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RESUMO

HUTHER, Cristina Moll. Estresse pela aplicacdo de radiacio UV-C e o déficit hidrico em
gendtipos de tomate ‘Micro-Tom’. 2014. 107Tese (Doutorado) - Programa de Pos-
Graduacgdo em Fisiologia Vegetal. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Resumo: Este trabalho teve por objetivo: a) comparar o crescimento € componentes de
producdo de plantas de tomateiro ‘Micro-Tom’, com plantas selvagem e plantas
transformadas para diferentes niveis de expressdo da MT-sHSP23.6 (mitochondrial small heat
shock proteins); b) verificar as injdrias causadas pela aplicacgdo UV-C, na atividade
fotossintética, no estiddio vegetativo e reprodutivo, com os mesmos gendtipos descritos
anteriormente; c¢) comparar os efeitos que o déficit hidrico apresenta sobre a atividade
fotossintética em plantas de tomate ‘Micro-Tom’, no periodo de inducdo floral, nos mesmos
genotipos relatados. O primeiro experimento foi conduzido em camaras de crescimento, sob
condi¢cOes controladas. As andlises foram realizadas com intervalos regulares de tempo de 21
dias, iniciando as coletas no 21° dia ap6s o transplante e ao total foram realizadas seis coletas.
Foram determinadas: drea foliar, massa seca das partes das plantas e o nimero de frutos
verdes e vermelhos. Através dos resultados obtidos verificou-se que a transformagao genética
desta variedade ndo interferiu de maneira significativano crescimento destas plantas. No
segundo experimento, que apresentou objetivo de avaliar o efeito da aplicacdo da radiacao
UV-C, foram realizados dois ensaios, sendo queas plantas foram cultivadas em casa de
vegetacdo, com temperatura e umidade controlada. No primeiro ensaio, a aplicagdo da
radiacdo UV-C foi realizadaapenas uma sé vez quando as plantas estavam no estddio
vegetativo. No segundo ensaio as plantas foram submetidas a duas doses de radiacio UV-C,
com intervalo de 10 dias, iniciando a aplicagdo quando as plantas estavam em inicio de
estddio reprodutivo. Aaplicacio durou 2 minutos com uma dose de 0,5 kJ.m™ Foram
avaliados: indice de clorofila, fluorescéncia da clorofila a e trocas gasosas. No primeiro
ensaio as avaliacOes foram realizadas apds 16, 64, 168 e 336 horas apds a aplicagdo da
radiacdo, e no segundo as 16, 64 e 168 horas apds a primeira aplicagdo € com 0 mesmo
intervalo apds a segunda aplicacdo da radiag¢do. Por intermédio dos resultados observou-se os
genotipos apresentaram comportamentos distintos em relacdo os dados da fluorescéncia
transiente. Contudo a taxa assimilatéria liquida foi mais afetada nos genétipos transformados
e com maior intensidade no segundo ensaio, principalmente apds a segunda aplicagdo da
radiacdo UV-C. Dessa forma verificou-se que em ambos 0s ensaios, a transformagao genética
ndo contribuiu de maneira significativa para proporcionar melhor desempenho nessas
condi¢des experimentais. No terceiro experimento as plantas foram cultivadas em camara de
crescimento. Quando estas estavam com 44 dias apés a semeadura, no periodo de inducdo
floral, as mesmas foram submetidas ao déficit hidrico por cinco dias. Foram avaliados: indice
de clorofila, fluorescéncia da clorofila a e trocas gasosas e ao final do experimento foram
realizadas analises simultineas da decaida da fluorescéncia, reflexdo modulada a820nm, teor
de prolina nas folhas adrea foliar e massa seca das partes das plantas. Pode-se verificar que o
genotipo com superexpressao da MT-sHSP23.6 foi mais eficiente que os demais genétipos
nas reacOes fotoquimicas, permitindo que os dados do déficit hidrico fossem menores,
contudo ndo foi possivel evidenciar relacdo da superexpressdo dessa proteina com os
parametros das trocas gasosas.

Palavras-chave: Solanum lycopersicum Mill, crescimento, estresse abiotico, fluorescéncia da
clorofila a, trocas gasosas.



ABSTRACT

HUTHER, Cristina Moll. Stress by the application of UV-C and water déficit in genotypes
of ‘Micro-Tom’ tomato plants. 2014. 107 Thesis (Doctoral) - Programa de Pds-Graduagao
em Fisiologia Vegetal. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Abstract: The objectives of this study were: a. to compare growth and yield components of
‘Micro-Tom’ tomato plants with wild plants and transformed plants for different levels of
MT-sHSP23.6 expression (mitochondrial small heat shock proteins); b. to verify damages
caused by UV-C application to photosynthetic activity, in the vegetative and reproductive
stages, with the same genotypes previously described; c. to compare the effects of water
deficit on photosynthetic activity in ‘Micro-Tom’ tomato plants with the genotypes reported,
in the period of floral induction. The first experiment was carried out in growth chambers,
under controlled conditions. The analyses were performed at regular time intervals of 21 days.
Collections started on 21* day after the transplant, a total of six collections. Leaf area, dry
weight of the plants parts, and the number of green and red fruits were determined. From the
results obtained we verified that the genetic transformation of this variety did not interfere
significantly with these plants growth. In the second experiment that aimed to evaluate the
effect of application of UV-C radiation, two trials were performed; the plants were grown in a
green house, under controlled temperature and humidity. In the first trial the application of
UV-C radiation was performed only once, when the plants were in vegetative stage. In the
second trial the plants were exposed to two doses of UV-C radiation, with an interval of ten
days, the application began when the plants were starting the reproductive stage. The
application lasted two minutes with a dose of 0,5kJ.m™. Chlorophyll index, chlorophyll a
fluorescence, and gas exchanges were evaluated. At the first trial, the evaluations were
performed at 16, 64, 168, and 336 hours after the application of the radiation, and in the
second trial at 16, 64, and at 168 hours after first application, with the same interval after the
second application of radiation. From the results we observed that the genotypes showed
different behaviors in relation to the data of transient fluorescence. However, the net
assimilation rate was more affected in the transformed genotypes, with greater intensity in the
second trial, especially after the second application. We noticed that in both trials genetic
transformation did not contributed significantly to provide better performance under these
experimental conditions. In the third trial the plants were grown in a growth chamber. Forty-
four days after sowing, in floral induction period, they were submitted to water deficit for five
days. Chlorophyll index, chlorophyll a fluorescence, and gas exchanges were evaluated, and
at the end of the experiment we made simultaneous analysis of fluorescence decrease,
modulated reflection at 820 nm, proline content in the foliar area, and dry matter of plant
parts. We could verify that genotype with over-expression of MT-sHSP23.6 was more
efficient than the other genotypes in photochemical reactions, allowing that water deficit data
were smaller, however it was not possible to identify the relation of the over-expression of
these proteins with the parameters of gas exchange.

Keywords:Solanum lycopersicum Mill, growth, abiotic stress, fluorescence of chlorophyll a,
gas exchanges



INTRODUCAO GERAL

O tomateiro ¢ uma das plantas horticolas mais importantes do mundo. Isso se deve,
principalmente, pela sua importancia como alimento e como modelo para estudos fisiolégicos
e bioquimicos, como modelo alternativo a Arabidopsis thaliana, uma vez que apresenta um
padrao morfolégico (MEISSNER et al., 1997; LIMA et al., 2004; GRATAO et al., 2008;
CARVALHO et al, 2011; FISCHER et al., 2011; BECKLES, 2012).Pesquisas com
tomateiro tem proposto o desenvolvido de cultivares voltadas para aumento da produtividade,
bem como na tolerdncia a estresses (MURCHIE et al., 1999; KIMURA e SINHA 2008;
MONTEIRO et al., 2012).

Avariedade de tomateiro ‘Micro-Tom’ vem sendo amplamente utilizada como modelo
genético para intimeras pesquisas relacionadas a genética, fisiologia ou mesmo estudos com
estresses abidticos, bidticos, produtividade, qualidade nutricional (MEISSNER et al., 1997;
PINO-NUNES, 2005; MARTI et al., 2006;PIOTTO, 2007;WATANABE et al., 2007;
GRATAO et al.,2008; FARINHA et al., 2009; MELO et al., 2009; AOKI et al., 2010;
BARSAN et al., 2010; CARVALHO et al., 2010; PINO et al., 2010; TIECHER, 2010b ).

Algumas plantas induzem a sintese de um grupo de proteinas chamadas ‘heat shock
proteins’ (HSPs), isto €, proteinas de choque térmico, em resposta a elevada temperatura
(LINDQUIST e CRAIG, 1988; LEE, et al., 2000). Existindo uma cooperagdo entre suas
diferentes classes destas proteinas, além de interagdes com outros componentes induzidos
pelo estresse (WANG et al., 2004). Atualmente,é conhecido que essas proteinas também sdo

induzidas em diversas situacoes estressantes (SUNG et al., 2003; SUN et al.,2006; HU et
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al.,2007; WAHID et al., 2007; SCARPECI et al., 2008; TIMPERIO et al., 2008; XUE et al.,
2014).As HSPs estido classificadas em cinco grupos: HSP100, HSP90, HSP70, HSP60 e as de
pequena massa molecular (sSHSP ou smHSP de ‘small’) que apresentam entre 15-30 kDa
(LINDQUIST e CRAIG, 1988). Contudo, as mais abundantes em plantas superiores é o grupo
sHSP, principalmente o que constitui a familia sHSP20 (VIERLING, 1991).

Nesse sentido, o uso de plantas transformadas para diferentes niveis de expressao
dessas proteinas sdo essenciais para estudos fisiologicos, em virtude principalmente de sua
participacdo efetiva em situagOes estressantes para o vegetal.Diversos trabalhos, com
diferentes tipos de estresses,sdo relatados na literatura (LIU e SHONO, 1999; LEE, et al.,
2000; SUN et al, 2003; SANMIYA et al, 2004; NAUTIYAL e SHONO,
2010),principalmente voltados para elucidar o comportamento fotossintético das plantas, visto
que este é um dos principais processos influenciados em
condig¢desestressantes,proporcionando e desencadeando uma cascata de alteragdes no restante
do organismo.

Atualmente objetiva-se desenvolver técnicas e metodologias ndo destrutivas, para
estudos do processo fotossintético, devendo estas serem flexiveis, rapidas e acessiveis para a
deteccao confidvel das respostas fisioldgicas das plantas sob diferentes ambientes de
crescimento e condicdes agrondmicas (BURLING et al., 2013; TSIMILLI-MICHAEL e
STRASSER, 2013).Além de permitir que a anélise do estado fisiolégico do vegetal, ocorra
sem que a planta ainda demonstre sintomas visuais do estresse (YUSUF et al., 2010;
MURCHIE e LAWSON, 2013; TSIMILLI-MICHAEL e STRASSER, 2013).

Desse modo, as vantagens dos métodos baseados em fluorescéncia, para avaliar a
resposta fisioldgica das plantas, sdo bem descritas, pois se trata de um método simples, rapido
e ndo invasivo. Fornecendo dados precisos sobre a eficiéncia fotoquimica, uma vez que
permite a medicao da fragdao de radiacdo fotossinteticamente ativa absorvida, ndo utilizada na
fase fotoquimica pelo centro de reacdo, sendo possivel estimar a absor¢do de energia pelos
pigmentos do sistema antena, a captura de um éxciton pelo centro de reacdo e
consequentemente, no transporte de elétrons para o aceptor final de elétrons. A andlise da
fluorescéncia da clorofila é amplamente empregada como ferramenta em estudos voltados a
investigacdo de respostas fisiologicas das plantas quando submetidas a multiplos fatores de
estresses(PAPAGEORGIOU e GOVINDIJEE, 1968; STRASSER e GOVINDIJEE, 1992;
STRASSER e STRASSER, 1995; STRASSER e TSIMILLI-MICHAEL, 1998; STRASSER
et al., 2000; STRASSER et al., 2004).
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A andlise da fluorescéncia da clorofila tornou-se um dos meios mais poderosos e
amplamente utilizados para a obten¢do de informacdes sobre o estado do fotossistema II
(FSII) (WANG et al., 2013), sendo influenciada pela funcionalidade dos fotossistemas, pelo
fluxo de elétrons e pela concentracdo de clorofila (CHRISTEN et al., 2007). Resulta numa
medida da eficiéncia fotossintética, fornecendo informagdes sobre a relagdo entre estrutura e
funcdo do FSII e centro de reacdo (RC) (ADAMS e DEMMIG-ADAMS, 2004), sendoprecisa
para identificar danos ocasionados ao FSII por estresses (WANG et al., 2013).

A fluorescéncia transiente € caracterizada por um aumento polifdsico, iniciando na
fluorescéncia inicial (Fy) e atingindo a fluorescéncia maxima (Fy;). Onde Fj € a intensidade
minima de fluorescéncia, sendo o nivel de fluorescéncia da clorofila quando todos os centros
do FSII estdo abertos e Fy¢€ a intensidade méxima de fluorescéncia, quando todos os centros
de reacdo do FSII estdo fechados (KRAUSE e WEIS, 1991). Ovalor minimo € alcancado por
meioda adaptacdo da amostra ao escuro, permitindo assim a abertura de todos os centros de
reacdo do FSII. Posteriormente, a fluorescéncia mdxima € obtida pela incidéncia de luz, ou
seja, por um pulso de luz saturante (STRASSER et al., 2004). Obtidas as intensidades de
fluorescéncia, estas podem ser analisados pelo do Teste JIP, desenvolvido por Strasser e
Strasser (1995), que descreve por intermédio de vérios parametros o comportamento do fluxo
de energia na cadeia de transporte de elétrons da fotossintese.

A fluorescéncia varidvelé obtida pela diferenca entre a fluorescéncia Fy e Fy, que é
uma medida relativa dos centros de reacdo fotoquimicamente ativos, que € extremamente
sensivel as mudangas na ultraestrutura das membranas e na taxa de transferéncia de elétrons.
A relagdo Fy/Fy pode ser apresentada como o rendimento da reacio fotoquimica (KRAUSE e
WEIS, 1991), sendo considerado um dos parametros mais simples e pratico para o
monitoramento da sobrevivéncia de um vegetal perante um fator estressante. Uma vez que
pode ser identificada a alteracdo neste parametro em reposta a varios estresses ambientais,
sendo que o seu declinio indica perda da eficiéncia fotoquimica (WANG et al., 2013).
Porém,os indices de performance(Pl,,s € Plio) sdo considerados como muito sensiveis para a
deteccao e quantificagdo de estresse em plantas (OUKARROUM et al., 2007).

Atualmente, tem-se buscado melhor entendimento do comportamento do FSI, perante
situagdes estressantes, € ndo somente estimar a probabilidade do que possa acontecer nele.
Anteriormente, muito poucas pesquisas eram realizadas com a fluorescéncia emitida pelo FSI,
pois sendo praticamente constante, além de que contribui muito pouco para o sinal de

fluorescéncia total (BYRDIN et al., 2000; MURCHIE ¢ LAWSON, 2013). No entanto



13

diferentes técnicas estdo sendo aplicadas para a elucidacdo das reacdes em dominios e tempo
diferentes e também ao mesmo tempo.

Recentemente, foi proposto que a cinética de reflexdo modulada a 820 nm (MRgy),
pode refletir a atividade do FSI (STRASSER et al., 2010; GAO et al., 2013), sendo que este
parametros indica alteragdes no estado redox da plastocianina e do centro de reacdo do FSI
(P700) (OUKARROUM et al., 2009). Assim sendo, possivel monitorar a atividade do FSI,
durante as medi¢des da fluorescéncia transiente ou rapida de modo simultaneo.

Papageorgiou e Govindjee (2011) ressaltam que a fluorescéncia transiente ¢é
importante para obter informacdes sobre os complexos de pigmentos, sua organizagdo,
transferéncia de energia de excitacdo entre eles, além das diversas reacdes de transferéncia de
elétrons especificas do FSII. Entretanto, Goltsev et al., (2009), ressaltam que assim como as
clorofilas do FSII, emitem luz denominada fluorescéncia transiente, também enviam outro
tipo de luz chamada de decaida da fluorescéncia, como resultado da reversdo da separacdo de
carga, seguida pela transferéncia rdpida da energia de excitacdo do Pegp* para as clorofilas do
sistema antena (ZAHARIERA et al., 1999; STRASSER et al., 2010; OUKARROUM et al.,
2013). Para distinguir os dois tipos de emissdo de luz (regiao do infravermelho do espectro), a
fluorescéncia transiente é medida simultaneamente com a iluminagdo, enquanto a decaida da
fluorescéncia é medida depois que a luz actinica € desligada durante ciclos alternados de
luz/escuro (GOLTSEYV et al., 2009; GAO et al., 2013; OUKARROUM et al., 2013).

A decaida da fluorescéncia da clorofila excitada do sistema antena é formada como um
resultado do retorno de transferéncia de elétrons e da recombinacdo de cargas no RC do FSII,
seguida pela repopulacdao do estado excitado da clorofila (Chl*)(excitacdo secundéria) do
sistema antena do FSII pela transferéncia de energia (GOLTSEV et al., 2009). A decaida da
fluorescéncia existe porque em cada reacdo redox do transporte de elétrons fotossintético €
reversivel. De forma, um quantum de luz absorvido leva a formagdo do estado excitado da
clorofila, transferéncia de energia para Pggo e separacdo de cargas entre Pggoe feoftina (Pheo).
A separagio de cargas no par Pggo'Pheopode recombinar-se, sendo que tal fato leva a
formacdo de Pggo*(Chl*) novamente (GOLTSEV et al., 2005; 2009; STRASSER et al., 2010).
Assim, a recombinacdo de cargas, que € o resultado do retorno do transporte de elétrons a
partir de carreadores de elétrons no FSII, pode levar a formacdo de clorofilas secundariamente
excitadas e a emissdo da decaida da fluorescéncia. Desta forma, a analise da cinética da
decaida da fluorescéncia permite a interpretacdo da formagao de pares iOnicos especificos
formados durante o fluxo de elétrons entre os lados doador de elétrons (complexo de evolugao

de oxigénio) e aceptor de elétrons (Qa e Qp) do FSIL
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Strasser et al., (2010) enfatizam que medidas simultaneas da fluorescéncia transiente,
da decaida da fluorescéncia e a reflexdo modulada a 820 nm, € imprescindivel para a
correlagdo total das informacgdes sobre os distintos dominios da cadeia de transporte de
elétrons.Em virtude dessa correlacdo, algumas pesquisas estdo sendo realizadas para
demonstrar a importancia dessas andlises simultaneas, utilizando principalmente compostos
quimicos artificiais, que podem doar ou aceitar elétrons em locais especificos na cadeia de
transporte de elétrons (KATSUMATA, et al., 2006; LI e XING 2006; GAO et al., 2013;
FARIAS, 2014).

O objetivo desse trabalho foi avaliar o crescimento e componentes de producdo de trés
genotipos de tomate ‘Micro-Tom’ com diferentes expressoes da sHSP23.6 mitocondrial, bem
como verificar o comportamento desses gendtipos em situagdes estressantes de aplicagdo da

radiacdo UV-C e do déficit hidrico.
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CAPITULO 1

Crescimento e componentes de produciao em plantas transformadas e nao
transformadas de tomate ‘Micro-Tom’ com diferentes expressoes da sHSP23.6

mitocondrial

Resumo - O crescimento da planta de tomateiro depende de numerosos fatores, entre esses o
gendtipo. O tomateiro (Solanum lycopersicum Mill), da variedade Micro-Tom vem sendo
considerado como um modelo para estudos experimentais, pois possui caracteristicas que o
tornam adequado, tais como o tamanho pequeno, tempo de geracdo curto, e facilidade de
transformac¢ao. Modificacdes nas quantidades de certas proteinas t€ém proporcionado varios
estudos, dentre as proteinas que vem sendo foco de pesquisas tanto animal quanto vegetal sao
as denominadas heat shock proteins (HSP), que possuem muitas formas, sendo a maioria
constitutiva. Entretanto outras formas sao induziveis por algum determinado fator estressante.
Avaliaram-se o crescimento e os componentes de producdo em plantas de tomate ‘Micro-
Tom’ transformadas para diferentes niveis de HSPs mitocondrial (MT-sHSP23.6). Plantas de
trés gendtipos de tomate ‘Micro-Tom’ (ndo transformados, transformados com
superexpressdo e com silenciamento da expressdo) foram cultivadas em condig¢des
controladas de temperatura, fotoperiodo e densidade de fluxo de fétons. Para a obtencdo dos
dados, foram efetuadas coletas sucessivas a intervalos regulares de tempo (21 dias) ao longo
do ciclo de desenvolvimento das plantas, iniciando as coletas a partir do 21° dia apds o
transplante (DAT). A matéria seca total, drea foliar, particdo de massa seca entre 6rgaos da
planta e os componentes da producdo dos trés gendtipos foram determinados. Com a
interpretacdo dos resultados verificou-se que as plantas transformadas com superexpressao da
MT-sHSP23.6 apresentaram maior capacidade produtiva, considerando a massa fresca dos
frutos, mas em geral os dados indicaramque a transformacao genética ndo acarretou grandes
mudancas no crescimento, pois os trés gendtipos tiveram comportamento similar.

Palavras-chave: Solanum lycopersicum Mill,distribui¢do de matéria seca, producao de frutos.

Growth and yield components of transformed and non-transformed Micro-Tom tomato

plants with different expressions of mitochondrial sHSP23.6

Abstract: Growth of tomato plant depends on numerous factors, the genotype is among them.
Tomato plant (Solanum lycopersicum Mill), variety ‘Micro-Tom’ has been considered as a
model because it has characteristics that make it suitable, such as small size, short generation
time, and ease of transformation. Changes in the amounts of certain proteins have provided
several studies. Among the proteins that have been focus of research, both animal and
vegetable, are the heat shock proteins (HSP) showing many forms, most constitutive proteins.
However other forms are inducible by some given stressor. We evaluated growth and
components of production in ‘Micro-Tom’ tomato plants transformed into different levels of
mitochondrial HSPs (MT-sHSP23.6). Plants of three genotypes of ‘Micro-Tom’ tomato (non-
transformed, transformed with over-expression, and with silencing of expression) were grown
under controlled conditions of temperature, photoperiod, and photon flow density. To obtain
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the data we did successive collections at regular time intervals (21 days) throughout the
development cycle of the plants, starting collections from the 21* day after transplantation
(DAT). Total dry matter, leaf area, partitioning of dry weight of plant organs and production
components of the three genotypes were determined. From the interpretation of results it was
found that transformed plants with over-expression of MT-sHSP23.6 showed higher
productive capacity, considering fresh fruit weight, but in general the data indicated that the
genetic transformation did not cause major changes in growth, because the three genotypes
showed similar behavior.

Keywords: Solanum lycopersicum Mill, dry matter distribution, fruit production

INTRODUCAO

A planta detomateiro possui vdrias fases de desenvolvimento em seu ciclo de
crescimento, sendo amplamente utilizada como modelo em vérias dreas de pesquisa com
plantas (MONTEIRO et al., 2012). Caracterizada por ter um genoma relativamente compacto
(950 Mb), combinado com cole¢des ricas de germoplasma e protocolos de transformacio
altamente eficientes. Além disso, incluem outras caracteristicas como: ser uma dicotiledonea,
de folhas compostas, com o florescimento simpodial e com formagdo de frutos climatérios
carnosos, tornando-o um modelo importante para pesquisas em fisiologia e genética de
plantas (MEISSNER et al.,1997; VOGG et al., 2004; WANG et al., 2005; CARVALHO et al.,
2011).

Um beneficio adicional para o uso do tomateiro em experi€ncias € a existéncia
davariedade miniatura nomeada de ‘Micro-Tom’, criada para fins ornamentais (SCOTT e
HARBAUGH, 1989). O tomateiro da variedade Micro-Tom vem se destacandocomo
candidato ao sistema modelo dos tomates, mesmo apresentando mutagdesque causam o seu
tamanho ando, com crescimento determinado. Tal caracteristica € devido a duas mutacdes
recessivas, a selfpruning (sp), que apareceram espontaneamente e que controlam o hébito de
crescimento sendo uma delas alélica a mutacdo dwarf(d), que € um componente da via
biossintética de brassinoesterdides, o que implica em niveis reduzidos de brassinoesterdides.
No entanto, possui niveis endégenos adequados de 4cido giberélico (GA), sendo assim, niao é
um mutante deficiente ou insensivel 8 GA (MEISSNER et al., 1997; MARTI et al., 2006).
Apesar dessas mutacOes naturais, esta variedade tem-se mostrado adequada como um
gendtipo padrdo para a pesquisa com tomate, incluindo estudos de novas interagdes

hormonais, além dos recursos genéticos disponiveis através da colecio de mutantes
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davariedadeMicro-Tom (MATHEWS et al., 2003; WATANABE et al., 2007; CARVALHO
et al., 2010; 2011).

Meissner et al., (1997) consideram o tomate ‘Micro-Tom’ como planta modelo para a
Familia Solanaceae, por possuir caracteristicas que o tornam adequado para o estudo
experimental, tais como: o tamanho pequeno, cerca de 150mm de altura, permitindo o cultivo
denso, ciclo de vida curto, com frutos e sementes vidveis, genoma pequeno e de fécil
transformacgao, desta forma apropriado para a mutagénese em larga escala e a produgdo de
plantas transgénicas (SUN et al., 2006; CARVALHO et al., 2010; PINO et al., 2010).

Desta maneira, a partir do uso de plantas transgénicas € possivel explorar as variacdes
genéticas e caracteristicas agrondmicas, proporcionando melhoramento das plantas cultiviveis
(SUN et al.,2006; RIBAS et al., 2006; MATSUKURA et al., 2008; OKABE et al., 2012).

Muitos trabalhos demonstram que a perda de func@o ou a superexpressao de um gene
podem trazer inimeras vantagens, principalmente em espécies cultivadas (LANAHAN et al.,
1994; WILKINSON et al., 1995; MURCHIE et al.,, 1999; BASSEL et al.,, 2008;
FERNANDEZ et al., 2009; CARVALHO et al.,2011; OKABE et al., 2012; CHETTY et al.,
2013; KHUONG et al., 2013). Sendo que a partir dessas linhagens (transgénicas), outros
estudos fisiolégicos poderdo ser realizados, a fim de compreender o seu comportamento frente
a diferentes situacdes, estressantes ou nao.

Modificacdes nas quantidades de certas proteinas, de modo a alterar a expressdo,em
menor quantidade do que o habitual, ou com a expressao aumentadatém proporcionado varios
estudos (QUEITSCH et al., 2000). Uma das proteinas que vem sendo foco de estudos, tanto
animal quanto vegetal, sdoas denominadasheat shock proteins (HSP) (LIU e SHONO 1999;
MICHILS et al., 2001; TERAO et al., 2003; WANG et al., 2004; YUANet al., 2009;
PEGORARO et al., 2011). HSP sdo uma familia de proteinas, que possuem muitas formas,
sendo a maioria constitutiva, com papel citoprotetor, entretanto outras formas sao induziveis
por algum determinado fator e, ou situacdes de estresse (LEE et al., 2000; SIDDIQUE et al.,
2008; JACOBY et al., 2012; SANDOVAL-MONTIEL et al., 2013), bem como apresentam
papel primordial no envolvimento com a termotolerancia (LIN et al., 1984; RAMPINO et al.,
2009).

A possivel interacdo destas proteinas em determinadas situacdes, € muitas vezes
comprovada, tem instigado o uso de gendtipos que exibam um comportamento distinto em
relacdo a inducdo e acumulacdo de transcritos para genes HSPs(GURLEY, 2000; CHO e
HONG, 2006; HUTHER et al., 2013).
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Entre esses genes, o gene sHSP23.6, que codifica uma proteina de baixo peso
molecular (sHSP), de localizacdo mitocondrial, tem contribuido para melhor caracterizagdo
dos mecanismos moleculares e fisioldgicos, envolvidos nas suas diferentes fungdes (NICOLE
e TANGUAY 1987; WILLETT et al., 1996; GURLEY 2000). Trabalhos relatam que este
gene sHSP23.6, além de estar envolvido em situacdes de estresses, pode estar envolvido
durante o processo de desenvolvimento, e estar localizado em diferentes 6rgdos da planta, e
que durante os vdarios estddios de desenvolvimento seus niveis de expressdo sao variados,
destacando-se pela sua expressao constitutiva (SARKAR et al., 2009; WATERS, 2013).

Desta maneira, a avaliacdo das plantas transformadas, em condi¢cdes normais de
crescimento, pode esclarecer como estas se comportamem relacdo ao desempenho e fixagdo
de carbono, assim como naparticdo dos fotoassimilados e nos possiveis impactos que a
transformac¢ao pode ocasionar no equilibrio do crescimento.

Poorter e Gamier (1996) expdem que emprego da andlise de crescimento das plantas, é
possivel descrever mudangas na producdo vegetal em funcio do tempo. Assim, a andlise de
crescimento permite seguir a dinamica da produgdo fotossintética avaliada por meio do
acimulo de matéria seca, pois o aumento da produtividade € determinado pela capacidade das
plantas em produzir os fotoassimilados (URCHEI et al., 2000; THILAKARATHNE et al.,
2013). O tomateiro apresenta vdrias fases de desenvolvimento em seu ciclo de crescimento, e
em cada fase, a demanda por fotoassimilados € distinta. Desta maneira, isso interfere no local
de alocagdo, sendo que o equilibrio entre a fonte e o dreno sd@o determinados por processos
fisiolégicos (THWE et al., 2013), contudo podem ser alterada pela interacdo ambientais -
genotipo.

O objetivo do presente trabalho foi comparar o crescimento e componentes de
producdo de plantas de tomateiroda variedade Micro-Tom selvagem e as linhagens
transgénicas que conferem diferentes niveis de expressao da MT-sHSP23.6 (mitochondrial

small heat shock proteins).

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas sementes de tomate (Solanum lycopersicum Mill)da variedade
Micro-Tom ndo transformadas e transformadas geneticamente para diferentes niveis de
expressao de MT-sHSP23.6 mitocondrial, conforme descrito em Huther et al.,(2013).

Sementes dos trés gendtipos foram colocadas em caixas tipo Gerbox®, apds 7 dias

quando as plantulas estavam desenvolvidas,foram transplantadas para vasos plasticos
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(capacidade de 500 mm’) tendo como substrato areia.As plantulas foram colocadas em
camaras de crescimento com condi¢des controladas: densidade de fluxo de f6tons
fotossinteticamente ativo na altura central das copas das plantas em torno de 200 pmol m?s™,
fotoperiodo de 10 horas, e temperatura de 21+3°C. A irrigag¢do foi realizada diariamente e,
trés vezes por semana, sendo usada solucdo nutritiva de Hoagland e Arnon, (1950).

Para a obten¢do dos dados primdrios de drea foliar e massa da matéria seca, foram
efetuadas coletas sucessivas a intervalos regulares de tempo de 21 dias, iniciando as coletas
no vigésimo primeiro dia apds o transplante (DAT), totalizando seis coletas, com trés
repeti¢des por gendtipo e coleta. Em cada amostragem as plantas foram cortadas rente ao
substrato, separadas em o6rgdos (folhas, caule, flores e frutos) e acondicionadas em sacos de
papel. As raizes foram lavadas sobre peneira de malha fina com auxilio de dgua corrente

Em cada coleta foi determinada a drea foliar e a massa seca das partes da planta (folha,
peciolo, caule, raizes, e partes reprodutivas quando presentes), € o nimero de frutos verdes e
vermelhos.

A area foliar das laminas verdes (Af) foi determinada com medidor de area Li-Cor
(Modelo Li-3100 — Li-Cor In., NE USA), e expressa em centimetros quadrados por planta
(cm? planta'l). A matéria seca de cada parte da planta foi obtida apds a secagem em estufa de
ventilacdo forcada a temperatura de 65+2°C, por pelo menos trés dias, sendo considerada a
matéria seca total o somatério da massa seca das partes das plantas. Para andlise da parti¢do
de assimilados ao longo do desenvolvimento das plantas, a massa seca de cada parte da planta
foi expressa em porcentagem em relacdo a massa seca total. O nimero de frutos (Ng) foi
determinado a partir da contagem direta de frutos por planta e massa fresca de frutos (W),
aferida em balanga de precisdo, imediatamente apds a colheita.

Os dados primarios de area foliar (Af) ajustados por meio de polindmios ortogonais
(RICHARDS, 1969); enquanto que os dados primarios de matéria seca total acumulada (W)
foram ajustados pela equacdo logistica simples: W, = Wp/(I + Ae™"), sendo “Wy” a
estimativa assintdtica do crescimento maximo, “A” e “B” constantes de ajustamento, “e” a

base natural de logaritmo neperiano e “t” o tempo em dias apds o transplante (RICHARDS,

1969).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A érea foliar € um importante parametro relacionado a fotossintese, sendo responsavel
pela interceptacdo da radiacdo luminosa, também estd associada a manuten¢do do potencial
hidrico da planta, balango hormonal e de nutrientes.

As plantas transformadas apresentaram drea foliar maior do que as plantas nao
transformadas (selvagem) (Figura 1). As médximas dreas foliar foram de: 369, 459 e 446 cm’
planta'1 respectivamente para plantas selvagem, com superexpressao da MT-sHSP23.6 e
plantas do gendtipo com silenciamento da MT-sHSP23.6,atingidos aos 106, 113 e 107 DAT.
As plantas dos trés gendtipos mostraram Ay similar na fase inicial de crescimento, até
aproximadamente 42 DAT. A seguir as plantas das linhagens transformadas tiveram maior
taxa de crescimento de drea foliar, resultando em maior drea foliar maxima. Depois de
atingido os valores médximos, a Agfoi reduzida caracterizando uma senescéncia foliar.

Fayad et al., (2001) abordam que uma estabilizacdo e posterior queda na drea foliar é
causado pela senescéncia e abscisdo foliar. Os mesmos autores citam que a area foliar do
tomateiro hibrido EF-50, em ambiente protegido, atingiu seu auge aos 93 DAT e para a cv.
Santa Clara ocorreu o declinio a partir dos 58 DAT. Segundo Lopes (2010) hd diminui¢do a
partir dos 74 DAT para o tomateiro hibrido SM-16, podendo ser explicada pela abscisdo e
senescéncia natural das folhas, ocorréncias naturais ao aproximar-se o fim do ciclo da cultura,
bem como pelo maior direcionamento dos fotoassimilados para as estruturas reprodutivas que
passam a ser dreno preferencial da planta. Para Bezerra Neto e Nogueira (1999), a reducao na
area foliar pode estar associada a diminui¢@o da extensibilidade da parede celular, que por sua

vez depende especialmente do balanco hidrico das células do tecido foliar.
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Figura 1- Area foliar ajustada, expressa em cm” planta’,de plantas de tomate ‘Micro-Tom’
transformadas com superexpressao da MT-sHSP23.6 (Alto HSP); com silenciamento da MT-
sHSP23.6 (Baixo HSP) e nao transformada (WT) em fun¢do dos dias apds o transplante.

Em relacdo ao acimulo de massa seca total, verifica-se que nas trés linhagens

estudadas (selvagem e transformados), as plantas apresentaram um comportamento de

acimulo de massa seca total similar. Inicialmente, lento até aproximadamente 32 DAT,

seguidos de uma fase de crescimento acentuado e posterior estabilidade no crescimento

assintotico. Os valores médximos de massa seca total foram de 6147; 6728 e 6745 mg planta'1

respectivamente para plantas selvagem, com superexpressio da MT-sHSP23.6 e com

silenciamento da MT-sHSP23.6(Figura 2).
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Figura 2 - Massa seca total ajustadas, expressa em mg planta'l,de plantas de tomate ‘Micro-
Tom’ transformadas com superexpressao da MT-sHSP23.6 (Alto HSP), com silenciamento da
MT-sHSP23.6 (Baixo HSP) e ndo transformada (WT), em funcdo dos dias apds o transplante.

O crescimento inicial lento ocorre em virtude das plantas gastarem grande parte da
energia para a fixacdo no solo, devido nesta fase as raizes serem o dreno preferencial dos
assimilados quando comparada com a parte aérea, sendo o crescimento do sistema radicular
nesta fase dependente dos fotoassimilados produzidos nas folhas(LOPES, 2010). Apéds a fase
de crescimento lento, a planta passa ter como dreno principal a parte aérea e o crescimento €
acelerado até atingir um valor méximo. No inicio, o crescimento € lento, pois depende da
reserva energética contida na semente do tomate, posteriormente apds o desenvolvimento do
sistema radical e a emergéncia das folhas, tem um rdpido crescimento (absor¢do de 4gua,
nutrientes e atividade fotossintética), e apOs atingir o tamanho definitivo entra na fase de

senescéncia (MARTINS et al., 1985).
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A particdo de assimilados, expresso em percentagem de massa seca por Orgios, em
plantas do tomateiro ‘Micro-Tom’, seguiu o mesmo padrio para todos os genétipos, de modo
a apresentar uma distribui¢do de fotoassimilados nos diferentes 6rgdos das plantas, bem
semelhante nas diversas datas de coletas (Figura 3).

Na primeira coleta, aos 21 DAT, a predominancia de massa seca total da planta foi
relacionada ao contetudo de folhas, chegando a 70% do total para o genétipo selvagem (Figura
3A), em torno de 80% para o gendtipo com superexpressao da MT-sHSP23.6 (Figura 3B), e
aproximadamente 65% para o gendtipo silenciado (Figura 3C). O restante da massa seca
sendo dividido entre raiz e caule. No tomateiro ‘SM-16, logo apds o transplante até aos 14
DAT, as folhas se comportaram como fonte-dreno, uma vez que sdo responsdveis pela
producdo de fotoassimilados e também 6rgao de maior armazenamento (LOPES, 2010). Aos
42 DAT, cerca de 70% da matéria seca total das plantas do gendétipo com superexpressao da
MT-sHSP23.6sd0 alocadas no tecido foliar, sendo o restante distribuido entre caules e raizes,
e para os genétipos selvagem e silenciado em torno de 60% compreendia a massa seca das
folhas.

A partir de 63 DAT, houve a presenca de inflorescéncias, e também frutos verdes, ou
seja, a fase reprodutiva, nos trés gendtipos e permaneceram presentes até o final das andlises.
Com isso, € evidente que houve um deslocamento dos assimilados das folhas para as partes
reprodutivas. Deste modo, a massa seca das folhas entdo comegou apresentar uma tendéncia
de estabilizacdo apds os 63 DAT, até o final das andlises. Para Lopes (2010), a estabilizacdo
no acimulo de massa nas folhas ocorre, possivelmente em decorréncia da fase da senescéncia
se sobrepor a emissdo de novas folhas, episédio que ocorre em plantas de tomate com
crescimento determinado.

No Brasil, ainda s@o poucos os trabalhos sobre a dindmica da producdo e alocacdo de
biomassa em partes do tomateiro (LOPES, 2010). Caliman (2008) enfatiza que a produgao das
culturas é determinada pelo crescimento da planta pela alocacdo da biomassa para os 6rgaos
de interesse comercial e a massa seca ndo se refere a uma tnica substancia componente da
planta, mas ao conjunto da matéria organica que € produzida para as atividades essenciais da
fotossintese e metabolismo das proteinas.

Heuvelink (1997) destaca que o estudo da distribui¢do da massa seca nas plantas, é
importante para obter melhor compreensido da influéncia das frutas na particio de matéria
seca entre estas e a parte vegetativa do tomateiro, com o propdsito de determinar se a forca

geradora (fonte) € proporcional ao nimero de frutos por haste.
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Figura 3- Particdo de assimilados, expresso em percentagem de massa seca por Orgaos, de
plantas de tomate ‘Micro-Tom’ transformadas com superexpressio da MT-sHSP23.6, com
silenciamento da MT-sHSP23.6 e nado transformada (selvagem), em func¢do dos dias apés o
transplante.
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Grande parte dos fotoassimilados produzidos € utilizada no crescimento, sendo parcial
e temporariamente armazenados sob a forma de amido e agicares, mas outra parte é exportada
para outros o6rgidos da planta (LOPES, 2010). A producdo de biomassa da planta é
proporcional a disponibilidade de fotoassimilados, que por sua vez estd relacionada, entre
outros fatores, com a disponibilidade de energia luminosa ao dossel e a concentragdo de CO,
(CALIMAN, 2008).

Em geral, o ciclo do tomateiro, pode ser dividido em trés fases, conforme Alvarenga
(2004): primeira fase que tem duracdo de quatro a cinco semanas (do transplantio até inicio
do florescimento); segunda fase tem duracdo de cinco a seis semanas, iniciando com o
florescimento e terminando no inicio da colheita dos frutos; e terceira fase vai do inicio ao
final da colheita dos frutos.

Em estudos com o tomateiro Cereja Yubi, de habito determinado, Albuquerque Neto
e Peil (2012), afirmam que o desenvolvimento da parte vegetativa acontece separado
temporalmente da parte generativa (frutos), isto €, a planta vegeta, floresce e frutifica em
periodos sequenciados, apresentando altissimo nimero de brotacdes laterais, as quais foram
mantidas, perfazendo grande quantidade de massa seca para as folhas, inclusive se igualando
a massa seca de outros 6rgdos da planta.

O crescimento mais vigoroso e a maior velocidade de emissdo de folhas sdo nas hastes
que estdo localizadas logo abaixo das inflorescéncias, certamente constituem estratégias da
planta do tomateiro para maximizar a translocacio de fotoassimilados para o crescimento dos
frutos (PIVETTA et al., 2007).

No dossel do tomateiro, as folhas possuem em torno de 36% da massa seca,
correspondente ao amido (EDWARDS et al., 2010). Estes autores também abordaram que
para as proximas camadas e/ou camadas abaixo do dossel, as folhas apresentam um declinio
no teor de amido, em compara¢do com as folhas da copa e que estes baixos niveis de amido
nas folhas inferiores indicam quepossivelmente em grande parte utilizado para o crescimento
dos frutos. Depois da floracdo, o fruto comeca a se desenvolver e crescer, € consequentemente
o acumulo de massa seca na parte aérea comeca a ocorrer nos frutos(PIVETTA, et al.,
2007).Lopes (2010) descreve que ramos, inflorescéncias e frutos se comportam como dreno,
entretanto, os frutos s@o o dreno preferencial da planta, ocorrendo assim um direcionamento
dos assimilados das folhas para os frutos de maneira intensa, como decorréncia da
predominancia da fase reprodutiva sobre a fase vegetativa.

Desta forma, ainda em relacdo a distribui¢do de massa seca por partes na planta, a

partir dos 105 DAT das mudas, os tomateiros de todos os gendtipos apresentaram frutos
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vermelhos, equivalendo aproximadamente em torno de 30 a 35% para todos os genétipos em
relacdo a massa seca, nao ultrapassando os 50% dos valores de percentagem de massa seca da
planta, somente para frutos, diferindo dos valores observados por Fayad et al., (2001), em
tomateiros EF-50 e cv. Santa Clara, que verificaram ao final do ciclo, do total de massa seca
produzida pela planta, 68% e 51% estavam, respectivamente, presentes nos frutos.

Em se tratando de uma variedade chamada de ‘Micro-Tom’, subentende-se que o fruto
¢ em menor propor¢do, comparando com as demais variedades presentes no mercado. Isto
demonstra que esta variedade € mais evidenciada como modelo genético, para a familia
Solanaceae, do que voltada para a producao de frutos, mesmo que esta variedade apresente
frutos viaveis (MEISSNER et al. 1997;FAY ADet al., 2001; 2002; MARTI et al., 2006).

De acordo com Albuquerque Neto e Peil (2012), os gendtipos pertencentes ao grupo
de mini tomates tem maior particdo proporcional de matéria seca para a formacgao de folhas,
em prejuizo para a formacdo dos frutos, quando comparados com os gendtipos de frutos
maiores. Também foi perceptivel que nas ultimas andlises deste experimento, foi alcancada
uma distribuicdo quase constante de matéria seca, o que pode ser descrita por uma funcio do
tipo de saturacdo do nimero de frutos retidos por haste.

A avaliagdo e classificacdo da coloragdo dos frutos de tomate foi proposta por Pratt e
Workman (1962) que estipularam uma escala de coloracdo, divididas em cinco categorias:
verde-imaturos (quando estdo em fase de crescimento), verde-maduros (quando adquirem o
tamanho méximo) e a capacidade de amadurecer, "breaker" (quando houver pigmentagao
amareloavermelhada em até 20% da superficie), vermelhos (quando ficamcompletamente
avermelhados) e senescentes (quando apresentam amolecimento avang¢ado). Mas neste
trabalho somente utilizou-se duas classificagcdes, frutos verdes (verde-imaturos e verde-
maduros) e frutos vermelhos ("breaker”, vermelhos e senescentes).

No presente experimento as plantas de todas as linhagens apresentaram frutos verdes
somente a partir da terceira andlise, aos 63 DAT (Figura 4A), e o auge da producao foi aos 84
DAT, depois se manteve com producdo comparada ao inicio das andlises, e apresentando ao
final, pequena redu¢do na quantidade de nimeros de frutos verdes por genétipo. Com relacdo
aos frutos vermelhos, estes estavam presentes a partir de 105 DAT e manteve-se uma média
de amadurecimento em todos os genétipos até o final do experimento (Figura 4C).

A partir do 105 DAT foi verificado a massa fresca dos frutos de tomate vermelhos, e
entre os trés gendtipos, o que se destacou foi o gendtipo superexpressao da MT-sHSP23.6,
fato observado também aos 126 DAT, onde as plantas nao transformadas também se

igualaram as plantas com superexpressao da MT-sHSP23.6 (Figura 4D). Para a massa fresca
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dos frutos verdes, a maior massa fresca culminou com a maior produ¢do de nimeros de frutos
verdes, aos 84 DAT, e o gendtipo com superexpressdo da MT-sHSP23.6apresentou maior
massa, o mesmo verificado na massa fresca do tomate vermelho deste gen6tipo. A diminui¢ao
da massa fresca dos frutos verdes coincidiu com a diminui¢ao do nimero de frutos verdes,
durante o ciclo de producdo de frutos ao longo das analises (Figura 4B).

O crescimento dos frutos de tomate implica um processo de fluxo irreversivel (GAO et
al.,, 1998), sendo um poderoso dreno de carboidratos (ALMEIDA, 2012), e como um
rendimento elevado de frutos, é desejavel, entdo uma distribui¢do elevada de biomassa para os
frutos € importante, além da diminuicdo do nimero de frutos por planta, (HEUVELINK,
1997), com o proposito de adquirir uniformidade dos frutos.

Vale ressaltar, também, que em todos os genétipos os frutos desenvolveram
normalmente a coloragdo avermelhada, bem como as demais caracteristicas, como a evolugao
de aromas e amolecimento. A coloracdo avermelhada no tomate maduro é devido a farta
quantidade de licopeno e este varia conforme o tipo e o grau de amadurecimento dos tomates,
podendo, também, ser encontrado nos produtos derivados do tomate e por se tratar de um
carotendide, o licopeno se encontra em maiores quantidades na casca dos alimentos,
aumentando consideravelmente durante seu amadurecimento (SHAMI e MOREIRA, 2004).

Os frutos oriundos de plantas transformadas ndo apresentaram ciclo de maturacio
diferenciado daquele verificado em frutos ndo transformados, mesmo fato verificado
porChaves et al., (1998), relatando que quando amadurecidos nas plantas, os frutos de tomate
cv. Kad4, oriundos de plantas transformadas (ACC oxidase em orientacdo antisense) nao
apresentam ciclo de maturagdo significativamente diferenciada daquele verificado em frutos
ndo transformados, mas os transformados se comportavam de maneira diferenciada quando os
frutos sdo colhidos no estddio verde-maduro e amadurecidos a temperatura de 20+5°C,
apresentando um retardo da maturagao.

Assim, analisando esses genétipos, verificou-se que o silenciamento do gene, para essa
proteina ndo interferiu na estabilidade do crescimento. A presenca da proteina codificada
pelo gene MT-sHSP23.6, também nao acarretou em maiores beneficios para as plantas. Isto é,
na maioria dos resultados analisados os gendtipos, tanto transformados, como nao
transformados, obtiveram dados similares, ndo demonstrando assim que os diferentes niveis

dessa proteina fosse algo prejudicial para o crescimento adequado desse tomateiro.
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Figura 4 - Numero de frutos verde (A), massa fresca de frutos verde, expressa em mg planta'1
(B), nimero de frutos vermelhos (C) e massa fresca de frutos vermelhos, expressa em mg
planta’de plantas de tomate ‘Micro-Tom’ transformadas com superexpressio da MT-
sHSP23.6 (Alto HSP) com silenciamento da MT-sHSP23.6 (Baixo HSP) e ndo transformada
(WT), em funcdo do tempo apds o transplante.

CONCLUSOES

A drea foliar dos genoétipos transformados foi maior do que as plantas ndo
transformadas e para os componentes de produgdo, o gendtipo mais produtivo, foi o com
superexpressao da MT-sHSP23.6, levando em consideragdo a massa fresca dos frutos.

As plantas transformadas geneticamente do tomateiro‘Micro-Tom’, comportaram-se

de modo similar para a anélise de massa seca total e em relagdo a parti¢do de assimilados.



29

CAPITULO 2

Radiacao UV-C aplicada em plantas transformadas e nao transformadas de tomate

‘Micro-Tom’ com diferentes expressoes da SsHSP23.6 mitocondrial

Resumo - A radiagdo ultravioleta juntamente com outras condi¢des ambientais podem
facilmente perturbar a transferéncia de energia, no entanto hd pouca informacgao
pormenorizada sobre como a radiagdo UV-C influéncia a capacidade fotossintética em
plantas. Estudos experimentais, principalmente com plantas modelo s@ao fundamentais, e a
variedadede tomate Micro-Tom vem sendo utilizada como planta modelo. Diferentes
transformagdes para a expressao de proteinas HSPs (heat shock proteins), sdo alvo constantes
de pesquisas, pois essas sdo expressas tanto de forma constitutiva quanto em situagdes de
estresse. Neste experimento utilizaram-se dois genotipos transformados para diferentes niveis
de HSPs mitocondrial (MT-sHSP23.6). Um gendtipo com superexpressdao da MT-sHSP23.6 e,
outro silenciado, além do nao transformado. Essas plantas de tomateiro Micro-Tom foram
cultivadas em casa de vegetacdo, com temperatura e umidade controlados. O experimento foi
conduzido em dois ensaios, no primeiro a aplica¢dao da radiagdo UV-C foi realizado apenas
uma vez quando as plantas encontravam-se em estddio vegetativo pleno e no segundo ensaio a
aplicacdo da radiagdo UV-C foi efetuada no inicio do estddio reprodutivo, sendo que as
plantas foram submetidas a uma segunda dose de radiagdao UV-C 10 dias apds a primeira
aplicacdo. Cada aplicacdo de radiacdo durou dois minutos e com uma dose de 0,5 kJ.m™. Foi
avaliado o indice de clorofila, fluorescéncia transientes das clorofilas e trocas gasosas apds a
aplicacdo da radiacdo UV-C. No primeiro ensaio as avaliacdes foram realizadas apds 16, 64,
168 e 336 horas apds a aplicagdo da radiagdo UV-C. Para o segundo ensaio as avaliacdes
foram realizadas apds 16, 64 e 168 horas apds a primeira aplicacdo de UV-C e 16, 64 e 168
horas apds a segunda aplicacdo. Por meio da interpretacdo dos resultados pode-se verificar
que nas condicdes deste experimento, para as andlises de fluorescéncia transiente, em cada
ensaio, 0s genotipos apresentaram comportamentos distintos entre si, mas analisando em
conjuntoos dois ensaios, obtiveram desempenho préximo aos do primeiro ensaio. No entanto
observou-se que a segunda aplicacdo da radiagdo acarretou maiores danos principalmente em
relacdo a taxa assimilatéria liquida. Desta forma, observou-se que em ambos os ensaios, a
superexpressdo dessa proteina ndo contribuiu de maneira significativa para proporcionar
melhor desempenho diante da exposicao a radiacdo UV-C, e o silenciamento da MT-
sHSP23.6 ndo culminou em maiores danos as atividades fotossintéticas.

Palavras-chave:Solanum lycopersicum Mill, radiacao ultravioleta, estresse abidtico.
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UV-C Radiation applied to transformed and non-transformed ‘Micro-Tom’ tomato

plants with different expressions of mitochondrial sHSP23.6

Abstract: Ultraviolet radiation along with other environmental conditions can easily disrupt
the transfer of energy, however, there is little detailed information on how UV-C radiation
influence on photosynthetic capacity in plants. Experimental studies, mainly with model
plants, are fundamental and ‘Micro-Tom’ variety has been used as a model plant. Different
transformations for the expression of HSPs proteins (heat shock proteins) have been constant
target of research, because they express both in constitutive form and in stressful situations. In
this experiment we used two genotypes transformed for different levels of mitochondrial
HSPs (MT-sHSP23.6), a genotype with over-expression of MT-sHSP23.6 and a silenced one,
besides that non-transformed. These ‘Micro-Tom’ tomato plants were grown in a greenhouse,
under conditions of controlled temperature and humidity. Two trials were conducted during
the experiment, in the first the application of UV-C radiation was only performed once, when
the plants were in plain vegetative stage; in the second trial the application of UV-C radiation
was performed at the beginning of the reproductive stage; the plants were submitted to a
second dose of radiation UV ten days after the first application. Each application lasted two
minutes, at a dose of 0.5 kJ m™. Chlorophyll index, chlorophyll transientfluorescence, and gas
exchanges were evaluated after application of UV-C radiation. In the first trial, we did
evaluations at 16, 64, 168, and 336 hours after application of UV-C radiation. In the second
trial evaluations were done at 16, 64, 168 hours after the first application of UV-C and at 16,
64, 168 hours after the second application. From interpreting the results we could verify that
in this experiment conditions, for the analysis of transient fluorescence in each trial, the
genotypes showed different behavior between them, but analyzing both trials together they
showed a performance close the first trial. However it was observed that the second
application of radiation caused major damage, especially to net assimilation rate. We noticed
that in both trials the over-expression of this protein did not contribute significantly to provide
a better performance before exposure to UV-C, and the silencing of MT-sHSP23.6 did not
result in major damage to the photosynthetic activities.

Key words:Solanum lycopersicum Mill,ultraviolet radiation, abiotic stress.

INTRODUCAO

A manutencio e amplificacdo do rendimento das culturas cada vez mais vém sendo o
alvo de pesquisas, em virtude do crescente aumento da populagdao humana, visando com isso
proporcionar o fornecimentode suprimentos alimenticios (MISHRA et al., 2012).

Fatores ambientais sdo frequentemente associados a diminui¢do dos rendimentos das
culturas, pois dependendo do fator estressante e do tempo de exposi¢do, pode afetar ao

extremo o crescimento e desenvolvimento dos vegetais (WALTERS, 2005; TAKEDA e
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MATSUOKA, 2008; AHUJA et al., 2010; PEGORARO et al., 2011; VOGAN e SAGE, 2011;
XUE et al., 2014).

Considerando que as plantas sdo sésseis, essas elas sofrem forte pressdo seletiva para
se adaptar ao seu ambiente (FISCHER et al., 2011). Desta forma, as plantas estdo
constantemente evoluindo para responder as mudancas ambientais (WALTERS, 2005;
OSBORNE, 2013). A evolucdo e adaptacdo das plantas a condi¢des adversas vdo desde
processos de desenvolvimento em longo prazo, que ocorrem em nivel de toda a planta ou
pequenos ajustes em  estruturas individuais, que podem variar de segundos a horas
(WALTERS, 2005).

Existe uma série de fatores que podem afetar a produgdo de culturas agricolas, dentre
estes fatores a radiagdo ultravioleta (UV) (DE MENEZES SILVA et al., 2011), que
corresponde a 5% da radiagdo solar (BALOGH et al., 2011). A radiagdo ultravioleta é
convencionalmente dividida em trés comprimentos de onda (UV-A, UV-B e UV-C), sendo
que a radiacdo UV-C na faixa compreendida entre 200-280 nm € extremamente nociva para
os organismos vivos (RAHIMZADEH et al., 2011). A radiagdo UV-C é absorvida na
estratosfera da Terra, durante o processo de formacdo das moléculas de ozonio, reduzindo
assim, o seu acesso na superficie terrestre (DANON e GALLOIS, 1998; DALOSO et al.,,
2009).

Atualmente uma das preocupacdes ambientais € a reducdo na espessura da camada de
0zonio (redugdo no ozdnio atmosférico), que serve de filtro natural ao planeta que resulta no
bloqueioda maior incidéncia de radiacdo ultravioleta na superficie terrestre. Isso fez surgir na
comunidade cientifica preocupacdes quanto a um possivel aumento na intensidade da radiac@o
ultravioleta sobre a superficie terrestre (KIRCHHOFF et al., 2000; KOVACS e KERESZTES,
2002; GILBERT et al., 2004).

Nas plantas a radiacio UV interage de forma complexa, apresentando efeitos
prejudiciais (inibitérios) ou de regulacdo (fotomorfogénese) (GILBERT et al., 2004). A
radiagdo UV-C,no comprimento de onda de 254 nm em baixas doses,vem sendo utilizada
experimentalmentepara reduzir a incidéncia de doengas em produtos vegetais, por possuir
acdo “germicida” (BASSETTO et al., 2007; TIECHER et al., 2010a). Porém, € possivel que
atue como estressor abidtico, ativando mecanismos de defesa dos tecidos vegetais, que €
resultado da inducdo do metabolismo secunddrio, especialmente sintese de compostos
fendlicos e carotendides, envolvidos na protecao ao estresse oxidativo (TIECHER, 2010b).
Rai et al., (2011) sugerem que a radiacao UV-C é mais prejudicial que a radiagdo UV-B para

as plantas, por possuir um potencial toxicolégico a curto prazo. Estes autores também
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observam uma alteragdo nas respostas de crescimento e biomassa, bem como no contetido de
pigmentos, impulsiona a atividade de enzimas antioxidantes, entretanto aumentaa produgdo de
metabolitos secundérios. Em relacdo a fotossintese, Rahimzadeh et al., (2011) destacam que a
radiacdo UV provoca uma redugdo da capacidade fotossintética, causando fotoinibi¢ao, danos
no fotossistema II, além de alteragdes nos niveis de pigmentos e redu¢@o no crescimento.

Quando a planta é exposta a radiacdo ultravioleta, sinaliza que ha muita luz,
potencializando o surgimento de manchas nas folhas, que pode variar entre as cores violeta e
tons arroxeados, entretanto a quantidade e propor¢ao dos danos causados pela radiagao UV €
dependente da duracdo e intensidade da exposicio (BURGER e EDWARDS, 1996). No
entanto, a sensibilidade das culturas a radiacdo UV-B ou UV-C varia de acordo com os
estadios de desenvolvimento das culturas (RAlet al., 2011).

Deste modo, as variacdes nos niveis de luz, como a radiagdo UV, podem juntamente
com outras condicdes ambientais facilmente perturbar a transferéncia de energia nos
fotossistemas (OU et al., 2012). A lesdo direta nas folhas causada por UV possui grande
impacto na assimila¢ido dos recursos ambientais (THWE et al., 2013), sendo que ocomplexo
de evolucdo do oxigénio (CEO) no fotossistema IIé olocal mais sensivel em plantas de
tomate e cevada quando expostos a radiacdo UV-B (GILBERT et al.,2004; 2009).

Em condic¢des estressantes, uma adaptacdo importante para garantir possivel tolerancia
€ a expressdo de certas proteinas que podem interagir com outras proteinas de forma
adequada, visto que em condi¢des de estresse a desordem de um sistema ou em
compartimentos celulares aumenta gradativamente com o decorrer dos estresses (FEDER e
HOFMANN, 1999; WATERS e VIERLING, 1999; PEGORARO et al., 2011).Essas proteinas
denominadas de HSPs possuem vérias fun¢des que ainda ndo sido conhecidas (HUet al., 2009;
WATERS, 2013;XUE et al., 2014).

A maioria das HSPs é codificada por genes nucleares, mas sua localizagdo pode ser
em diferentes compartimentos da célula (PEGORARO et al., 2011). Além disso,é provavel
que os papéis especificos destas sejam determinados pela sua localizacdo, podendo inclusive
desempenhar acao sinérgica com as demais HSP de diferentes massas moleculares (LENNE e
DOUCE, 1994; LENNE et al., 1995; BROCCHIERI e KARLIN, 2000; SULE et al., 2004).
As HSPs sdo expressas em certos estddios de desenvolvimento, sendo constitutivamente
expressos € alguns tipos de HSPs sdo intensamente expressos somente quando o organismo
enfrenta agressdoes ambientais (VIERLING, 1991; LENNE et al., 1995; WATERS, 2013).

Sendo assim, o uso de mutantes e, ou plantas transgénicas que apresentem diferencas

na quantidades dessas proteinas ou uma proteina especifica da classe destas HSPs, tem
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contribuido muito para aumentar o conhecimento a respeito das bases fisioldgicas
relacionadas aos estresses ambientais em plantas (LENNE e DOUCE, 1994; LENNE et al.,
1995; HONG e VIERLING, 2000; QUIETSCH et al., 2000; KATTYAR-AGARWAL et al.,
2003; GAO et al., 2008, HUTHER et al., 2013).

Como o mitocondrio é alvo importante e regulador de respostas ao estresse, torna-se
evidente que uma variedade de genes nucleares que codificam proteinas mitocondriais,
respondama uma ampla gama de condicdes de estresses (van AKEN et al., 2009; MILLAR et
al.,, 2011; JACOBY et al., 2012). Noguchi e Yoshida (2008) fundamentam baseados em
avangos recentes na compreensdo sobre a interacdo metabdlica entre cloroplastos e
mitocOndrias, porém mais estudos sdo necessdrios para compreender a relacdo entre os
movimentos dindmicos e interacdes metabdlicas, visto que essas organelas sdo
frequentemente localizadas de forma adjacentes (van AKEN et al., 2009; SAGE e SAGE,
2009; LIERE et al., 2011, MILLAR et al., 2011; SCHWARZLANDER et al., 2011; BUSCH
e SAGE, 2013).

Atualmente técnicas de andlises de trocas gasosas e da cinética de emissdo da
fluorescéncia de clorofila sdo metodologias que constituem ferramentas fundamentais para
prever e avaliar a resposta do aparato fotossintético a determinados estresses (MISHRA et al.,
2012). Podendo avaliar vdrios aspectos como as mudancas na fase fotoquimica e em
processos ndo fotoquimicos, associando ao transporte de elétrons, dissipacdo de calor e a
fixacdo de CO, (OUKARROUM et al., 2007; GUIDI e CALATAYUD, 2014). Ou et al.,
(2012), citam que hé poucas informagdes detalhadas sobre como a radiacdo UV-C influencia
a capacidade fotossintética, evidenciando a importincia de técnicas ndo-destrutivas em
estudos sobre o comportamento de plantas sob condi¢des sub-6timas de vida.

O objetivo do presente trabalho foi verificar os efeitos que a radiacdo UV-C apresenta
sobre a atividade fotossintética, nos estadios vegetativo e reprodutivo em plantas de tomateiro
(Solanum lycopersicum Mill.), da variedadeMicro-Tom, selvagem e com diferentes niveis de

expressao da MT-sHSP23.6.

MATERIAL E METODOS
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Foram utilizadas sementes de tomate (Solanum lycopersicum Mill),da variedade
Micro-Tom ndo transformadas e transformadas geneticamente para diferentes niveis de
expressao de MT-sHSP23.6 mitocondrial, conforme descrito em Huther et al., (2013).

Sementes dos trés gendtipos foram semeadas em caixas tipo Gerbox®, e apds 7 dias
quando as plantulas estavam desenvolvidas, foram transplantadas para vasos plasticos de 500
mm’ tendo como substrato composto organico. As plantulas foram colocadas em casa de
vegetacdo com temperatura controlada em aproximadamente 20+3°C e irrigacdo. A irrigacdo
sendo realizada diariamente e, trés vezes por semana, foi aplicada solucdo nutritiva de
Hoagland e Arnon (1950).

O experimento foi conduzido em dois ensaios, no primeiro a aplicacdo da radiacao
UV-C foi realizada apenas uma vez quando as plantas apresentavam-se no estadio vegetativo
pleno (56 dias apds a semeadura - DAS). No segundo ensaio a aplicagdo da radiacdo UV-C
foi efetuada no inicio do estadio reprodutivo (64 DAS), sendo que as plantas foram
submetidas a uma segunda dose de radiacdo UV-C 10 dias apds a primeira aplicacdo. O
tratamento controle foi considerado aquele em que as plantas permaneceram sem aplicacao da
radiacao UV-C.

A aplicacdo da radiagdo UV-C foi realizada em cdmara de cor escura contendo no seu
interior quatro lampadas germicidas (Phillips® 30W), com comprimento de onda de 254 nm,
sendo realizadas ao entardecer ou apds as 18 horas. A densidade de fluxo de radiacdo emitida
foi mensurada com medidor de luz ultravioleta digital (RS-232 Modelo MRUR-203,
Instrutherm®). As plantas foram dispostas aleatoriamente no interior da camara e mantidas
durante 2 minutos, sendo expostas a uma dose de 0,50 kim?. A parte drea das plantas
permaneceu a uma distancia de aproximadamente 250mm das lampadas, e apds a aplicacdo da
radiacdo as plantas retornaram a casa de vegetacao.

O indice de clorofila, fluorescéncia transiente das clorofilas e trocas gasosas foram
avaliados apds a aplicacdo da radiacdo UV-C. No primeiro ensaio as avaliacdes foram
realizadas apds 16, 64, 168 e 336horas apds aplicacdo da radiagdo UV-C. Para o segundo
ensaio as avaliacdes foram realizadas anélises apds 16, 64, 168horas apds a primeira aplicacao
de UV-C e 16, 64, 168horas apds a segunda aplicacdo.

Os teores de clorofila foram determinados, utilizando-se um medidor portatil de
clorofila (CL-01 Hansatech Instruments Ltda., King’s Lynn Norfolk, UK), conforme descrito
por Cassol et al., (2008), e expressos pelo indice de clorofila e as folhas utilizadas foram as

mesmas da medida da fluorescéncia da clorofila a.
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A fluorescéncia transiente OJIP foi medida nas primeiras folhas jovens completamente
expandidas ndo destacadas, previamente adaptadas ao escuro por 30 minutos utilizando um
fluordmetro portitil (Modelo Handy PEA, Hansatech Instruments, King’s Lynn, Norfolk,
UK); ap6s o periodo de escuro um flash de 3.400 pmol m™ s foi aplicado para a inducdo da
fluorescéncia transiente OJIP. As intensidades de fluorescéncia transiente foram medidas
entre 50 us (fluorescéncia inicial - Fy) e 1 s; obtidos os valores da fluorescéncia transiente
foram calculados os pardmetros do Teste JIP proposto por Strasser e colaboradores
(STRASSER e STRASSER, 1995; TSIMILLI-MICHAEL e STRASSER, 2008).

Para as trocas gasosas foram usadas sempre as mesmas folhas durante todo as
avaliacdes, sendo utilizadas as folhas expandidas imediatamente abaixo das folhas em que
foram realizadas as medidas de fluorescéncia. Para esta andlise utilizou-se um analisador
portétil a infravermelho de CO, (modelo LI-6400XT LI-COR, Inc., Lincoln, NE, USA), com
densidade de fluxo de fétons fotossinteticamente ativo de 1.200,0 umol fétons m? st e
concentracdo de CO; no interior da camara de 380 umol CO, mol'l, as medidas foram
realizadas entre as 09:30 e 11:00horas. As varidveis medidas foram: taxa assimilatdria liquida
de CO, (A, pmolCOzm'2 s'l); condutancia estomadtica (gs, mol H,O m? s'l); e concentragao
intercelular de CO, (C;, umol mol'l).

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, cinco
repeticdes por tratamento para as trocas gasosas € 10 repeticdes por tratamento para o indice
de clorofila. As médias dos parametros de trocas gasosas e indice de clorofila foram
comparadas pelo Teste Tukey (p<0,05). Quando ocorreu interagdo significativa entre os
fatores (aplicacido de UV-C e intervalo de tempo apds a aplicagdo) foi realizado o
desdobramento para avaliar o efeito da radiagdo UV-C em cada periodo ou intervalo de tempo
depois da aplicacdo da radiacdo. Para as determinacdes de fluorescéncia da clorofila a foram
utilizadas 10 repeticdes por tratamento, utilizando duas medidas por planta, totalizando 20

medidas por tratamento.

RESULTADOS
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Ensaio 1-Efeito da aplicacdo da radiacdo UV-C durante o estiadio vegetativo sobre
caracteristicas fotossintética em plantas transformadas e nao transformadas de tomate

‘Micro-Tom’ com diferentes expressoes da sHSP23.6 mitocondrial

Indice de clorofila

Os valores doindice de clorofila das plantas dos genétipos de tomate ‘Micro-Tom’ no
estadio vegetativo estdo representados na Tabela 1. No foi observada interagdo significativa
entre os gendtipos e o tempo apods aplicacdo do estresse.

Nos genoétipos com silenciamento da MT-sHSP23.6 e no genétipo selvagem o
tratamento com aplicagdo de UV-C diminuiu o indice de clorofila em relacdo ao controle, em
11,22% e 18,73% respectivamente. Entretanto, o genétipo com superexpressio da MT-
sHSP23.6 foi insensivel ao tratamento UV-C. Assim, o tratamento com radiacdo UV-C, nas
condi¢des experimentais acima descritas interferiu no indice de clorofila apenas nos genétipos

com silenciamento da MT-sHSP23.6e no selvagem.

Tabela 1 - Indice de clorofila, unidade relativa, de plantas de tomate ‘Micro-Tom’, tipo
selvagem, com superexpressdo da MT-sHSP23.6 e com silenciamento da MT-sHSP23.6,
submetidas a uma dose de radiagdo UV-C no estddio vegetativo

Gendtipo Estresses Tempo apds aplicacdo do estresse Média fator
16h 64h 168h 336h estresse
Controle 10,16a"  12,06a 11,18a  12,09a 11,37 A
UvV-C 9,48 a 9,44 a 8,79 a 9,21 a 9,24 B
Selvagem —
Médiafator 979, josa  991a  1065a
tempo
Controle 8,26 a 7,54 a 7,82 a 8,14 a 7,94 A
Gendtipo com superexpressao UVv-C 8,09 a 9,23 a 7,72 a 8,64 a 8,42 A
da MT- sHSP23.6 sdi
Médiafator o190, g38a 7772  839a
tempo
Controle 991 a 9,64 a 11,54 a 10,85 a 10,42 A
Gendtipo com silenciamento UV-C 9,78 a 9,06 a 9,2a 8,96 a 9,25 B
da MT- sHSP23.6 sdi
Médiafator g o). 9354 10242 985a
tempo

" Médias comparadas dentro de cada genétipo e seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste Tukey
a 5% (n=10). Letras mindsculas comparacdes na linha, e maitsculas na coluna.

Fluorescéncia transiente da clorofila a
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Em todas as plantas, a intensidade de fluorescéncia da clorofila amostrou uma tipica
curva em fung¢do do tempo, e a partir das intensidades de fluorescéncia medidas foram
calculados os parametros estabelecidos pelo Teste JIP. A lista de alguns parametros encontra-
se na Tabela 2.

O efeito da radiagdo UV-C aplicada sobre os gendtipos de tomate da variedade Micro-
Tom no estadio vegetativo, sobre parametros de fluorescéncia da clorofila a estdo na Figura
5. Nesta figura estdo alguns dados dos parametros biofisicos derivados das curvas de
fluorescéncia transiente OJIP e alguns parametros do Teste JIP (STRASSER e STRASSER,
1995; STRASSER e STIRBET 1998; 2001; STRASSER et al., 2004;), sendo que todos os

dados foram normalizados para os respectivos controles.

Tabela 2 - Resumo dos parametros, formulas e sua descricio com dados extraidos de
fluorescéncia da clorofila a OJIP
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Parametros da fluorescéncia

Descri¢ao

Parametros extraidos

F,

FSO us

Fi100 s € F300 s
FJ c FI
Fp (= Fw)

Area

Intensidade de fluorescéncia no tempo t apds inicio da iluminagdo
actinica

Intensidade de fluorescéncia minima a 50 ps
Intensidade de fluorescéncia a 100 e300 ps, respectivamente

Intensidade de fluorescéncia no passo J (2 ms) e no passo I (30
ms), respectivamente

Fluorescéncia maxima no passo P

Area complementar total entre a inducao da curva de
fluorescéncia e F,

Parametros Derivados e Parametros OJIP

Fo = Fsq s

FM: FP

Vi = (F2 ms —Fo)/(Fy —F)
Vi= (F30 ms —Fo)/(Fy—Fo)
M, =4 (F300 us —Fo)/(Fn—Fo)

N = Sm * (My/V))
S,,= ECy/RC = Area/(F,,—Fy)

SS = VJ/MO

Fluorescéncia minima quando todos os centros de reagdo do FSII
estdo abertos

Fluorescéncia maxima quando todos os centros de reagcdo do FSII
estdo fechados

Fluorescéncia varidvel relativa no passo J (2 ms)
Fluorescéncia varidvel relativa no passo I (30 ms)
Declividade inicial (em ms'l) da fluorescéncia transiente V = f(t)

Numero de giros de redu¢do, oxidagdo e re-reducio de Qa no
tempo entre a luz ser ligada até atingir Fy

Area complementar total normalizada acima da curva OJIP

Area complementar total normalizada acima da curva transiente
entre os passos O e J

Rendimentos e razdes de fluxo

Ppo= TR()/ABS =1 —F()/FM = FV/FM

Pro= Ppo Wo= 1 — (Fy/Fy) = ET(/ABS
Yeo= ETo/TRy=1-V;
dro=REYETy= (1 - V)/(1 - V))

QPro = REy/ABS = Ppo X YEo X 6Ro

Rendimento quantico maximo fotoquimico primdrio em t=0

Rendimento quantico de transporte de elétrons de Q™ para o
intersistema de aceptores de elétrons

Probabilidade (no tempo 0) que um exciton capturado em mover
um elétron na cadeia de transporte de elétrons ap6s Qa”

Eficiéncia com que um elétron pode mover dos aceptores de
elétrons do intersistema reduzidos para os aceptores finais do FSI

Rendimento quantico de redugdo dos aceptores finais de elétrons
do FSI por f6ton absorvido

Fluxos especificos ou atividades expressas por centro de reacdo (RC)

ABS/RC = My x (1/V;) X (1/¢po)
TR()/RC = M()/VJ

ETy/RC = (My/Vy) X yeo = (Mo/Vy) X (1
- Vi)

REy/RC = (REy/ET,) x (ET,/CR)

Fluxo de absorc¢do por RC

Fluxo de energia capturado por RCem t=0
Fluxo de transporte de elétrons por RCemt=0

Reducido dos aceptores finais do lado aceptor de elétrons do FSI
nopor CRem t=0

Indice de Performance

PLps = (RC/ABS) x (@po/(1 - @po)) X
(Weo/(1 - YEo))

Pliotar = (RC/ABS) X (@po/(1 - @po)) X
(Weo/(1 - WEo)) X (Bro/(1 - BRro))

Indice de performance total

Indice de performance total , medindo a performance ate os
aceptores finais de elétrons do FSI
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Nas plantas do gendtipo selvagem (Figura 5SA) quando submetidas a radiagao UV-C
praticamente todos os parametros tiveram valores similares ao do controle, somente
foiidentificada pequena elevacdo para DIy/RC (razdo de dissipacdo total de energia de
excitacdo nao capturada do total de RC) no periodo de 16, 64 e 168horas, e retornando a
niveis de controle apds duas semanas da aplicacdo da radiacdo. Neste mesmo periodo houve
decréscimo, nos indices de performance Pl,,s (indice de performance) e Pl (indice de
performance total). Contudo, apds duas semanas da exposicao das plantas a radiacdo, ocorreu
recuperacao para esse genotipo, levando em conta esses ultimos parametros.

Nesse ensaio, os genotipos transformados, se comportaram de forma desigual.Para o
parametro Fo/Fy, que indica a producdo quantica basal do processo ndo-fotoquimico no
fotossistema II (FSII), que é amplamente utilizado como indicativo de estresse, o gendtipo
com superexpressao da MT-sHSP23.6(Figura 5B), em alguns periodos foi similar aos niveis
de controle e em outros momentos de maneira elevada. Enquanto, o gendétipo com
silenciamento da MT-sHSP23.6(Figura 5C), teve pequena decaida nesse parametro, para o
periodo de 64 e 168horas apds a exposicdo da radiacdo. Entretanto, na dltima andlise foi
superiorao controle, o mesmo evidenciado no gendtipo com superexpressao da MT-
sHSP23.6, nos periodos de 16 e 336horas, ou seja, essas plantas estavam em condi¢des
estressantes.

O parametro Fy/Fy,que € indicador da eficiéncia maxima do processo fotoquimico no
FSII, e como relatado na literatura, quando este parametroapresenta redugdes € porque
diminuiu a eficiéncia maxima do processo fotoquimico. No presente ensaio a radiacdo afetou,
em todos os periodos analisados, as plantas do gendtipo com superexpressio da MT-
sHSP23.6, enquanto que no gendtipo com silenciamento da MT-sHSP23.6 houve acréscimo

nos periodos de 16, 64 e 168horas com breve redu¢do no ultimo periodo.
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FolFm
(A) Pl total —L=>T—_ Fv/Fo
Pl abs Area
8 (Ro), ,Sm
W(Eo) [— N
o(Ro) N ~— ABSIRC
¢ (Eo)" g8 ‘Dlo/RC
o(Po)~ | | _—~TRoRC
REo/RC—ETo/RC
Fo/Fm
{B) Pl total 15— Fv/Fo
Pl abs Area
3 (Ro), .Sm
W(Eo) [— AN
d(Ro) -\ —ABSIRC
b (Eo)' -y 'DloRC
o(Po)~_ | | _~TRoRC
REo/RC—ETo/RC
Fo/lFm
(C} Pl total -~ 1=T—_FviFo
Pl abs Area
& (Ro) , ,8m
®(Ro) (/] ABSRC
¢ (Eo)" e ‘DlolRC
o POy~ | | “TRo/RC

REo/RC— ETo/RC

Figura 5 - Parametros do Teste JIP, em relacdo ao respectivo controle, obtidos a partir da
fluorescéncia transiente OJIP das clorofilas de plantas de tomate ‘Micro-Tom’ submetidas a
uma dose de radiagdo UV-C no estddio vegetativo. (A) gendtipo selvagem, (B) gendtipo
comsuperexpressao da MT-sHSP23.6 (C) gendtipo com silenciamento da MT-

sHSP23.6(—)controle,(--0--) 16h (--m--)64h(--0--)168h (--e--) 336h apds a aplicacdo da
radiacao UV-C.
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A drea complementar total entre a curva de inducdo de fluorescéncia e Fy (4rea) foi
reduzida para as plantas do genétipo com silenciamento da MT-sHSP23.6 nos periodos de 16
e 64 horas, mantendo-sesimilar ao controle nos demais periodos, enquanto as plantas do
genotipo com superexpressao da MT-sHSP23.6 a area foi praticamente similar ao controle.

Nas plantas do genétipo com silenciamentoda MT-sHSP23.6 a aplicagdo da radiacdo
UV-C provocou reducdo nos parametros: i: na drea complementar total acima da curva OJIP
(Sm); ii: o ndmero de giros de oxidagdo e re-oxidacao de Qa no tempo entre a luz ser ligada
até atingir Fy; (N), nos periodos de 16, 64 e 168 horas. Entretanto,nas plantas dogen6tipo com
superexpressaoda MT-sHSP23.6 ocorreu apenas reducio nestes parametros uma semana apos
a exposi¢do das plantas a radiacdo e nas demais coletaum pequeno acréscimo em relacio as
plantas controle.

Para as plantas dogenétipo com superexpressio da MT-sHSP23.6, somente ocorreu
acréscimo em relacdo ao controle no parametro (DIy/RC), nos periodos de 16 e 336 horas e no
parametro (RE¢/RC) um pequeno decréscimo apds uma semana da aplicacdo da radiacdo UV-
C, ou seja nao apresentou grandes alteragdes em relacdo aos fluxos especificos ou atividades
expressas por centro de reacdo: i: ao fluxo de absor¢do por centro de reacdo (ABS/RC); ii:
razdo de dissipagdo total de energia de excitacdo ndo capturada do total de centro de reagcdo
(DIy/RC); iii: méxima taxa pela qual um éxciton € capturado pelo centro de reagdo resultando
em uma reducdo de Qa (TR¢/RC); iv: re-oxidagdo de Q4 via transporte de elétrons em um
centro de reagdo ativo (ETy/RC) e v: redugdo dos aceptores finais do lado aceptor de elétrons
do FSI por centro de reagao.

Observou-se para as plantas do mesmo genétipo que os pardmetros que descrevem 0s
rendimentos e efici€ncias, pouca alteracdo em relacdo ao genétipo selvagem. Destacando
pequena reducdo na eficiéncia com que um elétron pode mover dos aceptores de elétrons do
intersistema reduzidos para os aceptores finais do FSI (dgr,)para o periodo de 168 horas (uma
semana) apOs a exposi¢cdo das plantas a radiacdo. Porém, no gendtipo comsilenciamento da
MT-sHSP23.6 no parametrodgr,e no parimetro que descreve o rendimento quantico de
reducdo dos aceptores finais de elétrons do FSI por féton absorvido (gg,) ocorreu maiores
decréscimos nos periodos de 16, 64 e 168 horas.

Por intermédio dos indices de performance, Pl € Pl pode-se perceber que o
gendtipo com superexpressdo da MT-sHSP23.6exibiureducdo em todos os periodos, para
esses dois parametros, demonstrando que ocorreu uma diminuicdo na capacidade de

conservagao de energia.
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Nogenotipo com silenciamento da MT-sHSP23.6 somente o Pl houve reducdo.
Todavia, ap6s duas semanas, esse ultimo gendtipo, comegou a retornar proximo aos niveis do
controle. Entretanto, esse genotipo, o Pl,,s, manteve-se elevado para os periodos de 16, 64 e
168 horas apds a exposicdo a radiacdo e somente na ultima andlise decresceu em relagdo ao

controle.

Trocas gasosas

Ataxa assimilatdria liquida de CO; (A, umol COzm'2 s'l), condutancia estomatica (gs,
mol H,O m> s'l) e concentracdo intercelular de CO, (G, pmolCOzmol'l) para todos os
genotipos das plantas de tomate da variedadeMicro-Tom com a aplicagdo da radiacdo UV-C
no estadio vegetativo (56 DAS) estdo representados na Tabela 3, 4 e 5, respectivamente.

Nas plantas do genétipo selvagem verificou-se interacdo entre a aplicagdo da radiacao
UV-C e o tempo apds a aplicagdo do estresse para a taxa assimilatdria liquida. Na Tabela 3
observa-se que a taxa assimilatéria liquida de CO, foi maior nas plantas controle. A excecao
da coleta correspondente ao periodo de 168 horas apds a aplicacdo do estresse, onde as A
foram similares.

Os resultados da taxa assimilatéria liquida de CO;para as plantas dogendtipo com
superexpressao da MT-sHSP23.6ndo apresentaram interacdo entre os fatores analisados.
Contudo, em relagdo aos fatores principais observou-se que a aplicacdo da radiacdo UV-C
provocou um media de A menor do que as plantas controle. Contudo, apesar de ndo
significativamente diferentes, as taxa assimilatéria liquida de CO, nas plantas tratadas com
UV-C foram ligeiramente menores do que as plantas controle, principalmente logo apds a
aplicacdo do estresse. Em relacdo as plantas com silenciamento da MT-sHSP23.6, ndo foi

observado efeito dos fatores analisados.
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Tabela 3 - Taxa assimilatéria liquida de CO; (A, umol CO, m> s'l) de plantas de tomate
‘Micro-Tom’, tipo selvagem, com superexpressao da MT-sHSP23.6 e com silenciamento da
MT-sHSP23.6, submetidas a uma dose de radiagao UV-C no estadio vegetativo

Gendtipo Estresses Tempo ap6s aplicac@o do estresse Mectla fator
16h 64h 168h 336h estresse
Controle 12,757 a* 13,941 a 12,055a 11,312a 12,541 A
UV-C 8,278 b 11,574 b 16,196a  11,530b 11,668 A
Selvagem
Médiafator 16518 12758ab  14.125a  11.421b
tempo
Controle 11,023a 11,920a 9,864a 13,634 a 11,610 A
Gen6tipo com Uv-C 7451a 10,855a 7593a  11,968a 9,494 B
superexpressdao da MT-
sHSP23.6 Médiafator =g )37 1447ab  8855¢  12.801a
tempo

Controle 11,174 a 12,100 a 13,0262 13373a 12386 A
. Genétipo com UV-C 9,276 a 12,031 a 12,4012 112042 11,166 A
silenciamento da MT-

sHSP23.6 Média fator
tempo

10,225 a 12,065 a 12,714 a 12,289 a

" Médias comparadas dentro de cada gendtipo e seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste Tukey
a 5% (n=5). Letras mintdsculas comparagdes na linha, e maitdsculas na coluna.

Nas plantas do genétipo selvagem verificou-se interacdo entre a aplicagdo da radiacao
UV-C e o tempo ap6s a aplicacdo do estresse para a condutancia estomdtica. Na Tabela 4
observa-se que nas plantas controle a condutancia estomdtica ndo variou significativamente
em funcdo do tempo. Contudo, para as plantas deste genétipo que foram tratadas com a
radiagdo UV-C os menores valores de condutincia estomatica foram obtidos 16 horas apos a
aplicacdo da radiacdo UV-C. Em relacdo ao fator aplica¢do do estresse nao foram observadas
diferencas significativas entre as plantas controle e as que foram submetidas a aplicagdo da
radiacao UV-C.

Para as plantas do genétipo com superexpressdo da MT-sHSP23.6 houve diferenca
entre as médias dos tratamentos, sendo que as plantas que foram submetidas a aplicacdo da
radiacio UV-C apresentaram uma reduc¢do de aproximadamente 16% na condutincia
estomdtica em relagdo ao controle. Neste gendtipo também ocorreu uma variagdo nas médias
em relacdo aos periodos das andlises apds a aplicacdo da radiacdo, ou seja, o fator tempo. Essa
variacdo entre o menor valor e o maior correspondeu a uma diminuicdo de 48%, para este
genotipo.Para as plantas do gendtipo com silenciamentoda MT-sHSP23.6 ndo houve
diferenca quando considera-se o fator aplica¢do da radiacdo, somente em relagdo ao periodo
de andlise, sendo que os menores valores foram obtidos as 16 horas apds a aplicacdo do

estresse.
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Tabela 4 - Condutancia estomética (gs, mol H,O m> s'l)de plantas de tomate ‘Micro-Tom’,
tipo selvagem, com superexpressdo da MT-sHSP23.6 e com silenciamento da MT-sHSP23.6,
submetidas a uma dose de radiagdo UV-C no estadio vegetativo.

Genétipo Estresses Tempo apds aplicag@o do estresse Meédia fator
16h 64h 168h 336h estresse
Controle 0,285 a’ 0,248 a 0,218 a 0,287 a 0,262 A
Uv-C 0,152b 0,211ab 0,335a 0,253 ab 0,233 A
Selvagem :
Médiafator 519, 02294 02772  0270a
tempo
Controle 0,272 a 0,233 a 0,184 a 0,332 a 0,255 A

Genoétipo com

~ UV-C 0,147 a 0,240a 0,143a 0,309 a 0,212 B
superexpressao da MT- :
sHSP23.6 Médiafator 5091 0236ab 01665  0,320a
tempo
Controle 0,234 a 0,211 a 0,222 a 0,326 a 0,250 A
Gendtipo com silenciamento UVv-C 0,177 a 0,215a 0,242 a 0,26 a 0,222 A
da MT- sHSP23.6 ST
Médiafator ) o5y 0211ab 0232ab 0293
tempo

" Médias comparadas dentro de cada gendtipo e seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste Tukey
a 5% (n=5). Letras mintdsculas comparagdes na linha, e maitdsculas na coluna.

Em relagc@o a concentracao intercelular de CO; (C;, umol CO;, mol'l) (Tabela 5), esta
foi insensivel ao tratamento por UV-C, em todos os gendtipos, sendo que somente gendtipos
transformados apresentaram diferencas entre os periodos ap6s a aplicacdo da radiagao UV-C.
Nas plantas que possuem a superexpressdo da MT-sHSP23.6 os menores valores de C; foram
determinados entre 64 e 168 horas apds a aplicacdo da radiagdo UV-C, diferentemente da
plantas com silenciamento da MT-sHSP23.6 que os menores valores da concentra¢do interna

de CO, foram obtidos entre as 16 e 168 horas.
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Tabela 5 - Concentracdo intercelular de CO; (G;, pmolCOzmol'l) de plantas de tomate
‘Micro-Tom’, tipo selvagem, com elevada expressdo da MT-sHSP23.6 e com baixa expressao
da MT-sHSP23.6, submetidas a uma dose de radiacdo UV-C no estadio vegetativo

Gendtipo Estresses Tempo ap6s aplicag@o do estresse Média fator
16h 64h 168h  336h estresse
Controle 288.,7 a’ 268.8 a 266,1a 293,0a 279,8 A
UV-C 276,1 a 268,6a 2789a 285,7a 2772 A
Selvagem

Média fator tempo 2824 a 268,7 a 272,5a 2893a

_ Controle 296,1a  277.7a 2635a 2951a 283,1 A
Gentipo com UV-C 2829a  2854a 260.8a 300,6a 283,5 A
superexpressdo da MT-
sHSP23.6 Média fator tempo ~ 289,5ab  281,1bc  2623¢ 2979a
_ Controle 2834a  2688a 2566a 297.7a 2777 A
_ Gentipo com UV-C 2807a  2682a 2699a 289.8a 2775 A
silenciemento da MT-
sHSP23.6 Média fator tempo~ 282,0ab  268,5b  2633b 293,7a

"Médias comparadas dentro de cada gendtipo e seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste Tukey
a 5% (n=5). Letras minudsculas comparagdes na linha, e maitsculas na coluna.

Ensaio 2 - Efeito da aplicacao da radiacdo UV-C durante o estadio reprodutivo sobre
caracteristicas fotossintética em plantas transformadas e nao transformadas de tomate

‘Micro-Tom’ com diferentes expressoes da sHSP23.6 mitocondrial

Indice de clorofila

Os dados do indice de clorofila para os genétipos das plantas de tomate da variedade
Micro-Tom com aplicagdo de radiagao UV-C realizada no inicio do estddio reprodutivo (64
DAS) e com nova aplicagao apds 10 dias estdo contido na Tabela 6.

Para as plantas do geno6tipo selvagem nao foi observada interagdo significativa entre os
fatores analisados. Contudo,a aplica¢do da radiagdo UV-C provocou redugdo dos valores
médios do indice de clorofila (Tabela 6). Em rela¢do ao periodo de tempo apds a aplicagdo da
radiacdo, os menores indices de clorofilas foram medidos apds a segunda aplicagdo da
radiagdo. Nas plantas genétipo com superexpressdo da MT-sHSP23.6 foi identificada
diferenca significativa para o fator tempo, onde o menor indice de clorofila foi medido a 168
horas apds a segunda aplicacdo do estresse, diferindo apenas do periodo de 64horas apds a
primeira aplicacdo de UV-C. Contudo deve-se ser destacado que as plantas deste genétipo
apresentaram os menores indices de clorofila quando comparados com as plantas dos demais

genotipos.
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Tabela 6 - Indice de clorofila, unidade relativa, de plantas de tomate ‘Micro-Tom’, tipo
selvagem, com superexpressdo da MT-sHSP23.6 e com silenciamento da MT-sHSP23.6,
submetidas a duas doses de radiacdo UV-C no estadio reprodutivo

Tempo ap6s aplicag@o do estresse Média
Gendtipo Estresses Primeira aplicagdo UV-C Segunda aplicagdo UV-C fator
16h 64h 168h 16h 64h 168h estresse

Controle 13,48 a’ 13,33 a 13,17a 1292 a 1249 a 11,7a 12,85 A

Selvagem Uv-C 14342 1309a  1184a 11,17a 1099a 925a  11,78B
Mijﬁlfi“’r 1391a  1321ab 1251ab 1205bc 11,74bc 1047 ¢

Gendtipo com Controle 89a 9,38a 924a  956a 93la 839a 9,13 A

Supilf’ﬁf;_ssao UV-C 10,15a  104a  928a 855a 8,13a 787a  906A
sHSP23.6 Migﬁgf;tor 952ab  989a  926ab 9,06ab 872ab 8,13b

Genétipocom ~ Comtrole  1179a  1236a  1146a 128la 1257a 1122a 12,03A

Silegci&r%emo UV-C 1321a 12,11a 1127ab 1144a 987ab 856b 11,09B
a - L.
SHSP23.6 Mi‘eiﬁ;gmr 1250a  1224a 1136ab 1220a 11,37ab 9.89b

" Médias comparadas dentro de cada gentipo e seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste Tukey
a 5% (n=10). Letras mindsculas comparacdes na linha, e maidsculas na coluna.

Foi verificado efeito significativo entre a aplicacdo da radiagao UV-C e tempos apds a
aplicacdo para o indice de clorofila nas plantas do gendtipo com silenciamentoda MT-
sHSP23.6 (Tabela 6). Devendo ser destacado que as plantas deste genétipo apresentaram
menores voleres de indice de clorofila quando submetidas a radiagdo UV-C, principalmente

apo6s a segunda aplicagdo da radiacdo.

Fluorescéncia transiente da clorofila a

A razdo Fy/Fy, que indica a produgdo quantica basal do processo nao-fotoquimico no
FSII, sendo utilizado com indicativo de estresse, manteve-se um pouco acima do controle
para as plantas do genodtipo selvagem (Figura 6A) e com superexpressioda MT-sHSP23.6
(Figura 6B), indicando o efeito estressante da aplicacdo da radiagdo UV-C, consideram

apenas este parametro.
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Figura 6 - Parametros do Teste JIP, em relacdo ao respectivo controle, obtidos a partir da
fluorescéncia transiente OJIP das clorofilas de plantas de tomate ‘Micro-Tom’ submetidas a
duas doses de radiacdo UV-C no estddio reprodutivo. (A) gendtipo selvagem, (B) gendtipo

com superexpressdao da MT-sHSP23.6,(C)genétipo com silenciamento da MT-sHSP23.6(—)
controle, (--0--) 16h apds 1* aplicagdo, (--m--) 64h apds 17 aplicacdo, (--o--) 168h apds 1*
aplicacdo, (--e--)16h apds 2% aplicagdo, (--a--) 64h apds 2* aplicacdo,(--a--) 168h apds 2*
aplicacdo de radiacao UV-C.
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A razdo Fy/F, foi ligeiramente inferior para as plantas tratadas com radiagdo UV-C
quando comparadas com as controle para estes dois genétipos. Entretanto, as plantas do
genotipo com silenciamento da MT-sHSP23.6 (Figura 6C) apresentaram comportamento
inverso ao observado para os demais gendtipos quando se compara estes dois parametros.

A area complementar total entre a curva de inducdo de fluorescéncia e Fy, a drea
complementar total normalizada acima da curva OJIP (S,,), € o nimero de giros de redugdo,
oxidacdo e re-reducdo de Q4 no tempo entre a luz ser ligada até atingir Fy (N), aumentaram
nas plantas dos genétipos selvagem (Figura 6A) e do gendtipo com superexpressao da MT-
sHSP23.6 (Figura 6B) no periodo de 64 horas apds a primeira aplicacdo da radiacdo e uma
reducdo progressiva para os dois genotipos transformados no periodo de 168 horas apés a 1°
radiacdo e 16 horas apds a segunda aplicacdo da radia¢do. Sendo que no ultimo dia de anélise,
o gendtipo com superexpressao da MT-sHSP23.6retornou aos niveis das plantas controle, em
relacdo a esses parametros.

Em relagdo aos fluxos especificos ou atividades expressas por centro de reacdo (RC),
para o gendtipo com superexpressio da MT-sHSP23.6(Figura 6B), esses parametros
comportaram-se de maneira similar aos encontrados no ensaio 1. Aumento nos parametros
DIy/RC (razdo de dissipagdo total de energia de excitagdo nao capturada do total de centro de
reacdo), ABS/RC (fluxo de absor¢do por RC) e REy/RC (redugdo do aceptor final de elétrons
no lado aceptor de elétrons do FSI por RC, no tempo = 0), somente para 64 horas da 1*
radiacdo, seguido de acentuado decréscimo no parametro RE(/RC apés 16 horas da 2°
aplicacdo da radiagcdo e retornando a niveis de controle no final. As plantas do genétipo
selvagem (Figura 6A) apresentaram maior elevacdo no parametro DIy/RC, provavelmente
pela tentativa de dissipacdo de energia em excesso na forma de calor.

As plantas dogenétipo com silenciamento da MT-sHSP23.6(Figura 6C),
demonstraram um aumento em ABS/RC e DIy/RC, no periodo de 64 horas apds a 2 aplicac@o
da radiacdo. Nesses parametros também ocorreu nos periodos de 64 e 168 horas apds a 1*
aplicacdo um decréscimo. O parametro que descreve a reducao do aceptor final de elétrons no
lado do aceptor de elétrons do FSI por RC no tempo = 0 (REy/RC), mostrou decréscimo a
partir do periodo de 64 horas apds a primeira exposicao das plantas.

Para os parametros que descrevem os rendimentos e razdes de fluxos, as plantas do
genoétipo selvagem (Figura 6A)novamente apresentaram respostas similares as obtidas no
ensaio 1, com pequenas alteracdes em relagdo ao controle. Nos gendtipos transformados, os
parametros que mais tiveram oscilacdes em relacdo ao controle foram @r, €dr,, que explicam

o rendimento quantico de reducdo dos aceptores finais de elétrons do FSI por féton absorvido,
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e eficiéncia com que um elétron pode mover dos aceptores de elétrons do intersistema
reduzidos para os aceptores finais do FSI, respectivamente e, sendo que o periodo em que
apresentou maior declinio foi 16 horas apés a 2* aplicacdo da radiagdo, ou seja, a agao de
duas aplicagdes foi mais prejudicial que somente uma, como no ensaio 1.

Considerando os indices de performance, Pl,pse Plioy, verificou-seprincipalmente que
apos a segunda aplicacdo da radiagdo UV-C, até o final das andlises, ocorreu um acentuado
decréscimo nesses indices de performance nos gendtipos com superexpressao da MT-
sHSP23.6 (Figura 6B) e no selvagem (Figura 6A). Entretanto, no genétipo com silenciamento
da MT-sHSP23.6 (Figura 6C)também houve redugdes no Pliy,, onde somente permaneceu
em niveis de controle apds as 16 horas do primeiro estresse, porém apds esse periodo até o
final do experimento houve um decréscimo acentuado para o Pliy,, demonstrando resposta
similar a aplicacdo da radiacdo no estddio vegetativo. No parametro Pl,,s0 genétipo com
silenciamento da MT-sHSP23.6 reduziu nos periodos de 16 e 168 horas da primeira aplicacio
e 16 e 64 horas apds a segunda aplicacdo, no entanto uma semana apds a segunda aplicagdo,

se encontrava em niveis de controle.

Trocas gasosas
Os dados das trocas gasosas:taxa assimilatéria liquida de CO; (A, umol CO, m> s'l),

2 s'l) e concentracdo intercelular de CO, (C;,

condutancia estomadtica (gs, mol H,O m’
pmolCOzmol'l) estdo representados na Tabela 7, 8 e 9, respectivamente.

A taxa assimilatoria liquida de CO, (A) (Tabela 7), nas plantas do gendtipo selvagem,
apresentaram diferenca entre as plantas que foram submetidas a aplicacio da radiacdo UV-C e
as controle. Porém, também ocorreram reducdes na taxa assimilatdria liquida do tratamento
controle. Contudo ndo se observou interferindo na média de A. Entretanto as médias do fator
tempo foram menores entre os periodos de 16 e 168 horas apds a segunda aplicagdo da
radiacao UV-C.

Para as plantas do gendtipo com superexpressdao da MT-sHSP23.6, os resultados da
taxa assimilatoria liquida de CO;ndo apresentaram interacdo entre os fatores analisados.
Contudo, observou-se que a aplicacdo da radiagdo UV-C provocou um média de A menor
(29%) do que as plantas controle. Entretanto, apesar de ndo significativamente diferentes, as
taxa assimilatdria liquida de CO, nas plantas tratadas com UV-C foram ligeiramente menores
do que as plantas controle.

Em relacdo as plantas com silenciamento da MT-sHSP23.6, ndo foi observado

diferenca entre os tratamentos. Contudo, observou-se que a aplicacdo da radiacdo UV-C
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reduziu a taxa fotossintética em 22% em relacdo as plantas controle e as médias do fator
tempo foram menores nos periodos entre 64 horas apds a primeira aplicagdo e 168 horas apds

a segunda aplicagao.

Tabela 7 -Taxa assimilatoria liquida de CO, (A, umol CO, m> s'l) de plantas de tomate
‘Micro-Tom’, tipo selvagem, com superexpressio da MT-sHSP23.6 e com silenciamento da
MT-sHSP23.6, submetidas a duas doses de radiacdo UV-C no estdadio reprodutivo

Tempo ap6s aplicagc@o do estresse Média
Gendtipo Estresses Primeira aplicagdo UV-C Segunda aplicacio UV-C fator
16h 64h 168h 16h 64h 168h estresse

Controle 13,70 a" 12,05 ab 11,31 ab 11,00ab 10,16 b 10,86 ab 11,42 A
Selvagem UvV-C 10,50 b 16,19 a 11,13 b 7,87 ¢ 10,13 b 11,25b 11,14 A

Média

12,10ab 14,12a 11,22 b 9,61c 10,14 bc 11,06 be
fator tempo

Gentipo com Controle 14,796 a 9,864 a 13,634 a 12,406 a 11,296 a 9,449 a 11,908 A

SUPEreXpressao  yyy_c 9,686a 7,593a  10,144a  6,72a  8,553a  7.872a 8411B

da MT-

sHSP23.6 Média 1) 5h5,  8855¢ 12.083ab 9.879bc 9.925bc  8.660c
fator tempo

Gentipo com Controle 16,982a 14,827 a 13,373 a 14,467 a 13,266 a 12,819a 14,303 A
silenciamento UvV-C 12,236 a  12401a 12957 a 8,592a 10,103 a 9,641 a 11,130 B

da MT-

sHSP23.6 Média 4 000 13441ab 13.165ab 11.856b 11.685b 11457 b
fator tempo

* Médias comparadas dentro de cada gendtipo e seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste
Tukeya 5% (n=5). Letras mindsculas comparag¢des na linha, e maidsculas na coluna.

Em relacdo acondutancia estomaética (gs,) (Tabela 8), todos os genétipos apresentaram
interacdo entre os fatores analisados, ou seja foram sensiveis ao tratamento por UV-C. Dessa
forma, o genétipo selvagem, com superexpressao da MT-sHSP23.6 e com silenciamento da
MT-sHSP23.6 apresentaram reducdes no tratamento por UV-C, em relacdo as médias dos
tratamentos de 12%, 22% e 25% respectivamente.

Também se verificou interac@o entre a aplica¢dao da radiacdo UV-C e o tempo apds a
aplicacdo do estresse para a condutancia estomdtica. Contudo, observa-se que nas plantas
controle a condutancia estomdtica também variou significativamente em funcao do tempo.

Para o gendétipo selvagem a variacdo nas médias em relagdo aos periodos das andlises
apos a aplicacao da radiacdo, ou seja, o fator tempo, a condutincia estomética foi menor entre

os periodos de 16 horas apds a primeira aplicacdo e 16 horas da segunda aplicacdo da
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radiacdo UV-C. No gend6tipo com superexpressdo da MT-sHSP23.6 essa interacdo foi menor
nos periodos de 64 horas apds a primeira aplicac@o e 16 horas apds a segunda aplicacdo, e no
genotipo de com silenciamento da MT-sHSP23.6 as menores médias dessa interacdo foram

entre os periodos de 64 horas ap6s a primeira aplicacdo e 16 horas apds a segunda aplicagao.

Tabela 8 - Condutancia estomatica (gs, mol H,O m™> s'l) de plantas de tomate ‘Micro-Tom’,
tipo selvagem, superexpressio da MT-sHSP23.6 e com silenciamento da MT-sHSP23.6,
submetidas a duas doses de radiacdo UV-C no estddio reprodutivo

Tempo ap0s aplicagdo do estresse Média
Gen6tipo Estresses Primeira aplicagio UV-C Segunda aplicacio UV-C fator
16h 64h 168h 16h 64h 168h estresse

Controle 0,351a" 0218b 0,287ab 0298ab 0371a 0,362a 0317 A

Selvagem uv-c 0213b 0335ab 0251b  0,125c  0369a 033a  0276B
Media fator 5o 0277bc  0269¢  0221c  0370a 0348 ab
tempo

Gentipocom ~ Comtrole  0439a  0.184c  0332b  0321b 0343ab  0305b 0321 A

supfélraeﬁfressﬁo Uv-C 0,233 b 0,143¢ 0,270ab 0,124 ¢ 0,330 a 0,354 a 0,250 B
sHSP23.6 Média fator

0,347a 0,166b  0,304a 0,233b  0,336a 0,329a
tempo

Gengtipocom ~ Comtrole  0457a  0264c  0326b  0307b  0388a 03%a 0362A

Silegcili‘;‘%emo UV-C 0251a 0242a 0289a 0,158b 0362a 0307a 0270B
a - .
sHSP23.6 Médiafator 53500 0251b  0308ab 0241b  0375a 0358a

tempo

" Médias comparadas dentro de cada gendtipo e seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste Tukey
a 5% (n=5). Letras mintdsculas comparagdes na linha, e maitsculas na coluna.

Em relacdo aconcentracio intercelular de CO, (Cjumol CO, mol'l) (Tabela 9), nido
houve diferenca entre os tratamentos, para nenhum gendtipo. Entretanto todos os gendétipos
apresentaram diferengas entre os periodos apds a aplicagdo da radiacdo UV-C. Os menores
valores de C; foram determinados nas plantas que possuem superexpressao da MT-sHSP23.6 e
som silenciamento da MT-sHSP23.6, entre os periodos de 64 horas da primeira aplicacdo e 16
horas da segunda aplicac@o da radiagdo UV-C. Para o genétipo selvagem, os menores valores
foram obtidos entre os periodos de 16 horas da primeira aplicacdo e 16 horas apds a segunda

aplicacdo da radiacao UV-C.
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Tabela 9 - Concentracdo intercelular de CO, (C;, umolCO, mol'l) de plantas de tomate
‘Micro-Tom’, tipo selvagem, com superexpressdo da MT-sHSP23.6 e com silenciamento
da MT-sHSP23.6, submetidas a duas doses de radiacao UV-C no estddio reprodutivo

Tempo ap6s aplicag@o do estresse Média
Gendtipo Estresses Primeira aplicagdo UV-C Segunda aplicagdo UV-C fator
16h 64h 168h 16h 64h 168h estresse

Controle  298,9 a’ 266,1b  2930a 302,6 a 3214 a 313,4a 300,5 A

UV-C 284,6b  2789b 289,6b 2642 ¢ 321,7a  306,9ab 292,7A
Média

fator 291,8bc  272,5c¢c 291,3bc  285,6bc 321,6a 310,2ab

tempo

Selvagem

Controle  3059a 263,5a 295,1a 298,6a 3112a 3119a 297,7A

Gendtipo com
superexpressio  UV-C  2957a 260,8a 3025a 2763a 3249a  327.4a 300,1 A
da MT- 1
HSPY Média
SHSP23.6 fator 3013b 2623c¢ 2984bc 2887bc 3180ab 319.7a
tempo

Controle 298,6a 2629a 297,7a 283,5a 307,8 a 3043a 2942 A
Gendtipo com
silenciamento UV-C 283,5a 2699a 2909a 273,8 a 320,6 a 3104a 2916 A

da MT- Média
sHSP23.6 fator 291,1bc  2669c 2943bc  2792c¢ 3142a 3069 ab
tempo

" Médias comparadas dentro de cada gentipo e seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste Tukey
a 5% (n=5). Letras minudsculas comparagdes na linha, e maidsculas na coluna.

DISCUSSAO

Muitos trabalhos relatam sobre o uso da radiacdo UV-C para reduzir a incidéncia e
severidade de doencas na pds-colheita dos frutos e retardar o amadurecimento dos frutos
(NIGRO et al., 1998; GONZALEZ-AGUILAR et al., 2004; LIU et al., 2012; LU et al., 2013;
TIECHER et al., 2013), entre outras aplica¢des. Contudo, muito pouco € abordado em relagao
aos efeitos fisioldgicos no metabolismo primério, como a fotossintese. Daloso et al., (2009),
enfatizam que investigagdes cientificas a cerca dos efeitos da radiacdo UV-C sdo importantes
pelas semelhancas das respostas bioldgicas ao espectro da radiacdo UV biologicamente ativa
(UV-B). Bolige et al., (2005)corroboram com esta informagao, que organismos fotossintéticos
nao podem escapar da radiacdo solar, pois necessitam da energia solar para o transporte de
elétrons da fotossintese.

E comum, em situagdes de estresse, ocorrer alteracdes no indice de clorofila

(ADAMSKI et al., 2011; HUTHER, 2011; LARRE et al., 2013).No entanto, nesse

experimento, tanto para o ensaio 1 quanto no 2, nao houve influencia do estresse por radiagdo
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UV-C no indice de clorofila para o genétipo com superexpressao da MT-sHSP23.6. Contudo,
para as plantas dos gendtipos selvagem e com silenciamento da MT-sHSP23.6estes
apresentaram tanto no ensaio 1 quanto no segundo, reducgdes, sendo que no ensaio 2,
principalmente apds a segunda aplicagdao de UV-C.

Essa reducdo no indice de clorofila pode ser devido a foto-oxidagdo das clorofilas,
pois segundo Engel e Poggiani (1991),em casos de alta densidade luminosa a velocidade de
decomposicao dessas moléculas pode ser elevada, e, ou,em virtude da sobreposi¢ao de outros
pigmentos, sobre as clorofilas, interferindo na anélise. Este fato pode estar relacionado aos
carotenoides, bem como aos flavonoides, que possuem vérias fungdes, além da atuacdo na
pigmentacdo da planta e na protecdo contra a radiagdo UV, de forma a atenuar os efeitos de
comprimento de onda curto, evitando a produgdo de radicais livres (KOLB et al., 2001;
HUBER e RODRIGUES-AMAYA, 2008; AGATI e TATTINI, 2010). No presente
experimento foi verificado que algumas colora¢des arroxeadas, em algumas folhas, em ambos
os ensaios. Isso condiz com o que foi verificado por Rai et al., (2011) que analisando os
pigmentos fotossintéticos apds a exposi¢ao das plantas A. annua a radiagdo UV-C e B,
identificam um declinio no teor de clorofila total de 35,2% para UV-C enquanto que no teor
de carotenoides aumento em 55,5% para o tratamento com UV-C, além de maior incremento
de flavonoides.

Klein (2014), afirma quehd maior teor de flavonoides em plantas do género
Alternanthera quando expostas a radiacdo UV-C, e que tanto radiacdoes UV-B e C atuam
como elicitor desse metabdlito. O mesmo encontrado por Reis (2013), complantas do mesmo
género, e diferentes qualidades de luz, concluindoque o maior incremento de flavonoides € na
luz azul.Meng et al., (2004), relata que a luz azul promove a expressdo de genes da rota dos
flavonoides, que sdo ativados pelo recebimento de luz nas folhas, iniciando a sinalizag¢do e os
fotorreceptores como fitocromo, criptocromo, sendo que Tevini e Teramura (1989)
consideram que a radiacdo ultravioleta atua na fotorregulacdo desses compostos.

Em estudos sobre a biossintese de flavonoides e sua relacdo com estresses, observou
que as plantas em condi¢des de estresse geralmente aumentam a producdo de compostos do
metabolismo secunddrio, com aumento na producdo de pigmentos e flavonoides (WINKEL-
SHIRLEY, 2002). Estes pigmentos possuem a capacidade de absorver luz na regido
ultravioleta, e que o actimulo de flavonoides sdo respostas desse estresse em plantas.

No presente experimento, também, ocorreuo desenvolvimento de clorose na nervura
principal, e com o transcorrer do experimento essas se encontravam nas nervuras secundarias,

o que pode ter ocasionado algumas redugdes no IC, corroborando com o encontrado por Rai
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et al., (2011). Além disso, pode ter contribuido para a inducao da senescéncia, principalmente,
nas folhas mais velhas. Dessa maneira, pode-se supor que a radiacdo UV-C, além de causar
fotodanos, pode ter proporcionado a estimulacdo da biossintese do etileno, pois Gonzalez-
Aguilar et al., (2004) e Tiecher et al., (2013), relatam que em frutos de péssego e tomate,
quando aplicados radiagdo UV-C, ha o estimulo na producao de etileno em comparagdo com o
controle.

Essas reacdes desencadeadas pela radiacao UV-C, afetam também a eficiéncia
fotoquimica da fotossintese, pois essa também depende do comprimento de onda, ou seja,
essa eficiéncia diminui com a redu¢do do comprimento de onda (MAUZERRAL,
2013).Através da andlise da fluorescéncia da clorofila € possivel estimar o comportamento de
um vegetal em condicdes estressantes, sem que ainda demonstre sintomas, identificando os
possiveis efeitos do estresse sobre o fluxo energético na cadeia de transporte de elétrons da
fotossintese. No presente experimento, por meio das andlises de fluorescéncia da clorofila a,
foi possivel perceber que a fase fotoquimica, em determinados periodos tolerou e relutou a
acdo dessa radiag¢do, mas isso nao foi evidenciado em todos os genétipos.

Esses dados desuniformes em relagdo aos gendtipos podem ser devido a doses
excessivas de radiacdo ultravioleta, que afetam a estrutura dos cloroplastos, podendo inclusive
ocasionar desorganizacio e ruptura da membrana dos tilacéides (HE et al., 1994; KOVACS e
KERESZTE, 2002). Isso se torna coerente, pois os fotossistemas estdo inseridos nessas
membranas. Além disso, Costa et al., (2006) enfatizam, que isso poderia libertar clorofilas dos
complexosproteina-pigmento, ou seja, pode ocorrer desencadeamento de uma distribui¢ao
anormal de clorofilas nas folhas, interferindo, também, nas propriedades de absorcao.

De modo geral, o genétipo selvagem, foi o que menos demonstrou sintomas, € quando
presentes em menor intensidade, nos dois ensaios. Desta forma, ao final do ensaio 1
evidenciou-se uma recuperacao nas plantas deste gendtipo. Assim, sugerindo quese no estadio
reprodutivo, também fosse aplicada s6 umavez a radiagcdo, esse gendtipo se comportaria de
maneira similar ao ensaio 1.

Em geral, para os dois ensaios, as plantas do genétipo com superexpressao da MT-
sHSP23.6apresentaram comportamento similar, ou seja apresentaram reducdes tanto no Pl
como no Pliy,. Isso também foi verificado por Huther (2011), para 0 mesmo genétipo quando
expostas ao estresse por alagamento. Entretanto, esse genétipo quando submetidos a
temperaturas elevadas apresenta acréscimos nos indices de performance ao longo do

tratamento (HUTHER et al., 2013).
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Nos dois ensaios, o gendtipo com superexpressao da MT-sHSP23.6mostrou reducao
mais dréstica nos indices de performanceas 16 horas apds a segunda aplicagdo da radiagdo.
Tal fato demonstra que, para o genétipo com superexpressao da MT-sHSP23.6, o intervalo de
dez dias entre uma aplicacdo e outra, foi pequeno para a planta recuperar do primeiro estresse.
Contudo, apds uma semana do segundo estresse, a maioria dos parametros analisados
estavampréximos aos obtidos nas plantas controle, sugerindo que poderia haver uma
recuperacdo por completo dos danos ocasionados pela radiacio UV-C ao aparato
fotossintético desse gendtipo, demonstrando assim uma possivel correlagdio com a
superexpressao proteina sHSP23.6, nesse genétipo.

Em sintese, para as plantas dos genétipos selvagem e com superexpressdao da MT-
sHSP23.6, nos dois ensaios, ocorreu correlacdo entre alguns parametros obtidos a partir da
fluorescéncia da clorofila, de formaque quando o Pl diminuiu ocorreu reducdo na
eficiéncia fotoquimica de transporte de elétrons e aumento de DI,/RC. Nesses genotipos
também ocorreu maior fluxo de absorcdo por centro de reacao (ABS/RC), principalmente para
o segundo ensaio, apds o periodo de 64 horas das aplicagdes das radiacdes. Mas o aumento
em ABS/RC, também pode representar que o fotossistema teve incremento aparente do seu
complexo-antena, para poder compensar a elevada dissipacdo de energia, ou perda de energia
fotoquimica (CHRISTEN et al., 2007), na tentativa de manter uma atividade mais préxima do
normal.

Em relacdo ao gendtipo com silenciamento da MT-sHSP23.6, este foi o que mais
demonstrou alteragdes nas andlises de fluorescéncia das clorofilas, e dependendo do periodo e
do ensaio, este apresentava oscilagdes, o que pode ter sido ocasionado pela clorose na nervura
principal, e pela inducdo da senescéncia. Porém, houve oscilacdes no rendimento quantico
efetivo da conversdo da energia fotoquimica (F,/F,) ao final do ensaio 1, ocorrendo reducdo
nesse rendimento, e ao final do ensaio 2 este estava em niveis de controle.

Essa reducdo no rendimento quantico também foi verificada por Kulandaivelu e
Noorudeen (1983), quando realizaram um estudo comparativo da a¢cdo da radiacdo UV-C e
UV-B no transporte de elétrons fotossintéticos, em cloroplastos isolados de Amaranthus e
ambas radiagdes afetam o rendimento quantico.

Mesmo que em alguns periodos, no inicio do ensaio 1, o genétipocom silenciamento
da MT-sHSP23.6 tenha aumentado o rendimento quantico efetivo de conversdao de energia
fotoquimica, ndo foi possivel incrementar o nimero de giros de reducdo, oxidagdo e re-
reducdo de Qa no tempo entre a luz ser ligada até atingir Fy; e a drea complementar total

normalizada acima da curva OJIP, ou seja, diminuiu a energia para reduzir o FSI. Além disso,
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ndo conseguiu dissipar nem reduzir os aceptores finais de elétrons, isto é, a eficiéncia
fotoquimica diminuiu nos periodos iniciais, mas o fluxo de transporte de elétrons (ET,/CR) e
o rendimento quantico de transporte de elétrons (¢g, ), permaneceram a niveis de controle.

Adamski et al., (2011), ainda abordam que, mesmo chegando os elétrons no FSI, nem
todos os elétrons atingem a proteina ferredoxina apds a passagem pelo FSI, o que ndo resulta
na formagdao de NADPH. Isto é, quando o FSI, e, ou os aceptores finais de elétrons ndo estao
atuando de forma coordenada com a cadeia de elétrons da fotossintese, esses elétrons podem
ter dois destinos: fluxo ciclico ou pseudociclico (HAUPT-HERTING e FOCK, 2002;
MUNEKAGE e SHINAKAL 2005).

Sendo que estes dois destinos podem ter sido para os elétrons, desta forma os
parametros que descrevem os fluxos de energia capturada por RC (TRy/RC) e fluxo de
transporte de elétrons por RC (ETy/RC) ndo apresentaram grandes altera¢des no transcorrer
das analises. Nos dois ensaios, apesar do fluxo de absor¢dao por RC estar na maioria dos
periodos, abaixo do valor verificado nas plantas controle, Ruban et al., (2012) abordam que a
exposicdo a diferentes intensidades luminosas, pode ocasionar diferencas nas taxas de
absor¢do de energia, transferéncia para os centros de reacdo, bem como no subsequente
transporte de elétrons.

No ensaio 2 foi possivel verificar que apds a segunda aplicacdo de UV-C, houve
maiores danos ao aparato fotossintético, nas plantas do gendétipo comsilenciamento da MT-
sHSP23.6. Isso pode ser evidenciado por meio do indice de performance total (Pliy,), pois
este foi o periodo que parametros mais reduziu em relacdo ao controle. Entretanto, quando o
Pl,,s aumentou em virtude, principalmente, a um incremento na eficiéncia fotoquimica
priméria e eficiéncia fotoquimica no transporte de elétrons associado com uma diminui¢do de
DIy/RC, ou seja, a melhor eficiéncia do FSII.

Entretanto ao final, esse gendtipo com silenciamento da MT-sHSP23.6 foi mais
eficiente em relacdo ao FSI, conforme demonstra os valores de Pliy,, devido a maior
dissipacdo de energia emaior reducdo dos aceptores finais de elétrons (DIy/RCe REy/RC),
respectivamente.

Strasser et al., (2000) descrevem o fluxo DI/RC comoa perda de parte da energia
absorvida pelo FSII, por meio de calor, emissdo de fluorescéncia ou ainda, transferéncia de
energia para outros sistemas. Isso representa a dissipa¢do ndo-fotoquimica da energia
absorvida pelos fétons, e segundo Kulandaivelu e Noorudeen (1983), essas perdas de energia
ao longo do processo fotoquimico, estd relacionada com o tempo de exposi¢ao a radiagao UV-

CeUV-B.
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Sendo assim, quando o gendtipo com silenciamento da MT-sHSP23.6, nos dois
ensaios, apresentou diminui¢@o no Pliy,, foi também devido a influéncias das reacdes de oxi-
reducgdo (O, ), onde ocorreramredugdes consideraveis.

De forma geral, para todos os genétipos, o FSII, apresentou maiores alteracdes e
mudancas na atividade do FSI, devido principalmente a cooperatividade entre os
fotossistemas. Isso corrobora com o evidenciado em cloroplastos isolados, onde Kulandaivelu
e Noorudeen (1983) verificaram que a radiagdo UV-C ndo ocasiona maiores danos ao FSI, ou
seja, a diminui¢ao dos produtos formados, ndo édevidaa diminui¢do na capacidade de reducao
do FSI, mas em virtudedo atraso no fluxo de elétrons oriundos do FSII, de forma que a
radiacdo UV-C atua principalmente na plastoquinona, no complexo de evoluciao do oxigénio,
e nos receptores de elétrons do FSII. Porém, é relatado que a radiagdo UV-B inativa
especificamente o centro de reacdo do FSII, gerando danos ao FSII (VASS, 1997, GILBERT
et al., 2009).

Supdem-se entdo que a radiagdo UV-C possa ter diminuido o acimulo de Q4 reduzida,
e que isso pode ter ocorrido em func¢ao da: inibi¢ao da transferéncia de elétrons da dgua para o
centro de reacdo do FSII; inativacdo das reagdes sequenciais que reoxidam Qu’,além da
propria distribuicdo da plastoquinona, o quesugeriam Kulandaivelu e Noorudeen (1983).

Tendo em vista que fatores estressantes podem diminuir a taxa fotossintética, devido a
grande quantidade de centros de reagdo inativos (TSIMILLI-MICHAEL e STRASSER 2008),
e que essa interligacdo entre reacdes fotoquimicas e bioquimicas é fundamental, pois hd a
necessidade dos produtos gerados pela fase fotoquimica para ocorrer a fase bioquimica da
fotossintese (MISHRA et al., 2012; MURCHIE e LAWSON et al., 2013), uma vez que
qualquer processo que limite a disponibilidade de NADPH e ATP, tende a reduzir diretamente
a capacidade de assimilac¢do do carbono (DRIEVER e KROMDIJK, 2013).

Isso foi verificado para a maioria dos gendtipos, no ensaio 2, em que o tratamento por
UV-C ocasionou alteragdes também nas reagdes bioquimicas da fotossintese, conforme dados
referentes as trocas gasosas, mas com intensidades diferentes.

No ensaio 1,essas alteracdes nas trocas gasosas, ndo foi verificado para o genotipo
com silenciamento da MT-sHSP23.6 e para o selvagem. Desse modo, para esse gendtipo
pode-sesugerir que o silenciamento desse gene, para essa proteina, nessas condicdes
ambientais, ndo representou qualquer influéncia ou efeito prejudicial sobre essas plantas. No
entanto, apesar do silenciamento da MT-sHSP23.6, muitos resquicios dessa proteina ainda
podem estar presentes nesse genétipo (FERNANDEZ et al., 2009). Além disso, hd também a

expressdo de outras proteinas, dentre elas HSP70 e HSP17.6, conforme verificado por
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Scarpeci et al.,(2012) em estresse por UV. Ferullo et al., (2004), também salientamque em
aplicacodes de diferentes doses da radiagdo gama, proporciona o aparecimento de transcritos
para algumas proteinas, e uma reduc¢do para outras. Dessa forma, no presente trabalho a
aplicacdo da radiacdo UV-C também pode ter induzido a sintese de outras proteinas de
choque térmico, o que pode ter contribuido para manter essas atividades normais, mesmo em
situagdes estressantes, tanto para o gendtipo selvagem como para o gendtipo com
silenciamento da MT-sHSP23.6. Os dados acima relatados ndo sdo condizentes com o ensaio
2, pois houve alteracdes nas trocas gasosas para esse gendtipo com silenciamento da MT-
sHSP23.6, o que vem corroborar com Rahvi e Kovalchuk (2013),que avaliaram diferentes
alteracOes transgeracionais em Arabidopsis thaliana, em resposta a fatores estressantes, como
a radiacdo UV-C, em diferentes niveis ¢ momentos do desenvolvimento, onde ocorrem
distintos graus de resposta, principalmente quando as plantas sdo expostas de modo
moderado, especialmente no inicio do desenvolvimento, onde proporciona respostas
positivas, enquanto, que respostas negativas na forma de tolerincia podem ser observadas
quando as plantas sdo expostas a situagdes mais severas, € em periodo de desenvolvimento
mais avangado, condizendo ao evidenciado nesses ensaios.

Para as plantas do genétipo com silenciamento da MT-sHSP23.6,no ensaio 2,
ocorreuuma relacao entre a condutancia estomadtica e a taxa fotossintética liquida, pois o
tratamento por UV-C afetou ambas, o mesmo evidenciado por Jansen e van den Noort (2000),
usando radiacdo UV-B. No entanto nesse ensaio, a concentragao intercelular de CO; nao foi
afetada Isso também foi evidenciado no genétipo com superexpressao da MT-sHSP23.6assim
como também no ensaio 1 para este ultimo gendtipo. Desta forma, como ndo ocorreu
alteracdo na concentragdo intercelular de CO, pode-se argumentar que a taxa assimilatdria
liquida nao foi influenciada pela indisponibilidade de CO, mas esse pode ndo ter sido
utilizado, devido a possiveis diminui¢des na atividade da Rubisco,como relatado por Allen et
al., (1997) com a radiacdo UV-B e sugerido por Rahimzadehet al., (2011) com radiagdo UV-
C.

Tal fatopode ter diminuido a atividade da Rubisco na forma de carboxilacdo, e
consequentemente, aumentado propor¢ao de oxigenacdo da Rubisco, intensificando dessa
forma a fotorrespiracao para dissipar o excesso de energia, bem como auxiliar esses genotipos
com tratamento UV-C, na manuten¢do do equilibrio energético dentro das células como um
todo (WINGLER et al., 2000; TAKAHASHI et al., 2007; DRIEVER e KROMDIJK, 2013).
Com o transcorrer do estresse, as limitacdes estomaticas podem restringir a utilizacdo dos

adenilatos e do poder redutor da parte fotoquimica, ocasionando assim, uma regulacdo na
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cadeia de transporte de elétrons, de maneira a reduzir a producdo desses compostos
(MARTINAZZO et al., 2013) e,ou, ainda, serem acionados mecanismos de regulacdo da
absor¢do da energia pelos fotossistemas ou do fluxo de elétrons na cadeia de transporte de
elétrons (MURCHIE e LAWSON, 2013).

Vale ressaltar que as taxas assimilatérias liquidas, para os gendtipos que apresentaram
diferengca em relagcdo ao tratamento com UV-C, provavelmente foram afetadas pelos danos
causados nas folhas, pela aplicacdo da radiagdo UV-C, e também outro fator poderia estar
interferindo nessa andlise, como por exemplo, um fator climatico. Além disso, foi evidenciada
uma pequena aceleracdo no ciclo, para as plantas expostas a radiacdo UV-C.

No ensaio 2, principalmente ap6s a segunda dose de radiacdo, os tratamentos controles
ainda, apresentavam botdes florais, os demais além de apresentar botdes florais, também
tinham frutos verdes, enquanto que no ensaio 1, até o término das anélises os do tratamento
UV-C também apresentavam aparentemente maior nimero de botdes florais abertos, enquanto
que o controle estava apenas com a presenca do botdo floral formado. Em situacdes de
florescimento e/ou producdo de frutos, a maior parte dos fotoassimilados sdo destinados para
essas regides das plantas, entretanto essas translocacdes podem ter ser afetadas naquelas
plantas que continham danos nas nervuras principais, pois essas contém células especializadas

para o transporte da seiva (VIDAL e VIDAL, 2003).

CONCLUSOES

As respostas dos gendtipos estudados permitiram verificar que a aplica¢do da radiacao
UV-C causou alteracdes fisioldgicas, e as respostas sao dependente da sensibilidade de cada
genotipo para essa radiacao.

Nao € evidenciada uma relagdo positiva, para uma possivel tolerancia, em relagdo ao
nivel de expressdo desse gene que expressa a MT-sHSP23.6frente a esse estresse, nessas
condi¢des experimentais.

Nesse sentido, énecessdrio mais pesquisas que vissem avaliar o comportamento do
metabolismo primdrio frente a essa situacdo de estresse, e, em situacdes variadas, tendo em
vista que a maior parte dos estudos € voltada para a radiagdo UV-B. E quando ocorrem
estudos com UV-C, sdo principalmente relacionados ao metabolismo secundario, pois muito
se sabe sobre radiagdo UV-C na pos-colheita de frutos, mas muito pouco sobre o

comportamento em folhas.
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CAPITULO 3

Déficit hidrico em plantas transformadas e nao transformadas de tomate ‘Micro-Tom’

com diferentes expressoes da SsHSP23.6 mitocondrial

Resumo - A seca € o principal fator limitante da produgdo agricola mundial, e os estresses
abidticos costumam causar inimeras perturbacdes nos processos metabdlicos, bem como
causar disfuncdo das proteinas. No entanto as proteinas de choque térmico ‘heat shock
proteins’ (HSPs) sdo particularmente importantes para a sobrevivéncia das células sob tensao,
pois além de serem proteinas constitutivas, pode ocorrer também aumento na sintese de
algumas dessas proteinas. Entdo para examinar os possiveis papéis dessas proteinas na
tolerancia a seca, foi testado em plantas de tomate da variedade ‘Micro-Tom’, transformadas
para diferentes niveis de HSPs mitocondrial (MT-sHSP23.6). Plantas de trés genétipos de
tomate ‘Micro-Tom’ (ndo transformadas, transformadas com superexpressdo e com
silenciamento) foram cultivadas em condi¢des controladas de temperatura, fotoperiodo e
densidade de fluxo de foétons. Quando as plantas encontravam-se com 44 dias apds a
semeadura, em periodo de indugao floral, quinze plantas de cada gendtipo foram mantidas em
déficit hidrico por 5 dias. As andlises de trocas gasosas, indice de clorofila e fluorescéncia
transiente da clorofila a, foram realizadas no primeiro, terceiro e quinto dia apds o inicio do
déficit hidrico e somente ao final, no quinto dia também foram efetuadas medicOes
simultaneas da decaida da fluorescéncia com a reflexdo modulada a 820 nm. Ainda foi
quantificado o teor de prolina nas folhas e alguns parametros de crescimento ao final do
experimento. Baseado na interpretacdao dos resultados, desempenho fotoquimico em plantas
com superexpressdo da MT-sHSP23.6foi mais eficiente que nos demais genétipos. Entretanto
nas reagdes bioquimicas essa possivel relacdo nao foi evidenciada, ou seja, nao contribuiu de
maneira significativa para proporcionar um melhor desempenho diante do estresse, a fim de
manter todo o processo fotossintético em funcionamento.

Palavras-chave: Solanum lycopersicum Mill, seca, M-Pea.

Water deficit in transformed and non-transformed *Micro-Tom’ tomato plants with

different expressions of mitochondrial sHSP23.6

Abstract: Drought is the main limiting factor in agricultural production worldwide; abiotic
stresses usually cause several disturbances in the metabolic processes, as well as proteins
dysfunction. Heat shock proteins (HSPs) are particularly important to cells survival under
stress, because, besides being constitutive proteins, an increase in the synthesis of some of
them can also occur. To examine the possible roles of these proteins in drought tolerance, we
worked with‘Micro-Tom’ tomato variety, transformed for different levels of mitochondrial
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HSPs (MT-sHSP23.6). Tomato plants ‘Micro-Tom” variety, of three genotypes (non-
transformed, transformed with over-expression of sHSP23.6, and silencing sHSP23.6) were
grown under controlled conditions of temperature, photoperiod, and photon flow density.
Forty-four days after sowing, in floral induction period, fifteen plants of each genotype were
kept in water deficit during five days. Gas exchange, chlorophyll index, and chlorophyll a
fluorescence transient were analyzed at first, third, and fifth days after the onset of water
deficit. At fifth day, simultaneous measurements of fluorescence decrease and 820-nm (MR)
were made. Proline content and some parameters of growth were still measured at the end of
the experiment. Based on the interpretation of the results, the photochemical performance in
plants with over-expression MT-sHSP23.6 was more efficient than the other genotypes.
However, in the chemical reactions this possible relationship was not observed, i.e., did not
contribute significantly to provide a better performance on stress, to keep the whole
photosynthetic process in operation.

Key words:Solanum lycopersicum Mill,drought, M-Pea.

INTRODUCAO

O estresse hidrico € um dos fatores ambientais mais antigos que pode limitar a
produtividade das culturas em todo o mundo (MISHRA et al., 2012; MONNEVEUX et al.,
2013). Ao mesmo tempo € um dos fatores ambientais muito estudado (CHRISTEN et al.,
2007, OUKARROUM et al., 2007; MASSACCI et al., 2008; WHALLEY et al., 2013),
devido ao fato que este estresse afeta grande quantidade de dreas agriculturdveis em todo o
mundo.

Atualmente as pesquisas estdo em busca de cultivares mais tolerantes a seca (De
RONDE et al., 2004; OUKARROUM et al., 2007; SAINT PIERRE et al., 2012), de forma a
manterelevada produgdo das variedades cultivadas. Estudos que focam na possibilidade das
plantas em tolerar por um maior periodo o estresse por seca sdao descritos, além de melhorar a
produtividade das culturas, também se busca a exploracdo de terras cultivdveis que tenham
quantidades limitadas de dgua (MISHRA et al., 2012)

Desta forma, a maioria dos estudos estd sendo realizada com o objetivo de aumentar a
eficiéncia no uso da 4gua pelas plantas, focando em conjunto com a regulacdo estomatica e
possiveis mecanismos que possam aumentar a concentracdo de CO, no mesofilo mesmo em
condi¢cdes em que o estdmato esteja quase que completamente fechado (CHRISTEN et al.,
2007; KOCACINAR et al., 2008; SAGE e ZHU, 2011; SAGE et al., 2012).

O déficit hidrico geralmente estd associado a altas temperaturas, e como a capacidade

de termorregulacdo é altamente dependente da disponibilidade de dgua e tendo em vista
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que,as plantas sdo organismos sésseis, as mesmas necessitam utilizar todos os seus recursos
para encontrar a dgua disponivel (HONG e VIERLING, 2000).

A resposta do vegetal ao déficit hidrico é fortemente influenciada pelo tempo,
intensidade, duracdo e frequéncia do estresse, além das diversas interagdes planta-solo-
atmosfera e das condigdes climaticas (SAINT PIERREet al., 2012; DRIEVER e
KROMDIJK, 2013). No entanto as respostas ao déficit hidrico podem variar quando ocorre
em diferentes fases de crescimento das plantas (BURLING et al., 2013), além de que é
conhecido que o estresse por déficit hidrico provoca alteracdes em diversas caracteristicas
fisiol6gicas, morfoldgicas e bioquimicas, de modo que tambémpromove asintese de solutos
osmoprotetores, como a prolina,entre outros (MISHRA et al., 2012).

A fim de tolerar ou evitar o estresse hidrico, as plantas desenvolveram uma série de
estratégias para manter o nivel de dgua, quer seja pela absor¢do mais eficiente de dgua pelas
raizes ou pela reducdo da evapotranspiracdo das partes aéreas. Deste modo,plantas mais
tolerante a seca possuem maior capacidade de manter o turgor e continuar exercendo o
metabolismo mesmo em baixo potencial de 4gua (MISHRA et al., 2012).

Assim, pesquisas de melhoramento genético e de progressos em gendmica visam criar
novas formas adaptativas para as plantas, de modo que possam suportarpormaiorperiodo a
falta de dgua no solo, baseando-se na selecdo e cultivo de gendtipos mais tolerantes ao
estresse € em conjunto conseguir manter elevados padrdes de produtividade, mesmo em
menores quantidades de dgua (TAKEDA e MATSUOKA, 2008; FISCHER et al., 2011;
BURLING et al.,, 2013; DRIEVER e KROMDIJK, 2013; MONNEVEUX et al., 2013;
RAHAVI e KOVALCHUK, 2013).

Um grande numero de genes que estdo envolvidos na resposta ao estresse hidrico sdo
descritos e caracterizados, dentreos relacionados com a producdo das proteinas de choque
térmico (do termo em inglés Heat Shock Protein) (BOSTON et al., 1996; FEDER e
HOFMANN, 1999; LEE et al., 2000; NEPOMUCENO et al., 2002; WANG et al., 2004;
NGAMHUTI et al., 2012).

Anteriormente hé relatos do envolvimento dessas proteinas na termotolerancia, mas
recentes estudos com plantas modelo t€ém revelado que vérias condi¢des de estresses ativam
um subconjunto de genes sHSP, que geram os produtos génicos denominados de proteinas de
choque térmico (HSPs) (PRECZEWSKI et al., 2000; DESIKAN et al., 2001; SCARPECI et
al., 2008; PEGORARO et al., 2011). As HSPs, que s@o induzidas em resposta a temperatura,

também proporcionam protecdo cruzada contra a seca e, ou deficiéncia d’dgua, o que confere
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certo grau de sinergia na acdo dessas proteinas (IQBAL et al., 2010), pois essas proteinas sao
normalmente encontradas em plantas submetidas ao déficit hidrico (VIERLING,1991).

No entanto, hd muito que examinar e elucidar em relagdo as suas fungdes,
principalmente em questdes de intercambios de organelas, pois essas estdo localizadas em
varios locais nas células, além da interacdo dessas com as demais proteinas de sua classe, mas
de maior massa, pois essas ndo agem sozinhas ou de forma isolada, trabalhando em conjunto
com as demais classes de HSPs (LIU e SHONO, 1999; SANMIYA et al., 2004; NAUTIYAL
et al., 2005; NAUTIYAL e SHONO, 2010).

O uso de genétipos que apresentam diferencasquantitativas na expressao génica de
determinadas proteinas, quando submetidos a um fator estressante, podem ser usados para
estudar os mecanismos de tolerancia, por exemplo, a seca. Consequentemente, identificar e
compreender os mecanismos de tolerdncia ao estresse por dgua é fundamental para o
desenvolvimento de novas cultivares (NEPOMUCENO et al., 2002), ndo s6 para o tomate,
mas também em outras espécies.

O objetivo do presente trabalho foi comparar os efeitos que o déficit hidrico apresenta
no periodo de indugdo floral, sobre a atividade fotossintética de plantas de tomateiro
(Solanum lycopersicum Mill.), da variedadeMicro-Tom, selvagem e com diferentes niveis de

expressao da MT-sHSP23.6.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas sementes de tomate (Solanum lycopersicum  Mill),da
variedadeMicro-Tom ndo transformada e transformada geneticamente para diferentes niveis
de expressao de MT-sHSP23.6 mitocondrial, conforme descrito em Huther et al.,(2013).

Sementes dos trés gendtipos foram semeadas em caixas tipo Gerbox®, e apds sete
dias, quando as plantulas estavam desenvolvidas, foram transplantadas para vasos plésticos de
500 mL tendo como substrato composto organico.

Essas plantas foram colocadasem camaras de crescimento com condicdes controladas:
densidade de fluxo de fétons fotossinteticamente ativo na altura central das copas das
plantasem torno de 200 pumol fétons m” s'l,fotoperiodo de 13 horas, e temperatura de
21+3°C. A irrigacdo foi realizada diariamente e, trés vezes por semana foi aplicada solugdo

nutritiva de Hoagland e Arnon (1950).
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Depois de 44 dias apds a semeadura (DAS), no periodo de inducgao floral, 15 plantas
de cada genétipo foram mantidas em déficit hidrico por cinco dias. Também,ndo foi
disponibilizada solu¢do nutritiva para as plantas do controle e nem para as plantas estressadas,
durante esse periodo. O tratamento controle foi considerado aquele em que as
plantaspermaneceram com irrigacao didria.

Medidas do indice de clorofila, fluorescéncia transiente das clorofilas OJIP e trocas
gasosas foram determinadas com intervalo de tempo apds o estresse. As andlises foram
realizadas apds o primeiro, terceiro e quinto dia de déficit hidrico.

Os teores de clorofila foram determinados, utilizandomedidor portétil de clorofila
(CL-01 Hansatech Instruments Ltda., King’s Lynn Norfolk, UK, conforme metodologia
descrita por Cassol et al., (2008), e expressos pelo indice de clorofila e as folhas utilizadas
foram as mesmas da medida da fluorescéncia da clorofila a.

A fluorescéncia transiente OJIP foi medida na quarta folha de baixo para cima,
sendofolhas jovens completamente expandidas e ndo destacadas. As folhas foram previamente
adaptadas ao escuro por 30 minutos utilizando um fluorémetro portatil (Modelo Handy PEA,
Hansatech Instruments, King’s Lynn, Norfolk, UK); ap6s o periodo de escuro um flash de
3.400 pmol fétons m? s foi aplicado para a inducdo da fluorescéncia transiente OJIP. As
intensidades de fluorescéncia transiente foram medidas entre 50 ps (fluorescéncia inicial - Fp)
e 1 s; obtidos os valores da fluorescéncia transiente foram calculados os pardmetros do Teste
JIP proposto por Strasser e colaboradores (STRASSER e STRASSER, 1995; TSIMILLI-
MICHAEL e STRASSER, 2008).

Para as trocas gasosas foram utilizadas sempre as mesmas folhas durante todas as
avaliacdes, sendo utilizadas as folhas expandidas imediatamente abaixo das folhas em que
foram realizadas as medidas de fluorescéncia (3" folha de baixo para cima). Para esta andlise
utilizou-se um analisador portétil a infravermelho de CO, (modelo LI-6400XT LI-COR, Inc.,
Lincoln, NE, USA), com densidade de fluxo de fotons fotossinteticamente ativo de 1.000,0
pmol fétons mZshe concentracdo de CO; no interior da camara de 380 pmol CO,mol ™, as
medidas foram realizadas entre as 09:00 e 11:00hs. As varidveis medidas foram: taxa
assimilatdria liquida de CO; (A, umol CO, m? s'l), condutancia estomdtica (gs,mol H,O m™>
s'l), e concentracao intercelular de CO, (Cj, umol CO, mol'l).

No ultimo dia de andlises, foram realizadas medi¢des simultaneas da cinética da
decaida da fluorescéncia (DF) e a reflexdo modulada a 820 nm (MRgy9) (STRASSER et al.,
2010). Primeiramente as folhas foram adaptadas ao escuro por 30 minutos, tempo necessario

para a oxidagdo completa de todos os centros de reagdo (CR ou RC). Para realizar a medida
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foi utilizado um fluordmetro Multifunctional Plant Efficiency Analyser -M-PEA (Hansatech
Instrument Ltd. Lynm, Nortolk, PE3040NE, UK).

O pulso de luz saturante com densidade luminosa emitida pelo aparelho foi de 5.000
umol m?, durante 60 segundos. A aquisi¢do dos dados para a reflexdo modulada (MR) é na
presenca de luz, e a decaida de fluorescéncia (DF) € no escuro, ou seja, quando a luz é
desligada.

A luz estando ligada, automaticamente estd sendo medido a fluorescéncia transiente
(dados ndo usados), que desaparece em nanosegundos, ¢ os dados da DF sao registrados
quando a luz actinica é desligada, podendo ser detectados em milisegundos a horas. Esses
sinais registrados no escuro, para a DF ocorrem apds os 300 ps, ou seja, com intervalos a cada
10 ps, posteriormente 100 ps, 1ms, 10 ms, 100ms e 1 s. Nesses intervalos é realizado as
aquisicoes de dados equivalentes para cada faixa, do tempo total decorrido de 300 s, 3, 30,
300ms, 3 e 30 s, e o nimero de pontos registrados em cada faixa varia, pois com o passar do
tempo vai aumentando o intervalo de escuro.

Esses pontos de registro apresentam diferentes picos, como descritos por Strasser et
al.,(2010), Goltsev et al., (2012), Gao et al., (2013), Oukarroum et al., (2013), Krasteva et
al.,(2013), com um aumento rapido para o pico I; (a 7 ms), com imediato declinio, pico I,
(aproximadamente em 100 ms), seguido de um extenso periodo de duracdo (entre 0,5 a 10 s),
para o 5.

Conforme o manual do aparelho e alguns autores (STRASSER et al., 2010; GAO et
al., 2013; OUKARROUN et al., 2013) a funcionalidade desse instrumento, o M-PEA, pode
ser em diferentes faixas de comprimento de onda, pois possui diferentes diodos, e detectores
distribuidos pela periferia da unidade, além de filtros para remover densidades indesejadas da
luz visivel. Dessa maneira filtros de alta qualidade Optica foram usados para prote¢do dos
detectores da DF (735+15 nm) e reflexdo modulada (820+20 nm), com fotodiodo altamente
sensivel para monitorar a absor¢do do FSI durante as medi¢des simultaneas, sem perturbar o
FSII. Desta forma, torna o método conveniente e confidvel para medir também a reflexdo
modulada do FSI e da Plastocianina.

Desta maneira, a partir do sinal de reflexdo modulada a 820 nm (MRg) ou MR),
pode-se calcular a razdo MR/MR,, onde MR, representa o valor do inicio da iluminacdo
actinica (0,7 ms ou 70ps), que é complementar da fracao do (Iups/linc)s20 onde Iin (fluxo de luz
incidente) e I,,s (absorvido) para a amostra a 820 nm. Essa razdo demonstra as mudancas de
estado redox nos centros de reacdo da plastocianina (PC") e do (P700") (OUKARROUM et
al., 2013).
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Ao final do experimento também foram medidas a drea foliar (AF), massa seca das
folhas (MSF), massa secado caule(MSC) e massa seca das raizes (MSR), permitindo o célculo
posterior da massa seca total das plantas e razdo massa seca parte aérea sobre massa seca das
raizes. A area foliar foi determinada utilizando um medidor de area foliar (Modelo LI-3100
Li-Cor Inc., Lincoln, NE). Também foi quantificado o teor de prolina nas folhas, expresso em
mM prolinag ™' de massa fresca, conforme metodologia de Bates et al., (1973), com adaptacdes.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com cinco
repeticoes por tratamento para: as andlises simultdneas da Reflexdo Modulada a 820nm e
Decaida de Fluorescéncia, andlise dos parametros de crescimento e o teor de prolina. Seis
repeticdes por tratamento para as trocas gasosas e 10 repeticdes para o indice de clorofila. As
médias dos parametros de trocas gasosas, de crescimento, teor de prolina e indice de clorofila
foram comparados pelo Teste Tukey (p<0,05). Para as determinagdes de fluorescéncia da

clorofila a foi utilizado 15 repeti¢des por tratamento.

RESULTADOS

Indice de clorofila

Os dados de indice de clorofila, de acordo com os dias apds o inicio do déficit hidrico
para os gendtipos das plantas de tomate, da variedade Micro-Tom estdo na Figura 7. Para o
genotipo selvagem (Figura 7A) as plantas estressadas durante todo o ensaio tiveram maiores
valores para o indice de clorofila. Para as plantas comsuperexpressdo da MT-sHSP23.6
(Figura 7B) ndo houve diferenca significativa entre o controle e o déficit hidrico. Contudo
para as plantas do gendtipo com silenciamento da MT-sHSP23.6(Figura 7C), o déficit hidrico
provocou pequena redugdo nos indices de clorofila em relagdo ao controle, no 3° dia apds o
inicio do déficit hidrico e no 5° dia com diferencas significativas entre o controlee o déficit

hidrico.
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Figura 7 - Indice de clorofila, unidade relativa, de plantas de tomate ‘Micro-Tom’, cultivadas
sob diferente condi¢des de disponibilidade de dgua (controle e déficit hidrico) (A) genodtipo
selvagem, (B) gendtipo com superexpressao da MT-sHSP23.6 e (C) gendtipo com
silenciamento da MT-sHSP23.6.(ns) ndo significativo e (*) diferenca estatistica pelo Teste
Tukey (p<0,05). Barra indica erro padrao da média.
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Fluorescéncia transiente da clorofila a

Os dados para a fluorescéncia transiente da clorofila a em relacdo aos dias apds o
inicio do estresse por déficit hidrico estdo contidos na Figura 8. Nas plantas do genétipo
selvagem (Figura 8A)poucaalteracdo na atividade do FSII foi observada, somente
apresentando maiores variacdes nos parametros de fluorescéncia no quinto dia apds o inicio
do estresse. Nesse ultimo diao indice de performance (Pl,,) € o indice de performance total
(Pliota) apresentaram uma reducao.

Nas plantas do genétipo com superexpressao da MT-sHSP23.6a partir do terceiro dia,
sofreramalgumas alteragdes, principalmente no tempo para atingir Fy (trm). Intensificando no
quinto dia, o periodo em que mais alteracdes ocorreram, o que refletiu nos parametros Plyys €
Plioal, que sdo parametros que descrevem a atividade fotoquimica de forma mais abrangente,
como descrito anteriormente (Figura 8B). Do mesmo modo, o gendtipo com silenciamento da
MT-sHSP23.6também apresentou reducdes nos dois parametros (Ply,s € Pliga), mas essas
redugdes comegaram a partir do primeiro dia de seca, e de modo mais dréstico para 0 Pl
sendo que esses parametros foram decrescendo a medida que as plantas permaneciam em um
periodo mais longo com déficit hidrico (Figura 8C).

O tempo para atingir a fluorescéncia maxima (t for py) diminuiu em todos o0s
gendtipos em relacdo ao controle. Para os parametros técnicos, como: darea (drea
complementar total entre a inducdo da curva de fluorescéncia e Fy); N (ndmero de giros de
reducdo, oxidacdo e re-reducdo de Qa no tempo entre a luz ser ligada até atingir Fy);
Sm/t(Fy) (expressa o estado redox médio de Q4 no tempo entre zero e tpyv(pode ser utilizada
para quantificar a atividade de transporte de elétrons), tiveram reducdes ao longo das anélises,
para os trés gendtipos, mas maior diminuicdo para as plantas do gendtipo com
silenciamentoda MT-sHSP23.6principalmente ao quinto dia apds o inicio do déficit hidrico,
ou seja, ocorrendo diminui¢cdo da energia e da manutengdo ao longo da cadeia de transporte

de elétrons.
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Figura 8 - Parametros do Teste JIP, em relacdo ao respectivo controle, obtidos a partir da
fluorescéncia transiente OJIP das clorofilas de plantas de tomate ‘Micro-Tom’, cultivadas sob
diferente condicdes de disponibilidade de 4dgua (controle e déficit hidrico) (A) gendtipo
selvagem(B) gendtipo com superexpressio da MT-sHSP23.6 e (C) genétipo com

silenciamento da MT-sHSP23.6. (—) controle, (--m--) 1, (--a--) 3 e (--®--), 5 dias apds o
inicio do déficit hidrico.



70

A fluorescéncia varidvel relativa no passo J (2ms) (Vj) e a fluorescéncia varidvel
relativa no passo I (30ms) (V) elevaram-se para os trés gendtipos, mas em maior propor¢ao
para o parametro Vj, o que indica o reflexo do acimulo de Qa’, ou seja, menor fluxo de
elétrons e no passo I, o que permite deduzir o comportamento do fluxo de elétrons que atinge
os aceptores finais do FSI, a partir do plastoquinol.

Para os fluxos especificos, as atividades expressas por centro de reacdo (RC), apenas o
genotipo com silenciamento da MT-sHSP23.6 ocorreu maior dissipacdo de energia (DIy/RC),
e nos demais gendtipos nao houve alteracao em relacdo ao controle.

Os parametros que descrevem a reoxidacdo de Q4 via transporte de elétrons em um
centro de reacdo ativo (ET¢/RC) e reducdo do aceptor final de elétrons no lado aceptor de
elétrons do FSI por centro de reac@o no t=0 (RE¢/RC), apresentaram redu¢do no 5° dia para os
genotipos com silenciamento da MT-sHSP23.6, acarretando assim em menores produtos
gerados pela fase fotoquimica da fotossintese, principalmente para o gendétipo com
silenciamento da MT-sHSP23.6, o que refletiu no Pl € no Pl para este genétipo.

Em relacdo aos rendimentos ou taxas de fluxos, que descrevem: o rendimento quantico
maximo fotoquimico primério em t=0 (¢p,); rendimento quantico de transporte de elétrons de
Qa’, para o intersistema de aceptores de elétrons (¢g,); rendimento quantico de transporte de
elétrons de Q para o aceptor final de elétrons do FSI (¢gr,); probabilidade (no tempo zero)
que um éxciton capturado mova elétrons pela cadeia de transporte de elétrons além de Qa
([1go) e a eficiéncia com que um elétron pode mover dos aceptores finais de elétrons do
intersistema reduzidos para os aceptores finais do FSI (0ro), apenas @r, decresceu em relacdo
ao controle, principalmente para o gendtipo com silenciamento da MT-sHSP23.6 a partir do
primeiro dia de andlise e com reducdo tempo dependente. Entretanto, o pardmetro dgo,também
teve reducdes, porém em menor escala que o anterior. Contudo, para esses dois parametros,

para os demais gendtipos somente ao 5° dia apresentaram diminui¢des.

Trocas gasosas
A taxa assimilatdria liquida de CO, (A, pumol m> s'l), condutancia estomatica (gs, mol
H,O m> s'l); e concentragdo intercelular de CO, (C;, pmolCOzmol'l) para todos os gendtipos

das plantas de tomate da variedade. Micro-Tom estdo representados na Figura 9.



[CE ~{ }— controle .
- - Wk deficit hidrico ns
- ns
E
o 4 * . =
g | \l % ~
5 ~ *
e N l I ~ N ) *
= ~ ~
3 \ ] LN
S ¥, I .
'“5 AN N
= ~ N
S A
K] Y] N (8) AN (C) A
% o N I N N
@ ¥ t ¥ Y T ¥ 1 T ety Y v T v
« S
2 ~
3_
24
0,075
"o ns ng
wE ns
o, * «
I
= 0,050 MI “'MJ .
= ~ 1 ~
— « +* -~ -
8 * N ~ r\{
2 ) ] Ty T
~
“qu A \E J: ? ~ l
& 0,025 * ~ .
§ ' i N N ~ ~
~ N
g [N N .
g b ~ ~
& ¥ ~ h ;
[
o) {E} h )
0,000 i T i T T T T T T T 7 T T T T
800 -
'76 "
=3
o
[}
o 800+ , E .
2 ’
5 ) ‘
o 7
Q /i ’
9 400 . p e
% - 4 -
o < ns  » ns s
= ns - ns ns
= ns - ’ x 4
2 L " -
< 200 e e e
& A
£
T
g (@) {H) {0
C el : , . :

1 2 3 4 5
Dias apos o inicio do deficit hidrico

T T T T T

1 2 3 4 5

Dias apos o nicic do deficit hidrico

T T T T T

1 2 3 4 5

Dias apos o inicie do deficit hidrico

71

Figura 9 - Taxa assimilatdria liquida de CO; (A, umol m> s'l) (A-C); condutancia estomatica
(gs, mol H,O m? s'l) (D-F); e concentracdo intercelular de CO, (C;, pmolmol'l) (G-H), de
plantas de tomate ‘Micro-Tom’, cultivadas sob diferente condi¢cdes de disponibilidade de dgua
(controle e déficit hidrico ). (A, D e G) genétipo selvagem, (B, E e H) genétipo com
superexpressao da MT-sHSP23.6 e (C, F e I) gendtipo com silenciamento da MT-sHSP23.6..
(ns) ndo significativo e (*) diferenca estatistica pelo Teste Tukey (p<0,05). Barra indica erro
padrao da média..
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No primeiro dia apés o inicio do déficit hidrico, todos os gendtipos praticamente se
comportaram de maneira similar, em relagcdo aos seus controles, para esses parametros
analisados.

Ao terceiro dia a taxa assimilatéria liquida (Figura 9 A-C), foireduzida em relacdo ao
primeiro dia, para todos os genétipos, ou seja, diferiram estatisticamente de seus controles.
Para o gendtipo com silenciamento da MT-sHSP23.6 e com superexpressio da MT-
sHSP23.6, ocorreu uma reducdo de 59 e 75% respectivamente, para as plantas sob déficit
hidrico. Contudo, também houve uma redu¢do para os controles de todos os genétipos para a
taxa assimilatdria liquida.

Na avaliagdo realizada ao final do experimento, ou seja, no quinto dia apds o inicio do
déficit hidrico, a taxa assimilatéria liquida apresentou redugdo tanto para os controles quanto
para os tratamentos com déficit hidrico, mas essa redu¢@o foi maior no tratamento por seca,
onde diferiram estatisticamente, inclusive com valores negativos. O tratamento por déficit
hidrico apresentou reducdes de 107, 145 e 114% para o gendtipo selvagem, com
superexpressao da MT-sHSP23.6e com silenciamentoda MT-sHSP23.6, respectivamente.

Em relacdo aos dados de condutincia estomatica (Figura 9 D — F) ao terceiro dia apds
o inicio do déficit hidrico houve reducdo no tratamento por seca em todos os genotipos,
entretanto somente o gendtipo selvagem nado diferiu significativamente do controle. No
entanto os gendtipos com superexpressao da MT-sHSP23.6 e com silenciamento da MT-
sHSP23.6 demonstraram redugdes de 62 e 73%, respectivamente.

No quinto dia de anélise, a condutincia estomdtica apresentou reducdo tanto para o
controle quanto para o tratamento por déficit hidrico, em todos os gendtipos, mas essa
reducdo foi maior no tratamento por seca, ao passo que os gendtipos selvagem, com
superexpressao da MT-sHSP23.6 e com silenciamento da MT-sHSP23.6 reduziram em torno
de 31, 20 e 25%, respectivamente.

Para os dados de concentracdo interna de CO, (Figura 9G - I), no primeiro e terceiro
dia, para os trés gendtipos, nao houve alteragdo em relagio aos seus controles. Entretanto, ao
final do experimento, no tratamento por déficit hidrico, os trés gendtipos apresentaram um
elevado incremento em relacdo aos seus controles. Nesse sentido, esse aumento no tratamento
por seca, quando comparados aos seus controles foi de 69% para o genétipo selvagem, 124%
para o gendtipo com superexpressdo da MT-sHSP23.6e 73% para o gendtipo com

silenciamento da MT-sHSP23.6.
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Andlise da cinética de Reflexdo Modulada a 820 nm (MR/MR,)

A reflexd@o modulada a 820 nm, para as plantas dos trés gendtipos estdo na Figura 10.
Considerando que a reflexdo modulada reflete o estado redox do P;po" e da plastocianina
(PC"), quando ocorre a interrup¢do da luz actinica na decaida da fluorescéncia, no inicio,
quando nao ha luminosidade, o P70 € a plastocianina (PC) encontravam-se todos reduzidos,
devido ao periodo que permaneceram no escuro (30 minutos), e os elétrons que chegavam,
eram oriundos da plastoquinona. Posteriormente hd uma queda na amplitude da curva
MR/MR, Essa fase indica um aumento de I/linca 820 nm, como abordado anteriormente, ou
seja, P7o0 estd se oxidando, doando elétrons, o que aumenta a absorbancia.

No periodo de 10 ms pode-se analisar que o potencial maximo do Py, de forma
isolada, nos gendtipos selvagem e com silenciamento da MT-sHSP23.6 houve um
comportamento similar, onde os controles apresentaram maior capacidade de oxidacdo do
FSI, quando comparados aos seus tratamentos com déficit hidrico (Figura 10A e C).
Entretanto as plantas do gendétipo com superexpressdioda MT-sHSP23.6 ndo apresentou
diferenca entre os dois tratamentos (Figura 10B).

Posterior a esse periodo houve aumento na amplitude da curva MR/MR,, onde ocorre a
fase de re-reducdo de P;o0 e da PC. Essa amplitude foi superior, ou seja, ultrapassou a
observada no inicio, para todos os genétipos, de modo que comegavam a chegar novamente
os elétrons do FSII ao FSI. Tanto a PC quanto P;g estavam em estado muito reduzido, em
maiores proporcdes para o controle do gendtipo com silenciamento da MT-sHSP23.6. No
genotipo selvagem e com superexpressaoda MT-sHSP23.6 foi similar aos seus controles.
Somente notou-se que o tempo necessdrio para atingir a maior amplitude, diferiu de genétipo
para genotipo.

Ap6s a fase da amplitude da curva ocorreu nova diminui¢do pois isto indica que ha
novamente a re-oxidacdo da PC e P;o0. O gendtipo com superexpressao da MT-sHSP23.6
manteve em niveis similares para os dois tratamentos, enquanto, no gendétipo com
silenciamento da MT-sHSP23.6 (Figura 10C), o controle estava em niveis maiores de
reflexdo pois acredita-se que havia chegado maiores quantidades de elétrons do FSII que no
tratamento com déficit hidrico, ou seja, mais oxidado. O mesmo evidenciado para o genétipo

selvagem, mas em menor intensidade.
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Figura 10 - Reflexdo modulada a 820 nm aos cinco dias apds o inicio do déficit hidrico em
plantas de tomate ‘Micro-Tom’, cultivadas sob diferente condi¢des de disponibilidade de dgua
(controle e déficit hidrico) (A) gendtipo selvagem, (B) gendtipo com superexpressdo da MT-
sHSP23.6 e (C) gendtipo com silenciamento da MT-sHSP23.6. Os sinais de reflexao
modulada a 820 nm representados pela razdio MR/MRy,onde MR, € o valor onde comeca a
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75

Andlise da cinética da Decaida de Fluorescéncia (DF)

A intensidade da decaida da fluorescéncia, medida no tempo de 20 ps (DFy,s), depois
da interrup¢do da luz, para os trés gendtipos estdo na Figura 11. Essas curvas de inducdo da
decaida da fluorescéncia sdo apresentadas em relagdo ao tempo JIP, o mesmo tempo da
fluorescéncia transiente.

Os pontos I, I, e I3, foram determinados conforme proposto por Strasser et al., (2010),
nos trés gendtipos. Entretanto, somente pode ser mais perceptivel o ponto I;, com maior
intensidade, mas em diferente tempo do observado normalmente, conforme relatado por
alguns autores (STRASSER et al., 2010; GAO et al., 2013) em que o ponto I; ocorre em 7 ms,
quando a DF apresenta um aumento rdpido, o que gera um pico, apés um declinio, até uma
pequena amplitude novamente, aproximadamente a 100 ms e posteriormente um terceiro
ponto, apés um longo periodo (entre 0,5 a 10 segundos).

Nesse experimento, para os trés gendtipos houve um aumento para o ponto I; nos
primeiros periodos em que a luz foi desligada, no periodo de aproximadamente 3 ms, ou seja,
anterior no periodo normalmente observado, onde, também, ocorreu uma reducao para todos
os tratamentos com déficit hidrico. De acordo com Goltsev et al., (2005), este pico representa
o aumento do gradiente elétrico transmembrana, formado pelo acimulo de CR com Qg
semireduzidos (Z'P680QaQg") e pelo FSI quando estd na forma oxidada.

No genétipo selvagem o tratamento com déficit hidrico promoveu uma diminui¢io
para o ponto I; em relacio ao controle de 4,61% (Figura 11A). No genétipo com
superexpressdo da MT-sHSP23.6 redug¢dao de 7,93% (Figura 11B) e no gendtipo com
silenciamento da MT-sHSP23.6 decresceu 1,42% (Figura 11C).
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Figura 11 - Intensidade de decaida da fluorescéncia (DF) induzidas por um pulso saturante de
luz actinica vermelha, medida a 20 ps aos cinco dias apds o inicio do déficit hidrico em
plantas de tomate ‘Micro-Tom’, cultivadas sob diferente condi¢cdes de disponibilidade de dgua
(controle e déficit hidrico ) (A) gendtipo selvagem, (B) gendtipo com superexpressao da MT-
sHSP23.6 e (C) gendtipo com silenciamento da MT-sHSP23.6. As curvas de indu¢do de DF
(DF vs JIP-tempo) foram construidas a partir da cinética de DF vs. tempo de decaida obtidas
durante a interrupg¢do da luz actinica (escuro); cada um deles representa a intensidade de DF a
um certo tempo de decaida vs. JIP-tempo em que o intervalo de tempo comegou.
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O ponto I, ocorreu préoximo a 30 ms para todos os genétipos, onde o genotipo
selvagem e com silenciamento da MT-sHSP23.6apresentaram comportamento similar, mas
com maior amplitude para o controle do genétipo transformado. No mesmo ponto, o gendtipo
com superexpressdo da MT-sHSP23.60 tratamento por déficit hidrico nao diferiu do controle,
sugerindo que esta transformacdo genética, neste gendtipo, e nessas condi¢des experimentais
favoreceu a uma protecdo maior, mantendo a atividade do intersistema, ou seja, ocorreu
menor distirbio, tendo em vista que este ponto estd interligado com a re-abertura do Pggy €
com a transferéncia de elétrons de forma acelerada pela quinona (Qg), na forma reduzida,
enquanto que o FSI esta re-oxidando platoquinol (PQH;), antes mesmo da redu¢do completa
do pool de plastoquinona (Z"P680QA Qg’) (GOLTSEV et al., 2009; STRASSER et al., 2010).
O contrério foi verificado para o genétipo selvagem e com baixa expressao da MT-sHSP23.6,
em que o controle apresenta maior intensidade, e sé modificou a partir do I, quando comeca a
se distanciar, reduzindo a intensidade. Esse aumento para o controle pode ser devido a um
pool maior de elétrons na cadeia de transporte de elétrons. O terceiro ponto ou I3 nesse

experimento se observou entre 500 e 600 ms.

Determinacdo do teor de prolina

Os dados da avaliagcdo do teor de prolina para as plantas dos trés gen6tipos, ao final do
experimento, ou seja, cinco dias apds o inicio do déficit hidrico estao apresentados na Figura
12. De maneira geral, todos os gendtipos incrementaram o teor de prolina, para o tratamento

com déficit hidrico.
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Figura 12 - Teor de Prolina aos cinco dias ap6s o inicio do déficit hidrico em plantas de
tomate ‘Micro-Tom’, genétipo selvagem (WT), gendtipo com superexpressio da MT-
sHSP23.6 (Alto HSP) e gendtipo com silenciamento da MT-sHSP23.6 (Baixo HSP),
submetidas a condi¢cdes normais de irrigacdo e cinco dias de déficit hidrico. Médias
comparadas dentro de cada genétipo e seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo
Teste Tukey a 5%( n = 4). Barra indica erro padrdao da média.

O acréscimo no teor de prolina para as plantas dos gendtipos selvagem, com
superexpressao da MT-sHSP23.6e com silenciamento da MT-sHSP23.6correspondeu
respectivamente a, 163, 478e 652% nas plantas submetidas ao déficit hidrico em relacao aos
respectivos controles.Entretanto, levando em conta que a propor¢do de prolina encontrada no
controle do gendtipo com superexpressio da MT-sHSP23.6foi proxima ao dobro do que
encontrada no controle do genétipo com silenciamento da MT-sHSP23.6¢é evidente que as
médias desse gendtipo foram maiores.

O acumulo de prolina para as plantas fo gendétipo com superexpressio da MT-
sHSP23.6e o selvagem em condi¢des normais, foram similares, porém em menores niveis

para o gendtipo com silenciamento da MT-sHSP23.6. E quando comparadas as médias dentro
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de cada genétipo a maior acumulagdo de prolina foi para o genétipo com superexpressao da

MT-sHSP23.6, com 38,8 M prolina g'1 massa fresca.

Andlise dos parametros de crescimento

Os parametros relacionados a andlise de crescimento para os trés genotipos
submetidos ao déficit hidrico e seus respectivos controles estdo na Tabela 10. As médias
dentro de cada gendtipo, foram pouco alteradas nesses parametros, somente a area foliar e a
massa seca das folhas para o genétipo com superexpressao da MT-sHSP23.6que teve uma
reducdo de 13% para o tratamento com déficit hidrico, na massa seca das folhas.Em relacdo a
area foliar, todos os genétipos apresentaram diferenca significativa. Dessa maneira, o
tratamento por déficit hidrico, apresentou uma reducao de 15% para o selvagem, 28% para o

genotipo com superexpressao da MT-sHSP23.6e 28% para o gendtipo com silenciamento da

MT-sHSP23.6.

Tabela 10 - Varidveis de crescimento, medidas ao quinto dia de déficit hidrico, de plantas
de tomate ‘Micro-Tom’, tipo selvagem, com superexpressio da MT-sHSP23.6 e com
silenciamento da MT-sHSP23.6, submetidas a condi¢des normais de irrigacao e cinco dias
de déficit hidrico

Selvagem Superexpressdoda Silenciamento da
vag MT-sHSP23.6 MT-sHSP23.6
" . Déficit Déficit Déficit
Parametros de crescimento  Controle Hidrico Controle Hidrico Controle Hidrico

Area Foliar (cm” planta ™) 138,78 a* 117,57b  164,56a 117,05b 161,84a 11542b

Massa seca raizes

1 0,074 a 0,075 a 0,120 a 0,121 a 0,086 a 0,068 a
(g planta™)

Massa seca caule

A 0,260 a 0,268 a 0,273 a 0,271 a 0,300 a 0,265 a
(g planta™)

Massa seca folhas

A 0,452 a 0,415 a 0,630 a 0,545b 0,557 a 0,444 a
(g planta™)

Massa seca total

A 0,787 a 0,759 a 1,024 a 0,937 a 0,943 a 0,779 a
(g planta™)

Razdo massa seca parte

. . 9,78 a 9,36 a 7,61 a 6,83 a 10,56 a 10,74 a
aérea/raizes

" Médias comparadas dentro de cada gendtipo e seguidas pela mesma letra nio diferem entre si pelo Teste
Tukey a 5%(n=4)
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DISCUSSAO

As plantas ao longo de sua evolucdo desenvolveram mecanismos para manter o
crescimento e desenvolvimento e evitar a maioria dos fatores que viessem a prejudicar a sua
homeostase. Para isso dependem da diversidade genOmica e arranjos de mecanismos de
defesa, para modelar-se durante periodos de mudancgas, em situacdes estressantes, a fim de
principalmente manter o desempenho fotossintético, além de otimizd-lo em diferentes
situagcdes (TIMPERIO et al., 2008). Entretanto, nem sempre isso € suficiente ou possivel, uma
vez que dependendo do estresse e da duracdo,este pode ser letal para o vegetal, pois pode
ocasionar varias perturbacoes e ndo haver tempo hébil para defesa desse vegetal (FISCHER et
al., 2011).

Dentre os fatores ambientais, a seca € o principal fator limitante da producao agricola
mundial (WANG et al., 2013; De RONDE et al., 2004; TAKEDA e MATSUOKA, 2008) ¢ a
produtividade nessas condi¢des vai depender das condi¢des do clima e do solo, que
influenciam a quantidade total desse recurso, bem como da eficiéncia do seu uso pelo
organismo, pois o déficit hidrico pode ser definido como todo o conteido de 4dgua de um
tecido ou célula situado abaixo do contetido de dgua mais alto exibido no estado de maior
hidratacdo (FICHER et al., 2011), sendo que para ocorrer uma possivel aclimatacdo ¢é
imprescindivel manter o conteido de 4gua na folha (MISHRA et al., 2012).

Virios processos na planta podem ser influenciados pelo estresse hidrico, dentre eles o
potencial de &4gua na folha, a resisténcia estomatica, a transpiragdo, a fotossintese, a
temperatura e o murchamento da folha (MARENCO e LOPES, 2009).

Nesse experimento, pode-se observar, que alguns desses fatores, e, ou sintomas, como
por exemplo, o murchamento das folhas, em todos os gendtipos, a partir da quarto dia, e em
maior intensidade no ultimo dia das andlises. Isso refletiu na reducdo da drea foliar, que pode
ter sido devido principalmente a diminuicdo do contetido de dgua e da reducdo da turgidez da
folha.

Essa reducdo na érea foliar também foi relatada por Mishra et al., (2012), em plantas
de tomate submetidas ao déficit hidrico, sendo que essas plantas continham um gene de
Arabidopsis (gene ATHB-7DTL-20), que é considerado importante em situacdes de estresse.
Esses autores ainda enfatizam que a redugdo na drea foliar contribui para manter o contetido
de 4dgua na folha. Entretanto, outros pesquisadores sugerem que essa redugdo na drea foliar €

um dos mecanismos de adaptacdo, sendo também uma resposta precoce a esse estresse,
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diminuindo assim a superficie transpirante (MARRON et al., 2003; STERCK et al., 2008;
OLIVEIRA et al., 2013).

Pode-se sugerir com isso, que esses fatores contribuiram para uma menor taxa de
crescimento nas folhas do gendtipo com superexpressdo da MT-sHSP23.6, pois a massa seca
das folhas ao final do experimento foi menor para as plantas desse gendtipo submetidas a
seca. Entretanto, os demais parametros relacionados ao crescimento nio reduziram. Indicando
assim, que ndo somente as folhas sdo responsdveis pela producdo de fotoassimilados para o
crescimento do tomateiro, conforme enfatiza Boamah et al., (2011), que o caule, também
pode contribuir significativamente para o crescimento do tomateiro.

Geralmente o déficit hidrico provoca um acentuado crescimento das raizes
(WHALLEY et al., 2013), sendo que as cultivares mais tolerantes apresentam sistemas
radiculares mais profundos e com maior massa seca (NONNEVEUX et al., 2013). Entretanto,
nesses genotipos testados ndo houve melhoria nas caracteristicas das raizes, o que poderia
proporcionar maior massa seca para o tratamento com déficit hidrico, poisndo diferiram do
controle. Isso pode ser devido ao pequeno intervalo de tempo que foram submetidas ao déficit
hidrico, além de estarem em periodo de indugdo floral, sendo um dos periodos mais sensiveis
para o tomateiro € o reprodutivo. Dessa forma, os carboidratos tendem a acumular-se nas
folhas, em detrimento da futura frutificacdo, nao sendo translocados para as raizes, ocorrendo
dessa maneira uma competi¢do € consequentemente apresentam um menor crescimento das
raizes (CASTRO et al. 2008).

No presenteexperimento, também ndo se observou sinais que demonstrassem o
principio de senescéncia, como alguns autores relatam (RIVERO et al., 2007; WARREN et
al.,, 2011; WANG et al., 2013). Talvez devido ao curto periodo de exposicdo ao déficit
hidrico, pois na literatura € relatado o aparecimento do amarelecimento, apds um periodo
maior de estresse.

Takeda e Matsuoka (2008) alertam que uma caracteristica particularmente relevante,
que confere tolerancia a seca € o fato de apresentar um atraso na senescéncia foliar quando
submetido ao déficit hidrico. Isso foi verificado principalmente para o genétipo selvagem,
pois apresentava maiores indices de clorofila, que seu controle. Além de que senescéncia
induzida pela seca torna as plantas suscetiveis ao estresse oxidativo queinfluencia
severamente o crescimento (WANG et al., 2013).

Outro mecanismo-chave adaptativo em muitas plantas cultivadas sob estresses
abidticos, incluindo o déficit hidrico é a acumulacdo de certos compostos organicos de baixa

massa molecular, geralmente referido como osmolitos compativeis como dlcoois de agticares
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(sorbitol e manitol), glicina betaina e prolina, que ndo interferem na atividade das enzimas
(HARE et al., 1998; SAKAMOTO e MURATA, 2002). De Ronde et al., (2004), enfatizam
que durante estresses a prolina pode ser um regulador osmotico, protetor contra a
desnaturagdo enzimadtica, reserva de carbono e nitrogénio. Foi verificado nas plantas
submetidas ao déficit hidrico maior teor de prolina nas folhas, entretanto para as reacdes
bioquimicas, em nenhum gendétipo, essa elevada producdo de prolina contribuiu de forma
significativa para manter as atividades, pois apresentaram uma reducdo tempo-dependente
tanto para A, como para gs, o que sdo frequentemente associadas (SAVVIDES et al., 2012).
No entanto, Nonneveux et al., (2013) salientam que a condutancia estomdtica € mais sensivel
a deplecdo de dgua, do que a taxa fotossintética, além de que o fechamento estomadtico é
considerado uma linha de defesa contra a seca, principalmente pela inibi¢ao da transpiragao.

Todavia a reducdo da capacidade bioquimica dos genétipos, ndo foi devido a queda
na concentracdo interna de CO, (Ci), pois geralmente hid uma correlagdo entre a baixa
condutancia estomdtica a baixa concentragdo interna de CO,,0 que proporciona uma menor
taxa assimilatdria liquida (SAVVIDES et al., 2012).

Alguns autores, ainda, abordam que o estresse hidrico e o térmico estdo intimamente
relacionados, pois acarreta um choque térmico em plantas, ndo havendo a perda de calor por
evaporacdo, e consequentemente ndo diminuindo a temperatura foliar (OUKARROUM et
al.,2009). Isso demonstra que a temperatura, também, pode ter contribuido para a baixa
atividade bioquimica, em virtude da indisponibilidade do recurso hidrico, consequentemente
afetando a termorregulacdo. Pois, isso contribui para que ndo ocorrammudangas bruscas de
temperatura, e dessa forma ndo haja a desnaturacdo ou inativacdo das enzimas essenciais,
como as envolvidas na fotossintese.

Corroborando com isso, o fato de que a concentragdo interna de CO, ter-se mantido
constante, sendo que ao final ainda apresentou um elevado incremento, demonstrando que nao
estava sendo parcialmente assimilado pelas reagdes bioquimicas da fotossintese. Além disso,
também poderia haver problemas relacionados a difusdo desse gds, favorecendo assim a
solubilidade do O, desencadeando uma limitacao da atividade da enzima Rubisco na forma de
carboxilacdo, aumentando a funcdo como oxigenase. Dessa forma, provocando incremento
ouaumento na fotorrespiracdo, gerando assim, desbalanco energético, com o aumento na
respiracdo de manutencdo, ou seja, maior necessidade de energia para manter a organizagao
celular (ZISKA et al., 2010; SAGE et al., 2012). Isso, também, foi verificado por Martinazzo
(2011) em plantas de pessegueiro submetidas ao déficit hidrico e alagamento, que a reducao

na atividade fotossintética estava associada com a diminuicdo da eficiéncia de carboxilagdo,
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mesmo que as condi¢des impostas pelos estresses ndo afetassem a concentracdo interna do gas
carboOnico.

Dessa forma, a falta de condutancia no mesofilo pode ter gerado complicacdes em
relacdo a difusdo e solubilidade dos gases, o que limitou a taxa assimilatéria liquida dos
genotipos, e conforme Flexas et al., (2012) € um dos fatores que mais impdem limitacdo a
atividade fotossintética, e que além disso, outros fatores também podem afetar a condutancia
no mesofilo, como caracteristicas anatdmicas (espessura da parede celular e distribui¢do dos
cloroplastos).

Além disso, o tomate sendo uma planta C;, ndo ha separacdo espacial entre a fixacao
do CO; e a redu¢cd@o do composto intermedidrio de trés carbonos, como nas Cj induzindo
elevada taxa fotorrespiratéria, com alto desperdicio de CO, o que acarreta em perdas de
carbono e energia (BLACKWEL et al.,, 1990; BAUWE et al., 2010), o que condiz com
Massacci et al., (2008) que o aumento na fotorrespiracdo durante o inicio do déficit hidrico
pode ser visto como um processo de aclimatagdo para evitar a sobre-excitacdo do FSII, sob
condicdes de seca, quando em situagdes mais severas. Isso foi verificado, principalmente no
genotipo com superexpressao da MT-sHSP23.6e no selvagem, ao 3° dia, pois suas atividades
fotoquimicas permaneciam praticamente inalteradas, proporcionando seus produtos finais,
enquanto que as reacdes bioquimicas estavam em defasagem, quando comparadas ao primeiro
dia. Isso, também, pode ser percebido pelos resultados da reflexdo modulada a 820 nm, em
especial para o gendtipo com superexpressdo da MT-sHSP23.6.Visto que, os elétrons
oriundos do FSII estavam chegando ao FSI e sendo reduzido, ndo apresentando variagdes e ou
alteracOes na atividade do intersistema.

Algumas alteragdes detectadas para o gendtipo com silenciamento da MT-
sHSP23.6nas reagdes fotoquimicas, € que essas reacdes também sdo reguladas pelas reagdes
bioquimicas, ou seja, nao havia a necessidade de gerar tantos produtos, se as reacoes seguintes
ndo estavam em plena eficiéncia (MISHRA et al., 2012; SAVVIDES et al., 2012;MURCHIE
e LAWSON, 2013). Também, Oukarroum et al., (2009)relatam que menor geracdo de
produtos da fase fotoquimica, sob condicdes de estresse hidrico, pode ser devido a uma
reduzida atividade do Ciclo de Calvin-Benson, o que leva a um aumento na producdo de
super6xidos no lado receptor de elétrons do FSI, além de proporcionar incremento da
atividade de drenos alternativos de elétrons, tais como reacdo de Mehler e o transporte ciclico
de elétrons (MURCHIE e LAWSON, 2013).

Geralmente, o déficit hidrico produz efeito sobre o rendimento quantico maximo

fotoquimico primdrio, @p, (F\/Fy) (TOURNEUX et al., 2003; OUKARROUM et al.,2007;
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MISHRA et al., 2012; NONNEVEUX et al., 2013). No entanto no presente experimento, para
todos 0s genétipos, esse parametro permaneceu inalterado, provavelmente pela pouca
permanéncia dessas plantas em déficit hidrico. Assim, o déficit hidrico pode ser reversivel
desde que o @po,permaneca de forma inalterada(OUKARROUM et al., 2007). O mesmo foi
verificado por Mishra et al., (2012) em plantas de tomate, submetidas ao déficit hidrico, onde
somente ao final do tratamento, ou seja, 14° dia, é que comegcaram a apresentar contrastes
significativos em relac@o ao controle.

Oukarroum et al., (2007) relatam que em cultivares de cevada ocorrem alteragcdes
nesse parametro, ao final dos tratamentos com seca moderada (uma semana), grave (duas
semanas) € na recuperacdo (uma semana ap0s a re-irrigacao). Oukarroum et al., (2009), com
duas cultivares de cevada (tolerante e sensivel), também descrevem que o estresse hidrico
interfere no parametro F,/Fy; somente sobre severas condi¢des de seca, tendo pouco efeito
sobre o FSII, e maiores problemas ao FSI. Notoriamente visivel nafase I-P, o que reflete o
detrimento da atividade do FSI. Contudo, esses autores ainda enfatizam que hé vérios relatos
na literatura, em relagdo a ac@o desse estresse sobre o FSII.

Como as plantas do gendtipo com superexpressao da MT-sHSP23.6em uma visao
geral sobre a atividade fotoquimica, ndo apresentaram, sobretudo grandes elevagdes no que se
refere ao ponto J, pois Oukarroum et al., (2009), e Xin et al., (2013), relatam que alteracdes
no passo J sdo devido a limitagdes de doagdes de elétrons no lado doador de elétrons do FSII.
Sendo assim, V; ndo aumentou, entdo nao havia acumulacdo de Qa reduzida, isto &, os
elétrons estavam sendo transferidos de maneira correta na cadeia de transporte de elétrons.
Isso significa que para haver as reacdes de oxi-reducdo de Q4. tanto no lado receptor como no
lado doador de elétrons do FSII, esses estavam operacionando de modo regular, ndo havendo
limitag¢des e/ou inibi¢des inclusive do lado doador de elétrons do FSII ligado ao complexo de
evolucdo de oxigénio (CEO).

De RONDE et al.,(2000; 2001) evidenciam inibi¢do e/ou dissociagdo do CEQO, e este
ndo proporciona mais elétrons para o FSII, ocasionando actimulo de Qa e, portanto uma
alteracdo na fase O-J, com aumento da fluorescéncia no ponto J. E como abordado
anteriormente esse ponto € geralmente interpretado como evidéncia de acumulacdo da fracdo
de Q4 reduzida (STRASSER et al., 1995; LAZAR e ILIK, 1997). Entretanto, essa inativacao
do CEO permite, segundo De Ronde et al., (2004) que um doador alternativo de elétrons,
como a prolina doasse elétrons. Consequentemente, isso proporciona maior diminuicao do
ponto J nas plantas com superexpressao da MT-sHSP23.6, apés dois dias de estresse,

mantendo a regeneracdo do NADP+, ou seja, sugerindo que no primeiro dia de estresse as
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plantas com superexpressdao da MT-sHSP23.6armazenam grande quantidade de prolina, no
segundo dia comegam a utilizar a prolina para fornecer elétrons. Isso, também,é importante no
periodo de recuperacdo, pois Oukarroum et al., (2007), enfatizam que na recupera¢do por
déficit hidrico, a dissociacdo do CEO ainda permanece, por mais tempo, sendo assim
importante o papel de osmdlitos como a prolina e glicina betaina, para proporcionar uma fonte
extra de energia.

Devido a isso, pode-se sugerir que o gendtipo com superexpressio da MT-
sHSP23.6n3o demonstrou tantas perturbacdes na fase fotoquimica, devido a uma possivel
conexdo da acdo da prolina e, também, da superexpressdao dessa proteina, pois analisando os
resultados da fluorescéncia transiente, juntamente com os demais dados, realizados de modo
simultdneo no ultimo dia de andlises (decaida de fluorescéncia e reflexdo modulada a 820
nm), esses nao alteraram muito, de modo que a decaida da fluorescéncia demonstrou um
retorno mais rapido dos pares i0nicos iniciais ap0s a luz ser desligada, levando em conta que a
DF»,s € a primeira medida de DF confidvel, durante intervalos de escuro (GOLTSEV et al.,
2005), ou seja, para esse genotipo, esse estresse nao afetou de maneira significativa a
formacdo da recombinacdo de cargas. Além disso, esse gendtipo apresentou, dentreos
gendtipos analisados melhor interligacdo entre os dois fotossistemas, de modo que as
atividades do FSI foram mantidas em elevado potencial.

Em relacdo ao gendtipo com silenciamento da MT-sHSP23.6a grande producgdo de
prolina, no tratamento com déficit hidrico, ndo contribuiu de forma significativa, pois desde o
inicio das andlises mostroudanos, principalmente ao FSII, na fase fotoquimica, o que reduziu
tempo dependente, como pode ser notado pelos indices de performances (Pl € Plio) na
andlise de fluorescéncia transiente. Isso provavelmente devido aos elétrons que ndo tivessem
nem saido do FSII, tendo muitos Qp reduzidos enquanto o FSII poderia estar em forma
oxidada.

Isso pode ser observado pelos dados de reflexdao modulada a 820 nm ao final,
relacionados ao FSI, que ndo havia muita capacidade de oxida¢do do Py, enfatizando que o
problema iniciava no FSII, pois Oukarroumet al., (2007) relatam que o déficit hidrico pode
induzir a perda das proteinas D1 e D2. Além de que neste gendtipo com silenciamento da
MT-sHSP23.6 também apresentou maior dissipacdo por calor no ultimo dia, o que pode ser
confirmada pelo parametro (DIy/RC). Essa dissipacdo demonstra a perda de parte da energia
absorvida pelo FSII (STRASSER et al., 2000) nao sendo utilizada nas rea¢des fotoquimicas.

Baseado no exposto, sugere-se que a ag¢do sinérgica do elevado teor de prolina e a

superexpressdao dessa proteina, no gendtipo com superexpressdao da MT-sHSP23.6pode ter



86

proporcionado beneficios em relacdo a esse estresse, nas reacdes fotoquimicas, com essas
condi¢des experimentais. O mesmo verificado por De Ronde et al., (2004), que também
possuia gendtipos com presenga de proteinas HSPs.

Assim, analisando os trés gen6tipos em questdo, nessas condi¢cdes experimentais, € em
relacdo as avaliacOes dos pardmetros de fluorescéncia, postula-se que o silenciamento do
geneda proteina SHSP23.6 pode ter intensificado, desde o inicio do experimento, 0s maiores
danos ao aparato fotossintético. No entanto, o gen6tipo ndo transformado apenas demonstrou
reducdo no Pls € no Pl somente ao final, ou seja, este comegou a apresentar problemas
somente no 5° dia, e o alto teor de prolina também para esse genétipo, pode ter contribuido
para esses resultados. Strasser et al., (2010) salientam que, para haver redu¢des no parametro
Pl,»s€ necessario mudangas de um, dois ou trés parametros que denotam ripida reducdo da
eficiéncia da reacdo redox na cadeia de transporte de elétrons, e que o Pl essa reduciao nao
se deve s6 a perda da atividade do FSII, mas também de danos na estrutura e func¢ao do FSI.

Portanto, o déficit hidrico a0 mesmo tempo em que altera ou ativa mecanismos
importantes, rotas metabdlicas, estimula a expressdo génica. Dentre essas, algumas proteinas
de choque térmico também sdo expressas, sendo osmoticamente induzidas, que podem
proteger proteinas ou recuperar a forma nativa de proteinas inativas por dessecacdao(TAKEDA
e MATSUOKA, 2008).

No entanto no presente trabalho ja havia a transformacgdo das plantas de tomate com
diferentes niveis da respectiva proteina HSP, de localiza¢do mitocondrial, e, juntamente com
as demais proteinas dessa classe, que provavelmente, também, foram expressas, no genétipo
com superexpressao da MT-sHSP23.6, podem ter contribuido para maior estabilidade nas
reacOes fotoquimicas.

Além de que neste trabalho, a proteina sHSP23.6 é de localizagdo mitocondrial,
ressaltando ainda mais a importancia de estudos voltados a intera¢do dessas organelas, tendo
em vista que ultimamente as pesquisas estdo focadas no reaproveitamento do carbono
fotorrespirado, ou seja, procurando inserir a Rubisco proximos aos locais de liberacdo desse
CO; a fim de evitar a sua difus@o, pois a maioria das culturas de interesse agricola apresentam

metabolismo C3, 0 que contribuiria para aumentar a atividade bioquimica.

CONCLUSOES

Pode-se concluir que os gendtipos testados demonstraram comportamentos distintos

em resposta ao déficit hidrico.
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As plantas com superexpressdo da MT-sHSP23.6 sdo capazes de tolerar mais ao
déficit hidrico considerando os fotoquimicosda fotossintese em detrimento dos processos de
fixacdo do diéxido de carbono.

A atividade fotossintética das plantas com silenciamento da MT-sHSP pode ter sido
afetada pela perda da fun¢do do gene, acarretando em maiores danos nas reacdes
fotoquimicas, o que culminou em defasagem nas reagdes bioquimicas.

Desta forma,mais estudos sdo necessarios para entender a fun¢do dessas proteinas e
suas interacoes com déficit hidrico,a fim de possivelmente proporcionar uma dire¢do para a

melhoria das culturas, ainda mais que esse estresse ¢ um dos fatores que mais afeta a

producdo das culturas no mundo.
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CONSIDERACOES FINAIS

Por meio das andlises, € possivel visualizar a performance do tomateiro Micro-Tom, e
seus genodtipos transformados, citados nesse trabalho, sob diferentes situagdes estressantes,
bem como seus padrdes de crescimento em condi¢des normais.

Sendo assim, em algumas situagdes neste trabalho, ndo se evidenciou uma relacio
positiva e efetiva entre a tolerancia a determinado estresse com o nivel de expressdao das
sHSP23.6 mitocondrial.

Isso demonstra que uma transformacdo, em apenas um item na planta, nao
proporcionara sempre respostas positivas, frente a diferentes fatores estressantes que esta
podera enfrentar.

Assim, os conhecimentos oriundos deste trabalho podem contribuir significativamente
paramelhor compreensdo da atividade dessa proteina, a sua influéncia no processo
fotossintético, bem como seu comportamento em diferentes niveis.Estudos mais aprofundados
s30 necessarios com esses genotipos, a fim de compreender a influéncia dessa proteina nas
reacdes decarboxilacdo, Estes conhecimentos poderdo contribuir substancialmente para a
biologia de plantas e, consequentemente, para a agricultura e nutricio humana, visto que o
tomateiro pode ser usado em programas de melhoramento vegetal visando a obtencdo de uma

variedade tolerante em ambientes adversos ao seu cultivo.
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