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RESUMO GERAL

CARNEVALE, ARIANA BERTOLA. Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde —
GO, agosto de 2021. Estresses abioticos em microtomateiros: alteracgdes fisioldgicas,
bioquimicas e anatdmicas. Orientador: DSc. Alan Carlos da Costa. Coorientadorores:

DSc. Priscila Ferreira Batista, DSc. Adinan Alves da Silva.

O objetivo desta pesquisa foi avaliar efeitos de estresses abidticos isolados e
combinados em microtomateiros mutantes fotomorfogénicos e suas alteragfes
fisiolégicas, bioguimicas e anatbmicas. Para tanto, dois estudos foram conduzidos de
forma independente. O primeiro foi em blocos ao acaso, esquema fatorial 2 x 2, sendo
utilizados 2 genotipos de microtomateiro (wt selvagem e mutante - high pigment1- hpl)
e 2 condigBes (Controle - 100% CC + 450 umol m s e estresse - 40% CC + 1800
umol m? s1). No segundo estudo, utilizou-se 4 genétipos (um selvagem, wt e 3
mutantes, aurea, hpl e hp2), submetidos a 4 condi¢es - 1) Controle (CONT), 450 pmol
m2 st e 25/20 °C; 2) Alta irradiancia (AI), 1500 pmol m? st e 25/20 °C; 3). Alta
temperatura (AT), 450 umol m™ s e 40/20 °C; 4) Estresse combinado (AI+AT), 1500
umol m™ st e 40/20 °C. Foram analisados os potenciais hidrico e osmatico, as trocas
gasosas, a fluorescéncia da clorofila a, as concentracGes de prolina e malonaldeido
(MDA), a atividade de enzimas antioxidantes, teores de pigmentos cloroplastidicos e de
proteinas e a anatomia foliar. No Capitulo I, as combinagdes de alta irradiancia e déficit
hidrico acarretaram mudancas nos gendétipos wt e hpl. Foi verificado que o hpl mesmo
possuindo maior conteddo de pigmentos cloroplastidicos em relacdo ao wt, ndo
apresentou melhor desempenho fotossintético, havendo inclusive, decréscimo nas trocas

gasosas diante dos estresses combinados. Os mecanismos de defesa do hpl ndo foram



ativados de forma efetiva, ndo sendo este gendétipo capaz de minimizar o efeito do
estresse combinado. Houve ajustes anatbmicos aos estresses combinados, em que 0 wt
sobressaiu em relacdo ao hpl para as caracteristicas de espessuras do parénguima
esponjoso e do mesofilo. A maioria das variaveis deste estudo ndo diferiram entre os
genotipos de microtomateiros, mas somente para as condigdes impostas. O wt induziu
maior nimero de mecanismos de defesa em resposta ao estresse, e 0 mutante hpl
mostrou-se mais suscetivel as condicdes de estresse impostas. No Capitulo II, as
variaveis de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a ndo apresentaram interacdo
significativa entre genoétipos e condi¢des, mas somente para o fator isolado condicGes.
O indice estomatico e a densidade estomatica adaxial apresentaram diferenca
significativa para o fator isolado gendtipos. Houve interacdo significativa entre
genotipos e condigdes para a micromorfometria da epiderme, teores de pigmentos
cloroplastidicos, de proteinas, de MDA e na atividade das enzimas do sistema
antioxidante. Os resultados obtidos mostraram que a alta temperatura promoveu danos
ao metabolismo das plantas de microtomateiros, mas, a alta irradiancia contribuiu para
reverter tais danos, sendo essa reposta observada quando estas condigdes foram
impostas de forma combinadas. Ao serem expostos de forma isolada as condi¢fes do
estudo, os gendtipos mutantes desenvolveram diferentes estratégias de aclimatacéo e/ou

defesa, procurando superar os estresses.

PALAVRAS-CHAVE: Solanacea, micro-tom, alta irradiancia, déficit hidrico, alta

temperatura.



ABSTRACT

CARNEVALE, ARIANA BERTOLA. Goiano Federal Insittute (Instituto Federal
Goiano), Rio Verde Campus, Goias State (GO), Brazil, August 2021. Isolated and
combined abiotic stresses on micro tomato plants: physiological, biochemical, and
anatomical changes. Advisor: Prof. DSc. Costa, Alan Carlos. Co-advisors: Prof. DSc.
Batista, Priscila Ferreira; Prof. DSc. Silva, Adinan Alves.

This paper aimed to evaluate isolated and combined abiotic stresses on micro tomato
plants and their physiological, biochemical, and anatomical changes. Two experiments
were carried out independently; the first one was in randomized blocks, 2 x 2 factorial
scheme, with two tomato genotypes [wt (wild and mutant); hpl (high pigment 1)] under
two conditions [Control (100% CC + 450 umol m2 s?) and stress (40% CC + 1800
umol m?2 sH]. In the second experiment, four genotypes were used [one wild (wt) and
three mutants (aurea, hpl, and hp2)], under four conditions: (a) Control (CONT), 450
umol m2 st and 25 °C/20 °C; (b) High irradiance (HI), 1500 pmol m? s* and 25 °C/20
°C; ¢) High temperature (HT), 450 umol m2 s and 40 °C/20 °C; and (d) Combined
stress (HI+HT), 1500 pumol m2 s and 40 °C/20 °C. Water and osmotic potentials, gas
exchange, chlorophyll fluorescence, proline concentration, antioxidant enzyme activity,
chloroplast pigments, leaf anatomy, electron transport rate, protein, and leaf
malonaldehyde MDA were analyzed. In Chapter I, the combinations of high irradiance
and water deficit caused changes in the wt and hpl genotypes. It was found that the
photosynthetic performance was not significant with a decrease in gas exchange under
the combined stresses, even with hpl genotype having a higher content of chloroplast
pigments in relation to wt genotype. The hpl defense mechanisms were not activated in
a precise way, not being able to minimize the effect of the combined stress. There were
anatomical adjustments to the combined stresses, that is, wt stood out over hpl for the
spongy parenchyma and mesophyll. Most of the variables in this study did not differ

among the micro tomato plant genotypes under the conditions imposed. The wt caused a



greater number of defense mechanisms in response to stress, and the hpl mutant was
more susceptible to the imposed stress conditions. In Chapter Il, gas exchange and
chlorophyll a fluorescence showed no interaction between genotypes and conditions;
there was significant difference only for the isolated factor conditions. The stomatal
index and the adaxial stomatal density showed significant differences for the genotype
isolated factor. There was an interaction between genotypes and conditions for the
micromorphometry of the epidermis, chloroplast pigments, proteins, MDA, and in the
enzyme activity of the enzymatic antioxidant system. Results obtained showed that the
conditions used in these genotypes promoted greater plant acclimatization under the
control condition (450 umol m2 s?) than under the combined condition of high
irradiance (1500 pmol m? s) and temperature (40 °C). This temperature caused
damage to metabolism, but the high irradiance favored reversing such damage, when
these conditions were imposed in combination; when they were exposed in isolation,
they developed different acclimatization and/or defense strategies, seeking to overcome

the imposed stress condition.

KEYWORDS: Solanacea; Micro tomato plant; High irradiance; High temperature;
Water deficit.



1 INTRODUCAO GERAL

A ocorréncia simultanea de fatores de estresses ambientais vem aumentando ao
longo dos anos, afetando intensamente os sistemas agricolas. Essas combinagfes sdo
Unicas e a cada ano impactam a sobrevivéncia e o crescimento das plantas (Porfirio e
Finnigan, 2018). Mesmo que se saiba como as plantas se aclimatam aos estresses
individuais, pouco se conhece sobre suas respostas diante da combinacdo de fatores
ambientais estressantes (Zhang e Sonnewald, 2017; Morales e Kaiser, 2020).

A agricultura usa um pequeno numero de espécies agricolas, transformadas
geneticamente para otimizar a produtividade numa faixa estreita de variagOes
ambientais (Kukal e Irmak, 2018). A incerteza nos padrdes climaticos, impacta o
crescimento, o desenvolvimento e a produtividade de diversas culturas que sofrem com
as flutuacdes proporcionadas pelas mudancgas climéaticas (Porfirio et al. 2018). Os
efeitos combinados de estresses abidticos nas regifes de cultivo mostram que as
proximas geracOes de plantas cultivadas precisam ser mais eficientes no uso de agua e
ao mesmo tempo mais tolerantes as temperaturas elevadas e ao excesso de
luminosidade, para demonstrarem rendimentos sustentiveis dentro de uma ampla
variacdo das condigOes ambientais (Pareek; Dhankher; Foyer, 2020).

Diversos processos fisiologicos sdo afetados pelo déficit hidrico, estimulando
respostas rapidas das plantas como o fechamento estomatico, reducdo da transpiracéo,
diminuigdo do suprimento de CO; para a fotossintese, dissipacdo de excesso de energia
(Flexas et al. 2018). Além do déficit hidrico o estresse térmico causado pelas altas
temperaturas afeta 0 metabolismo das plantas, danificam os tecidos foliares, diminuem a
taxa fotossintética e induz danos celulares (Gollan e Aro, 2020). A luz, enquanto a luz

regula o crescimento e o desenvolvimento das plantas (Pashkovskiy et al. 2021),
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também pode se tornar um fator de estresse em determinadas condicdes, principalmente
em ambientes com a combinacéo de fatores de estresses.

Por sua diversidade, a familia Solanaceae contém varias espécies utilizadas
tanto na agricultura, quanto na pesquisa. Neste grupo, de conhecida importancia
econdmica, o tomate (Solanum lycopersicum) ocupa o segundo lugar na producao
brasileira (CONAB, 2018).

A cultivar de tomateiro Micro-Tom, inicialmente produzida para finalidades
ornamentais pelo cruzamento de duas cultivares anas; destaca-se nas pesquisas como
planta modelo, devido seu diminuto tamanho e ciclo reprodutivo curto (Marti et al.
2006). Suas caracteristicas a tornaram uma planta modelo para estudos genéticos e
fisioldgicos, sendo uma alternativa a Arabidopsis thaliana (L.) Heynh (Gavassi et
al. 2017). A utilizacdo da mutacdo em plantas se torna uma abordagem interessante
para elucidar os processos relacionados a diferentes mecanismos vegetais, sejam
bioquimicos ou fisioldgicos (Alves et al., 2016). Os mutantes “high pigment” (hp) de
micro-tomateiro exibem uma resposta exagerada a luz, pois possui mutacdo em um
repressor da via de transducdo de sinais luminosos dos fitocromo (Dias et al. 2015). J4 o
aurea (au) apresenta deficiéncia na sintese do cromoforo do fitocromo (Muramoto et al.
2005).

Neste contexto, as integracGes dos estresses além de serem mais representativos
das condigbes comumente encontradas nos cultivos agricolas, associados com o uso de
mutantes fotomorfogénicos de microtomateiros podem contribuir de forma relevante na
compreensdo e mecanismos de respostas a estes fatores por espécies de importancia
agrondémica. Com isso, 0s resultados dessa pesquisa poderdo contribuir para o
desenvolvimento de cultivares mais aptas em tolerar estresses ambientais, mantendo sua
capacidade produtiva, a fim de reduzir perdas econdmicas e incrementar a producéo de

alimentos.
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2 OBJETIVO

2.1. OBJETIVO GERAL

Verificar os efeitos do déficit hidrico, alta temperatura e alta luminosidade
impostos de forma isolada e combinada nos processos fisiologicos, bioquimicos e

anatdmicos de microtomateiros mutantes fotomorfogénicos.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar as respostas fisiologicas e bioquimicas dos microtomateiros apos

exposicao aos estresses por déficit hidrico, alta irradiancia e alta temperatura.

2. Descrever as alteracGes na anatomia foliar de microtomateiros submetidos aos

estresses de forma isolada e combinada.

3. Avaliar se o déficit hidrico e alta irradiancia isolados ou combinados induzem
mudancas anatdbmicas e fisiologicas em gendtipos de microtomateiros

fotomorfogénicos promovendo aclimatagéo ao estresse.

4. Avaliar se a alta irradiancia e alta temperatura quando impostas de forma
combinada induzem a mudancas fisioldgicas e anatdbmicas nos microtomateiros

fotomorfogénicos, diferentes de quando sdo impostas isoladas;

5. Verificar se gendtipos com mutacdo quando expostos aos estresses possuem

mecanismos de defesas mais atuantes em relagdo aos sem mutacao.



CAPITULO |

ESTRESSES COMBINADOS ALTERAM A ANATOMIAE A
FISIOLOGIA DE MICROTOMATEIROS MUTANTES
FOTOMORFOGENICOS

RESUMO

Naturalmente, as plantas sdo expostas a diferentes tipos de estresses ao mesmo tempo,
durante toda o seu ciclo de vida, o que requer uma maior compreensdo do desempenho
fisiologico, bioguimico e anatdmico destas, sob condi¢cdes de estresses combinados.
Objetivou-se com este estudo verificar alteracdes fisiologicas, bioquimicas e anatbmicas
em microtomateiros fotomorfogénicos, na presenca do estresse combinado por alta
irradiéncia e déficit hidrico. O experimento foi conduzido em cdmara de crescimento de
plantas, em blocos ao acaso, esquema fatorial 2 x 2, sendo 2 genétipos de
microtomateiro (wt selvagem e o mutante - hpl high pigmentl) e 2 condig¢des (controle
- 100% da capacidade de campo (CC) do solo + 450 pmol m™? s? e estresse - 40% CC
do solo + 1800 umol m? st), com 5 repeticdes. Foram analisados os potenciais hidrico
e osmotico, as trocas gasosas, a fluorescéncia da clorofila a, a concentragdo de prolina,
a atividade de enzimas antioxidantes, teores de pigmentos cloroplastidicos e a anatomia
foliar. A combinacéo entre alta irradiancia e déficit hidrico acarretou em mudancas nos
genotipos wt e hpl. Mesmo possuindo maior contetdo de pigmentos cloroplastidicos no
hpl em relagdo ao wt, o desempenho fotossintético ndo foi maior, havendo decréscimo
nas trocas gasosas diante dos estresses combinados. O fendtipo mutante do hpl ndo
resultou em maior capacidade para minimizar os efeitos dos estresses combinados.

Houve ajustes anatdmicos aos estresses combinados, em que 0 wt se sobressaiu em



comparacdo ao hpl para as variaveis de espessuras do paréngquima esponjoso e do
mesofilo. A maioria das variaveis deste estudo ndo diferiram entre os gendétipos de
microtomateiros, mas somente para as condi¢fes impostas. O wt induziu maior numero
de mecanismos de defesa em resposta ao estresse, e 0 mutante hpl mostrou-se mais

suscetivel as condigdes de estresse impostas.

Palavras-chave: alta irradiancia, déficit hidrico, anatomia, trocas gasosas, enzimas
antioxidantes.

ABSTRACT

Plants are naturally exposed to different types of stresses during their lifetime, which
requires an understanding of their physiological, biochemical, and anatomical
performance under conditions of combined stress. This study aimed to verify the
physiological, biochemical, and anatomical changes in photomorphogenic micro tomato
plants, in the presence of high irradiance combined stress and water deficit. The
experiment was carried out in the plant growth chamber, in randomized blocks, 2 x 2
factorial scheme, with two tomato genotypes [wt (wild and mutant); hpl high pigment
1)], two conditions [control (100% CC + 450 umol m? s; stress (40% CC + 1800
umol m2 s1)], and five replicates. The water (¥w) and osmotic (¥s) potentials, gas
exchange, chlorophyll a fluorescence, proline concentration, antioxidant enzyme
activity, chloroplast pigments, and leaf anatomy were analyzed. The combinations of
high irradiance and water deficit caused changes in the wt and hpl genotypes. The
photosynthetic performance was not significant with a decrease in gas exchange under
the combined stresses, even with a higher content of chloroplast pigments in
hplgenotype compared to wt genotype. The hpl defense mechanisms did not express
the ability to minimize the combined stress effect. There were anatomical adjustments
to the combined stresses, in which wt stood out over hpl for the spongy parenchyma
and mesophyll. Most of the variables in this study did not differ among the micro-
tomato plant genotypes, but only in relation to the conditions imposed. The wt led a
greater number of defense mechanisms in response to stress, and the hpl mutant was

more susceptible to the imposed stress conditions.

Keywords: Anatomy; Antioxidant enzymes; Gas exchange; High irradiance; Water
deficit.



1 Introducéo

As plantas precisaram desenvolver mecanismos especificos para sobreviver as
diversas condi¢gdes ambientais (Huang; Zhao; Chory, 2019). Um dos maiores desafios
para a agricultura é minimizar o impacto econdémico dos estresses abidticos na
produtividade das culturas (Dutta et al. 2020). Sabe-se que o crescimento e
produtividade sdo comprometidos tanto pelo déficit hidrico (Pereira et al. 2019), quanto
pela alta irradiancia (Sharma et al. 2019). Estes dois fatores sé@o propensos a ocorrer de
forma simultdnea no ambiente, intensificando danos sobre a fisiologia e a anatomia das
plantas (Do Carmo Araujo e Deminicis, 2009; Becklin et al. 2016).

A alta irradiancia em combinacdo com o déficit hidrico pode intensificar as
respostas das plantas ao estresse (Costa et al. 2015). Como exemplo, a reducéo da taxa
fotossintética que ocorre devido ao fechamento estomaético, reduzindo a assimilacéo de
CO (Jumrani e Bhatia, 2018; Castro et al. 2019) pela planta, limita seu crescimento.
Essas alteracbes no processo fotossintético ocasionam reducdo dos pigmentos
cloroplastidicos e dos genes que expressam a enzima Rubisco (Zhou et al. 2014). Isso
reduz também a eficiéncia fotoquimica, causando estresse oxidativo celular, diminuicao
do crescimento e da producéo das plantas (Jumrani e Bhatia, 2018; Castro et al. 2019).

Em resposta, as plantas aumentam a producéo de substancias que atuam como
antioxidantes (Yao et al. 2017; Batista et al. 2018). Dentre essas, em razdo de sua
sensibilidade a condicdes de estresses, a prolina, que pode ser considerado um indicador
bioquimico e fisiolégico na protecdo da célula, atenuando os efeitos dos estresses
(Monteiro et al. 2014). Danos celulares sdo comuns em plantas sob de estresses. A
quantificacdo do dos teores de malonaldeido, produto final da peroxidacao lipidica, é
utilizado na determinacdo dos niveis de danos causados nas membranas (Li et al. 2017;
Batista et al. 2018).
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Mediante o exposto, um ajuste fisioldgico, estrutural ou bioquimico em resposta a
um estimulo ambiental manifesta-se na planta por um determinado periodo (Morales e
Kaiser, 2020). Este ajuste, conhecido como aclimatacdo, pode envolver processos
fisiologicos reversiveis ou irreversiveis (Vialet-Chabrand et al. 2017). Para o
entendimento dos processos bioquimicos, fisioldgicos e uma série de outras respostas
do desenvolvimento vegetal, tem-se usado nas pesquisas 0s microtomateiros (Alves et
al. 2016), que sdo considerados planta modelo para o desenvolvimento de pesquisas
dentro da familia Solanacea (Shikata et al. 2016).

O microtomateiro devido ao tamanho reduzido, curto tempo de geragéo,
facilidade no manejo (Marti et al. 2006; Huther et al. 2018) associados a técnicas de
mutacdo (Shikata et al. 2016; Yano et al. 2019), tem sido considerado uma excelente
planta modelo; tornando-o0 uma alternativa adequada a tradicional Arabidopsis thaliana
(Campos et al. 2010; Gavassi et al. 2017).

Durante os ultimos anos, algumas pesquisas com microtomateiros foram
concentradas na compreensdo da sinalizacdo do fitocromo, revelando mecanismos
relacionados as vias de sinalizagdo (Klose; Nagy; Schéfer, 2020). Estas pesquisas
possibilitaram avaliar a interferéncia da luz nas respostas aos estresses abiéticos, e como
isto afeta a morfologia, a fisiologia e 0 metabolismo (D’ Amico-Dami&o, 2015). Estudos
nesse sentido ja foram realizados com déficit hidrico (Alves et al. 2016) e alta
temperatura (Crispim-Filho et al. 2019). Diferente do que vem sendo desenvolvido,
estudos combinando mais de um estresse, como déficit hidrico e alta irradiancia séo
inéditos com os microtomateiros.

Diante do exposto, algumas hip6teses foram levantadas: (i) O gendtipo mutante
hpl, devido sua alta concentracdo de pigmentos nas suas folhas, possui aparato
fotossintético mais tolerante a estresses combinados, em relagdo ao microtomateiro
selvagem wt; (ii) o genotipo hpl possui mecanismos de defesa aos estresses mais
atuantes do que no wt; (iii) o estresse combinado por déficit hidrico e alta irradidncia
induzem mudancas anatémicas e fisioldgicos em gendétipos de  microtomateiros
fotomorfogénicos promovendo aclimatacdo ao estresse. Para testar as hipoteses deste
estudo, dois gendtipos de Micro-Tom, wt e o mutante fotomorfogénicos hpl, foram
expostos de forma simultanea aos estresses por déficit hidrico e alta irradiancia, com o

objetivo de caracterizar suas alteracdes fisioldgicas, bioquimicas e anatbmicas.
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2.2. Material e Métodos
2.2.1. Material vegetal e condi¢bes experimentais

O experimento foi conduzido no Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde,
em camara de crescimento de plantas, sob condigfes controladas. Sementes de tomate,
cultivar Micro-Tom (MT), tipo selvagem (wt) e do mutante high-pigment 1 (hpl),
foram obtidas junto ao “Laboratory of Hormonal Control of Plants Development” da
Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz-Universidade de Séo Paulo.

Antes da semeadura, as sementes foram acondicionadas por 8h em agua corrente
para superacdo da dorméncia, e posteriormente semeadas em vasos de 8 L contendo
substrato comercial Bioplant®. Os vasos foram mantidos em camara de crescimento
programada com temperatura de +25°C, umidade relativa de +65%, radiacao
fotossinteticamente ativa (PAR) de 450 umol m?2 s e fotoperiodo de 12 horas. Aos 15
dias ap6s a semeadura, plantas selecionadas de acordo com a uniformidade e aspecto
fitossanitario foram transplantadas para vasos de plastico com capacidade para 3 litros,
contendo 3 L de substrato na proporcdo 2 (solo tipo Latossolo Vermelho Distrofico
tipico) :1 (areia), previamente adubado conforme resultado da analise quimica.

As plantas foram cultivadas na cdmara de crescimento sob as mesmas condigdes
da germinacdo e crescimento inicial, com a umidade do solo mantida em 100% da
capacidade de campo (CC). Aos 30 dias apds o transplantio, plantas dos genotipos wt e
hpl foram submetidas durante 7 (sete) dias as seguintes condicGes de disponibilidades
hidricas e irradiancias: 1) Controle - 100% CC + 450 pmol m? s*; e 2) Estresse
combinado - 40% CC (déficit hidrico) + 1800 umol m™ s? (alta irradiancia). O estresse
por 1800 pmol m™ s foi imposto, a partir das 10h, condi¢io mantida por 6 horas. Apos
esse periodo, as plantas retornavam para as condi¢des iniciais (450 pmol m?2 s?),
permanecendo assim até novo ciclo no dia seguinte. Para controle da umidade do
substrato, previamente foi determinada a sua CC pelo método gravimétrico, segundo
Costa et al. 2015.

Durante o periodo de imposicdo dos tratamentos, os vasos foram pesados
diariamente para reposicdo da agua perdida por evapotranspiracdo. As condicbes de
temperatura, umidade relativa, irradiancia e fotoperiodo na camara de crescimento

foram monitoradas pelo software Lab View, (Instalafrio, Pinhais, PR, Brasil).



2.2.2 Delineamento experimental e analises estatisticas

O delineamento experimental utilizado foi de blocos ao acaso, em esquema
fatorial 2 x 2, sendo 2 gendtipos de Micro-Tom (wt e hpl) e 2 condic¢des de cultivo
(controle - 100% CC + 450 pmol m™ s e estresse combinado - 40% CC + 1800 umol
m2 s1), com 5 repeticdes, totalizando 20 unidades experimentais. Os dados obtidos
foram submetidos a andlise de variancia, e, quando necessario, as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05) por meio do Sistema de Analise de Variancia
(SISVAR - 5.4, 2010). Para a construgéo do dendrograma, os dados foram inicialmente
submetidos a analise de variancia multivariada. O dendrograma associado com heatmap
foi baseado no algoritmo de distancia de Mahalanobis, agrupamento pelo método de
grupo de pares ndo ponderados com média aritmética (UPGMA), de otimizacdo de
Tocher (Rao, 1952). As anélises foram realizadas utilizando o software estatistico R
Core Team (2019).

2.2.3 Avaliacoes
2.2.3.1 Potencial hidrico e potencial osmético foliar

O potencial hidrico na antemanha (Ww) foi medido por meio de uma camara de
pressdo do tipo Scholander (Scholander et al. 1965), em folhas completamente
expandidas. Para a avaliacdo do potencial osmotico (W¥s), amostras foliares foram
coletadas no periodo da antemanha e congeladas a -20 °C. Na ocasido da analise, as
amostras foram deixadas para descongelar em temperatura ambiente, e em seguida,
maceradas com um bastdo de vidro para a extracdo da seiva. Apés centrifugacéo por 10
minutos a 5.000 rpm, realizou-se a leitura da osmolalidade em 10 pL do sobrenadante,
num osmoémetro de pressdo de vapor (Vapro 5520 - Wescor, USA). Os valores de
potencial osmdtico foram obtidos a partir da osmolalidade (mmol kg?) da seiva do
tecido foliar, mediante o uso da equacdo de Van’t Hoff e os resultados convertidos para
MPa.

2.2.3.2 Trocas Gasosas

As trocas gasosas das plantas foram avaliadas para registro da taxa fotossintética
(A, umol CO, m? s1), condutancia estomatica (gs, mol H.,O m? s1), transpiracéo (E,
mmol H20 m? s-!) e da relagdo entre a concentragdo interna e externa de CO2 (Ci/Ca).

A eficiéncia intrinseca do uso da agua (EiUA) foi obtida pela divisdo entre a taxa



fotossintética liquida e a condutincia estomatica (A/gs). Estas avaliagdes foram
realizadas utilizando um analisador de gases do infravermelho (IRGA), equipado com
um fluorémetro, modelo LI-6800 (Licor, Nebraska, Estados Unidos), sempre numa

folha completamente expandida, entre 08h e 11h.

2.2.3.2.1 Fluorescéncia da clorofila a

As variaveis de fluorescéncia da clorofila a foram obtidas na mesma area da
folha onde realizou-se as medidas das trocas gasosas, utilizando o fluordmetro acoplado
ao IRGA. Inicialmente, as folhas foram adaptadas ao escuro para que 0s centros de
reacdo estivessem completamente abertos (aceptores primarios oxidados) com perda de
calor minima, permitindo obter as variaveis de inducdo da fluorescéncia: fluorescéncia
inicial (Fo) e fluorescéncia maxima (Fm) (Genty et al. 1989).

A partir desses valores foi calculado o rendimento quantico potencial do
fotossistema Il (FSII; Fu/Fm = (Fo-Fm) /Fm) (Genty et al. 1989). As variaveis da fase
lenta foram obtidas apos a aplicacdo de uma iluminacdo actinica, seguida de um pulso
de luz actinica saturante para a determinacdo da fluorescéncia steady-state (F) e da
fluorescéncia méxima em amostra adaptada a luz (Fm’), respectivamente, permitindo
calcular o rendimento quéantico efetivo de conversdo fotoquimica de energia no FSII
(®psn) = (Fm’—F) / Fn'] € o coeficiente de extingdo ndo fotoquimico (Yneg = (Fm-Fm’)
IFm’) (Genty et al. 1989). O dpg); foi utilizado ainda para estimar a taxa aparente de
transporte de elétrons (ETR = ®psii X PAR X Leafags x 0,5) (Bilger et al. 1995), em que
PAR é o fluxo de fotons (umol m2 s?) incidente sobre a folha; Leafags correspondente a
fracdo de luz incidente absorvida pelas folhas e 0,5 a fracdo de energia de excitacdo
distribuida para o FSII (Laisk e Loreto, 1996).

2.2.3.2.2 Concentracdo de malonaldeido (MDA) foliar

O contetdo de MDA foi avaliado para determinar a peroxidacdo de lipidios
utilizando o método proposto por Heath e Packer (1968). Foram maceradas
aproximadamente 160 mg de folhas frescas em almofariz congelado com solugédo de
extracdo de 2mL de TCA 0,1%. O extrato foi centrifugado a 12000 g, durante 15
minutos a 4°C e, posteriormente, 500 uL do sobrenadante foi adicionado a 1,5mL da
solucdo TBA 0,5% + TCA 20% (p/v) e aquecidos em estufa a 90°C, em tubos

hermeticamente fechados, por 20 minutos. A reacdo foi paralisada em banho de gelo por



um minuto, posteriormente foi centrifugado a 3000g por 4 minutos e as leituras
realizadas em espectrofotdmetro UV-VIS (modelo Evolution 60S, Thermo Fisher
Scientific, Madison, EUA), a 440, 532 e 600 nm. A concentragdo do complexo
malonaldeido-acido tiobarbitirico (MDA-TBA) produzido foi calculada, utilizando o
coeficiente de extingdo molar de 155 mM™* cm™ (Heath e Packer, 1968) através da
formula: MDA (nmol mlt) = [(A532-A600)/ 155000] 106. Os dados de TBARS foram
expressos em nmol TBA-MDA g* MF.

2.2.3.5 Concentracéo de prolina

A determinacdo da concentracdo de prolina foi realizada de acordo com a
adaptacdo da metodologia descrita por Bates (1973). Amostras de aproximadamente 30
mg de tecido foliar foram homogeneizadas em 6 mL de &cido sulfossalicilico 3% (p/v) e
0 extratos foram centrifugados a 7500 rpm por 10 min, a 4°C. Em seguida, foi coletado
2 mL do sobrenadante, no qual adicionou-se 2 mL de solucdo acida de ninhidrina e 2
mL de acido acético glacial, em tubos de vidro de 15 mL. As amostras foram incubadas
a 100 °C por 1 h e em seguida, colocadas em gelo de forma a parar a reagdo. Apos este
periodo, foram adicionados 4 mL de tolueno aos tubos, seguido de agitacdo por 20s para
a completa extracdo da prolina. Com o sobrenadante realizou-se a leitura em
espectrofotdbmetro a 520 nm, e as absorbancias foram comparadas a curva-padréo de
prolina (0 a 100 ug mL™Y). Os resultados obtidos foram expressos em micromol de
prolina por grama de massa fresca.

2.2.3.6 Extracdo enzimatica

Os extratos enzimaticos para a determinacao da atividade das enzimas dismutase
do superodxido (SOD, EC 1.15.1.1), catalase (CAT, EC 1.11.1.6) e peroxidase (POX-
EC 1.11.1.7) foram obtidos pela maceragéo de, aproximadamente 0,2 mg de folhas em 1
mL de meio de extracdo, constituido de tampdo fosfato de potéssio 0,1 M, pH 6,8;
EDTA 0,1mM; fluoreto de fenilmetilsulfénico (PMSF) 1 mM e PVPP 1% (p/v). O
extrato foi submetido a centrifugacdo a 12.000 rpm, por 15 min, a temperatura de 4°C.
O sobrenadante obtido foi utilizado para a determinacdo da atividade enzimatica. As
concentracBes de proteina no extrato enzimatico foram determinadas de acordo com o
método de Bradford (Bradford, 1976).



2.2.3.6.1 Determinacdo da atividade da dismutase do superéxido (SOD - EC
1.15.1.1)

A atividade da SOD foi determinada num meio de reagdo composto por tampéo
fosfato de potéssio 50 mM (pH 7,8), EDTA 0,1 mM, azul de p-nitro tetrazélio (NBT) 75
mM; metionina 13 mM, pH 7,8 e de riboflavina 2 pM, juntamente com o extrato
enzimatico (Giannopolitis e Ries, 1977). A reacdo foi iniciada pela exposicdo das
amostras a luz fluorescente de 15 watts numa cdmara fechada, durante 10 minutos.
Apobs esse periodo, a quantificacdo da producdo fotoquimica de azul de formazana
(produto da reacéo) foi determinada a 560 nm. O branco consistiu de um meio de reagdo
idéntico ao anterior, porém, mantido no escuro. Uma unidade de SOD foi considerada
como a quantidade de enzima necessaria para inibir em 50% a fotorreducdo do NBT
(Beauchamp e Fridovich, 1971). O resultado foi expresso em U SOD mint mg?

proteina.

2.2.3.6.2 Determinacéo da atividade da catalase (CAT - EC 1.11.1.6)

A atividade da CAT foi determinada pela adi¢cdo do extrato enziméatico ao meio
de reacdo, constituido de tampdo fosfato de potassio 50 mM, pH 7,0 e H.02 12,5 mM
(Havir e Mchale, 1987). O decréscimo na absorvancia, no primeiro minuto de reagéo,
foi avaliado a 240 nm, a 25 °C. A atividade enzimatica foi calculada, utilizando-se o
coeficiente de extingdo molar de 36 M™ cm™ (Anderson et al. 1995) e expresso em
umol de H.0, mint mg? proteina.

2.2.3.6.3 Determinacdo da atividade da peroxidase (POX- EC 1.11.1.7)

A atividade da POX foi determinada pela adicdo de 0,10 mL do extrato
enzimatico bruto a 4,9 mL de meio de reacdo constituido de tampdo fosfato de potassio
25 mM, pH 6,8; pirogalol 20 mM e H20, 20 mM (Kar e Mishra, 1976). A producéo de
purpurogalina foi determinada pelo incremento da absorvancia durante o primeiro
minuto de reacdo a 420 nm e temperatura de 25°C. A atividade enzimatica foi calculada
utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 2,47 mM™ cm™ (Chance e Maehley,

1955) e expressa em pmol de purpurogalina min™t g de proteina.



2.2.3.7 Concentracao de pigmentos foliares

Os pigmentos foliares foram extraidos de 3 (trés) discos foliares de 0,5 cm de
diametro, utilizando-se 5 mL de dimetilsulféxido (DMSO) saturado com CaCOs,
durante 6 horas de incubacdo a 60°C. As concentracOes de clorofila a, clorofila b, e
carotenoides foram determinadas em espectrofotébmetro UV-visivel, nos comprimentos
de onda de 665, 649 e 480 nm, respectivamente, e calculadas de acordo com as

equacdes propostas por Wellburn (1994), e os resultados foram expressos em pg cm?.

2.2.3.8 Caracterizacéo da micromorfometria foliar

Para as analises morfoanatdmicas da epiderme adaxial (Ep. Ad.) e abaxial (Ep.
Ab.), parénquima palicadico (PP), parénquima esponjoso (PE) e mesofilo (Me),
amostras da regido mediana de folhas completamente expandidas foram coletadas e
armazenadas em Karnovsky (1965). Apds, o material vegetal foi pré-lavado em tampéo
fosfato e desidratado em série etilica crescente, pré-infiltrado e infiltrado em historesina
(Leica Instruments, Heildelberg, Alemanha). Posteriormente, as amostras foram
seccionadas transversalmente a 5 pum de espessura em micrétomo rotativo (Modelo
1508R, Logen scientific, China) e os cortes corados com azul de toluidina — coloragéo
policromatica (0,05% tampao fosfato 0,1 M, pH 6,8) (O’Brien et al., 1964). As imagens
obtidas foram fotografadas em microscopio Olympus (BX61, Tokyo, Japdo), acoplado
com camera DP-72 utilizando op¢éo de campo claro. As espessuras das areas coradas
foram obtidas com o auxilio do software Image J (National Institutes of Health,
Bethesda, MD, USA).



3. Resultados

Os potenciais hidrico e osmotico das folhas variaram somente em fungdo das
condi¢des de cultivo. A condicdo de estresse diminuiu os potenciais hidrico (Yw) e

osmotico (¥s), em relacdo ao controle (Fig. 1 A - B).
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Figura 01. Potencial hidrico (¥w, A) e potencial osmético (Ws, B) de dois gendtipos de
microtomateiros: wt e hpl, submetidos a duas condi¢bes contrastantes: controle e

estresse, 7 dias ap6s a imposicao dos tratamentos (DAI). Médias seguida pela mesma letra,
nao diferem entre si pelo Teste de Tukey (p < 0,05). Os dados sdo médias + EP (n=5).

Em relacdo as trocas gasosas, houve diferenca somente entre as condicdes de
cultivo (Fig. 2). Observou-se reducdo na taxa fotossintética (A, Fig. 2 A), taxa
transpiratoria (E, Fig. 2 B), condutancia estomatica (gs, Fig. 2 C) e razdo entre a
concentracéo interna e externa de CO» (Ci/Ca, Fig. 2 D) nas plantas sob estresse. Houve
aumento da eficiéncia intrinseca do uso da agua (EiUA, Fig. 2 E), sendo bastante
proeminente na condicdo de estresse em relacdo ao controle. Isso corrobora com a
diminuicdo do Ci/Ca decorrente da limitacdo estomatica, ou seja, 0 CO, ndo estava

sendo absorvido devido a condicdo de estresse.
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Figura 02. Taxa fotossintética (A, A), taxa transpiratoria (E, B), condutancia estomatica
(gs, C), razéo entre a concentracdo interna e externa de CO2 (Ci/Ca, D) e eficiéncia
intrinseca do uso da agua (EiUA, E) de 2 gendtipos de microtomateiro: WT e hpl,
submetidos a 2 condicBes contrastantes: controle e estresse, 7 DAI dos tratamentos.

Meédias seguida pela mesma letra, ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey (p < 0,05). Os dados sdo
médias + EP (n=5).

N&o houve diferenga para nenhum dos fatores isolados, nem da interagdo entre
eles sobre as variaveis rendimento quantico potencial do fotossistema Il (Fv/Fm), € 0s
rendimentos quéanticos de dissipacéo regulada (Yneq) e ndo regulada (Yno) de energia
(Tabela 01). J& as variaveis rendimento quantico efetivo do fotossistema Il (Y, Fig. 3
A) e taxa aparente de transporte de elétrons (ETR, Fig. 3 B), divergiram somente quanto

ao fator condicdo, e ambas reduziram na condi¢do de estresse.



Tabela 1. Andlise de variancia para as variaveis de fluorescéncia da clorofila a:
rendimento quéntico potencial do fotossistema Il (Fm/Fm), rendimento quantico da
dissipacéo regulada de energia (Ynpg) e rendimento quantico da dissipacéo néo regulada
de energia (Yno) de 2 gendtipos de microtomateiros: wt e hpl, submetidos a 2
condig0es contrastantes: controle e estresse, aos 7 DAI dos tratamentos.

Genotipos CondicGes Fu/Fm Y (nrq) Y (no)
wt Controle 0,821 £0,01 0,349 £ 0,06 0,388 £ 0,05
Estresse 0,806 £ 0,01 0,534 £ 0,06 0,371 £0,06
hol Controle 0,842 + 0,00 0,379 £ 0,05 0,341 +0,05
P Estresse 0,812 £0,01 0,418 £0,17 0,465 £ 0,17
Gendtipos n.s. n.s. n.s.
Condigdes n.s. n.s. n.s.
Gen6tipos x
N n.s. n.s. n.s.
Condicdes
Bloco n.s. n.s. *
C.V. (%) 0,00 46,82 46,64
* significativo, n.s. ndo significativo pelo teste F (p < 0,05).
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Figura 3. Rendimento quantico efetivo do fotossistema Il [Y (1), A] e taxa de transporte
de elétrons (ETR; B) de 2 gendtipos de microtomateiros: wt e hpl, submetidos a 2

condigOes contrastantes: controle e estresse, 7 DAI dos tratamentos. Médias seguida pela
mesma letra, ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey (p < 0,05). Os dados sdo médias £ EP (n=5).

Os fatores genotipos, condicdes de cultivo e a interagdes entre estes ndo alterou

de forma significativa as variaveis MDA, Prolina, SOD e CAT (Tabela 2).



Tabela 2. Concentra¢@es de malondialdeido (MDA) e prolina, atividade das enzimas
dismutase do superdxido (SOD) e catalase (CAT) de 2 gendétipos de microtomateiros:
wt e hpl, submetidos a 2 condi¢Bes contrastantes: controle e estresse, 7 DAI dos

tratamentos.

Gendtipos Condigdes

MDA

Prolina

(nmol g* MF)  (umol g* MF)

SOD (U SOD mint
mg? proteina)

CAT (umol

H.0, mint mg-

! proteina)
Controle 46,8 £2,49 3,74 £0,84 43,5 +£5,76 53,2+7,22
Estresse 25,8 £6,15 7,36 £2,40 495 +5,71 88,9 + 22,84
hpl Controle 39,5+£6,47 3,67+£0,71 33,6 +3,54 64,5 +10,91
Estresse 35,7 £ 8,23 3,16 £ 0,58 41,7 £ 3,05 47,1 +£11,62
Genotipos n.s. n.s. n.s. n.s.
Condicdes n.s. n.s. n.s. n.s.
Genotipos
X n.s. n.s. n.s. n.s.
Condicdes
Bloco n.s. n.s. n.s. n.s.
CV. (%) 37,80 13.77 27.03 4755

* significativo, n.s. ndo significativo pelo Teste de Tukey (p < 0,05).

A figura 4 mostra a atividade da enzima peroxidase (POX) tanto para as
condicBes de cultivo, quanto para os genoétipos. Quanto aos genotipos, nota-se que 0
hpl teve uma menor atividade enzimética em relagdo ao wt (Fig. 4 A). Ja na
comparacdo entre as condicdes de cultivo, as plantas submetidas aos estresses
combinados tiveram maior atividade da enzima POX do que as plantas controle (Fig 4
B).
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Figura 4. Atividade da enzima peroxidase (POX, pmol H.02 min*t mg? proteina) de 2
gendtipos de microtomateiros: wt e hpl(A), submetidos a 2 condi¢Ges contrastantes:

controle e estresse (B), 7 DAI dos tratamentos. Médias seguida pela mesma letra, ndo diferem
entre si pelo Teste de Tukey (p < 0,05). Os dados sdo médias + EP (n=5).



Os pigmentos cloroplastidicos foram influenciados pelas caracteristicas
fenotipicas do genétipo mutante. O hpl apresentou maiores teores de clorofilas a
(Fig.5A), b (Fig. 5B), clorofila total (Fig. 5C) e carotenoides (Fig. 5D) quando

comparado ao gendtipo selvagem (wt).
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Figura 05. Clorofila a (Cl a, A), Clorofila b (Cl b, B) e clorofilas totais (Clt, C)
Carotenoides (Crt, D) de dois genotipos de microtomateiro: wt e hpl, submetidos a duas

condigOes contrastantes: controle e estresse, 7 DAI dos tratamentos. Médias seguida pela
mesma letra, ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey (p < 0,05). Os dados sdo médias £ EP (n=5).

A Tabela 3 mostra que ndo houve diferenca para as varidveis epiderme adaxial
(Ep. Ad.) e abaxial (Ep. Ab.), tanto para os genotipos e condi¢Bes, quanto para a
interacdo entre estes fatores. O parénquima palicadico (PP), o parénquima esponjoso
(PE) e a espessura do mesofilo (Me), diferiram diante da interagcdo dos tratamentos
(Tab. 3). Maior PP foi observado no mutante hpl em relacdo ao wt na condigéo
controle, entretanto, 0 mesmo ndo ocorreu para a condicao estresse. Foram observados
resultados similares para o PE e Me, onde o hpl obteve maiores valores que o0 wt na
condicéo controle, entretanto o oposto foi observado em condicdo de estresse (Tab. 3).
Quando comparado um mesmo gendtipo entre as condic¢bes de cultivo, observamos que
em ambos o controle sobressaiu em relacdo as plantas estressadas para as caracteristicas
PP, PE e Me (Tab. 3).



Tabela 03. Micromorfometria da epiderme adaxial (Ep. Ad.) e abaxial (Ep. Ab.),
parénquima palicadico (PP), parénquima esponjoso (PE) e mesofilo (Me) de 2
genétipos de microtomateiros: wt e hpl, submetidos a 2 condigdes contrastantes:

controle e estresse, aos 7 DAI dos tratamentos.

i Ep. Ad. Ep. Ab. PP PE Me
Genotipas  Cond. (um) (nm) (nm) (nm) (um)
wt Controle 17,8+05 129/4+55 1074+24Ba 1279+22Ba 269,2+13Ba
Estresse 16,8+0,4 133,7+49 816+14Ab 1032+17Ab 210,7+19Ab
hp Controle 16,7+0,7 116,6+35 1209+18Aa 1484+22Aa 310,4+3,7Aa
Estresse 16,8+0,3 109,3+3,7 820+16Ab 861+19Bb 197,1+23Bb
Gendtipos n.s. n.s. ** n.s. faie
Condigdes n.s. n.s. **, ** i
Gendétipos
X n.s. n.s. ** el **
Condicdes
Bloco n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
C.V. (%) 11,74 10,57 6,94 5,58 3,51

Médias + EP (n = 5) seguida pela mesma letra, ndo diferiu significativamente entre si, letras mailsculas
comparam genétipos dentro da mesma condicdo e letras mindsculas comparam gendtipo entre diferentes
condig¢Bes conforme determinado pelo teste de Tukey (P> 0,05).

A analise de agrupamento dividiu os 4 tratamentos em 2 grupos distintos, sendo
o0 grupo a formado pelos gendtipos wt e hpl, ambos em condi¢do de estresse combinado
(40% CC + 1800 umol m2s?). Logo, o grupo b foi constituido pelos dois gen6tipos sob
condicio controle (100% CC + 450 umol m2 s™). No grupo a, houve a tendéncia de
incremento de diversas caracteristicas em funcdo do estresse, principalmente no wit.
Isso, ocorreu principalmente nos mecanismos de defesa contra estresses, como atividade
de enzimas antioxidantes (SOD, CAT e POX) e acumulo de prolina. Outra resposta que
se destacou foi a maior concentracdo de pigmentos no hpl e também do Yno.
Entretanto, esses resultados ndo foram suficientes para separar 0s genotipos em
condicBes de estresse num grupo distinto. No grupo b, que agrupa os genotipos na
condicdo controle, observamos entre eles respostas semelhantes para variaveis de trocas
gasosas e fluorescéncia. Entretanto, verificou-se niveis muito maiores de pigmentos
fotossintéticos no hpl, da espessura de tecidos anatémicos foliares e da variavel Fv/Fm.
Assim como ja comentado para o grupo a, diferencas diferencas observadas para o

grupo b ndo foram capazes de separar 0s genotipos.
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Figura 6. Dendrograma associado com heatmap para caracteristicas anatdmicas
fisiologicas e bioquimicas de 2 gendtipos de microtomateiros: wt e hpl, submetidos a 2
condigdes contrastantes: controle e estresse, aos 7 DAI dos tratamentos.

4. Discussao
Os genotipos de microtomateiro wt e hpl deste estudo reduziram tanto o

potencial hidrico (¥w) quanto o potencial osmoético (Ws) foliar quando submetidos ao
estresse combinado. Alves et al. (2016) também observaram diminui¢cdo no potencial
hidrico nestes dois gendtipos em condi¢Ges somente do estresse pelo déficit hidrico. De
acordo com Aghaie et al. (2018), quando expostas a estresses abioticos, as plantas
podem ser levadas a respostas adaptativas e estratégias de aclimatacdo, como
ajustamento osmatico (Turner, 2018). Neste estudo, apesar de ter ocorrido uma reducéo
do Ws nas plantas sob estresse, alcangando aproximadamente -1.6 Mpa, ndo é possivel
afirmar a ocorréncia do ajustamento osmético em funcdo do acimulo de prolina, pois
este ndo foi significativo, divergindo do que normalmente é observado em resposta ao
déficit hidrico em diversas espécies (Batista et al. 2018; Castro et al. 2019).



Entretanto, outros solutos, como as poliaminas, agucares sollveis, calcio,
potassio, acidos organicos e glicina também podem se acumular e contribuir para o
ajustamento osmatico celular (Khan e Komatsu, 2016; Castro et al. 2019). A murcha
observada nas folhas das plantas sob estresse dao suporte a hipétese de que a reducéo
nos potenciais hidrico e osmético dos microtomateiros ocorreu em fungdo da reducéo
no volume celular, em consequéncia do déficit hidrico (Monteiro et al. 2014; Tariq et al.
2018).

A forma e o tamanho das folhas mudam de acordo com a intensidade de luz
(Ballaré, 1999), que juntamente com o déficit hidrico constituiu a combinagdo de
fatores ambientais impostas das plantas deste estudo. Mishra et al. (2012), em
experimentos com diferentes intensidades luminosas realizados com Arabidopsis em
condigdes de campo e camara climatizada, constataram diferengas na morfologia das
folhas. Esses autores, ao verificarem as plantas cultivadas em alta irradiancia,
observaram folhas maiores e mais espessas, as quais tenderam a ter bordas mais
onduladas e peciolos mais curtos. Resultados semelhantes foram observados neste
estudo com microtomateiros. De fato, varias sdo as respostas de aclimatagdo foliar e
ajustes que podem ocorrer desde a morfologia da planta até aquelas relacionadas a
fotossintese (Walters, 2005; Tezcan; Aslan; Kaman, 2019).

Dentre os efeitos fisiologicos a estresses, o fechamento estomatico é uma
resposta a aclimatacdo dos genotipos ao deficit hidrico (Cirillo et al. 2017). A reducéo
na taxa fotossintética, taxa transpiratéria e na razdo Ci/Ca mostraram inibicdo destes
parametros devido ao fechamento estomatico, evitando assim a perda de agua, mas que
ao mesmo tempo, resulta em menor assimilacdo de CO> e redugdo no crescimento
(Rajabi et al. 2017; Jumrani e Bhatia, 2018; Castro et al. 2019).

Ao verificarmos os valores de eficiéncia intrinseca do uso da agua, notou-se que
este foi bastante proeminente nas condigdes de estresse quando comparado ao controle.
Este resultado esté vinculado a limitacdo da abertura estomaética, a qual evita a perda de
agua da folha para o ambiente. Isso corrobora com a diminuicdo do Ci/Ca decorrente da
limitagdo estomatica, ou seja, o0 CO2 ndo estava sendo absorvido em razdo da
combinacdo dos estresses sobre as plantas. De acordo com Buezo et al. (2019), a
reducdo da concentracdo interna de CO: € mais um indicativo do fechamento
estomatico, e de que a limitacdo ao processo fotossintético ndo foi decorrente de dano

evidente a enzima Rubisco (Castro et al. 2019).



Os parametros WYw, Ws, A, E, gs, Ci/Ca e EIUA mostraram que 0s genotipos wt e
hpl trabalharam de forma semelhante para evitar os possiveis danos fisioldgicos,
quando estes estavam sob as condic¢des de alta irradiancia e deficit hidrico. Como ndo
houve diferenca entre 0s microtomateiros, podemos dizer que essa resposta de
aclimatagdo € comum em ambos, o que corrobora com outros genétipos de tomate
(Borba et al. 2017; Zhang et al. 2017; Tezcan; Aslan; Kaman, 2019).

A alta irradidncia e o déficit hidrico limitam a funcdo estomatica
impossibilitando a realizacdo adequada da fotossintese, induzindo estresse oxidativo e
diminuindo a particdo de elétrons destinados a carboxilacdo da Rubisco no ciclo de
Calvin (Sousa et al. 2019; Sharma et al. 2019). Essas alteracbes se refletiram nos
parametros da fluorescéncia da clorofila a. Sob estresse hidrico severo, as plantas
frequentemente desencadeiam efeito fotoinibitorio, caracterizado por um decréscimo
significativo do rendimento quantico do fotossistema Il (FSII) (Sharma et al. 2019). O
déficit hidrico, em combinacdo com altos niveis de irradiancia (Gollan e Aron, 2020),
podem causar significativa reducdo na eficiéncia fotossintética (do Carmo Araujo e
Deminicis, 2009).

Os gendtipos sob estresses combinados ndo tiveram diferengas para a variavel
rendimento quantico potencial do fotossistema Il (Fv/Fm). Além disso, o Fv/Fn
encontrada neste estudo ficou entre 0.80 e 0.82; valores que indicam que ndo houve
fotoinibicdo cronica do fotossistema para ambos os genétipos de microtomateiros. Em
ambos gendtipos e condicbes ndo ocorreram diferencas significativas para 0s
rendimentos quéntico da dissipagao regulada e néo regulada de energia.

A eficiéncia fotoquimica das plantas foi afetada pelo estresse combinado,
conforme visto pelas redugdes no rendimento quantico efetivo do fotossistema Il e na
taxa aparente de transporte de elétrons. Tanto o déficit hidrico (Alves et al. 2016),
guanto a alta irradiancia (Yang, Tang, Yu, 2019) tém o potencial de causar esse efeito
nas plantas. Entretanto esse efeito pode ser intensificado quando estes fatores ocorrem
de forma conjunta (Sharma et al. 2019; Gollan e Aron, 2020), conforme evidenciado
nesse estudo. A concentracdo mais elevada de pigmentos fotossintéticos ndo melhorou a
eficiéncia fotoquimica do hpl, nem sob condicGes de controle ou estresse. 1sso sugere
que apenas a maior concentracdo de clorofilas ndo é suficiente para melhorar a
eficiéncia da planta para aproveitar a energia luminosa disponivel. Como a fixacdo de
CO esté prejudicada pelo fechamento estomatico, uma diminui¢do da fotoquimica atua

como ajuste para reduzir a formacgéo de espécies reativas de oxigénio (EROs).



Uma forma indireta de verificar o nivel de estresse oxidativo em plantas é
quantificar o teor de peroxidacdo de lipidios de membranas. Essas moléculas sdo 0s
principais alvos das EROs em celulas de plantas sob estresses (Azmat e Moin, 2019).
Em contrapartida neste estudo, a auséncia de variagdes significativas de malonaldeido
(MDA), cujo acumulo indica danos em membranas, nao foi observado. Componentes
do sistema antioxidante, como a atividade das enzimas SOD e CAT, e também o teor de
prolina, que além de osmolito atua como antioxidante ndo enzimatico (Rivas et al.
2017) foram avaliados, porém ndo demonstram diferenca entre os tratamentos. Por
outro lado, a maior atividade da POX em plantas sob estresses combinados, bem como
0 seu maior nivel no wt, sugere que tal enzima possui papel de defesa nas plantas,
consequentemente, acarretando em auséncia de varia¢fes significativas nos teores de
MDA.

Ao mesmo tempo que a atividade da POX pode ter funcionado na defesa do WT
contra o estresse, a maior concentragdo de pigmentos pode ter exercido esse papel no
hpl. Conforme ja esperado, os niveis de pigmentos cloroplastidicos foram influenciados
pelas caracteristicas fenotipicas do mutante utilizado. Assim, maiores valores de
clorofila a e b, clorofila total e carotenoides foram verificados no hpl. Resultados
semelhantes foram encontrados por Alves et al. (2016), comparando os genétipos hpl e
au.. O mutante hpl possui mutacdo na via de transducdo de sinais, expressando
hipersensibilidade nas respostas dos processos mediados pelo fitocromo (Peters et al.
1998). Kerckhoffs et al. (1997), encontraram no mutante hpl conteudos elevados de
clorofila, antocianinas e carotenoides em relagdo ao tipo selvagem. O mesmo foi
relatado por Melo et al. (2009), que no seu experimento observou que o hpl obteve
conteddos de carotenoides, clorofila a e total, superiores ao WT.

A maior concentracao de pigmentos do mutante hpl pode ser uma caracteristica
que determina as diferencas nas micromorfologia foliar entre os gendtipos. O aumento
no conteudo de clorofilas e carotenoides no hpl na condigdo controle pode estar
relacionado com o aumento do tamanho e densidade de seus plastidios, principalmente
no parénquima palicadico, o que provavelmente favorece a sintese e armazenamento
destes pigmentos (Alves et al. 2016, Melo et al. 2011). O heatmap reforgou esses
aspectos morfofisioldgicos do hpl, de folhas mais espessas e acimulo de pigmentos,
mas como verificado neste estudo essas caracteristicas ndo se traduzem em maior
desempenho fotossintético. Quando expostos ao estresse, de modo geral, vimos que

ambos genotipos foram afetados de forma similar, exibindo reducéo da espessura das



folhas. Com a reducdo da hidratacdo devido ao estresse, a expansao e o volume celular
sdo diminuidos, as folhas murcham e isso reflete em reducéo na espessura dos tecidos
foliares (Melo et al. 2011, Mirsha et al. 2012). Considerando esse aspecto, o hpl foi
afetado de forma mais intensa do que o wt.

Respostas as condigdes abioticas como luz, regulam muitos aspectos diferentes
do crescimento e desenvolvimento das plantas (Choudhury et al. 2018), e com as
mudancas climéticas, muitas espécies enfrentam secas crescentes (Bartlett et al. 2014).
Devido a estas condicdes, as plantas apresentam caracteristica altamente plasticas, e
assim mostram em distintas situagdes ambientais, respostas diferenciadas (Bartlett et al.
2014, Melo et al. 2011). Tanto o parénguima palicadico quanto o parénguima espon;joso
apresentam grande capacidade em responder a estimulos ambientais, afetando a
espessura do limbo foliar. Portanto, estes pardmetros da micromorfometria dos
microtomateiros também podem ter influenciado nas variaveis ¥Yw, Ws, A, E, gs, Ci/Ca

e EiUA, discutidos anteriormente.

5. Conclustes

As combinacdes de alta irradiancia e déficit hidrico acarretaram em mudancas
nos genotipos wt e hpl, mas ambos apresentaram resultados semelhantes. Foi verificado
gue mesmo possuindo maior conteudo de pigmentos cloroplastidicos no hpl em relacéo
ao wt, o desempenho fotossintético do mesmo ndo foi melhor diante dos estresses
combinados, havendo decréscimo nas trocas gasosas e eficiéncia fotoquimica.

Os mecanismos antioxidantes de defesa do hpl ndo foram ativados de forma
mais intensa, sendo incapaz de minimizar o efeito do estresse combinado. Mesmo com
aumento da atividade da POX para o wt, a imposicdo dos estresses combinados
proporcionou mudangas na fisiologia dos genotipos. Houve ajustes anatémicos quando
0s gendtipos foram expostos aos estresses combinados, onde o wt sobressaiu ao hpl
para o parénquima esponjoso e o mesofilo.

A maioria das variaveis deste estudo ndo diferiram entre os gendtipos de
microtomateiros, mas somente para as condi¢des impostas. Isso ficou claro também no
dendrograma associado ao heatmap, pela divisdo somente em dois grupos, um gque
inclui ambos gend6tipos na condicéo controle, e outro grupo com os genotipos condi¢édo

estresse. Isso denota que os tratamentos afetaram as plantas de forma semelhante.



Embora o wt tenha induzido maior nimero de mecanismos de defesa em resposta ao

estresse, 0 mutante hpl mostrou-se mais suscetivel as condi¢des de estresse impostas.
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CAPITULO Il

EFEITOS DA IRRADIANCIA E TEMPERATURA EM MICROTOMATEIROS
MUTANTES FOTOMORFOGENICOS

RESUMO

A ocorréncia de condicdes de estresses abioticos aumenta a cada ano, tornando-se um
dos problemas de grande relevancia para a agricultura. Conhecer como as plantas
reagem diante da combinacéo de fatores estressantes é de fundamental importancia para
o sistema agricola. Neste estudo, o objetivo foi analisar os efeitos de intensidades
luminosas e de temperaturas contrastantes nos processos fisioldgicos, bioquimicos e
anatbmicos de microtomateiros mutantes fotomorfogénicos. O delineamento
experimental foi de blocos ao acaso, em esquema fatorial 4 x 4, sendo 4 gen6tipos - um
selvagem, wt e 3 mutantes (au, hpl e hp2), expostos a 4 condi¢bes - 1) Controle
(CONT), 450 pmol m s e 25/20 °C (dia/noite); 2) Alta irradiancia (AI), 1500 pumol m°
2 sl e 25/20 °C; 3) Alta temperatura (AT), 450 umol m™2 s e 40/20 °C; 4) Estresses
combinados (AI+AT), 1500 pmol m™ s e 40/20 °C, com 4 repeticdes. Estas condicoes
foram impostas por 7 dias em camara climatizada de crescimento de plantas. Analisou-
se as trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila a, anatomia foliar, pigmentos
cloroplastidicos, concentracdo de proteinas e demalonaldeido (MDA) foliar, atividade
das enzimaticas antioxidantes. Para as trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a ndo
houve interacdo entre genotipos e condicGes de estresse, mas somente diferenca
significativa para o fator isolado condi¢cBes. O indice estomatico e a densidade

estomatica adaxial apresentaram diferenca significativa para o fator gendtipo. Houve



interacdo entre gendtipos e condigdes para a micromorfometria da epiderme, pigmentos
cloroplastidicos, proteinas, MDA e na atividade das enzimas do sistema antioxidante.
Os resultados obtidos mostraram que a condicdo controle foi mais propicia as plantas do
que a condi¢do combinada de alta irradiancia (1500 umol m™ st) e temperatura (40 °C).
O estresse térmico promoveu danos ao metabolismo das plantas, mas, a irradiancia mais
elevada, ao contrario do esperado, contribuiu para reverter tais danos, favorecendo a

aclimatacao dos microtomateiros a alta temperatura.

Palavras-chave: Estresse abidtico; Micro-Tom; luz; temperatura; Solanum

lycopersicum.

ABSTRACT

Abiotic stress conditions have increased each year throughout the cycle of a crop,
becoming one of the current problems of great relevance in agriculture. Knowing how
plants react to the combination of stressful factors is of fundamental importance in the
agricultural system. Thus, this study aimed to analyze the effects of different light
intensities and contrasting temperatures on the physiological, biochemical, and
anatomical processes of photomorphogenic mutant micro tomato plants. The
experimental design was in randomized blocks, 4 x 4 factorial scheme, with four
genotypes [one wild (wt) and three mutants (au, hpl, and hp2)] exposed to four
conditions: (a) Control (CONT), 450 umol m s and 40 °C/20 °C; (b) High irradiance
(H1), 1500 pmol m2 st and 25 °C/20 °C; (c) High temperature (HT), 450 pmol m2ste
40 °C/20 °C; and (d) Combined stress (HI+HT), 1500 pmol m s and 40 °C/20 °C, and
four replicates. These conditions were applied for seven days under an acclimatized
plant growth chamber. Gas exchange, chlorophyll a fluorescence, electron transport
rate, leaf anatomy, chloroplast pigments, protein, leaf malonaldehyde (MDA)
concentration, and antioxidant enzyme activity were analyzed. There was no interaction
between genotypes and stress conditions for gas exchange and chlorophyll a
fluorescence; there was a significant difference only in relation to the isolated factor
conditions. The stomatal index and the adaxial stomatal density showed a significant
difference for the genotype factor. There was an interaction between genotypes and
conditions for the micromorphometry of the epidermis, chloroplast pigments, proteins,

MDA and in the enzyme activity of the enzymatic antioxidant system. Results obtained



showed that the conditions used in these genotypes promoted greater plant
acclimatization under the control condition (450 umol m s) than under the combined
condition of high irradiance (1500 pmol m? st) and temperature (40 °C). This
temperature caused damage to metabolism, but the high irradiance favored reversing
such damage, when these conditions were imposed in combination; when they were
exposed in isolation, they developed different acclimatization and/or defense strategies,

seeking to overcome the imposed stress condition.

Keywords: Solanum lycopersicum; Abiotic stress; Light; Micro Tomato; Temperature.



1 Introducéo

Estresses combinados podem proporcionar reducfes de produtividade em todo o
mundo, como também a reducdo da &rea plantada. Os efeitos dos danos causados por
essas combinacdes vém tornando-se um dos maiores problemas enfrentados atualmente
pela agricultura (Godoy et al. 2021). Dentre tais estresses, destacamos a alta irradiancia
e alta temperatura, condi¢cbes comuns no campo, muito observadas durante os eventos
de veranicos (Magalhées et al. 2020).

Luz e temperatura sdo fatores essenciais para o crescimento e desenvolvimento
das plantas. Ambas se complementam e dirigem processos fundamentais como
germinacao, florescimento e fotossintese (Chory et al. 1996). Porém, a intensidade
luminosa acima da capacidade de utilizacdo eficiente pela planta, torna-se um fator de
estresse. O mesmo se observa em temperaturas elevadas (>30°C), que dependendo da
intensidade e duracdo da condicdo e também, do estagio de desenvolvimento que a
planta se encontra, afetam os processos fisioldgicos e reprodutivos, levando a perda de
rendimento (Prasad et al. 2017).

Tanto o excesso de luz, quanto de temperatura, induz danos oxidativos celulares
(Szymanska et al. 2017), causado pela geracdo de radicais livres nas células, como
anion superoxido (O2.) e peroxido de hidrogénio (H20.), os quais sdo espécies reativas
de oxigénio (EROs). Essas substancias sd@o oxidantes dos componentes celulares e
causam danos aos lipidios, as proteinas e também, danificam a estrutura do fotossistema
I1 (PSII), podendo levar a planta a uma fotoinibicdo cronica (Choudhury et al. 2017).
Quando em condi¢gdes normais, 0s processos de geracdo e eliminacdo das EROs
encontram-se em equilibrio nas plantas; no entanto, sob estresses, 0 incremento dessas
substancias tdxicas pode superar a capacidade do sistema de defesas antioxidante. Os
componentes enzimaticos de defesa antioxidante, como a superdxido dismutase (SOD),

catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX) e alguns ndo enzimaticos, por exemplo,



prolina, flavonoides e carotenoides, sdo importantes para se determinar a capacidade de
reacdo da planta aos estresses impostos (Khan et al. 2017).

Os estresses por alta irradiancia e alta temperatura prejudicam o metabolismo e
fazem com que as plantas desenvolvam estratégias para aperfeicoar seu desempenho
fotossintético. Dentre as medidas que podem ser adotadas para aclimatar-se aos
estresses, alteracdes na estrutura foliar, como na espessura da epiderme (Ren et al.
2019), na densidade, tamanho e forma dos estbmatos (Driesen et al. 2020), mostram-se
altamente plasticas. As diferencas anatbmicas podem explicar as variagdes
fotossintéticas entre espécies distintas ou na mesma espécie, sob diferentes condicbes
ambientais (Tsukaya, 2018).

Os microtomateiros tornaram-se uma valiosa ferramenta como planta modelo,
para verificar como fatores do ambiente atuam nos processos fisioldgicos e
bioquimicos dos vegetais (Shikata e Ezura, 2016). Nesse sentido, mutantes
fotomorfogénicos de microtomateiro podem revelar papeis ainda ndo descobertos das
respostas a luz na toleréncia ou sensibilidade das plantas aos fatores de estresses
abioticos (Alves et al. 2016; Crispim-Filho et al. 2019).

Alguns gendtipos possuem respostas contrastantes a luz, como 0 mutante aurea
(au), com falha em perceber a luz para fotomorfogénese devido ndo produzir o
cromdforo fitocromobilina, sendo deficiente no pool de fitocromos (Muramoto et al.
2005). Ja os mutantes “high pigment” (hp) exibem uma resposta exagerada a luz. Neste
grupo encontram-se 0s genotipos high pigment 1 (hpl) e high pigment 2 (hp2), super
responsivos a eventos mediados pela luz. Eles possuem mutagédo em um repressor da via
de transducdo de sinais luminosos do fitocromo (Dias et al. 2015), e assim, expressam
uma hipersensibilidade nas respostas dos processos mediados pelo fitocromo (Peters et
al. 1998).

Perante ao exposto, neste estudo, algumas hipéteses foram levantadas: (i) alta
irradiancia e alta temperatura quando impostas de forma combinada induzem mudancas
fisioldgicas e anatdmicas nos microtomateiros fotomorfogénicos, diferentes de quando
sdo impostas isoladas; (ii) os genotipos au, hpl e hp2 quando expostos aos estresses
possuem mecanismos de defesas mais atuantes do que o wt; (iii) o genotipo au por ter
uma falha ao perceber a luz para a fotomorfogénese se aclimata diferente dos genotipos
hpl e hp2; (iv) com alta concentracdo de pigmentos nas folhas os genotipos hpl e hp2
respondem melhor ao estresse combinado de alta irradiancia e alta temperatura. Diante

destas hipoteses, um gendtipo selvagem (wt) e 3 mutantes fotomorfogénicos (au, hpl e



hp2) foram expostos de forma isolada e combinada a irradidncias e temperaturas
constrastantes, com o objetivo de verificar se 0s gendtipos desenvolvem mecanismos
nos quais o0s estresses supracitados regulam as respsotas de defesa e de aclimatacéo das

plantas.

2. Material e Métodos
2.1. Material vegetal, desenho experimental e condigdes experimentais

O experimento foi conduzido no Laboratério de Ecofisiologia e Produtividade
Vegetal do Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde, em camara de crescimento de
plantas, sob condi¢bes controladas, utilizando quatro genétipos de microtomateiros,
cultivar (cv.) Micro-Tom, sendo um tipo selvagem (wt) sem mutacdo, e trés mutantes
fotomorfogénicos: high-pigment 1 (hpl), high pigment 2 (hp2) e aurea (au). Foram
conduzidos dois experimentos independentes e para tal, dois lotes de plantas foram
cultivados para a obtencdo dos dados, cada um com 32 plantas. O primeiro experimento
consistiu da exposicdo dos quatro genotipos a duas condigdes, controle e alta
irradiancia, e no segundo, as plantas foram expostas a alta temperatura e a combinagédo
de alta irradiancia com alta temperatura, conforme descrito abaixo.

Antes do plantio, as sementes foram acondicionadas por 8h em agua corrente
para quebra da dorméncia. Posteriormente, semeadas em vasos de 8L contendo
substrato comercial Bioplant® permaneceram na casa de vegetagdo, até germinarem.
Apos 21 dias, as plantulas foram selecionadas de acordo com o aspecto fitossanitério e
uniformidade do tamanho. Em seguida, uma planta foi transplantada para vasos de
plastico com capacidade de 2 L, contendo uma mistura na proporcdo 2:1 de solo
(Latossolo Vermelho Distrofico tipico) e areia, adubado conforme resultado da analise
quimica.

Em seguida os vasos foram levados para camara de crescimento (Intalafrio,
Pinhais, PR, Brasil), e mantidos por 7 dias para aclimatacéo, sob as seguintes condi¢des:
temperatura de 25/20 °C (dia/noite), umidade relativa (UR) do ar de 60%, radiacao
fotossinteticamente ativa (PAR) de 450 umol m™ s e fotoperiodo de 12 horas (7h-19h).
Apos esse periodo foram impostos tratamentos mediante as seguintes condi¢es de PAR
e de temperaturas (dia/noite): 1) Controle (CONT) - 450 umol m? st e 25/20 °C; 2)
Alta irradiancia (Al) - 1500 pmol m? s e 25/20 °C; 3) Alta temperatura (AT) - 450
pumol m?2 st e 40/20 °C; 4) Combinada - 1500 umol m™? st e 40/20 °C. A alta irradiancia



e a alta temperatura, tanto de forma isolada quanto combinada foram impostas durante 7
dias consecutivos e ao final, foram realizadas avaliagdes ndo destrutivas das plantas,
bem como a coleta de material vegetal (folhas) para as analises posteriores.

O periodo diario de imposicdo das condigdes de estresse (Al e AT) foi de 6
horas (10h até 16h). Apos esse periodo, as plantas retornavam para as condigdes iniciais
de PAR (450 umol m s) e temperatura (25 °C), permanecendo assim até novo ciclo
no dia seguinte. As plantas foram irrigadas diariamente para manutengdo das condi¢cfes
6timas de umidade do substrato. A UR e o fotoperiodo foram mantidos constantes
durante todo o periodo experimental. As condices ambientais na cémara de
crescimento foram controladas por meio do software Lab View, (Intalafrio, Pinhais, PR,
Brasil).

2.2. Delineamento experimental e analises estatisticas

O delineamento experimental utilizado foi de blocos ao acaso, em esquema
fatorial 4 x 4, sendo 4 gendtipos de microtomateiros expostos a 4 condicGes, com 4
repeticbes cada tratamento. Os dados obtidos foram submetidos a anélise de variancia,
e, quando necessario, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05) por
meio do Sistema de Analise de Variancia (SISVAR — Versdo 5.4, 2010).

2.3. Detalhamento das avaliagdes
2.3.1. Trocas Gasosas

As trocas gasosas das plantas foram avaliadas para registro da taxa fotossintética
(A, umol CO2 m? s?), condutancia estomatica (gs, mol H,O m? s), transpiracéo (E,
mmol H20 m? s-1) e da relagio entre a concentragio interna e externa de CO2 (Ci/Ca).
Estas avaliages foram realizadas utilizando um analisador de gases do infravermelho
(IRGA), equipado com um fluorémetro, modelo LI-6800 (Licor, Nebrasca, Estados

Unidos), sempre utilizando uma folha completamente expandida.

2.3.2.  Fluorescéncia da clorofila a

As variaveis de fluorescéncia da clorofila a foram obtidas na mesma area da
folha onde realizou-se as medidas das trocas gasosas, utilizando o fluorémetro acoplado
ao IRGA. Inicialmente, as folhas foram adaptadas ao escuro para que 0s centros de

reacdo estivessem completamente abertos (aceptores primarios oxidados) com perda de



calor minima, permitindo obter as varidveis de inducdo da fluorescéncia: fluorescéncia
inicial (Fo) e fluorescéncia maxima (Fm) (Genty et al. 1989).

A partir desses valores foi calculado o rendimento quéntico potencial do
fotossistema Il (FSII; Fu/Fm = (Fo-Fm) /Fm) (Genty et al. 1989). As variaveis da fase
lenta foram obtidas ap0s a aplicacdo de uma iluminacdo actinica, seguida de um pulso
de luz actinica saturante para a determinacdo da fluorescéncia steady-state (F) e da
fluorescéncia maxima em amostras adaptada a luz (Fm’). A partir dessas variaveis foram
calculdados o rendimento quéntico efetivo de conversdo fotoquimica de energia no FSII
(®psn) = (Fm’—F) / Fn']). O ®psy foi utilizado ainda para estimar a taxa aparente de
transporte de elétrons (ETR = ®ps;y X PAR X Leafass x 0,5) (Bilger et al. 1995), em que
PAR é o fluxo de fotons (umol m2 s?) incidente sobre a folha; Leafags correspondente a
fracdo de luz incidente absorvida pelas folhas e 0,5 a fracdo de energia de excitagcdo
distribuida para o FSII (Laisk e Loreto, 1996).

2.3.3. Caracterizacédo da micromorfometria foliar

Para as analises morfoanatdmicas da epiderme adaxial e abaxial, parénquima
palicadico e lacunoso e mesofilo. Amostras da regido mediana de folhas completamente
expandidas foram coletadas e armazenadas em Karnovsky (1965) por 24h. As amostras
foram desidratadas em séries etilicas crescentes e em seguida, infiltradas em historesina,
de acordo com as recomendacdes do fabricante. Apds 72 horas, os blocos foram
secionados em microtomo de rotacdo automatica, em sec¢des de SuM. Os cortes foram
corados com o corante policromatico azul de toluidina, preparado segundo O’Brien et
al. (1964). Laminas permanentes para cada amostra foram montadas contendo 6 secc¢des
transversais por lamina. ObservacGes das laminas foram realizadas em microscopio
Olympus com camera digital acoplada (modelo BX61, Tokyo, Japan).

Para visualizacdo da epiderme vegetal, realizou-se a técnica de impressao
epidérmica, utilizando uma folha bem desenvolvida de cada planta. Numa lamina de
microscopia, uma gota de adesivo instantdneo universal (éster de cianoacrilato) foi
adicionado, onde a regido de interesse da folha foi pressionada por cerca de 10s, tempo
necessario para que o adesivo espalhe e seque. Apoés a folha foi retirada com delicadeza,
ficando na lamina apenas a impressdo epidérmica. Foi realizado esse procedimento para
ambos os lados da folha. As laminas foram observadas e fotografadas em microscopio

Olympus com camera digital acoplada (modelo BX61, Tokyo, Japan).



2.3.4. Concentracéo de pigmentos foliares

Os pigmentos foliares foram extraidos de 3 (trés) discos foliares de 0,5cm de
diametro, utilizando-se 5mL de dimetilsulfoxido (DMSO) saturado com CaCOs, durante
6 horas de incubacdo a 60°C. As concentragdes de clorofila a, clorofila b, e carotenoides
foram determinadas em espectrofotdmetro UV-visivel, nos comprimentos de onda de
665, 649 e 480 nm, respectivamente. As concentracdes de pigmentos foram calculadas
de acordo com as equacdes propostas por Wellburn (1994), e os resultados foram
expressos em pg cm? A concentracdo de clorofila total refere-se a soma das
concentragOes de clorofilas a e b.

2.3.5. Determinacéo de proteinas totais

Amostras foliares de 100 mg foram submetidas a extracdo etandlica em trés
etapas sequenciais, nas concentracdes de 98%, 80% e 50%. O pellet resultante da
extracdo foi homogeneizado em 400 pL de hidroxido de sodio 0,1 M (NaOH) e
incubado a 95 ° C por 1 h, conforme descrito por Gibon et al. (2004). Em seguida, 5 pL
do sobrenadante foram adicionados a 295 pL do reagente de Bradford (Bradford 1976)
e a absorbancia medida a 595 nm. As concentracdes de proteinas solUveis totais nas
amostras foram determinadas por meio de curva padrdo de albumina sérica bovina
(BSA) (0-100 pg mL™).

2.3.6. Concentracao de malonaldeido (MDA) foliar

O conteddo de MDA foi avaliado para determinar a peroxidacdo de lipidios
utilizando o método proposto por Heath e Packer (1968), com modificacdes. Foram
maceradas aproximadamente 160 mg de folhas frescas em almofariz congelado com
solucéo de extracdo de 2 mL de TCA 0,1%. O extrato foi centrifugado a 12000 rpm,
durante 15 minutos a 4°C e, posteriormente, S00uL do sobrenadante foi adicionado a
1,5mL da solugdo TBA 0,5% + TCA 20% (p/v) e aquecidos em estufa a 90 °C, em
tubos fechados, por 20 minutos. A reacdo foi paralisada em banho de gelo por um
minuto, posteriormente foi centrifugado a por 4 minutos e as leituras realizadas em
espectrofotdbmetro UV-VIS (modelo Evolution 60S, Thermo Fisher Scientific, Madison,
EUA), a 440, 532 e 600nm. A concentragdo do complexo malonaldeido-acido
tiobarbitirico (MDA-TBA) produzido foi calculada, utilizando o coeficiente de

extingdo molar de 155mM™ cm™ (Heath e Packer, 1968) através da formula: MDA



(nmol mlt) = [(A532-A600)/ 155000] 106. Os resultadosforam expressos em nmol
TBA-MDA g! MF.

2.3.7. Determinacéo da atividade de enzimas antioxidantes

Os extratos enzimaticos para a determinacdo da atividade das enzimas dismutase
do superoxido (SOD), catalase (CAT), peroxidase (POX) e peroxidase do ascorbato
(APX) foram obtidos pela maceracdo de, aproximadamente 0,2 mg de folhas em 1 mL
de meio de extracdo, constituido de tampéo fosfato de potassio 0,1 M, pH 6,8; EDTA
0,1mM; fluoreto de fenilmetilsulfénico (PMSF) 1 mM e PVPP 1% (p/v). O extrato foi
submetido a centrifugacdo a 12.000 RPM, por 15 min, a temperatura de 4 °C. O
sobrenadante obtido foi utilizado para a determinacgéo da atividade enzimatica.

A atividade da SOD foi determinada num meio de reagdo composto por tampéo
fosfato de potassio 50 mM (pH 7,8), EDTA 0,1mM, azul de p-nitro tetrazélio (NBT)
75mM; metionina 13 mM (pH 7,8) e de riboflavina 2uM, juntamente com o extrato
enzimatico (Giannopolitis e Ries, 1977). Uma unidade de SOD foi considerada como a
quantidade de enzima necessaria para inibir em 50% a fotorredugdo do NBT
(Beauchamp e Fridovich, 1971). O resultado foi expresso em U SOD mint mg?
proteina.

A atividade da CAT foi determinada pela adicdo do extrato enzimatico ao meio
de reacdo, constituido de tampéo fosfato de potassio 50mM, pH 7,0 e H20; 12,5 mM
(Havir e Mchale, 1987). O decréscimo na absorvancia, no primeiro minuto de reacgéo,
foi avaliado a 240 nm, a 25 °C. A atividade enzimatica foi calculada, utilizando-se o
coeficiente de extingdo molar de 36 M* cm™ (Anderson et al. 1995) e expresso em
umol de H,0, mint mg? proteina.

A atividade da POX foi determinada pela adicdo de 0,10 mL do extrato
enzimatico bruto a 4,9 mL de meio de reacdo constituido de tampdo fosfato de potassio
25 mM, pH 6,8; pirogalol 20 mM e H20, 20 mM (Kar e Mishra, 1976). A producéo de
purpurogalina foi determinada pelo incremento da absorvancia durante o primeiro
minuto de reacdo a 420nm e temperatura de 25 °C. A atividade enzimatica foi calculada
utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 2,47 mM™ cm™ (Chance e Maehley,
1955) e expressa em pumol de purpurogalina min g de proteina.

Para atividade da APX foi utilizada a metodologia proposta por Nakano e Asada
(1981). A reagao foi iniciada apds a adicdo de 50 pl do extrato enzimatico bruto em

1,95ml do meio de reacdo contendo tampdo de fosfato de potéssio (50 mM, pH6,0),



H.O. (1 mM) e ascorbato (0,8 mM). A atividade da APX foi medida pela taxa de
oxidacdo do ascorbato a 290 nm durante um minuto a 25 °C. O coeficiente de extin¢ao
molar de 2,8 mM™ cm™ (Nakano e Asada, 1981) foi utilizado para calcular a atividade
da APX.

A determinacdo da concentracdo de proteinas nos extratos utilizados na
avaliacdo da atividade enzimatica foi realizada pela metodologia proposta por Bradford
(1976) no comprimento de onda de 595 nm. Os resultados foram comparados com uma

curva padrdo da proteina albumina sérica bovina (BSA).

3. Resultados

Para as trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a (Figura 01 e 02), ndo houve
interacdo significativa entre gendtipos e condi¢Bes de estresse, mas somente para o fator
condigdes de cultivo. Observou-se reducdo na taxa fotossintética (A) (Figura 01, A) e
condutancia estomatica (gs) (Figura 01, B) na condicdo de AT, mas sem diferir das
plantas controle. A taxa transpiratéria (E) (Figura 01, C) e razdo entre a concentracao
interna e externa de CO; (Ci/Ca) (Figura 01, D) dos microtomateiros na condicdo de AT

apresentaram valores menores, quando comparado a condigdo combinada.
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Figura 1. Taxa fotossintética (A, A), condutancia estomética (gs, B), taxa transpiratoria
(E, C), razdo entre a concentracdo interna e externa de CO; (Ci/Ca, D) de
microtomateiros submetidos durante 7 dias as seguintes condi¢Ges: 1) Controle (CONT)
- 450 umol m? st e 25/20 °C; 2) Alta irradiancia (Al) - 1500 pmol m™ st e 25/20 °C; 3)



Alta temperatura (AT) - 450 umol m™ s e 40/20 °C; 4) Combinada (AI+AT) - 1500
umol m? st e 40/20 °C. Os dados sio médias + EP (n=16). Médias seguidas da mesma letra, nio
diferem significativamente entre si, conforme determinado pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Houve diferenca significativa somente para as condi¢bes, nas variaveis
rendimento quéantico potencial do fotossistema Il (Fv/Fm) e taxa de transporte de
elétrons (ETR). Para a variavel Fv/Fm (Figura 02, A), ndo houve diferenca entre as
condi¢cBes AT e CONT. Ja a ETR (Figura 02, B) foi maior nas condi¢cfes Al e AI+AT,

guando comparadas ao CONT.
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Figura 2. Rendimento quantico potencial do fotossistema Il (Fv/Fm, A), taxa de
transporte de elétrons (ETR, B) de microtomateiros submetidos durante 7 dias as
seguintes condicdes: 1) Controle (CONT) - 450 pmol m? st e 25/20 °C; 2) Alta
irradiancia (Al) - 1500 pmol m? s e 25/20 °C; 3) Alta temperatura (AT) - 450 umol m”
2 s ¢ 40/20 °C; 4) Combinada (AI+AT) - 1500 umol m™ s e 40/20 °C. Os dados sio
médias + EP (n=16). Médias seguidas da mesma letra, ndo diferem significativamente entre si, conforme
determinado pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Para o indice estomatico adaxial e a densidade estomatica adaxial, observamos
diferenca significativa somente entre o0s genotipos. Maiores valores dessas

caracteristicas foram observados para o genotipo hp2 em rela¢do ao wt (Figura 03).
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Figura 3. Indice estomatico adaxial (IEad, A), Densidade estomatica adaxial (DEad; B)
de microtomateiros: 1- aurea, 2- hpl, 3- hp2 4- wt, ap6s 7 dias de imposicdo das
condi¢cbes: CONT, Al, AT e combinada (AI+AT). Os dados sdo médias + EP (n=16). Médias
seguidas da mesma letra, ndo diferem significativamente entre si, conforme determinado pelo teste de
Tukey (p <0,05).

Os resultados da analise estatistica para os dados da estrutura anatémica foliar
mostraram interacao significativa entre gen6tipos e condi¢des para a micromorfometria
da epiderme adaxial (Ep. Ad), abaxial (Ep. Ab), parénquima palicadico (PP),
parénquima esponjoso (PE) e mesofilo (Me) (Figura 04). A espessura da Ep. Ad ndo
diferiu entre os gendtipos, dentro das condigdes Al, AT e AI+AT. Na condicdo CONT,
0 genoOtipo au apresentou menor espessura da Ep. Ad, em relacdo aos demais gendtipos
(Figura 04, A). Comparando um mesmo genotipo entre as condigdes, 0s genotipos hpl e
hp2 nédo diferiram significativamente. O wt demonstrou maior espessura da Ep. Ad na
condicdo CONT e Al, ja para 0 au, os maiores valores foram observados nas condigdes
de AT e AI+AT (Figura 04, A).

Quanto a espessura da Ep. Ab, na condicdo CONT, o gendtipo wt e 0 aurea
apresentaram menor valor em relacdo ao hp2, enquanto na condi¢do Al, foram o wt e o
hpl que apresentaram menor Ep. Ab em relacdo ao hp2. O hpl em AT apresentou
menor espessura da Ep. Ab em relacdo ao aurea e hp2. Ja na condi¢do combinada, a Ep.
Ab foi menor no wt em relacdo ao gendtipo hp2 (Figura 04, B). Comparando 0s
genotipos entre as condi¢des, ndo houve diferenca significativa para espessura da Ep.
Ab, nos gendtipos au, hp2 e wt. Somente para o genétipo hpl que a espessura da Ep. Ab
foi maior no CONT, nas condi¢Ges Al e AI+AT (Figura 04, B).

Na Figura 04-C, observamos que a espessura do PP na condicdo de AT néo

diferiu entre os genotipos. Na condigdo CONT, o hp2 e o0 wt obtiveram maior espessura



do PP do que o hpl. O hp2 exibiu maior espessura do PP na condi¢do Al do que os
demais genotipos, enquanto na condicdo AI+AT, o mesmo foi verificado no hpl.
Comparando o mesmo genotipo entre as condi¢des, o genotipo aurea e wt ndo diferiam
estatisticamente entre as condi¢cbes O hpl, apresentou menor espessura nas condigoes
CONT, Al e AT e 0 hp2 no CONT, AT e AI+AT (Figura 04, C). Para o PE, o gendtipo
hp2 nas condicdes CONT, AT e AI+AT apresentou maior espessura, quando comparado
aos demais genotipos. Ja na condicdo de Al, 0s genotipos hp2 e wt demonstraram maior
espessura do PE (Figura 04, D). Comparando o mesmo genétipo entre as condices,
maior espessura de PE foi verificado que para o gendtipo au nas condigdes estressantes
(Figura 04, D). Ja para o hp,1 maiores valores de PE foram observados na condicao
Al+AT, enquanto resultado contrario foi observado para o hp2, em que a condicao
Al+AT obteve menores valores de PE (Figura 04, D). Para o gendtipo wt, a espessura
de PE foi observada na condigéo AI+AT (Figura 04, D).

Para a espessura do Me, maiores valores no CONT foram observados no hp2,
em comparacdo com o au e hpl. Logo, para a condicdo Al, 0s gendtipos hpl e o wt,
demonstraram maior Me. Sob AT, o hp2 apresentou maior espessura do Me em relacéo
aos demais gendtipos. Na condicdo Al+AT, maior espessura de Me foi verificada para o
hpl (Figura 04, E). Comparando 0 mesmo genotipo entre as condigdes, 0s gendtipos au
e hp2 ndo diferiram estatisticamente. Menor espessura de Me para o hpl ocorreu nas
condigbes CONT, Al e AT. O wt, apresentou menor espessura de Me sob AT e na
condicdo AI+AT (Figura 04, E).



a5 N Au A B
1 =3 hpt
. hp2 Aa I 20
Cawr Aa Bab Aa
28 ABa Aa
— Aa ABal ABapa —
3 AaT N Aa Bal Ba ABa S
& Aa A Aa Aa ah MBa > ABa T F1s %
2 T Aab T LT Aazm A Aab T T T ]
< 21 Ab Bb Ba <
[J] Aa| ]
£ Bb E
o re s
8 141 &
. ls
0 = = 0
s c|po 200
Aa Aa Aa A?
° Aa Aa o
S 104 Aa h Ba F1so &
S AT Ba b BCb Bbfjp Bab Bl Bl Bb Bb g
© Aa = @
S 105{ ABa_ Gl b AD Ba Nl i fj BCab d
£ B Ca Aa ca Lo E
3 3
g o
& 70 &
& &
I 50
35
0 = = H H H 0
E 1 2 3 4
Condigoes
400 4
Aa
Aa Aa Ara
Aa
300 4 ABa T
Bb
2 BOOM]  paBb Ba . f|Bab Bb
2 Ca Ba||f] Bb
=
200 4
100
0 L L
1 2 3 4
Condigoes

Figura 4. Espessuras (um) da epiderme adaxial (Ep. Ad.; A), abaxial (Ep. Ab.; B),
parénquima palicadico (PP, C), parénquima esponjoso (PE, D) e mesofilo (Me, E) de
microtomateiros submetidos durante 7 dias as seguintes condic@es: 1) Controle (CONT)
- 450 umol m? st e 25/20 °C; 2) Alta irradiancia (Al) - 1500 pmol m? s e 25/20 °C; 3)
Alta temperatura (AT) - 450 umol m™? st e 40/20 °C; 4) Combinada (AI+AT) - 1500

pumol m2 s e 40/20 °C. Os dados sdo média + EP (n=4). Médias com diferentes letras maitisculas
denotam diferengas significativas entre os genétipos dentro de uma mesma condicédo, e diferentes letras
minusculas denotam diferengas significativas para um mesmo gendétipo, entre as condigdes (Tukey, p <
0,05).

Neste estudo, houve interacdo significativa entre as condi¢des e genotipos para
os pigmentos cloroplastidicos. Foram observadas menores concentracdes de pigmentos
cloroplastidicos (Figura 05) no gendtipo aurea (au), em relagcdo aos demais. Quando
verificamos as condic¢des, no controle (CONT), maiores concentracdes de clorofila a

foram observadas no genotipo hp2, em contrapartida para os estresses combinados



(AI+AT), o hpl demonstrou maior concentracdo (Figura 05, A). J& em alta irradiancia
(Al) e alta temperatura (AT), 0s genOtipos hpl e hp2 apresentaram maiores
concentracOes de clorofila a (Figura 05, A). Ao analisarmos 0s gendtipos dentro das
condicBes, o au ndo diferiu entre as condigdes, j& para o hpl, maiores valores foram
para o AT e AlI+AT em relacdo as demais condigdes (Figura 05, A). Maiores valores de
clorofila a para o hp2 foram observados na condi¢do AT, logo para o wt as condi¢Ges
CONT, AT e AI+AT obtiveram maiores valores (Figura 05, A).

Maiores valores de clorofila b foram observados para os genétipos hpl e hp2 nas
condi¢cbes CONT, Al e AT (Figura 05, B). J& na condicdo AI+AT, as concentracdes de
clorofila b foram maiores no gendtipo hpl, enquanto os menores valores dentro de todas
as condicBes foram observados para 0 genotipo au (Figura 05, B). Quando comparados
0s genotipos dentro das condi¢des, observamos maiores valores de clorofila b para o
CONT e AT no gendtipo au. Para os gendtipos hpl, hp2 e wt, os maiores valores de
clorofila b foram para as condi¢cdes AT em relacdo as demais (Figura 05, B).

Para clorofila total, o au apresentou menores concentracdes em relacdo aos
demais genotipos nas condigbes CONT e Al. Para as condigbes AT e AI+AT, os
maiores valores foram para os gen6tipos hpl e hp2 (Figura 05, C). Quando verificamos
as variagdes das concentracBes de clorofila total dos genoétipos dentro das condigdes,
observamos que para o0 au e o wt ndo houve diferenca entre as condicGes, enquanto para
0 hpl foi maior na condicdo AT e AI+AT. Maiores valores de clorofila total foram
registrados sob AT o hp2 (Figura 05, C). Maior concentragcdo de carotenoides no
genotipo hp2 foi observado nas condicdes CONT, AT e AI+AT. Na condi¢do Al,
maiores valores foram evidentes para os genétipos hpl e hp2 (Figura 05, D). Quando
comparado 0s genotipos dentro das condicdes, para o au nao houve diferenca
significativa. Ja para os genotipos hpl e wt, maiores valores foram para as condicGes
AT e AI+AT, e no gendtipo hp2, a maior concentracdo de carotenoides foi verificada na
condi¢do AT (Figura 05, D).
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Figura 5. Clorofila a (Cl a, A), Clorofila b (Cl b, B), Clorofila total [a+b] (CIt, C) e
Carotenoides (Crt, D) de microtomateiros submetidos durante 7 dias as seguintes
condigdes: 1) Controle (CONT) - 450 umol m™? st e 25/20 °C; 2) Alta irradiancia (Al) -
1500 pmol m™? st e 25/20 °C; 3) Alta temperatura (AT) - 450 umol m? st e 40/20 °C;
4) Combinada (AI+AT) - 1500 umol m? st e 40/20 °C. Os dados sio média = EP (n=4).
Médias com diferentes letras mailsculas denotam diferencas significativas entre os genotipos dentro de
uma mesma condicdo, e diferentes letras mindsculas denotam diferengas significativas para um mesmo
gendtipo, entre as condigdes (Tukey, p < 0,05).

Houve interacdo significativa entre genotipos e condicBes para os teores de
proteinas totais (Figura 06). Os genotipos hpl e hp2 apresentaram maiores teores de
proteinas nas condices CONT, Al e AI+AT. Sob AT, o hp2 demonstrou maior teor de
proteinas em relacdo aos demais gendtipos (Figura 06). Ao verificarmos os genétipos
entre as condi¢Oes, 0 au apresentou maior teor de proteinas sob AT. Ja hpl, os maiores
valores foram para CONT, AT e AI+AT (Figura 06). O geno6tipo hp2 na condicdo AT
demonstrou maior teor de proteinas, enquanto o wt exibiu maiores teores sob Al, AT e
AI+AT (Figura 06).
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Figura 6. Teor de proteinas totais em folhas de microtomateiros submetidos durante 7
dias as seguintes condicdes: 1) Controle (CONT) - 450 umol m? s e 25/20 °C; 2) Alta
irradiancia (Al) - 1500 pmol m? s e 25/20 °C; 3) Alta temperatura (AT) - 450 umol m”
2 51 e 40/20 °C; 4) Combinada (AI+AT) - 1500 pmol m? s e 40/20 °C. Os dados sio
média £ EP (n=4). Médias com diferentes letras mailsculas denotam diferencas significativas entre os

gendtipos dentro de uma mesma condicdo, e diferentes letras mindsculas denotam diferencas
significativas para um mesmo genétipo, entre as condicfes (Tukey, p < 0,05).

Houve interacdo significativa entre genotipos e condi¢Bes para concentracdo de
malonaldeido (MDA) (Figura 07). As concentracdes de MDA nos gendtipos nao diferiu
nas condicbes de AT e AI+AT, e mesmo na condicdo CONT o hpl apresentou maior
concentracdo de MDA. J& na condicdo de Al, o hpl e wt tiveram maiores
concentracBeso de MDA (Figura 07). Ao observarmos os gendtipos entre as condigdes,
verificou-se que o hpl e o wt apresentaram maior concentracfes de MDA na condicao
CONT e Al. Para os gendtipos au e hp2, maiores valores de MDA foram observados

para a condicdo CONT, seguida da condi¢éo de Al (Figura 07).
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Figura 7. Concentracdo de malonaldeido (MDA) em folhas de microtomateiros
submetidos durante 7 dias as seguintes condi¢des: 1) Controle (CONT) - 450 pmol m™
st e 25/20 °C; 2) Alta irradiancia (Al) - 1500 pumol m? s e 25/20 °C; 3) Alta
temperatura (AT) - 450 pmol m™ st e 40/20 °C; 4) Combinada (AI+AT) - 1500 pumol
m? s e 40/20 °C. Os dados sio média + EP (n=4). Médias com diferentes letras maidsculas denotam

diferengas significativas entre os genétipos dentro de uma mesma condic&o, e diferentes letras mindsculas
denotam diferencas significativas para um mesmo gendtipo, entre as condigdes (Tukey, p < 0,05).

Houve interacdo significativa entre genotipos e condicdes para atividade das
enzimas do sistema antioxidante enzimatico (Figura 08). Na condicdo CONT, a
atividade da enzima dismutase do superdxido (SOD) nédo diferiu entre os gendtipos
(Figura 08, A). J& para a condigdo, Al o gen6tipo hpl apresentou maior atividade da
SOD em relagdo ao hp2 e wt, enquanto que na condi¢do de AT foi maior no wt em
relacdo ao demais gendtipos. Na condicdo Al+AT, os genotipos au e hpl tiveram maior
atividade da SOD em relagdo ao hp2 (Figura 08, A). Verificando-se 0 comportamento
dos genotipos entre as condicdes, para 0 genotipo au os maiores valores da SOD foram
observados para Al+AT em relacdo a condicdo de AT (Figura 07, A). J& 0 genotipo hpl
obteve maiores valores de SOD nas condicbes CONT, Al e AI+AT. Para o gendtipo
hp2 nédo foi observado diferenca entre as condigdes, enquanto o wt, teve maior atividade
da SOD para as condigdes CONT e AT (Figura 08, A).

Na Figura 07-B observamos maior atividade da catalase (CAT) no hpl na
condicdo CONT. Este mesmo genotipo, juntamente com o au e 0 wt, apresentaram
maior atividade da CAT em relacdo ao hp2 sob a condicdo Al (Figura 08, B). Em AT os
genotipos ndo diferiram entre si. Ja sob a condigdo AI+AT, o hp2, demonstrou maior



atividade da CAT do que o au e wt (Figura 08, B). Quando comparada a atividade da
CAT para um mesmo genotipo entre as condicBes, o wt apresentou atividade
semelhante para todas as condi¢Oes. Para o0 au, maiores valores de atividade da CAT
foram observados para as condicbes CONT e Al (Figura 08, B). Quando verificamos o
genotipo hpl, maiores valores de CAT ocorreram na condi¢do CONT, enquanto para o
hp2 ocorrem sob condi¢des AT e AI+AT (Figura 08, B).

Para a atividade da peroxidase do ascorbato (APX), ndo houve diferenca entre os
genotipos nas condicdes CONT, Al e AI+AT. Entretanto, na condicdo AT o wt
expressou maior atividade da APX do que os demais gendtipos (Figura 08, C). Ao se
verificar as diferencas significativas para um mesmo geno6tipo entre as condicdes, o au
apresentou maior atividade da APX na condicdo AI+AT. Nos mutantes hpl e hp2, as
menores atividades de APX foram observadas no CONT (Figura 08, C). O wt expressou
maior atividade da APX sob AT, seguida da condicdo AI+AT, em relacdo as demais
condi¢Bes (Figura 08, C). Para a atividade da peroxidase (POX), os gendtipos ndo
diferiram estatisticamente na condicdo CONT. Em condicdo de Al, o hpl apresentou
maior atividade da POX. Sob AT, o genotipo wt mostrou maior atividade da POX,
enquanto que na condicdo AI+AT, o genétipo au demonstrou maior atividade desta
enzima em relagdo aos demais (Figura 08, D). Verificando-se a diferengas significativas
para 0 mesmo gendtipo entre as condicBes, observamos que 0 au apresentou maior
atividade na condicdo AI+AT, enquanto o wt teve maior atividade da POX na condicgéo
de AT (Figura 08, D). Em contrapartida, o genétipo hpl na condicdo Al apresentou
maior atividade da POX, em relagdo as demais condic¢des. Para o hp2, diferengas na
atividade da POX foi observada entre as condigdes CONT e Al, sendo maior nesta
Gltima (Figura 08, D).
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Figura 8. Atividade das enzimas dismutase do superéxido (SOD, A), catalase (CAT,
B), peroxidase do ascorbato (APX, C) e peroxidase (POX, D) de microtomateiros
submetidos durante 7 dias as seguintes condicdes: 1) Controle (CONT) - 450 pmol m™
st e 25/20 °C; 2) Alta irradiancia (Al) - 1500 pumol m? s e 25/20 °C; 3) Alta
temperatura (AT) - 450 umol m2 s e 40/20 °C; 4) Combinada (Al+AT) - 1500 pmol
m? s e 40/20 °C. Os dados sio média + EP (n=4). Médias com diferentes letras maidsculas denotam
diferencas significativas entre os genotipos dentro de uma mesma condicdo, e diferentes letras mindsculas
denotam diferencas significativas para um mesmo genétipo, entre as condigdes (Tukey, p < 0,05).

4. Discussao
Neste estudo, mostramos que plantas de wt e os mutantes fotomorfogénicos au,

hpl e hp2 utilizam estratégias diferentes para se aclimatarem aos estresses por alta
irradiancia e alta temperatura isolados e/ou combinados. De forma isolada, a alta
temperatura reduziu as taxas fotossintéticas (A) das plantas de microtomateiros devido
seu efeito direto na conduténcia estomética (gs). A reducdo da taxa fotossintética (A)
corrobora com Zhang e Sonnewald (2017), que em seu estudo observaram que a alta
temperatura reduziu a eficiéncia fotossintética. A exposicdo a Al combinada com a AT,
além de diminuir a A e a eficiéncia quéantica do FSII, podem ainda afetar reacdes
bioguimicas (Costa et al. 2015). A fotossintese é um processo termossensivel da planta,

que tolera temperaturas entre 30-35 °C, mas acima de 40 °C é inibida (Kaushal et al.
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2016). Resultados similares de reducédo da taxa fotossintética também foram observados
em plantas de tomate em estagio de floracéo e pré-floracdo a 32 °C (Islam, 2011).

O tomateiro possui folha anfiestomaticas e a reducdo na condutancia estomatica
(gs) pode estar relacionada a essa caracteristica. O aumento da absor¢do de CO, embora
associado a anfistomia, pode beneficiar plantas de crescimento rapido, quando estas sdo
expostas a ambientes com muita luz e com agua suficiente (Muir, 2015), mas a
regulacdo simultanea dos estbmatos em ambas superficies das folhas, pode levar a
ineficiéncia das trocas gasosas. Outra desvantagem deste tipo de folha é a diferenca da
gs, pois, se as superficies variam em condi¢bes que influenciam o grau de
abertura/fechamento estomatico, a g¢gs também sera afetada. Mesmo sendo
anfiestomaticos, luz e temperatura influenciaram a resposta estomatica dos gendtipos
estudados sob as condi¢des impostas. A diminuicdo na Ci/Ca reforca o efeito da
temperatura na gs indicando que ndo houve dano evidente ao ciclo de Calvin Benson e,
em consequéncia, da atividade enzimatica da RuBISCO (Castro et al. 2019).

Apesar do efeito da AT na fotossintese, a atividade do FSII ndo foi afetada,
conforme evidenciado pela estabilidade nos valores de Fv/Fm e na eficiéncia do
transporte de elétrons (ETR). E possivel que a ativagio de mecanismos aliviadores de
estresse, como a maior concentragdo de pigmentos fotoprotetores (carotenoides hpl e
hp2), sistemas enzimaticos antioxidantes (maior atividade da SOD, APX e POX no wt)
e de proteinas (au, hpl e hp2) protegeram o aparato fotossintético contra os danos
oxidativos da AT, com observado pela menor concentragdo de MDA nestas plantas.

O aumento de carotendides em mutantes hp geralmente sdo acompanhas por um
aumento na concentragdo de pigmentos fotossintéticos (Levin et al. 2006). Os
carotenoides estdo localizados nos cloroplastos e podem atuar como um filtro optico ao
converter 0 excesso da energia de excitagdo das clorofilas em dissipacdo térmica, além
de seu efeito na eliminagcdo de EROs aliviando os efeitos danosos de estresses na cadeia
transportadora de elétrons. Juntamente ao aumento de carotenoides, a maior quantidade
de proteinas nos hps e au sob AT pode estar relacionado com os maiores niveis de
pigmentos encontradas nestes mutantes, bem como a maior concentracdo de proteinas
envolvidas nas etapas do processo fotossintético. Pode-se presumir também que, sob
estresse térmico, ha necessidade de aumentar o acimulo de proteinas que induzem a
termotolerancia como a superexpressdo de proteinas de choque térmico (HSPS),

comumente encontradas em plantas em resposta a AT. As HSPs atuam em Vvarios
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processos para proteger as células do estresse térmico através do desdobramento e
exportacao de proteinas danificadas (Wang et al. 2019).

O calor afeta os fotossistemas (FSI e FSII), inibindo a absor¢cdo da energia
luminosa e com isso, prejudica a distribuicdo de energia e o transporte de elétrons
(Ahammed et al. 2018). O PSII por ser mais sensivel ao estresse térmico pode
aumentar a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), afetar a cadeia de
transporte de elétrons e a atividade da RuBISCO (Kaushal et al. 2016). Apesar da alta
temperatura ter afetado as trocas gasosas, quando avaliamos a razdo Fv/Fm, ndo houve
diferenca na condicdo AT quando comparado ao controle. Os valores médios de 0,80
obtidos nas condic¢es, mostram que 0 aparato fotossintético ndo sofreu fotoinibicao
crénica. Quando analisamos as condic¢des Al e a combinada para a taxa de transporte de
elétrons (ETR), essas condi¢cGes ndo podem ser consideradas estressantes para estes
gendtipos, pois valores maiores de ETR foram obtidos em relagéo ao controle.

Normalmente sob estresse combinado de luz e temperatura, os cloroplastos séo
mais afetados, devido a diminuigcdo do desempenho na cadeia de transportes de elétrons
(Kalaji et al. 2018), onde o PSII € sobrecarregado com o excesso de energia, levando a
fotoinibicdo (Murchie e Ruban, 2020). Porém, neste estudo, para 0S genotipos
utilizados, esses efeitos ndo foram observados. O metabolismo fotossintético depende
diretamente de luz e 0s nossos resultados revelaram que 0s genotipos de
microtomateiros conseguem lidar com uma intensidade maior de luz do que a oferecida
na condicao controle (450 pmol m™ s?). Isso foi observado quando sob alta irradiancia
(1500 pumol m? s?), os gendtipos mutantes mostraram que esta condicdo € mais
adequada, ndo sendo uma condicdo de estresse, mesmo quando imposta de forma
combinada com a alta temperatura. Inclusive, reforcam essa afirmagdo a auséncia de
alteracGes significativas em outras varidveis, como o rendimento quéntico efetivo do
PSII e a dissipacdo ndo fotoquimica.

A abertura estomatica é significativamente influenciada pelas condicdes
ambientais, tanto a curto como a longo prazo (Driesen et al. 2020). Ao observamos o
comportamento dos genotipos sob as condi¢Bes impostas, verificou-se que o gendtipo
hp2 diferiu do wt para as variaveis indice estomatico adaxial e densidade estomatica
adaxial. Auge et al. (2012), estudando os genotipos wt, fitocromo A (phyA) e fril-1,
verificaram que a densidade estomaética foi semelhante entre os gendétipos. Enquanto
Melo et al. 2011, observou maior densidade estomatica na epiderme adaxial, para o

gendtipo hpl. Os mutantes hps, por serem super-responsivos a eventos mediados por
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fitocromo (Kendrick et al. 1994), sdo influenciados de forma diferente pelas condicdes
quando comparamos com 0 gendétipo wt, o qual ndo tem mutacdo. Ha um investimento
em tecido vascular devido a capacidade de fornecer agua simultaneamente para ambas
as superficies das folhas (Buckley et al. 2015).

De forma geral, as condi¢cdes de Al, AT e a combinacdo destas, induziram
incrementos nas espessuras da epiderme abaxial (Ep. Ab) e adaxial (Ep. Ad), do
parénquima palicadico e esponjoso e do mesofilo, para todos o0s gendtipos de
microtomateiros. De fato, variacOes de luz e temperatura no ambiente proporcionam
alteracGes na morfologia das folhas e a relacdo entre a arquitetura foliar e a fotossintese
permite que a planta aumente a eficiéncia fotossintética em condicbes de estresse,
mediante adaptacGes na sua anatomia foliar (Ren et al. 2019).

Os gendtipos de microtomateiros moldaram suas epidermes, de acordo com as
condigOes que lhes foram impostas. Isto demonstra que a plasticidade da espessura da
epiderme é responsiva a diferentes condicdes ambientais (Melo et al. 2011). Os
parénquimas foliares possuem uma grande capacidade de resposta aos estimulos
luminosos, influenciando na espessura do limbo foliar. Nas condi¢fes impostas as
espessuras do PP, PE e Me foram observados principalmente nos mutantes hps em
relacdo ao aurea. A diferenca estrutural dos gendtipos hps, e do aurea com deficiéncia
na sintese do cromdéforo do fitocromo (Muramoto et al. 2005) sdo influenciadas pelo
requerimento diferenciado de luz, que caracterizam suas mutacgdes (Liu et al. 2012). O
formato colunar do PP facilita a penetragédo da luz na folha, enquanto o PE, em formato
esférico juntamente com os espacos intercelulares, dispersa e reflete a luz (Ren et al.
2019). Essa resposta sugere a a participagdo dos fitocromos na determinacdo da
espessura da epiderme foliar (Melo et al. 2011).

A menor quantidade de pigmentos cloroplastidicos foi observado no aurea,
sendo uma caracteristica do mutante. Da radiagdo incidente sobre as folhas do aurea,
35% é refletida, uma vez que a menor quantidade de clorofila b associada ao FSII,
diminui a sua capacidade de captar luz (Becker et al. 1992). Os genotipos hpl e hp2
apresentaram maiores concentracfes de clorofila a, clorofila b sob AT. Esta mesma
condicdo proporcionou uma maior concentragdo de carotenoides no genotipo hp2.
Como a variacdo luminosa estd intimamente relacionada as respostas térmicas, essas
condi¢Bes também interferem na quantidade de pigmentos cloroplastidicos encontrados

nas plantas, sendo os mesmos sintetizados ou degradados (Rego e Possamai, 2011).
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A maior concentracdo de pigmentos cloroplastidicos nos hps esta relacionada
com o aumento da densidade de seus plastideos no PP, fornecendo assim um aumento
do compartimento para a sintese e armazenamento destes pigmentos (Kim et al. 2013).
Em mutantes hpl, a concentracdo dos pigmentos cloroplastidicos sdo mais elevados, em
relacdo ao wt (Kerckhoffs et al. 1997). Os gendtipos hps apresentaram maior quantidade
de proteinas nas condicdes estudadas. Este resultado pode estar relacionado a maior
quantidade de pigmentos encontradas nestes mutantes, que demanda maior
concentracdo de proteinas envolvidas no processo fotossintético.

Aos serem expostos a AT, os gen6tipos de microtomateiro aumentaram a
quantidade de proteinas. Quando submetidas a altas temperaturas, uma série
de genes responsivos ao estresse por calor sdo induzidos para a ativacdo de proteinas
essenciais para a termotoleréncia da planta (Ding et al 2020). Como néo foi observado
fotoinibicdo do PSII, supbe-se que as EROs, toxicas as plantas (Qi et al. 2018 ), nao
foram o suficiente para promover danos celulares nos microtomateiros sob temperatura
e irradiancia estudadas. Ou seja, sob calor, ha necessidade de aumentar o acimulo de
proteinas de defesa e tolerancia. Essas plantas geralmente aumentam a tolerancia ao
calor pela expressdao de genes de proteinas de choque térmico (HSPs), comumente
encontradas em plantas sujeitas a altas temperaturas (Wang et al. 2019). Segundo este
autor, as proteinas sdo usadas em varios processos para proteger as células do estresse
térmico, como por exemplo dobramento e exportacdo de proteinas e replicacdo de
DNA.

A quantificagcdo do teor de malonaldeido (MDA) é realizada para determinar o0s
niveis de danos causados as membranas (Li et al. 2016). Na célula, a membrana
plasmatica € mais sensivel ao calor, sendo o principal local de danos (Blum, 1988, Ding
et al. 2020). Sob este estresse, sua estrutura se altera de sélido-gel para liquido-cristalina
flexivel, resultando em aumento da fluidez da membrana (Savchenko, 2002). Em nosso
estudo, o maior acumulo de MDA nos gen6tipos mutantes hps sob irradiancia mais alta
pode ser um resultado indireto de suas maiores concentracdes de pigmentos. A maior
absorcdo de luz, e consequentemente, transporte de elétrons entre fotossistemas, sao
fatores que favorecem o acumulo de EROs, que por sua vez, aumentam os danos em
membranas (Lu et al. 2017). Maior concentragdo de MDA em tomate sob temperatura
elevada (35°C) e irradiancia de 1000 umol m s, foi observado por Lu et al. (2017).

As enzimas do sistema antioxidante foram ativadas diante das condicdes

impostas. Sabe-se que a SOD € a enzima antioxidante priméria na defesa contra danos
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causados pelas EROs geradas na etapa fotoquimica (Kaushal, 2016). Os gendtipos
mutantes sob AT demonstraram maior atividade da SOD em relacdo ao wt. Diferente do
observado neste estudo, em experimento realizado com tomate a 35 °C e irradiancia de
1000 pmol m? s, a atividade SOD e da POX foram inibidas em comparacdo com o
controle. Plantas de tomate expostas a alta temperatura aumentaram a atividade de CAT
e da APX (Lu et al. 2017). Além da CAT, a APX e a POX também atuam na remocéo
do H2O. (Abedi e Pakniyat, 2010). O sistema antioxidante mostrou-se efetivo frente as
condigOes estudadas, removendo as EROs. As plantas possuem diferentes formas de
defesa contra 0s estresses ambientais, buscando sempre equilibrio, para evitar

fotooxidacdo, fotobranqueamento e até mesmo a morte celular (Lu et al. 2017).

5. Concluséao

Os microtomateiros fotomorfogénicos expostos a alta irradiancia e alta
temperatura de forma isolada e combinada apresentaram diversas mudangas nos seus
processos fisioldgicos, bioquimicos e anatdmicos. Apesar da proposicdo de serem
impostas condicdes estressantes no presente estudo, para estes genotipos, os resultados
revelaram que a condicdo controle (450 umol m s) promoveu maior aclimatacio das
plantas do que a condigdo combinada de alta irradiancia (1500 pumol m? s?) e
temperatura (40°C). A temperatura elevada promoveu danos no metabolismo das
plantas, mas, a alta irradiancia contribuiu para reverter tais danos, quando estas
condigdes foram impostas de forma combinadas.

Estes resultados mostram que as respostas dos gendtipos aos estresses impostos
s80 Unicas e ndo representa simplesmente a soma das respostas destes a combinacao de
fatores. Ainda, quando foram expostos de forma isolada aos fatores de estresse,
diferentes genétipos apresentaram diferentes estratégias de aclimatacdo e/ou defesa,

procurando superar a condi¢do imposta.
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5. CONCLUSAO GERAL

A descoberta mais interessante deste estudo foi que, embora esperassemos que
cada um dos diferentes estresses aplicados individualmente ou de forma combinada aos
gendtipos lhes causasse um efeito prejudicial, verificamos que cada um dos gendtipos
conseguiu se aclimatar e responder aos efeitos dos estresses. I1sso demonstra que 0s
estresses podem impactar as areas agricolas de maneiras que ndo podemos prever

imediatamente, no entanto, uma vez entendido como esses comportamentos ocorrem
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podemos gerar informacGes para prevenir e diminuir tais impactos na produtividade
agricola.

Apesar de serem recentes, estudos como esse pode potencialmente levar a
novas e instigantes descobertas, bem como revelar novas estratégias para diminuir o
impacto das condigdes estressantes que ocorrem no ambiente a todo tempo. E com isso,
desenvolver estratégias de manejo dos sistemas agricolas para que estes consigam

enfrentar as mudancas climaticas globais e as interven¢des humanas.



