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RESUMO

HUTHER, Cristina Moll. Estresses abiéticos em plantas transformadas e néo
transformadas de tomate ‘Micro-Tom’ com diferentes expressoées da sHSP22
mitocondrial: Efeito do alagamento e de ciclos de alta e baixa temperatura.
2011. 92f Dissertacdo (Mestrado) - Programa de Poés-Graduacdo em Fisiologia
Vegetal. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Os estresses abioticos geralmente causam disfuncdes metabdlicas que provocam
diminuicdo no crescimento das plantas. Em respostas a estresses pode ocorrer o
aumento na sintese de algumas proteinas chamadas proteinas de choque térmico
(heat shock proteins, HSPs). O tomate (Lycopersicon esculentum), cv. Micro-Tom é
considerado como um modelo para estudos experimentais, pois ele possui
caracteristicas que o tornam adequado, tais como o tamanho pequeno, tempo de
geracdo curto, e facilidade de transformacdo. Este trabalho teve como objetivo
avaliar os efeitos dos estresses por alagamento e por altas e baixas temperatura em
plantas transformadas e nao transformadas de tomate ‘Micro-Tom’ com diferentes
expressbes da sHSP22 mitocondrial (MT-sHSP22). O primeiro experimento foi
conduzido em camaras de crescimento, sob condicbes controladas. Quando as
plantas apresentavam 50 dias foram submetidas a estresse por alagamento por um
periodo de 14 dias, sendo que apo6s 7 dias metade das plantas foram retiradas do
alagamento. No segundo ensaio, as plantas foram cultivadas como no primeiro
experimento, e quando se apresentavam em estadio vegetativo pleno foram
submetidas a estresse térmico por periodo de 24h a 10°C ou 37°C, a seguir as
plantas foram transferidas para as condicdes iniciais por 24h, apds este periodo
foram novamente submetidas a um novo ciclo de estresse e recuperacdo. Em
ambos os experimentos foram avaliados os parametros da cinética de emissdo da
fluorescéncia da clorofila e trocas gasosas, sendo que no primeiro avaliou-se
também o indice de clorofila, e ao final do ensaio a area foliar e massa seca da parte
aérea e raiz. O alagamento interferiu nos teores de clorofila de todos os genotipos,
sendo que no gendtipo com elevada expressdao da MT-sHSP22, ndo foi observada
reducdo da area foliar e em relagcdo a massa seca total. A analise da cinética da
fluorescéncia transiente da clorofila a mostrou efeitos diferenciais do estresse por
alagamento nos diferentes locais da maquinaria fotossintética, e apresentou
variacdo de resposta entre os genétipos. Quando as plantas foram submetidas ao
estresse por baixa temperatura, observou-se reducao na taxa assimilatoria liquida de
CO, imediatamente apods o estresse, mas depois da recuperacdo todos os genotipos
retornaram proOXimos aos controles. Para as plantas submetidas a altas temperaturas
do gendtipo selvagem e do com elevada expressdo da MT-sHSP22 aumentaram a
taxa assimilatoria liquida em relagdo ao controle. Os dados de fluorescéncia das
clorofilas indicaram efeitos diferentes na absor¢cdo e aproveitamento da energia
luminosa entre os gendtipos para os dois estresses de temperatura, A interpretacao
dos parametros do Teste JIP possibilitou identificar que os trés genoétipos
apresentam comportamento distinto principalmente sobre estresse de alta
temperatura, sendo que as plantas dos genétipos com alta expressdo de sHSP22 e
nao transformado apresentaram elevacao nos parametros relacionados a atividade



do fotossistema I. Estes resultados sugerem que as plantas com elevada expressao
das sHSP22 mitocondrial podem apresentar mecanismos de tolerancia frente as
estresses aplicados.

Palavras-chave: Proteina, HSP, Teste JIP, fotossintese, estresses.



ABSTRACT

HUTHER, Cristina Moll. Abiotic stress in plants transformed and untransformed
‘Micro-Tom’ tomato with different expressions of mitochondrial sHSP22: effect
of flooding and the high and low temperature cycles. 2011. 92f. Dissertacéo
(Mestrado) - Programa de Poés-Graduacdo em Fisiologia Vegetal. Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas.

The abiotic stress often cause metabolic disorders which cause a decrease in plant
growth. In response to stress, an increase in the synthesis of certain proteins called
“heat shock proteins” (HSPs), might occur. The tomato (Lycopersicon esculentum)
cv. Micro-Tom is regarded as a model for experimental studies, and that is because it
has features that make it appropriate, such as small size, short development time
and easy modification. This study aimed to evaluate the stress effects by flooding
and by high and low temperatures in both modified and not modified ‘Micro-Tom’
tomato plants which have different mitochondrial expressions (MT- sHSP22). The
first experiment was conducted in growth chambers under controlled conditions.
When the plants were 50 days, they were submitted to stress by flooding during 14
days, and after 7 days, half the plants were removed from the flooding. In the second
trial, plants were grown as in the first experiment, and when they presented
themselves in a complete vegetative stage, they were submitted to thermal stress for
a period of 24 hours of 10 °C or 37 °C, soon after that, the plants were transferred to
the initial conditions for 24 hours. After this phase they were again subjected to a
new cycle of stress and recovery. On both experiments were evaluated parameters
of the kinetic emission of chlorophyll fluorescence and of gas exchange, taking into
account that in the first was also evaluated the content of chlorophyll, and, at the end
of the test, the leaf area and the dry mass of the upper area and root. The flooding
interfered on the the chlorophyll content of all genotypes, and on the genotype with a
high expression of MT-sHSP22, a decrease in the leaf area was not identified and
neither was in the total dry mass. The kinetics analysis of the transient fluorescence
of chlorophyll showed differential effects of stress by flooding in the different parts of
the photosynthetic machinery, and showed different responses between genotypes.
When plants were submitted to stress by low temperature, a reduction in the liquid
CO, rate was noticed immediately after the stress, but, after recovery, all genotypes
returned close to the controls. For plants submitted to high temperatures of the wild
genotype and with high expression of MT-sHSP22 increased the liquid assimilation
rate in comparison to control. The chlorophyll fluorescence data indicated different
effects on absorption and utilization of light energy between the two genotypes for
two of the temperature stress. The interpretation of the JIP test parameters helped to
identify that three genotypes exhibit different behavior, mainly on high-temperature
stress, and the plants of high expression genotypes of HSP22 and not transformed
showed an increase in the parameters related to the photosystem | activity. These
results suggest that plants with high doses of mitochondrial SHSP22 may present
mechanisms of tolerance against the applied stress.

Keywords: protein, HSP, JIP-test, photosynthesis, stress.
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INTRODUCAO

O tomateiro pertence a Familia Solanaceae sendo uma hortalica originaria
da Cordilheira dos Andes, onde sdo encontradas varias espécies selvagens,
podendo ser de crescimento determinado (variedades anas) ou indeterminado, que
atinge 2,5 m de altura (CAMARGO-FILHO et. al. 1994).

A cultivar em miniatura, Micro-Tom (Lycopersicon esculentum cv Micro-Tom)
foi proposta por Meissner et al. (1997) como um modelo genético, que produz frutos
de pequeno porte e sementes viaveis, tendo sido desenvolvida através do
cruzamento entre 0s tomateiros (Solanum  lycopersicum L. Syn.
Lycopersicum esculentum Mill.), cultivares Florida Basket e Ohio 4013-3 (FARINHA
et al, 2009), para jardinagem doméstica. Difere das cultivares normais de tomate,
essencialmente por dois genes recessivos (MEISSNER et al. 1997), sendo seu
fenétipo determinante por uma mutacdo no gene SP (FARINHA et al 2009; MARTI et
al., 2006). Desde o seu desenvolvimento, a cultivar Micro-Tom tem sido utilizada
para a mutagénese em grande escala e a introgressdo da variacdo alélica ja
conhecida em outras cultivares de tomate e outras espécies selvagens.

O tomateiro Micro-Tom é considerado como um modelo de planta da familia
Solanaceae, pois possui caracteristicas que o tornam adequado para o0 estudo
experimental, tais como: o tamanho pequeno, cerca de 15 cm de altura, permite o
cultivo denso (MEISSNER et al. 1997), o tempo de geracéo curto, e facilidade de
transformacado. Esta cultivar é utilizada para a construcdo de bibliotecas de cDNA
completo (AOKI et al, 2010), o que permite estudos de bioengenharia molecular. O
pequeno tamanho da Micro-Tom permite experiéncias em ambientes confinados e
em ambientes controlados que cumprem as normas de seguranga para 0S
Organismos Geneticamente Modificados (OGM) (WATANABE, et al. 2007). Desta

forma, as plantas do tomateiro Micro-Tom estdo sendo usadas para pesquisa de
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desenvolvimento dos frutos carnosos, formacédo de micorrizas e a tolerancia ao
estresse (FARINHA, et al 2009).

Nogueira e Silva Jr. (2001) destacam que variaveis ecofisiologicas exercem
grande influéncia, ndo somente no comportamento vegetativo das plantas
cultivadas, mas sobretudo no seu desempenho em relacdo as caracteristicas
produtivas.

Plantas, como organismos sésseis, dependem de plasticidade prote6mica
para remodelar-se durante os periodos de mudanca do desenvolvimento, para
suportar diversas condices ambientais, e para responder aos estresses bioticos e
abidticos. Estes ultimos sao a principal causa de perda de safra em todo o mundo,
reduzindo o rendimento médio para a maioria das plantas cultivadas por mais de
50%. Alguns estresses abioticos, como a seca, salinidade, temperaturas extremas,
toxicidade quimica e o estresse oxidativo sdo sérias ameacas para a agricultura e
podem resultar na deterioragéo do meio ambiente (TIMPERIO et al, 2008).

Tsimilli-Michael e Strasser (2008) descrevem que qualquer mudanca
ambiental € um estressor, no sentido que ele perturba as estratégias de otimizacéo e
leva o sistema a subotimizacéo, pois 0 mesmo sofre mudancas de estado, ou seja,
mudancas estruturais/conformacionais, em busca de um novo estado ideal. Sendo
que Giraud et al. (2008) definem estresse como qualquer condicdo que impacta
negativamente sobre o crescimento e a reproducédo de uma planta.

A exposicdo dos organismos a qualquer estresse ativa um subconjunto de
genes que codificam proteinas conservadas, conhecido como proteinas de choque
térmico (HSP - heat shock proteins), dando inicio assim a varios esforcos na
tentativa de enfrentar o estresse.

Embora o papel das HSP na tolerancia ao estresse seja muito importante,
sendo fundamentais nos processos de protecdo membranaria, sintese e reparo de
proteinas, contribuindo assim para a homoestase celular, existem outros estudos
que sugerem que estas proteinas podem ter outras funcbes ainda desconhecidas.
(MORROW, 2000).

As HSPs funcionam como chaperonas moleculares, ou seja, proteinas que
interagem com outras proteinas minimizando a probabilidade de interagir de forma
inadequada com outras proteinas. As HSPs reconhecem e ligam-se a outras
proteinas quando ndo estdo em conformacdes-nativas, ou seja, por desnaturacao

de proteinas de estresse ou porque 0s peptideos que incluem ainda nao foram
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totalmente sintetizados, dobrados, montados, ou localizados em um compartimento
celular apropriado (FEDER e HOFMANN 1999).

Estas proteinas sdo geralmente divididas em familias com base na massa
molecular e homologia de sequéncia (MORROW, 2000; FEDER e HOFMANN,
1999). As sHSP ou smHSP (small heat shock proteins — de 16 a 30-kD)
compreendem um grupo de proteinas diverso e menos conservado que varia desde
as sequéncias até o seu numero dentro das espécies (MORROW, 2000).

Em plantas superiores, seis familias de genes nucleares para sHSP foram
identificados. Cada familia de gene codifica proteinas que sdo encontradas em
compartimentos  celulares  distintos, como citosol, cloroplasto, reticulo
endoplasmatico e mitocéndria. Em geral, as sHSP nédo sdo encontradas em tecidos
vegetativo normais, mas acumulam—-se em altos niveis em resposta ao estresse
térmico. Sob estresse de calor, a sintese de algumas de proteinas é reprimida, e as
HSP comecam a ser sintetizadas. O acumulo das sHSP mitocondriais (MT-sHSP -
mitochondrial small heat shock proteins) sob estresse térmico foi recentemente
relatado em varias espécies de plantas, mas pouco se sabe sobre as funcbes
celulares do MT-sHSP na tolerancia ao calor pelas plantas. Liu (1999) descreve a
elevacdo das MT-sHSP (23,8 kDa) em resposta ao choque térmico em plantas do
tomate (Lycopersicon esculentum, Mill), sendo o precursor desta proteina com um
peso molecular calculado de 23,8 kDa e que foi previsto para atingir mitocéndrias,
conforme destaca Shono (2001) a avaliacdo da transcricdo do gene da MT-sHSP em
temperaturas variadas, bem como o ensaio da atividade destas proteinas in vitro,
vem sendo analisada, sendo assim, plantas de tomate cv. Micro-Tom também foram
transformadas para diferentes niveis de HSPs mitocondrial (SHSP22).

Como a mitocondria € um alvo importante e regulador de respostas ao
estresse, € evidente que uma variedade de genes nucleares que codifica proteinas
mitocondriais respondam a uma ampla gama de condicbes de estresses.
Relativamente pouco € conhecido no ambito geral da resposta ao estresse
mitocondrial, ou seja, quais genes que codificam as proteinas mitocondriais sao
parte de um amplo esforco de resposta em rede, e qual sua funcdo especifica na
manutencao da funcdo mitocondrial e celular durante o estresse (AKEN et al 2009).

Como a maioria das proteinas mitocondriais € traduzida no citoplasma e
deve ser importada para a mitocondria, € provavel que durante condi¢cdes de

estresse, as taxas de importacdo mitocondrial sejam alteradas (AKEN et al, 2009).
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Tlrkan et al. (2009) destacam que certas plantas podem aclimatar-se as
condicbes de estresse, mas dependem de ativacdo das cascatas de redes
moleculares envolvidas no esfor¢co de deteccéo, transducao de sinal e expresséo de
genes especificos relacionados com o estresse e seus metabolitos. Os processos de
adaptacdo sao elaborados e mais de um gene pode ser expresso durante o
processo de aclimatagéo.

Além dos efeitos sobre a mitocondria a fotossintese € um alvo significativo
de diferentes estresses que provocam mudancas na fluorescéncia transiente OJIP
da clorofila a, sendo assim importante verificar como se apresenta o fluxo energético
do fotossistema Il (FSIl), na cadeia de transporte de elétrons, chegando ao
fotossistema | (FSI), que dara origem ao ATP e ao NADPH,.

Conforme destacado por Strasser et al (2000) a intensidade de fluorescéncia
de clorofila nas plantas € originada principalmente no FSIl, sendo de grande
importancia para muitos estudos na area de fotossintese.

Baker e Rosenqvist (2004) salientam a importancia do uso de técnicas nao-
invasivas em estudos de estresses, pois uma caracteristica importante do
desenvolvimento da cultura e programas de melhoramento € a avaliacdo efetiva de
crescimento e desempenho das plantas sobre diferentes estresses. Os estudos com
a cinética de emisséo de fluorescéncia da clorofila ganharam grande impulso com o
desenvolvimento de instrumentos portateis e mais precisos, que possibilitam
medi¢cdes em plantas intactas que permitem a compreensao de como as mudancas
nas caracteristicas de fluorescéncia de plantas se relacionam com o desempenho
fisiolégico. Assim, a analise da fluorescéncia da clorofila constitui-se em um método
sensivel, eficiente, rdpido e ndo destrutivo capaz de detectar com seguranca e
confiabilidade efeitos de estresse e injdrias no processo fotossintético (YUSUF et al.,
2010).

As mudangas na cinética de emissdo de fluorescéncia a partir de
organismos fotossintéticos sao freqlientemente modificagbes na atividade
fotossintética (BAKER e ROSENQVIST, 2004), principalmente quanto a eficiéncia
guantica do transporte de elétrons através do FSIl em folhas (GENTY et al., 1989)
sendo esta relacionada a assimilacdo de CO, (BAKER e ROSENQVIST, 2004).
Permite desta forma o entendimento dos mecanismos da fotossintese propriamente
ditos, bem como a avaliagdo da capacidade fotossintética alterada por estresses

bidticos ou abidticos pelos quais possam acontecer com as plantas.
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O uso da fluorescéncia das clorofilas permite a répida identificacdo de
injurias causadas ao aparelho fotossintético, mesmo quando o sintoma ainda nao é
visivel, até a andlise detalhada da alteracdo da capacidade fotossintética da planta,
além do fato de ser uma avaliacdo ndo destrutiva, sendo possivel de se realizar
tanto em laboratorio quanto em campo (CATUNDA et al, 2005). Zribi et al. (2009)
descrevem que a fluorescéncia da clorofila a pode apontar desde a possibilidade
de uma planta tolerar estresses ambientais, bem como a medida em que esses
estresses tém danificado o aparelho fotossintético, podendo ser excelente
ferramenta para estudo de estresses que induzem mudancas no FSII. Yusuf et al.,
(2010) abordam que o aparelho fotossintético das plantas é muito sensivel a
estresses ambientais e mesmo pequenas alteracdes na sua estrutura e no seu
funcionamento podem ser facilmente detectadas através da fluorescéncia da
clorofila a.

Este trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos do estresse por
alagamento e por altas e baixas temperaturas em plantas transformadas e néo
transformadas de tomate (Lycopersicon esculentum Mill.), cultivar Micro-Tom, com
diferentes expressdes de sHSP22 mitocondrial (MT-sHSP22), sobre a cinética de
emissdo da fluorescéncia transiente da clorofila a, as trocas gasosas, o indice de

clorofila e os parametros de crescimento em plantas de tomate.



CAPITULO 1

ESTRESSE ABIOTICO EM PLANTAS TRANSFORMADAS E NAO
TRANSFORMADAS DE TOMATE ‘MICRO-TOM’ COM DIFERENTES
EXPRESSOES DA sHSP22 MITOCONDRIAL: 1. EFEITO DO ALAGAMENTO

Abiotic stress in plants transformed and untransformed Micro-Tom tomato with
different expressions of mitochondrial sHSP22: 1. Effect of flooding

RESUMO

O alagamento do solo é um estresse ambiental grave para as culturas, e pode afetar
o seu desempenho fisioldgico e consequentemente prejudicar o seu rendimento. As
proteinas denominadas heat shock proteins (HSP), agem como meio de protecao
frente a agentes estressores. Buscou-se esclarecer os efeitos fisiologicos do
alagamento sobre o tomate, cv. Micro-Tom transformadas para diferentes niveis de
expressao de HSPs mitocondrial (MT-sHSP22). Avaliou-se plantas de trés genoétipos
(n&o transformadas, com elevada expressao de MT-sHSP22 e com baixa expressao
de MT-sHSP22) que foram cultivadas em condi¢cfes controladas. Quando as plantas
apresentavam 50 dias foram parcialmente alagadas por um periodo de 14 dias,
sendo que apos sete dias de alagamento metade das plantas de cada gendtipo foi
submetido a recuperagcdo. Foi determinada a emissdo de fluorescéncia das
clorofilas, as trocas gasosas, o indice de clorofila, area foliar e massa seca. Este
estresse alterou a cadeia de transporte de elétrons da fotossintese que esta
relacionada a inativacdo do complexo de evolucdo de oxigénio, da perda da
conectividade entre as unidades do fotossistema Il, da oxidac&o-reducao do pool de
plastoquinona, e da atividade do fotossistema I. O genétipo com elevada expressao
da MT-sHSP22 foi 0 menos sensivel ao estresse por alagamento.

Palavras-chave: Lycopersicon esculentum Mill., fluorescéncia das clorofilas, Teste
JIP, trocas gasosas.

ABSTRACT: Flooding of the soil is a severe environmental stress to crops, and may
affect their physiological performance and, consequently, affect their productivity.
The proteins called “heat shock proteins” (HSP) act as a safeguard against stressors
agents. A clarification of the physiological effects of flooding on tomato farming was
sought, Micro-Tom transformed to different levels of expression of mitochondrial
HSPs (MT-sHSP22). Plants of three different genotypes were evaluated (not
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processed, with high and low expression of MT-sHSP22) that were grown under
controlled conditions. When the plants were 50 days they were submitted to stress by
flooding for a 14 days time, and after seven days of flooding, half of the plants from
each genotype were submitted to recovery. We determined the fluorescence
emission of chlorophyll, gas exchange, chlorophyll index, leaf area and dry
mass. This stress changed the electron transport chain of photosynthesis the is
related to inactivation of oxygen evolution complex, of the loss of connectivity
between units of photosystem I, of the oxidation-reduction of the plastoquinone pool,
and the activity of photosystem I. The genotype with high expression of MT-sHSP22
was the least sensitive to stress by flooding.

Key words: Lycopersicon esculentum Mill, chlorophyll fluorescence, JIP test, gas
exchange.

1. INTRODUCAO

No Brasil, estima-se que haja cerca de 28 milhdes de hectares de solos
sujeitos ao encharcamento (solos aluviais e hidromorficos) (MAGALHAES et al.,
2005), o que pode prejudicar seriamente o desempenho das plantas terrestres
causando um grande impacto sobre a distribuicdo das espécies.

A deficiéncia de oxigénio € considerada um determinante importante em
relacdo aos efeitos nocivos do alagamento nas plantas (HORCHANI et al, 2009). As
mudancas fisico-quimicas do solo, induzidas pelo alagamento, afetam varios
aspectos da fisiologia, morfologia e anatomia, dependendo da espécie vegetal
(KOZLOWSKI, 1997). As plantas que frequentemente estdo expostas a tais
condi¢cbes sofrem restricdes no seu crescimento e desenvolvimento (HORCHANI et
al., 2008), pois nas condi¢des de solos inundados a difusdo de O, se torna muito
baixa, gerando uma diminui¢cdo da concentracao deste gas (DANTAS et al., 2001) e,
como consequéncia, manifestam-se nas plantas varios distirbios em seu
metabolismo, reduzindo tanto o0 crescimento vegetativo como o0 reprodutivo
(KOZLOWSKI, 1997; DREW, 1997). O excesso de agua no solo acarreta diminuigéo
da difusdo do oxigénio, necessario a respiracado radicular, causando a hipoxia ou
anoxia no solo (MATTOS, et al., 2005).

A diminuicdo de oxigénio na regido das raizes pode desencadear respostas
metabdlicas, que poderdo iniciar uma cascata de sinalizacdo (HORCHANI et al.,

2009). A consequéncia imediata da deplecao de oxigénio é a reducéo na respiracao,
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diminuindo a geracdo de ATP e levando a uma diminuicdo na carga energética
gerada (HORCHANI et al., 2009). Alteracdes nos niveis de ATP podem servir como
sinal para posteriores respostas adaptativas como aumento do fluxo glicolitico
(Efeito Pasteur) e mudanca para a fermentacéo alcodlica (HORCHANI et al., 2009;
MAGALHAES et al, 2009).

As plantas, em condi¢des naturais ou experimentais, podem ser submetidas
a disponibilidade de O, que varia desde a normoxia, passando pela hipoxia ou até
mesmo pela anoxia. Varios processos metabdlicos sdo afetados pela deficiéncia de
O,, porém o0s eventos mais estudados sdo os relacionados a respiracdo e ao
metabolismo de Nitrogénio. Na auséncia de um aceptor eletrénico terminal na cadeia
de transporte de életrons, o ciclo do acido tricarboxilico passa a funcionar
parcialmente e em ambas as direcdes. Ocorre a acidificacdo do citosol e o piruvato,
produto da glictlise, é transformado em lactato e etanol, que representam as
principais reacdes fermentativas das plantas (SOUZA e SODEK 2002). Em
condicbes alagadas, as raizes crescem somente na regido superficial e néo
conseguem explorar totalmente o volume do solo, como em condicfes aeradas.
Além disso, a hipoxia diminui a condutividade hidraulica e afeta as aquaporinas,
diminuindo a absorc&o de agua e nutrientes da raiz (MAGALHAES et al, 2009).

As espécies sensiveis ao estresse por inundacdo desenvolvem sintomas, 0s
quais resultam principalmente dos distlrbios causados pela hipoxia ou anoxia nas
raizes. Os mais comuns séo a absciséo de folhas, flores e frutos, clorose nas folhas,
reducdo no comprimento da raiz principal, reducdo no crescimento em altura,
inibicdo da formacao de primordios foliares, reducéo na expansao foliar e até mesmo
morte da planta (ARRUDA et al, 2004). Além de adapta¢cdes morfo-anatdbmicas,
podem ocorrer algumas alteracdes nas taxas de transpiracdo, da fotossintese e na
condutancia estomatica, decorrentes de ajustes bioquimicos e metabdlicos,
provocados pela inundacdo (KOZLOWSKI, 1997; ARRUDA et al, 2004). O
crescimento e o desenvolvimento das plantas dependem, além das condi¢cdes
ambientais, do particionamento do carbono assimilado entre as fontes
fotossintéticas, como as folhas maduras e tecidos jovens, raizes e frutos
(HORCHANI et al, 2009). O decréscimo na producdo de energia fotoquimica, em
consequéncia do alagamento do solo pode afetar a eficiéncia fotossintética, em

virtude de disturbios causados na raiz ou diretamente na parte aérea, e dos danos
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que ocorrem nas estruturas responsaveis pela fase fotoquimica da fotossintese
(ALLEN et al., 1996).

Muitos estudos tém mostrado que a diminuicdo da fotossintese sob estresse
hidrico pode ser associada com as perturbacdes dos processos bioquimicos (LU e
ZHANG, 1999). Em particular, o fotossistema Il tem se mostrado muito sensivel ao
estresse hidrico. Varios estudos demonstraram que o estresse hidrico resulta em
danos no complexo de liberacdo de oxigénio do FSIl (LU e ZHANG, 1999) e nos
centros de reacdo do FSII (HAVAUX et al, 1987 apud LU e ZHANG, 1999; HE et al,
1995).

Uma das fungdes mais importante da célula vegetal é reagir contra o
estresse induzido por autodefesa, sendo que estresses abibticos costumam causar
alteracdes na sintese protéica, alterando os niveis de uma série de proteinas que
podem ser solUveis ou de natureza estrutural (TIMPERIO et al, 2008).

Timperio et al. (2008) afirmam que as proteinas de choque térmico (HSP -
heat shock proteins) sdo conhecidas por serem induzidas ndo s6 em resposta ao
estresse de curto prazo, mas sua producdo € um passo hecessario para a
aclimatacao da planta ao calor.

Estudos tém demonstrado que as sSHSP (small heat shock proteins) em
plantas sdo produzidas em resposta a uma ampla variedade de estresses
ambientais, por exemplo calor, seca, frio, luz alta, radiacdo ultravioleta, estresse
osmotico, estresse oxidativo e interacdo planta-patégeno (SARKAR et al, 2009).

Embora o papel das HSP na tolerancia ao estresse seja muito importante,
sendo fundamentais nos processos de protecdo membranaria, sintese e reparo de
proteinas, contribuindo assim para a homoestase celular, existem outros estudos
que sugerem que estas proteinas podem ter outras fung¢Bes ainda desconhecidas
(MORROW, 2000).

As HSPs funcionam como chaperonas moleculares, ou seja, tais proteinas
interagem com outras proteinas minimizando a probabilidade dessas proteinas de
interagir de forma inadequada com outras proteinas. As HSPs reconhecem e ligam-
se a outras proteinas quando nao estdo em conformacgdes-nativas, ou seja por
desnaturacao de proteinas de estresse ou porque os seu peptideos ainda nao foram
totalmente sintetizados, dobrados, montados, ou localizadas em um compartimento
celular apropriado (FEDER e HOFMANN 1999).
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Strasser e Tsimilli-Michael (2001) salientam que todo sistema biol6gico
funciona como um conversor de energia, trocando também matéria com o
ambiente. Apds qualquer alteracédo nas condi¢cdes ambientais 0s sistemas vivos sao
capazes de sofrer alteracdes do seu estado interno de modo que possam se adaptar
as novas condi¢cdes, sem muita alteracdo no metabolismo geral. Desta forma,
técnicas experimentais para medir o comportamento energético de um sistema
fotossintético sdo necessarias e permitem a compreencéo dos efeitos dos estresses
sobre o metabolismo vegetal.

Dentre estes métodos, as andlises de trocas gasosas e especialmente a
emissao da fluorescéncia da clorofila tem sido amplamente utilizados para descrever
ou mesmo prever o comportamento fotossintético em resposta a estresses.

Medicdes de fluorescéncia podem ser Uteis em rapida avaliacdo dos efeitos
dos fatores climaticos sobre o desempenho da planta (FIRMANO et al.,, 2009). A
fluorescéncia da clorofila, além de ndo-destrutiva, é altamente sensivel e de facil
manuseio, permitindo a obtencéo de informacdes qualitativas e quantitativas sobre a
condicdo fisiologica do aparato fotossintético (BAKER e ROSENQVIST, 2004). O
Teste JIP (STRASSER e STRASSER, 1995) tem sido amplamente utilizado para a
avaliacdo do impacto dos diferentes tipos de estresses nas plantas, tais como,
elevada luminosidade, temperaturas baixas ou altas, o0z6nio, seca, salinidade e
metais pesados como citado por Yusuf et al. (2010).

Os parametros da fluorescéncia da clorofila sdo empregados como
indicativos de alteragBes na atividade fotossintética, sendo que a eficiéncia do
transporte de elétrons através do FSIl e a eficiéncia de operacdo deste estdo
correlacionados a assimilagdo de CO,, sendo assim uma excelente ferramenta para
examinar respostas e o desempenho fotossintético e fisiolégico das plantas (BAKER
e ROSENQVIST, 2004).

A intensidade da fluorescéncia da clorofila de organismos fotossintéticos
adaptados ao escuro segue uma variacao caracteristica com o tempo apoés o inicio
da iluminacdo. Esse efeito é conhecido como "efeito Kautsky". Na curva de indugéo
de fluorescéncia, na intensidade minima (Fo) todos os centros de reacdo estao
abertos e na maxima (Fy) todos os centros de reacdo estdo fechados. Todos os
materiais fotossintéticos oxigénicos investigados até o momento mostram um
aumento transiente da fluorescéncia constituido de uma sequéncia de fases,
destacando as fases OJ e IP (STRASSER et al., 2000).
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O tomateiro cv. Micro-Tom é considerado como um modelo de planta da
familia Solanaceae, pois possui caracteristicas que o tornam adequado para o
estudo experimental, tais como: o tamanho pequeno, cerca de 15 cm de altura,
permite o cultivo denso (MEISSNER et al. 1997); o tempo de geragcao curto; e
facilidade de transformacdo, sendo esta cultivar utilizada para a construcdo de
bibliotecas de cDNA completo (AOKI et al, 2010), o que permite estudos de
bioengenharia molecular. O pequeno tamanho da cultivar Micro-Tom permite
experiéncias em ambientes confinados e ambientes controlados que cumprem as
normas de seguranca para os Organismos Geneticamente Modificados (OGM)
(WATANABE, et al. 2007).

Atualmente Micro-Tom tem sido proposta como a cultivar preferencial para
pesquisas a nivel molecular para uma nova geracao de linhagens transgénicas em
tomateiro (MELO et al, 2009). Sendo assim, a medida que surgem novas linhagens
transformadas com diferentes expressdes de MT-sHSP22 mitocondrial €
indispensavel a realizacdo de varios tipos de ensaios.

O trabalho teve como objetivo avaliar os parametros da fluorescéncia
transiente da clorofila a, as trocas gasosas, o indice de clorofila e os parametros de
crescimento em plantas de tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) cultivar Micro-
Tom com diferentes niveis de expressdo da MT-sHSP22 (mitochondrial small heat

shock proteins) submetidas a estresse por alagamento.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material vegetal e tratamentos

Foram utilizadas sementes de tomate Lycopersicon esculentum Mill cv.
Micro-Tom ndo transformadas (selvagem) e transformadas para resultarem em
diferentes niveis de expressao de MT-sHSP22 mitocondrial (elevada e baixa) (Anexo
1), gentilmente cedidas pelo Prof. Cesar Valmor Rombaldi — Departamento de
Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial, Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, na
Universidade Federal de Pelotas (DCTA-FAEM-UFPel).

As sementes foram colocadas em caixas de Gerbox®, com papel mata
borrdo e acondicionadas em camara de germinagédo, permanecendo por cinco dias
no escuro e apos este periodo, transferidas para condicdo de baixa intensidade

luminosa, onde permaneceram por mais dez dias. Quinze dias apds a semeadura,
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foram escolhidas 15 plantulas de cada genotipo, e transplantadas para vasos
plasticos com capacidade de 500 mL, tendo com substrato areia peneirada e lavada.
As plantulas foram colocadas em camaras de crescimento com condicdes
controladas: densidade de fluxo de fétons fotossinteticamente ativo de 200 pmol m™
s™, na altura central das copas das plantas; fotoperiodo de 10 horas; e temperatura
de 21+3°C. A irrigacgéao foi realizada diariamente, mantendo a umidade do substrato.
Apos o transplantio das mudas, trés vezes por semana, foi aplicada solucéo nutritiva
de Hoagland e Arnon (1950), com pH ajustado para 6,0-6,5.

Quando as plantas estavam com 50 dias apds a semeadura iniciaram-se a
aplicacdes dos tratamentos que consistiram no alagamento (imersos com uma
lamina de agua de 2 a 3 centimetros acima do nivel do solo) de 10 plantas de cada
genaotipo. Apods sete dias de alagamento, metade das plantas de cada gendtipo foi
retirada do estresse e retornaram as condi¢gbes normais de niveis de &agua. O
tratamento controle foi considerado as plantas que permaneceram em condi¢des
normais de niveis de agua.

As medidas do indice de clorofila, fluorescéncia transiente das clorofilas
OJIP e trocas gasosas foram realizadas no primeiro, terceiro, sétimo, décimo e
décimo quarto dia ap6s o inicio do experimento. Para as plantas que se
encontravam em recuperacao, foram realizadas determinacBes apos trés e sete
dias de recuperacdo. As medidas de area foliar e massa seca das partes das plantas

foram determinadas ao final do experimento (14 dias apos o inicio do alagamento).

2.2 indice de clorofila

Os teores de clorofila foram determinados, utilizando-se um medidor portatil
de clorofila (CL-01 Hansatech Instruments Ltd., King's Lynn Norfolk, UK), conforme
metodologia descrita por Cassol et al. (2008), e expressos pelo indice de clorofila.
As avaliagbes foram realizadas nas mesmas folhas utilizadas para as medidas da

fluorescéncia da clorofila a e trocas gasosas.

2.3 Medida da fluorescéncia transiente OJIP

A fluorescéncia transiente OJIP da clorofila a foi medida nas primeiras folhas
jovens completamente expandidas utilizando um fluorémetro portétil (Modelo Handy
PEA, Hansatech Instruments, King's Lynn, Norfolk, UK). As medidas foram

realizadas em folhas ndo destacadas previamente adaptadas ao escuro por 30
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minutos para oxidacdo completa do sistema fotossintético de transporte de elétrons.
A emissao de fluorescéncia foi induzida em uma érea de 4 mm de didmetro da folha
pela exposicdo da amostra a um pulso de luz vermelha (pico 650 nm) numa
intensidade de cerca de 3.000 umol m? s™. As intensidades de fluorescéncia foram
medidas entre 50 ps e 1 s. As intensidades de fluorescéncia determinadas em: 50
(Fs0 us), 100 (F100 ps), 300 (Fzoops) MS, 2 (F2ms) € 30 (Fzoms) ms e Fr (fluorescéncia
maxima), foram utilizadas para calcular os parametros de Teste JIP (STRASSER e
STRASSER, 1995). Foi considerada a fluorescéncia inicial (Fo) a intensidade medida

a 50 ps.
2.4 Andlise dos dados de fluorescéncia

2.4.1 Teste JIP

A partir das intensidades de fluorescéncia medidas foram calculados os
parametros estabelecidos pelo Teste JIP (STRASSER e STRASSER, 1995), sendo
gue a interpretacdo adequada e correta dos referidos parametros deve ser realizada
de forma cuidadosa, para que os dados analisados sejam informacdes corretas
sobre o comportamento e o fluxo de energia em diferentes niveis. Para o calculo dos
parametros do Teste JIP utilizou-se o software Biolyzer (gentilmente cedido pelo Dr.
Reto Strasser, Universidade de Genebra). A lista de alguns parametros do Teste JIP

encontra-se na Tabela 1.

2.4.2 Normalizacéo e subtragdes das curvas de fluorescéncia transiente

Os parametros do Teste JIP foram normalizados para os valores obtidos nos
respectivos controles, aos quais se atribuiu o valor unitario. Desta forma é possivel
comparar os efeitos do estresse em relacéo ao controle, podendo avaliar o impacto
das mudancas de estado induzido pelo estresse.

Para comparacdo dos eventos refletidos nas fases OJ, Ol e IP, as curvas
transiente foram normalizadas como fluorescéncia variavel relativa. Tsimilli-Michael e
Strasser (2008), indicam que essas comparacgdes, bem como as diferencas entre as
fluorescéncias variaveis relativa entre as plantas submetidas ao estresse e 0
controle permitem a adequada avaliagcdo dos eventos biofisicos afetados pelo
estresse relativo ao fluxo de energia na cadeia de transporte de elétrons.
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2.5 Trocas gasosas

As trocas gasosas foram medidas na primeira folha superior madura,
completamente expandida, com um analisador portatil a infra-vermelho de CO,
(modelo LI-6400XT LI-COR, Inc., Lincoln, NE, USA). As medidas foram realizadas
entre as 10:00 e 11:00hs, com concentracédo de CO; no interior da camara de 380
mol mol™ e densidade de fluxo de fétons fotossinteticamente ativo de 1.500 pmol m™
s?, utilizando-se a fonte luminosa LI-COR 6400-02, acoplada & camara de medida.
As variaveis medidas foram: taxa assimilatéria liquida de CO- (A, pmol CO, m™? s™);
condutancia estomatica (gs mol H,O m? s™); e concentracéo intercelular de CO; (C;,
Pa), a partir das medidas da A e C; calculou-se a eficiéncia aparente de carboxilagao
(A/C;, pmol CO, m? s Pa™l).

2.6 Medidas de crescimento

Ao final do experimento foram medidas a &rea foliar (AF) e massa seca do
caule, peciolo, folhas e raizes, permitindo o calculo posterior da massa seca total
das plantas e a raz8o massa seca da parte aérea sobre a massa seca das raizes. A
area foliar foi estimada utilizando um medidor de area foliar (Modelo LI-3100 Li-Cor
Inc., Lincoln, NE). Em relagdo a massa seca, foi realizada a pesagem do material
vegetal, apés secagem em estufa com circulacdo de ar forcada, a 65°C por um

periodo de pelo menos 72h.

2.7 Analise estatistica

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado
sendo que as médias foram comparadas dentro de cada gendtipo pelo Teste Tukey
(p<0,05). Foram utilizadas cinco repeticbes por tratamento, sendo considerada
unidade experimental uma planta. Para as determinacdes de fluorescéncia da
clorofila a foram relizadas trés medidas por planta, totalizando 15 medidas por

tratamento.
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Tabela 1: Resumo dos parametros, formulas e sua descrigcdo com dados extraidos
de fluorescéncia da clorofila a (OJIP) transitoria.

Parametros da fluorescéncia

Descri¢éo

Parametros extraidos

Fi

FSO us

F100 us € F300 s
F;eF
Fp (= Fm)

Area

Intensidade de fluorescéncia no tempo t ap6s inicio da iluminagao
actinica

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

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

Fluorescéncia méaxima no passo P

Area complementar total entre a induc&o da curva de fluorescéncia e
Fm

Parametros Derivados e Parametros OJIP

Fo= Fsops

Fm: FP

V3= (F2ms- Fo)/(Fm- Fo)
V= (FSO ms = Fo)/(Fm - Fo)
Mo = 4 (F300 us - Fo)/(Fm- Fo)

N = Sm * (Mo/V;)
Sm=EC./RC = Areal/(Fm- Fo)

Ss = VJ/MO

Fluorescéncia minima quando todos os centros de reacdo do FSl|
estdo abertos

Fluorescéncia méaxima quando todos os centros de reagéo do FSII
estdo fechados

Fluorescéncia variavel relativa no passo J (2 ms)
Fluorescéncia variavel relativa no passo | (30 ms)
Declividade inicial (em ms™) da fluorescéncia transiente V = f(t)

Numero de giros de reducéo, oxidacdo e re-reducéo de Qa no tempo
entre a luz ser ligada até atingir Fr,

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 - Fo/Fm: Fv/Fm

PEo = Pro Wo= 1 — (Fs/Fw) = ETJ/ABS
qJEo = ETo/TRo =1- VJ
Bro= REJ/ETo= (1 - V)I(L - V3)

QPRro = REL/ABS = Ppro X Yo X Oro

Rendimento quantico maximo fotoquimico primarioem t=0

Rendimento quantico de transporte de elétrons de Qa” 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 apds Qa

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

Rendimento quantico de reducado dos aceptores finais de elétrons do
FSI por foton absorvido

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

ABS/CR = Mo x (1/V3) x (1/@po)
TRO/CR = Mo/VJ

ETo/CR = (Mo/V3) X Weo= (Mo/Vy) x (1 -
Vi)

RE/CR = (RE//ETo) x (ETo/CR)

Fluxo de absorc¢éo por CR
Fluxo de energia capturado por CRem t=0

Fluxo de transporte de elétrons por CRemt=0

Reducéo dos aceptores finais do lado aceptor de elétrons do FSI no
por CRem t=0

Indice de Performance

Plabs = (CR/ABS) x (@po/(1 - @po)) X
(Weo/(1 - Weo))

Pliotar = (CR/ABS) % (@po/(1 - @po)) X
(Weol(1 - Weo)) X (Bro/(1 - Bro))

indice de performance total

indice de performance total , medindo a performance ate os aceptores
finais de elétrons do FSI
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3. RESULTADOS

3.1 indice de clorofila

Na Figura 1 encontram-se os valores dos indices de clorofila para as plantas de
tomate ‘Micro Tom’ durante o periodo de alagamento e de recuperacdo. Observou-
se um incremento nos indices de clorofila nas plantas de todos os gendtipos
mantidas em condi¢cdes normais de irrigacdo (controle) durante o transcorrer do
experimento. No primeiro dia de alagamento, o indice de clorofila das plantas
selvagens alagadas (Figura 1A) e com alta expressdo da MT-sHSP22 (Figura 1B)
apresentaram valores semelhantes, enquanto que as plantas com baixa expressao
da MT-sHSP22 apresentaram maiores valores (Figura 1C), comparadas ao controle.
Apos o terceiro dia de alagamento os indices de clorofila nas plantas selvagens e
com baixa expressdo da MT-sHSP22 reduziram, sendo que para as plantas do
gendtipo com baixa expressao da MT-sHSP22 os valores ficaram proximos aos do
controle. Entretanto, para as plantas com elevada expressdo da MT-sHSP22 (Figura
1B) foi observado um acrescimento no terceiro dia apds o alagamento.

No 7° dia de estresse por alagamento para as plantas do genétipo selvagem foi
identificado um aumento no indice de clorofila, em relacdo ao indice de clorofila do
3° dia, fato observado também para as plantas do gendtipo com baixa expressao da
MT-sHSP22, o que néo foi verificado para as plantas com elevada expressao da
MT-sHSP22 , nas quais ocorreu uma reducdo nos indices de clorofila. No 10° dia
apos o inicio do estresse as plantas dos genétipos selvagem e com baixa expressao
da MT-sHSP22 apresentaram um no indice de clorofila, em relacdo a avaliacao
anterior, enquanto que no controle esse indice aumentou. Entretanto, as plantas do
gendtipo com elevada expressdo da MT-sHSP22 apresentou um ligeiro acréscimo
no indice de clorofila.

Aos 14 dias de estresse por alagamento, houve um acréscimo no indice de
clorofila em relacdo aos 10 dias de alagamento, para os gendtipos selvagens e com
elevada expressdo da MT-sHSP22, enquanto que para as plantas do gendtipo com
baixa expressdo da MT-sHSP22 os valores continuaram diminuindo, mostrando as
maiores diferencas em relagéo as plantas controle.

O efeito do periodo de recuperagdo apdés o alagamento por sete dias nao foi
marcante para nenhum dos gendtipos estudados, sendo que os valores observados
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aos sete dias de recuperacao foram similares aos observados aos trés dias de
recuperacéo (Figura 1).
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Figura 1: indice de clorofila, unidade relativa, de plantas de tomate ‘Micro-Tom’ cultivadas sob
diferentes condicdes de nivel de 4gua (controle, alagadas por sete dias, alagadas por sete dias e
recuperadas por sete dias). (A) genoétipo selvagem, (B) gendtipo com elevada expressdao da MT-
sHSP22, (C) genétipo com baixa expressao da MT-sHSP22. Barra indica erro padrdo da média.

3.2 Analise da fluorescéncia transiente OJIP pelo Teste JIP

Parametros biofisicos derivados das curvas de fluorescéncia transiente OJIP
e alguns parametros do Teste JIP (STRASSER e STRASSER, 1995) estéo
representados nas Figuras 2 e 3. Todos os dados dos parametros de fluorescéncia
foram normalizados para os respectivos controles. Na Figura 2 séo representados os
dados relativos aos periodos de alagamento, enquanto na que Figura 3 estdo o0s
dados do periodo de recuperacao.

Foram observados em todos os genétipos um aumento nas intensidades de
fluorescéncia a 50, 100, 300 ps e 2 ms (Fsous, F1oous, Faoous € Foms, respectivamente)
apenas aos 14 dias apos o inicio do alagamento. Porém as intensidades medidas a
30 ms (Fsoms) € a fluorescéncia maxima (Fy) ndo se alteraram para as plantas dos
gendtipos selvagem e com elevada expressdo da MT-sHSP22, contudo para as
plantas com baixa expressdo da MT-sHSP22 tais valores reduziram em relacéo ao

controle com o decorrer do estresse (Figura 2C).
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Figura 2: 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
condicdes de alagamento, normal e recuperada por diferentes periodos. (A) gendtipo selvagem, (B)
gendtipo com elevada expressao da MT-sHSP22 , (C) gendtipo com baixa expressao da MT-
SHSP22. (—) controle, (-m-) 1, (—e—) 3, (—A-) 7, (—#-), 10 e (-o-) 14 dias de alagamento.
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A fluorescéncia relativa varidvel no passo J (2 ms) (V;) aumentou com o
transcorrer do estresse nas plantas de todos os genétipos, mas o incremento foi
maior no genotipo selvagem e com baixa expressdo da MT-sHSP22, quando
comparadas ao controle. A fluorescéncia relativa variavel no passo | (30 ms) (V)
apresentou variacdes discretas em resposta ao estresse por alagamento nos trés
gendtipo.

De maneira geral, para os trés genotipos o0 alagamento provocou uma
reducdo em S, (drea complementar total normalizada acima da curva transiente
OJIP, refletindo eventos de mdltiplos giros de reducao de Qa, indicando medida da
energia necessaria para fechar todos os centros de reacéo do FSIl expressa como o
namero total de carregadores de elétrons por centro de reacdo do FSII) (Strasser et
al, 2004). Porém, para as plantas do genoétipo com elevada expressdo da MT-
sHSP22 foram identificadas as menores redugdes em Sp,. Por outro lado, Ss (area
complementar total normalizada acima da curva transiente somente na fase OJ,
refletindo eventos de simples giros de reducdo de Qa) (CHEN et al. 2011) nao foi
marcadamente afetada pelo estresse, podendo-se destacar apenas uma elevacao
neste parametro para plantas selvagens e com elevada expressdo da MT-sHSP22
aos 10 dias de alagamento.

O numero de giros de reducao, oxidacao e re-reducédo de Qa no tempo entre
a luz ser ligada até atingir Fy (N) reduziu em todos os gendétipos sob efeito do
estresse por alagamento, sendo a reducdo tempo-dependente. Porém, para as
plantas do genétipo com elevada expressdo da MT-sHSP22, tal reducédo foi em
menor magnitude (Figura 2B).

Os parametros que descrevem os fluxos especificos (fluxos por centro de
reacao do FSIlI) de absorcdo (ABS/RC) e de captura pelo centro de reagao (TRo/RC)
nao foram afetados pelo alagamento em nenhum dos gendtipos avaliados. Porém, o
fluxo de transporte de elétrons (ETo/RC) apresentou reducdo em todos os genotipos,
principalmente a partir do 10° dia de alagamento. O fluxo relacionado a reducédo do
aceptor final de elétrons do fotossistema | (FSI) (REo/RC) decresceu ja a partir do 1°
dia apos o inicio do alagamento, para as plantas do genotipo selvagem e com baixa
expressdo da MT-sHSP22, intensificando com o decorrer do estresse. Para as
plantas do gendtipo com elevada expressdo da MT-sHSP22 tal fato foi mais
acentuado apos o terceiro dia de estresse por alagamento.
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N&o foi identificada diferenca no rendimento quantico méaximo fotoquimico
primério (TRo/ABS = Fv/Fm = @po) €m relacdo a todos os gendtipos. O rendimento
quantico de transporte de elétrons de Qa para o intersistema de aceptores de
elétrons (@go) reduziu em funcédo do tempo de alagamento, principalmente apos o
sétimo dia de alagamento, sendo mais acentuada nas plantas do gendétipo com
baixa expressao da MT-sHSP22 .

O rendimento quantico de reducdo dos aceptores finais de elétrons do FSI
(Pro) diminuiu em funcdo do periodo de estresse. Para as plantas do gendtipo
selvagem e com baixa expressdo da MT-sHSP22, esta reducédo iniciou-se ja no
primeiro dia apdés o alagamento, enquanto que para as plantas do genétipo com
elevada expressao da MT-sHSP22 a reducéao foi mais evidenciada a partir do sétimo
dia de alagamento.

Em relagdo aos paradmetros que descrevem a eficiéncia de conservagéao de
energia pode ser destacado que: a eficiéncia/probabilidade com que um éxciton
capturado no centro de reacdo possa mover um elétron de QA para o intersistema
de aceptores de elétrons (Wgo) foi pouco afetada pelo estresse por alagamento.
Diferentemente, a relacdo eficiéncia/probabilidade com que um elétron do
intersistema de carregadores de elétrons move-se para reduzir os aceptores finais
de elétrons do FSI ou probabilidade de redu¢cdo de um aceptor final do FSI (dro)
acompanhou os resultados descritos para RE/RC e ¢ro, demonstrando um efeito
acentuado sobre a atividade do fotossistema | sobre condicdes de alagamento.

Os indice de performace fotossintético, Plags € Pliotar S80 parametros que
incorporam 0s termos que expressam potenciais parciais de conservagao de energia
na bifurcacdo sequencial de energia do exciton até a reducdo dos aceptores de
elétrons no intersistema de transporte de elétrons e a reducdo dos aceptores finais
do FSI, respectivamente (YUSUF et al. 2010), sendo que cada potencial parcial é
dado pela razédo da eficiéncia de conservacao de energia dividida pelo complemento
da eficiéncia (Tabela 1). No presente experimento, ambos os indices de performace
reduziram com o transcorrer do estresse, sendo que para 0 Pl a redugéo foi mais
evidenciada, corroborando com as afirmativas de Yusuf et al (2010) que indicam que
este parametro € o mais sensivel do Teste JIP por que incorpora varios parametros
que sao avaliados a partir da fluorescéncia transiente OJIP. Entretanto, na

comparacao entre os genotipos deve ser destacada que as plantas do genétipo com
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elevada expressao da MT-sHSP22, estas redu¢des ou foram menores ou iniciaram-
se mais tarde (Figura 2B).

Em relacdo ao periodo de recuperacao (Figura 3), pode ser evidenciado que
para plantas do gendtipo com elevada expressédo da MT-sHSP22 praticamente todos
0os parametros do Teste JIP retornaram a valores similares aos observados no
controle. Porém os parametros associados com a atividade e funcionalidade do FSI
foram os que ainda apresentam um efeito residual do alagamento, principalmente no
terceiro dia apods a retirada do excesso de agua. Tais fatos demonstram que a
recuperacdo do estresse por alagamento permite que a maquinaria fotossintética,
em termos estrutural e funcional determinados pelos parametros de eficiéncia,
rendimento e performance, retorne a plena funcionalidade. Entretanto tal fato néo foi
observado para as plantas do gendtipo selvagem e do gendtipo com baixa
expressdo da MT-sHSP22, indicando que o dano estrutural e funcional nao foi

reparado neste periodo de recuperacao.
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Figura 3: Parametros do Teste JIP, em relagcdo ao respectivo controle, obtidos a partir da
fluorescéncia transiente OJIP das clorofilas de plantas em tomate ‘Micro-Tom’ sob diferentes periodos
de recuperagdo apo0s alagamento por sete dias. (A) genoétipo selvagem, (B) gendtipo com elevada
expressdo da MT-sHSP22, (C) gendtipo com baixa expressdo da MT-sHSP22. (—-) controle, (-m-) 3

e (—A-) 7 dias de recuperacéo.
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3.3 Anadlise da fluorescéncia transiente OJIP: normalizacdes e subtracdes

No intuito de avaliar pormenorizado o efeito do alagamento sobre as fases OJ,
Ol e IP da fluorescéncia transiente, sdo apresentados apenas o0s dados de
normalizacfes e subtracdes da curvas determinadas no 14° dia de alagamento, e 7°
dia de recuperacdo em relacdo ao controle.

A fluorescéncia transiente OJIP das clorofilas a de folhas adaptadas ao escuro
de tomate ‘Micro Tom’ sdo apresentadas, em escala logaritmica de tempo de 50 ps
a 1l s, na Figura 4 A-C. Todas as curvas mostraram a forma tipica OJIP, com similar
fluorescéncia variavel maxima (Fy = Fr, — Fo), demonstrando que todas as amostras
estavam fotossinteticamente ativas, conforme prescrito por Yusuf et al. (2010). Nas
Figuras 4 D-F sao apresentados dados da fluorescéncia variavel relativa [Vop = (F:-
Fo)/(Fm - Fo)], enquanto que nas Figuras 4 G-H as diferencas entre as fluorescéncias
variavel e relativa [AVop = (Vop gratamento) - Vo (controle) )] €Nntre os passos O e P, pelas
quais evidencia-se um comportamento distinto entre os genoétipos, sendo que nas
plantas com elevada expressdo da MT-sHSP22 o efeito do alagamento é menos
marcante.

Buscando-se uma melhor avaliagdo das diferencas entre o0s genotipos,
empregaram-se normalizacbes adicionais e subtracbes correspondentes, o que
permite o estudo de diferenca das cinéticas revelando bandas que estdo ocultas
entre os passos O, J, l e P.

Inicialmente, os dados de fluorescéncia foram normalizados entre os pontos
O (50 ps) e K (300 us) como fluorescéncia variavel relativa [Vox = (Fi- Fo)/(Fk - Fo)]
(Figura 5 A-C) e como diferenga cinética [AVok = (Vo (ratamento) - Vok (controle))] (Figura
5 D-F) em escala linear de tempo entre 50-300 us. Foi possivel revelar a presenca
da banda-L (aproximadamente em 150 ps) nas plantas de todos os genotipos
estudados sob condicbes de alagamento. Porém, apenas nas plantas do genotipo
que apresenta elevada expressdo de MT-sHSP22 nao identificou-se a banda-L,
apos periodo de recuperacéo de sete dias apos o alagamento. A banda-L (STIRBET
et al, 1998) revelada na subtracdo entre as fluorescéncia variavel relativa entre os
pontos O e K € um indicador da conectividade ou agrupamento da unidades do FSlI,

sendo que quando a banda-L é maior a conectividade € menor (YUSUF et al, 2010).
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Figura 4. Fluorescéncia transiente OJIP das clorofilas em plantas de tomate ‘Micro Tom’ submetidas a
condi¢des normais de irrigacéo, 14 dias de alagamento e sete dias de alagamento com sete dias de
recuperacdo. (A-C) Intensidade de fluorescéncia (D-F) fluorescéncia variavel relativa [Vop = (Fy -
Fo)/(Fum - Fo)]; (G-I) diferenca cinética de Vop [AVop = (Vop (tratamento)) — (Vop (controle))]. (A, D e G)
genotipo selvagem, (B, E e H) gendtipo com elevada expressdo da MT-sHSP22, (C, F e l) gendétipo

com baixa expressao da MT-sHSP22 .
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Figura 5. Fluorescéncia transiente OJIP das clorofilas de plantas de tomate ‘Micro Tom’ submetidas a
condi¢cdes normais de irrigacdo, 14 dias de alagamento e sete dias de alagamento com sete dias de
recuperacdo. (A-C) fluorescéncia variavel entre os passos O e K [Vok = (Fi - Fo)/(Fk - Fo)]; (D-F)
diferenca cinética de Vok [AVok = (Vok (ratamento)) — (Vok controie))]. (A € D) genotipo selvagem, (B e E)
genodtipo com elevada expressdo da MT-sHSP22, (C e F) gendtipo com baixa expressdo da MT-
sHSP22.

Desta forma, pode-se inferir que o alagamento por 14 dias impds a todos 0s
gendtipos uma perda de conectividade entre as unidades do FSII, contudo apenas
para as plantas do gendtipo que apresenta elevada expressdo de MT-sHSP22 a
recuperacado foi eficiente para manter a conectividade entre as unidades do FS i
(banda-L negativa) (Figura 5 E), sendo que a alta conectividade resulta na melhor
utilizacao da energia de excitagdo e melhor estabilidade do sistema (STRASSER et
al, 2004).

Na Figura 6 A-C, os dados de fluorescéncia foram normalizados entre os
passos O (50 us) e J (2 ys) como fluorescéncia variavel relativa [Vo; = (F¢- Fo)/(F;-
Fo)] e como diferenga cinética [AVos= (Vo (ratamento) - Vou (controle))] (Figura 6 D-F) em

escala linear de tempo entre 50 ps - 2 ms. Tal procedimento permite a identificacao
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da banda-K (ao redor de 300 ps), a qual segundo Yusuf et al (2010), quando positiva
reflete uma inativacdo do complexo de liberacdo de oxigénio. O efeito do
alagamento provocou nas plantas com baixa expressdo da MT-sHSP22 o
aparecimento da banda-K positiva, sendo que a recuperacdo para condicbes
normais ndo alterou esta situacéo, porém para as plantas com elevada expressao da
MT-sHSP22 né&o foi identificada banda-K proeminente em nenhum dos dois
tratamentos em comparacdo com as plantas controle, podendo indicar uma efetiva
estabilidade do complexo de liberacdo de oxigénio em resposta ao alagamento.

A normalizacao entre os passos O (50 ps) e | (30 ms) serve para distinguir a
sequéncia de eventos a partir da captura do éxciton pelo FSIl até a reducdo da
plastoquinona (PQ) (fase O-l analisando para Vo, de 0 a 1), da transferéncia de
elétrons direcionada ao FSI, para o aceptor final de elétrons do lado aceptor de
elétrons do FS |, comecando em plastoquinol (PQH.) (fase I-P analisando para Vg, 2
1) (YUSUF et al., 2010).

A avaliacdo da fase O-I foi realizada pela normalizacdo das curvas transiente
como fluorescéncia variavel relativa [Vo, = (F- Fo)/(F - Fo)], sendo que na Figura 7 A-
C sédo apresentados os valores Vg < 1. E na Figura 7 D-F as subtracbes como
[AVor = (Vo (ratamento) = Vor (controle))]. Nesta figura foram observados comportamentos
distintos entre os gendtipos estudados, em resposta ao alagamento, demonstrando
gue o efeito do estresse foi mais marcante, sobre a fase O-l, para as plantas
selvagem e com baixa expressdo de MT-sHSP22, indicando provavelmente uma
limitacdo na reducdo do aceptor final de elétrons do FSII, a plastoquinona, nestes
genotipos, corroborando com os valores observados para os parametros do Teste
JIP que descreve este fato.

A fase I-P foi avaliada a partir da normalizacao dos dados entre os passos O
e |, contudo, analisando Vg, 2 1 (Figura 8 A-C) e pela fluorescéncia variavel relativa
entre os pontos | e P, como [Vp = (Fi- F)/(Fu- F))] (Figura 8 D-F) ambas em escala
linear entre 30 e 300 ms. A amplitude maxima do aumento da fluorescéncia,
representada na curva Vo, = 1, reflete o tamanho do pool de aceptores de elétrons
do lado aceptor de elétrons do FSI. Neste sentido, pode-se observar que para todos
0S genotipos o alagamento reduziu essa amplitude, sendo em menor intensidade
para as plantas do genoétipo com elevada expressdo de MT-sHSP22. Contudo a
retirada das plantas do alagamento (recuperacdo) nado reverteu este efeito a
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excecao do observado para as plantas do gendétipo com elevada expressédo de MT-
sHSP22 (Figura 8B).
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Figura 6. Fluorescéncia transiente OJIP das clorofilas de plantas de tomate ‘Micro Tom’ submetidas a
condi¢cbes normais de irrigacdo, 14 dias de alagamento e sete dias de alagamento com sete dias de
recuperacdo. (A-C) fluorescéncia varidvel entre os passos O e J [Vo = (Ft - Fo)/(F; - Fo)] (D-F)
diferenga cinética de Vo, [AVos= (Vo3 (ratamento) — (Vou (controle))]- (A € D) gendtipo selvagem, (B e E)
gendtipo com elevada expressdo da MT-sHSP22, (C e F) gendtipo com baixa expressdo da MT-

SHSP22.
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Figura 7. Fluorescéncia transiente OJIP das clorofilas de plantas de tomate ‘Micro Tom’ submetidas a
condi¢cdes normais de irrigacdo, 14 dias de alagamento e sete dias de alagamento com sete dias de
recuperacdo. (A-C) fluorescéncia variavel entre os passos O e | [Vo = (Fi - Fo)/(F, - Fp)]; (D-F)
diferenca cinética de Vo, [AVo = (Vo (ratamento) — (Vor (controle))]- (A € D) genétipo selvagem, (B e E)
gendtipo com elevada expressdo da MT-sHSP22, (C e F) genoétipo com baixa expressdo da MT-
SHSP22.
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Figura 8. Fluorescéncia transiente OJIP das clorofilas de plantas de tomate ‘Micro Tom’ submetidas a
condi¢cdes normais de irrigacdo, 14 dias de alagamento e sete dias de alagamento com sete dias de
recuperacado. (A-C) fluorescéncia variavel entre os passos O e | [V = (Fi- Fo)/(F - Fo)], para Vg 2 1;
(D-F) fluorescéncia variavel entre os passos | e P [Vip = (F;- F)/(Fu- F)]. (A e D) gendétipo selvagem,
(B e E) gendtipo com elevada expressdo da MT-sHSP22, (C e F) genétipo com baixa expresséo da
MT-sHSP22.

A interpretacéo da fluorescéncia variavel relativa entre os passos | e P (Vp)
possibilita a comparacédo das constantes globais de taxas de reducdo do pool de
aceptores finais de elétrons do FSI (YUSUF et al., 2010), sendo que quando Vp =
0,5 é definida a meia-vida de forma que o inverso do tempo, para atingir Vip = 0,5,
uma estimativa da taxa global de reducdo dos aceptores de elétrons do FSI.
Admitindo esta afirmativa, no presente experimento ndo se visualizou diferencas

marcantes na taxa global de reducdo dos aceptores finais de elétrons nas plantas
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submetidas ao alagamento quando comparadas aos valores apresentados no

controle, sendo que também néo se evidencia diferengas entre 0s genaotipos.

3.4 Trocas gasosas

A taxa assimilatoria liquida do CO; (A) (Figura 9 A-C) reduziu sob condic¢des de
alagamento em todos os gendétipos, sendo a reducdo mais marcante logo no inicio
do estresse, aos trés dias de alagamento. Contudo, para as plantas do genétipo
selvagem e com elevada expressdao da MT-sHSP22, apdés o sétimo dia de
alagamento, a fotossintese liquida aumentou para valores préximos ao controle.
Fato este ndo observado para as plantas com baixa expressao da MT-sHSP22, que
apresentaram reducao tempo-dependente sob condicdo de alagamento. A retirada
das plantas do alagamento (recuperacédo), inicialmente (trés dias de recuperacéo)
nao indicou aumento na taxa assimilatéria liquida, contudo aos sete dias de
recuperacao observou-se um incremento acentuado em A, podendo indicar que um
estresse anterior pode provocar uma alteracdo metabdlica que resulte na
recuperacao da fixacao do COx.

A condutancia estomatica (Figura 9 D-F) para as plantas dos genotipos
selvagem e com baixa expressao da MT-sHSP22 nao foi afetada pelo alagamento,
diferentemente, do observado para as plantas com elevada expressao da MT-
sHSP22, que apresentaram até o 10° dia de alagamento condutancia estomatica
menor nas plantas alagadas. Apenas aos 14 dias de alagamento as plantas do
gendtipo com baixa expressdo da MT-sHSP22 apresentaram conduténcia
estomatica menor sob condicbes de alagamento. Em termos de eficiéncia de
carboxilacdo (Figura 8 G-I), observou-se comportamento semelhante ao observado
para a taxa assimilatoria liquida, sendo que a reducéo na relacdo A/Ci indica que as
reacdes bioquimicas da fotossintese foram afetadas, o que acarreta limitacbes de

origem ndo estomatica (CORNIC et al., 1992).
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Figura 9: Taxa assimilatdria liquida (umol CO, m* s'l) (A-C), condutancia estomatica (mol H,O m s'l)
(D-F) e eficiéncia de carboxilagdo (umol CO, m?s* Pa'l) (G-I) de plantas de tomate ‘Micro-Tom’
cultivadas sob diferentes condi¢Bes de nivel de agua (controle, alagadas por sete dias, alagadas por
sete dias e recuperadas por sete dias. (A, D e G) gendétipo selvagem, (B, E e H) gendtipo com
elevada expressédo da MT-sHSP22, (C, F e I) gendtipo com baixa expressdo da MT-sHSP22. Barra
indica erro padrdo da média.

3.5 Parametros de crescimento

Os parametros de crescimento (area foliar, massa seca total e razao entre
massa seca da parte aérea e raizes) avaliados ao final do experimento sao
apresentados na Tabela 2. Os genoétipos selvagem e com baixa expressdo da MT-
sHSP22 apresentaram comportamentos semelhantes, pois exibiram diferencas

significativas quanto a area foliar, sendo que as plantas controle apresentaram maior
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area foliar por planta. Contudo, as plantas do genétipo com elevada expressdo da
MT-sHSP22 n&o apresentaram efeito do alagamento sobre a area foliar.

Com relacdo a massa seca total, somente as plantas do gendtipo baixa
expressdo da MT-sHSP22 foram influenciadas pelo alagamento. Entretanto, este
gendtipo ndo apresentou diferenca na razdo massa seca da parte aérea/raizes em
relacdo ao controle, pois assim como houve redu¢do da massa seca da parte area,
houve reducdo da massa seca da raiz também, ndo apresentando desta forma
diferenca estatistica entre os tratamentos. Ja os demais gendtipos diferiram
estatisticamente, comportando-se ambos de modo similar, pois as plantas alagadas
apresentaram maior incremento na parte aérea do que nas raizes, e as plantas
controles e recuperadas de ambos 0s genotipos apresentaram uma diminuicdo mais
acentuada neste componente, proporcionando mais massa seca para a raiz e menor

acréscimo de massa seca na parte aérea.

Tabela 2: Vériaveis de crescimento, medidas aos quatorze dias de alagamento, de
plantas de tomate ‘Micro Tom’, tipo selvagem, com elevada expressdo da HSP
mitocondrial MT-sHSP22 e com baixa expressdo da MT-sHSP22, submetidas a
condicBes normais de irrigacdo, 14 dias de alagamento e sete dias de alagamento
com sete dias de recuperacao.

B Area foliar Massa seca total ~ Razéo entre massa
Gendétipo Tratamento 5 1 4 seca da parte
(cm” planta™) (g planta™) aérea e raizes
Controle 256 +164a 1,30+ 0,15a 6,4+09Db
Selvagem Alagada 147+15b 1,02+0,10 a 96+1,3a
Recuperada 157 +13b 1,06 £ 0,05 a 6,1+0,3b
Controle 218+1 7 a 1,29 +0,08 a 6,0+£0,7b
com elevada
MT-sHSP22
Recuperada 233+2la 1,28+ 0,10 a 64+11b
Controle 250+ 24 a 1,07+ 0,09 a 53+0,8a
com baixa
MT-sHSP22
Recuperada 164+15b 1,08 £ 0,07 a 40+09a

* medias seguidas pela mesma letra na coluna nédo diferem entre si pelo Teste Tukey (p<0.05)
dentro de cada gendtipo. Media + erro padrdo da média (n=5)
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4. DISCUSSAO

O alagamento € conhecido por afetar o crescimento e a producdo das
plantas (HORCHANI et al, 2008), porém o efeito € varidvel entre diferentes
genotipos. Foi observado, no presente trabalho, que quando as plantas foram
submetidas ao alagamento, houve uma reducéo significativa da area foliar para os
genotipos selvagem e com baixa expresssao da MT-sHSP22, associado a reducdo
da matéria seca total no gendtipo com baixa expresssdo da MT-sHSP22 sendo que
este genotipo apresentou uma elevacdo na razdo entre a massa seca da parte aérea
e massa seca das raizes, fato atribuido a reducdo da massa seca das raizes. Assim,
pode-se inferir um grau de tolerancia as plantas que apresentam elevada expressao
da MT-sHSP22 ao alagamento, corroborando com as afirmativas que genoétipos que
apresentam alta HSP podem suportar mais adequadamente a diferentes estresses.

As causas da reducdo do crescimento das plantas sob condicdo de
alagamento podem ser as mais diversas. O principal efeito da inundacdo do solo é
diminuir a velocidade de transferéncia de oxigénio para as raizes (HORCHANI et al,
2009), o que resulta em um processo de degradacdo e morte de uma parte dos
tecidos da raiz. Isto leva a respiracao anaerobica, limitando o crescimento das raizes
e posteriormente da parte aérea. Varias explicacfes séo sugeridas para a a reducdo
da respiracdo celular radicular: i. reducdo da producdo de fotoassimilados pela
fotossintese, ii. alteracdo na integridade das mitocondrias (LIAO e LIN, 2001), iii. a
diminuicdo da absorcédo e transporte de ions através das raizes (HORCHANI et al,
2009), demonstrando assim que as limitagbes no crescimento da planta pelo
estresse ndo pode ser atribuido a um Unico processo fisiolégico, mesmo que a
fotossintese seja o0 processo fisiolégico dominante.

A relativa reducdo na biomassa de raizes e da mudanca na alocagédo de
metabdlitos para a parte aérea durante a inundacao é provavelmente o resultado de
uma adaptacdo metabdlica destinada para diminuir a demanda de oxigénio pelo
sistema radicular (SOUZA e SODECK, 2002).

Deve ser destacado o fato que nas plantas do gendtipo com elevada
expressdo de MT-sHSP22 foi identificado a aparecimento de raizes adventicias a
partir do 10° dia de alagamento (Figura 10), apresentado indicios de que tais raizes

possam ser uma alternativa para a sua maior tolerancia frente ao estresse por
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alagamento, visto que os demais genotipos ndo apresentaram tais estruturas.
Horchani et al. (2008 ), salientam que as alteracbes morfolégicas nas raizes (por
exemplo, a formacédo de raizes adventicias e aerénquima) tém sido frequentemente
observada em condi¢cdes de alagamento o que permite aumento na circulacdo de
oxigénio no interior das raizes (HORCHANI et al, 2009). Alguns autores mostraram
que a presenca de raizes adventicias em milho e em outras plantas podem
favorecer a aeracao e a absorcdo de agua e nutrientes em regides em que as raizes
tém sido severamente afetadas, favorecendo, assim, a exploracdo do solo e a

tolerancia ao encharcamento (VODNIK et al. 2009).

Figura 10: Representante do gendtipo com elevada expressédo de
MT-sHSP22, demonstrando as raizes adventicias, presentes a partir
do 10° dia de alagamento.

Horchani et al (2008) mostram que em hipoxia na cultivar Micro-Tom de
tomate, as raizes pré-existentes das plantas pararam de crescer, na primeira
semana de estresse e as raizes principais alteraram sua coloragdo normal. No
entanto, as raizes adventicias sdo formadas e devido a proximidade com a
atmosfera, essas raizes provavelmente tiveram um melhor acesso ao oxigénio.
Para Mattos et al. (2005), a diminuicdo da disponibilidade de oxigénio e
fotossintatos levam a detencdo do crescimento e a deterioracdo progressiva das

raizes principais.
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No presente trabalho observaram-se ao longo do estresse por alagamento
uma epinastia das folhas, uma ligeira clorose das folhas mais velhas, murcha,
senescéncia e queda das folhas mais velhas bem como uma diminuicdo na atividade
fotossintética. Essa reducdo pode ser parcialmente explicada pela diminuicdo em
alguns momentos, no contetudo de clorofila devido a hipoxia da raiz e sugere-se que
a acdo do etileno seja o principal processo responsavel pelas modificacbes morfo-
anatdbmicas observadas em caules e folhas a fim de tolerar estresse por hipoxia, a
planta pode ainda sofrer ajustes bioquimicos, alteracbes em rotas metabdlicas e
hormonais (SOUZA e SODEK, 2002). O alagamento pode afetar a sintese e/ou
transporte de citocininas (BAKER e ROSENQVIST, 2004), ou mesmo a producéo de
acido abscisico nas raizes e posterior transporte para folhas (HORCHANI et al,
2010).

Varios estudos tém mostrado que o alagamento do solo € normalmente
capaz de diminuir de forma significativa a capacidade fotossintética em plantas
intolerantes a esse estresse (SOUZA e SODEK, 2002). Varios fatores podem levar a
reducdo na atividade fotossintética sob condi¢cdes de alagamento, sendo que a
reducdo na abertura estomatica, segundo Dias-Filho e Carvalho (2000) seria a
principal causa da queda na capacidade fotossintética em plantas alagadas, fato nao
evidenciado no presente trabalho. Porém, Souza e Sodek et al, (2002) indicam que
a reducédo da atividade fotossintética sob alagamento pode ser atribuida ao menor
potencial hidrico das folhas, a baixas atividades de enzimas fotossintéticas, a
reducdo no transporte de fotoassimilados, ou mesmo ao menor teor de clorofila. H&
relatos na literatura que o surgimento de raizes adventicias, como um novo dreno
para os fotoassimilados, explique a manutencdo da abertura dos estdmatos e da
taxa transpiratoria sob estresse, ainda que as custas de razoavel desidratacdo dos
tecidos foliares (MATTOS et al, 2005).

No presente trabalho a queda da taxa fotossintética foi mais relacionada a
eficiéncia de carboxilacdo, indicativo que limitacbes ndo estomaticas foram
preponderantes em afetar a fotossintese. Neste sentido, Liao e Lin (2001) indicam
que fatores metabdlicos como o acumulo de amido nas folhas também tém sido
apontado como responsavel pela diminuicdo da fotossintese durante o alagamento
do solo, causado pela reducdo da taxa de translocacéo de carboidratos das folhas

para as raizes e diminui¢do do crescimento e das atividades metabdlicas das raizes.
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O alagamento impdés diferentes respostas dos gendtipos em relacdo aos
teores de clorofila, sendo descrito na literatura que um dos primeiros sintomas do
estresse por alagamento é a diminuicdo da concentracdo de clorofila das folhas,
resultando em clorose (NAUMANN et al. 2008, MATTOS, et al. 2005), sendo que
existe uma variagdo intra e inter-especifica na redugcédo dos teores de clorofila em
resposta ao alagamento (SMETHURST e SHABALA, 2003). Naumann et al. (2008)
destacam que mudancas no conteudo de clorofila sdo um indicador de estresse,
mas estas mudancas ocorrem frequentemente apods sinais visiveis de estresses. No
presente experimento, o indice de clorofila das plantas estressadas mostrou-se
inferior em relacdo ao controle, sendo que 0s gendtipos selvagem e com baixa
expressdo da MT-sHSP22 foram os que mais reduziram os teores de clorofila ao
longo do estresse.

A resposta fotossintética sob condicdo de alagamento observada no
presente trabalho é evidenciada pelas alteracdes na absorcdo e eficiéncia de
aproveitamento da energia luminosa entre os genotipos estudados, detectadas pelas
mudancas nos parametros de fluorescéncia das clorofilas.

As medicbes da fluorescéncia da clorofila a, permitem uma ampla
aplicacdo em estudos fotossintéticos (BUSSOTTI et al. 2010) e esses parametros
podem ser usados com sucesso para detectar um numero diferente de perturbacdes
metabdlicas em folhas de muitas espécies (BAKER e ROSENQVIST, 2004),
servindo como uma sonda intrinseca do destino da energia de excitacdo do FSII
(STRASSER e TSIMILLI-MICHAEL, 2001). Os parametros resultantes da
interpretacdo correta da cinética de emissdo de fluorescéncia trazem informacdes
sobre as condi¢bes da estrutura, da conformacéo e da fungao do FSII (CHEN et al,
2011). Osinal de fluorescéncia é fortemente afetado pelo estado do FSIl, nos
centros de reacdo, que sdo os complexos de pigmentos que catalisam a principal
reacdo fotoquimicado FSII, transformandoa energia de excitacdo em
energia redox que é canalizada para eles a partir do FSII (MAXWELL e JOHNSON,
2000, STRASSER e TSIMILLI-MICHAEL, 2001).

A interpretacdo dos parametros do Teste JIP, originados a partir da cinética
de emissdo de fluorescéncia, no presente trabalho, indica que o alagamento
provocou alteragdes na absorcao e aproveitamento da energia luminosa pela cadeia
de transporte de elétrons da fotossintese, sendo mais marcantes para 0s genotipos

selvagem e com baixa expressao da MT-sHSP22. Em relacdo ao controle o efeito do
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alagamento pode ser mais acentuado nos parametros que descrevem a oxidacao e
reducdo dos aceptores de elétrons do FSIlI (Sme N), resultando em uma diminuicao
no total de transportadores de elétrons, por centro de reacéo, apresentando assim
um déficit na reducdo da Qa De acordo com Stirbet e Govindjee (2011), S, €
proporcional ao numero de elétrons passando através da cadeia de transporte de
elétrons, com N = S;,/Ss (onde Ss representa a area normalizada para um volume de
eventos), ou seja, 0 numero de vezes que Qa torna-se reduzida e re-oxidada
novamente, até 0 maximo de intensidade da fluorescéncia Fy sendo alcancada (ou
seja, o numero do volume de eventos), sendo este parametro afetado pelo estresse,
pois apresentou uma reducao ao longo do alagamento, reduzindo desta forma o total
de transportadores de elétrons.

Em relacdo aos parametros que descrevem os fluxos especificos de energia
por centro de reagdo o parametro em relacdo ao fluxo de reducao do aceptor final de
elétrons do FSI (REo/RC) sofreu as maiores variacdes devido ao estresse por
alagamento em todos o0s genoétipos, porém em menor intensidade para o com
elevada expressdo da MT-sHSP22. Tais alteracdes resultaram em diminuicdo em
relacéo ao controle dos parametros @r, € Oro, demonstrando um efeito marcante do
alagamento sobre a atividade do FSI.

Considerando que os indices de performance (Plags € Pliota) S80 produtos de
termos que expressam potenciais parcial para a conservacdo de energia nas
bifurcacdes sequenciais dos fétons absorvidos pelo FSIl para a reducdo de
aceptores de elétrons intersistema e para a reducao dos receptores de final FSI,
respectivamente (TSIMILLI-MICHAEL e STRASSER, 2008, STRASSER et al, 2010,
YUSUF et al., 2010), estes parametros tem sido propostos como 0s mais eficientes
para quantificar estresses em plantas.

O parametro Pl ags diminuiu ao longo dos dias de estresse por alagamento,
e que conforme Strasser et al, (2010), uma reducao grande dos valores Plags pode
ser atribuida a mudancga de um, dois ou trés parametros, que demonstra uma rapida
reducdo da eficiéncia da reacdo redox na cadeia de transporte de elétrons. Mas o
efeito do alagamento foi mais visivel, no parametro Plyy,, pOiS apresentou uma
reducdo maior, pois expressaram pouca conservacao de energia com o transcorrer,
e que de acordo com Yusuf et al, (2010), quando este parametro mostra perda,
significa que houve uma “tensao” negativa sobre o sistema. Mas vale destacar que

entre as comparacdoes dos genotipos, o genotipo que mais manteve o fluxo de
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energia até o FSI, ao longo do estresse foi o com elevada expressao de MT-
sHSP22, sugerindo assim que a alta expressao desta proteina, bem como a sua
funcdo frente a mecanismos estressores, pode estar envolvido em respostas, que
visem a tolerancia em relacdo a este estresse (SIDDIQUE et al. 2008).

A reducdo dramatica da Pli, Ndo sO resulta da perda de atividade FSII,
mas também contra os danos da estrutura e funcéo FSI. A fase de IP da curva OJIP
esta relacionada com transferéncia de elétrons através FSI e a diminuicdo de um
congestionamento de elétrons causada por um bloco transitério no lado aceptor do
FSI devido a inativacdo de ferredoxina NADP " redutase (STRASSER et al, 2010
apud SCHANSKER et al. , 2005).

Para a analise da fluorescéncia transiente OJIP, foram realizadas
normalizacfes e subtracdes que permitui a deteccdo de bandas entre os passos O e
P. Estas banda fornecem uma riqueza de informacdes sobre a presenca e funcéo
dos mecanismos que regem importantes propriedades fotossintéticas funcionais. A
analise conjunta das bandas identificadas permite identificar diferenciacdo no efeito
do alagamento para os genoétipos estudados. Sendo o mesmo mais acentuado para
0S gendtipos com baixa expressao de MT-sHSP22 e no genétipo selvagem, sendo
menos acentuado o efeito do alagamento sobre o gendétipo com elevada expressao
de MT-sHSP22.

Através destas normalizacdes pode-se observar e identificar a banda—L
positiva, presente em todos 0s genotipos estudados, e apds a recuperacdo somente
no gendtipo com elevada expressdo de MT-sHSP22, foi identificada a referida
banda de forma negativa, sendo assim, ocorreu uma melhor utilizacéo da energia de
excitacdo, demonstrando de forma eficiente a recuperacao para tal genétipo.

A presenca desta banda-L positiva revelou que a conectividade e a
transferéncia energética entre as unidades do FSII foi menor em todos os genétipos,
resultando em diminuicdo na utilizacdo da energia de excitacdo e uma maior
estabilidade do sistema (YUSUF et al, 2010). Desta maneira o efeito do alagamento
produziu uma perda na conectividade entre as unidades do FSIl, sendo destacado
também por Strasser e Stirbet (1998) que pode haver uma desorganizacdo na
estrutura das membranas dos tilacéides sob condi¢do de estresse.

A fluorescéncia normalizada entre os pontos O (50 us) e J (2 ps) permitiu
identificar a banda-K (ao redor de 300 ps), a qual € normalmente € observada em

plantas submetidas a estresse por elevacado da temperatura, contudo, sob estresse
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de alagamento ela também foi verificada neste experimento, principalmente para as
plantas alagadas com baixa expressdo da MT-sHSP22. Segundo Yusuf et al.,
(2010), o aparecimento da banda-K positiva reflete uma inativacdo do complexo de
evolucdo do oxigénio (especialmente do complexo Mn) e/ou um aumento do
tamanha da antena funcional do FSII.

O estresse por alagamento ndo apresentou efeito sobre o gendtipo com
elevada expressdao da MT-sHSP22, pois as plantas deste gendtipo nao
apresentaram a banda-K em nenhum tratamento, exibindo assim, uma estabilidade
no complexo de liberacdo do oxigénio, sugerindo assim que pela elevada expresséo
destas proteinas, ou de alguma forma este genoétipo tenha obtido mais tolerancia a
esse estresse.

Em relacdo a avaliacdo da fase O-l, que serve para distinguir a sequéncia
de eventos da captura do éxciton pelo FSIl, até a redugéo de plastoquinona (PQ)
(YUSUF et al. 2010), e os genoétipos que mais exibiram alteracdes nessa fase,
foram os gendtipos com baixa expressdo da MT-sHSP22 e o selvagem, sugerindo
assim gque a maior expressao das HSP pode estar correlacionada com tolerancia
frente a este estresse, visto que nao apresentou limitagdo na reducdo da
plastoquinona, conseguindo transferir em grande parte os elétrons para o complexo
citocromo bg;.

A diferenca cinética entre os pontos | e P (30 ms para cerca de 300 ms),
revela modificacdes no fluxo de elétrons da plastoquinol (PQH2) para o aceptor final
de elétrons do FSI (YUSUF, et al. 2010). Com base nos resultados do presente
trabalho, observa-se que a inducdo do estresse por alagamento reduziu o tamanho
do poll de aceptores de elétrons do FSI, para todos os gendétipos estudados, sendo
menos marcante para o0 genotipo com elevada expressdo de MT-sHSP22,

sugerindo assim que houve uma reducédo no rendimento fotoquimico.

5. CONCLUSOES

O efeito mais marcante do alagamento sobre a cadeia de transporte de
elétrons da fotossintese esta relacionado a inativacdo do complexo de evolucdo de
oxigénio, da perda da conectividade entre as unidades do fotossistema Il, da

oxidacao-reducéo do pool de plastoquinona, e da atividade do fotossistema I.
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Baseado nos indices de performance, curvas de cinética da fluorescéncia,
trocas gasosas e parametros de crescimento, observou-se que os diferentes
genaotipos de tomate cultivar Micro-Tom testados, demonstraram comportamentos
distintos em resposta ao alagamento do solo, mas o gendtipo com elevada
expressdo da MT-sHSP22 foi 0 menos sensivel ao estresse, pois sugere-se assim
que as proteinas de choque térmico mitocondrial (MT-sHSP22) podem proporcionar

uma ampla variedade de reacdes e respostas frente ao estresse.



CAPITULO 2

ESTRESSE ABIOTICO EM PLANTAS TRANSFORMADAS E NAO
TRANSFORMADAS DE TOMATE ‘MICRO-TOM’ COM DIFERENTES
EXPRESSAO DA sHSP22 MITOCONDRIAL: 2. EFEITO DE CICLOS DE ALTAE
BAIXA TEMPERATURA

Abiotic stress in plants transformed and untransformed Micro-Tom tomato with
different expressions of mitochondrial sHSP22: 2. effect of cycles of high and low
temperature

RESUMO

Avaliou-se o efeito de estresse por baixa e alta temperatura em plantas de tomate
cv. Micro-Tom transformadas para diferentes niveis de HSPs mitocondrial (MT-
sHSP22). Plantas de trés gendtipos de tomate cv. Micro-Tom (ndo transformadas,
com elevada expressao de HSP22 e com baixa expressao de MT-sHSP22) foram
cultivadas em condicbes controladas de temperatura, fotoperiodo e densidade de
fluxo de fotons. Quando as plantas apresentavam 59 dias foram submetidas a
estresse térmico por periodo de 24h a 10°C ou 37°C, em camaras de crescimento e
a seguir as plantas foram transferidas para as condic¢des iniciais por 24h, apés este
periodo foram novamente submetidas a novo ciclo de estresse e recuperagéo. Foi
determinada a emisséo de fluorescéncia das clorofilas e a partir das intensidades de
fluorescéncia foram calculados os parametros do Teste JIP. Também se avaliou as
trocas gasosas. A interpretacdo dos parametros do Teste JIP possibilitou identificar
que os trés genotipos apresentam comportamento distinto principalmente sobre
estresse de alta temperatura, sendo que as plantas dos genoétipos com alta MT-
sHSP22 e néo transformado apresentaram elevac&do nos parametros relacionados a
atividade do fotossistema |. Quando as plantas foram submetidas ao estresse por
baixa temperatura, estes mesmos genaotipos demonstraram um incremento nos fluxo
de energia por centro de reacdo. Em relacdo a taxa assimilatoria liquida de CO,
para as plantas submetidas a baixa temperatura, esta reduziu apés o estresse, mas
depois com a recuperagdo todos os genotipos retornaram proOximos aos controles.
Ja para as plantas submetidas a altas temperaturas o genétipo selvagem e com alta
expressdo de MT-sHSP22, demonstraram aumento em relagdo ao controle e no
genotipo com baixa expressdao de MT-sHSP22, ja no primeiro ciclo de estresse,
reduziu a sua taxa assimilatoria liquida de CO, Estes resultados sugerem que o
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gendtipo nao transformado e com aumento na expressdo das MT-sHSP22
mitocondrial podem apresentar mecanismos de toleréncia aos estresses térmicos,
principalmente alta temperatura.

Palavras-chave: fluorescéncia das clorofilas, teste JIP, trocas gasosas, estresse.

ABSTRACT - We evaluated the effect of low stress and high temperature in tomato
plants cv. Micro-Tom transformed into different levels of mitochondrial HSPs (MT-
sHSP22). Plants of three tomatoes genotypes cv. Micro-Tom (not processed, with
high expression of HSP22 and low expression of MT-sHSP22) were grown under
controlled conditions of temperature, photoperiod and flux density of photons. When
the plants were 59 days, they were submitted to thermal stress for a period of 24
hours of 10°C or 37°C in growth chambers and, then, the plants were transferred to
the initial conditions for 24 hours. After this period, they were again submitted to a
new cycle of stress and recovery. The chlorophyll fluorescence emission was
determined and, from the fluorescence intensities, were calculated parameters of the
JIP test. The gas exchange was also assessed. The interpretation of the JIP test
parameters allowed the identification that the three genotypes exhibit different
behavior, mainly on high-temperature stress, and the plants of high MT-sHSP22
genotypes and unprocessed ones showed an increase in the parameters related to
photosystem | activity. When plants were subjected to stress by low temperature,
these same genotypes showed an increase in the flow of energy per reaction center.
Concerning the CO, assimilation rate for plants subjected to low temperatures, it was
reduced after stress, but then, with all genotypes recovery, they returned close to the
controls. As for the plants submitted to high temperatures, the wild and with high
expression of MT-sHSP22 genotype showed increase compared to control and
genotype with low expression of MT-sHSP22, already in the first cycle of stress, the
assimilation rate liquid CO, was reduced. These results suggest that non-
transformed genotypes and with increased expression of MT-sHSP22 mitochondrial
mechanisms may show tolerance to thermal stresses, particularly high temperature.

Keywords: chlorophyll fluorescence, JIP test, gas exchange, stress.

1. INTRODUCAO

Muitos estresses podem afetar o desenvolvimento e crescimento de diversas
plantas. Dentre os estresses abioticos, 0 estresse térmico induz varias alteracdes
metabdlicas, podendo levar ao encurtamento no ciclo de vida das plantas por
inUmeras perturbacdes em processos metabodlicos. A resposta a qualquer estresse
pode ser reversivel ou ndo, dependendo do nivel de estresse ou mesmo de
processos de adaptacdo. Entre os processos fisioldgicos, a fotossintese € o mais
sensivel ao estresse térmico, ocorrendo a sua inibicdo quando as plantas séo

submetidas a temperaturas acima da temperatura O6tima de crescimento
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(ALLAKHVERDIEV et al, 2008). Considerando a maquinaria fotossintética, o
fotossistema Il (FSII) tem sido relatado como o ponto de principal efeito das altas
temperaturas (BERRY e BJORKMAN, 1980), contudo ha relatos que outros
componentes podem ser afetados pelas altas temperaturas, como inativacdo dos
centros de reacdo do FSIl (BUKHOV, et al. 1990), e transferéncia de elétrons entre
Qa e Qg (DUCRUET e LEMOINE, 1985).

Alteracbes ambientais na temperatura, luz, agua ou balanco hormonal levam
a modificacdo da expressdo génica nas plantas (VIERLING, 1991). Em nivel
molecular, uma das respostas ambientais melhor caracterizadas e a resposta a alta
temperatura ou aumento na quantidade das proteinas “heat shock” (HSP). O mesmo
autor indica que quando as plantulas sdo submetidas a temperatura acima de cinco
graus da temperatura 6tima de crescimento, a sintese das principais proteinas e
MRNA € inibida, enquanto que a transcricdo e tradu¢do de um pequeno conjunto de
HSP é iniciada. Tais proteinas apresentam como funcéo a prevencdo da agregacao
irreversivel de outras proteinas e a promocéao do correto enrolamento das proteinas
depois do inicio do estresse. Contudo, é salientado na literatura que ndo é apenas o
estresse térmico que induzem a sintese destas proteinas, sugerindo a denominacéo
de proteinas de estresse, mas devendo sem esta interpretacédo cuidadosa. Woronuk
el al. (2010) sugerem que o frio pode induzir a expressdo de varias proteinas em
Phaseolus angustissimus e Phaseolus vulgaris apresentando tolerancias diferentes
em funcdo da manutencdo da homeostase na atividade transcricional de genes sob
condi¢cOes de baixa temperatura.

Varias evidéncias sugerem que a mitocondria pode regular a resposta
celular aos estresses (ARNHOLDT-SCHMITT et al., 2006), desta forma o estudo da
expressao diferencial de genes mitocondriais em resposta a estresse é de grande
importancia para elucidacéo de processos ligados a adaptacdo a diversos estresse.
Aken el al. (2009) concluiram em estudos com Arabidopsis thaliana que as
mudancas nas proteinas responsivas ao estresse ndo € bem correlacionada com
mudanca a nivel transcricional, e eles sugerem que mecanismos pos-transcricional
também tem um papel importante na definicdo da resposta mitocondrial ao estresse.

Estudos desenvolvidos por Preczewski et al. (2000) mostram que em nove
genadtipos de Lycopersicon estudados ha uma grande variacdo na termotolerancia
da taxa assimilatéria liquida e na producdo de HSP70, HSP60 e HSP24

cloroplastidicas e HSP70 citossolica em resposta ao estresse por calor, concluindo
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que a variacdo natural na producdo de HSP é correlacionada com a variacdo na
termotolerancia fotossintética, mas somente para certas pequenas proteinas “heat
shock” (sHSP).

Ha relatos da existéncia de varias proteinas “heat-shock” cloroplastidicas de
baixa massa molecular (SHSP) localizadas na membrana de tilacéide, associadas ao
complexo de liberacdo de oxigénio, e protegem, mas ndo reparam, danos ao
fotossistema Il durante o estresse térmico (PRECZEWSKI et al., 2000).

Tem sido relatado na literatura que as plantas apresentam uma rede
complexa de defesa para suportar definidos estresses por alta temperatura, onde as
HSPs podem tem um papel central na rede de resposta a este tipo de estresse
(BANIWAL et al, 2004). Contudo Han et al (2009) indicam, por analise protedmica de
plantulas arroz submetidas a diferentes temperaturas (26, 35, 40 e 45°C), que a
resposta da expressao das proteinas é temperatura-dependende, indicando que
diferentes estratégias sdo adotadas em diferentes niveis em alta temperatura. Sendo
gque em 35°C alguns mecanismos protetores da maquinaria fotossintética séo
ativados, enquanto que a 40°C as rotas antioxidantes sédo preferéncias, sugerindo
também que o estresse entre 35 e 40°C podem induzir as HSP.

Considerando que a fotossintese € um dos principais processos afetados
pelo estresse térmico, estudos que caracterizem as respostas de diferentes plantas
sdo necessarios. Varias sdo as técnicas utilizadas para avaliar o processo
fotossintético, destacando-se a andlise da cinética de emissédo de fluorescéncia da
clorofila.

Medidas de fluorescéncia da clorofila a sdo amplamente utilizados em
estudos do aparato fotossintético, dos efeitos de fatores externos afetando a
fotossintese, bem como o estudo da produtividade de organismos fotossintéticos.
Sendo Baker e Rosenqvist (2004), as mudancas na emissdo da fluorescéncia da
clorofila sdo indicacbes de alteracbes na atividade fotossintética, sendo que a
eficiéncia do transporte de elétrons através do FSll e a eficiéncia de operacdo deste
esta correlacionados a assimilacdo de CO,, sendo assim uma excelente forma de
examinar o desempenho fotossintético e fisiologico das plantas.

Estudos mostraram que em folhas submetidas a altas temperaturas ocorre o
aparecimento de um ponto adicional K (STRASSER, 1997; POSPISIL e DAU, 2000)
na curva de cinética de emisséo de fluorescéncia transiente OJIP. Foi observado

que o ponto K surgia aos 300 us e provavelmente estaria relacionado aos eventos
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de inibicdo do lado doador de elétrons do FSIl ligado ao complexo de evolugédo do
oxigénio. Esse novo ponto corresponderia a resposta a condi¢des de estresse tais
como salinidade, déficit hidrico, temperatura e luminosidade (STRASSER, 1997,
KOURIL et al., 2001; CHEN et al., 2004; LAZAR, 2006). Contudo, em algumas
situagdes, o surgimento do ponto K pode refletir na total supresséo dos pontos | e J,
além de grandes variacdes na amplitude do ponto P (STRASSER, 1997; POSPISIL
e DAU, 2000; MISRA et al., 2001; BUKHQV et al., 2003; PANDA et al., 2006).

Inidmeros trabalhos séo relatados na literatura mostrando que a correta
interpretacdo de variacdes na cinética de emisséo de fluorescéncia séo respostas a
diferentes estresses abidticos como por déficit hidrico (SKOTNICA et al., 2000), por
encharcamento (PANDA et al., 2006), por deficiéncias nutricionais (LU et al., 2001),
por niveis de irradiancia (RICHARDS et al., 2003), por exposicdo a radiacao
ultravioleta (KRIZEK et al., 2001), por salinidade (MISRA et al., 2001; CHEN et al.,
2004), por metais pesados e residuos quimicos no solo (DAUGHTRY et al., 1995) e
por baixas e altas temperaturas (KOURIL et al., 2004, BERTAMINI et al., 2005). Este
estudos permitem: i. a elucidacdo do dano primario do estresse na fotossintese, ii.
grau diferencial de tolerancia das plantas a diferentes estresses, iii. identificacdo de
danos iniciais antes que 0s mesmos sejam visiveis.

Muitas plantas, inclusive o tomate requerem temperatura ideal de 22-30°C
para o crescimento e desenvolvimento (OGWENO et al. 2009), porém apresentam
sintomas de danos quando expostos a baixas temperaturas, e sao principalmente,
sensiveis a temperaturas abaixo de 10-15°C. Os sintomas do estresse e lesdes
induzidos nestas plantas aparecem entre 48-72 h, no entanto, esta duracao varia de
planta para outra e também depende da sensibilidade das plantas ao estresse de
frio.

A performance fotossintética é significativamente reduzida abaixo de 18°C e
cessa quase que completamente abaixo de 13°C, sendo afetada por praticamente
todos os componentes fotossintetizantes, uma vez que a a baixa temperatura reduz
a condutancia estomatica, provoca mudancgas nos complexos de pigmentos e perdas
de eficiéncia fotoquimica, restringe o transporte de elétrons através de modificacbes
nas propriedades biofisicas do tilacéide lipidios, mudancas no metabolismo do
carbono, alocacao e particionamento (BATISTA-SANTOS et al. 2011).

As baixa temperaturas também pode causar um desequilibrio na absorcéo

energética e na utilizacdo pelos sumidouros metabdlicos, uma vez que reduz mais
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as reacOes enziméticas envolvidas no carbono, nitrogénio e enxofre do que a
reducdo de processos fotofisicos e fotoquimicos envolvidos na transferéncia de
energia de luz, absorcao e transformacao. No entanto, diminuicdes na eficiéncia de
captura e no uso da energia luminosa pode acontecer, com o ocorre no FSII,
sendo este reconhecidamente como um dos locais mais importantes da fotoinibigéo,
gue ocorre tanto no lado doador como no lado receptor do centro de reacao.

A aclimatacdo ao frio envolve, diversas alteracfes fisioldgicas, incluindo
alteracdo da composicdo de lipidios na membrana plasméatica, acumulacdo de
compostos protetores, como carboidratos, aminoacidos livres ou outros osmalitos e
na expressao génica (DAl et al 2007). De acordo com Rapacz (1999) a tolerancia a
baixas temperaturas esta fortemente correlacionada com a capacidade de manter
elevados taxas de fotossintese frente ao estresse, porque € indispensavel
assegurar uma fonte de energia durante aclimatacao ao frio.

Objetivou-se no presente trabalho identificar através de analises
fotossintéticas (fluorescéncia das clorofilas e trocas gasosas) o efeito de diferentes
ciclos de temperaturas (10°C ou 37°C) em plantas de tomate cv. Micro-Tom com
diferentes expresséo da sHSP22 mitocondrial (MT-sHSP22)

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal e tratamentos

Sementes de tomate cv. Micro-Tom n&o transformadas (selvagem) e
transformadas com cDNA da sHSP22 mitocondrial (MT-sHSP22), (gentilmente
cedidas pelo Prof. Cesar Valmor Rombaldi — DCTA-FAEM-UFPel), foram colocadas
para germinar em gerbox no escuro a temperatura de 24°C. Quando as plantulas
apresentavam 08 dias foram transplantadas para vaso plastico capacidade 0,5 kg
contendo areia lavada como substrato, e mantidas em camara de crescimento com
condi¢cdes controlada: temperatura de 21+2°C, fotoperiodo de 12h, densidade de
fluxo de fétons em torno de 200 pmol fétons m™? s™ de radiacdo fotossinteticamente
ativa. Foi aplicada solucao nutritiva de Hoagland e Arnon (1950) meia forca a partir
de 14 dias ap0s o transplante, e posteriormente foi elevada a forca completa da

solugao nutritiva.
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Quando as plantas apresentavam 59 dias apés o transplante (estadio
vegetativo pleno) foram aplicados os tratamentos que consistiram na transferéncia
das plantas para condicdes de alta (37°C) ou baixa temperatura (10°C) por um
periodo de 24 h (primeiro ciclo de estresse). A seguir as plantas retornaram para
condicdes de temperatura de 21+2°C por 24h (primeira recuperagcdo). Apos a
primeira recuperagdo as plantas foram novamente submetidas a um segundo ciclo
de estresse nas mesmas temperaturas anteriores por 24h e posteriormente
recuperadas a temperatura de 21+2°C (segunda recuperacdo). Os ciclos de
estresses foram aplicados em camaras de crescimento com fotoperiodo de 12 h e
densidade de fluxo de fétons em torno de 50 pmol fétons m? s de radiacdo
fotossinteticamente ativa. As determinacdes de fluorescéncia transiente OJIP e
trocas gasosas foram realizadas antes e imediatamente apds cada ciclo de

estresses/recuperagao.

2.2 Fluorescéncia transiente OJIP, Teste JIP, Normalizacdo e subtracdes das curvas
de fluorescéncia transiente

A fluorescéncia da clorofila a transiente OJIP foi medida nas primeiras folhas
jovens completamente expandidas utilizando um fluorémetro portatil (Modelo Handy
PEA, Hansatech Instruments, King’s Lynn, Norfolk, UK. As medidas foram realizadas
em folhas ndo destacadas previamente adaptadas ao escuro por 30 minutos para
oxidacdo completa do sistema fotossintético de transporte de elétrons. A emisséo de
fluorescéncia foi induzida em uma area de 4 mm de didmetro da folha pela
exposicdo da amostra a um pulso de luz vermelha (pico 650 nm) numa intensidade
de cerca de 3.000 ymol m? s™. As intensidades de fluorescéncia foram medida entre
50 ps e 1 s. As intensidades de fluorescéncia determinadas em: 50 (Fsops), 100 (Fioo
us), 300 (Faoops) MS, 2 (F2ms) € 30 (Fsoms) ms e Fy, (fluorescéncia maxima), foram
utilizadas para calcular os parametros de Teste JIP (Strasser e Strasser, 1995). Foi
considerada a fluorescéncia inicial (Fo) a intensidade medida a 50 ps.

A partir destas intensidades de fluorescéncia medidas foram calculados os
parametros estabelecidos pelo Teste JIP (STRASSER e STRASSER, 1995), sendo
que a interpretacdo adequada e correta dos referidos parametros deve ser realizada
de forma cuidadosa, para que os dados analisados fornecam informacodes corretas
sobre o comportamento e o fluxo de energia em diferentes niveis. Para o calculo dos

parametros do Teste JIP utilizou-se o software Biolyzer (gentiimente cedido pelo Dr.
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Reto Strasser, Universidade de Genebra). A lista de parametros de fluorescéncia de
importancia relevante na presente dissertacdo se encontra na Tabela 1 (Capitulo 1).
Para comparacdo dos eventos refletidos nas fases OJ, Ol e IP, as curvas
transiente foram normalizadas como fluorescéncia variavel relativa que permite a
comparacgao do comportamento da cinética de emisséo de fluorescéncia em relacdo
ao controle, identificando efeitos em diferentes etapas do fluxo enérgico na cadeia
de transporte de elétrons da fotossintese. As normalizacbes foram similares as

descritas no primeiro capitulo.

2.3 Trocas gasosas

As trocas gasosas foram medidas na primeira folha superior madura,
completamente expandidas com um analisador portatil a infra-vermelho de CO,
(modelo LI-6400XT LI-COR, Inc., Lincoln, NE, USA). As medidas foram realizadas
entre as 10:00 e 11:00hs, com concentracdo de CO» no interior da camara de 380
mol mol™ e densidade de fluxo de fétons de 1.500 umol m™? s™, utilizando-se a fonte
luminosa LI-COR 6400-02, acoplada a camara de medida. Entre outros parametros
de trocas gasosas foi medida a taxa assimilatéria liquida de CO; (A, pmol CO, m™

s).

2.4 Delineamento experimental

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado para cada
estresse, sendo comparados 0s trés genaétipos e os ciclos de estresse/recuperacao.
Utilizou-se cinco repeticdes por tratamento, sendo que para as determinacdes de
fluorescéncia transiente OJIP forma realizadas trés medidas por tratamento,
totalizando 15 determinacdes por tratamento. Os parametros de fluorescéncia foram
normalizados em relagdo as determinagbes realizadas antes dos estresses

(controle).
3. RESULTADOS
3.1 Efeito de ciclo de estresse de baixa temperatura

3.1.1 Fluorescéncia transiente da clorofila a: parametros biofisicos derivados do
teste JIP
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Os parametros biofisicos derivados das curvas de fluorescéncia transiente e
alguns parametros do Teste-JIP (STRASSER e STRASSER, 1995) para as plantas
submetidas a ciclos de temperatura de 10°C e posteriormente recuperadas para
temperatura de 21°C sdo apresentados como grafico radar. Todos os dados dos
parametros de fluorescéncia foram normalizados para os dados de plantas mantidas
a 21°C (controle), (Figura 1).

De maneira geral, para os trés genotipos observou-se que o0 estresse de
baixa temperatura provocou um aumento em S, (area complementar total
normalizada acima da curva transiente OJIP, refletindo eventos de multiplos giros de
reducdo de Qa), sendo que apds o periodo de recuperacao os valores retornam aos
observados para as plantas de controle. Contudo, Ss (area complementar total
normalizada acima da curva transiente somente na fase OJ, refletindo eventos de
simples giros de reducao de Qa) (CHEN et al. 2011) nao foi afetado pelo estresse. O
numero de giros de reducéo, oxidacao e re-reducdo de Qa no tempo entre a luz ser
ligada até atingir Fy (N) aumentou em todos os gendtipos sob efeito do estresse por
baixa temperatura, porém com menor magnitude para as plantas do gendtipo com
baixa expressa da MT-sHSP22, sendo que apds os periodos de recuperacao aos
valores retornaram aos observados nas plantas controle.

A relacdo Sy/Temax que indica o estado redox médio do par redox Qa /Qa,
isto €, a fracdo media de centro de reagdo do FSII aberto entre o tempo 0 € Trmax,
(STRASSER et al. 2000) reduziu acentuadamente imediatamente ap0s os dois
ciclos de estresse por baixa temperatura para os trés gendtipos, indicando um
severo fechamento dos centros de reacdo do FSIlI. As plantas do gendétipo com alto
HSP (Figura 1B) apresentaram a menor reducdo (40%), sendo que apds o periodo
de recuperagdo as plantas do genotipo baixo MT-sHSP22 os valores ndo retornam
aos observados nas plantas controle, diferentemente do observado para as plantas
selvagens e com elevada expressao da MT-sHSP22. A redugcdo acentuada na
relacdo S, /Trmax foOi resultado de um aumento acentuado no tempo para atingir a
fluorescéncia maxima quando as plantas foram submetidas aos ciclos de estresse
(290-300 ms para controle e 590- 600 ms apOs 0s estresse), porém apds a
recuperacdo os valores ficaram semelhantes aos observados para as plantas
controle.

Para os parametros de fluxos especificos (fluxos por centro de reagdo do

FSII) observou-se aumento nos fluxos de absorcdo (ABS/RC), de captura pelo
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centro de reacao (TRo/RC) e de transporte de elétrons (ETo/RC) apds o segundo
periodo de recuperacdo do segundo ciclo de estresse, sendo que este incremento
foi mais relevante nos gendtipos selvagem e com elevada expressdo da MT-
sHSP22. Néo foi observado um aumento no fluxo de elétrons que reduz os

aceptores finais de elétrons do FSI (RE(/RC).

Sm Sm
Pl ABS_ 2.0 Ss Pl ABS_2.0 Ss
Pltotal Sm/T(fmax) Pltotal 1.5 Sm/T(fmax)
b0 N b0 N
Wo | 'ABS/RC  Wo! — ABS/RC
$Do ' TRo/RC  ¢Do' TRo/RC
®Ro NN ETo/RC ®Ro i ETo/RC
dEo Dlo/RC ¢dEo Dlo/RC
dPo — REo/RC dPo — REo/RC
(A) (E)
Sm
PIABS 20— Ss
Pltotal 15 Sm/T(fmax)
6o N
Wo ! | ABS/RC
¢dDo 'TRo/RC
$Ro , ETo/RC
dEo Dlo/RC

®Po — REo/RC

Figura 1: 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 2
periodos de 24 h a 10°C, intercalados com recuperacédo a 21°C. (A) gendtipo selvagem, (B) genotipo
com elevada expressao da MT-sHSP22, (C) gendtipo com baixa expressao da MT-sHSP22. (—-)
controle, (—m—) primeiro ciclo de estresse, (—e—) primeira recuperacdo, (-o—-) segundo ciclo de
estresse e (—o-) segunda recuperacdo. Valores normalizados para o controle.
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N&o houve diferenca entre os tratamentos para o rendimento quéntico
fotoquimico maximo (TRo/ABS = Fv/Fm = @po) € rendimento quantico de transporte
de elétrons de QA para o intersistema de aceptores de elétrons (¢go). Contudo, o
rendimento quantico de redugado dos aceptores finais de elétrons do FSI (@ro)
aumentou apds o primeiro estresse por baixa temperatura apenas nas plantas com
elevada expressao da MT-sHSP22 (Figura 1B). Tais resultados refletem o que foi
observado para os parametros que descrevem as eficiéncias (Weo -
eficiéncia/probabilidade com que um éxciton capturado no centro de reacao possa
mover um elétron de Qa para intersistema de aceptores de elétrons; e Oro —
eficiéncia/probabilidade com que um elétron do intersistema de carregadores de
elétrons move-se para reduzir os aceptores finais de elétrons do FSI ou
probabilidade de reducao de um aceptor final do FSI.

O indice de performance em relacdo a absorcao (Plags) (STRASSER et al.,
2004) apresentou decréscimo ap6s o primeiro dia de estresse, principalmente para
as plantas dos gendtipos selvagem e com elevada expressdo da MT-sHSP22
(Figura 1B) com retorno aos valores proximos aos do controle apds o primeiro dia de
recuperacdo. Contudo, para o segundo dia de estresse todos os trés gendtipos
apresentaram reducdo em Plags, mas em menor intensidade para as plantas com
baixa expressdao da MT-sHSP22 (Figura 1C). De outra forma, o indice de
performance total (Pliw) (TSIMILLI-MICHAEL e STRASSER, 2008) apresentou
reducdo mais acentuada apdés o segundo dia de estresse por baixa temperatura,
sem retorno dos valores para préximo das plantas controle apo6s o segundo periodo

de recuperagéo.

3.1.2. Fluorescéncia transiente da clorofila a: Normalizacbes e subtracdo de
transientes

Os dados (em escala logaritmica de tempo, no intervalo 50 us a 1 s), da
fluorescéncia variavel relativa da clorofila a entre os passos O e P (Vop) para as
plantas submetidas a estresse de baixa temperatura estdo apresentados nas
Figuras 2A-C, na qual se observa uma elevacao na fluorescéncia variavel relativa no
passos J (V;) nos trés gendtipos imediatamente ap0s o estresse, com retorno a
valores similares ao controle apds a recuperacdo. As curvas de diferenca cinética da
fluorescéncia relativa em relagdo ao controle (AVop = Vopjtratamento] — Vop(controle]) S0

apresentadas nas Figuras 2D-E, pelas quais observam-se efeitos diferentes entre os
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gendtipos em funcdo dos estresses e 0 periodo de recuperacdo. Para facilitar a
andlise dos efeitos sobre as etapas OJ, Ol e IP, foram realizadas normalizagfes

especificas.
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Figura 2. Fluorescéncia transiente da clorofila a do passos O até P depois de dupla normalizagdo
entre os passos entre F, e Fp de folhas adaptadas ao escuro de plantas de tomate ‘Micro-Tom’
submetidas a 2 periodos de 24 h a 10°C, intercalados com recuperacdo a 21°C. (A-C) fluorescéncia
variavel relativa [Vop = (Ft - Fo)/(Fu - Fo)l; (D-E) diferenga cinética de Vop [AVop =  Vopitratamentol -
Vorcontroie)] (A € D — gendtipo selvagem), (B e E — gendtipo com elevada expressdo da MT-sHSP22),
(C e F — gendtipo com baixa expressao da MT-sHSP22).

A fluorescéncia relativa entre os passos O (50 ps) e K (300 us) foi
normalizada pela formula (Vok = [Ft - Fo)/[Fk - Fo]) e as diferengas cinéticas (AVok =
Vokitratamento] — Vok[controle]) €St80 apresentadas nas Figuras 3A-C, nas quais € possivel
identificar o aparecimento da banda-L (aproximadamente em 150 us). Esta banda
surgiu de maneira diferenciada entre os gendétipos: i. para as plantas selvagem
apenas no segundo estresse e na segunda recuperacdo; ii. para as plantas dos
genadtipos transformados foi identificada também apds o primeiro periodo de

recuperacao.
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Figura 3. Fluorescéncia transiente da clorofila a dos passos O até K e O até J depois de dupla
normalizagdo entre os passos Fq e Fgx Fq e F; respectivamente, de folhas adaptadas ao escuro em
plantas de tomate ‘Micro-Tom’ submetidas a 2 periodos de 24 h a 10°C, intercalados com
recuperacgdo a 21°C. (A-C) diferenca cinética de Vo [AVox = Vokiratamento] = Yokeontrolell; (D-F) diferenca
cinética de Vo; [AVo; = Voyirratamento] - Youcontrolell: (A € D — gendtipo selvagem), (B e E — gendtipo com
elevada expressdo da MT-sHSP22), (C e F — genétipo com baixa expressdo da MT-sHSP22).
(legendas dentro dos graficos A — controle, B - primeiro estresse, C - primeira recuperacao, D -
segundo estresse, E - segunda recuperacao).

O aparecimento da banda-L é um indicador da conectividade (agrupamento)
das unidades do FSIl (STRASSER e STIRBET, 1998), sendo que quando a mesma
€ positiva a conectividade € menor (YUSUF et al., 2010). A alta conectividade resulta
em uma melhor utilizagdo da energia de excitagcao e melhor estabilidade do sistema
(STRASSER et al., 2004). A partir destas observacdes pode-se inferir que o primeiro
ciclo de estresse por baixa temperatura e recuperacdo nao provocou efeitos
marcantes na utilizacdo da energia de exitacdo, mas o segundo estresse gerou uma
perda de agrupamento entre as unidades do FSII.

A fluorescéncia relativa entre os passos O (50 us) e J (2 ms) foi normalizada

pela formula (Voy = [Ft - Fol/[Fs - Fo]) e as diferengas cinéticas (AVoy = Voyjrratamento] —
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Voucontrole]) €St80 apresentadas nas Figuras 3 D-F, nas quais € possivel identificar o
aparecimento da banda-K a aproximadamente 300 pys. A banda-K positiva reflete a
inativacdo do complexo de evolucéo de oxigénio (YUSUF et al., 2010). Alteracdes na
fase O-J com diferentes amplitudes da banda-K ocorreram de forma distinta nos trés
genotipos em resposta ao estresse por baixa temperatura, destacando-se a banda-K
apos o segundo periodo de estresse nas plantas do gendtipo selvagem (Figura 3D)
e com elevada expressdo da MT-sHSP22 (Figura 3E), porém as maiores amplitudes
foram observadas apos o segundo periodo de recuperacdo em todos os genotipos.
Para avaliar a fase O-l, os dados de fluorescéncia transiente das clorofilas
foram normalizados com Vo, = [Fi- Fo)/[F - Fo], € apresentados na faixa de tempo de
50 us a 1 s (Figuras 5 A-C) and 30 to 300 ms (Figura D-F). A analise da
fluorescéncia variavel entre os passos O e | menor do que 1 (Vo < 1) permite avaliar
a sequéncia de eventos desde a captura do éxciton pelo centro de reacdo do FSII
até a reducdo da plastoquinona. Nas Figuras 4 A-C pode-se identificar que as
plantas de todos os gendtipos apresentaram menores Vo nas determinacfes
realizadas apOs o periodo de recuperacdo, podendo indicar uma menor taxa de

oxidacao dos aceptores finais de elétrons do lado aceptor do FSII.
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Figura 4. Fluorescéncia transiente da clorofila a do passos O até | e | até P depois de dupla
normalizacdo entre os passos entre Fq e F, e F, e Fy respectivamente, de folhas adaptadas ao escuro
de plantas de tomate ‘Micro-Tom’ submetidas a 2 periodos de 24 h a 10°C, intercalados com
recuperacgéo a 21°C. (A-C) fluorescéncia variavel relativa entre o passos O e | [Vo, = (F;- Fo)/(F, - Fo)l;
(D-F) Vo no tempo entre 30 e 300 ps; (G-I) fluorescéncia variavel relativa entre o passos |l e P [Vjp=
(Fe- F)I(Fp- F)I. (A, D e G — gendtipo selvagem), (B, E e H — gendtipo com elevada expressao da
MT-sHSP22), (C, F e | — gendtipo com baixa expressdo da MT-sHSP22).

A fase |I-P foi avaliada por dois procedimentos distintos: i. interpretacdo da
normalizacédo da fluorescéncia variavel entre os passos O e | com valores maiores
ou iguais a 1 (Vo =2 1) (Figura 4D-F), que permite avaliar a sequéncia de eventos da

transferéncia de elétrons da plastoquinona reduzida para o aceptor final de elétrons
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do FSI e, ii. a normalizag&o dos dados de fluorescéncia transiente entre os passos |
e P (Vip=[F¢- F)/[Fm- Fi]) em escala linear entre 30 e 300 ms (Figura 4G-I).

Em cada curva Vo, 2 1 na faixa de tempo entre 30 e 300 ms, a maxima
amplitude do aumento da fluorescéncia reflete o tamanho do pool de aceptores finais
de elétrons do lado aceptor do FSI. Neste sentido, pode-se demonstrar que todos os
genotipos apresentam reducdo no pool de aceptores de elétrons apds os dois ciclos
de estresse a baixa temperatura, contudo o periodo de recuperacdo permitiu o
retorno da quantidade de aceptores apenas para as plantas selvagem (Figura 4D) e
com elevada expressao da MT-sHSP22 (Figura 4).

A fluorescéncia variavel transiente entre os passos | e P permite deduzir o
comportamento do fluxo de elétrons que atinge os aceptores finais do FSI. Os dados
de Vip no intervalo 30 a 300 ms (Figura 4G-1) mostra um comportamento como
descrito pela equacéao de Michaelis-Menten, na qual o inverso do tempo para atingir
Vip = 0,5 € uma estimativa da taxa global de reducédo dos aceptores finais do FSI.
No presente estudo ndo foram identificadas diferencas na taxa global de reducéo do

aceptor final de elétrons do FSI em nenhuma das condicdes aplicadas

3.1.3 Taxa assimilatoria liquida

A taxa assimilatéria liquida (Figura 5) reduziu ap6s a aplicacao de cada um dos
ciclos de estresse por baixa temperatura para os trés genotipos, sendo que apés 0s
periodos de recuperacao a taxa assimilatoria liquida retornou a valores préximos ao

controle.
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Figura 5: Taxa assimilatéria liquida (umol CO, m’? s'l) de plantas de tomate ‘Micro-Tom’ cultivadas
submetidas a 2 periodos de 24 h a 10°C, intercalados com recuperagdo a 21°C. Barra indica erro
padrdo da média.

3.2. Efeito de ciclo de estresse de alta temperatura
3.2.1 Fluorescéncia transiente da clorofila a: parametros biofisicos derivados do
Teste JIP

Os parametros biofisicos derivados das curvas de fluorescéncia transiente e
alguns parametros do Teste-JIP (STRASSER e STRASSER, 1995) para as plantas
submetidas a ciclos de temperatura de 37°C e posteriormente recuperadas para
temperatura de 21°C sdo apresentados como gréafico radar (Figura 6). Todos os
dados dos parametros de fluorescéncia foram normalizados para os dados de

plantas mantidas a 21°C (controle).
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Figura 6: Pardmetros 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 2
periodos de 24 h a 37°C, intercalados com a recuperagdo a 21°C. (A) genotipo selvagem, (B)
gendtipo com elevada expressédo da MT-sHSP22, (C) gendtipo com baixa expressao da MT-sHSP22.
(——) controle, (—m—) primeiro ciclo de estresse, (—e—) primeira recuperacédo, (—-o—) segundo ciclo de

estresse e (—o—) segunda recuperacdo. Valores normalizados para o controle.



67

Os ciclos de alta temperatura resultaram em efeitos diferentes entre os trés
gendtipos. A area complementar total normalizada acima da curva transiente OJIP
(Sm) mostra que houve um em resposta aos estresses para 0s genotipos selvagem e
com elevada expressdo da MT-sHSP22, fato ndo observado para o gendtipo com
baixa expressdo da MT-sHSP22. Porém a &rea complementar total normalizada
acima da curva transiente somente na fase OJ, refletindo eventos de simples giros
de reducéo de Qa (Ss), ndo foi afetada pelos estresses em nenhum dos genétipos. O
namero de giros de reducéo, oxidacéo e re-reducdo de Qa no tempo entre a luz ser
ligada até atingir Fyy (N) aumentou para os genotipos, selvagem e com elevada
expressédo da MT-sHSP22, sendo mais marcante no segundo ciclo de estresse nas
plantas selvagens. Todavia, para o gendtipo com baixa expressdo da MT-sHSP22
nao foi observada diferenca em relacdo ao controle para este parametro.

Os parametros de fluxos especificos (fluxos por centro de reacédo do FSIl) de
absorcdo (ABS/RC), de captura pelo centro de reacdo (TRo/RC) e de transporte de
elétrons (ETo/RC) aumentaram em relacao controle apos os dois ciclos de estresse e
retornaram para valores proximos ao controle nos trés gendtipos. Porém, o fluxo de
elétrons que reduz os aceptores finais de elétrons do FSI (RE(/RC) aumentou
apenas para 0s genoétipos selvagem e com elevada expressao da MT-sHSP22.
Entretanto o fluxo de dissipacdo (DIo/RC) foi o parametro que mais se elevou em
resposta aos estresses em todos os gendétipos, sendo que apenas apds 0 primeiro
periodo de recuperacédo foi observado retorno a valores similares ao controle, e
apos o segundo ciclo de recuperacao tal parametro ainda se manteve elevado.

Os tratamentos nao apresentaram diferenca em: i. rendimento quantico
fotoquimico maximo (TRo/ABS = Fv/Fy = @po); ii. rendimento quéantico de transporte
de elétrons de QA" para o intersistema de aceptores de elétrons (¢go). No entanto, o
rendimento quantico de reducdo dos aceptores finais de elétrons do FSI (¢ro)
aumentou ap0s 0 primeiro estresse por alta temperatura apenas nas plantas com
elevada expressdo da MT-sHSP22 e no gendétipo selvagem (Figura 6A e B). No
segundo ciclo de estresse, novamente 0S mesmos genotipos apresentaram uma
elevacdo ainda maior que no primeiro ciclo, sendo mais expressante no genotipo
selvagem. Esses resultados refletem o que foi analisado para os parametros que
Yeo — eficiéncia/probabilidade com que um éxciton capturado no centro de reagao
possa mover um elétron de QA" para intersistema de aceptores de elétrons; e dro —

eficiéncia/probabilidade com que um elétron do intersistema de carregadores de
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elétrons move-se para reduzir os aceptores finais de elétrons do FSI ou
probabilidade de reducdo de um aceptor final do FSI), demonstrando assim uma
inter-relacéo entre estes parametros.

No que se refere ao indice de performance em relacdo a absorcdo (Plags)
(STRASSER et al., 2004), houve decréscimo ao longo do tratamento em todos os
gendtipos, ndo sendo evidenciado retorno proximo aos controles, apos a
recuperacdo (Figura 6). Ja o indice de performance total (Plit) (TSIMILLI-
MICHAEL e STRASSER, 2008), demonstrou uma maior reducdo no genétipo com
baixa expressdo de MT-sHSP22, bem como também ndo apresentou recuperacao.
O mesmo nao foi verificado para o genoétipo selvagem e com elevada expressao de
MT-sHSP22, onde houve um acréscimo ao longo do tratamento, este sendo mais
demonstrado no genétipo selvagem. A recuperacdo de ambos 0s genotipos

apresentou-se proximo aos niveis de controle.

3.2.2. Fluorescéncia transiente da clorofila a: Normalizacbes e substracdo de
transientes

A fluorescéncia variavel relativa entre os passos O e P [Vop = (Ft - Fo)/(Fm -
Fo)], podem ser observadas na Figura 7 A-C, e as diferencas entre as
fluorescéncias variavel relativa entre os ponto O e P [AVop = (Vop (tratamento) - Vop
(controle))] €StA0 representadas na Figura 7 D-F. A analise destes dados permite
identificar diferencas entre os gendtipos durante os periodos de estresses e nos
periodos de recuperagcdes. Buscando facilitar uma melhor analise dos efeitos do
estresse sobre as fases OJ, Ol e IP foram realizadas normaliza¢des especificas.

A normalizacéo entre os pontos O (50 ps) e K (300 ps) na representada na
forma de diferenga cinética [AVok = (Vok atamento) - Vok (controle))] (Figura 8 A-C),
demonstrou a presenca da banda-L (aproximadamente em 150 ps), em todos o0s
genatipos. Esta banda demonstra a conectividade ou agrupamento das unidades do
FSII, e quando é positiva, a conectividade esta em baixos niveis (YUSUF et al,
2010).

Os dados normalizados entre os pontos O (50 ps) e J (2 ys) na forma de
fluorescéncia variavel relativa e apresentados na forma de diferenca cinética [AVo; =
(Vou (ratamento) = Vou (controle))] (Figura 8 D-F), permitem a visualiza¢do da banda-K (~

300 ps), a qual qguando positiva reflete uma inativacdo do complexo de liberacdo de
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oxigénio (YUSUF et al. 2010). No presente experimento observou-se que todos os
genodtipos apresentaram esta banda na forma positiva imediatamente apds os

estresses e ap0s a primeira recuperacao.
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Figura 7. Fluorescéncia transiente da clorofila a do passo O até P depois de dupla normalizacao entre
0s passos Fq e Fp de folhas adaptadas ao escuro em plantas de tomate ‘Micro-Tom’ submetidas a 2
periodos de 24 h a 37°C, intercalados com a recuperacéo a 21°C. (A-C) fluorescéncia variavel relativa
[Vop = (Ft - FO)/(FM = Fo)]; (D'F) difefenf;a cinética de VOP [AVOP = VOP[tratamento] - VOP[controIe]]- (A eD -
genotipo selvagem), (B e E — gendtipo com elevada expressdo MT-sHSP22), (C e F — gendtipo com
baixa expressdo MT-sHSP22).
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Figura 8. Fluorescéncia transiente da clorofila a do passos O até K e O até J depois de dupla
normalizacdo entre 0s passos entre Fq e F¢ Fg e F; respectivamente, de folhas adaptadas ao escuro
de plantas de tomate ‘Micro-Tom’ submetidas a 2 periodos de 24 h a 37°C, intercalados com a
recuperacdo a 21°C. (A-C) diferenca cinética de Vok [AVok = Vok(iratamento] = Vok[controle)]; (D-F) diferenca
cinética de Vo, [AVo;= Vogjratamento] - Voujcontrolell- (A € D — genotipo selvagem), (B e E — genoétipo com
elevada expressdo da MT-sHSP22), (C e F — genétipo com baixa expressdo da MT-sHSP22).
(legendas dentro dos graficos A — controle, B - primeiro estresse, C - primeira recuperacao, D -
segundo estresse, E - segunda recuperacéo).

Para identificar o efeito das altas temperaturas sobre a fase O-I da curva de
fluorescéncia transiente OJIP, procedeu-se a normalizacdo das curvas transiente
com fluorescéncia variavel relativa entre os passos O e | [Vo, = (Ft - Fo)/(F - Fo)],
(Figura 9 A-C). A analise da fluorescéncia variavel entre os passos O e | menor do
que 1 (Vo < 1) permite avaliar a sequéncia de eventos deste a captura do éxciton
pelo centro de reacdo do FSIl até a redugdo da plastoquinona. Nas Figuras 9A-C
pode-se identificar que as plantas de todos os gendtipos apresentaram menores Vg
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nas determinacgdes realizadas ap0ds o periodo de recuperacao, podendo indicar uma
menor taxa de oxidacao dos aceptores finais de elétrons do lado aceptor do FSII.

A fase I-P foi avaliada por dois procedimentos distintos: i. interpretacdo da
normalizacdo da fluorescéncia variavel entre os passos O e | com valores maiores
ou iguais que 1 (Vo 2 1) (Figura 9D-F), que permite avaliar a sequéncia de eventos
da transferéncia de elétrons da plastoquinona reduzida para o aceptor final de
elétrons do FSI e, ii. a normalizacdo dos dados de fluorescéncia transiente entre 0s
passos | e P como (Vip = [Fi- FJ/[Fm- F]) em escala linear entre 30 e 300 ms (Figura
9G-I).

A Figura 9 D-F, representada na forma de Vo, 2 1, reflete o tamanho do pool
de aceptores de elétrons do lado aceptor de elétrons do FSI. Neste experimento se
observou diferencas marcantes nesta fase O-l entre os gendtipos, destacando os
gendtipos selvagem (Figura 9D) e com elevada expressao da MT-sHSP22, que apos
cada estresse apresentaram maiores amplitudes das curvas, indicando maior pool
de aceptores de elétrons do lado aceptor de elétrons do FSI, sendo que
imediatamente apos as recuperacfes os valores assemelham-se ao controle. Tais
fatos ndo foram observados para o genétipo com baixa expressao da MT-sHSP22

A fluorescéncia variavel transiente entre os passos | (30ms) e P permite
deduzir o comportamento do fluxo de elétrons que atinge os aceptores finais do FSI.
Os dados de Vip no intervalo 30 a 300 ms (Figura 9G-I) mostra um comportamento
como descrito pela equacédo de Michaelis-Menten, na qual o inverso do tempo para
atingir Vip = 0,5 é uma estimativa da taxa global de reducéo dos aceptores finais do
FSI. No presente estudo ndo foram identificadas diferencas na taxa global de

reducéo do aceptor final de elétrons do FSI em nenhuma das condi¢Bes aplicadas.
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Figura 9. Fluorescéncia transiente da clorofila a do passos O até | e | até P depois de dupla
normalizacdo entre os passos Fq e F, e F, e Fy respectivamente, de folhas adaptadas ao escuro em
plantas de tomate ‘Micro-Tom’ submetidas a 2 periodos de 24 h a 37°C, intercalados com a
recuperacéo a 21°C. (A-C) fluorescéncia variavel relativa entre o passos O e | [Vo, = (Fi- Fo)/(F,- Fo)l;
(D-F) Vo no tempo entre 30 e 300 ps; (G-I) fluorescéncia variavel relativa entre o passos |l e P [Vjp=
(Fe- F)I(Fp- F)I. (A, D e G — gendtipo selvagem), (B, E e H — gendtipo com elevada expressao da
MT-sHSP22), (C, F e | — genétipo com baixa expressdo da MT-sHSP22).

3.2.3. Taxa assimilatoria liquida
A taxa assimilatoria liquida (A) (Figura 10) aumentou em relacdo ao controle

apoOs os dois ciclos de estresse por alta temperatura para as plantas do gendétipo
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selvagem e com elevada expressdo da MT-sHSP22, sendo para este ultimo o
aumento mais marcante, principalmente apds o segundo ciclo de estresse a 37°C.
Entretanto, para as plantas do gendtipo com baixa expressdo da MT-sHSP22 foi
observado reducdo na taxa assimilatoria liquida ap6s o primeiro ciclo de estresse.
Contudo, apés o primeiro dia de recuperagdo os valores da taxa assimilatoria liquida
aumentaram, mas sempre abaixo dos observados para as plantas do genétipo com

elevada expressédo da MT-sHSP22.
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Figura 10: Taxa assimilatéria liquida (umol CO, m™ s™) de plantas de tomate Micro-Tom submetidas a
2 periodos de 24 h a 37°C, intercalados com a recuperacdo a 21°C. Barra indica erro padrdo da
média.

4. DISCUSSAO

4.1. Efeito do ciclo do estresse de baixa temperatura
A temperatura € um fator abiético cujos efeitos negativos de sua ocorréncia
sdo de dificil controle durante o crescimento das plantas, o que torna a tolerancia

genética das cultivares extremamente importante. No entanto, o grau de estresse,
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intensidade e duracdo, e o estadio de desenvolvimento da planta podem variar no
consequente dano observado, assim como de uma espécie para outra.

Os sintomas visuais variam dependendo da temperatura, do periodo de
exposicao, da fase de desenvolvimento, e de outras condicbes ambientais tais como
luz, presenca de vento, disponibilidade de &4gua e nutrientes. As plantas podem
mostrar uma perda do vigor e uma reducéo nas taxas de crescimento, mesmo na
auséncia de outros sintomas visiveis.

Em cultivares muito sensiveis, o frio causa danos irreversiveis aos
componentes da célula e ao metabolismo. Geralmente, a membrana celular é o alvo
primario, ocorrendo uma transicdo fisica de um estado flexivel liquido-cristalino a
uma fase de gel sdlido. Esta mudanca afeta as func¢des celulares em varias formas.
O efeito mais imediato € um incremento na permeabilidade da membrana celular,
que provoca uma perda de solutos e desbalanceamento idnico (MORSY et al.,
2005), resultando como consequéncia do metabolismo anormal, danos as células e
acumulo de compostos toxicos e radicais livres de oxigénio que causam em caso
extremo, a morte das células. O acumulo de espécies reativas de oxigénio (EROS)
aumenta a peroxidacao dos lipidios, promovendo danos a membrana do cloroplasto,
além de ocasionar a desnaturacdo de biomoléculas, resultando na diminuicdo da
fotossintese e morte celular (DJANAGUIRAMAN et al., 2009)

Na presenca de baixas temperaturas, a assimilacdo de CO, e a
fotorespiracdo sdo suprimidas. Nesta situacédo, como a capacidade de utilizacdo dos
fétons diminui, aumenta-se a susceptibilidade a fotoinibicdo. Além disso, tem-se
relatado um incremento dos pigmentos derivados do ciclo da xantofila e uma maior
atividade das enzimas do ciclo da agua (HIROTSU et al.,, 2004). Ogweno et al.
(2009) ressaltam que o0 mais sensivel componente de plantas ao estresse de
temperatura foi identificado como sendo o aparelho fotossintético.

Nas plantas de tomate ‘Micro-Tom’ estudadas, através da analise da
fluorescéncia transiente da clorofila a, observou-se um aumento acentuado no
tempo para atingir a fluorescéncia maxima e em Ss (giros de oxidacao e reoxidacéo
de Qa) imediatamente apos os ciclos de estresses. Em plantas de batata, Batista-
Santos et al. (2011), relatam a diminuicdo de uma proteina 10kDa no FSIl de forma
a ocasionar um retardamento na reoxidacdo Qa e conduzir a uma desordem geral
no FSII. Os mesmos autores indicam ainda que sob frio, ha uma maior saturacéo

dos acidos graxos da membrana e uma diminuicdo na producdo de ATP, e o
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transporte ciclico e ndo ciclico sdo afetados por uma inibicdo do transporte de
elétrons entre Qa e Qg, sendo que acarretara uma reducédo no fluxo de elétrons no
FSII.

Segundo Hendricksona et al. (2006), a membrana dos cloroplastos é dupla,
mas ndo exatamente constituida por fosfolipidios e sim por glicosilglicerideos, entre
eles digalactosil diacil glicerol (DGDG), e no lugar do fosfato ha uma galactose,
sendo esta molécula importante para a transferéncia eficiente de energia dos
carotendides para as clorofilas.

Tem sido observado que um maior grau de saturagdo nos
monogalactosildiacilglicerol (MGDG) ira prejudicar a mobilidade das plastoquinonas
nos tilacdides. O aumento da proporcdo de MGDG, necessario para o
funcionamento da ATPase da membrana dos tilacéides (SIEGENTHALER e
TREMOLIERES, 1998) e para regulacdo do funcionamento do FSIl (IBA, 2002)
podera promover a manutencao do processo fotossintético. Por outro lado a sintese
de DGDG e fosfatidilglicero (PG) € igualmente necessaria para a estabilidade e
funcionamento dos complexos de captacao de luz (LHCII).

Batista-Santos et al. (2011) ressaltaram que o0 genétipo que mais se
recuperou do estresse por frio € o que apresentou um forte aumento da sintese de
novo de lipidos membranares, aliado a alteracdes qualitativas nas classes lipidicas,
com reflexos nos aumentos significativos (absolutos e proporcionais) de MGDG e,
principalmente, dos fosfolipidos, em particular do PG. Tal fato estara certamente
ligado a manutencdo da maquinaria fotossintética e uma recuperacdo metabdlica
mais rapida apoés o fim da imposicéo do frio. Tais resultados podem contribuir para
explicar os diferentes atividades entre os gendétipos, nos impactos causados pelo
frio sobre o FSII.

O acentuado fechamento dos centros de reacdo do FSIl, observado no
presente trabalho, pode ter sido afetado pela fotoxidacdo, o que prejudica o
transporte de elétrons que pode ser atribuido & diminuicdo do numero de centros de
reacdo abertos do FSIlI e da eficiéncia de captura de energia por esses centros
abertos (OGWENO, et al. 2009), ou mesmo pelo silenciamento de alguns centros de
reacao (centro de reacdo que nao reduz Qa). A presenca da banda L (positiva) nos
genotipos estudados resulta em uma diminuicdo da conectividade energética entre
as unidades do FSIl (YUSUF et al. 2010). Pietrini et al. (2005) sugerem que esses

efeitos sé@o atribuiveis a algumas diferencas na composicao e organizacédo do FSII,
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nos centro de reagcdo e no sistema antena, pois eles provavelmente refletem
mudancgas no agrupamento do FSII.

Neste experimento, também foi visualizado a presenca da banda-K, sendo
que quando positiva representa uma inativacdo do complexo de evolucdo do
oxigénio (YUSUF et al. 2010). Para o tratamento de estresse por baixa temperatura,
os efeitos do frio sobre o FSII, consistiram em duas fases distintas. Na primeira fase
(durante o primeiro estresse) 0s genoétipos ndo apresentaram a banda-K de forma
positiva, demonstrando que ndo houve efeitos graves sobre o FSII. Na segunda fase
(ap6s o0 segundo estresse), apresentaram a banda-K positiva, sendo mais
pronunciada na segunda recuperacdo, destacando assim a ocorréncia de um
desbalanco entre os lados doadores e aceptores de elétrons do FSIl, estando
associado a dissociacdo do complexo de evolucao de oxigénio, juntamente com uma
diminuicdo progressiva nos processos fotoquimicos.

Em relacdo ao FSI, todos os genoétipos apresentaram sensibilidade ao frio,
pois se verificou uma reducéo no pool de aceptores finais de elétrons do FSI. Stirbet
e Govindjec (2011) salientam que a molécula de plastocianina, quando em estado
reduzido, age como doadora de elétrons para o FSI, e que quando ha uma
diminuicdo nas taxas de assimilacdo de carbono, estas estdo presentes em menor
namero (1 PC / FSI). Ja& em folhas com altas taxas de assimilagdo de carbono,
podem estar presentes até 5 PC/FSI e tal reducédo acaba afetando a producado de
NADPH,, como resultado do fluxo de elétrons na cadeia de transporte de elétrons.

Pietrini et al. (2005) ressaltam que nem toda a energia luminosa absorvida é
capturada, bem como transportada, ou seja, hem todos fétons sdo convertidos em
atividade fotoquimica, o que foi evidenciado através do indices de performance
(Plags € Pliota), indicando assim a sensibilidade dos gendtipos estudados ao
estresse. Huner et al. (1998) destacam que o potencial para um desequilibrio
energético entre a fase fotoquimica, o transporte de elétrons e o metabolismo do
carbono é exacerbado em condi¢bes de alta luminosidade e temperaturas baixas,
ou ambos, que levam a uma maior pressdo de excitagao sobre o FSIl. Numa escala
de tempo de minutos, os organismos podem se aclimatar em uma tentativa de
compensar a exposicao a alta presséo de excitacdo do FSII, reduzindo a eficiéncia
de transferéncia de energia para FSIl seja por desvio de energia a partir de FSII para
FSI através de transicdes de estado ou de dissipacdo de energia excedente na

forma de calor por quenching ndo fotoquimico. Estes mecanismos resultam em
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ajustes na area funcional da absorcdo transversal do FSIl, o0 que reduziria a
eficiéncia fotossintética medida como o rendimento quantico de CO, assimilado ou o
rendimento quantico da evolucéo O..

Para a taxa assimilatéria liquida de CO; em todos o0s gendétipos,
houvemostrou redugdes fortes nas plantas submetidas a primeira fase e na segunda
fase do estresse e isto pode sugerir uma queda na condutancia estomatica (gs)
(BATISTA-SANTOS et al. 2011).

Apos cada periodo de 24 horas de recuperacdo as plantas de todos os
gendtipos retornaram a taxa assimilatéria liquida préxima ao controle, sugerindo que
possa ter ocorrido uma aclimatacao, fato também verificado em folhas de tangerina
(Citrus reticulata Blanco) (PIETRINI et al., 2005). Os mesmo autores sugerem que a
perfeita sobreposicdo da taxa de assimilacdo de CO, em funcdo da concentracao
interna de CO,, para as folhas aclimatadas e ndo aclimatadas, indica que a
capacidade fotossintética ndo foi reduzida e que a reducdo da assimilacdo de
CO, pode ser na sua maioria causada pela foto-oxidacdo pelo tratamento de
choque com frio, e que alguns estudos ja relacionam a reducéo da fotossintese com
a degradacdo das clorofilas e da Rubisco pelas espécies reativas de oxigénio,
apresentando posteriormente senescéncia.

As respostas adaptativas dos gendtipos menos suscetiveis ao frio envolvem
uma série de reacdes fisioldgicas, entre elas o ajustamento osmoético, aumentos na
estabilidade das membranas por incrementos na desnaturacdo dos acidos graxos
nos lipideos da membrana, aumentos na estabilidade das proteinas e outras
macromoléculas por chaperonas moleculares e desintoxicacdo celular, eliminando
os efeitos perigosos dos radicais livres via antioxidantes (MORSY et al., 2005).

As proteinas de choque térmico (HSP) sdo uma familia que abrange muitas
chaperonas e que possuem papeéis importantes na protecdo da célula contra
estresses. Tém sido demonstrado, através de varios estudos fisiologicos, que as
proteinas que estdo mais envolvidas na protecao frente a estresses sdo as HSP, as
quais aumentam a sua sintese, s6 que muitos mutantes que superexpressam essas
proteinas, ndo apresentam respostas, s6 a concentracdo delas aumenta, pois ela é
uma resposta e ndo uma causa da tolerancia ao estresse.

Este experimento demonstrou que para estresse por baixa temperatura, a
alta expressdo destas proteinas MT-sHSP22, nem sempre foi benéfica para as

plantas deste gendtipo, ou nao apresentaram respostas. Isto evidencia a
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necessitade de mais estudos, pois a interacdo destas proteinas com as baixas
temperaturas ndo esta totalmente elucidada na literatura, sendo os principais efeitos

relacionados as altas temperaturas.

4.2. Efeito do ciclo do estresse de alta temperatura

O estresse por altas temperaturas tem sido relatado na literatura como um
grande problema que afeta o crescimeno e o desenvolvimento das plantas. O mais
sensivel componente de plantas ao estresse de temperatura foi identificado como
sendo o aparelho fotossintético (HECKATHORN et al., 1998).

As plantas de tomate ‘Micro-Tom’ submetidas a temperatura de 37°C,
apresentaram alteracbes em parametros de fluorescéncia das clorofilas,
destacando-se os genoétipos com elevada expressao de MT-sHSP22 e o selvagem.
Esses genodtipos demonstraram um aumento nos parametros relacionados a
atividade dos aceptores de elétrons do aceptor do FSIlI (pool de plastoquinona), bem
como uma elevacdo na capacidade de absorcdo, captura, aproveitamento e
transferéncia de energia, resultando em estabilidade dos indices de performance em
relacdo ao controle (medida antes dos estresses).

Os valores de Plyy das plantas dos gendtipos com elevada expressao da
MT-sHSP22 e o selvagem, corroboraram com o que Yusuf et al. (2010) aborda,
sobre este parametro, que quando mostra “ganho” (aumento em relacdo ao
controle), significa que houve uma tensao positiva sobre o sistema, o que demonstra
claramente que as modificacdes estruturais induzidas nessas plantas permitiu a
maquinaria fotossintética dessas plantas um melhor desempenho sob o tratamento
com estresse térmico. A presenca das bandas L e K, a partir das normalizacdes
entre os pontos O e K, O e J, respectivamente, e através da analise dessas bandas
foi possivel compreender varios aspectos, sendo possivel uma abordagem mais
precisa sobre determinado ponto. Essas bandas quando positivas repercutem
dificuldades que a planta enfrentou, e que interferiu de alguma maneira no
desempenho total da planta.

A taxa assimilatoria liquida evidencia que o genotipo com elevada expresséo
da proteina MT-sHSP22, foi o que mais se aclimatou a condicdo submetida pelo
estresse o que vem confirmar com Heckathorn et al. (1998) que as HSPs
constituem um componente importante na aquisicdo de termo-toleréncia e além

disso a expressdo delas e mais a associacao delas com a mitocondria, venham
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proporcionar protegdo a fosforilagdo oxidativa quando as mitocondria s&o
submetidas a elevadas temperaturas

Wahid et al, (2007) aborda que a reducdo no crescimento das plantas é uma
das principais consequéncias do estresse. Isso ocorre principalmente devido a uma
reducdo na taxa de fotossintese liquida e geracdo de poder redutor, bem como a
interferéncia com fungdes mitocondriais. Sugere-se que durante as reagles
luminosas, 0 aumento na temperatura da folha induz a sintese de ATP para
equilibrar o consumo de ATP sob estresse de calor, possivelmente, pelo fluxo ciclico
de elétrons (BUKHOQV et al., 1999). Durante as “reacfes escuras” da fotossintese,
no Ciclo de Calvin, a ativacdo da Rubisco é determinada como uma etapa critica,
podendo ser inibida a 35-40°C, o que resulta em uma diminuicdo liquida de
assimilacdo CO, e producao de carboidratos.

Em plantas de batata a temperatura elevada proporcionou a perda do
transporte fotossintético de elétrons (OGWENO et al. 2009), relatando também que
a oxidacdo da agua era o componente mais sensivel ao calor. Esses pesquisadores
verificaram também a inibicdo da ribulose-1,5-carboxilase/oxigenasse, além do
acumulo de espécies reativas de oxigénio.

O fotossistema Il é altamente termolabil, e sua atividade € muito reduzida ou
mesmo parcialmente interrompida sob altas temperaturas, devido as propriedades
das membranas dos tilacoides. O estresse por calor também pode levar a uma
dissociacdo do complexo de evolucdo do oxigénio (CEO), resultando em um
desequilibrio entre o fluxo de elétrons do CEO em direcdo ao lado aceptor do FSII
em direcdo ao centro de reacédo do FSI (WAHID et al, 2007). Estresse por calor faz
com que ocorra a dissociacdo do manganés (Mn) na estabilizacdo da proteina de 33
kDa no FSII, liberando atomos de Mn, bem como pode prejudicar outras partes do
centro de reacgao, por exemplo, as proteinas D1 e/ou D2.

Em relacdo ao rendimento quantico de reducdo dos aceptores finais de
elétrons, novamente os genoétipos com elevada expressdo da MT-sHSP22 e o
selvagem, estao relacionados com os maiores incrementos ao longo do tratamento,
0 mesmo néo verificado para o genoétipo com baixa expressédo da MT-sHSP22, pois
segundo Ogweno, et al. (2009), o que implica que deve haver outros sumidouros de
elétrons, e que o calor induz a estimulacao ciclica de transporte de elétrons ao redor
FSI, o que pode ser responsavel por aumentos também no pH, no mesmo sentido

as elevadas temperaturas aumentaram a reacao Mehler.
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O genotipo com baixa expressdo da MT-sHSP22, perdeu energia ao longo
da cadeia de transporte de elétrons, talvez esta energia foi utilizada para reparos ao
logo da cadeia, pois ndo obteve rendimento significativo no final do fluxo, em
comparacdo aos demais genotipos, que obtiveram excelentes rendimentos em
relacéo a esta temperatura.

Ha relatos que é possivel que proteinas estejam envolvidas na protecédo da
maquinaria fotossintética, especialmente o FSII, contra os danos causados por
estresses que causam foto-oxidacdo, bem como por estresse por calor, pois
geralmente a elevacdo da temperatura vem acompanhada de uma alta radiagcao
solar, relacionado a isso as plantas tém varios mecanismos responsiveis, tais como
o ciclo de xantofila, e enzimas capazes de eliminar as espécies reativas de oxigénio,
nas imediacdes do FSI, bem como a fotorrespiracdo (LEE et al.,, 2000). Estas
evidéncias sugerem que o papel das HSP esta relacionado com a protecdo da
célula, assegurando o funcionamento de processos vitais, sobretudo aqueles
envolvidos com a producao de energia durante o periodo que a planta € submetida a
altas temperaturas (LIN, et al., 1984).

As HSP normalmente estdo associadas com estruturas celulares, como a
parede celular, cloroplastos, mitocondrias e ribossomos. Em plantas de tomate sob
estresse por calor, HSP agregam-se em uma estrutura granular no citoplasma,
possivelmente para proteger a maquinaria de biossintese de proteinas, ou mesmo
evitar a desnaturacdo de proteinas causadas pela alta temperatura (WAHID et al,
2007). Contudo, alguns resultados sugerem que as HSP de alto peso molecular
possuem uma funcao celular basica, mesmo na auséncia de estresse, enquanto as
HSP de baixo peso molecular estdo diretamente relacionadas com a sobrevivéncia e
recuperacdo de estresses térmicos, assim como processos especificos de
desenvolvimento (WATERS et al., 1996).

Os genes que codificam as sHSP sdo um dos genes que sao expressados
rapidamente, pois transcricbes de sHSP ja foram observados ap6s 10 minutos em
casos de estresse por calor, na maioria dos casos (SARKAR et al. 2009).

Em plantas de ervilha (Pisum sativum L. var. Provence) quando transferidas
de uma temperatura normal de crescimento de 25°C até 40°C por 3 h, foi observado
que estas plantas induziram a producdo e acumulo de uma proteina de choque
térmico de 22 kDa, pequena massa molecular aparente, designado HSP22, que se
acumulou na matriz mitocondrial das folhas verdes (LENNE e DOUCE, 1994). Os
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mesmos autores salientaram que a resposta ao choque térmico € rapida e pode ser
detectada apds 30 minutos de temperatura elevada, porém as HSP22 diminuiram
muito lentamente apds o retorno a condi¢cdes normais. Mais tarde, Lenne et al
(1995), relataram a presenca destas proteinas nas mesmas condi¢cdes descritas
acima, em locais como raiz, demonstraram que o0 precursor HSP22 (ou seja, a
proteina madura, mais o peptideo de transito) tem uma massa molecular aparente
de 26 kDa ap6s a tradugéo in vitro de mRNA extraido do calor.

Sob estresse de caloras plantas acumulam altos niveis de
pequenas proteinas mitocondriais de choque térmico (sHSP) (LIU e SHONO,
1999). Elas protegem o NADH: ubiquinona oxidoredutase da cadeia de transporte
de elétrons durante o estresse por calor (NAUTIYAL et al. 2005).

Estudos realizados com soja revelaram que existe uma correlacdo entre a
manutencdo da fosforilagdo oxidativa e a presenca de HSP entre 15 e 30kDa,
mesmo quando mitocondrias sdo submetidas a 42,5 °C (CHOU et al.,1989). Clarke
e Critchley (1990), observaram que em, plantas C4 (sorgo, milheto e Urochloa
panicoides L.), a inibicdo da sintese protéica pelo tratamento com cicloheximida,
durante o choque térmico, promove uma diminuicdo drastica na eficiéncia da
fotossintese, sugerindo que a sintese de HSP tem um papel de protecdo no

cloroplasto.

5. CONCLUSOES

Em resposta a baixa temperatura, os parametros que envolvem a relagéo
oxidacdo e reoxidagdo do aceptor de elétrons do fotossistema Il, o tempo para
atingir a fluorescéncia maxima e os que descrevem a atividade do fotossistema | s&o
0S mais responsivos as condi¢des impostas pelo frio, porém ndo se evidencia
relacdo positiva efetiva entre a tolerancia a este estresse com o nivel de expressao
das sHSP22 mitocondrial.

Para o estresse por alta temperatura, observou-se que a supreexpressao
das sHSP22 mitocondrial resultou em menores efeito danosos sobre a atividade

fotossintética, evidenciando um grau de tolerancia atribuido a estas proteinas.
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ANEXO 1

A transformacgao das plantas de tomate cv. Micro-Tom transformadas com
cDNA da sHSP22 mitocondrial, foi realizada através do tecido epidérmico das folhas
desta cultivar, sendo os tecidos mitocondriais preservados. A técnica utilizada foi
‘immunocapture PCR” (Polymerase Chain Reaction - Reacdo em Cadeia de
Polimerase ) ou de “immunocapture RT-PCR” (uma variagdo/mistura da técnica de
PCR), que é um método sensivel para a deteccdo dos niveis de expressdo do
MRNA. A transformacdo da sHSP22 mitocondrial foi feita com cDNA (proteinas),
através da unido dos nucleotideos com a sequencia especifica dos primers
requeridos, e esta unido foi realizada através da referida técnica de PCR — cOpias
de uma sequencia de &cidos nucleicos. Posteriormente as aliquotas do produto das
amplificagbes, foram analisadas em eletroforese, como demonstra a Figura 1A, que
ilustra o acumulo de RNAmM da referida proteina, evidenciando onde mais se

concentra a possivel expressao destas proteinas.

planta ndo tranformada

Marcador ladder

Controle negativo: sem cDNA
Controle negativo: semoligon
Planta ndotranformada
Planta antisense sHSP

Planta antisense sHSP

Planta overexpressingsHSP
Planta overexpressing sHSP

Figura 1A — Padrbes de amplificacdo de alelos-S obtidos com os primers no tomate
cv. Micro-Tom. (Gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Cesar Valmor Rombaldi).



