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A INFLUENCIA DA LUZ NA PARTICAO DE FOTOASSIMILADOS EM

Canavalia ensiformis (L.) DC

RESUMO - A determinacao do funcionamento da relagdo fonte-dreno pode
otimizar o processo de produc¢do das culturas agricolas. No entanto, até 0 momento,
nao se sabe como a luz modula os mecanismos de sinalizagdo na relagao fonte-dreno
entre raiz e parte area. Neste contexto, utilizou-se Canavalia ensiformis (L.) DC com
0 objetivo de verificar a interacdo entre os 6rgaos da planta em resposta a luz. Para
isso, a retirada dos 6rgaos fonte (cotilédones ou folhas) de plantas crescidas na luz e
escuro possibilitou avaliar a importancia destes para a alocacéo de fotoassimilados.
Sob as mesmas condi¢des, a enxertia foi utilizada para avaliar a sinalizacéo entre
parte aérea e raiz. Os resultados comprovaram que no escuro o hipocétilo foi forte
dreno em todos os tratamentos. Na auséncia das folhas, ocorreu o acumulo de
biomassa na raiz, porém este efeito ocorreu somente nas plantas cultivadas em
condicao de luz. A enxertia permitiu verificar a importancia dos sistemas radicular e
parte aérea na particdo de fotoassimilados, revelando que a luz € um sinal que torna
0s orgaos raiz e folhas fortes drenos, dependendo da condicdo ambiental em que as
plantas sédo aclimatadas. No entanto, a iluminacao direta das raiz de C. ensifomis (L.)
DC néo altera a morfometria e incremento de biomassa da raiz e dos 6rgéos da parte

area

Palavras-chave: Enxertia, fotomorfogénese, sindrome de evitacdo a sombra,

sinalizacdo, memoria genética.



THE INFLUENCE OF LIGHT ON THE PARTITION OF
PHOTOASSIMILATES IN Canavalia ensiformis (L.) DC

ABSTRACT - Determining the functioning of the source-sink relationship can
optimize the production process of agricultural crops. However, so far, it is not known
how the light mudulates the signaling mechanisms in the source-sink relationship
between root and shoot. In this context, Canavalia ensiformis (L.) DC was used in order
to verify an interaction between plant organs in response to light. For this, the removal
of source organs (cotyledons or leaves) from plants grown in light and dark allowed us
to assess their importance for a alocation of photoassimilates. Under the same
conditions, grafting was used to assess the signaling between shoot and root. The
results showed that in the dark the hypocotyl was a strong drain in all treatments. In
the absence of leaves, there was an accumulation of biomass in the root, but this effect
only occurred in plants grown under light conditions. The grafting changes verify the
importance of the root and shoot systems in the partition of photoassimilates, revealing
that light is a sign that makes the root organs and leaves strong drains, depending on
the environmental condition in which the plants are acclimated. However, direct
illumination of the roots of C. ensifomis (L.) DC does not change the morphometry and

increment of root and organ biomass in the area.

Keywords: Grafting, photomorphogenesis, shadow avoidance syndrome, signaling,

genetic memory.



1. INTRODUCAO

As plantas sdo organismos sesseis que monitoram continuamente as
flutuagbes em seu ambiente e ajustam ativamente seu metabolismo para lidar com as
variagdes na disponibilidade de recursos de luz e carbono (Krahmer et al., 2018). A
luz influencia a maioria dos processos fotobiolégicos, tanto para animais, quanto para
vegetais, na faixa do espectro denominado luz visivel, com variagdo entre ~400 a
~700nm. Assim, a variacdo do espectro luminoso neste intervalo € a principal fonte de
energia para a fotossintese (Mawphlang e Kharshiing, 2017).

A fotossintese € um processo primario, no qual as reacdes fotossintéticas pela
luz produzem energia na forma de Adenosina Trifosfato (ATP) e impulsiona os
processos fotossintéticos equivalentes como Hidrogénio Fosfato de Dinucleétido de
Nicotinamida e Adenina (NADPH*) e Ferredoxina reduzida (Fd) (Eberhard et al.,
2008). Estes produtos s&o entédo utilizados para alimentar a fixagéo de carbono, bem
como muitos outros aspectos do metabolismo (Demarsy et al., 2018). Neste processo,
as plantas utilizam energia para o desenvolvimento e producéo de biomassa de todos
0s 6rgaos da planta (Wang e Ruan, 2016; Durand et al., 2018).

A fixacdo de carbono ocorre nas folhas maduras que sao tecidos
fotossinteticamente ativos (Ainsworth e Bush, 2011). Entretanto, a assimilacdo
fotossintética do carbono seja apenas um dos varios fatores que influenciam o
crescimento e desenvolvimento da planta, outras etapas criticas sdo: a sintese e
transporte de fotoassimilados a partir do tecido do mesofilo foliar, o carregamento no
floema e a particdo do carbono na planta (Foyer e Galtier, 1996; Lemoine et al., 2013).

Neste sentido, o fluxo de fotoassimilados € direcionado pela influéncia global
das relacdes fonte-dreno, uma vez que esta dentro do floema, e por esta razéo, nao
€ controlado apenas pela folha fonte ou apenas pelo dreno destino, isoladamente. De
acordo com Farrar (1996), o efeito sobre qualquer etapa do processo de particdo do
carbono afeta o fluxo do assimilado, e consequentemente, as relacées fonte-dreno.
Este modelo esta de acordo com o transporte preferencial de fotoassimilados a partir
da fonte para os drenos vizinhos.

O referido modelo pode sofrer alterac6es no fluxo depois de uma injdria ou
remocéao da fonte ou do dreno (Thorpe e Minchin, 1996) ou mesmo para ajustar o seu
metabolismo e lidar com variagdes de luz e disponibilidade carbono (Krahmer et al.,

2018). Evidéncias emergentes sugerem que a sinalizacdo de fotorreceptores e a



particdo de fotoassimilados estdo fortemente acoplados (Mereb et al., 2020). As
ligacdes entre as vias de sinalizagdo da luz e o metabolismo central sdo pouco
elucidadas (Kramer et al., 2018). Entretanto, € sabido que o controle e a integracéo
dos processos de crescimento ndo ocorrem isoladamente, pois a fotossintese é
sensivel aos acontecimentos ao nivel de toda a planta, quer por sinalizacédo local ou
através de sinais de longo alcance sistémicos (Coupe et al., 2006; Lee et al., 2016).

Os efeitos da faixa de luz do espectro visivel também podem alterar a
morfogénese das plantas por meio de uma série de processos mediados por
fotorreceptores, fendbmeno conhecido como fotomorfogénese (Kami, et al.,, 2010;
Casal, 2013; Mawphlang e Kharshiing, 2017). Em outras palavras, a qualidade,
intensidade, direcdo e duracdo da luz incidente sdo aspectos percebidos pelos
fotorreceptores os quais infuenciam o crescimento e desenvolvimento vegetal, sendo
gue o acumulo e alocacdo de biomassa depende da eficiéncia do uso da radiacao e
da interceptacdo dos sinais da luz, os quais sao definidos pela arquitetura do dossel
e pela densidade das plantas (Kami et al., 2010; Byrt, 2011; Li et al., 2012).

Por outro lado, plantas mantidas na auséncia de luz adotam uma estratégia de
desenvolvimento conhecida como escotomorfogénese, no qual a alocacdo de
recursos € normalmente direcionada para o alongamento do hipocoétilo, em detrimento
do crescimento dos cotilédones e raizes (Silva et al, 2021). Isso indica que, apos a
sintese dos fotoassimilados, mecanismos complexos de sinalizacdo da luz modula o
transporte e acumulo desses produtos para o crescimento de 6rgéos especificos da
planta.

Neste sentido, devido aos aparentes orgaos de C. ensiformes (L.) DC e,
portanto, facil manipulacdo das técnicas de excisao de 6rgdos e de enxertia, além de
rapido crescimento inicial, essa espécie foi utilizada neste trabalho para compreender
a influéncia da luz na particdo de fotoassimilados na planta.

Dessa forma, a hipétese do presente trabalho € que, a alteracao do regime de
luz regula a alocacdo de fotoassimilados para os diferentes 6rgdos de Canavalia
ensiformis (L.) DC. Assim, o objetivo deste trabalho foi estudar a alocacédo de
fotoassimilados em diferentes érgéos observando a influéncia de cada um dos érgaos

e da presenca e auséncia de luz.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Relacao fonte-dreno

As plantas séo seres autotréficos e realizam fotossintese para converter CO»
em carboidratos, compostos organicos envolvidos na maioria das vias metabdlicas e
de sinalizacdo que controlam, entre outros, o crescimento e o desenvolvimento das
plantas (Paul e Foyer, 2001; MacNeill et al., 2017).

Os fotoassimilados produzidos séo distribuidos entre os diferentes 6rgaos
dreno da planta ou podem ser transitoriamente armazenados como amido em
cloroplastos ou sacarose no vacuolo, e depois remobilizado quando a demanda do
dreno exceder a oferta fotossintética de carbono como, por exemplo, durante a noite
(Smith e Stitt, 2007; Graf e Smith, 2011).

A distribuicdo de biomassa entre os diferentes 6rgdos de uma planta é o
resultado de um conjunto de processos metabdlicos e de transporte, que governam o
fluxo de assimilados através de um sistema fonte-dreno (Duarte e Peil, 2010).

De modo geral, sdo considerados fonte, as regifes capazes de produzir ou
fornecer fotoassimilados como, as folhas adultas completamente expandidas e 6rgaos
de reserva durante a fase de exportacdo. Drenos sao regides que necessitam importar
carboidrato para suas funcées metabdlicas, tais como as raizes, tubérculos, frutos em
desenvolvimento e folhas jovens, imaturas (Paul e Foyer, 2001; Durand et al., 2018,
Hennion et al., 2019, Chang e Zhu, 2017).

Entretanto, a forca relativa do dreno altera a distribuicdo de fotoassimilados
conforme o crescimento da planta e em resposta a efeitos de varios fatores abioticos
(estresse hidrico e salino, deficiéncia mineral, CO», luz, temperatura, ar e poluentes
do solo) e fatores bi6ticos (microbios mutualisticos e patogénicos, virus, pulgdes e
plantas parasitas) (Lemoine et al., 2013).

Por exemplo, durante o crescimento vegetativo, as raizes e as folhas imaturas
funcionam como fortes drenos, mas, ap0s a transicao para o crescimento reprodutivo,
a forca do dreno passa a favorecer os 6rgdos florais e, eventualmente, o
desenvolvimento da semente e do fruto. No entanto, se em qualquer estagio do ciclo
de vida, os nutrientes se tornam limitados, mais carbono pode ser alocado as raizes

para aumentar a aquisicdo de minerais no solo, resultando em uma mudanga no
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balanco relativo do dreno e na particdo de carbono entre os 6rgaos da planta (Eghball
e Maranville, 1993).

Assim, para melhor compreender a relagéo entre particdo dos fotoassimilados
e crescimento € necessario considerar trés importantes etapas: a producdo dos
fotoassimilados, o transporte destes e a sua alocacdo para 6rgdos dreno (Osoério et
al, 2014). Os acucares, produtos finais da fotossintese, tém uma funcao vital de
sinalizacdo e modulam uma série de processos importantes durante o crescimento e
desenvolvimento das plantas, incluindo germinacdo de sementes, transicéo floral,
amadurecimento de frutas, embriogénese e senescéncia (Rolland et al., 2002; Ledén e
Sheen, 2003), sendo que esses processos estdo interligados com muitas vias de
respostas moduladas por fatores ambientais, entre as quais a luz € um dos
componentes importantes (Gibson, 2005; Rook et al., 2006).

Entre os acUcares sintetizados em uma planta, apenas alguns sé&o
transportados no floema por longas distancias, qualquer que seja a espécie e o0 tipo
de carregamento do floema considerado (via simplasicas ou apoplastica). Em todos
0S casos, a sacarose € a principal forma de carbono encontrada no floema e
transportado ao longo da planta, no sentido fonte-dreno (Lemoine et al., 2013).

Assim, o transporte e a particdo de acucares sintetizados nas folhas fototroficas
(fonte) para oOrgaos heterotroficos (dreno) através do floema sédo os principais
parametros que controlam a produtividade das culturas (Ainsworth e Bush, 2011) e o
particionamento é considerado um dos principais determinantes do rendimento das

plantas.

2.2. Ainfluénciadaluz narelacéo fonte-dreno

As plantas detectam e respondem a diversos sinais ambientais, entre eles a
luz. A quantidade (intensidade e fotoperiodo) e a qualidade da luz (composicao
espectral) afetam a fisiologia da planta e interagem com outros parametros ambientais
e fatores de cultivo na determinacdo do crescimento e desenvolvimento da planta
(Casal e Yanovsky, 2004; Demarsy et al., 2018; Saijo e Loo, 2019).

Além de seu papel fundamental na fotossintese, o padréao de luz percebido pela
planta pode ser uma fonte de informacao sobre o ambiente circundante ao longo do

ciclo de vida da planta para controlar uma grande variedade de respostas fisiolégicas,
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em um processo conhecido como fotomorfogénese (Kami et al., 2010; Demarsy et al.,
2018).

No geral, as flutuacbes em aspectos do espectro de luz (por exemplo,
intensidade, composicao, periodicidade e angulo de incidéncia) séo percebidas pelos
fitocromos, que detectam comprimentos de onda especificos do espectro de luz (Kami
et al., 2010).

O ambiente de crescimento desempenha um papel fundamental na
determinacao do equilibrio entre a fonte e o dreno. Em condi¢des ndo estressantes, a
luz é particularmente importante, pois € a forca motriz da fotossintese (Li et al., 2015)
e toda producédo de biomassa depende da atividade fotossintética da fonte (Yano et
al., 2002).

2.3. Enxertia

A enxertia € uma técnica pela qual duas ou mais partes de plantas sao unidas
por tecidos regenerados para a formacéo de uma unica planta (Almansa et al., 2018;
Rasool et al., 2020). A porcao que ira originar a parte aérea € denominada enxerto, e
o sistema radicular, porta-enxerto (Wang, 2011).

As combinacdes de enxertia podem variar entre autoenxerto, o enxerto entre
as mesmas plantas da mesma espécie; homoenxerto, enxerto entre plantas diferentes
da mesma espécie e heteroenxerto, o enxerto entre plantas de diferentes espécies
(Yeoman e Brown, 1976).

Esta técnica é realizada na agricultura desde o inicio da civilizacdo. Registros
histéricos revelaram que os antigos chineses e gregos a praticam desde 1560 a.C
(Melnyk e Meyerowitz, 2015). Desde entdo, as técnicas de enxertia foram
continuamente desenvolvidas e aprimoradas.

O método de propagacao assexuada de plantas é amplamente utilizado para o
manejo das condi¢des de estresse bidtico e abidtico, limitantes a producédo agricola e
tem sido usada com sucesso, no manejo de doencas como Verticillium, Fusarium,
Ralstonia, nematoides das galhas e varios patégenos transmitidos pelo solo (Sabatino
et al, 2018), entre outros.

Além do seu uso aplicado a producdo agricola, a enxertia tornou-se uma
abordagem experimental para o estudo da biologia das plantas tendo, inicialmente,

Arabidopsis thaliana (L.) Heynh como organismo modelo (Flaishman et al., 2008).



Assim, a enxertia tem sido usada para estudar muitos processos internos das
plantas, principalmente aqueles relacionados aos processos de sinaliza¢do a longa
distancia como, transporte de moléculas (lvanchenko et al., 2015 ; Jin et al., 2015; Al
et al., 2016 ), sinalizagcéo entre 6rgaos (Notaguchi e Okamoto 2015 ; Notaguchi et al,
2015), captacdo de nutrientes (Bautista et al, 2011; Kumari et al, 2015 ; Martinez-
Andujar et al, 2016 ), tolerancia de metais pesados (Chen, 2006) e modificacGes de
enxerto e porta-enxerto, em resposta a fatores ambientais (Chen et al., 2016).

Dentre tais fatores, a luz € um indicador chave das condi¢cdes ambientais para
o crescimento e desenvolvimento da planta (Demarsy et al., 2018; Saijo e Loo, 2019).
Estudos utilizando a enxertia em A. thaliana (L.) Heynh utilizando mutante HY5 para
revelar informacdes da regulacdo de processos fotodependentes nas plantas. O fator
de transcricao bZIP, HIPOCOTILO ELONGADO (HY5), regula o crescimento da planta
e a absorcao de nitrato, em resposta a Luz (Chen et al., 2016). Assim, neste estudo a
técnica de enxertia foi utilizada para estudar o efeito da luz na comunicagéao orgéo a

orgao em plantas de C. ensiformis (L) DC.

2.4. Sindrome de evitacdo a sombra

As plantas detectam e respondem constantemente a uma série de sinais
ambientais. Dentre esses sinais, a luz é um indicador das condi¢cdes ambientais para
o crescimento e desenvolvimento da planta (Demarsy et al., 2018; Saijo e Loo, 2019).

Os sinais de luz sdo percebidos por fotorreceptores de transducdo de
informacéo especializados que incluem os fitocromos que percebem a luz vermelho
(V) e vermelho distante (VE), os criptocromos, fototropinas e a familia ZEITLUPE (ZTL)
gue percebe a luz azul e ultravioleta (UV-A), e UVR8 que percebe a luz UV-B. Os
fitocromos séo sintetizados em sua forma biologicamente inativa, chamado fitocromo
vermelho (V). O Fv sob exposicdo da luz vermelha é convertido a sua forma
biologicamente ativa, chamado fitocromo vermelho-extremo (VE) (Franklin, 2008).

Em ambientes de luz natural, o fitocromo existe em um equilibrio dinadmico das
formas Fv e Fve, sendo que as proporcdes relativas de cada uma sédo determinadas
pela qualidade da luz ambiente. O parametro comumente adotado para descrever a
gualidade da luz de ambientes naturais é a razao da irradiancia dos fétons na regiédo

vermelha do espectro (denominada razao V:VE) (Franklin, 2008).



Entretanto, quando sujeitas ao sombreamento como, por exemplo, em
ambientes de alta densidade vegetal, as plantas experimentam uma reducédo na
proporgdo dos comprimentos de onda de vermelho para vermelho distante (Fv: Fve),
percebido pelos fitocromos, e inicia um conjunto de respostas conhecidas como,
sindrome de evitacdo de sombra (Franklin, 2008; Martinez-Garcia et al., 2014).

Essas respostas adaptativas incluem o alongamento rapido de caules e
peciolo, a reorientacdo ascendente das folhas (hiponastia de folha), contetdo
reduzido de clorofila na folha e aumento da dominancia apical (Casal 2013; Franklin
2008; Martinez-Garcia et al, 2014). No entanto, se o sinal de reducdo da raz&o Fv:
Fve persistir e a planta for incapaz de ultrapassar a vegetacao concorrente, a floragéo
€ acelerada para promover a formacéo de sementes e aumentar a probabilidade de
reproducao (Franklin, 2008).

Os fitocromos nao séo os unicos fotorreceptores que participam da percepcao
da planta a condicdo de presenca ou auséncia de luz (Melo, 2021). Os criptocromos
(CRYSs) estao envolvidos na repressao da evitacdo a sombra mediado pela luz azul,
regulando a abundancia e atividade de PIF (de Wit et al., 2016; Pedmale et al.,
2016). A atividade de PIF é aumentada diretamente através da inativacdo de CRY e
indiretamente através da inibicao aliviada de COP1, o que aumenta a degradacao de
reguladores negativos de PIF, incluindo HFR1 e HY5 ( de Wit et al., 2016 ). A inibicdo
das respostas a sombra mediada por UV-B ocorre através da degradacao de PIF4 e
PIF5 (Hayes et al., 2014 ). Além destes, existem evidéncias de que junto ao phyB e
ao UVRS8, as fototropinas também atuem na repressédo do estiolamento quando a
planta é desestimulada ao crescimento acelerado em razdo da sua exposicdo ao

pleno sol ou a uma condi¢do de menor perigo de sombreamento (Melo, 2021).

2.5. Canavalia ensiformis (L.) DC

C. ensiformis (L.) DC é uma leguminosa pertencente a familia Fabaceae. O
género Canavalia é representado por cerca de 60 espécies e tem distribuicdo
pantropical, com centro de diversidade na regido neotropical, onde estao presentes
cerca de 40 espécies (Sauer, 1964; Aymard e Cuello 1991). No Brasil, ocorrem 17
espécies, sendo o Cerrado e a Mata Atlantica os dominios com a maior diversidade

do género (Queiroz e Snak, 2016).
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No Brasil, a espécie C. ensiformis (L.) DC é popularmente conhecida como,
feijao-de-porco, feijio bravo ou fava brava, entre outros (Lorenzi e Matos, 2008). E
uma leguminosa arbustiva anual ou bianual, herbacea, crescimento ereto e que atinge
de 0,60 a 1,2m de altura.

As folhas séo alternadas, trifoliolada com foliolos grandes, eliptico-ovais, de cor
verde escura, com nervuras proeminentes. A inflorescéncia € do tipo racemo com
flores grandes de cor violacea ou roxa. A floracdo ocorre entre dois e trés meses apos
a germinacdo. Suas vagens sado achatadas, atingem cerca de 20 cm e podem conter
de 4 a 18 sementes grandes de cor branca de formato arredondado ou ovalado
(Lopes, 2000).

A espécie € amplamente utilizada na cobertura vegetal e para a adubacao
verde, dada as caracteristicas de elevada producdo de biomassa (Lopes, 2000;
Zanella et al., 2004) e rapido crescimento inicial (Alvarenga et al., 1995; Duarte Junior
e Coelho, 2008).

C. ensiformes (L.) DC também apresenta caracteristicas desejaveis para
fitorremediacdo, que incluem todas as descritas anteriormente, acrescidas a facil
adaptacdo as condicbes adversas do solo (Espindula et al., 2005; Romeiro et al.,
2007). Estudos recentes também identificaram a adaptacdo dessa espécie em solos
contaminados com herbicidas (Silva et al, 2021) e alta tolerancia a metais como
chumbo (Puga et al., 2015) e Zinco (Puga et al., 2015).

3. MATERIAL E METODOS

Este trabalho constitui trés experimentos: Experimento | — excisdo dos érgaos
cotilédones e folhas, que teve o objetivo de identificar o efeito de cada um dos 6rgaos
na particdo de fotoassimilados; Experimento Il — Uso da técnica de Enxertia com o
objetivo de identificar o efeito da luz na particdo de fotoassimililados entre a parte
aérea e na raiz, e; Experimento Il — lluminacédo das raizes, onde foi manipulada a
incidéncia da luz na porcéo da raiz, com objetivo verificar o efeito da fotomorfogénese

da raiz no crescimento da planta.



3.1 Material vegetal e condi¢fes de cultivo

O material vegetal para os trés experimentos foi obtido por meio de sementes
de C. ensiformis (L.) DC semeadas em vasos de polietileno com capacidade para 1 L,
na proporg¢do 1:1 (v:v) da mistura de substrato comercial (Bioplant®, Nova Ponte, MG,
Brasil) e vermiculita®, tendo sido colocada uma semente por vaso, semeadas cerca
de 5 mm de profundidade no substrato. Os vasos foram mantidos em tempertura
ambiente para embebicdo e sincronizagdo da germinagdo das sementes por um
periodo de 24 h, para entdo serem acondicionados em ambientes de luz e escuro

continuo.
a) Experimento | — excisdo de orgaos (cotilédones e folhas)

Neste experimento de retiradas dos orgaos, na presenca de luz, os vasos
permaneceram em uma camara de crescimento (25°C, fotoperiodo de 12 h e
intensidade luminosa de 250-400 umol m~ 2 s~ '). Para o tratamento em escuro
continuo, os vasos foram mantidos na auséncia total de luz. As remoc¢des dos 0rgaos
das plantas crescidas na luz e escuro foram realizados cinco dias ap0s a emergéncia,
em plantas com altura uniforme (~ 10 cm). Os cotilédones e as folhas, em seus
respectivos tratamentos, foram cortados verticalmente com auxilio de uma lamina. As
folhas foram cortadas no limite peciolo-caule (Figura Suplementar 1).

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 3 x 2, sendo um fator a condi¢do da planta (plantas interias, plantas
sem cotilédones e plantas sem folhas, e o segundo fator os regimes de luz (presenca
ou auséncia), com dez repeticdes para cada tratamento.

As plantas foram coletadas para analise 7 dias apds a remoc¢ao dos 6rgéos,
durante o estagio vegetativo V2, ou seja, quando ocorreu a abertura e o crescimento
das folhas primarias, as quais, totalmente expandidas, ficaram na posi¢ao horizontal
(Oliveira et al., 2018). Todos os vasos foram irrigados diariamente, mantendo a

capacidade maxima de retencéo de agua do substrato.
b) Experimento Il — Uso da técnica de Enxertia

Neste experimento de enxertia de plantas, na presenca de luz, os vasos

permaneceram em uma camara de crescimento (25°C, fotoperiodo de 12 h e
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intensidade luminosa de 250-400 umol m~ 2 s~ ). Para o tratamento em escuro
continuo, os vasos foram mantidos na auséncia total de luz. A enxertia em fenda cheia
foi realizada em plantas crescidas na luz e escuro, cinco dias apds a emergéncia com
altura uniforme das plantas (~10 cm), adaptando o procedimento descrito por Nisar et
al. (2012) para enxertia de plantas.

O caule foi cortado horizontalmente logo acima da insergéo da raiz utilizando
uma lamina e, imediatamente, colocado em uma béquer contendo agua estéril. Uma
inciséo vertical (~ 1 cm) foi realizada no porta-enxerto, sendo que o enxerto foi cortado
em forma de bisel. As extremidades cortadas do enxerto e porta-enxerto foram
anexadas e envolvidas com uma fita crepe 16 mm ao redor do enxerto. O suporte de
um bastao foi fornecido a planta (Figura Suplementar 2).

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado, com 4
tratamentos provenientes de plantas resultantes de combinacfes de enxerto e porta-
enxerto cultivados na condicéo de luz e escuro (Figura 1), com dez repeticbes em
cada tratamento. Apés a enxertia, todos os homoenxertos foram mantidos do escuro.
As plantas foram coletadas para analise 10 dias ap6s a emergéncia (DAE), durante o

estagio vegetativo V2 (Oliveira et al., 2018).

Enxerto Porta-enxerto Tratamentos

Luz Luz Plantas crescidas na luz
U/ -I‘ Plantas crescidas no escuro
Escuro Escuro .I'
W
Luz Escuro
/s
Escuro Luz 1'
WS4

Figura 1. Combinacdes enxerto/porta-enxerto de plantas de Canavalia ensiformis (L.)
DC. cultivadas nas condicbes de luz e escuro: (1) Luz/Luz, (2)
Escuro/Escuro, (3) Luz/Escuro, (4) Escuro/Luz.

c) Experimento Il — lluminacdo das raizes

Neste experimento de iluminagdo das raizes, os vasos foram mantidos em

tempertura ambiente até a emergéncia das plantulas. Apos a emergéncia, 24 plantulas
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foram transplantadas separadamente para recipientes de plastico transparentes de
300 mL que continham solugdo nutritiva padrdo de Hoagland e Arnon (1950),
fornecendo os seguintes macronutrientes (mg L?): N= 210; P= 31; K= 234; Ca= 200;
Mg= 48; S= 64, utilizando as respectivas fontes, KH> PO4; KNO3s; Ca(NOs3)2.4H20;
MgSQa. 7H20, juntamente com os micronutrientes (mg L™): B=0,5; Mn=0,5; Zn=0,05;
Cu= 0,02; Mo= 0,01; Fe= 5; CI= 0,7; S= 2,9, com as seguintes fontes, H3BOs3;
MnCl2.4H20; ZnCly; CuClz; HoM00O4.H20; Fe - EDTA. A solugéo nutritiva foi aerada
diariamente via mangueira acoplada a um compressor de ar, e 0 pH ajustado na faixa
de 5,8 e 6,2, usando-se, respectivamente, HCl ou NaOH a 0,5 mol L, quando
necessario. O volume de solucao nutritiva de cada recipiente foi trocado a cada cinco
dias.

Assim, seis potes por tratamento foram transportados para uma camara de
crescimento que consistia em quatro caixas de plastico preto (57 x 41 x 35 cm) e uma
parte superior de madeira (60 x 49 x 32 cm) contendo uma placa movel de madeira
(60 x 49 x 32 cm) suspensa por fio de nylon. No fundo da caixa, treze fitas adesivas
LED branca (60 umol m? s- 2) com comprimento de 30 cm foram instalados e
espacados de 3 cm entre si para distribuichio homogénea da luz no interior das
camaras.

Do mesmo modo, o conjunto de lampadas Led’s foi instalado na placa mével
de madeira, da parte superior, a qual foi suspensa a medida que as plantas se
desenvolviam, para manter uma distancia média de 15 cm entre as plantas e a fonte
de luz. Em todos os tratamentos, as plantas cresceram por 14 dias sob temperatura
média de 25-C (SD £3,5 °C) e uma umidade relativa de 65% (SDx 14,8%) sob
fotoperiodo de 12 h (Luz: escuro). O delineamento experimental adotado foi o
inteiramente casualizado, com 4 tratamentos (Figura 2) e seis repeticbes em cada
tratamento. As plantas foram coletadas para analise 10 dias apds a emergéncia (DAE)

(Figura Suplementar 3).



12

Parte aérea Raiz Tratamentos
Luz Luz Condicao de luz
1 .I" Condigao de escuro
Escuro Escuro r
Y
Luz Escuro

U

Escuro Luz T
a4

Figura 2. lluminacao da parte area ou raiz de plantas de Canavalia ensiformis (L.) DC.
cultivadas nas condicdes de luz ou escuro, sendo (1) Luz-Luz, (2) Escuro-
Escuro, (3) Luz-Escuro, (4) Escuro-Luz.

3.2 Avaliacdes

3.2.1 Crescimento

Para cada experimento de retirada de Orgdo e enxertia de plantas, o
comprimento da raiz, hipocotilo, epicétilo, peciolo, folhas e raizes foram determinados
usando uma régua graduada em cm. As folhas foram divididas em peciolo e lamina
foliar. Nas folhas, o comprimento foi definido como a distancia entre o ponto de
insercao do peciolo na lamina foliar e a extremidade oposta da folha e a largura como
a maior dimensdo perpendicular ao eixo do comprimento. A area foliar (AF) foi
calculada como produto das duas dimens@es, comprimento (C) e largura (L). A area
cotiledonar foi calculada seguindo o mesmo método adotado para folhas.

No experimento de iluminacdo das raizes, o comprimento do hipocdtilo,
epicatilo, peciolo e raizes foram determinados usando uma régua graduada em cm.
Para mensurar a area de cotilédones e folhas, os érgdos foram escaneados usando
um scanner fotografico Epson Perfection V700, e ambos foram medidos usando o
software NIH ImageJ (NIH, Bethesda, MD, EUA, disponivel em:
http://imagej.nih.gov/ij).
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Para cada um dos tratamentos, apos medicdo dos 6rgaos, o material foi
acondicionado em sacos de papel previamente identificados e levado a estufa com
circulacao forcada de ar a 50°C por 48 h, sendo posteriormente, determinada a massa
seca da parte aérea (MSPA) e das raizes (MSR), utilizando balanca analitica (Denver
Instrument Company® AA-200) com precisdo de 0,0001 g.

3.3 Analise Bioquimicas

A analise bioguimica foi realizada com os homoenxertos de Canavalia
ensiformis (L.) DC. resultantes das combinag¢des de porta-enxerto e enxerto cultivados

na condicéo de luz e escuro (luz/luz; escuro/escuro; luz/escuro; escuro/luz).

3.3.1 Analise de sacarose e agucares totais

Para realizar a analise de sacarose e acUcares totais, foram utilizadas
diferentes partes das plantas (raizes, hipocotilo, epicétilo, cotilédone e folhas)
coletadas aos 14 dias ap0s a emergéncia. Para a extra¢do, 50 mg de peso seco moido
foi incubado por 24 h em 1 mL de solugdo MCW (60% metanol, 25% cloroférmio e
15% agua v/ v) a 4 °C. Posteriormente, o material foi centrifugado a 10.000 rpm por
10 min a 4 °C. Apds 24 h, uma aliquota de 400 pL foi transferida para um tubo limpo,
ao qual foi adicionado 100 uL de cloroférmio e 150 yL de agua deionizada. A fase
aquosa foi retirada para as analises de sacarose e agUcares totais.

A sacarose foi analisada de acordo com Van Handel (1968). Em 100 uL de
sobrenadante, foram adicionados 500 yL de KOH 30% (p / v) e 2 mL de H2SO4 puro.
A mistura reacional foi aquecida em banho maria a 100 ° C por 10 min. Os tubos foram
resfriados por 15 minutos, e a absorbancia feita em 490 nm usando um
espectrofotometro. A analise de acuUcares totais foi realizada de acordo com
metodologia proposta por Dubois et al. (1951). Para 100 pL de sobrenadante, foram
adicionados 500 uL de fenol a 5% (p / v) € 2 mL de H2SO4 puro. Os tubos foram
deixados para resfriar por 10 min, e a absorbancia lida em em 490 nm por meio de um
espectrofotometro. Os resultados da analise de sacarose e acucares totais foram
calculados com base em uma curva de calibragédo usando 1 mg mL™* de glicose. Os
dados foram expressos em termos de acumulo em cada parte da planta, e mg de

sacarose/parte da planta e mg de acucar total/parte da planta.
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3.3.2 Anélise de amido

Os teores de amido foram determinados pelo método da antrona, adaptado de
Passos (1996). Os sedimentos da extracdo de acucares, apds a secagem, foram
transferidos para tubos de centrifuga, aos quais adicionou-se 500 uL da solucéo de
NaOH 0,5 mol L%, e centrifugou-se a 1.000 g por 15min. Uma aliquota de 0,1 mL foi
retirada do sobrenadante e colocada em tubos de ensaio, e 5 ml da solucao de antrona
foram colocadas em cada tubo. Os valores de absorbancia foram lidos no
espectrofotometro em 625 nm. Os resultados da andlise de amido foram calculados

com base em uma curva de calibragdo usando 1 mg mL™* de glicose.

3.4 Analise dos dados

Para o experimento de retirada de 6rgéo, os dados foram submetidos a analise
de variancia bidirecional (ANOVA 2-way) para detectar efeitos significativos da
retirada de o6rgaos (cotilédones ou folhas), condicdo ambiental (luz ou escuro) e suas
interacdes, e as médias comparadas pelo teste de Tukey (significancia em p < 0,05),
fazendo-se uso do software Agroestast® versdo 1.1.0.711 (Barbosa e Maldonado
Janior, 2015). Os resultados foram representados como a média e o erro padrédo da
meédia (n = 10).

Para cada um dos experimentos de enxertia de plantas, bioquimica de plantas
e iluminacéo de raizes, a relacdo entre as variaveis foi avaliada por meio de Andlise
de Componentes Principais (PCA). As médias das variaveis foram comparadas por
meio da Analise de Variancia de 2 fatores (ANOVA 2-way, nivel de significancia a =
0,05) seguida do teste t de Student ou Tukey HSD como testes post-hoc quando
adequados. As analises estatisticas foram realizadas no software JMP versdo 14

(https://www.jmp.com/).
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4. RESULTADOS

4.1 Excisao de cotilédones e folhas de plantulas de Canavalia ensiformis (L.) DC
crescidas naluz ou escuro

No estagio V2 de plantas de C. ensiformis (L.) DC, comparado ao controle, a
retirada dos cotilédones néo alterou o comprimento da raiz e hipocoétilo, sendo que o
fator luz nado influenciou tais respostas (Figura 3 A e B). Por outro lado, em
comparacao as plantas inteiras, a retirada de cotilédones diminuiu o comprimento do
epicatilo, peciolo e a area foliar, efeito observado em ambas as condi¢des de cultivo,
com efeito mais acentuado no escuro (Figura 3 D). Assim, na auséncia completa de
luz, observou-se a diminuicdo no comprimento do epicétilo (- 43,75%), peciolo (-68,
45%) e area foliar (- 55.37%) (Figura 3 D, E e F).

Neste estagio inicial do cultivo, quando comparadas as plantas inteiras, a
excisdo das folhas aumentou o comprimento de raiz (42,59%) e hipocotilo (6,8%)
efeito ocorrido apenas em plantas cultivadas no escuro (Figura 3 A e B). Em contraste,
reduziu o tamanho do epicotilo (-36,28%) de plantas crescidas no escuro (Figura 3 D).
De outro modo, a retirada das folhas nédo alterou as caracteristicas morfométricas dos
cotilédones na condicéo de escuro (Figura 3 C e F). A excisao de folhas das plantas

cultivadas no escuro, alongou os 6rgaos abaixo dos cotilédones.
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Figura 3. Analises do crescimento de plantas de Canavalia ensiformis (L.) DC. cultivadas em
diferentes tratamentos (plantas intactas, sem (-) cotilédones ou folhas) submetidas
as condicdes de luz ou escuro. Comprimento de raiz (A). Comprimento de hipocétilo
(B). Razdo comprimento: largura de cotilédones (C). Comprimento de epicétilo (D).
Comprimento de peciolo (E). Razdo comprimento: largura de folhas (F). Os valores
correspondem as médias de cada tratamento. Letras mailsculas comparam as
médias entre os tratamentos na mesma condicao de cultivo (luz ou escuro). Letras
mindsculas comparam as médias dentro dos tratamentos nas diferentes condicfes
de cultivo (luz ou escuro). Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p = 0,05). N.A. = ndo avaliado. P valores para ANOVA sdo descritos na Tabela

Suplementar 1 (Apéndice).
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Em relacdo a biomassa de C. Ensiformis (L.) DC, neste estagio do cultivo, a
excisdo dos cotilédones diminuiu a biomassa da raiz e hipocétilo, independente da
condi¢éo de luz ou escuro (Figura 4 A e B). De modo contrario, retirar folhas aumentou
a biomassa da raiz, com efeito exacerbado na presenca de luz (Figura 4 A). Portanto,
o fator luz é muito expressivo na particdo de fotoassimilados para raiz. No hipocétilo,
o incremento acentuado de biomassa foi registrado nas plantas aclimatadas no escuro
(Figura 4 B).

A excisao dos cotilédones reduziu a biomassa do epicotilo, enquanto retirar ou
nao folhas, ndo alterou a particdo de fotoassimilados para esta regido (Figura 4 D e
F). Retirar os cotilédones também diminuiu a biomassa de peciolo e folhas em
comparacao as plantas inteiras, nas condicbes de luz e escuro (Figura 4 E e F). A
excisao das folhas, que sao fortes drenos na fase inicial de C. ensiformis, levou a um
acumulo de biomassa dos cotilédones sob condi¢cdes de luz e escuro, uma vez que
as reservas armazenadas n&o foram mobilizadas (Figura 4 C).

Entretanto, a luz modulou respostas diferentes em relacdo a biomassa. Na
presenca de luz, a biomassa do epicétilo das plantas sem folhas nao diferiu daqueles
de plantas com folhas, enquanto hipocatilo teve aumento de biomassa (21,4%), em
comparacao a plantas intactas. De modo contrario, a luz levou reducéo da biomassa
no hipocatilo (16,96%) das plantas sem cotilédones (Figura 4 B e D).

Portanto, os resultados revelam que a retirada dos cotilédones reduziu
biomassa em todos os 6rgdos da planta. Na condicdo de luz, e auséncia dos
cotilédones, houve incorporacao de biomassa nas folhas, correspondendo a 44,50%
da biomassa total da planta (Figura G). Entretanto, o acimulo de carbono nas folhas
pode significar alta producéo de fotoassimilados, o que tornaria 6rgéao fonte e ndo mais
dreno como, nas plantas inteiras.

No escuro, a alocacdo de fotoassimilados para o hipocotilo seguido pela
incorporacdo de biomassa, certamente ocorreu em detrimento de peciolo e folhas.
Portanto, na auséncia total de luz, a biomassa de hipocétilo corresponde a 59,19% da
biomassa total da planta, sendo este o mais forte 6érgdo dreno da planta.

De outro modo, a retirada das folhas aumentou significativamente a biomassa
seca em todos 0s 6rgdos das plantas cultivadas em ambas as condi¢des de cultivo,
exceto da raiz, onde a luz modulou maior incremento de biomassa, e no epicétilo em

gue biomassa nao diferiu das plantas intactas, independente do fator luz.
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Nas plantas sem folhas, os cotilédones sdo 6érgdos fonte, independente da
condicao de luz ou escuro. Nas plantas crescidas na luz, a raiz e hipocaétilo sao fortes
drenos. No escuro, raiz e hipocétilo sdo drenos. Portanto, o controle da particdo dos
fotoassimilados depende da presenca ou auséncia de regides da planta e das
condicOes de luz e escuro a que elas sdo submetidas. O resumo dos resultados
obtidos € apresentado na Tabela Suplementar 2 do Apéndice e na Figura Suplementar
4.
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Figura 4. Massa seca de plantas de Canavalia ensiformis (L.) DC. cultivadas em diferentes
tratamentos (plantas intactas, sem (-) cotilédones ou folhas) submetidas as condicées
de luz ou escuro. Massa seca de raiz (A). Massa seca de hipocotilo (B). Massa seca
de cotilédones (C). Massa seca de epicotilo (D). Massa seca de peciolo (E), Massa
seca de folhas (F), Massa Seca Total (G) e Relacéo Raiz: parte aérea (H). Os valores
correspondem as médias de cada tratamento. Letras mailsculas comparam as
médias entre os tratamentos na mesma condicao de cultivo (luz ou escuro). Letras
mindsculas comparam as médias dentro dos tratamentos nas diferentes condicdes de
cultivo (luz ou escuro). Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p <0,05).
N.A. = ndo avaliado. P valores para ANOVA sao descritos na Tabela Suplementar 1
(Apéndice).
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4.2. Andlise de crescimento e de biomassa vegetal em homoenxertos de C.
ensiformis (L.) DC crescidos na luz ou escuro

Nos homoenxertos de plantas jovens de C. ensiformis (L.) DC, o porta-enxerto
apresentou efeito dominante sobre o enxerto, conforme evidenciado pelas diferencas
morfométricas de hipocatilo, epicétilo e peciolo (Figura 5 B, D e E, inseridas), e na
incorporacao de biomassa de hipocdtilo, epicétilo, peciolo e folhas, pois ambas as
variaveis independeram do efeito do enxerto (Figura 6 B, D, E e F, inseridas).

De modo contrario, nas raizes e cotilédones, o efeito do enxerto modulou o
incremento de biomassa nesses 6rgaos (Figura 6 A, inserida). Embora ndo tenha sido
observado a interacdo entre porta-enxerto e enxerto, observamos o efeito de ambos
no comprimento de epicotilo e peciolo (Figura 5 D e E, inserida) e na incorporacéao de
biomassa dos cotilédones (Figura 6 C, inserida).

Além do efeito dominante do porta-enxerto, a morfometria dos 6rgaos variou de
acordo com as diferentes condicbes de luz a que as plantas de origem dos
homoenxertos foram submetidas. Nas plantas resultantes de combinacfes de
homoenxertos, onde o porta-enxerto € proveniente de plantas cultivadas na luz (luz/luz
e escuro/luz), o efeito da luz determinou o alongamento do peciolo e expansédo da
area foliar (Figura 5 E e F). Para estes 6rgéaos, o tratamento (escuro/luz) nao diferiu
do controle (luz/luz). Embora ndo tenha ocorrido a interagdo entre porta-enxerto e
enxerto, o efeito da luz sobre o enxerto também determinou o alongamento destes
orgaos.

Efeito contrario ocorreu no alongamento do epicotilo e hipocétilo. Nestes
orgaos, o efeito dominante do porta-enxerto foi proveniente de plantas cultivadas no
escuro (escuro/escuro e luz/escuro) em relacdo ao controle (luz/luz) (Fig. 5 B e D).
Nenhuma diferenca significativa foi observada nos efeitos do porta-enxerto e enxerto
na morfometria dos cotilédones, independente da condicdo de cultivo das plantas que
originaram 0s homoenxertos (Tabela Suplementar 2, Apéndice A). N&do houve
interacdo entre porta-enxerto e enxerto para nenhuma das varidveis morfométricas

analisadas (Tabela Suplementar 3 do Apéndice).
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Figura 5. Analises do crescimento de plantas enxertadas de Canavalia ensiformis (L.) DC.

cultivadas em condicdo de luz ou escuro. Comprimento de raiz (A) e efeito do
enxerto e porta-enxerto no comprimento de raiz (A, inserido). Comprimento de
hipocotilo (B) e efeito do enxerto e porta-enxerto no comprimento de hipocétilo (B,
inserido). Area cotiledonar (C) e efeito do enxerto e porta-enxerto na area
cotiledonar (C, inserido). Comprimento de epicétilo (D) e efeito enxerto e porta-
enxerto no comprimento de epicétilo (D, inserido). Comprimento de peciolo (E) e
efeito do enxerto e porta-enxerto no comprimento de peciolo. Area foliar (F) e efeito
do enxerto e porta-enxerto na area foliar (F, inserido). Os valores correspondem as
médias de cada tratamento. Letras minUsculas comparam cada um dos tratamentos
nas diferentes condi¢8es de cultivo (luz ou escuro) todos calculados usando o teste
de Tukey a 5%. Nos graficos inseridos, as letras minldsculas comparam os enxertos
nas diferentes condi¢bes (luz e escuro) e as mailsculas o porta-enxerto nas
diferentes condicdes (luz e escuro). P valores para two-way ANOVA séo descritos
na Tabela Suplementar 3 (Apéndice).
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Em relagéo a particdo de fotoassimilados na planta, o efeito da luz sobre o
porta-enxerto, além de controlar o alongamento de peciolo e nas folhas também
modulou o incremento de biomassa nestes 6rgaos (Figura 6 E e F). Nesta condicéo,
epicotilo e hipocétilo foram reduzidos (Figura 6 B e D). Tais respostas foram
evidenciadas no acumulo de biomassa nos homoenxertos escuro/ luz que nao diferiu
do controle (luz/luz) (Figura 6 E e F).

Entretanto, conforme esperado, quando o porta-enxerto foi cultivado no escuro
(luz/escuro e escuro/escuro), independente da origem do enxerto, observamos o
alongamento do hipocotilo e epicétilo seguido da alocacdo de biomassa desses
orgdos (Figura 6 B e D). No escuro, peciolo e folhas foram severamente reduzidos
(Figura6 E e F).

Nas plantas resultantes de combinacfes de homoenxertos, onde o porta-
enxerto e enxerto sédo proveniente de plantas aclimatadas no escuro, as reservas dos
cotiléedones foram mantidas intactas ou foram pouco exauridas.

Em contraste, embora ndo tenha havido interacdo entre porta-enxerto e
enxerto, nas plantas resultantes de combinacdes de homoenxertos, onde o porta-
enxerto € proveniente de plantas cultivadas na luz (luz/luz e escuro/luz) ou de enxerto
proveniente da luz (luz/escuro), comparadas a escuro/escuro, as reservas dos
cotilédones sao particionadas para outros 6rgaos da planta (Figura 6 C).

Na raiz, a origem do porta-enxerto néo influenciou no incremento de biomassa
deste 6rgéo (Figura 6 A, inserida). Assim, tomando em separado, o efeito da luz sobre
o enxerto (luz/escuro e luz/luz) determinou alongamento e incrementou de biomassa
deste 6rgao (Figura 6 A).

Em contraste, nas plantas cultivadas em ambiente de escuro, recursos de
carbono limitados séo priorizados para o crescimento de hipocatilo e epicétilo, a fim
de melhorar a possivel exposicdo a luz e, assim, o crescimento das raizes é inibido.
No escuro, os cotilédones sdo 6rgaos fonte, enquanto hipocotilo e epicotilo séo fortes
drenos. Nao houve interacdo entre porta-enxerto e enxerto para nenhuma das

variaveis de incorporacdo de biomassa analisadas (Tabela Suplementar 3).
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Figura 6. Massa seca de homoenxertos de Canavalia ensiformis (L.) DC. cultivadas em

condicdo de luz ou escuro. Massa seca de raiz (A) e efeito do enxerto e porta-
enxerto na massa seca de raiz (A, inserido). Massa seca de hipocétilo (B) e efeito
do enxerto e porta-enxerto na massa seca de hipocétilo (B, inserido). Massa seca
de cotilédones (C) e efeito do enxerto e porta-enxerto na massa seca de
cotilédones (C, inserido). Massa seca de epicotilo (D) e efeito do enxerto e porta-
enxerto na massa seca de epicatilo (D, inserido). Massa seca de peciolo (E) e efeito
do enxerto e porta-enxerto na massa seca de peciolo (E, inserido). Massa seca de
folhas (F) e efeito do enxerto e porta-enxerto na massa seca de folhas (F, inserido).
Os valores correspondem as médias de cada tratamento. Letras acima das barras
comparam os tratamentos nas diferentes condic¢des de cultivo (luz ou escuro) todos
calculados usando o teste de Tukey a 5%. P valores para two-way ANOVA sao
descritos na Tabela Suplementar 3 (Apéndice).
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4.3. A concentracdo de acucares em homoenxetos Canavalia ensiformis (L.) DC

4.3.1. Concentracdo de acUcares totais

Nos homoenxertos de plantas jovens de C. ensiformis (L.) DC, o porta-enxerto
modulou a concentracao de acglcares totais em todos os érgaos da planta, com leve
efeito do enxerto na raiz e peciolo (Figura 7 A, B, C, D, E e F, inseridas). Nao houve
interacao entre porta-enxerto e enxerto em relacao a concentracao de acucares totais
nos diferentes 6rgaos da planta.

Tomando em separado, o efeito da luz sobre o porta-enxerto determinou o
acumulo de acgucares totais nas folhas. A concentragcdo de agucares no homoenxerto
escuro/luz, nao diferiu do controle (luz/luz). Em contraste, comparados ao controle, 0s
resultados demonstraram a reducdo desta concentracdo nos homoenxertos
escuro/escuro (- 66,49%) e luz/escuro (- 59,27%) (Figura 7 F).

De modo contrario, o efeito do escuro sobre o0 porta-enxerto determinou o
acumulo de acucares totais no hipocoétilo e epicdtilo. Em comparacéo ao controle
(luz/luz), o aumento da concentragcdo de acucares totais no hipocotilo dos
homoenxertos escuro/escuro e luz/escuro foi de 119.6036% e 85,47%,
respectivamente. No epicotilo, 0 aumento foi de 443,95% e 347,41%, para as mesmas
combinacdes de homoenxertos. No estagio vegetativo V2> em que as plantas de C.
ensiformis (L.) DC foram avaliadas, o acUmulo de acucares totais nas folhas coincidiu
com a diminuicdo da concentracdo de acucares totais em epicaotilo, hipocétilo (Figura
7F,BeD).

O efeito da luz sobre o enxerto modulou o acimulo de agucares totais na raiz.
A concentracdo de acucares no homoenxerto luz/escuro aumentou (1.319%) em
relacédo ao controle (luz/luz). A concentracdo de aclicares no homoenxerto escuro/luz,
reduziu (-29,51%) em relacdo ao controle (luz/luz) e ndo diferiu do homoenxerto
escuro/escuro (Figura 7 A).

Nos cotilédones, enxertos provenientes de plantas aclimatadas no escuro
(escuro/escuro) registraram maior concentracdo de acgucares (Figura 9 C, inseridos).
No homoenxerto escuro/luz ocorreu uma reducao das concentracfes de acucares em
relagdo ao homoenxerto (escuro/escuro). Os homoenxertos escuro/luz e luz/escuro

nao diferiram do controle (luz/luz) (Figura 7 C).
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Figura 7. Acimulo de acUcares totais de homoenxertos de Canavalia ensiformis (L.) DC.

cultivadas em condicédo de luz ou escuro. Acimulo de acUcares totais na raiz (A) e efeito
do enxerto e porta-enxerto no acumulo de agulcares totais na raiz (A, inserido). Acumulo
de acUcares totais no hipocotilo (B) e efeito do enxerto e porta-enxerto no acumulo de
acucares totais no hipocétilo (B, inserido). Acimulo de acUcares totais nos cotilédones
(C) e efeito do enxerto e porta-enxerto no acumulo de acguUcares totais nos cotilédones
(C, inserido). Acumulo de acUcares totais no epicotilo (D) e efeito do enxerto e porta-
enxerto no acimulo de acUcares totais no epicétilo (D, inserido). Acimulo de aclcares
totais no peciolo (E) e efeito do enxerto e porta-enxerto no acumulo de aglcares totais
no peciolo (E, inserido). Acimulo de aclcares totais nas folhas (F) e efeito do enxerto
e porta-enxerto no acumulo de aclcares totais nas folhas (F, inserido). Os valores
correspondem as médias de cada tratamento. Letras acima das barras comparam o0s
tratamentos nas diferentes condi¢cdes de cultivo (luz ou escuro) todos calculados
usando o teste de Tukey a 5%. P valores para two-way ANOVA sdo descritos na Tabela
Suplementar 5 (Apéndice).
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4.3.2 Concetragcao de amido

Nos homoenxertos de plantas jovens de C. ensiformis (L.) DC, o porta-enxerto
proveniente de plantas aclimatadas no escuro apresentou efeito dominante sobre o
enxerto, conforme evidenciado pela concentracdo de amido no hipocétilo, cotilédones
e epicotilo (Figura 8 B, C, D, inseridas). Nos homoenxertos escuro/escuro e luz/escuro,
0 acumulo de amido em hipocétilo, cotilédones e epicotilo diminui a concentracédo de
amido nas folhas (Figura 8 B, C, D, inseridas).

O fator determinante para o acimulo de amido nas folhas foi o efeito do porta-
enxerto proveniente de plantas aclimatadas na luz (Figura 8 F, inserida). De modo
contrario, o efeito do enxerto modulou a concentragéo de amido em raiz e peciolo. No
estagio V2 em que as plantas de C. ensiformis (L.) DC foram analisadas, o acumulo
de amido no peciolo, diminui ao mesmo tempo que aumenta o conteudo de amido no
peciolo (Figura 8 A e E). Nao houve interacdo entre porta-enxerto e enxerto para a
concentracdo de amido nos diferentes orgaos da planta (Tabela Suplementar 6,

Apéndice).
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Figura 8. Acimulo de amido de homoenxertos de Canavalia ensiformis (L.) DC. cultivadas em

condicdo de luz ou escuro. Acimulo de amido na raiz (A) e efeito do enxerto e porta-
enxerto no acimulo de amido na raiz (A, inserido). Acumulo de amido no hipocétilo (B)
e efeito do enxerto e porta-enxerto no acimulo de amido no hipocétilo (B, inserido).
Acumulo de amido nos cotilédones (C) e efeito do enxerto e porta-enxerto no aciimulo
de amido nos cotilédones (C, inserido). Acumulo de amido no epicétilo (D) e efeito do
enxerto e porta-enxerto no acimulo de amido na o peciolo (D, inserido). Acimulo de
amido no peciolo (E) e efeito do enxerto e porta-enxerto no acimulo de amido no
peciolo (E, inserido). Acimulo de amido nas folhas (F) e efeito do enxerto e porta-
enxerto no acumulo de amido nas folhas (F, inserido). Os valores correspondem as
médias de cada tratamento. Letras acima das barras comparam os tratamentos nas
diferentes condi¢bes de cultivo (luz ou escuro) todos calculados usando o teste de
Tukey a 5%. P valores para two-way ANOVA séo descritos na Tabela Suplementar 5

(Apéndice A).
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4.3.3. Concentracao de sacarose

Nos homoenxertos de plantas jovens de C. ensiformis (L.) DC, o porta-enxerto
modulou a concentracdo de sacarose em todos os 6rgdos da planta. Embora ndo
tenha ocorrido interagdo significativa entre porta-enxerto e enxerto, 0 enxerto
proveniente de plantas aclimatadas na luz teve influéncia na concentracdo de
sacarose da raiz, enquanto os provenientes das aclimatadas no escuro na
concentracdo em cotilédones e epicotilo (Figura 9 A, B, C, D, E e F, inseridas).

O fator determinante para o acumulo de sacarose nas folhas foi o efeito do
porta-enxerto proveniente de plantas aclimatadas na luz. Comparados ao controle
(luz/luz), a concentragdo de sacarose foi severamente reduzida nos homoenxertos
escuro/luz (-39,6%) e luz/escuro (-88,48%) (Figura 9 A).

De modo contrario, o acumulo de sacarose no hipocétilo e epicotilo foi
modulado pelo porta-enxerto proveniente de plantas aclimatadas no escuro (Figura 9
B e D). Em comparacao ao controle (luz/luz), o aumento da concentracdo de sacarose
no hipocaotilo dos homoenxertos escuro/escuro e luz/escuro foi de 390.35% e
332,50%, respectivamente (Figura 9 B). No epicétilo, o aumento foi de 1626.92% e
696.15%, para as mesmas combinacdes de homoenxertos (Figura 9 D). No estagio
V2 de C. ensiformis (L.) DC, o acumulo de sacarose nas folhas coincide com sua

diminuicdo em epicoétilo, hipocoétilo e peciolo (Figura 9 B, D, E e F).
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Figura 9. Acimulo de sacarose em homoenxertos de Canavalia ensiformis (L.) DC. cultivadas

em condicao de luz ou escuro. Acimulo de sacarose na raiz (A) e efeito do porta-
enxerto e enxerto no acimulo de sacarose naraiz (A, inserido). Acumulo de sacarose
no hipocétilo (B) e efeito do porta-enxerto e enxerto no acumulo de sacarose no
hipocétilo (B, inserido). Acimulo de sacarose nos cotilédones (C) e efeito do porta-
enxerto e enxerto no acimulo de amido nos cotilédones (C, inserido). Acimulo de
sacarose no epic6tilo (D) e efeito do porta-enxerto e enxerto no acimulo de sacarose
no epicétilo (D, inserido). Acumulo de sacarose no peciolo (E) e efeito do porta-
enxerto e enxerto no acumulo de sacarose no peciolo (E, inserido). Acimulo de
sacarose nas folhas (F) e efeito do porta-enxerto e enxerto no acimulo de sacarose
nas folhas (F, inserido). Os valores correspondem as médias de cada tratamento.
Letras acima das barras comparam os tratamentos nas diferentes condicdes de
cultivo (luz ou escuro) todos calculados usando o teste de Tukey a 5%. P valores para
two-way ANOVA sdo descritos na Tabela Suplementar 6 (Apéndice A).
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4.3. Andlise de crescimento e de biomassa vegetal em plantas de C. ensiformis
(L.) DC crescidas sob manipulacdo da condi¢cdo de luz na parte aérea e
subterranea

A parte aérea de plantas jovens de C. ensiformis (L.) DC apresentou efeito
dominante sobre a parte subterranea, conforme evidenciado pelas diferencas
morfométricas de todos os 6rgdos da parte aérea (hipocatilo, cotilédones, epicétilo,
peciolo e folhas). Nos cotilédones também foi evidenciado leve efeito da raiz para
determinacao da area cotiledonar (Figura 10 B, C, D, E e F, inseridas).

A morfometria dos érgaos de C. ensiformis (L.) DC variou de acordo com as
diferentes condi¢cfes de luz a que a parte aérea e a raiz das plantas foram submetidas.
Tomando em separado, o efeito da luz na parte aérea modulou a expansao da area
foliar. Assim, plantas com a parte area aclimatadas na luz e raiz no escuro (luz/escuro)
nao diferiram das plantas controle, condicdo na qual a parte aérea e subterranea foram
mantidas sob condigéo de luz (luz/luz).

Efeito contrario ocorreu no alongamento do epicétilo, hipocatilo, cotilédones e
peciolo. Nestes 6rgaos, o efeito do escuro na parte aérea modulou as mudancas
morfométricas observadas. No epicétilo e peciolo, plantas com a parte area e raiz
aclimatados no escuro (escuro/escuro) nao diferiram das plantas com parte aérea
aclimatadas no escuro e raiz na luz (escuro/luz) e alongaram mais que as plantas
controle (luz/luz) (Figura 10 E e F). Nenhuma diferenca significativa foi observada no
crescimento da raiz, independente da condicdo de cultivo a que parte aérea e
subterranea foram submetidas (Figura 10 A). N&ao houve interacdo entre para

nenhuma das variaveis morfométricas analisadas (Tabela Suplementar 6, Apéndice).
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Figura 10. Andlise de crescimento de plantas de Canavalia ensiformis (L.) DC. submetidas a

condicBes de luz ou escuro, na parte aérea e raiz. Comprimento de raiz (A) e efeito
das condicbes manipuladas de luz no comprimento de raiz (A, inserido).
Comprimento de hipocotilo (B) e efeito das condicdes manipuladas de luz no
comprimento de hipocoétilo (B, inserido). Area foliar de cotilédones (C) e efeito das
condicbes manipuladas de luz no comprimento de cotilédones (C, inserido).
Comprimento de epicotilo (D) e efeito das condicdes manipuladas de luz no
comprimento de epicétilo (D, inserido). Comprimento de peciolo (E) e efeito das
condi¢Bes manipuladas de luz no comprimento de peciolo. Area foliar (F) e efeito das
condicbes manipuladas de luz no comprimento de folha (F). Os valores
correspondem as médias de cada tratamento. Letras acima das barras comparam os
tratamentos nas diferentes condi¢cdes de cultivo (luz ou escuro) todos calculados
usando o teste de Tukey a 5%. P valores para two-way ANOVA séo descritos na
Tabela Suplementar 8 (Apéndice A).
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Em relagdo a particdo de fotoassimilados na planta, o efeito da luz sobre a parte
aérea, modulou o incremento de biomassa na raiz e folhas. Tais respostas foram
evidenciadas em plantas que tiveram a parte area aclimatada na luz e raiz no escuro
(luz/escuro). Plantas nessa condigdo nado diferiram das plantas controle (luz/luz)
(Figurall AeF).

Entretanto, conforme esperado, quando a parte aérea das plantas foram
cultivadas no escuro, independente da condi¢éo de aclimatacéo da raiz, observamos
o alongamento do hipocoétilo e epicétilo seguido do aumento de biomassa desses
orgdos (Figura 11 B e D). O aumento de biomassa do epicétilo coincide com a
diminuigdo da biomassa da raiz (Figura 11 A e D).

Nenhuma diferenca foi observada nos efeitos da aclimatacao da parte aérea e
raiz, as condicfes de luz ou escuro, na incorporacdo de biomassa dos cotilédones e
peciolo (Figura 11 F e Tabela 1). Ndo houve interacdo entre parte aérea e raiz para
nenhuma das variaveis analisadas (Tabela Suplementar 7, Apéndice A).

Portanto, em plantas jovens de C. ensiformis (L.) DC., o efeito da luz interfere
na particdo de fotoassimilados, os quais séo direcionados preferencialmente para o

desenvolvimento da parte aérea.
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Figura 11. Massa seca de plantas de Canavalia ensiformis (L.) DC. submetidas a condicdes de

luz ou escuro, na parte aérea e raiz. Massa seca de raiz (A) e efeito das condicdes
manipuladas de luz na massa seca de raiz (A, inserido). Massa seca de hipocotilo (B)
e efeito das condic6es manipuladas de luz na massa seca de hipocétilo (B, inserido).
Massa seca de cotilédones (C) e efeito das condicées manipuladas de luz na massa
seca de cotilédones (C, inserido). Massa seca de epicotilo (D) e efeito das condi¢cdes
manipuladas de luz na massa seca de epicotilo (D, inserido). Massa seca de peciolo
(E) e efeito das condic6es manipuladas de luz na massa seca de peciolo (E, inserido).
Massa seca de folhas (F) e efeito das condi¢cBes manipuladas de luz na massa seca
de folha (F, inserido). Os valores correspondem as médias de cada tratamento. Letras
acima das barras comparam os tratamentos nas diferentes condi¢des de cultivo (luz
ou escuro) todos calculados usando o teste de Tukey a 5%. P valores para two-way
ANOVA sédo descritos na Tabela Suplementar 8 (Apéndice A).
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5. DISCUSSAO

5.1 O crescimento inicial de Canavalia ensiformis (L.) DC depende da relacao

entre os 6rgaos da planta com aluz

O desenvolvimento das plantas é fortemente influenciado por diferentes fatores
internos e externos como, por exemplo, a intensidade e qualidade da luz, bem como
pela dindmica de transporte de fotoassimilados, o qual € dependente do sistema fonte-
dreno entre os 6rgéos (Tang e Liesche, 2017; Smith et al, 2018).

Entretanto, os mecanismos de regulacdo da luz sobre a particdo de
fotoassimilados ainda ndo estéo claros. Dessa forma, para elucidar essa resposta,
foram utilizados trés testes que permitiram melhor compreender a comunicacao entre
a raiz e os 6rgaos da parte aérea da espécie C. ensiformis. Os testes contaram com
presenca ou auséncia de luz, as seguintes: (i) excisdo de 6rgaos, (i) enxertia e (iii)
iluminacao da raiz.

Deste modo, nossos resultados mostram que, comparando as condi¢des de luz
e escuro, as plantas inteiras aclimatadas na luz apresentaram maior comprimento de
raiz e peciolo, além de expanséo da area foliar do que as mantidas no escuro (Figura
3 A, E e F). O alongamento desses orgaos foi acompanhado do incremento de
biomassa (Figura 4 A e E). Nesta condi¢cao de cultivo houve a inibicdo do alongamento
de hipocdtilo e epicétilo (Figuras 4 B e D).

Portanto, na condicdo de luz, as plantas C. ensiformis (L.) DC adotaram o
padrdo de desenvolvimento fotomorfogénico caracteristico, ou seja, expansao dos
cotilédones e folhas, além de hipocétilo curto. Este padrdo de desenvolvimento
rapidamente estabelece a muda como um organismo fotoautotréfico, e a maior parte
da energia da planta é direcionada para desenvolvimento de cotilédones e folhas,
enquanto o crescimento da extensdo longitudinal € minimizado (McNellis e Deng,
1995).

Em outras palavras, na presenca de luz, as plantas abrem e expandem os
cotilédones que se tornam rapidamente verdes, o hipocotilo fica resistente e ocorre o
alongamento da raiz (Sullivan e Deng, 2003). Esse processo denota a transicéo
essencial da fase heterotréfica para a autotrofica do desenvolvimento da planta
(Gommers e Monte, 2018).


https://www.frontiersin.org/people/u/603078
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Em contraste, no escuro, 0s recursos limitados de carbono foram
preferencialmente direcionados para o alongamento do hipocétilo e epicétilo na
tentativa de posicionar os cotilédones em direcdo a luz (Figura 3 B e D). Esse
resultado sugere que o aumento da altura da planta foi devido ao maior acimulo de
biomassa do caule (hipocoétilo e epicétilo) (Figura 4 B e D). De fato, no escuro, as
plantas jovens desenvolvem um gancho apical coberto por cotilédones néo
desenvolvidos bem fechados, hipocétilo estreito e alongado e raiz ndo desenvolvida
(Josse e Halliday, 2008).

Desse modo, nossos resultados demonstraram que no escuro, o aumento dos
orgaos de sustentacdo da parte aérea ocorreu em detrimento do comprimento as
raizes e folhas (peciolo e lamina foliar) (Figura 3 A, E e F) e menor incorporacéo de
biomassa (Figura 4 A). Embora esses resultados sugiram que, na luz e escuro, 0s
orgaos de sustentacéo da parte aérea possam apresentar relagdes inversas com as
folhas em funcdo da adaptacédo ao ambiente, os cotilédones sao parte importante na
modulacédo das respostas as plantas ao ambiente de luz.

Os cotilédones séo orgaos de reserva energeética e possuem grande influéncia
no desenvolvimento inicial das plantas até que as folhas estabelecam processos
fotossintéticos (Sakpere et al., 2015). De fato, nossos resultados demonstram que a
retirada dos cotilédones e suas reservas de carbono afetou negativamente o
investimento no desenvolvimento da planta conforme evidenciado pela diminuicdo de
biomassa na raiz, hipocaétilo, epicotilo, peciolo e folhas de C. ensiformis (Figura 4 A,
B, D, E e F). Portanto, os cotilédones apresentam fortemente a funcéo de fonte ao
longo do crescimento vegetal.

Hayashi et al. (2012), estudando a influéncia da remocao dos cotilédones no
desenvolvimento inicial de plantulas das espécies Canavalia ensiformis (L.) DC. e
Phaseolus vulgaris L., verificaram que as plantulas de ambas as espécies que
permaneceram por menor periodo com os cotilédones apresentaram valores inferiores
para massa seca em relacdo as que ficaram por mais tempo com os cotilédones.
Lapaz et al. (2017) também obtiveram resultados semelhantes com a espécie P.
vulgaris L.

Nosso estudo chama atencado para o fato que nas plantas sem cotilédones, o
comprimento de raiz ndo diferiu entre as plantas inteiras crescidas na luz e escuro

(Figura 3 A). De modo contréario, a retirada dos cotilédones reduziu severamente a
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incorporacao de biomassa na raiz, comparada a plantas inteiras e plantas sem folhas,
nas condicdes de luz e escuro (Figura 4 A).

Em comparagcdo a planta inteira, retirar ou ndo folhas n&o alterou a
incorporacdo de biomassa nas raizes das plantas crescidas no escuro, enquanto na
presenca de luz observamos o incremento exacerbado de biomassa nas raizes
(Figura 4 A). Entretanto, as condi¢des de desfolhnamento das plantas influenciam o
crescimento e a capacidade fotossintética das plantas, remobiliza as reservas de
carbono e nitrogénio e acelera o metabolismo do dreno, alterando as relagbes fonte-
dreno. Portanto, os efeitos dependem do tempo de desfolha, fases vegetativas ou
reprodutivas, tecidos foliares mais jovens ou mais velhos (Igbal et al., 2012).

Desse modo, as raizes sdo um tipico 6rgao dreno, especialmente nos estagios
iniciais de desenvolvimento e competirdo com outros drenos durante os estagios
posteriores (Durand et al., 2018) e tal comportamento mostrou ser modulado pela luz,
haja vista que neste experimento quando no escuro priorizou o desenvolvimento do
hipocoatilo e epicatilo.

De fato, nas plantas sem cotilédones crescidas na luz e no escuro, o
crescimento do hipocétilo ndo diferiu entre as plantas inteiras crescidas na luz e
escuro. Por outro lado, no escuro, a massa seca do hipocotilo foi fundamental para o
aumento da relacdo parte aérea: raiz (Figura 4 E, inserida). Portanto, esse conjunto
de respostas do crescimento e de alteracdo na particdo entre fonte-dreno como, o
alongamento do hipocatilo na condicdo de escuro, em detrimento a peciolos e folhas
podem ser explicadas pelo fendmeno da sindrome de evitacdo a sombra (Shadow
Avoidance Syndrome) (Franklin e Whitelam, 2005; Franklin, 2008; Casal, 2012).

Deste modo, nas plantas inteiras, os resultados demostram que na luz, os
cotilédones sdo orgaos fonte, enquanto peciolos e folhas (lamina foliar) jovens séo
fortes drenos. Na presenca de luz, plantas sem os cotilédones, as raizes se tornaram
fortes drenos. No escuro, o hipocoétilo é forte dreno em detrimento de peciolo e folhas,
gue passaram a ser 6rgéaos fontes.

Por outro lado, nas plantas sem folhas crescidas na luz a raiz é forte dreno,
enquanto no escuro o hipocotilo foi um dreno mais forte, conforme evidenciado nas
plantas sem folhas, em gue as reservas dos cotilédones foram pouco exauridas e nao

diferiram das plantas aclimatadas no escuro (Figura 4 C).
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Portanto, as respostas de crescimento observadas neste estudo sugerem que
no estagio V- de C. ensiformis, as folhas tém pouca participacdo na producdo de
fotoassimilados, e que os cotilédones sédo 6rgaos fundamentais nesta fase do ciclo de
vida da planta. O resumo dos resultados obtidos pela retirada dos cotilédones e folhas
pode ser observado na Tabela Suplementar 2 do Apéndice.

5.2 A luz regula a mobilizacédo de fotoassimilados entre araiz e parte aérea

A relacao entre parte aérea e raiz controla a particdo de fotoassimilados na
planta e, a enxertia, tem sido uma importante ferramenta na investigacdo de como
essa comunicacao pode coordenar e modificar o desenvolvimento e crescimento da
planta, levando em consideracdo os eventos de transporte de longa distancia
transmissiveis ao enxerto e seu impacto na fisiologia do enxerto ou porta-enxerto
(Flaishman et al., 2008; Gaion e Carvalho, 2017). Dessa forma, para melhor entender
o efeito da luz nos 6rgaos da parte area (hipocoétilo, cotilédones, epicaétilo, peciolo e
folhas) e na raiz de Canavalia ensiformes (L.) DC., utilizamos plantas resultantes de
combinacdes de homoenxertos cultivados na condicdo de luz ou escuro. Apos a
enxertia todas as plantas foram mantidas no escuto.

Nas plantas provenientes das combinacdes de enxerto da luz e porta-enxerto
do escuro (luz/escuro) comparadas ao controle (escuro/escuro), os comprimentos do
hipocotilo ndo diferiram entre si (Figura 5 B). Além disso, a incorporacédo de biomassa
de hipocatilo e epicétilo ndo diferiram entre si (Figura 6 B e D). Esses resultados
indicam que dois possiveis processos podem estar controlando a relacéo parte aérea
e raiz. O primeiro deles sugere que, embora o porta-enxerto tenha efeito dominante
sobre o enxerto (Figura 5 B e D, inseridos), quando os homoenxertos foram
aclimatados no escuro, as plantas passaram a ter comportamento fotomorfogénico do
escuro, ou seja, ocorreu o estiolamento do caule (hipocatilo e epicdtilo).

Nossos resultados também indicam que, de alguma maneira, as raizes
provenientes de plantas aclimatadas no escuro estdo sinalizando para a parte aérea,
sendo capazes de reverter os efeitos do enxerto aclimatado na luz (Figura 5 B e D).
Os resultados confirmam o efeito dominante do porta-enxerto sobre o enxerto (Figura
5B e D, inseridos),

Curiosamente, nas plantas provenientes de enxerto do escuro e porta-enxerto

da luz (escuro/luz), o comprimento do caule (hipocotilo e epicotilo) reduziu, em relagéo
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a plantas provenientes de enxerto e porta-enxerto do escuro (escuro/escuro) e nao
diferiu das plantas provenientes de enxerto e porta-enxerto da luz (Figura5 B e D). O
encurtamento do hipocoétilo e epicétilo também foi seguido pelo incremento de
biomassa desses 6rgdos (Figura 6 B e D).

Assim, os resultados demonstraram a inibicdo do alongamento de hipocétilo e
epicttilo, ainda que as plantas provenientes de enxerto do escuro tenham
permanecido no ambiente do escuro. Portanto, 0s nossos resultados evidenciam que
a raiz aclimatada na luz esta sinalizando para a parte aérea, uma vez que o efeito
esperado era que o hipocotilo e epicétilo das plantas provenientes de enxerto do
escuro e mantidas no escuro adotassem o padrdo de desenvolvimento
escotomorfogénico caracteristico, ou seja, hipocotilo alongado, gancho apical
firmemente fechado, cotilédones subdesenvolvidos e um sistema radicular limitado
(Chen et al, 2004; Josse e Halliday, 2008; Sacnun et al., 2020).

Desse modo, a reducao do tamanho de hipocotilo e epicotilo nos homoenxertos
provenientes de enxerto do escuro e da luz (escuro/luz) direcionou energia para o
desenvolvimento de outros 6rgaos da planta. De fato, nas plantas desse homoenxerto
foi evidenciado o maior alongamento de peciolo e area foliar (Figura 5 E e F), seguido
do aumento no incremento de biomassa nestes 6rgéos (Figura 6 E e F). Em contraste,
no escuro, percebemos o alongamento de hipocaétilo e epicotilo (Figura 5 E e F),
seguido pela incorporacédo de biomassa do caule (Figura 6 B e D), em detrimento de
peciolo e folhas (Figura 6 E e F).

Entretanto, novamente, nas plantas provenientes de enxerto do escuro e porta-
enxerto da luz (escuro/luz), que a expansao da folha (peciolo e folha) foi maior quando
comparado as plantas provenientes de enxerto e porta-enxerto do escuro
(escuro/escuro), e nao diferiu das plantas provenientes de enxerto e porta-enxerto da
luz (Figura 5 E e F). O alongamento do peciolo e folha foi acompanhado do incremento
de biomassa nesses 6rgaos (Figura 6 E e F).

Os resultados demonstraram que parte aérea apresentou respostas
fotomorfogénicas de plantas crescidas na luz, embora o efeito esperado para plantas
provenientes de enxerto do escuro e mantidas no escuro fosse de alongamento do
hipocoétilo e epicétilo, em detrimento das folhas. Portanto, o porta-enxerto proveniente
de plantas crescidas na luz teve efeito dominante sobre o enxerto para expanséao foliar

(Figura 5, inserida) e incremento de biomassa nas folhas (Figura 6, inserida).
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Embora a parte aérea e as raizes das plantas sigam desenvolvimento distinto,
sua biologia é fortemente coordenada para otimizar o desempenho de toda a planta
em resposta as variagbes do ambiente circundante (Chen et al., 2016). De fato, nas
plantas provenientes de enxerto do escuro e porta-enxerto da luz (escuro/luz), a
expansao da folha (peciolo e lamina foliar) ocorreu em detrimento das raizes (Figura
6E,FeA).

De modo contréario, nas plantas provenientes de enxerto da luz e porta-enxerto
do escuro (luz/escuro), a raiz alongou (Figura 5 A), seguido do aumento de biomassa
(Figura 6 A) em detrimento das folhas (Figura 6 E e F). Portanto, observamos efeito
inverso na morfometria e incremento de biomassa entre raiz e folha de C. ensiformis
(L.) DC. Assim, embora o ambiente de crescimento desempenhe um papel
fundamental na determinac&o do equilibrio entre a fonte e o dreno (Li et al, 2015), a
enxertia revelou a sinalizacao entre parte aérea/raiz e raiz/parte aérea. Neste sentido,
a regulacao epigenética como memoria ambiental pode elucidar a sinalizacéo da raiz
para a parte aérea.

Os mecanismos epigenéticos, por definicAo, permitem que estados
modificados persistam através das divisbes celulares, mesmo na auséncia do
estimulo indutor, e fornecem uma memdria molecular que sustenta a fase de
manutencdo dessas respostas (Baulcombe e Dean, 2014). As plantas provenientes
de reproducao assexuada parecem ter maior capacidade de “lembrar” as interacoes
ambientais anteriores do que aquelas resultantes de reproducdo sexuada (Verhoeven
e Preite, 2014). Neste contexto, é possivel que as mudancas de realocacédo de
carbono ou de crescimento ocasionados pela irradiacdo prévia das partes da plantas
sejam parte dos eventos desencadeados pelo sinal luminoso que as plantas utilizam
para ajustar seu desenvolvimento.

Além disso, os sinalizadores quimicos ligados a eventos fotodependentes entre
enxerto/porta-enxerto também pode ser formados em funcdo da memdria epigenética
estabelecida por uma condicdo ambiental especifica. Neste sentido, estudos usando
enxertos identificaram moléculas de sinaliza¢cdo que coordenam a comunicacao raiz-
parte aérea em respostas ao estresse por seca (Takahashi et al., 2018), luz (Chen et
al., 2016) e disponibilidade de nitrogénio (N) (Tabata et al., 2014; Chen et al., 2016;
Ohkubo et al., 2017; Landrein et al., 2018).

O equilibrio entre a fixagdo de carbono (C) e a absor¢éo de nitrogénio (N), por

exemplo, requer comunicacao entre as folhas fotossintéticas e raizes absorventes de
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N. Estudos em mutantes de Arabidopsis, HYPOCOTYL5 (HY5) foram encontradas em
falta em brotos iluminados crescimento das raizes (Chen et al., 2016). O HY5 é um
fator de transcricdo e quando transportado para as raizes, ele participa da ativacéo
dependente de sacarose do transportador de nitrato, expressdao de NRT2.1,
promovendo um aumento na captacao de N (Chen et al., 2016). Condi¢des de baixa
concentragdo de N induz a expressao de C-TERMINALLY ENCODED PEPTIDE nas
raizes. De modo contrario, condi¢cdes de alto teor de nitrato nas raizes ativam a
producdo de precursores de citocinina trans-Zeatina para se mover através do xilema
em brotos onde eles participam da regulagcdo do tamanho do meristema apical da
parte aérea (Osugi et al., 2017; Landrein et al., 2018).

Portanto, os mecanismos que regulam a interacdo entre enxerto e porta-
enxerto podem afetar positivamente o crescimento e o desenvolvimento da planta, a
adaptacdo as condicbes ambientais e as caracteristicas fisiologicas e bioquimicas
(Thomas e Franklin, 2019; Rasool et al, 2020). Assim, pesquisas futuras para entender
0s processos envolvidos na sinalizacdo entre parte aérea e raiz podem utilizar a
enxertia de plantas para revelar os mecanismos que modulam as mudancas
transcricionais na expressdo génica em resposta as variagdbes do ambiente
circundante. O resumo dos resultados de particdo de fotoassimilados nos
homoenxertos de Canavalia ensiformis (L.) DC obtidos pode ser observado na Tabela

Suplementar 2 e Figura Suplementar 5 do Apéndice.

5.3 As raizes podem modular a concentracdo de amido, sacarose e acucares
totais entre raiz e parte aérea

5.3.1 Concentracdo de acucares totais nos diferentes 6rgaos de C. ensiformis
(L.) DC.

O crescimento da raiz esta intimamente ligado a translocacdo de acucares,
especialmente sacarose da parte aérea (Kircher e Schopfer, 2012). De fato, nas raizes
dos homoenxertos resultante da combinacdo de enxerto da luz e porta-enxerto do
escuro (luz/escuro) foi evidenciado a maior concentracdo de acucares totais (Figura 7
A), sendo a sacarose o principal agucar (Figura 9 A). Portanto, as raizes foram forte

dreno.
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Nossos resultados mostram que, comparando as combinacbes de
homoenxertos luz/luz e escuro/luz, neste Ultimo a concentragdo de aguUcares total
reduziu, visto que a demanda das raizes do escuro foi de fato suprida pela parte aérea
e, neste caso, as folhas foram 6rgéo fonte (Figura 7 F).

No entanto, a concentracdo de acucares totais nas plantas resultantes da
combinacao de enxerto do escuro e porta-enxerto da luz (escuro/luz) néao diferiu das
plantas controle onde enxerto e porta-enxerto foram provenientes de plantas
aclimatadas no escuro (escuro/escuro) (Figura 8 F).

De fato, a raiz dos homoenxertos provenientes da combinacdo de enxerto do
escuro e porta-enxerto da luz (escuro/luz) diminuiu em relacdo as plantas controle
provenientes de enxerto e porta-enxerto aclimatados na luz (luz/luz). Portanto, as

raizes tornaram-se 6rgaos fonte.

5.3.2 Concentragao de amido nos diferentes 6rgéos de C. ensiformis (L.) DC.

Visto que o crescimento da raiz € dependente da alocacdo de fotoassimilados
da parte aérea, na comparacdo entre as combinacdes controle: enxerto e porta-
enxerto da luz (luz/luz) e ambos do escuro (escuro/escuro), observamos maior
concentracdo de amido nos homoenxertos crescidos na luz (Figura 8 A).

Nas plantas resultantes de enxerto da luz e porta-enxerto do escuro (luz/
escuro), a concentracdo de amido da raiz proveniente do escuro nao diferiu
estatisticamente da combinacdo controle luz/luz (Figura 8 A). De fato, o enxerto
proveniente de plantas crescidas na luz teve efeito dominante sobre o porta-enxerto,
independente da condi¢cdo de aclimatacédo a que este ultimo foi submetido (Figura 8
A, inserida).

Entretanto, nossos resultados indicam que nas plantas resultantes de enxerto
do escuro e porta-enxerto da luz (escuro/luz), a concentracdo de amido nao diferiu do
controle (escuro/escuro) (Figura 8 A). De fato, é sabido que os mecanismos de
sinalizacdo a longa distancia envolvem muitas vias moleculares intricadas na parte
aérea (Yang et al, 2018). No entanto, descobertas recentes tém demonstrado que a
luz influencia o curso de desenvolvimento da raiz, proporcionando a possibilidade de
atuacéo através de um sinal de longa distancia (Van Gelderen et al., 2018).

Além disso, nossos resultados mostram que, comparando as combinacdes de

homoenxertos luz/luz e escuro/escuro, neste Ultimo a concentracao de amido foi maior
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no caule (hipocotilo e epicétilo) e cotilédones (Figura 8 B e D). De modo contrario, nas
plantas aclimatadas na luz, as folhas produziram maior acimulo de amido (Figura 8
F). Tais resultados eram esperados, uma vez que no desenvolvimento das plantas,
na presenca de luz, os fotoassimilados produzidos nas folhas s&o, em parte utilizados
para o crescimento da planta, sendo parcial e temporariamente armazenados sob a
forma de amido e agucares (Yang et al., 2016). O amido € a reserva basica de
carboidratos que se acumula nos cloroplastos das folhas fotossintetizantes (Upreti et
al., 2014). Nesse caso, o0 maior acumulo de amido nessa regido pode ser decorrente
do maior acumulo de agucares soluveis no hipocoétilo (Figura 7 B).

Neste estudo, nas plantas formadas de enxerto do escuro e porta-enxerto da
luz (escuro/luz), a concentracdo de amido no caule (hipocaétilo e epicotilo) néo diferiu
do controle (luz/luz), sugerindo que a raiz proveniente de plantas aclimatadas na luz
(luz/luz) estéo sinalizando para parte aérea indicando que a planta permanece na
condicéo de luz (Figura 8 B e D). Por outro lado, nos homoenxertos provenientes de
enxerto da luz e porta-enxerto do escuro (luz/escuro), a parte area direcionou energia
para a raiz. De fato, observamos a diminuicdo da concentracdo de amido na lamina
foliar (Figura Figura 8 F) em relacdo aos demais homoenxertos e aumento na raiz
(Figura 8 A).

De modo contrério ao observado anteriormente, na combinacéo de enxerto do
escuro e porta-enxerto da luz (escuro/luz), houve aumento da concentracdo de amido
na lamina foliar (Figura 8 F, inserida). De fato, o porta-enxerto proveniente de plantas
crescidas na luz teve efeito dominante sobre o porta-enxerto, independente da
condicdo de aclimatacdo a que este ultimo foi submetido (Figura 8 A, inserida). Assim,
novamente, observamos maior concentracdo de amido na lamina foliar (Figura 8 F) e
menor concentracdo na raiz deste homoenxerto (Figura 8 A).

Deste modo, determinamos que existe um padrao de resposta na sinalizacéo
entre a parte aérea e a raiz, sugerindo que as raizes sdo parte importante no processo
de sinalizacdo bioquimica, e ainda, que assim como nas alteracdes fotomorfogénicas
e de incremento de biomassa, a regulacdo epigenética como “memoria” ambiental
pode elucidar essa sinalizacdo da raiz para a parte aérea, principalmente no
homoenxerto proveniente de combinagdes de enxerto do escuro e porta-enxerto da

luz (escuro/luz).
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5.3.3 Concentracao de sacarose nos diferentes 6rgéos de C. ensiformis (L.) DC.

No presente estudo, a alocacdo de sacarose em plantas de C.ensiformis (L)
DC foi influenciado pela condicdo de luz a qual as plantas de origem dos
homoenxertos foram submetidas. Os resultados mostraram que na comparagéo dos
homoenxertos luz/luz e escuro/escuro, a concentragao de sacarose foi maior apenas
na folha (lamina foliar) do homoenxerto luz/luz (Figura 9 F).

Os fotossintatos séo particionados, via floema, principalmente das folhas para
diferentes tecidos drenos na forma de sacarose ( Chen et al., 2012; Julius et al.,
2017). Embora o maior acumulo sacarose nas folhas neste homoenxerto fosse
esperado, devido a folha ser o principal orgdo fotossintetizante da planta,
curiosamente, nas plantas provenientes de enxerto do escuro e porta-enxerto da luz
(escuro/luz), a concentracdo de sacarose foi superior ao homoenxerto escuro/escuro.

Nossos resultados, novamente, sugerem uma possivel sinalizagdo da raiz para
a parte area e, neste caso, a raiz aclimatada na luz foi capaz de aumentar a
concentracdo de sacarose da parte aérea proveniente do escuro (Figura 9 A). Tal
efeito também ocorreu nas plantas resultantes de enxerto da luz e porta-enxerto do
escuro (luz/escuro), onde evidenciamos uma reducao da concentracado de sacarose
nas folhas (lamina foliar), embora a parte area tenha sido proveniente da luz.

O resultados também indicam uma possivel sinalizacéo da raiz para o aumento
no acumulo de sacarose no peciolo de homoenxertos escuro/luz (Figura 9 D). Neste
sentido, mais estudos sdo necessarios para descrever os possiveis efeitos da raiz na
sinalizacao entre parte aérea e raiz de plantas enxertadas. O resumo dos resultados
obtidos das analises bioquimica (amido, sacarose e acucares totais) de homoenxertos
de Canavalia ensiformis (L.) DC pode ser observado na Tabela Suplementar 8 do

Apéndice.

5.4 Aincidéncialuminosanaraiz modula alteracdes no incremento de biomassa

de hipocotilo em plantas de C. ensiformis (L) DC.

A folha é o principal 6rgdo para a percepgdo da luz. Portanto, a
fotomorfogénese é amplamente estudada na parte aérea (Labuz, 2012). No entanto,
estudos recentes demonstram que as raizes também experimentam diferentes

mudancas na morfologia e desenvolvimento em resposta a luz, como por exemplo, 0
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alongamento da raiz primaria, formacdo da raiz lateral, fototropismo negativo,
gravitropismo, formac&o de noédulos, absorcéo de nitrato e tuberizagdo (Dyachok et al,
2011; Usami et al, 2004).

Neste estudo, nenhuma alteracdo no comprimento das raizes foi observada
pela exposigéo direta a luz, conforme evidenciado nas comparacdes entre as plantas
com parte aérea crescidas na luz e raizes diretamente expostas a luz e ao escuro
(luz/luz; luz/escuro). Resultados semelhantes também foram observados nas
combinacdes com parte area aclimatas no escuro e raizes sob luz e escuro
(escuro/escuro; escuro/luz) (Figura 10 A). O incremento de biomassa nas
combinacdes com parte area aclimatadas no escuro e raizes sob luz (escuro/luz) ndo
diferiu das plantas com parte aérea e raizes diretamente expostas ao escuro (Figura
11 A).

Nas plantas em que a parte aérea permaneceu na luz, a iluminagéo da raiz ndo
alterou o incremento de biomassa. Entretanto, quando a parte aérea foi crescida no
escuro, iluminar a raiz inibiu o estiolamento do hipocétilo (Figura 11 B).

A iluminacado das raizes também nao alterou a massa seca de cotilédones e
peciolo (Figura 11 C e E). Porém, chama atencédo o fato de que nas plantas com a
parte aérea crescida no escuro houve o aumento na area foliar (Figura 10 F, inserida).
Entretanto, ndo foi observado aumento no incremento de biomassa nessas plantas
(Figura 11 F). Portanto, possivelmente, houve a diminuicdo na espessura das folhas,
pois foi observado aumento de area foliar sem ganho de biomassa.

Em geral, os resultados deste estudo mostram que a luz pode regular o
crescimento das plantas alterando a alocacao de fotoassimilados, mesmo quando a
luz é aplicada diretamente em 6rgdos ndo especializados na captacdo do sinal
luminoso, como as raizes. Novos estudos utilizando anéalises moleculares podem
contribuir para esclarecer os mecanismos regulados pela luz para modulacdo do
crescimento e desenvolvimento de plantas baseado na relagcéo fonte e dreno.

O resumo dos resultados obtidos de andlises experimentais obtidos em
relacédo a condicdo manipulada de luz (luz ou escuro) na qual as plantas de Canavalia
ensiformis (L.) DC. foram cultivadas pode ser observado na Tabela Suplementar 10

e Figura 6, ambas no Apéndice.



45

6. CONCLUSOES

A retirada de folhas induziu o acumulo de biomassa em raizes de Canavalia
ensiformis (L.) DC., porém, este efeito ocorreu somente nas plantas cultivadas em
condicdo de luz. Estudo futuros podem avaliar se a excisdo das folhas nessa fase
prejudica ou ndo a capacidade de rebrota e sobrevivéncia da planta. No estagio V2
de cultivo, retirar ou ndo folhas, ndo alterou a particdo de fotoassimilados de C.
ensiformis (L.) DC. Ainda, o experimento de enxertia permitiu verificar a importancia
dos sistemas radicular e parte aérea na particdo de fotoassimilados, revelando que a
razdo parte aérea:raiz foi exacerbada nos enxertos luz/escuro comparados aos
homoenxertos resultantes da combinagéo de enxerto e porta-enxerto aclimatados na
luz (luz/luz). Entretanto, quais fotoassimilados sao translocados em longa distancia
durante escotomorfogénese e como ocorre a sinalizacdo entre raiz/parte aérea
merece futuras investigacbes para melhor elucidar este processo. Até aqui foi
observado que, em geral, a concentracdo de sacarose pode aumentar ou diminuir nos
orgaos de C. ensiformis (L.) DC, em funcéo do tratamento com uso de enxertia, por
exemplo, o acumulo de sacarose nas folhas diminui a concentracdo de sacarose em
epicatilo, hipocatilo e peciolo, refletindo na alocacao de fotoassimilados entre 6rgaos.
No entanto, a iluminacdo direta das raiz de C. ensifomis (L.) DC nao alterou a

morfometria e incremento de biomassa da raiz e dos 6rgdos da parte area.
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Tabela Suplementar 1. ANOVA de parametros de crescimento dos resultados da retirada de érgdo de plantas de Canavalia
ensiformis (L.) DC cultivadas em condi¢des de luz e escuro. Os valores de P sdo apresentados para cada efeito ou interacéo
principal.

Efeito ou interacdo Comprimento Massa Seca

Raiz Hipocétilo Cotilédone Epicétilo  Peciolo Folha Raiz Hipocdtilo Cotilédone Epicttilo  Peciolo Folha

Condigdo de Planta (CP) < 0.0001 0.0005 0.0248 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.00010 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001

Condigéo de Luz (CL) 0.6853 < 0.0001 0.7767 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.00010 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
CP XCL 0.0008 0.3563 0.3810 0.0003 0.0042 0.6257 < 0.0001 0.0001 0.6052 < 0.0001 0.4883 < 0.0001

Tabela Suplementar 2. Resultados resumidos de analises experimentais obtidos em relagdo a interacdo condigéo planta e
condicdo ambiental (luz ou escuro), na qual as plantas de Canavalia ensiformis (L.) DC. foram cultivadas.

. Comprimento Massa Seca
- Condigédo de
Condicao Planta L

uz Raiz Hipocoétilo  Cotilédone Epicétilo  Peciolo  Folha Raiz  Hipocétilo Cotilédone Epicotilo Peciolo Folha
Plantas controle Luz [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] ] ]
Plantas sem cotilédones Luz - - X l l l l l X l ! !
Plantas sem Folhas Luz - - 1 - X X 1 1 1 - X X
Plantas controle Escuro [ [ [ [ [ [ [ [ [ [ [ [
Plantas sem Cotilédones Escuro - - X l l l l l X l ! !
Planta sem folhas Escuro ) 1 X l X X - 1 1 - X X

As setas representam valores superiores (1) ou inferiores (|) para a influéncia da condigéo de escuro em relagdo a condigéo controle (luz ou escuro) na
gual C. ensiformis (L.) DC foi cultivada. O controle é representado por (m). Nenhuma diferenga do controle (plantas inteiras na luz e plantas inteiras no
escuro) é representada por (-). Analise ndo associada aos parametros observados é indicada por (x).
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Tabela Suplementar 3- Two-way ANOVA de parametros de crescimento dos resultados da retirada de 6rgdo de plantas de
Canavalia ensiformis (L.) DC cultivadas em condi¢des de luz e escuro. Os valores de P sdo apresentados para cada efeito ou

interacéo principal.

Comprimento Massa Seca
Efeito ou interagdo Raiz Hipocétilo Cotilédone Epicétilo Peciolo Folha Raiz Hipocatilo Cotilédone Epicotilo Peciolo Folha
Efeito Enxerto 0.0046 0.6225 0,0349 0.0079 0.0187 0,1650 < 0.0001 0.5690 0.0289 0.6342 0.0766 0.5765
Efeito Porta- 0.0768 < 0.0001 0,2641 < 0.0001 < 0.0001 < 0,0001 0.1095 < 0.0001 0.0048 < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001
Err]l);(;rrtt%*Porta- 0.6029 0.1037 0,3790 0.0151 0.6208 0,2770 0.2587 0.7761 0.1627 0.5401 0.6758 0.1795
enxerto

Tabela Suplementar 4. Resultados resumidos de analises experimentais obtidos em relacdo a condi¢cdo de luz ou escuro, na

gual os homoenxertos de Canavalia ensiformis (L.) DC. foram cultivadas.

Comprimento Massa Seca
Enxerto Porta-
enxerto Raiz Hipocoétilo  Cotilédone Epicétilo  Peciolo Folha Raiz Hipocotilo Cotilédone Epicétilo  Peciolo Folha
Luz Luz ] ] ] ] ] ] ] ] ] ] ] [
Escuro Escuro - 1 - 1 ! ! ! 1 i) i) ) !
Luz Escuro - 1 - 1 l l - 1 - 1 l l
Escuro Luz l - - - - - l - - - - -

As setas representam valores superiores (1) ou inferiores (|) para a influéncia da condicdo de escuro em relagcao a condigdo de escuro (controle) na qual
C. ensiformis (L.) DC foi cultivada. O controle é representado por (m). Nenhuma diferenga do controle (plantas inteiras na luz e plantas inteiras no escuro)
é representada por (-). Andlise ndo associada aos parametros observados é indicada por (x).
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Tabela Suplementar 5. Two-way ANOVA da concentracdo de agUcares totais de homoenxertos de Canavalia ensiformis (L.)

DC cultivadas em condicdes de luz e escuro. Os valores de P sdo apresentados para cada efeito ou interacdo principal.
AcUcares totais

Efeito ou interacéo

Raiz Hipocétilo Cotilédone Epicotilo Peciolo Folha
Efeito Porta-enxerto 0.0007 0.0053 0.0064 0.0001 0.0001 0.0001
Efeito Enxerto 0.0001 0.7260 0.0696 0.0731 0.0008 0.5387
Porta-enxerto*Enxerto 0.0028 0.4890 0.0002 0.3870 0.0209 0.5750

Tabela Suplementar 6. Two-way ANOVA da concentragcdo de amido de homoenxertos de Canavalia ensiformis (L.) DC
cultivadas em condicfes de luz e escuro. Os valores de P séo apresentados para cada efeito ou interacéo principal.

Amido
Efeito ou interagao Raiz Hipocotilo Cotilédone Epicétilo Peciolo Folha
Efeito Porta-enxerto 0.0573 0.0077 0.0059 0.0001 0.0834 0.0008
Efeito Enxerto 0.0001 0.4408 0.1236 0.0001 0.0063 0.9400
Porta-enxerto*Enxerto 0.5680 0.5988 0.0020 0.0001 0.2904 0.0047

Tabela Suplementar 7. Two-way ANOVA da concentracdo de sacarose de homoenxertos de Canavalia ensiformis (L.) DC
cultivadas em condicfes de luz e escuro. Os valores de P séo apresentados para cada efeito ou interacdo principal.

Sacarose
Efeito ou interagao Raiz Hipocotilo Cotilédone Epicétilo Peciolo Folha
Efeito Porta-enxerto 0.0001 0.0001 0.0008 0.0001 0.0001 0.0003
Efeito Enxerto 0.0001 0.2288 0.0476 0.0058 0.5449 0.2185

Porta-enxerto*Enxerto 0.0001 0.8222 0.0025 0.0032 0.0010 0.0971




59

Tabela Suplementar 8. Resultados resumidos das andlises bioguimica (amido, sacarose e agucares totais) de homoenxertos
de Canavalia ensiformis (L.) DC

----------------------- AMIdo --------mmmmmmeeen -=mmmmmmemmm------- SQCAIOSE Acucares totais ---------------
Enxerto | oMa
enxeno Raiz Hipo* Cotil* Epic* Peciolo Folha Raiz Hipo Cotil Epic Peciolo Folha Raiz Hipo Cotil Epi Peciolo Folha
Luz Luz u ] ] ] ] ] ] ] ] ] ] ] ] ] ] ] [ [
Escuro  Escuro | 1 1 - - ! S R B 1 ! ) - !
Luz ~ Escuro - - - 1 1 ! to -1 1 ! (R -1 - !
Escuro Luz ! - - - - ! - - - - 1 l l - - - 1 -

As setas representam valores superiores (1) ou inferiores (|) para a influéncia da condigdo de escuro em relagdo a condigdo de escuro (controle) na
gual C. ensiformis (L.) DC foi cultivada. O controle é representado por (m). Nenhuma diferenga do controle (plantas inteiras na luz e plantas inteiras no
escuro) é representada por (-).

*Hipo= Hipocotilo; *Cotil= Cotilédones; *Epic= Epicotilo

Tabela Suplementar 9. Two-way ANOVA de parametros de crescimento de plantas de Canavalia ensiformis (L.) DC

submetidas a condicdo manipulada de luz (luz ou escuro) na parte aérea e subterranea. Os valores de P sdo apresentados
para cada efeito ou interacdo principal.

Comprimento Massa Seca
Efeito ou interagao Raiz Hipocétilo  Cotilédone  Epicétilo  Peciolo Folha Raiz Hipocodtilo  Cotilédone  Epicétilo  Peciolo Folha
Efeito Porta-enxerto ~ 0.2321 0.0001 0.012 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.5277 0.0001 0.462  0.0001
Efeito Enxerto 0.0230 0.8556 0.030 0.72 0.168  0.2036  0.333 0.0090 0.353 0.2175 0.829  0.1823
Porta- 0.519 0.6592 0.0001 0.55 0.570  0.0417 0.0102 0.0226 0.491 0.2245 0.287  0.0244

enxerto*Enxerto
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Tabela Suplementar 10. Resultados resumidos de analises experimentais obtidos em relacdo a condicdo manipulada de luz
(luz ou escuro) na qual as plantas de Canavalia ensiformis (L.) DC. foram cultivadas.

Comprimento Massa Seca
Parte Raiz
aerea Raiz  Hipocétilo Cotilédone Epicétilo Peciolo  Folha Raiz  Hipocotilo Cotilédone Epicétilo Peciolo  Folha
Luz Luz [ ] [ ] ] ] ] ] [ [ [ ] [ [ [ ]
Escuro Escuro - 1 ! 1 1 ! ! 1 1 1 - l
Luz Escuro - - - - - - - - - 1 - l
Escuro Luz - 1 ! 1 1 ! ! 1 - - 1 -

As setas representam valores superiores (1) ou inferiores (|) para a influéncia da condigdo de escuro em relagdo a condigdo de escuro (controle) na
gual C. ensiformis (L.) DC foi cultivada. O controle é representado por (m). Nenhuma diferenga do controle (plantas inteiras na luz e plantas inteiras no
escuro) é representada por (-). Analise ndo associada aos parametros observados € indicada por (x).
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7l A B C
Figura Suplementar 1. Exciséo de folhas (A). Excisdo de cotilédones (D). Lamina de
bisturi (C).

Figura Suplementar 2. Caule cortado horizontalmente logo acima da insercao da raiz
(A). Enxerto cortado em bisel (B). Incisao vertical no porta-enxerto (C). Enxertia em
fenda cheia (D) fita crepe 16 mm ao redor do enxerto (E) Suporte fornecido a planta.
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Lr b b b k=

Figura Suplementar 3. Plantas transplantadas ap6s emergéncia (A). Recipientes de plastico
transparentes de 300 mL contendo solucdo nutritiva padrdo de Hoagland e Arnon (1950) (B).
Monitoramento para ajuste de pH, quando necesséario (C). Vista frontal das caixas de
iluminacéao (D).

Figura Suplementar 4. Plantas de Canavalia ensiformis (L.) DC submetidas aos tratamentos
de retirada de 6rgaos fonte (cotilédones e folhas). Plantas intactas crescidas na luz (A).
Plantas sem cotilédones crescidas na luz (B). Plantas sem folhas crescidas na luz (C). Plantas
intactas crescidas no escuro (D). Plantas sem cotilédones crescidas no escuro (E). Plantas
sem folhas crescidas no escuro (F).
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Figura Suplementar 5. Homoenxertos de Canavalia ensiformis (L.) DC. Planta proveniente
de combinagbes de enxerto e porta-enxerto da luz (A). Planta proveniente de cominacdes de
enxerto e porta-enxerto do escuro (B). Planta proveniente de cominacgfes de enxerto da luz e
porta-enxerto do escuro (C). Planta proveniente de cominac¢fes de enxerto do escuro e porta-
enxerto da luz (D).

Figura Suplementar 6. Plantas de Canavalia ensiformis (L.) DC cultivadas em condi¢des de
manipulacdo de luz na parte aérea e raiz. Planta proveniente de parte aérea da luz e raiz do
escuro (A). Planta proveniente de parte aérea e raiz da luz (B). Planta proveniente de parte
aérea e raiz do escuro (C). Planta proveniente de parte aérea do escuro e raiz da luz (D).
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