ELIZA LOUBACK COELHO DOS SANTOS

EXPRESSAO GENICA DA ROTA BIOSSINTETICA DA LIGNINA
E IMUNOHISTOQUIMICA DA PAREDE CELULAR EM Pfaffia
glomerata (SPRENG.) PEDERSEN (AMARANTHACEAE)
CULTIVADA IN VITRO SOB ATMOSFERA ENRIQUECIDA DE

CO;

Tese apresentada a Universidade Federal
de Vigosa, como parte das exigéncias do
Programa de  P6s-Graduagdo em
Boténica, para obtencdo do titulo de
Doctor Scientiae.

VICOSA
MINAS GERAIS - BRASIL

2018



Ficha catalografica preparada pela Biblioteca Central da Universidade
Federal de Vicosa - Campus Vicosa

T

Santos, Eliza Louback Coelho dos, 1987-
S237e Expressdo génica da rota biossintética da lignina e
2018 imunohistoquimica da parede celular em Pfaffia glomerata

(Spreng.) Pedersen (Amaranthaceae) cultivada in vitro sob
atmosfera enriquecida de CO2 / Eliza Louback Coelho dos
Santos. — Vicosa, MG, 2018.

ix, 34 f. : il. (algumas color.) ; 29 cm.

Orientador: Wagner Campos Otoni.
Tese (doutorado) - Universidade Federal de Vigosa.
Referéncias bibliograficas: f. 27-34.

1. Pfaffia glomerata - Propagacdo in vitro. 2. Anticorpos
monoclonais. 3. Microscopia confocal. I. Universidade Federal
de Vicosa. Departamento de Biologia Vegetal. Programa de
P6s-Graduacdo em Botanica. II. Titulo.

CDD 22. ed. 583.53




ELIZA LOUBACK COELHO DOS SANTOS

EXPRESSAO GENICA DA ROTA BIOSSINTETICA DA LIGNINA
E IMUNOHISTOQUiMICA DA PAREDE CELULAR EM Pfaffia
glomerata (SPRENG.) PEDERSEN (AMARANTHACEAE)
CULTIVADA IN VITRO SOB ATMOSFERA ENRIQUECIDA DE
CO;

Tese apresentada a Universidade Federal
de Vigosa, como parte das exigéncias do
Programa de Poés-Graduagdo em
Boténica, para obtengdo do titulo de
Doctor Scientiae.

APROVADA: 06 de dezembro de 2018.

i,

Renata Maria Strozi Alves Meira (_/ Ana Cléaudia Ferreira da Cruz
(Coorientadora)

Cleberson Ribeir‘bT[l:J'

Calit é@/ﬁqm Weomades

Tali ristina Mamedes

Wagnb tI);ampos Oto
rie

ntador)



Ao meu amado marido Tiago e aos nossos filhos
Pedro e Maria Clara, vocés sdo meu maior tesouro.

Amo vocEs.

DEDICO

ii



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus, meu Pai amado, pelo Seu amor insonddvel, pela for¢a e pelo sustento
didrio até aqui. Obrigada por me proporcionar surpresas tdo maravilhosas ao longo desse

percurso.

A Universidade Federal de Vigosa e principalmente ao Programa de P6s Graduagdo em
Botanica pela oportunidade de cursar esses 4 anos de doutorado e a CAPES pela

concessao da bolsa de estudos.

Ao meu querido orientador Wagner Campos Otoni que me acolheu de forma tdo querida,
que nao mediu esfor¢os em me orientar, mesmo a distancia e com um prazo tao apertado.
Obrigada por ser esse profissional tdo humano, o senhor é um grande exemplo a ser

seguido.

A Professora Renata Maria Strozi Alves Meira pela coorientac@o e por sempre se mostrar

tdo solicita.

Ao Diego de Souza Batista, que foi muito mais que um coorientador, um grande colega
que me ajudou em todos os momentos da execugdo deste trabalho, principalmente quanto
as andlises de expressdo génica. Sua dedicacdo e disponibilidade em ajudar sdo

admirdveis, muito obrigada!

Aos professores do departamento de Biologia Vegetal, pelas disciplinas oferecidas, que

contribuiram de forma valiosa para o meu aprendizado.

Ao Nucleo de Microscopia e Microandlise, nas pessoas de Gilmar, Karla, Carlota, Cris,
Rosangela e Michele, pelos ensinamentos, pela agraddvel convivéncia, pelo auxilio no

aprimoramento técnico e utilizacdo dos equipamentos.

Ao Laboratorio de Cultura de Tecidos II, principalmente aos colegas Evandro, Priscila,
Lorena, Kamila, Amanda, Raysa, Wellington, Daniele, Ludmila, Marcia e Gabriela.
Obrigada pela acolhida, pelos ensinamentos e principalmente pelos grandes momentos de

descontragdo, sem os quais ndo deixaria essa jornada tdo prazerosa!

Agradeco aos meus queridos amigos do grupo da féfia Tatiane, Kristhiano e Sérgio, sem
voces esse trabalho ndo teria sido vidvel! Em especial a minha querida Tati, que me
ensinou tanto, me auxiliou nas coletas e em algumas andlises. Vocé € uma amiga

maravilhosa, vocé vai longe pequena!

iii



Ao Laboratério de Anatomia Vegetal, nas pessoas de Aurora e Rosana, queridas técnicas,
sempre dispostas a ajudar. A querida Luana (Prima), grande companheira de caminhada,

obrigada pelos momentos de descontracio!

Aos amigos de fora das quatro pilastras Jordanya e Alan, s6 Deus sabe o quanto vocés
foram importantes para mim. JO querida, seu cuidado com o Pedro me encanta, vocé€ me
instigou a ser uma mae melhor! Muito obrigada pelos momentos alegres e tristes, pelas
horas de conversa e por me ajudar no momento em que eu mais precisei, vocés sao

maravilhosos!

Aos grandes amigos da IPV, minha familia em Cristo. Deus foi extremamente bondoso
em colocar vocés na minha vida. Obrigada pela convivéncia, pelo apoio, pelas oracdes e

principalmente por serem a minha familia de Vigosa.

As minhas queridas amigas que estdo longe Lays e Larissa. Obrigada pela amizade
incondicional, mesmo a distancia. Vocés sempre se importaram comigo, cada uma a sua

maneira. Obrigada por ouvirem meus desabafos, amo vocés e morro de saudades.

Aos meus pais que sempre me apoiaram € me incentivaram tanto. Cada dia me espelho
mais em voc€s, meus grandes exemplos de sabedoria e amor. Obrigada por terem
dedicado tanto do tempo de voces, principalmente a minha mae Madrcia, por ter ficado
tantos meses aqui comigo, para me ajudar com os meninos, para que eu pudesse finalizar

esse Doutorado. Amo voceés.

A minha sogra Lucilia que sempre se importou tanto conosco, sempre se dedicou em orar
e ajudar conforme a necessidade, mesmo com tantas limitacdes. A senhora é um grande

exemplo para mim.

Ao meu marido, meu melhor amigo, Tiago que esteve ao meu lado em todos os
momentos. Agradeco a Deus por ter colocado um homem tdo maravilhoso na minha vida
e que proporcionou minha maior alegria, nossos filhos. Vocé ¢ um exemplo de pai
dedicado, obrigada por ter deixado tantos sonhos de lado para cuidar dos nossos filhos
para que eu pudesse finalizar o doutorado. Esse trabalho ndo teria saido sem vocé.

Obrigada por ter me auxiliado desde a execucdo a escrita dessa Tese, essa vitoria € nossa!

Te amo cada dia mais.

Aos meus amados filhos Pedro e Maria Clara, € uma honra ser mie de vocés, meus
verdadeiros presentes de Deus. Vocés, mais que todas as pessoas, criaram em mim a forca
que eu precisava para terminar essa Tese. Obrigada por serem essas bén¢dos na minha
vida. Mamae ama muito voces.

v



SUMARIO

RESUIMO..........oiiiiiiiie ettt et e e e et e e s e ttaeeeesnbaeeeeas vi
ADSETACE ...ttt ettt et e eans viii
INEEOAUCAO. ...ttt e e e 1
Material € MELOdOS..............co.eviiiiiiiiieieeteeee et 6
Material Vegetal.......c.cocveviiiiiiiiiniiiiiiiicieccreee ettt 6
Andlise EXperimental...........cccooiiiiiiiiiiiiieieeee e 6
Analises de CresCIMENTO. ... ...cccciieerieeeiieeeiieeeieeeeieeeereeeereeesreeesbeeesebeeeennees 7
Atividade fOtOSSINLELICA I71 VITFO.....ccuveeeiiiieiiiieiieeeiie ettt 7
IMUNONISTOQUITIIICA. ....eeeuiiiiiiiiieiiie et et 7
Extracdo de RNA, sintese de cDNA € qPCR........coooviiiiiiiiiiiiiiiieee, 8
ANALISES EStAtISTICAS. . uiietiieeiiiieeiiieeiiee et e eieeeeteeeeteeeetee e aeeeseaeeesebeeeeseeennnee s 9
ReESUIAAOS. ...t e e e e et e e e e e e s e 10
DASCUSSAO........ccoeiiieiiie ettt et e et e e st e e et eeesabee e abeeesaeeesaeesssaeesnnseeens 13
TADEIAS.........ooiiiii e 20
FRGUIAS. ...ttt ettt e et e st esaaeesaaee s 22
Referéncias Bibliograficas..................cocooiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee e 27



RESUMO

SANTOS, Eliza Louback Coelho dos, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, dezembro
de 2018. Expressao génica da rota biossintética da lignina e imuno-histoquimica da
parede celular em Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen (Amaranthaceae) cultivada
in vitro sob atmosfera enriquecida de CO:2. Orientador: Wagner Campos Otoni.
Coorientadores: Renata Maria Strozi Alves Meira e Diego Silva Batista.

Dentre as espécies de interesse fitoterdpicos destaca-se Pfaffia glomerata, conhecida
popularmente como féifia ou ginseng brasileiro. A propagagao in vitro é uma importante
alternativa no cultivo de plantas com propriedades farmacolégicas e nutricionais de
interesse industrial. No cultivo in vitro, a concentracdo de CO> no interior dos frascos
contendo meio de cultura é reduzida, o que limita a fotossintese. No sistema
fotoautotréfico in vitro, as plantas sdo propagadas em meios de cultura onde a fonte de
carbono é, exclusivamente, do CO; das trocas gasosas. Ao submeter a planta a um maior
regime de concentracdo de CO», hd o aumento das trocas gasosas, aumentando a
qualidade da planta e sua sobrevivéncia, pois gera plantas mais vigorosas € com maior
acimulo de biomassa. A parede celular vegetal constitui grande por¢do da biomassa
vegetal, sendo uma complexa mistura de macromoléculas, podendo ser celulose, pectinas,
xiloglucanos, heteroxilanos, heteromananos, lignina, entre outros. Desta forma, o
presente estudo tem como objetivo analisar a dindmica estrutural da deposi¢do de parede
celular assim como a expressao de genes envolvidos na biossintese de lignina em plantas
de Pfaffia glomerata durante o cultivo in vitro em atmosfera enriquecida com CO». Para
isso, vitroplantas de P. glomerata foram propagadas vegetativamente em meio MS sem
adicao de sacarose. As plantas foram colocadas em camaras de acrilico com ar for¢cado
continuo a 400 e 1000 pL L' de CO», e frascos controle foram posicionados do lado de
fora das camaras, sem ventilagio forcada. O experimento foi avaliado aos 20, 30 e 40 dias
de cultivo, totalizando nove tratamentos com 4 repeticdoes. Foram realizadas anélises de
crescimento, fotossintese e imunohistoquimica (utilizando anticorpos monoclonais JIM7,
JIM13, LMS, LM10 e LMI11) e, aos 40 dias, avaliacdo da expressdao dos genes
relacionados a rota biossintética da lignina (PgC4H, PgCCoAOMT, PgCCR, PgCAD e
PgCOMT). O enriquecimento de CO2 na concentracio de 1000 pL L' induziu maior
crescimento e o maior acimulo de massa vegetal, além de aumentar a taxa fotossintética.
Os tratamentos com ventilagdo for¢ada, levaram a diminui¢do da expressdo dos genes
PgC4H, PgCAD e PgCCR em relacdo ao controle, sendo que o tratamento com ventilacio
forcada de 400 pL L teve os menores niveis de expressdo. Os genes PgCCoAOMT e

PgCOMT nao apresentaram expressao significativa em relacao ao controle. As anélises
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de imunohistoquimica mostraram que a deposi¢ao das pectinas detectadas pelo anticorpo
JIM7 diminuiu ao longo do experimento. Quanto as pectinas detectadas pelo anticorpo
LMS5, apenas o tratamento de 1000 uL L' de CO, apresentou marcagio intensa na regifio
do xilema. A deposicdo de hemiceluloses e glicoproteinas, utilizando respectivamente os
anticorpos LM10 e LM11 e o anticorpo JIM13, foi detectada exclusivamente nas regides
de parede secundaria, diferindo apenas na intensidade, sendo o tratamento de 1000 uL L~
I'de CO2 o mais expressivo. O desenvolvimento in vitro de P. glomerata, em meio
fotoautotréfico com atmosfera enriquecida com CQO», foi efetivo no aumento das taxas
fotossintéticas, crescimento e acimulo de biomassa. Além disso, o cultivo foi responsavel
por promover a diminuicao da expressao dos genes da via de sintese da lignina e promover

o incremento dos polissacarideos da parede celular.
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ABSTRACT

SANTOS, Eliza Louback Coelho dos, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, December,
2018. Gene expression of the lignin biossintetic route and immunohistochemistry of
the cell wall in Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen (Amaranthaceae) cultivated in
vitro under CO: enriched atmosphere. Adviser: Wagner Campos Otoni. Co-advisers:
Renata Maria Strozi Alves Meira and Diego Silva Batista.

Pfaffia glomerata, popularly known as Brazilian ginseng, stands out as an important
species of phytotherapic interest. In vitro propagation is an important alternative to the
cultivation of plants with pharmacological and nutritional properties of industrial interest.
In in vitro culture, the CO> concentration inside the flasks containing culture medium is
reduced, which limits the photosynthesis. In the photoautotrophic in vitro system, plants
are propagated in culture media where the CO> from gas exchanges is the exclusive source
of carbon. By subjecting the plant to a higher CO; concentration regime, there is an
increase in gas exchange, thus increasing the quality of the plant and its survival, as it
generates more vigorous plants and with greater accumulation of biomass. The plant cell
wall constitutes a large portion of the plant biomass, being a complex mixture of
macromolecules, which can be cellulose, pectins, xyloglucans, heteroxylans,
heteromannans and lignin, among others. Thus, the present study aims to analyze the
structural dynamics of cell wall deposition as well as the expression of genes involved in
lignin biosynthesis in Pfaffia glomerata plants during in vitro culture in CO» enriched
atmosphere. Vitroplants of P. glomerata were propagated vegetatively in MS medium
without addition of sucrose. The plants were placed in acrylic chambers with continuous
forced air at 400 and 1000 puL L' CO», and control vials were positioned outside the
chambers without forced ventilation. The experiment was evaluated at 20, 30 and 40 days
of cultivation, totaling nine treatments with 4 replicates. Analyzes of growth,
photosynthesis and immunohistochemistry (using monoclonal antibodies JIM7, JIM13,
LMS, LMI10 and LM11) were performed and, at 40 days, an evaluation of genes related
to lignin biosynthetic route (PgC4H, PgCCoAOMT, PgCCR, PgCAD and PgCOMT) was
performed. The enrichment of CO> at the concentration of 1000 uL L induced higher
growth and greater accumulation of vegetal mass, besides an increase in the
photosynthetic rate. The treatments with forced ventilation led to a decrease in the
expression of PgC4H, PgCAD and PgCCR genes in relation to the control, and the forced
ventilation treatment of 400 pL L had the lowest levels of expression. The PgCCoAOMT

and PgCOMT genes did not show significant expression in relation to the control.
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Immunohistochemical analyzes showed that the deposition of pectin detected by the JIM7
antibody decreased throughout the experiment. The pectins detected by the LMS5 antibody
showed intense marking in the xylem region only in the treatment of 1000 uL L' of CO».
The deposition of hemicelluloses and glycoproteins, using respectively the LM10, LM11
and the JIM13 antibody, was detected exclusively in the secondary wall regions, differing
only in intensity, with the treatment of 1000 pL L' of COz being the most expressive. In
vitro development of P. glomerata, in photoautotrophic medium with CO: enriched
atmosphere, was effective in the increase of the photosynthetic rates, growth and
accumulation of biomass. In addition, the cultivation was responsible to promoting the
reduction of the expression of genes of the lignin synthesis pathway and promoting the

increase in polysaccharides of the cell wall.
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INTRODUCAO

Desde os primeiros registros histdricos, observa-se a utilizacdo de plantas para
fins terap€uticos, sendo que este conhecimento simboliza, muitas vezes, o Gnico recurso
terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos (Maciel et al. 2002; Almeida et al.

2017).

Dentre as espécies de interesses fitoterdpicos pode-se destacar a espécie Pfaffia
glomerata (Spreng.) Pedersen (Amaranthaceae), conhecida popularmente como féfia,
“ginseng do pantanal” ou “ginseng brasileiro” (Festucci-Buselli et al. 2008a; Santos et
al. 2012)., é nativa da América do Sul e de ocorréncia em vegetacdes dos Estados do

Parana, Mato Grosso do Sul, Sao Paulo e Goias (Alves et al. 2006; Corréa Junior 2008).

Virias propriedades medicinais vém sendo atribuidas as espécies do gé€nero
Pfaffia sp., tais como: tonico muscular, anabolizante, analgésica, antiinflamatoria,
antimutagénica, afrodisiaca, antidiadiabetes e possui acdes antioxidantes (Festucci-
Buselli et al. 2008a, b; Almeida et al. 2017). Tais propriedades sdo atribuidas ao
metabolito 20-hidroxiecdisona, destacando assim o interesse da industria farmacéutica na

espécie P. glomerata (Festucci-Buselli et al. 2008a).

A propagacdo in vitro é uma técnica que constitui importante alternativa a
ampliacdo do cultivo de plantas com propriedades farmacoldgicas e nutricionais de
interesse industrial que pode reduzir a pratica extrativista, permitindo assim, a
conservacgao do pool génico das populagdes naturais (Hussain et al. 2012) e obtencdo de
plantas com maior qualidade e produtividade de compostos quimicos de interesse (Batista
et al. 2017). Os beneficios desta técnica sdo atribuidos a maior possibilidade de controle
dos fatores ambientais onde as plantas sdo cultivadas, tais como concentragoes especificas
de sais, carboidratos, reguladores de crescimento, umidade relativa, irradiancia, trocas
gasosas e ambiente asséptico (Gaspar et al. 1996). Entretanto, plantas micropropagadas
se comparadas as cultivadas in vivo, mostram caracteristicas peculiares, tais como dpices
mal desenvolvidos, menor producdo de cuticula e cera epicuticular, tecidos com baixa
resisténcia mecanica, maior teor de dgua, estdmatos ndo funcionais, folhas delgadas e
pequenas com menos tricomas e baixa atividade fotoautotréfica (Kozai e Kubota 2005;

Kozai 2010; Cha-um et al. 2011; Xiao et al. 2011).

No cultivo in vitro, a concentracdo de CO- no interior dos frascos contendo meio
de cultura € reduzida, o que limita a fotossintese. Nos métodos tradicionais de propagagao
in vitro a fonte de carbono externa fornecida € a sacarose, € assim se mantém o
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crescimento e desenvolvimento das plantas (Kozai 2010; Xiao et al. 2011). Por outro
lado, no sistema fotoautotréfico in vitro, as plantas podem ser propagadas em meios de
cultura que ndo contém sacarose e a fonte de carbono € exclusivamente advinda das trocas
gasosas entre os frascos de cultura e o ambiente externo. Uma das vantagens da remocao
dos carboidratos no meio de cultura é a prevengdo do crescimento rapido de
microrganismos e reducao de custos (Kozai 2010; Xiao et al. 2011; Pérez-Jiménez et al.
2015). Ao submeter a planta a um maior regime de concentracao de CO>, hd aumento das
trocas gasosas e melhoria da transicio do meio in vitro para ex vitro, melhorando a

qualidade da planta e sua sobrevivéncia (Corréa et al. 2015; Batista et al. 2017).

Estudos anteriores realizados na nossa equipe de pesquisa focaram no
estabelecimento e na otimizagdo de condi¢des de crescimento in vitro para P. glomerata
e demonstraram que esta espécie tem um potencial notdvel para micropropaga¢dao em
sistemas fotoautotréficos (Iarema et al. 2012; Saldanha et al. 2012, 2013, 2014; Corréa
et al. 2015, 2016; Batista et al. 2018). Nestes trabalhos, individuos de P. glomerata
cultivados in vitro em recipientes contendo membranas permedveis as trocas gasosas
foram submetidos a atmosfera enriquecida com COg, através de um sistema de ventilacdo
natural ou forcada. Este sistema permitiu o aumento das concentracdes de carbono no
interior dos frascos e viabilizaram a micropropagacdo fotoautotréfica sob atmosfera
enriquecida com CO». Assim ficou evidente que a produgdo e propagacdo de P. glomerata
era promissora ao serem submetidos a essas condic¢des, pois os individuos se tornaram

mais vigorosos € com maior acimulo de biomassa.

A parede celular vegetal, além da importancia funcional, constitui grande por¢ao
da biomassa vegetal, sendo uma complexa mistura de macromoléculas que sao
construidos a partir de uma gama de polissacarideos/glicoconjugados estruturalmente
variados que potencialmente incluem celulose, pectinas, xiloglucanos, heteroxilanos,
heteromananos, glucanos de ligagcdo mista e proteinas arabinogalactanos (AGPs ou
glicoproteinas) fundamentais para definir e elaborar formas e fun¢des da planta (Didi et

al. 2015; Cornuault et al. 2015).

A Dbioquimica dos componentes da parede celular tem sido estudada
extensivamente e, em termos gerais, a maioria das estruturas abundantes e difundidas esta
bem caracterizada (Burton er al. 2010; Cosgrove 2018). Uma série de modelos que
descrevem a organiza¢do dos polimeros da parede celular foi apresentada e muitos deles
representam as microfibrilas de celulose interligadas por hemiceluloses e incorporados

em uma matriz péctica (Keegstra et al. 1973; McCann e Roberts 1994; Carpita e Gibeaut
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1993; Somerville et al. 2004; Baba 2006). Trabalhos mais recentes, porém, permitiram
uma visdo mais detalhada, incluindo novos glicanos que podem compor a matriz da
parede celular, como xiloglucanos, heteroxilanos e supramoléculas pécticas que também
podem interagir com as microfibrilas de celulose e entre si (Zykwinska et al. 2007; Burton

et al. 2010; Cosgrove 2014; Cosgrove 2018).

A celulose € o polissacarideo vegetal mais abundante, responsavel por 15 a 30%
da massa seca de todas as paredes celulares primérias e uma grande porcentagem das
paredes secunddrias. Celulose é organizada na forma de microfibrilas, que sdo os
conjuntos de cadeias (1—4)-f-D-glicano, ligadas umas as outras ao longo do seu

comprimento (Carpita et al. 2015).

As pectinas associam-se entre si através da construcdo de pontes de Ca*? para
formar uma rede coextensiva com a rede de celulose-hemicelulose (Carpita e Gibeaut
1993). Quanto maior o numero de interagdes da cadeia péctica com as microfibrilas de
celulose, a parede celular se torna mais eléstica e robusta (Dyson et al. 2012). Polimeros
pécticos sao classificados em trés grandes dominios: homogalacturonanos, que t€m uma
variacdo de metilesterificacao, responsdvel pela regulacio 10nica, hidratacdo e estados de
gel da matriz da parede celular; ramnogalacturonanos II, que ocorrem em todas as paredes
celulares primdrias na forma de cadeias laterais complexas do esqueleto de
homogalacturonanos; e os ramnogalacturonanos 1 formados pela alternacdes de

homogalacturonanos e as ramnoses (Ridley ez al. 2001).

As hemiceluloses sdo um grupo heterogéneo de polissacarideos, que podem
realizar ligacOes de hidrogénio com as microfibrilas de celulose: elas ndo s6 podem
revestir as microfibrilas de celulose, como também sdo longas o suficiente para cobrir a
distancia entre as microfibrilas e liga-las para formar uma rede (Scheller e Ulvskov 2010;

Carpita et al. 2015).

Por sua vez, a lignina é um dos principais compostos estruturais da parede celular
secunddria das plantas vasculares. E um componente frequente em tecidos como o xilema
e o esclerénquima e estd associada ao crescimento e desenvolvimento das plantas,
conferindo resisténcia fisica ao corpo vegetal (Ma 2009; Hu et al. 2017). Ha um forte
consenso na literatura de que o aumento do teor de lignina pode ser usado como um dos
principais indicadores para avaliar a resisténcia a acomodacio das culturas (Chen et al.

2011; Peng et al. 2014).



Nas angiospermas, a lignina é um heteropolimero aromatico complexo, derivado
principalmente de trés alcoois hidroxicinamilicos (ou monolignois): dlcoois p-cumarilico,
coniferilico e sinapilico. Estes compostos geram trés mondmeros de lignina: hidroxifenil
(H), guaiacil (G) e siringil (S) (Boerjan et al. 2003; Vanholme et al. 2012). A propor¢do
desses mondmeros determina a composicdo da lignina, a qual difere entre as espécies

(Ralph et al. 2004).

A maioria das enzimas que desempenham um papel na biossintese da lignina
foram identificadas e estdo bem caracterizadas (Fraser e Chapple 2011). Mutagdes em
vdrios genes da rota biossintética da lignina resultam em plantas que acumulam polimeros
de lignina atipicos que ndo estdo presentes ou ndo sdo abundantes em plantas selvagens
(Anderson et al. 2015). A lignina € sintetizada na parede celular pela polimerizagcao dos
monolignois catalisada por peroxidases (Fry 2001). Fenilalanina amonia liase (PAL), 4-
cumarato:CoA ligase (4CL), cinamil dalcool desidrogenase (CAD), cinamato 4-
hidroxilase (C4H), cafeoil-CoA O-metiltransferase (CCoAOMT), ferulato 5-hidroxilase
(F5H), cinamoil-CoA redutase (CCR), acido cafeico O-metiltransferase (COMT) e
peroxidase (POX) s@o as principais enzimas da rota biossintética da lignina e estudos
relacionados a esses genes vém recebendo destaque na literatura nos ultimos anos (Boudet
et al. 2003; Cochrane et al. 2004; Do et al. 2007; Weng e Chaple 2010; Cheng et al. 2013;
Zhang e Liu 2015; Hu et al. 2017). Entretanto, hd uma lacuna no conhecimento a respeito
da expressdo génica quando se trata de desenvolvimento in vitro fotoautotréfico, com

enriquecimento de COz, seja pela ventilagdo natural ou forcada.

Além disso, ainda s@o necessdrias informacdes estruturais do desenvolvimento
desses componentes na parede celular (Knox 2008; Yang et al. 2016). Temos, portanto,
apenas um conhecimento limitado da diversidade das configuragdes macromoleculares
da parede celular in situ que podem ocorrer em um 6rgdo em desenvolvimento (Harris
2005; Cosgrove 2018). Desta forma, sdo necessdrias ferramentas adequadas para adquirir
essas informacdes.

Atualmente, a técnica da imunohistoquimica, que utiliza anticorpos monoclonais
contra epitopos especificos, ¢ o melhor método para discernir os aspectos das
microestruturas da parede celular e localizar precisamente polimeros in situ em tecidos
complexos (Lee et al. 2011; Domozych 2012; Shinohara et al. 2015; Pilarska et al. 2015;
Leszczuk et al. 2018).

Poucos sdo os trabalhos que utilizam a técnica de imunohistoquimica no

desenvolvimento de plantas in vitro e, quando o fazem, sao relacionados a embriogénese
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ou organogénese somadtica (Tan et al. 2011; Potocka et al. 2012; Pilarska et al. 2015).
Desta forma, a utilizacio desta técnica para elucidar a dindmica da deposicdo de parede
celular em vitroplantas sob condicdes fotoautotréficas com enriquecimento de CO; é
desconhecida

Sabendo que a propapagacdo in vitro da espécie P. glomerata vem sendo
promissora quanto ao sistema fotoautotréfico sob atmosfera enriquecida com COz e
considerando o pouco conhecimento sobre a estrutura e padrdes de deposicdo de
polissacarideos de parede celular e sobre a expressdo dos genes da rota biossintética da
lignina nessa espécie, foram elaboradas as seguintes hip6teses a serem investigadas neste
trabalho:

- Sob condig¢des fotoautotrdficas in vitro, no ambiente enriquecido com CO», ha

maior alocacdo de carbono estrutural para a parede celular e, conseguinte,

modificacdo de sua arquitetura.

- Ha variacdo na dinamica dos padrdes de deposicdo dos componentes da parede

celular em diferentes tempos de exposi¢ao ao CO; em Pfaffia glomerata.

- H4 variacdo na expressdo de genes associados aos padrOes de deposicdo da

lignina na parede celular em ambiente enriquecido com CO;, em diferentes

periodos de exposicdo, em Pfaffia glomerata.

Para isso, o presente estudo teve como objetivo analisar a dindmica estrutural da
deposicdo de parede celular assim como a expressdo de genes envolvidos na biossintese
de parede celular em plantas de Pfaffia glomerata durante o cultivo in vitro em atmosfera

enriquecida com COa.



MATERIAL E METODOS

1. Material Vegetal

O material vegetal foi obtido através da propagacdo vegetativa in vitro via
segmentos nodais, com 2 cm de comprimento, sem folhas e com dois meristemas axilares
pré-existentes. Tais segmentos foram retirados de vitroplantas de Pfaffia glomerata
(acesso LCT 22) cultivadas por 30 dias sob condicdes fotoheterotréficas e inoculados em
meio de cultura constituido por sais e vitaminas MS (Murashige e Skoog 1962), acrescido
de 100 mg L'! de mio-inositol e 30 g L! de sacarose. O meio de cultura teve pH ajustado
para 5,7 e foi geleificado com 7 g L' de dgar granulado (Merck®) posteriormente, foi
esterilizado por autoclavagem a 121° C e 1,5 atm durante 20 minutos. As culturas foram

mantidas a 25 + 2° C sob irradiancia de 60 umol m™ s’

, em lampada fluorescente (110
W, HO Sylvania T12) e fotoperiodo de 16 h. Este processo foi realizado no Laboratdrio

de Cultura de Tecidos II (LCTII) da Universidade Federal de Vigosa (UFV).
2. Analise Experimental

Para a andlise experimental foram utilizados frascos de vidro com capacidade de
600 mL contendo 100 mL de meio de cultura MS semis sélido com 7 g L' de dgar
granulado (Merck®), sem sacarose, contendo 4 segmentos nodais de P. glomerata. Os
frascos foram vedados com tampa de polipropileno contendo duas membranas PTFE de
0,45 um de poro (MilliSeal® AVS-045 Air Vent, Téquio, Japdo), permedveis a trocas
gasosas. Os frascos foram colocados dentro de camaras acrilicas (41 cm largura x 26 cm
altura x 50 cm comprimento), sendo devidamente vedadas com sistema de presilhas tipo
borboleta distribuidas na tampa. Cada camara continha uma ventoinha para promocgao da
ventilacao for¢ada e homogeneizacio da atmosfera no seu interior, segundo proposto por
Saldanha et al. (2013). As culturas foram mantidas sob fotoperiodo de 16 h e irradiancia
de 100 umol m™s™! promovida por 1ampadas fluorescentes.

O ar enriquecido de CO> (uma mistura de ar ambiente com CO> comercial) foi

! com umidade relativa constante

injetado no interior da cdmara com o fluxo de 1 L min
de 50 + 10 %. As concentragdes de CO» no ar injetado foram de 400 e 1000 pL L', no
qual foram ajustados com um analisador de gds infravermelho (modelo S153 CO»
Analyzer Qubit System, Kingston, Canada). Também foram colocados frascos do lado de

fora das camaras de acrilico, como controle do experimento, sem atmosfera enriquecida



e sem ventilacdo forcada. A concentracdo de CO; do ambiente externo as camaras de

acrilico também foi avaliada com analisador de gds infravermelho.

O experimento foi avaliado aos 20, 30 e 40 dias de exposicao de individuos de P.
glomerata a atmosfera enriquecida de COz, totalizando 9 tratamentos (Tabela 1). Para

cada coleta foram utilizados 4 frascos (n=4).
3. Analises de Crescimento

Para avaliar o crescimento das plantas em cada experimento foram determinados

o comprimento da planta (cm) e as massas fresca (g) e seca (g) totais.

Para a determinagdo da massa seca as amostras foram mantidas a 60 °C em estufa
com circulacdo for¢ada de ar (ACB LABOR®), até obter peso constante. Para analise da
area foliar, as folhas foram destacadas e fixadas individualmente em folhas em papel
branco plastificado e milimetrado, sendo as imagens capturadas com camera digital

Nikon® P510, e processadas no programa Image J (Schneider et al. 2012).
4. Atividade fotossintética in vitro

As medidas de taxa de assimilacdo onde CO: da planta liquida (A), foram
realizadas utilizando liquida frascos contendo 4 individuos de P. glomerata, sob
diferentes concentracdes de CO2, das 10:00 as 14:00 h. As anélises foram realizadas em

20, 30 e 40 dias de experimento.

Para isso, foi adaptado um sistema de analisador de gds infravermelho (IRGA)
segmentado. O esquema utilizado seguiu a metodologia descrita por Costa et al. (2014) e
como fonte de energia luminosa foi desenvolvido um sistema composto por 8 LEDs
brancos disposto no interior das laterais de um recipiente de poliestireno expandido (EPS
Isopor®). Os LEDs foram ligados em um circuito de corrente continua sob tensdo de 12

V, formados por dois conjuntos em paralelo de 4 LEDs ligados em série.
5. Imunohistoquimica

Ap6s a finalizagdo de cada tratamento do experimento (20, 30 e 40 dias), foram
fixados caules localizados abaixo do terceiro né de P. glomerata para as andlises de

imunolocalizagdo.

Para tais estudos, as amostras foram fixadas em solug@o de glutaraldeido (0,2%)
e paraformaldeido (1,6%), em tampao fosfato de s6dio 25 mM (pH 7,1) (Avci et al. 2012).
Posteriormente, o material foi desidratado em série etilica crescente e incluido em

historresina LR White. Sec¢des semi-finas (1-2 um) foram obtidas em micrétomo rotativo
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de avanco automatico (modelo RM2265, Leica Microsystems Inc., Deerfield, USA).
Foram utilizados cinco anticorpos monoclonais (Tabela 2), para imunodetec¢dao de
antigenos de parede celular primdria. Ap6s o bloqueio dos sitios de ligacdo ndo
especificos através da incubacdo das secgdes em uma solugdo com 3% (p/v) de BSA em
tampao fosfato de sédio (PBS) (pH 7,2) e lavagem das laminas com o mesmo tampao, as
secgoes foram incubadas com um anticorpo primdrio diluido (1:10) em 1% de BSA em
PBS (pH 7,2) durante 1,5 h. As amostras foram lavadas novamente com PBS trés vezes
durante 5 minutos cada e, entdo, incubadas novamente com anticorpo secundario (Anti-
Rat IgG (‘whole molecule’)-FITC) diluido (1:100) em 1% de BSA em PBS (pH 7,2)
durante 1,5 h. Em seguida, as amostras foram lavadas com PBS como descrito acima. O
controle da fluorescéncia de fundo foi realizado utilizando o mesmo método, porém
omitindo os anticorpos primarios. Algumas sec¢des foram coradas com Calcofluor White
0,01% (Hughes e McCully, 1975), na qual ligagdes B-1,3 e B-1,4 glucanos emitem

fluorescéncia branco-azulado, na presenca de luz UV.

Ap06s a secagem completa, as secdes foram cobertas com uma gota de uma solucao
anti-desvanecimento de Citifluor (Sigma-Aldrich, EUA) e montadas com laminula. As
preparacdes foram examinadas imediatamente em microscépio confocal de Varredura a
Laser (modelo LSM510 META, Carl Zeiss Microscopy Ltd., Jena, Germany), no Nicleo
de Microscopia e Microandlise da Universidade Federal de Vicosa (NMM/UFV).

6. Extracdo de RNA, sintese de cDNA e qPCR

Ao completar 40 dias do experimento, amostras da parte aérea de P. glomerata
foram coletadas, maceradas em nitrogénio liquido e armazenadas em Ultrafreezer
(COLDLAB; CL58-86V, Piracicaba, SP, Brasil) para a realizacao da expressao dos genes
da rota de biossintese da lignina: cinamato 4-hidroxilase (PgC4H), cafeoil-CoA O-
metiltransferase (PgCCoAOMT), cinamoil-CoA redutase (PgCCR), cinamil dalcool
desidrogenase (PgCAD) e 4cido cafeico O-metiltransferase (PgCOMT).

Para isto, foi realizada a extracdo do RNA total utilizando 100 mg de massa fresca
vegetal com a adicdo de TRI Reagent® (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) de acordo
com as recomendagdes do fabricante. Para evitar DNA nuclear, 10 ng de RNA foram
tratados com 1 plL de DNase I (ThermoScientific NanoDrop Technologies, Wilmington,
DE, EUA), de acordo com as recomendag¢des do fabricante. A quantidade e qualidade da
amostra de RNA foram determinadas utilizando um Nanodrop 2000C (ThermoScientific,

Wilmington, DE).



Para a reacdo de transcriptase reversa foi utilizado o Super Script™ III, Kit de
Sistema de Sintese de Primeira Linha (Invitrogen®, Carlsbad, CA, EUA). As reacgdes
foram feitas com 1 pg de RNA com agua livre de nuclease, 1 pL de oligo(dT)20 a 50 uM
e 1 uL de ANTP a 10 mM, incubada durante 5 min a 65° C, incubada a 4° C por 2 min,
depois adicionando 0,1 M de DTT e 1 puL da enzima SuperScript III. A solucao resultante
foi incubada a 50° C por 60 min, e depois a 70° C por 15 min.

As andlises de qRT-PCR foram realizadas em aparelho de deteccao de CFX96
Touch™ (BIO-RAD), utilizando SYBR Green I (Laboratérios Bio-Rad, Hercules, CA) e
primers para os genes da rota dos fenilpropanoides obtidos a partir de sequéncias do
transcriptoma de novo de P. glomerata (Batista et al. 2018). A selecdo dos primers foi
realizada com o auxilio do programa Primer 3 Plus (www.bioinformatics.nl). A
especificidade dos primers dos genes da rota da lignina foi verificada por BLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Andlises da curva de melting foram realizadas
para garantir tamanho dnico do produto de amplificacdo com leituras realizadas a cada
incremento de 0,5 °C desde 60 °C até 95 °C. A eficiéncia de amplificacdo dos pares de
primers e as dilui¢des de trabalho foram obtidas a partir de testes de dilui¢do de um “pool”

constituido por todas as amostras de cDNA (1/100, 1/1000, 1/10000, 1/100000).

As condicdes de amplificagdo foram: 95° C por 10 min, e 40 ciclos de 95° C por
15 s e 60° C por 1 min. A quantificacdo da expressao génica, foi realizada por métodos

comparativos de 2" (Livak e Schmittgen 2001).
7. Analises estatisticas

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado. Os dados obtidos
foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) simples e em esquema fatorial 2x2
(apenas para a andlise de fotossintese). As médias foram comparadas pelos testes de
Dunnett (expressao génica) ou Tukey (demais andlises), ambos a 5% de significancia.

Para isso, foi utilizado o programa estatistico Genes (Cruz 2013).



RESULTADOS

Avaliacao da concentracao de CO: na sala de cultivo e camaras de enriquecimento

Ao longo do experimento, as concentragdes de CO> foram constantemente
monitoradas, buscando-se assegurar fidelidade as concentracdes propostas para este
estudo. Porém, as concentracdes médias de CO> na sala de cultivo, local onde foram
cultivadas as plantas do tratamento controle, encontraram-se, em todo o momento,
superiores as encontradas no interior da camara com concentragio controlada de 400 uL.
L' de CO,. As médias para os tratamentos com ventilacio forcada foram de acordo com

as concentragdes estabelecidas previamente (Tabela 3).

Altas concentracoes de CO:z induzem maior crescimento em Pfaffia glomerata

O enriquecimento de CO; foi efetivo para aumentar o comprimento da planta e o
actimulo de massa vegetal apenas no tratamento de 1000 pL L' de CO,, compreendendo
as médias mais altas. As médias do tratamento controle, sem ventilacdo for¢cada de CO»,
ndo diferiram estatisticamente do tratamento (com ventilagdo for¢ada) de 400 uL L' de

COz em todos os parametros, independente do tempo de exposicao (Figura 1 e Tabela 4).

A taxa fotossintética em P. glomerata foi aumentada com maior concentracao e

tempo de exposicao ao CO2

Embora tenham sido avaliadas as taxas de assimilag¢do de carbono (A) em cada um
dos 9 tratamentos, ao realizar a andlise de varidncia, em esquema fatorial, ndo houve
significancia para a interacdo dos fatores (tratamento X tempo), apenas com os fatores
isolados. Entre as concentragdes de CO, estudadas, apenas a de 1000 pL L' mostrou
maior taxa fotossintética média, cerca de 24% a mais do que os demais tratamentos,
independente do tempo de exposi¢do a essa concentragdo. Quanto ao tempo de exposicao
ao CO», 40 dias foi o tratamento que apresentou maiores médias, independente da

concentracdo de CO; utilizada (Tabela 5).
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A expressao dos genes relacionados a via biossintética de lignina em Pfaffia
glomerata é modulada pelo CO2

Foi monitorada a expressdo de cinco genes relacionados a via de sintese de lignina,
presentes na rota dos fenilpropanoides. Um resumo dessas vias com os principais

metabdlitos e enzimas é mostrado na Figura 2.

O gene PgC4H apresentou menor expressao nos tratamentos com ventilacao
forcada comparado ao controle. No tratamento de 400 uL L™! de CO,, a expressdo chegou
a ser 20 vezes menor em relacdo ao controle, enquanto que no tratamento com 1000 pL
L' de CO; a expressdo foi reduzida pela metade. O gene PgCAD também apresentou
redugdo significativa na sua expressao nos tratamentos com ventilacdo forcada, com
expressdo cinco vezes menor a 400 pL L' de CO; e quatro vezes menor no tratamento
com 1000 pL L' de CO,. O mesmo ocorreu com PgCCR, onde a redugdo da expressdo
foi de aproximadamente 8 vezes no tratamento com 400 uL L! de COz e 4,5 vezes menor

no de 1000 puL L' de COs.

Os genes PgCCoAOMT e PgCOMT nao apresentaram diferencga significativa em

seus niveis de expressdo em relacdo ao controle (Figura 2).

Imunohistoquimica da parede celular em P. glomerata mostra que ha mais deposicao

de hemiceluloses quando expostas a altas concentracoes de CO2

Foram analisados cinco anticorpos monoclonais (Tabela 2) no caule de individuos
de P. glomerata expostos a diferentes concentragdes de COxz. Foi realizado também teste
com Calcofluor White, além do teste de controle negativo, realizado sem a presenca do
anticorpo primério, visando detectar regides com autofluorescéncia ou marcadas com o
anticorpo secundario. Com o controle negativo foi observado que os cloroplastos e a
cuticula mostraram grande marcacao fluorescente, e desta forma, esses dados ndo foram

considerados para este trabalho.

Para mostrar de forma geral toda a extensdo das células do caule de P. glomerata,
seccOes transversais foram coradas com Calcofluor White, o qual € especifico para as
ligagdes B-glicano, como € encontrado nas moléculas de celulose e xiloglucano (Figura 3

A-D).

A detec¢do de pectinas do grupo dos Homogalacturonanos ocorreu com a
utilizacdo do anticorpo JIM7, para o qual foi observado que, entre todos os tratamentos,

aos 20 dias houve maior marcacio nas regides da epiderme, colénquima, feixe vascular e
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medula do caule (Figuras 4A e 5A). Porém, aos 30 e 40 dias a marcagdo tendeu a se
restringir nas regides colenquimaticas e feixe vascular, principalmente nas células do
floema. Essa tendéncia se estendeu para todos os tratamentos com CO», ndao havendo

diferenca entre eles (Figuras 4B e 5B).

J4 a deteccdo de pectinas do grupo dos Ramnogalacturonanos foi analisada por
meio da utilizagdo do anticorpo LMS5, no qual a marcacdo foi bem fraca em todos os
tratamentos (Figuras 4C-D e 5C), diferindo apenas no tratamento de 1000 uL L' de CO»,

em que aos 40 dias a marcacdo ficou mais intensa na regido do xilema (Figura 5D).

A deposicao de hemiceluloses do grupo das Heteroxilanas foi detectada com a
utilizacdo dos anticorpos LM10 e LMI1, os quais apresentaram padrdes muito
semelhantes, diferindo apenas na intensidade da marcagdo, em que o anticorpo LM10
mostrou maior intensidade do que o LM11. O padrédo de deposi¢do de Heteroxilanas foi
gradual e exclusiva nas regides de parede secunddaria, sendo menor aos 20 dias (Figuras
4E,G e 5E,G) e maior aos 40 dias em todos tratamentos (Figuras 4F,H e SF,H). O

tratamento com 1000 uL L' de CO, foi o mais expressivo.

Os proteoglicanos do tipo Arabinogalactano (AGPs) foram detectados através da
utilizacdo do anticorpo JIM13, apresentando marcagdo nas regides de parede secunddria,
principalmente no xilema. Em todos os tratamentos, a marcagdo foi maior aos 40 dias
(Figura 3F e 3H) e menor aos 20 dias (Figura 3E e 3G), sendo que o tratamento com 1000

uL L' de CO» foi, novamente, o que foi marcado com maior intensidade.
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DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que elevadas concentragdes de CO2 no ambiente in
vitro levam ao aumento do desenvolvimento das plantas de Pfaffia glomerata. Este estudo
¢ o primeiro a relatar interacdes entre o enriquecimento com CO; e a expressdo dos genes
relacionados a rota de biossintese da lignina, utilizando vitroplantas de P. glomerata, uma
espécie de relevante importancia medicinal e com destacado potencial para o cultivo

fotoautotroéfico.

Os resultados encontrados em todas as varidveis de crescimento das plantas
mostraram como o enriquecimento de CO, com 1000 pL L' aumenta o crescimento das
plantas in vitro, conforme ja havia sido relatado por Saldanha et al. 2014. Porém ndo
houve diferenca entre os tratamentos de ventilagdo forcada de 400 uL L' de CO; e o
tratamento controle, no qual as plantas foram mantidas fora das caixas e sob ventilacio
natural. A falta de diferenca entre tais tratamentos se deu, provavelmente, pelas altas
concentragdes de CO: no interior da sala de cultivo in vitro, com valores quase 1,5 vezes
maiores que aqueles do tratamento de 400 pL L' de CO,. Uma das principais
caracteristicas das salas de cultivo in vitro € o fato de serem vedadas, muitas vezes sem
janelas, com o objetivo de assegurar o isolamento do ambiente externo, possibilitando o
controle da intensidade luminosa, da temperatura e, principalmente, de evitar que
contaminantes possam inviabilizar as culturas in vitro (Kozai et al. 2016). Este fato

possibilita que altas concentracoes de CO2 sejam encontradas no interior das mesmas.

Os dados de fotossintese reforcaram os resultados obtidos nas andlises de
crescimento, uma vez que com maiores taxas fotossintéticas no parametro de 1000 uLL L~
'de CO,, as plantas se desenvolveram mais em relagdo aos demais tratamentos (Figura
1). O aumento da fotossintese em plantas expostas a atmosfera enriquecida com CO2 é
bem documentado na literatura (Oliveira et al. 2010; Saldanha er al. 2014; Pérez-Jiménez
et al. 2017; Sanches et al. 2017). Niveis elevados de CO», em plantas de metabolismo C3
em geral, causam incrementos no crescimento € biomassa nas plantas, aumentando a
fotossintese e a eficiéncia do uso da dgua (Long et al. 2004; Saldanha et al. 2014; Corréa
et al. 2016). Tal enriquecimento aumenta a quantidade de CO» que se difunde no interior
da folha, favorecendo o aumento da razao de CO»/O; para a enzima Rubisco, aumentando,
assim, sua eficiéncia de carboxila¢do (Robredo et al. 2007; Kirschbaum 2011). Portanto,
0 CO> elevado estimula a taxa de fotossintese e reduz a taxa de fotorrespiracdo,

diminuindo o estresse oxidativo.
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A biossintese da lignina apresenta uma via complexa nas plantas e nao estd
totalmente claro se uma dnica rota pode explicar a biossintese em todas as espécies, em
todos os tecidos e sob condi¢des variadas de estresse ambiental (Hu et al. 2017). Uma
rota geral da biossintese da lignina foi inferida a partir de estudos em diversas espécies
(Weng e Chapple 2010), a qual foi utilizada para este trabalho. Foram analisados, pela
primeira vez, cinco genes da rota de biossintese da lignina em P. glomerata em
desenvolvimento sob atmosfera enriquecida com CO», sendo eles PgC4H, PgCAD,

PgCCR, PgCCoAOMT e PgCOMT.

A expressdo gé€nica da rota biossintética da lignina varia de acordo com o estimulo
e a espécie analisada. Podemos observar na literatura que ao silenciar ou regular
negativamente genes da rota da lignina, hd a formagdo de plantas mutantes com baixa
producdo de lignina, porém sem alterar a biomassa, uma importante estratégia da
engenharia genética para a producao de plantas forrageiras com melhor digestibilidade e
otimizacdo de matéria-prima para a producdo de biocombustiveis (Scully ez al. 2015; Tu

etal. 2010; Yoo et al. 2018) e producao de polpa de celulose e papel (Sykes et al. 2015).

Embora ndo tenham sido desenvolvidos in vitro, alguns trabalhos relacionando a
expressdo de genes da biossintese da lignina em plantas cultivadas sob altas
concentracdes de CO; ja foram desenvolvidos, relatando ndo haver padrdo quanto a
inducdo ou supressdo dos genes. No trabalho de Liu ef al. (2018) pode-se observar a
regulacdo positiva de 12 genes envolvidos no metabolismo da lignina, com consequente
aumento na producdo de lignina nas folhas de aipo, quando expostas a atmosfera
enriquecida com 1000 pL L "' de CO». Porém, Souza et al. (2008) demonstraram que, em
36 genes analisados, 22 foram induzidos e 14 reprimidos, sendo que entre os reprimidos
pode-se encontrar um gene relacionado a rota biossintética da lignina (COMT). Embora
tenha sido o unico gene analisado da rota, foi observado que havia pouca producgdo de
lignina e maior acimulo de celulose nas folhas de cana-de-aguicar cultivadas em altas
concentracoes de CO,. Esses trabalhos indicaram, assim, que a resposta ao
enriquecimento de CO2 em relacdo a expressao dos genes da rota de biossintese da lignina

€ inerente para cada espécie.

Ao analisar a expressao dos genes PgC4H, PgCAD e PgCCR na parte aérea de P.
glomerata, pode ser observada diminui¢do na expressdo dos mesmos. Porém houve
acumulo de biomassa, como pode ser observado nos dados de crescimento e fotossintese,
com o aumento de producdo de massa seca nos individuos cultivados sob atmosfera

enriquecida com 1000 pL L! de CO,. A diminui¢io da expressdo desses genes da rota da
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lignina foi relatada na literatura, mostrando que ao regular negativamente alguns genes
da rota, ocorre a diminuicdo da concentracao de lignina nas paredes secunddrias, porém
ha o incremento da biossintese de polissacarideos, seja de parede celular (Tu et al. 2010,
Sykes et al. 2015, Ponniah et al. 2017, Kasirajan et al. 2018) e/ou de acimulo de amido
em graos (Ponniah et al. 2017).

Além da lignina, a parede celular vegetal contém proteinas e, principalmente,
polissacarideos, os quais compoem a maior parte da sua constituicdo. Na andlise de
imunohistoquimica foram utilizados quatro anticorpos monoclonais que detectam
polissacarideos de parede celular, sendo eles JIM7, LM5, LM10 e LM11 e um anticorpo
monoclonal que detecta proteoglicanos, JIM13. Com esta andlise, pode-se observar um
padrdo geral onde houve maior imunomarcacao e, portanto, maior deposicdo de parede
celular ao final do experimento, destacando sempre o tratamento com 1000 uL L' de
CO:a. Este tratamento, visualmente, obteve maior acimulo de polissacarideos de parede,

corroborando novamente os dados de crescimento e fotossintese.

Polimeros pécticos do tipo homogalacturonanos, apresentam grande variacdo de
metil-esterificacdo, responsaveis pela regulacdo i0nica, hidratacdo e estados de gel da
matriz da parede celular (Ridley et al. 2001). A detec¢dao de pectinas altamente metil-
esterificadas nas paredes primadrias foi realizada utilizando o anticorpo monoclonal JIM7.
Van Cutsem e Messiaen (1994) e Morris et al. (2000) observaram que havia pouca rigidez
na parede celular, quando o grau de metil-esterificacao era maior, facilitando a expansao
da parede celular durante o processo de crescimento. Sabendo-se disso, € de se esperar
maior imunomarcac¢do, como de fato ocorreu, aos 20 dias de desenvolvimento, uma vez
que as células do caule dos individuos de P. glomerata ainda estio em crescimento e
expansdo. Entretanto, aos 40 dias foi observado, em todos os tratamentos, que as células
contendo pectinas metil-esterificadas se limitaram a regido do feixe vascular e em
algumas regides do colénquima, sendo provavel se considerar um processo de desmetil-
esterificacdo das pectinas, realizada pela enzima pectina metilesterase (PME), alterando

sua composicao quimica e aumentando a rigidez das paredes (Geng et al. 2017).

Experimentos, entretanto, mostraram um efeito contrdrio de afrouxamento da
parede celular quando ocorre a desmetil-esterificacdo dos homogalacturonanos em
células jovens do meristema (Peaucelle ef al. 2011) ou no desenvolvimento de hipocétilo
(Peaucelle et al. 2015). Nao se compreende, ao certo, como a desmetil-esterificagdo da
pectina pode promover o enrijecimento ou o afrouxamento da parede. Um recente

trabalho indicou que isso pode estar relacionado a especificidade das isoformas das PMEs
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envolvidas, as quais podem reconhecer diferentes populacdes de homogalacturonanos
(por exemplo, ligadas a celulose ou ndo) que afetam diferencialmente a mecanica de

paredes (Voxeur e Hofte 2016).

Os polissacarideos pécticos do tipo Ramnogalacturonano-I s@o heteropolimeros
compostos da unidade dissacaridica (1—2)-a-L-Rha-(1—4)-a-D-GalA, onde suas
cadeias laterais sdo ricas do oligossacarideo neutro (1—4)-B-D-galactano (reconhecido
pelo anticorpo monoclonal LM5). E amplamente aceito que os polissacarideos pécticos
contendo Ramnogalacturonano-I estejam envolvidos na adesdo célula-célula e na
porosidade da parede celular, seja ela primaria ou secundéria (Willats et al. 2001; Orfila
e Knox 2000; Liwanag et al. 2012). Além disso, o aumento das cadeias laterais de (1—>4)-
B-D-galactano pode conferir resisténcia mecanica a parede celular, como foi observado
no trabalho de Ulvskov er al. (2005), onde batatas transgé€nicas que expressam
galactanase fungica apresentaram células do tubérculo mais frageis. No trabalho de
McCartney et al. (2000), cotilédones de ervilha se tornaram mais resistentes a forca
mecanica externa no momento de acimulo de (1—4)-B-D-galactano. Nas células
precursoras de elementos traqueais, o (1—>4)-B-D-galactano pode fornecer resisténcia
mecanica as células e permitir que aumentem rapidamente sem romper antes que a parede
secundéria seja formada e comece a se espessar. Porém, ao final do processo de
diferenciacdo, foi constatado a auséncia das cadeias laterais de (1—4)-B-D-galactano,
sugerindo que as mesmas sejam degradadas no decurso da diferenciacdo (Shinohara et al.
2015). Outra caracteristica atribuida as cadeias de (1—4)-B-D-galactano € a
hidrofobicidade, comprovada pela eficaz reidratacdo da mucilagem de sementes de

Arabidopsis quando essas cadeias sdo removidas (Dean et al. 2007).

No presente trabalho, o anticorpo LMS5 detectou o aumento de deposi¢do desse
tipo de pectina no tratamento com 1000 uL L' de CO> mesmo havendo diferenciacio dos
vasos do xilema, ndo ocorreu degradacdo das cadeias de (1—4)-B-D-galactano, e como
houve supressdo dos genes de biossintese da lignina, o aumento da deposicdo de

Ramnogalacturonano I € essencial para a garantia de hidrofobicidade desses elementos.

Os xilanos ou heteroxilanos sdo compostos de uma cadeia principal de B-1,4-
xilano (reconhecida pelos anticorpos monoclonais LM10 e LM11) e sdo as hemiceluloses
mais abundantes nas paredes celulares secundarias das plantas vasculares, com sua
abundancia relativa dependendo da linhagem da planta, tecido ou tipo celular (Harris

2005; Scheller e Ulvskov 2010; Donaldson e Knox 2012).
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A imunomarcacao realizada pelos anticorpos LM 10 e LM11 mostrou que houve
maior deposi¢cdo desse polissacarideo no final dos 40 dias de experimento, sendo que o
tratamento de 1000 uL L' foi o que apresentou maior deposi¢do. A maior deposicio de
cadeias de -1,4-xilano foi identificada nas regides do xilema e em células esclerificadas,
como fibras do floema (Figura 4). No trabalho de Lee et al. (2011), foi mostrado que, ao
regular negativamente genes que expressam xilanos em Populus trichocarpa, as células
do xilema secundédrio do caule se mostraram deformadas e com baixa resisténcia,
confirmando a importancia desse polissacarideo na estrutura da parede secundaria. A
partir do momento que houve supressdo na producio de lignina em nosso trabalho, o
aporte de heteroxilanos na estrutura dos elementos de vaso do xilema e fibras de
sustentacdo foi fundamental para a manuten¢do da resisténcia mecanica que essas

estruturas exercem.

Foi estabelecido que proteinas especificas estdo envolvidas na sintese da parede
celular, contribuindo para a estabilizacdo do citoesqueleto de actina e estdo associadas a
mudancas no conteido de sdlidos solidveis (Shi et al. 2014). Além disso, como
componentes dinamicos da parede celular, essas proteinas sdo reguladas positivamente
por fitormdnios, como auxinas e citocininas (Seifert e Roberts 2007). Tais proteinas sdao
ricas em arabinogalactanos (AGPs) e sdo classificados como uma categoria da
superfamilia de glicoproteinas ricas em hidroxiprolina. Entre as AGPs, ha membros
altamente glicosilados encontrados em células em todo o reino vegetal, atuando como
agentes de ligacdes covalentes cruzadas na rede de polissacarideos-proteoglicanos, tais
como Homogalacturonanos, Ramnogalacturonanos I e Xilanos (Tan et al. 2013; Hijazi et

al. 2014).

As AGPs foram detectadas neste trabalho com a utilizacdo do anticorpo
monoclonal JIM13 que reconhece as ligagdes GlcA-B-(1—3)-GalA-a-(1—2)-Rha dos
proteoglicanos (Yates et al. 1996). Foi observado que as AGPs estdo vinculadas,
principalmente, as regides de feixe vascular e elementos esclerificados (Figura 3). Gao e
Showalter (2000) também detectaram AGPs nos elementos traqueais do xilema e as
destacaram como um marcador biolégico para espessamento de parede na diferenciacdo

celular do feixe vascular.

O célcio é importante na preservacao das propriedades mecanicas da parede
celular (Cybulska et al. 2012). Lamport e Varnai (2013) descreveram a propriedade de
AGPs como quelantes de cdlcio, que controlam sua liberacdo em condi¢des especificas.

AGP-Ca** firmemente ligados tem a capacidade de criar um capacitor ao redor da célula
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e fornecer um reservatério periplasmatico de Ca** (Lamport et al. 2014), lembrando que
o célcio é um importante elemento para a constru¢do de pontes na rede de celulose-
hemicelulose (Carpita e Gibeaut 1993). Destacando que o maior aporte de AGPs foi
detectado aos 40 dias de desenvolvimento em ambos os tratamentos, o alto conteudo de
AGPs em elementos traqueais e células de esclerénquima no caule de P. glomerata
também pode estar associado a sua capacidade de se ligar ao célcio e, portanto, ter um
impacto sobre as propriedades mecanicas das paredes celulares formando tecidos
fortalecidos (Leszczuk et al. 2018). Assim, a localizagao de AGPs na superficie interna
das células do esclerénquima (Figura 3) pode corresponder ao estabelecimento das
propriedades tipicas de reforco para esse tipo de tecido, uma vez que hé baixa expressao

nos genes da rota biossintética da lignina.

Pela primeira vez foram realizadas andlises de expressdo génica e de
imunohistoquimica em Pfaffia glomerata, podendo, assim, concluir que o
desenvolvimento in vitro de P. glomerata, em meio fotoautotréfico com atmosfera
enriquecida com CO2, promoveu maiores taxas fotossintéticas, e consequentemente,
maior crescimento e acimulo de biomassa. Houve diminui¢donos niveis de expressao,
dos genes da via de sintese da lignina, o que nao trouxe danos ao desenvolvimento das
plantas, uma vez que o metabolismo do carbono foi redirecionado para as estruturas de
parede primadria e reforco das células com parede secunddria, ja que a producao da lignina

se apresentou diminuida.

Podemos concluir também que atingios nossos objetivos, ao confirmar as
hipdteses previamente estabelecidas para este trabalho:

- Sob condig¢des fotoautotrdficas in vitro, no ambiente enriquecido com CO», ha
maior alocacdo de carbono estrutural para a parede celular e, conseguinte,
modificacdo de sua arquitetura.

- Ha variacdo na dinamica dos padrdes de deposicdo dos componentes da parede
celular ao serem expostas ao COz em Pfaffia glomerata.

- H4 variacdo na expressdo de genes associados aos padrdes de deposicdo da
lignina na parede celular em ambiente enriquecido com COz em Pfaffia

glomerata.

Este trabalho pioneiro contribuiu para melhor compreensdo de como a expressao
dos genes da rota de biosintese da lignina pode ser modulado por fatores externos, como

o enriquecimento de CO> em sistema fotoautotréfico in vitro, e também para elucidar a
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dinamica de deposi¢do de parede celular primdria, quando ha baixa expressdo de genes
da sintese de lignina. Estes resultados abrem possibilidades para o desenvolvimento de
futuros estudos, com novas abordagens, incluindo: outros genes relacionados a rota de
sintese da lignina, andlises da expressdao dos genes em tempos de cultivo diferentes,
quantificacdo dos compostos estruturais da parede celular e novos anticorpos de parede
celular a fim de esclarecer com mais precisdo a composicdo das paredes celulares,

inclusive utilizando técnicas de imunocitoquimica.
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TABELAS

Tabela 1. Tratamentos utilizados na avaliacio do desempenho de Pfaffia glomerata
cultivada em ambiente enriquecido com COx.

Tratamento Dias de exposicio CO:z (uL L)

ao CO2
1 20 Controle
2 20 400
3 20 1000
4 30 Controle
5 30 400
6 30 1000
7 40 Controle
8 40 400
9 40 1000

Tabela 2. Relacdo dos Anticorpos Monoclonais e seus respectivos epitopos na avaliacdo
do desenvolvimento estrutural de Pfaffia glomerata cultivada em ambiente enriquecido
com CO».

Polissacarideo Anticorpo Epitopo Referéncia
Monoclonal
Pectina Pectinas Metil-
(Homogalacturonano) JIM 7 esterificadas Clausen et al. 2003
Proteoglicano GlcA-B-(1-3)-GalA-
T JIM 13 a~(1—2)-Rha Yates et al. 1996
Pectina

(Ramnogalacturonano T) LM 5 (1—>4)-B-D-galactano Jones et al. 1997

. LM10 (1->4)-B-D-xilano
Hemicelulose
. McCartney et al. 2005
(Heteroxilano) (1->4)-B-D-
LM11 ) . )
xilano/arabinoxilano

Tabela 3. Concentragdo média de CO; e erro padrdo ao longo de 40 dias.

Tratamento CO: (nL LY

Controle 538.875 £59.894
CO2400 uL L' 402.218 +09.786
CO> 1000 pL L' 1031.700 #* 56.559
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Tabela 4. Parametros médios de crescimento, com erro padrdo, de Pfaffia glomerata
avaliados em 20, 30 e 40 dias de cultivo.

Tratamento Tempo Massa Fresca Massa Seca Comprimento
(dias) (g (g (cm)

Controle 20 0.789£0.099B 0.048£0.003B  5,053+0,412B
CO, 400 puL L 20 0.711 £0.095B 0.040+0.003B 5,400 +0,211 AB
CO> 1000 pL L 20 1.286 £0.116 A 0.072+0.004 A 6,882 +0,513 A
Controle 30 2.115+0.326 B 0.128+0.016 B 11,031 +£0,985 B
CO, 400 pL L 30 1.947+0.188B 0.115+0.010B 13,279 +1,703 B
CO> 1000 pL L' 30 3922+0.217A 0.229+0.011 A 18,930 £ 1,096 A
Controle 40 2.698+0.659B 0.203+0.013B 16.068 +1.272B
CO, 400 puL L 40 1.774 £0.293 B  0.191 £0.006 B 16.839 +0.814 B
CO> 1000 pL L' 40 5.152+ 0440 A 0.381 £0.014 A 22527 +1.127 A

Médias que apresentam a mesma letra ndo diferem no teste de Tukey a 5% de probabilidade (p <
0.05).

Tabela 5. Parametros médios da taxa fotossintética, com erro padrdo, de Pfaffia
glomerata exposta a atmosfera enriquecida com CO., avaliados em 20, 30 e 40 dias de
cultivo.

Tratamento A (umol cm?s!)  Tempo A (umol cm?2s1)
Controle 0,2424 + 0,069 B 20 dias 0,1575+ 0,029 B
CO2400 pL L' 0,2462+0,043B 30dias 0,3117 £0,023 B
CO2 1000 uL L' 0,3035+0,048 A 40 dias 0,3228 £0,016 A

Médias que apresentam a mesma letra ndo diferem no teste de Tukey a 5% de probabilidade (p <
0.05).
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FIGURAS

20 dias 30 dias 40 dias

CO, 400 Controle

CO, 1000

Figura 1. Experimento com Pfaffia glomerata, ap6s 40 dias de desenvolvimento in vitro
com enriquecimento de CO2 em trés concentragdes distintas: controle (CO2 presente na
sala de crescimento, sem ventilagiio forcada), 400 pL L' e 1000 uL L', ambos dispostos
em camaras de acrilico com ventilacao forcada.
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Figura 2. Rota simplificada de biossintese dos fenilpropanoides, mostrando a expressao
dos cinco genes estudados nesse trabalho (PgC4H, PgCCR, PgCAD, PgCoAOMT e
PgCOMT) em vitroplantas de Pfaffia glomerata desenvolvidas em diferentes
concentracdes de CO», aos 40 dias de cultivo in vitro. As setas pontilhadas destacam o
local de atuacdo dos mesmos genes analisados, porém sem a demonstracdo grafica dos
mesmos.
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Figura 3. Teste histoquimico com Calcofluor White e imunohistoquimico com o
anticorpo monoclonal JIM13 em cortes transversais do caule de Pfaffia glomerata
cultivada in vitro sob diferentes concentragdes de CO». A. Calcofluor aos 20 dias
Tratamento Controle; B. Calcofluor aos 40 dias Tratamento 400 uL L!; C. Calcofluor
aos 20 dias Tratamento 1000 pL L' D. Calcofluor aos 40 dias Tratamento 1000 uL L
E. JIM13 aos 20 dias Tratamento Controle; F. JIM13 aos 40 dias Tratamento Controle;
G. JIM13 aos 20 dias Tratamento 1000 puL L' H. JIM13 aos 40 dias Tratamento 1000
puL L. Abreviaturas: FV = Feixe Vascular; Co = Colénquima; Setas = Fibras. Barras =
50 pm.
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Figura 4. Imunohistoquimica utilizando anticorpos monoclonais (JIM7, LM5, LM 10 e
LMI11) em cortes transversais do caule de Pfaffia glomerata cultivada in vitro sob
diferentes concentragdes de COz. A. JIM7 aos 20 dias Tratamento Controle; B. JIM7 aos
40 dias Tratamento 400 puL L' C. LMS5 aos 20 dias Tratamento Controle; D. LM5 aos
40 dias Tratamento Controle; E. LM10 aos 20 dias Tratamento Controle; F. LM10 aos
40 dias Tratamento 400 uL. L' G.LM11 aos 20 dias Tratamento Controle; H. LM 11 aos
40 dias Tratamento 400 uL L'!. Barras = 50 um
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Figura 5. Imunohistoquimica utilizando anticorpos monoclonais (JIM7, LM5, LM10 e
LM 11) em cortes transversais do caule de Pfaffia glomerata cultivada in vitro sob em
1000 uLL L' de COs. A. JIM7 aos 20 dias; B. JIM7 aos 40 dias; C. LMS5 aos 20 dias; D.
LMS5 aos 40 dias; E. LM10 aos 20 dias; F. LM10 aos 40 dias; G. LM11 aos 20 dias; H.
LMI11 aos 40 dias. Barras = 50 um.
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