito diferem estatisticamente do respectivo controle (WT) em nivel

de 5 % pelo teste Os dados sdo a média de 6 repeticéesada média.

Orgéo Metabslito 400 pmol C@ mol™* 750 pmol CQ mol*
WT gib-1 WT gib-1

Acido aspartico | 1.00£0,14 | 0,59:0,07 | 1,04%0,16 | 1,15:0,11
Acido glutamico 1,00+0,11 0,70%0,05 1,07+0,13 1,19+0,06
Alanina 1,00£0,04 | 0,45:0,05 | 0,95:0,08 | 0,88+0,14
Arginina 1,00£0,05 | 0,52¢0,08 | 0,890,10 | 0,930,04
Asparagina 1,00£0,08 | 0,64%0,06 | 1,12+0,07 | 0,89+0,16
Fenilalanina 1,00£0,13 | 0,5120,05 | 1,19+0,05 | 0,98+0,12
GABA 1,00£0,04 | 0,63:0,05 | 1,20+0,14 | 1,76%0,16
Glicina 1,0060,04 | 0,95:0,06 | 0,93+0,07 | 0,86+0,07
Glutamina 1,00£0,09 | 0,42#0,06 | 1,21#0,10 | 0,89+0,08

Folha | Homoserina 1,00£0,06 | 0,50£0,02 | 0,96£0,05 | 0,87:0,14
Leucina 1,00£0,07 | 1,48+0,14 | 0,81:0,09 | 0,89:0,04
Ornitina 1,00:0,04 | 0,96+0,07 | 1,06+0,11 | 1,090,03
Prolina 1,00£0,12 | 0,174#0,04 | 0,37£0,05 | 0,43+0,09
Serina 1,00+£0,09 | 0,98%0,10 0,73£0,13 | 0,78+0,05
Tirosina 1,00£0,10 | 0,62#0,07 | 0,82+0,12 | 0,93+0,06
Triptofano 1,00:0,08 | 0,49+0,04 | 1,21#0,15 | 1,14+0,09
Treonina 1,00£0,04 | 0,45:0,05 | 0,96+0,06 | 0,93:0,03
Valina 1,0060,12 | 0,97+0,15 | 0,95:0,09 | 1,090,08
B-Alanina 1,0060,12 | 0,50+0,07 | 0,84%0,11 | 0,96+0,07
Acido aspartico | 1.00£0,10 | 2,98%0,12 | 1,11%0,06 | 1,07%0,15
Acido glutamico 1,00+0,08 3,72+0,19 1,07+0,04 1,43+0,09
Arginina 1,00#0,05 | 1,98+0,15 | 0,93%0,10 | 0,76+0,05
Asparagina 1,00£0,13 | 1594+2,04 | 1,27+0,11 | 439051
Fenilalanina 1,00+0,08 3,41+0,24 1,14+0,06 1,24+0,12
GABA 1,00£0,08 | 1,1840,06 | 1,23+0,10 | 1,51:0,14
Glicina 1,0060,06 | 0,80+0,10 | 0,90%0,15 | 0,92+0,11
Glutamina 1,00¢0,14 | 18,37+1,92 | 1,42+0,07 | 4,97%0,92

Caule | " cina 1,00:0,09 | 0,91+0,03 | 1,12+0,08 | 0,89:0,06
Ornitina 1,00£0,04 | 0,41%0,06 | 0,86:0,12 | 1,08+0,03
Prolina 1,00#0,06 | 0,24%0,03 | 1,06:0,15 | 1,010,06
Serina 1,00£0,09 | 0,08£0,02 | 0,62+0,07 | 0,45+0,07
Tirosina 1,00#0,05 | 1,97#0,05 | 1,04+0,12 | 0,98+0,07
Treonina 1,00#0,05 | 1,82:0,12 | 0,86+0,05 | 1,14+0,11
Valina 1,00£0,05 | 1,1240,13 | 0,95:0,09 | 1,09+0,08
B-Alanina 1,00£0,06 | 0,7740,13 | 0,93:0,10 | 0,76:0,05
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Continuacao Tabela S2...

400 pmol C@ mol™*

750 pmol CQ mol*

Orgao Metabdlito
WT gib-1 WT gib-1

Acido aspértico| 1.00£0,12 | 1,62%0,07 | 1,15:0,14 | 1,06:0,09
Acido 1,00£0,14 | 3,27+0,29 | 1,224#0,10 | 1,61%0,15
glutdmico
Asparagina 1,0040,05 | 1,98+0,09 | 1,04+0,06 | 1,13+0,11
Fenilalanina | 1,00%0,14 | 3,41#0,27 | 3,12+0,37 | 3,6420,42
GABA 1,00£0,11 | 1,23+0,14 | 1,12#0,07 | 1,29#0,15
Glicina 1,00£0,12 | 1,330,10 | 1,35:0,07 | 1,66+0,12
Glutamina 1,00£0,06 | 2,09+0,13 | 1,0340,04 | 1,12+0,07

Raiz || ocina 1,00£0,04 | 2,18+0,16 | 0,9240,05 | 0,88+0,07
Ornitina 1,00£0,09 | 1,06+0,05 | 1,01#0,08 | 0,95:0,12
Prolina 1,00£0,09 | 0,98+0,08 | 1,02#0,18 | 1,06+0,06
Serina 1,00£0,10 | 1,70+0,15 | 1,11#¥0,14 | 1,73:0,08
Tirosina 1,00+0,05 | 1,31#0,10 | 1,32+0,09 | 1,55+0,04
Treonina 1,00£0,07 | 2,14#0,12 | 0,96%0,10 | 1,33+0,09
Valina 1,00£0,07 | 1,30+0,06 | 1,074#0,09 | 1,23+0,11
B-Alanina 1,00£0,04 | 1,17+0,06 | 1,36%0,12 | 1,810,09
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Tabela S3.Nivel de &cidos orgéanicos de plantas de tomate selvagem e nuitadte

sob concentracdo de GQ@mbiente (400 pmol mol™) e elevada (750 pmol mol™).

Valores definidos em negrito diferem estatisticamente do respectivo controle (WT) em

nivel de 5 % pelo testeOs dados sdo a média de 6 repeticoersada media.

Orgéio Metabslito 400 pmol C@ mol™* 750 pmol CQ mol*

WT gib-1 WT gib-1
2-0G 1,00£0,10 | 0,30%0,03 | 0,65+0,07 | 0,59+0,04
Aconitato 1,0040,04 | 0,37+0,04 | 1,14%0,16 | 0,84+0,11
Citrato 1,0040,09 | 0,70+0,08 | 1,79+0,06 | 1,7840,10
Fumarato 1,00+0,09 | 0,08+0,03 | 0,82+0,05 | 0,95+0,06
Isocitrato 1,0040,08 | 0,25:0,03 | 0,91#0,11 | 0,73#0,12
Folha |~ ato 1,00£0,09 | 0,95:0,13 | 0,86:0,04 | 0,79+0,10
Malato 1,00£0,07 | 0,16+0,04 | 0,82+0,08 | 0,79+0,06
Oxalacetato | 1,00:0,11 | 1,08#0,07 | 0,85:0,06 | 0,77+0,10
PivLvato 1,0040,11 | 0,69+0,05 | 1,04%0,04 | 1,12+0,09
Succinato 1,0040,06 | 0,24%0,04 | 1,06+0,12 | 1,01%0,14
2-0G 1,000,07 | 1,84%0,33 | 0,88+0,04 | 1,18%0,10
Aconitato 1,0040,04 | 0,44+0,06 | 0,89+0,04 | 0,92+0,11
Citrato 1,0040,08 | 0,65:0,07 | 0,93+0,06 | 1,19+0,05
Fumarato 1,0040,09 | 0,41#0,05 | 0,92+0,15 | 0,750,10
Isocitrato 1,0040,10 | 0,50+0,07 | 0,82+0,09 | 0,91+0,07
Caule | " iato 1,00+0,03 | 1,07+0,05 | 0,84+0,17 | 1,03+0,08
Malato 1,000,11 | 0,45%0,04 | 0,66+0,08 | 0,63%0,05
Oxalacetato | 1,00:0,10 | 0,45%0,11 | 0,95+0,14 | 0,88+0,09
PivLvato 1,0040,12 | 1,05:0,09 | 0,89+0,05 | 1,14+0,04
Succinato 1,0040,08 | 0,41#0,05 | 1,17+0,10 | 0,78+0,12
2-0G 1,00£0,12 | 1,42%0,06 | 0,92+0,13 | 0,96%0,11
Aconitato 1,0040,14 | 1,12+0,10 | 0,84x0,06 | 1,02+0,16
Citrato 1,0040,04 | 0,97+0,07 | 1,14%0,10 | 1,53%0,17
Fumarato 1,0040,06 | 0,56+0,04 | 1,24%0,14 | 1,18+0,09
| 1socitrato 1,00#0,06 | 0,87+0,10 | 0,93+0,09 | 1,38%0,10
Raiz | tato 1,00£0,09 | 1,15+0,10 | 1,09+0,12 | 1,24%0,11
Malato 1,0040,08 | 0,47+0,07 | 0,65:0,05 | 0,61%0,08
Oxalacetato | 1,00:0,16 | 0,42#0,05 | 0,93+0,08 | 0,89+0,14
PivLVato 1,0040,05 | 1,04+0,08 | 1,14x0,06 | 0,99+0,11
Succinato 1,0040,11 | 1,06+0,06 | 1,41%0,09 | 1,40£0,07
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