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RESUMO

MELO, Hyrandir Cabral de. Caracteristicas fisiologicas, anatdmicas e ultra-
estruturais de microtomateiros fitocromo-mutantes. 2007. 61p. Tese
(Doutorado em Agronomia. Fisiologia Vegetal) — Universidade Federal de
Lavras, Lavras, MG"

O uso de microtomateiros fitocromo-mutantes ¢ uma estratégia para o
estudo do papel dos fitocromos sobre o desenvolvimento das plantas. O objetivo
deste trabalho foi caracterizar aspectos fisiologicos, anatomicos e ultra-
estruturais em microtomateiros (Lycopersicon esculentum cv. Micro-Tom)
fitocromo-mutantes. A cultivar Micro-Tom (MT) e os mutantes aurea
(subexpressa fitocromos), atroviolacea (atv) e hpl (ambos superexpressam
eventos mediados por fitocromos) foram cultivados em condi¢des controladas de
luz e temperatura e caracterizados no estadio de floragdo. O mutante hpl obteve
a maior densidade estomatica na epiderme adaxial (EAd). Na epiderme abaxial
(EAD), a cultivar MT obteve a menor densidade estomatica. Densidade de
células foi maior no mutante aurea na EAd e menor no mutante atv na EAb. O
indice estomatico foi maior nos mutantes hpl e atv na EAd e na EAb somente
no mutante atv. Os mutantes aurea e hpl obtiveram maiores didmetros polar e
equatorial dos estdmatos na EAd, enquanto que somente o mutante aurea obteve
maiores didmetros na EAb. A menor densidade de tricomas ndo glandulares na
epiderme EAd foi observada nos mutantes hpl e atv. Maior espessura na EAd
foi observada nos mutantes hpl e atv e somente no mutante atv para EAb. O
mutante hpl obteve a maior espessura do parénquima pali¢adico (PP) e
esponjoso enquanto que o aurea a menor espessura do PP. A maior area de
amido por cloroplasto foi observada no mutante hpl e atv e a menor area no
mutante aurea. O mutante atv obteve o maior nimero de cloroplasto por célula
no parénquima palicadico. O mutante hpl obteve as maiores taxas de
fotossintese potencial, enquanto o aurea manteve taxas similares a da cultivar
MT. O maior conteido de clorofilas a e b foi observado no mutante atv e
também a menor razdo clorofila a/b; o mutante aurea expressou os menores
conteudos de clorofilas. O mutante aurea obteve os maiores conteudos de
nitrogénio total e proteinas totais, enquanto atv os menores conteudos. Os
mutantes aurea e hpl obtiveram os menores contetidos de aglicares soliveis
totais. O contetido de carotenoides totais foi maior no mutante hpl. Conclui-se
que as caracteristicas estudadas sao fortemente influenciadas por fitocromos.

* Comité Orientador: Prof. Evaristo Mauro de Castro - UFLA (Orientador), Profa.
Angela Maria Soares — UFLA, Prof. Eduardo Alves — UFLA.



ABSTRACT

MELO, Hyrandir Cabral de. Phyisiological, anatomical and ultra-structural
characteristics of micro-tomato phytochrome-mutants. 2007. 61p. (Thesis -
Doctor in Agronomy/Plant Physiology) — Universidade Federal de Lavras,
Lavras, MG."

The use of micro-tomato is a strategy to study the role of phytochrome
on plant development. The aim of this work was to characterize physiological,
anatomical and ultra-structural aspects in micro-tomato (Lycopersicon
esculentum cv. Micro-Tom) phytochrome-mutants. Plants of Micro-Tom (MT)
cultivar and aurea (sub express phytochrome), atroviolacea (atv) and hpl (both
super express phytochrome events-mediated) mutants were cultivated under
controlled light and temperature and evaluated in flowering stage. The hpl
mutant obtained the highest stomatal density in adaxial epidermis (EAd). In
abaxial epidermis (EAb) MT cultivar showed the smallest density. Cells density
was increased in aurea mutant in EAd and decreased in EAb of atv mutant.
Stomatal indices increased in EAd of hpl and atv mutants and only in EAb of
atv. Polar and equatorial diameters of stomatas were greater in EAd of aurea and
hpl mutants but only aurea had the higher diameter in EAb. hpl and atv
mutants had less density of non-glandular tricomes in EAd. hpl and atv mutants
had increase in EAd thickness but only atv in EAb thickness. hpl increased
palisade parenchyma (PP) and lacunose parenchyma and aurea mutant had the
smallest thickness of PP. hpl and atv mutants had the highest area of starch per
chloroplast and aurea mutant had the smallest area. atv had the highest number
of chloroplast per cell in the palisade parenchyma. The hpl mutant had the
highest rates of potential photosynthesis and aurea maintained similar rates as
MT cultivar. The highest chlorophyll content was observed in atv, and also the
smallest ration of a/b chlorophyll; aurea expressed the smallest chlorophyll
content. aurea mutant had the highest total nitrogen and total soluble protein
content, while atv had the smallest content. Total soluble sugars concentration
was smaller in aurea and hpl mutants. Total carotenoids content were highest in
hpl. The characteristics studied are strongly influenced by phytochromes.

*AGuidance Committee: Prof. Evaristo Mauro de Castro- UFLA (Major Professor), Prof.
Angela Maria Soares - UFLA, Prof. Eduardo Alves - UFLA.
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1 INTRODUCAO

Plantas mutantes em fitocromo t€ém sido recentemente utilizadas como
modelo para o estudo dos complexos efeitos da radiacdo solar sobre o
desenvolvimento vegetal.

Devido a presenca de distintos e especificos fotorreceptores vegetais
para diferentes faixas do espectro de radiagdo solar e a interacdo de todos os
fotorreceptores até entdo caracterizados, pouco se conhece dos efeitos isolados
de cada faixa espectral sobre o desenvolvimento da planta como um todo. O uso
de plantas que subexpressam ou superexpressam fitocromos, ou que tém
mutacdes na via de transdugdo de sinais a partir desses fotorreceptores, facilita o
estudo isolado da radiacdo solar na faixa espectral do vermelho (V) e vermelho-
distante (VD) sobre processos vegetais que dependem dessa radiagao.

Tomateiro e Arabidopsis thaliana tém sido as espécies mais utilizadas
em estudos de fotomorfogénese e, recentemente, microtomateiros t€ém sido
indicados como modelo para esses estudos. Baixo porte da planta, curto ciclo de
vida, presen¢a de tecidos que facilitam analises bioquimicas e uma diversidade
de metabdlitos secundarios sdo fatores determinantes na indicacdo de
microtomateiros como modelo para estudos fisiologicos.

Faz-se necessario um estudo de caracterizagdo estrutural e fisiologica
dos microtomateiros, selvagens e fitocromo-mutantes, para um melhor
entendimento do seu processo de desenvolvimento, assim como da participacao
dos fitocromos nesse processo. Mesmo em tomateiros fitocromo-mutantes de
porte elevado, raros sdo os estudos desenvolvidos sobre a anatomia e a ultra-
estrutura vegetal, apesar de sua dependéncia para um melhor entendimento dos

processos fisiologicos.



Este trabalho foi realizado com o objetivo de caracterizar aspectos
fisiologicos, anatomicos e ultra-estruturais em microtomateiros (Licopersicon

esculentum cv. Micro-Tom) fitocromo-mutantes.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Fotorreceptores

As plantas utilizam diferentes fotorreceptores para perceberem
mudancas na qualidade e na intensidade de radiacdo e, assim, regularem
diferentes processos do seu desenvolvimento. Os fotorreceptores conhecidos sdo
sensiveis a radiagdo UV-B, azul/UV-A e vermelho/vermelho distante (V/VD) da
radiagdo solar incidente.

A faixa espectral do azul regula uma variedade de processos fisiologicos
em plantas e também em animais, sendo conhecidos e caracterizados os
criptocromos e as fototropinas como os fotorreceptores para esse espectro de
radiacdo. Os fotorreceptores que absorvem os espectros na regido do
vermelho/vermelho distante (V/VD) sdo os fitocromos, os quais regulam muitos
processos fisiologicos, dentre os quais, a germinagdo de sementes, evitagdao a
sombra e transicdo para o florescimento (Sharma, 2001).

O fitocromo ¢é uma proteina soliivel composta de uma molécula de
pigmento azul, a fitocromobilina (cromoéforo) e uma cadeia polipeptidica, a
apoproteina que, juntos, formam a holoproteina. Sdo conhecidos cinco genes, de
PHYA a PHYE, que codificam, respectivamente, as apoproteinas de PHYA a
PHYE e estas, quando unidas ao cromoéforo, constituem as cinco espécies de
fitocromo, phyA a phyE. Muitas fungdes das diferentes espécies de fitocromos
sdo redundantes, no entanto, sua regulagcdo sobre diferentes processos da planta
pode diferir quanto ao estddio de desenvolvimento do vegetal, assim como nos
diferentes o6rgaos (Toéth et al., 2001).

Com base na estabilidade quanto a luz, os fitocromos tém sido
caracterizados em dois tipos. O tipo I é fotolabil, se degradando rapidamente sob

exposi¢cdo luminosa e se acumula em plantulas estioladas. O phyA tem sido a



unica espécie descrita como fazendo parte do fitocromo tipo I. O tipo II ¢
considerado fotoestavel e ¢ constituido pelos demais tipos de fitocromo
(Sharrock & Clack, 2002).

As respostas ao fitocromo t€m sido divididas em diferentes classes,
baseadas na energia de radiacdo requerida para a obtengdo de determinada
resposta, as quais sdo consideradas de baixa fluéncia de radiacao (LFRs, de low
fluence responses), muito baixa fluéncia de radiagdo (VLFRs, de very low
fluence responses) e respostas de alta irradidncia (HIRs, de high iradiance
responses) (Shinomura et al., 2000)

LFRs sdo classicas no estudo de fitocromo pela marcante caracteristica
da fotorreversibilidade da resposta em funcdo do ultimo espectro de radiacao
fornecido, V ou VD. VLFRs nio sdo fotorreversiveis e sdo muito sensiveis a um
amplo espectro de radiagcdo de 300 a 780 nm. HIRs requerem prolongada e alta
freqiiéncia de radiagdo para causar resposta. O phyA é o responsavel pelas
VLFRs e VD-HIRs e o phyB é o mais proeminente dos fitocromos do tipo II
responsaveis por LFR e V-HIRs durante a fotomorfogénese (Quail, 2002).

A fotorreversibilidade do fitocromo ¢ bastante conhecida e ¢ a
caracteristica mais marcante da holoproteina. Esse fenomeno foi encontrado
apenas em uma outra proteina fotorreceptora chamada de supercromo, a qual
apresenta caracteristicas de fitocromo e fototropina (Briggs & Olney, 2001). A
fotorreversibilidade em fitocromos compreende duas formas desse fotorreceptor,
uma biologicamente ativa (Fve) e uma inativa (Fv). A forma inativa absorve o
comprimento de onda do V, sendo convertida a forma biologicamente ativa. A
reversdo a forma inativa ocorre pela absor¢ao do espectro de radiagdo VD pelo
Fve, passando, assim, & forma Fv. No entanto, essa conversdo nao ¢ total,
ocorrendo em 97% dos fitocromos que estavam na forma Fve a forma Fv,
enquanto que o espectro do V converte 85% de Fv para a forma Fve. A reversao

de Fve a Fv pode também ocorrer no escuro, devido a presenca do espectro VD



nessa condicdo do ambiente. Apesar da efetividade da conversdo dos fitocromos
em suas duas formas pela radiagdo V e VD, sabe-se que o espectro do azul pode
converter Fv a Fve, porém, de forma bem menos eficiente em termos
quantitativos que a radiagdo no espectro do V.

Tem sido demonstrado que alguns processos fisioldgicos sdo
dependentes e ou regulados tanto por fitocromos quanto por criptocromos. Os
fitocromos A e B, que aumentam a resposta ao fototropismo em Arabidopsis, em
baixa e alta fluéncia de luz respectivamente, sdo desencadeados pela percepgdo a
luz azul (Janoudi et al.,, 1997). A presenga de fitocromo, interagindo com
fotorreceptores de luz azul (fototropinas) no movimento de cloroplastos e
fototropismo, que sdo eventos tipicamente conhecidos como sendo em resposta a
luz azul (Kasahara et al., 2004; Srinivas et al., 2004), tem reafirmado a complexa
inter-relagdo entre os diferentes fotorreceptores nos processos vegetais
dependentes de radiacdo luminosa, além das interacdes ja bem caracterizadas,
como no caso da indugdo do florescimento.

Além da interagdo entre os diferentes fotorreceptores, a temperatura e o
fotoperiodo modulam significativamente a agcdo dos fotorreceptores (Halliday et

al., 2003).

2.2 Microtomateiros e tomateiros fitocromo-mutantes

O uso de tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill.) como modelo para
estudos fisioldgicos possui vantagens em relagdo ao uso de Arabidopsis
thaliana, como a diversidade de metabdlitos secundarios (Tanksley et al., 1992),
tecidos que facilitam analises bioquimicas, além do padrdo morfogenético (Pratt
et al., 1997). No entanto, o elevado porte das plantas e o longo ciclo de vida
aparecem como desvantagens em relacdo a Arabidopsis.

A cultivar em miniatura Micro-Tom (MT) foi proposta por Meissner et

al. (1997) como um modelo genético, que produz frutos e sementes viaveis e



pode ser cultivada em vasos de 50-150 mL de substrato, completando seu ciclo
de vida entre 70 a 90 dias. Dessa forma, ela supera as desvantagens do cultivo de
tomateiro em relagdo a Arabidopsis, quanto a necessidade de espago fisico e
ciclo de vida das plantas. Atualmente, ‘MT’ tem sido proposta como a cultivar
preferencial para pesquisas em ambito molecular em tomateiro (Marti et al.,
2006).

A cultivar MT foi produzida inicialmente para finalidades ornamentais
pelo cruzamento de duas cultivares ands, a ‘Florida Basket’ e a ‘Ohio-4013-3°,
dando-lhe caracteristica de planta em miniatura, a qual apresenta frutos
pequenos e vermelhos quando maduros (Scott & Harbaugh, 1989). O fenoétipo
anao da cultivar MT ndo ocorre em fun¢do de deficiéncia em giberelina, uma
vez que o nivel desse hormonio é comparativamente similar ao de cultivares de
porte elevado. No entanto, a agdo da giberelina nesse gendtipo depende de agao
sinergistica de brassinosterdides e a cultivar MT traz mutacdo no gene que
codifica a biossintese desse horménio (Marti et al., 2006).

Tem-se, para o tomateiro, uma série de mutantes em fitocromo, que tém
sido bem caracterizados em ambito fisiolégico e genético. Processos de
fotomorfogénese podem ser investigados utilizando-se esses mutantes, que
podem ser especificos para sintese de fotorreceptores ou para via de transdugéo
de sinais e, assim, elucidar processos fisiologicos diretamente ou indiretamente
dependentes de luz (Van Tuinen et al., 1997).

O mutante mais estudado é o aurea, o qual é deficiente no pool de
fitocromo A (phyA) e na sintese de croméforo, o que o torna deficiente em todas
as espécies de fitocromo (Sharma et al., 1993). Alguns mutantes sdo deficientes
em espécies especificas de fitocromo, como o mutante fri, o qual é deficiente em
phyA (Van Tuinen et al.,, 1995) e o mutante tri, deficiente em fitocromo B
(phyB) (Kerckoffs et al., 1999). O mutante high pigmentl (hpl) e atroviolacea

(atv) apresentam mutacdo na via de transducdo de sinais, expressando



hipersensibilidade de respostas em processos mediados por fitocromo (Peters et
al., 1998). Alguns mutantes apresentam multiplas combina¢des dos mutantes
simples, como o aureahp, frihpl e fritri (Srinivas et al., 2004).

O mutante aurea tem deficiéncia na atividade da enzima fitocromobilina
sintase, responsavel pela conversao de biliverdina a fitocromobilina no processo
de sintese do cromodforo. Plantulas crescidas sob luz branca tém o
desenvolvimento do cloroplasto danificado e niveis de clorofila e antocianina
reduzidos (Koornneef et al., 1985). Plantas adultas sdo menos deficientes em
fitocromo que plantulas, mas mesmo assim seu nivel de fitocromo ¢
aproximadamente 50% menor que plantas do tipo selvagem, apresentando um
aspecto amarelo-ouro, motivo de sua denominagao aurea (Koorneef et al., 1985;
Lopez-Juez et al., 1990).

A sintese de fitocromo nos mutantes hpl ¢ atv ocorre normalmente, sem
alteracdo da apoproteina ou cromoéforo, indicando que a alteragdo ocorre na via
de transducgdo de sinais, causando hipersensibilidade de respostas a radiacao
(Kerckhoffs et al., 1997). Esses mutantes exibem alta pigmentagdo no caule,
folha e frutos (Kendrick et al., 1994). A denominagdo high pigment ocorre em
funcdo de niveis mais elevados que os do selvagem de carotenos (p-caroteno,
licopeno), carotenoides (xantofilas) e clorofila (Thompson et al., 1962; Kendrick
et al., 1997; Peters et al., 1998). Altos niveis de antocianina e clorofila também
sdo encontrados no mutante atv e baixas temperaturas contribuem para o
aumento no nivel de antocianina no caule, folhas e frutos imaturos (Rick et al.,
1974).

Apesar de os mutantes hpl e atv terem amplificados os niveis de
antocianina, se comparados ao selvagem, tém-se observado diferengas na
amplificagdo dessa resposta em relagdo as exigéncias de radiagdo. O mutante
hpl exibe amplificagdo em ambos, baixa e alta fluéncia de radiag¢do, enquanto

que a amplificacdo no mutante atv € comparativamente muito maior em



condi¢des de alta fluéncia de radiagdo em relagdo ao hpl (Kerckhoffs et al.,
1997, Huub et al., 1997). Uma vez que a amplicaficagdo de atv é dependente de
alta fluéncia de radiagdo, sugere-se que essa resposta fisiologica dependa muito
mais de phyB do que de phyA, diferentemente do mutante hpl, para o qual os
dois tipos de fitocromos estdo envolvidos na amplificagdo da sintese de
antocianina (Kendrick et al., 1997).

Microtomateiros fitocromo-mutantes tém sido caracterizados quanto a
sua competéncia para regeneragdo in vitro (Carvalho, 2003). Mutantes simples e
multiplos em fitocromo de tomateiro também tém sido estudados quanto a
aspectos fisiologicos envolvidos com fotomorfogénese, como fototropismo e
movimento de cloroplastos (Srinivas et al., 2004). No entanto, estudos sdo
necessarios com relacdo a ultra-estrutura celular e a anatomia das plantas, assim
como suas interagcdes para com processos fisiologicos, visando um melhor

entendimento do desenvolvimento vegetal como um todo.

2.3 Aspectos estruturais de plantas fitocromo-mutantes

Kozuka et al. (2005) relataram que o controle da fotomorfogénese foliar
¢é predominantemente determinado pelo phyB e criptocromos, para a percepgao
de luz V/VD e azul, respectivamente.

Poucas pesquisas relatam o efeito direto de fitocromos sobre a
morfologia foliar. Dara-5, um mutante de tomate que superexpressa phyB,
apresentou um aumento de 28% na densidade estomatica em relagdo ao
selvagem (Schittenhelm et al., 2004).

Resultados contraditérios tém sido reportados quanto a morfologia foliar
envolvendo estudos de fitocromo. Robson et al. (1993) observaram que a area
foliar em plantas de Arabidospsis deficientes em fitotocromo B era maior que

em plantas selvagens, tanto sob luz V quanto VD. No entanto, Kim et al. (2005)
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e Reed et al. (1993) observaram que, nessas mesmas condigdes, a area foliar dos
mutantes foi menor.

Tsukaya et al. (2002) observaram que o gene PHYB esta envolvido no
alongamento do peciolo de Arabidopsis thaliana, uma vez que este esta
envolvido no processo de elongamento celular. No entanto, em condi¢des de
escuro, tem se observado que o phyA é o fotorreceptor que se encontra mais
envolvido no estiolamento de plantulas e que media as respostas em muito baixa
fluéncia de radiacdo de vermelho ou de vermelho distante, estando presente
inclusive na ponta das raizes (Hall et al., 2001; Téth et al., 2001). Além disso, o
phyA ¢ uma molécula fotolabil, que se degrada rapidamente quando exposta a

luz (Téth et al., 2001).

2.4 Aspectos fisioldgicos de plantas fitocromo-mutantes

O fitocromo € conhecido por estar envolvido no controle transcricional
de um grande niimero de enzimas do maquindrio fotossintético como aquelas
ligadas as clorofila a e b e subunidades da ribulose 1,5-bifosfato carboxilase
oxigenase (rubisco) (Dale, 1988).

Buisson & Lee (1993), estudando diferentes balangos de radiagdo V:VD
sobre o desenvolvimento de folhas de mamoeiro, observaram que a reducdo na
razdo V:VD, causou decréscimo na razdo de clorofila a/b e aumento no contetido
de clorofila total, quando comparada a uma alta radiagdo sem uso de filtro para o
espectro do vermelho. No entanto, esse mesmo conteudo foi menor em relagao
as plantas do tratamento com uso de filtro para os dois espectros (V ¢ VD) sem
que houvesse alteracdo do balango V:VD. Dessa forma, a intensidade ¢ a
qualidade espectral causaram alteragdo no conteudo de clorofila. Os autores
atribuiram essas modifica¢des a um presumivel efeito do balango espectral sobre

o equilibrio das diferentes espécies de fitocromo. Além desses resultados, Lee
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(1988) também relata reducdo na razdo clorofila a/b, em fungdo de um
enriquecimento do espectro VD em parreiras.

No mutante de tomateiro que superexpressa phyB, Dara-5, o teor de
clorofila total foi superior ao do selvagem. A atividade fotossintética e a
condutancia estomatica também foram maiores nessas plantas mutantes em
periodo de crescimento, quando cultivadas em casa de vegetagdo, o que foi
atribuido a maior densidade estomatica desse mutante (Schittenhelm et al.,
2004). Em concordanica com esses resultados, Reed et al. (1993) observaram,
em Arabidopsis, que plantas deficientes em phyB apresentavam uma menor
concentracdo de clorofila ¢ atribuiram essa menor concentra¢do ao menor
numero de cloroplastos por célula.

Além das clorofilas, os carotendides também sdo pigmentos envolvidos
na absor¢do de luz e que estdo presentes nos tilacoides. Poucos trabalhos relatam
o efeito especifico de fitocromos sobre a sintese de carotendides, mas ja se sabe
que o mutante que superexpressa fitocromo hpl tem o contetido de carotenodides
totais maior nos seus frutos que aqueles de plantas selvagens (Liu et al., 2004).

Kasperbauer & Hunt (1998) relatam que o fotoequilibrio entre a
absor¢do do V e VD pelos fitocromos, além de regular o desenvolvimento das

plantas, também regula a alocagdo dos fotoassimilados.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal

Sementes dos microtomateitos selvagem e fitocromo-mutantes utilizados
neste trabalho foram cedidas pelo professor Dr. Lazaro Perez, da Escola
Superior de Agricultura Luiz de Queiroz (ESALQ-USP). Foram utilizados os
microtomateiros cultivar Micro-Tom e seus mutantes em fitocromo aurea, high
pigment 1 (hpl) e atroviolacea (atv).

Caracteristicas dos microtomaterios cultivar Micro-Tom ¢ caracterisitcas
estudadas em tomateiros, em fungdo das mutagdes supracitadas, encontram-se

no item 2.2.

3.2 Condugcéo do experimento

O experimento foi conduzido no setor de Fisiologia Vegetal da
Universidade Federal de Lavras (UFLA), em Lavras, MG.

A semeadura foi realizada em bandejas de isopor, utilizando-se substrato
Plantmax” e vermiculita, na propor¢io de 1:1 para enchimento das células. As
bandejas ficaram acondicionadas em camaras de crescimento com temperatura
maxima de 30°C, minima noturna de 19°C e radiagdo média de 142 pmol m?s™,
a partir de lampadas fluorescentes brancas e fotoperiodo de 16 horas, durante o
periodo diurno. As bandejas foram regadas duas vezes ao dia, mantendo-se o
substrato umido.

Quinze dias apés a semeadura, foram escolhidas 30 mudas de cada
mutante e da cultivar MT, de acordo a similaridade em porte e vigor, que
transplantadas para vasos plasticos de capacidade de 150 mL. O substrato do

vaso foi composto de Plantmax® e vermiculita (1:1) ¢ 0,5g¢ de NPK, na
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formulacdo 4-14-8, distribuido na borda de cada vaso. As plantas foram
acondicionadas em camaras de crescimento iluminadas com ldmpadas
fluorescentes brancas, recebendo radiagio média de 150 pmol m™s™, na altura
do mesofilo das plantas adultas, com fotoperiodo de 16 horas durante o periodo
diurno. A irrigacao foi realizada duas vezes por dia, mantendo-se a umidade do
substrato proximo a capacidade de campo. As camaras de crescimento estavam
localizadas em sala com ar condicionado e, no interior das camaras, a
temperatura maxima diaria foi de 32°C e a minima noturna de 18°C, medida na
altura do meséfilo das plantas adultas, sendo a temperatura média de 26°C.

Apés o transplantio das mudas, uma vez por semana, foi realizada
adubagdo foliar das plantas, utilizando-se um borrifador manual com uma
solugcdo diluida 10 vezes a partir da solucdo estoque, composta de 7 g do
composto nutricional de Peters 20-20-20 + 20 g de Ca(NO;), + 5 g de MgSO, +
3 g K,SO, + agua, até completar 1 litro.

Trinta dias apds o transplantio, selecionaram-se plantas em estadio de
floragdo, ainda sem a presenca de frutos, para a realizacdo das andlises
estruturais e fisiologicas.

O experimento foi disposto em delineamento inteiramente casualizado.
Apos analise de variancia dos resultados obtidos, utilizou-se o teste de Tukey, a

5% de erro.

3.3 Caracteristicas avaliadas
3.3.1 Caracteristicas estruturais

3.3.1.1 Caracteristicas anatdémicas
As analises anatomicas foram realizadas no Laboratorio de Anatomia

Vegetal do Departamento de Biologia da UFLA. Um dia apds as analises

biofisicas (31° dia ap6s o transplantio das mudas), foliolos localizados na regiao
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mediana da terceira folha completamente expandida, do apice para a base da
planta, foram retirados e fixados em FAA 70% (formaldeido + acido acético +
alcool etilico 70%) (Kraus & Arduim, 1997), durante 72 horas e, posteriormente,
conservados em alcool 70% até o momento da realizagdo das analises
anatomicas.

Utilizou-se micrétomo de mesa para a obtengdo de segdes transversais
do terco médio foliar. Sec¢des paradérmicas foram obtidas manualmente no
terco médio dos foliolos. Para clarificacdo das secdes transversais, foram
utilizadas dgua sanitaria 5% (Kraus & Arduim, 1997) e uma mistura de azul de
astra e safranina para a coloragdo dos tecidos (Kraus & Arduim, 1997). As
secOes paradérmicas foram coradas com solugdo de safranina 1% para facilitar a
contagem das células. Glicerina 50% foi utilizada na montagem das laminas
semipermanentes.

Para as caracteristicas densidade estomatica, densidade de células da
epiderme, numero de tricomas e indice estomatico, foram utilizadas folhas
coletadas de 6 plantas de cada tipo de microtomateiro estudado e cada folha
analisada em 4 campos. A contagem das células foi realizada com camara clara
e a densidade estomatica foi determinada de acordo com metodologia de
Laboreau et al. (1961). O indice estomatico (Si) foi calculado utilizando-se a
formula: Si (%) = (Sn/(Sn+Em))x100, sendo Sn o niimero de estdmatos ¢ Em o
numero de células da epiderme (Cutter, 1986).

Para espessura dos tecidos da lamina foliar, foram coletadas folhas de 6
plantas de cada tipo de microtomateiro estudado e observados trés campos por
folha. As determinagdes de espessura de tecidos e células foram realizadas
utilizando-se uma ocular micrométrica acoplada em microscopio de luz

Olympus BX-60.
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3.3.1.2 Caracteristicas ultra-estruturais

As preparacdes e a observacdo das amostras para a Microscopia
Eletronica de Transmissdo (MET) e Microscopia Eletronica de Varredura
(MEV) foram realizadas no Laboratorio de Microscopia de Eletronica e Analise
Ultra-Estrutural do Departamento de Fitopatologia da UFLA.

Dez células do parénquima paligadico (o qual era constituido por uma
unica camada), escolhidas aleatoriamente, e¢ dez células do parénquima
lacunoso, também escolhidas aleatoriamente, foram selecionadas, em trés
plantas, para cada tipo de microtomateiro estudado, para realizagcdo da contagem
do numero de cloroplastos por células, do comprimento e largura dos
cloroplastos, além de area dos cloroplastos, contagem do numero de graos de
amido por cloroplastos e para a determinagdo da area total dos grdos de amido

por cloroplasto.

3.3.1.2.1 Preparacdo das amostras para microscopia eletronica de

transmisséo (MET)

Em trés plantas, foliolos da regido mediana da terceira folha
completamente expandida, do apice para a base da planta, foram coletados (no
mesmo dia da coleta para analises anatomicas), cortados em pedagos de 1 mm de
largura ¢ 3 mm de comprimento e imersos em solucdo de fixagdo Karnovsky
modificado (glutaraldeido 2,5%, paraformaldeido 2%, em tampdo cocodilato
0,05M, pH 7,2) por um periodo de 24 horas. Depois, form lavados em tampao
cacodilato (trés vezes de 10 min), pos-fixados em tetroxido de 6smio 1% em
agua por 1 hora, lavados duas vezes durante 15 minutos em agua destilada,
transferidos para soluc¢do a 0,5% de acetato de uranila, permanecendo, durante

12 horas, a 4°C e, em seguida, lavados novamente em agua destilada e
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desidratados em gradiente crescente de acetona (30%, 50%, 70%, 90% e 100%,
por trés vezes). Em seguida, o material foi transferido para gradientes crescentes
de Spurr/acetona 30% (8 horas), 70% durante 12 horas e 100% duas vezes
durante 24 horas cada. Posteriormente, foram montados em moldes e colocados

para polimerizar em estufa, a 70°C, por 48 horas.

3.3.1.2.2 Ultramicrotomia (MET)

Os blocos obtidos foram levados a um aparelho de desbaste, para a
retirada dos excessos e, posteriormente, desbastados com laminas de barbear.
Em seguida, sec¢des semifinas (0,85 um) e ultrafinas (<100 nm) foram cortadas
usando-se um ultramicrotomo Reichrt-jung (ultracut), com navalha de diamante.
Os cortes semifinos foram coletados com anel de ouro, colocados em laminas de
vidro, aquecidos até a secagem da dgua ¢ adesdo a lamina, coloridos com azul de
toluidina (1 g azul de toluidina, 1 g borato de soédio e 100 mL agua), filtrados em
filtro Millipore (0,2 um) e montados permanentemente em meio Permalt. Os
cortes ultrafinos foram coletados em grades de ouro golden slot grids e secos em
raques de aluminio cobertos com formvar (Rowley & Moran, 1975). As seccdes
foram poés-contrastadas em acetato de uranila, seguido por acetato de chumbo
por 3 min cada e, em seguida, examinadas em microscopio eletronico de

transmissdo Zeiss EM 109.

3.3.1.2.3 Preparagdo das amostras para microscopia eletronica de
varredura (MEV)

Fragmentos foliares de 3 mm’ localizados na regido do terco médio

foliar foram retirados e fixados numa solugdo composta de glutaraldeido (2,5%)

e paraformaldeido (2,5%) em tampao cacodilato, pH 7,0, 0,05 M + CaCl,
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0,001M, por um tempo superior a uma hora, ¢ mantidos sob refrigeragéo.
Posteriormente, esses fragmentos foram lavados em tampao cacodilato 0,05 M
(trés vezes de 10 minutos) e imersos em glicerol 30%, pelo tempo de 30
minutos. O material foi lavado em agua destilada e pos-fixado em tetroxido de
osmio 1% em tampdo cacodilato 0,05 M, por 1-2 horas, para posterior
desidratacdo em gradiente de acetona (30, 50, 70 ¢ 90 por 10 minutos ¢ 3 vezes
por 10 minutos em 100%). Em seguida, as amostras foram secadas ao ponto
critico, montadas nos stubs para sofrerem o procedimento de metaliza¢do com
ouro e observacao em microscopio eletronico de varredura da marca Leo Evo 40
com aplicagdo do software Leoquif (Leo User Interface). Para o procedimento
de montagem das pranchas e melhoria das imagens, foi utilizado o software

Photoshop”.

3.3.2 Caracteristicas biofisicas

No 30° dia apos o transplantio das mudas, foram realizadas avaliagdes
de resisténtica estomatica (re) e transpiragdo (E) no foliolo da regido mediana da
terceira folha completamente expandida, do apice para a base da planta. Foram
realizadas trés avaliagdes, de quatro em quatro horas, apos quatro horas do inicio
do periodo de luz, utilizando-se de um porémetro (Licor LI-1600), em cinco
plantas de cada tipo de microtomateiro e, posteriormente, os dados foram
agrupados para a obtengdo das médias.

Foliolos inseridos na mesma posi¢do, nos quais foram realizadas as
avaliacoes de re e E, foram utilizados para analises anatomicas, ultra-estruturais
¢ bioquimicas.

O pordmetro supracitado também foi utilizado para a medi¢do da
radiacdo incidente na superficie da bandeja de germinacdo e na regido do

meso6filo das plantas em diferentes dias durante a condug¢do do experimento,
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sendo os dados agrupados posteriormente para a obtencdo das médias de
radiagdo, as quais estdo descritas no item 3.2.

Um dia apoés as avaliagdes de re e E, foram realizadas as avaliagdes de
fotossintese potencial (Ay), sendo utilizado o método de evolugdo de oxigénio
(Delieu & Walker, 1983). Sec¢des de area conhecida dos mesmos foliolos, de trés
plantas por tratamento, utilizados para re e E, foram utilizados para esta
avaliacdo. As determinacdes de fotossintese potencial foram realizadas a
temperatura de 30°C e uma densidade de fluxo de fotons fotossinteticamente
ativa de 1200 pmol m? s'. As determinagdes do calculo da fotossintese
potencial e do volume da cdmara foram obtidas empregando-se o método de
inje¢do, considerando que 1 mL de ar contém 21% de O, ou 9,369 pumol O,
(Delieu & Walker, 1981; Walker & Walker, 1990). Considerou-se como
capacidade fotossintética — ou fotossintese potencial — a taxa de evolugdo do O,

fotossintético maxima, medida sob saturagado da luz (Guidi et al., 2002).

3.3.3 Caracteristicas bioquimicas

No 32° dia ap6s o transplantio das mudas, foliolos (mesma localizagao
do item 3.3.1.1) foram coletados e discos foliares retirados da regido mediana do
limbo foliar, excetuando-se a nervura central e as bordas do limbo foliar. Para
analises de clorofilas e carotenodides, utilizou-se material foliar fresco, o qual,
apos coletado, foi conduzido ao laboratdrio, a temperatura de 4°C. Para as
analises de proteinas, AST e N utilizou-se material seco. Foliolos para a
determinacdo de todas as analises bioquimicas foram coletados quatro horas
apo6s o inicio do periodo de luz.

Para todas as analises bioquimicas, foram utilizadas trés plantas por

tratamento.
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A metodologia de Kjeldahl (1883) foi utilizada para a determinagdo do
teor de nitrogénio total foliar. Para o teor de proteinas, utilizaram-se os valores
obtidos para nitrogénio ¢ multiplicou-se pelo fator de conversdo 6,25
(Association of Official and Agricultural Chemistry, AOAC, 1970). Para
analises de AST foi utilizado o método da antrona (Dische, 1962).

Para a determinacao do contetudo de clorofilas, discos foliares de 100 mg
foram macerados em 15 mL de acetona 80% e o volume final do extrato
acertado para 40 mL. O extrato foi filtrado em papel-filtro, realizadas as leituras
espectrofotométricas de absorbancia em 645 ¢ 663 nm e os conteudos de
clorofilas determinados segundo a metodologia de Arnon (1949).

Para a determinag@o dos teores carotenoides totais foram utilizados 500g
de material fresco; a solubilizacdo dos carotendides foi realizada em hexano,
seguindo o método de Higby (1962). A absorbancia da leitura

espectrofotométrica foi realizada em 450 nm.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracteristicas estruturais

4.1.1 Caracteristicas anatémicas

O mutante hpl foi o que obteve maior densidade estomatica na epiderme
da face adaxial, enquanto todos os mutantes em fitocromo apresentaram
densidade estomatica superior a cultivar Micro-Tom (MT) na epiderme da face
abaxial. No entanto, aurea e hpl foram os mutantes que tiveram os maiores
diametros equatorial e polar dos estdmatos na epiderme adaxial, enquanto que
somente o aurea obteve os maiores diametros polar e equatorial dos estomatos
também na epiderme abaxial (Tabela 1).

Embora, no mutante aurea, tenha ocorrido o maior tamanho dos
estobmatos em ambas as faces epidérmicas, associado a uma densidade
estomatica maior que a cultivar MT, na epiderme abaxial, assim como a maior
densidade estomatica do mutante hpl, na epiderme adaxial, associado aos
maiores tamanhos dos estdmatos nesta face epidérmica, quando comparado a
cultivar MT, ndo foram observadas diferengas na resisténcia estomatica (rs) e
nem na transpirag¢do (E) entre os mutantes hpl e aurea, quando comparados a
cultivar MT (Figura 4).

O maior tamanho dos estdmatos ocorridos no mutante aurea também ¢
uma caracteristica comum as plantas de sombra, pela menor demanda de agua
em relacdo as plantas que sdo completamente expostas a radiacdo solar e,
portanto, nao necessitando reduzir o tamanho de seus estomatos e,
conseqiientemente, do poro estomatico (Nascimento et al., 2005; Lima Junior et
al., 2006). Sabe-se que a cultivar MT se desenvolve muito bem em baixas
intensidades de radiagdo, fator que poderia contribuir para alta densidade

estomatica no mutante MT-aurea nas condi¢cdes de radiagdo a que foram
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submetidas neste trabalho (150 umol m™ s™). No entanto, ¢ provavel que a maior
densidade estomatica deste mutante, se comparada a cultivar MT, esteja
relacionada a um mecanismo de compensacdo que favorega o processo
fotossintético, visto que suas taxas de fotossintese potencial (Figura 4) sdo
similares as da cultivar MT, embora o seu contetido de clorofila seja menor
(Figura 5).

TABELA 1. Caracteristicas anatomicas das epidermes nas faces adaxial e
abaxial em folhas de microtomateiros selvagens e fitocromo-mutantes, em
estadio de floracdo.

Microtomateiros
Caracteristicas avaliadas Micro-Tom  aurea hpl atroviolacea
Dens. est. ep. adaxial (n°/mm2) 74,61 ab 65,36 bc 78,31 a 59,20 ¢
Dens. est. ep. abaxial (n°/mm2) 160,31 b 217,68a 210,24 a 194,86 a
Dens. cel. ep. adaxial (n°/mm2) 754,16b  891,08a 622,30 ¢ 465,58 d
Dens. cel. ep. abaxial (n°/mm2) 74984a 774,51a 779,46 a 571,01 b
Indice estomatico ep. adaxial 9,10b 6,87 ¢ 11,14 a 11.14a
Indice estomatico ep. abaxial 17,80 ¢ 22,25b 21,10b 25,68 a
Diam. polar est. ep adaxial (um) 26,71 b 28,69 a 29,25 a 26,11b
Didm. eq. est. ep adaxial (um) 19,03 b 20,71 a 20,60 a 17,83 ¢
Diam. polar est. ep abaxial (um) 23,70 b 26,58 a 24,18 b 24,07 b
Diam. eq. est. ep. abaxial (um) 17,26 b 18,94 a 17,36 b 17,02 b
Razdo DP/DE ep. adaxial 1,41 a 1,36 a 1,40 a 1,43 a
Razdo DP/DE ep. abaxial 1,37 a 1,39 a 1,39 a 1,40 a
Dens. tric. ep. adaxial (n"/mm2) 32,25a 31,00 a 20,91 b 19,50 b
Dens. tric. ep. abaxial (n"/mm2) 46,50 a 51,04 a 40,37 a 40,25 a

Dens. Est. Ep.: densidade estomatica da epiderme; Dens. Cel. Ep.: densidade de
células da epiderme; Ep.: epiderme; Didm. Polar Est. Ep: diametro polar dos
estomatos da epiderme; Didm. Eq. Est. Ep: didmetro equatorial dos estomatos da
epiderme; Razdo DP/DE Ep.: razdo dos didmetros polar e equatorial da
epiderme; Dens. Tric.: densidade de tricomas ndo glandulares. Médias seguidas
de mesma letra, entre microtomateiros, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey
(P<0.05).

O mutante hpl expressou os maiores valores de densidade estomatica e
de tamanho dos estomatos (Tabela 1) na epiderme adaxial, se comparado aos
demais microtomateiros, enquanto o mutante atv obteve os menores valores para

tamanho dos estomatos e densidade estomatica nessa mesma face epidérmica
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(Tabela 1). Evidenciam-se, assim, diferencgas de respostas entre esses mutantes,
0s quais superexpressam eventos mediados por fitocromos.

O mutante hpl teve um comportamento estomatico similar aquele que
ocorre em plantas de sol, no que se refere a densidade estomatica. No entanto,
para que similar resposta podesse ter sido observada no mutante atv
possivelmente seria necessaria uma maior intensidade de radiagdo, acima da
oferecida nas condi¢des desse trabalho, isso porque tem sido observado que a
mutacdo do atv torna a planta mais sensivel e supra-responsiva a altas
intensidades de radiagdo para a induc¢do de respostas fisiologicas, como a
produc¢do de antocianina, diferentemente do mutante hpl, o qual se torna supra-
responsivo a radiagdo tanto em baixa quanto em alta fluéncia (Kerckhoffs et al.,
1997; Huub et al., 1997)

A maior densidade de células epidérmicas na epiderme da face adaxial
foi observada no mutante aurea, enquanto que as menores densidades ocorreram
nos mutantes hpl e atv. Sugere-se que essa maior densidade de células ocorridas
no mutante aurea possa agir para minimizar o efeito negativo da deficiéncia no
contetido de fitocromos, assim como de clorofilas, para o desencadeamento de
processos fotossintéticos. Neste caso, plantas com um maior niimero de células
por area de epiderme poderiam absorver quantidade maior de radiagdo, uma vez
ha aumento de superficie especifica a absor¢do de radiacdo quando hd aumento
do numero de células por area de epiderme.

Os mutantes atv e hpl obtiveram os maiores indices estomaticos, sendo
hpl na epiderme adaxial e atv na epiderme abaxial (Tabela 1). Aumento nos
indices estomaticos ¢ também um evento comum a folhas de sol, se comparadas
as de sombra (Nascimento et al., 2005; Lima Junior et al., 2006) e, geralmente,
esta associado a uma diminui¢do no tamanho dos estomatos, o que garante o
suprimento de CO, necessario a fotossintese sem que haja perda excessiva de

agua por meio da transpiracdo. Isso é possivel devido a diminuicdo do poro
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estomatico causar maior resisténcia a saida de agua do que a entrada de CO, pelo
estomato (Bidwell, 1964). Embora tenha havido aumento nos indices
estomaticos nos mutantes que superexpressam eventos desencadeados por
fitocromo, hpl e atv, somente o mutante atv obteve tamanho reduzido dos
estdmatos, quanto ao diametro equatorial, na epiderme adaxial, se comparado a
cultivar MT. No entanto, ambos os diametros polar e equatorial das duas faces
epidérmicas do mutante atv e na face abaxial do mutante hpl foram menores que
o mutante aurea, o qual subexpressa eventos desencadeados pelos fitocromos.
Na epiderme abaxial, ambos os mutantes atv e hpl obtiveram tamanho dos
estomatos similar ao da cultivar MT e inferior ao do mutante aurea.

A densidade de tricomas nao glandulares na epiderme adaxial foi menor
nos mutantes que superexpressam fitocromo (Tabela 1). A func¢ao dos tricomas
ndo glandulares depende do 6rgdo onde se encontram, de sua densidade e até
mesmo do angulo de inclinagdo. A alta densidade em folhas pode atuar como
uma barreira mecénica a insolagdo direta nas células ordinarias da epiderme,
contribuindo para a redug¢do de temperaturas altas ¢ a perda excessiva de agua
(Werker, 2000). No entanto, a alta densidade de tricomas pode ampliar a
superficie de transpiragio (Jonhson, 1975). E possivel que a baixa intensidade de
radiagdo e a temperatura controlada nas condigdes do experimento deste trabalho
tenham contribuido para uma menor densidade de tricomas na epiderme da face
adaxial nos mutantes hpl e atv.

Tricomas glandulares de diferentes tipos também ocorreram nos
tratamentos estudados. No entanto, ndo foi realizada analise estatistica
comparativa da densidade desses tricomas. De acordo com Luckwill (1943),
existem quatro tipos de tricomas glandulares que ocorrem em tomateiros. O tipo
I ¢ o daqueles com tamanho entre 1,5-2,5 mm e com glandula unicelular na
extremidade apical; o tipo IV tem morfologia semelhante a do tipo I, porém,

com tamanho entre 0,2-0,4 mm; o tipo VI possui um corpo que se afila da base
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para a extremidade apical, encerrando com glandula multicelular composta de 4
lobulos, e o comprimento variando entre 0,2-0,4 mm e no tipo VII, o qual tem
glandula multicelular com 4 I6bulos na extremidade, mais evidente que a do tipo
VI, e seu corpo se mantém com didmetro uniforme da base a extremidade apical,
o comprimento varia entre 0,05-0,1 mm (Luckwill, 1943)

Neste trabalho, observou-se a presenca de tricomas glandulares do tipo
IV em ambas as faces epidérmicas de todos os tratamentos estudados; do tipo VI
na epiderme da face abaxial de todos os microtomateiros e face adaxial do
mutante atv; do tipo VII na epiderme abaxial dos microtomateiros ‘MT” e hpl e
na face adaxial do mutante aurea. Tricomas glandulares do tipo I ndo foram
observados para os microtomateiros deste trabalho. A fungio de destaque dos
tricomas glandulares no cultivo de tomateiro € a resisténcia quimica que
apresentam a alguns 4caros pela producdo de exsudados toxicos contidos nas
suas extremidades (Gongalves et al., 2006). Uma vez que houve mudangas na
ocorréncia dos diferentes tipos de tricomas glandulares entre os diferentes
microtomateiros estudados neste trabalho, acredita-se que os fitocromos possam
estar envolvidos nos processos de formacdo dessas estruturas que conferem
maior ou menor resisténcia quimica as plantas. No entanto, sdo necessarios
estudos mais aprofundados e dirigidos para esta questao especifica. Detalhes dos

tricomas glandulares podem ser observados na Figura 1.
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FIGURA 1. Eletromicrografias de varredura da epiderme abaxial de
microtomateiros cv. Micro-Tom (A), aurea (B), hpl (C) e atroviolacea (D), em
estadio de floragdo, evidenciando a presenga de tricomas glandulares e

deposicdo de cera.

A espessura da epiderme em plantas ¢ uma caracteristica altamente
pléstica e tem se mostrado responsiva a diferentes situagdes ambientais as quais
as plantas sdo submetidas. Neste trabalho, observou-se que os mutantes hpl e
atv obtiveram maior espessura da epiderme adaxial, se comparados a cultivar
MT (Tabela 2). Esse comportamento ocorre com freqiiéncia em folhas de sol, se
comparadas as de sombra, e a ocorréncia nos mutantes que superexpressam
fitocromo neste trabalho, diferentemente dos demais microtomaterios, indica que
ha participacao dos fitocromos nesse processo. Na epiderme abaxial, somente o
mutante atv obteve maior espessura se comparado aos demais microtomateiros

(Tabela 2). Essa maior diferenca na espessura da epiderme na face adaxial, como

26



observado no mutante hpl, se comparada a epiderme na face abaxial, é esperada,
uma vez que ¢ a face epidérmica mais exposta ao recebimento de radiagdo solar
direta. De modo similar aos resultados obtidos neste trabalho para espessura de
epiderme dos mutantes que superexpressam fitocromo, outros trabalhos
reportam quanto as condi¢des de maior disponibilidade de radiacdo (Nakazono
et al., 2001; Nascimento et al., 2005; Castro et al., 2005; Lima Junior et al.,
2006).

O mutante hpl também obteve a maior espessura do parénquima
paligadico e esponjoso em relagdo a todos os demais microtomateiros (Tabela 2),
0 que também ¢ uma -caracteristica marcante de folhas de sol quando
comparadas as folhas de sombra (Hoflacher & Bauer, 1982; Terashima et al.,
2001). Esses parénquimas apresentam grande capacidade de respostas aos
estimulos de radiagdo luminosa, influenciando a espessura do limbo foliar. O
aumento na espessura ocorre em fungdo de modificacdes no padrdo de expansio
de células do mesofilo, alongando-se, ou do aumento no niimero de camada de
células do parénquima paligadico (Kim et al., 2005; Terashima et al., 2001),
contribuindo, assim, para o direcionamento ¢ a absor¢do mais uniforme da
radiagdo pelos tecidos do mesofilo. Nao foram observadas variagdes no numero
de camadas de células entre os diferentes tratamentos estudados neste trabalho,
indicando que o aumento na espessura dos parénquimas ocorreu em fun¢do do
processo de elongamento celular.

O mutante atv obteve espessura de parénquima paligadico similar e
parénquima esponjoso menos espesso, quando comparado a cultivar MT (Tabela
2). A diferenga no padrio de resposta entre os dois mutantes que
superexpressam fitocromo provavelmente esta no fato de o mutante atv requerer
maior intensidade de radiacdo para o desencadeamento de algumas respostas
fisiologicas inerentes a sua mutacao (Kerckhoffs et al., 1997; Huub et al., 1997),

condi¢do esta ndo contemplada nas condi¢des experimentais deste trabalho.
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Para espessura dos parénquimas paligadico € esponjoso, o0 mutante aurea
obteve os menores valores para esse parametro (Tabela 2), portanto,
confirmando a influéncia dos fitocromos sobre a espessura dos tecidos do
mesofilo, visto que esse mutante tem deficiéncia no conteudo desses
fotorreceptores. A diminui¢cdo da espessura dos tecidos do mesofilo também ¢

uma caracterisitica de plantas de sombra.

TABELA 2. Espessura de tecidos do limbo foliar de microtomateiros selvagens
e fitocromo-mutantes, em estadio de floragao.

Espessura de tecidos (um)

Microtoma- Epiderme Parénquima Parénquima Epiderme
teiros adaxial palicadico (um)  esponjoso (um)  abaxial (um)
Micro-Tom 22,770 b 90,61 b 105,00 b 17,85b
aurea 22,25b 67,22 ¢ 91,87 ¢ 17,37 b
hpl 27,30 a 110,12 a 118,50 a 17,82b
atroviolacea 27,22 a 96,27 b 9237 ¢ 20,00 a

Médias seguidas de mesma letra, entre microtomateiros, ndo diferem entre si,
pelo teste de Tukey (P<0.05)

A dificuldade de estudos sobre eventos ligados a fotomorfogénese tem
sido bastante relatada, principalmente em fung@o da interagdo entre os diferentes
fotorreceptores de radiagdo nos espectros do azul/UV-A, fototropinas e
criptocromos, ¢ radiagdo V/VD, os fitocromos. Ja se sabe da interagdo desses
fotorreceptores com outros ainda ndo caracterizados, como aqueles para o
espectro do UV-B (Bringgs & Olney, 2001; Chen et al., 2004).

Raras sdo as pesquisas que relatam o efeito direto da agdo de fitocromos
sobre a morfologia foliar. No entanto, Kozuka et al. (2005) relatam que o
controle da fotomorfogénese foliar é predominantemente determinado pelo phyB
e criptocromos, quanto a respostas a radiacdo V/VD e azul, respectivamente.

Embora ndo tenham sido usados mutantes isolados para cada tipo de
fitocromo neste trabalho, pode-se considerar o mutante aurea como deficiente

em phyB, para fins de comparagdo. Isso porque sua mutagdo estd na deficiéncia
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de sintese de cromoforo, tornando-o deficiente para todos os tipos de fitocromo,
uma vez que o cromoforo é comum a todos os tipos (Terry & Kendrick, 1996).
No mesmo sentido, podem-se considerar os mutantes atv e hpl superresponsivos
para eventos desencadeados pelo phyB, uma vez que suas muta¢des ndo sdo
isoladas para fitocromos especificos (Kendrick et al., 1997).

Assim como ocorrido para hpl neste trabalho (Tabela 1), Dara-5, um
tomateiro mutante que superexpressa phyB, apresentou aumento de 28% na
densidade estomatica em relacdo ao selvagem (Schittenhelm et al., 2004). No
entanto, ndo foram observadas diferencas na largura e no comprimento dos
estomatos.

Apesar de Nagatani et al. (1993) ndo terem encontrado efeito do phyA
sobre mudangas na morfologia foliar de Arabidopsis thaliana, Smith (1995)
propde que phyA e phyB podem, predominantemente, controlar o alongamento
polar de células, se comparados aos demais tipos de fitocromos, os quais podem
ser responsaveis pelo enlargamento nao-direcional das células. Tsukaya et al.
(2002) sugerem que a mutacdo em phyB afeta ndo somente o enlargamento
celular, mas também o numero de células na lamina foliar. Estes autores,
trabalhando com folhas de Arabidopsis thaliana mutante em phyB, consideraram
essa mutagdo responsavel pela diminui¢do no tamanho e no numero de células
dos tecidos do mesofilo, resultando em folhas menos espessas que aquelas das
plantas controle.

Resultado compativel foi observado neste trabalho para o mutante
aurea, o qual obteve uma reducdo de 26% na espessura do parénquima
palicadico e 12,5% na espessura do parénquima esponjoso, em relagdo a cultivar
MT (Tabela 2). Considerando-se a analise em secgdo transversal foliar, essa
redugdo pode ser atribuida a mudangas no comprimento das células, visto que
ndo foi detectado aumento no numero de camadas dos parénquimas que

compdem o mesofilo. O decréscimo na espessura da lamina foliar, associado a
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diminui¢do no nimero de células, sugere que o desenvolvimento das folhas de
plantas phyB mutantes cessa antes que o de folhas de plantas selvagens (Tsukaya

et al. 2002).

4.1.2 Caracteristicas ultra-estruturais

Observou-se que mutante atv, visivelmente, tem ondulagdes no plano
topografico de deposicdo de cera mais suaves que as ondulagdes que ocorrem
nos demais microtomateiros e, portanto, tendo uma arquitetura de deposicao
mais plana (Figura 1). A atuagdo especifica de fitocromos influenciando nos
padrdes de deposicdo de cera ainda ndo € conhecida, no entanto, as observacdes
deste trabalho evidenciam uma diferenca no padrao topografico de deposicdo de
cera na epiderme abaxial dos microtomateiros estudados.

Qualidade espectral ou intensidade de radiagdo podem causar diferencas
no padrao de deposigdo de cera epicuticular, assim como na sua quantidade e
composi¢do quimica (Nagarajah, 1979; Hauke & Schreiber, 1998).

Tanto a presenca quanto a arquitetura da deposicdo de cera epicuticular
influenciam na coloracdo foliar, assim como na sua performance fotossintética,
em fungdo das diferengas nos padroes de reflexdo, tanto quantitativamente
quanto dos diferentes espectros da radiagdo. Clark & Lister (1975) observaram,
em diferentes espécies arbdreas, que os padrdes de deposigdo de cera sdo
correlacionados com o grau de reflexdo dos espectros do azul e do ultravioleta.
Os mesmos autores relatam que os diferentes padrdoes de deposicdo de cera
podem ocorrer como um processo adaptativo as condi¢des de radiagdo UV do
ambiente, refletindo-a aos niveis fisiologicamente tolerantes as plantas e também
auxiliando na protecdo das plantas a altas temperaturas, pela reflexdo dos

espectros visiveis da radiacdo. Nesse sentido pode-se inferir que mutagcdes em
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fitocromos podem induzir modifica¢des na deposi¢do das ceras epicuticulares
pela alteragdo na recepgdo ou transdugdo de sinais dos espectros V ¢ VD. No
entanto, sdo necessarios estudos mais especificos para a comprovagdo desse
efeito.

Com excecdo da cultivar MT, as areas dos cloroplastos dos demais
microtomaterios tiveram reducdo de tamanho no parénquima lacunoso, quando
comparado ao pali¢adico, além da reducdo do numero de cloroplasto por célula
no parénquima lacunoso, em todos os microtomateiros estudados (Tabela 3).

O comprimento dos cloroplastos no mutante hpl foi maior que nos
demais microtomateiros no parénquima pali¢adico, enquanto que a maior largura
ocorreu em plantas da cultivar MT no parénquima lacunoso (Tabela 3).

No parénquima lacunoso dos mutantes hpl e atv houve uma diminui¢éo
na area individual dos cloroplastos em relagao aos tratamentos MT e aurea, mas,
concomitantemente, houve um aumento no nimero de cloroplastos por célula
(Tabela 3).

Tanto no parénquima pali¢adico quanto no parénquima lacunoso, a area
de amido por cloroplasto foi maior nos mutantes hpl e atv (Tabela 3).

Além da diferenca no nimero ¢ no tamanho de cloroplastos presentes
nas células do parénquima palicadico e lacunoso, como observado neste
trabalho, diferencas nas caracteristicas estruturais também tém sido encontradas
nesses cloroplastos. Terashima et al. (1986) observaram que os cloroplastos
presentes no parénquima palicadico apresentam caracteristicas de cloroplastos
de sol, com menor numero de tilacdides por granum. Na mesma folha, aqueles
presentes no parénquima lacunoso ja apresentam caracteristicas de cloroplastos
de sombra, com granum mais espesso € com maior numero de tilacoides por

granum.
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TABELA 3. Caracteristicas dos cloroplastos de microtomateiros selvagens e

fitocromo-mutantes, no estadio de floragdo, nos parénquimas pali¢adico e

lacunoso.
Microtomateiros
Caracteristicas avaliadas Micro-Tom aurea hpl atroviolacea
Parénquima palig¢adico
Comprimento cloroplastos (pum) 5,71b 6,52 ab 7,53 a 583D
Largura cloroplastos (pm) 2,36 a 3,68 a 2,64 a 2,39a
Area cloroplastos (um?) 10,63 a 14,08 a 14,00 a 10,68 a
N° cloroplasto/célula 17,6 ¢ 22,10b 18,50 be 26,60 a
Area amido/cloroplasto (pmz) 1,06 b 0,7b 4,87 a 4,06 a
N° amido/cloroplasto 1,8a 1,7a 1,6 a 1,4a
Parénquima lacunoso
Comprimento cloroplastos (pm) 5,04 a 5,57 a 553 a 5,56 a
Largura cloroplastos (pm) 3,47 a 2,45b 2,17b 2,10b
Area cloroplastos (umz) 13,8 a 10,73 ab 8,56 b 8,54 b
N° cloroplasto/célula 6,3 bc 53¢ 84a 7,3 ab
Area amido/cloroplasto (um?) 1,58 ab 0,76 b 1,8a 2,40 a
N° amido/cloroplasto 1,8a 09a 1,4a 13a

Meédias seguidas de mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si, pelo teste de

Tukey (P<0,05).

A largura e o comprimento dos cloroplastos, além do seu niumero por
célula, sdo influenciados pelos fitocromos. Kasperbauer & Hamilton (1984)
observaram que o comprimento dos cloroplastos de tabaco, apos a exposicdo da
planta a radia¢do VD, era maior que o comprimento dos cloroplastos nas plantas
expostas a radiacao no espectro do V, sendo o oposto observado para a largura.

Os mesmos autores também relatam que o niimero de cloroplastos ¢ reduzido
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apos a exposi¢ao das plantas a radiagdo VD. O presente trabalho corrobora com
a pesquisa supracitada, no sentido de que o tamanho e, principalmente, o nimero
dos cloroplastos s3o influenciados pelos fitocromos, em detrimento das
diferengas encontradas nessas caracteristicas para os diferentes microtomateiros
fitocromo-mutantes estudados.

Assim como se observou aumento no numero de cloroplastos no
mutante hpl em relagdo a cultivar MT nesse trabalho, Liu et al. (2004)
observaram um aumento de 30% no numero de cloroplastos do mutante de
tomateiro hpl em relagdo ao selvagem. No entanto, a maior expressio no
aumento do numero de cloroplastos por célula em relagdo ao selvagem neste
trabalho ocorreu para a o mutante atv, tendo atingido um aumento de mais de
50% no niimero de cloroplastos por célula no parénquima pali¢adico em relagao
ao selvagem ‘MT’. Sugere-se que esse maior nimero de cloroplastos por células
do parénquima palicadico no mutante atv, em relacdo aos demais
microtomateiros (Tabela 3), tenha contribuido para o mais alto teor de clorofilas
desse mutante em relagdo aos demais microtomateiros (Figura 5).

Reed et al. (1993) sugerem que a baixa concentragdo de clorofila
encontrada em Arabidopsis deficiente em phyB tenha ocorrido parcialmente em
func¢do do decréscimo do nimero de cloroplastos por células neste mutante. O
numero de cloroplastos por célula no mutante aurea, encontrado neste trabalho,
se comparado ao dos demais microtomateiros (Tabela 3) ¢ 0 mais baixo teor de
clorofilas encontrado também nesse mutante (Figura 5) ndo sugerem que a
densidade de cloroplasto celular tenha interferido no teor de clorofilas. Portanto,
sugere-se que a baixa concentragdo de clorofila neste mutante tenha ocorrido
devido a um baixo teor de pigmento por cloroplasto.

O maior acumulo de carboidratos no mutante hpl, o qual obteve os
maiores valores de Ay, possivelmente ocorreu na forma de amido (Tabela 3),

uma vez que o investimento em agucares soliveis por esse mutante foi inferior
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ao do mutante ‘MT’ (Figura 6). No entanto, o mutante atv teve aumento de area
de amido por cloroplasto em relagdo a cultivar selvagem (Tabela 3) e manteve o
mesmo nivel de aglicares soltiveis que a cultivar MT (Figura 6). O mutante
aurea teve a menor area total de amido por cloroplasto, dentre os demais
microtomateiros, tanto no parénquima paligadico quanto no lacunoso (Tabela 3),
apesar de sua A, ser equiparada a cultivar MT (Figura 4).

Assim como observado para os cloroplastos, Kasperbauer & Hamilton
(1984) observaram, por meio de submissdes de plantas de fumo a radiagdo V e
VD, que o tamanho dos graos de amido ¢ influenciado pelos fitocromos. O
presente trabalho corrobora essas observagdes por meio das analises de
diferentes mutacdes em microtomateiros. Na Figura 2, observam-se
eletromicrografias representativas da presenca de amido nos cloroplastos dos
diferentes tratamentos estudados.

O movimento dos cloroplastos na célula ¢ um evento dependente
predominantemente do espectro de radiagdo na faixa do azul e as fototropinas
sdo os fotorreceptores que induzem o citoesqueleto, os microfilamentos e os
microtiibulos a atuarem na movimentagdo dos cloroplastos (Kasahara et al.,
2004). No entanto, tem-se observado que os fitocromos também podem atuar no
movimento dos cloroplastos em plantas crescidas somente sob radiacdo no
espectro do vermelho (Kadota et al., 2000) ou, ainda, segundo Kasahara et al.
(2004), modular o movimento dos cloroplastos em condigdes de luz branca, por
meio da interagdo com as fototropinas. Kasahara et al. (2004) apresentam um
modelo para o movimento dos cloroplastos, no qual o movimento induzido pelo

espectro do vermelho ocorre em fungao da atuagdo somente dos microtubulos.
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FIGURA 2. Eletromicrografia de transmissdo de cloroplastos presentes em
células do parénquima palicadico em microtomateiros cultivar MT (A), aurea
(B), hpl (C) e atroviolacea (D), em estadio de floragdo. As setas indicam a

presenca de graos de amido nos cloroplastos. As barras representam 2 pum.

Neste trabalho, observou-se que os cloropastos estavam posicionados ao
longo das adjacéncias da parede celular das células do mesofilo nos
microtomateiros estudados, com exce¢ao do mutante atv, no qual havia auséncia
de cloroplastos nas adjacéncias da parede periclinal externa da maioria das
células do parénquima paligadico (Figura 3). Este € o parénquima clorofiliano

mais exposto a radiacdo solar direta e essa auséncia de cloroplastos posicionados
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proximo a parede celular periclinal externa sugere uma evitagdo as condi¢des de
radiagdo incidente, apesar da disponibilidade de radiacdo ser baixa nas
condig¢des desse experimento (150 pmol m™s™).

O movimento dos cloroplastos evitando a radiagdo direta ocorre como
um processo de fotoprote¢ao contra processos fotoxidativos e para dar suporte a
manutencdo, especialmente do fotossistema II (Park et al., 1996). Neste trabalho,
a observagdo deste evento foi predominantemente sobre o mutante em fitocromo
atv, o qual detém a maior densidade de cloroplastos por célula no parénquima
paligadico (Tabela 3), assim como o maior teor de clorofilas totais (Figura 5).
Tem-se observado que o movimento dos cloroplastos nao ocorre em plantas
mutantes em fototropinas (Kasahara et al., 2004) e, portanto, apesar de
diferencgas nesse processo terem ocorrido neste trabalho em fung¢do da mutagao
em fitocromo, possivelmente a participagdo desse fotorreceptor contribuiu como

forma modulativa a acdo das fototropinas.
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FIGURA 3. Fotomicrografia de secgdes transversais foliares dos

microtomateiros cultivar Micro-Tom (A) e os mutantes aurea (B), hpl (C) e
atroviolacea (D), em estddio de floragdo. As setas indicam a presenga ou
auséncia de cloroplastos adjancentes a parede celular periclinal externa em

células do parénquima paligaddico. As barras representam 20um.



4.2 Caracteristicas fisiolégicas

4.2.1 Caracteristicas biofisicas

O mutante atv foi o que obteve a menor resisténcia estomatica (re),
assim como uma maior transpiragdo (E) (Figura 4), parAmetros estes similares
entre os demais microtomateiros. A fotossintese potencial (A,,) foi maior no
mutante hpl em rela¢do aos demais microtomateiros (Figura 4).

O mutante aurea, embora deficiente em todos os tipos de fitocromo,
obteve valores de A, estatisticamente similares aos da cultivar MT (Figura 4).
A similaridade das taxas fotossintéticas do mutante aurea em relagdo a cultivar
selvagem, mesmo com menores teores de clorofilas a e b (Figura 5),
provavelmente esta associada a uma maior sintese de proteinas que compdem o
aparato fotossintético. Observou-se, neste trabalho, que tanto os teores de
proteinas soliveis totais quanto de nitrogénio total foram maiores no mutante
aurea, se comparados aos dos demais microtomateiros (Figura 6). Sabe-se que a
rubisco (ribulose 1,5-bifosfato carboxilase-oxigenase), enzima-chave no aparato
fotossintético de plantas C3, representa, aproximadamente, 20% do total de
nitrogénio foliar em plantas de sol com boa disponibilidade de nutrientes (Evans
& Seemann, 1984).

Assim como neste trabalho, outros autores relatam a alta capacidade
fotossintética do mutante aurea em relagdo as plantas selvagens, mesmo tendo

menor contetido de clorofilas (Lopez-Juez et al., 1990; Becker et al., 1992).
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FIGURA 4. Trocas gasosas em microtomateiros selvagem e fitocromo-
mutantes, em estddio de floragdo. Colunas com letras iguais, dentro de um
mesmo parametro de avaliagdo, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey

(P<0,05).

Embora o mutante atv detenha um alto potencial de expressar eventos
mediados por fitocromos, além de seu maior indice estomatico (Tabela 1), sua
menor resisténcia estomatica (Figura 4) e de seus maiores teores de clorofilas a e
b, se comparado aos demais microtomateiros (Figura 5), este mutante ndo
alcangou o potencial fotossintético observado no mutante hpl. Nio é esperado
que esse menor desempenho do mutante atv tenha ocorrido somente devido a
sua baixa densidade estomatica na epiderme adaxial (Tabela 1), mas que,
provavelmente, esteja ligado ao requerimento de altas intensidades de radiagdo,
como observado para o desencadeamento da biossintese de antocianina
(Kerckhoffs et al., 1997), condigdo esta de radiacdo ndo ofertada nas condigdes
experimentais deste trabalho. No entanto, o mutante hpl obteve alta

performance fotossintética, mesmo em condi¢des de baixa intensidade de
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radiagdo (Figura 4), condi¢do na qual este mutante foi também super-responsivo
a biossintese de antocianina (Kerckhoffs et al., 1997).

A concentragdo de proteinas e nitrogénio do mutante hpl foi maior que
os niveis da cultivar MT (Figura 6). Sabe-se que a mutag¢do hpl causa aumento
na sintese de algumas enzimas, incluindo a rubisco, favorecendo, assim, a
fotossintese, pardmetro este que atingiu as maiores taxas potenciais nesse
mutante (Figura 4). Peters et al. (1998) relatam que as proteinas de ligacdo a
clorofila (CAB), rubisco e chalcona sintase sdo reguladas positivamente com a
mutagdo hpl em tomateiro tendo, portanto, maior expressdo nesse mutante que

em plantas selvagens.

4.2.2 Caracteristicas bioquimicas

Observou-se, neste trabalho, forte influéncia de fitocromos sobre a
produgdo de clorofilas. O mutante atv teve o maior contetido de clorofilas a, b e
total, no entanto a menor razdo clorofila a/b, comparando-se todos os demais
microtomateiros, enquanto que o mutante aurea obteve os menores contetidos de
clorofilas a, b e total (Figura 5).

Assim como observado para o conteido de clorofilas a e b, assim como
para a razdo clorofila a/b no mutante atv, muitos autores relatam um aumento no
contetido de clorofilas a medida que aumenta o nivel de sombra, assim como a
diminuigdo da razdo clorofila a/b (Buisson & Lee, 1993; Nakazono et al., 2001;
Lima Junior et al., 2006). Consideram-se os processos fotoxidativos como
responsaveis pela diminui¢do no contetido de clorofilas em plantas expostas a
altas intensidades de radiagdo (Kramer & Koslowski, 1979). A diminui¢ao na
razdo clorofila a/b, & medida que diminui a intensidade de radiagdo, ¢ discutida
como ocorrendo em fungdo do enriquecimento do espectro VD nas condi¢des de

sombra, provocando, assim, um aumento das reacdes do fotossistema II, o qual ¢
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mais rico em clorofila b que em clorofila a (Anderson, 1986) e, provavelmente,
atua como um sistema de aclimatizacdo de plantas em ambientes enriquecidos
com o espectro VD (Chow et al., 1990). Essa aclimatiza¢do tem o sentido de
maximizar a absorc¢do de radiagdo em condi¢des de sombreamento.

Uma das caracteristicas fenotipicas dos mutantes atv e hpl é um maior
conteudo de pigmentos, o que confere uma coloragdo verde intensa pelo maior
acumulo de clorofilas nas plantas, se comparadas as plantas selvagens (Kendrick
et al., 1997). No entanto, observou-se que o mutante atv teve um comportamento
distinto do mutante hpl quanto ao seu conteudo de clorofilas a, b e total, assim
como na razdo de clorofila a/b (Figura 5). Possivelmente, esse comportamento
sofreu influéncia da alta densidade de cloroplastos por célula no parénquima
palicadico (Tabela 3), assim como do posicionamento dos cloroplastos, evitando
a radiagdo direta em células do paréquima pali¢adico (Figura 3) e da baixa
intensidade de radiagdo das condi¢cdes do experimento, ndo favorecendo
processos fotoxidativos.

A coloragdo amarelo-ouro do mutante aurea foi a causa de sua
denominagdo e essa coloracdo ¢ atribuida a sua deficiéncia em clorofila. Terry &
Kendrick (1999) relatam que esse mutante tem reduzidos niveis de
protoclorofilideo, devido a uma inibi¢do na sua sintese. No entanto, a via
biossintética do protoclorofilideo a partir do acido 5-aminolevulonico (ALA) é
intacta, o que sugere que sua deficiéncia ocorra em funcdo de inibigdo na sintese

do ALA.
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FIGURA 5. Teor de clorofilas a, b, total e relagdo clorofila a/b em
microtomateiros selvagem e fitocromo-mutantes, em estadio de floragdo.
Colunas com a mesma letra, dentro de um mesmo parametro de avaliagdo, ndo

diferem entre si, pelo teste de Tukey (P< 0,05).

Segundo Koornneef et al. (1985) e Lopez-Juez et al. (1990), o nivel de
clorofila do mutante aurea estd entre 33% a 61% daquele apresentado pela
cultivar selvagem, a depender das condi¢cdes de radiagdo e temperatura. Os
resultados encontrados para clorofilas totais nas condi¢des experimentais desse
trabalho para o mutante aurea foram 30,6% menores que a cultivar MT, um
pouco menor que o percentual médio encontrado por outras pesquisas, mas
reafirmando as caracteristicas desse mutante para o conteudo de clorofilas.

Smith (1982) propde que plantas com deficiéncia em phyB apresentem
caracteristicas de plantas de sombra, uma vez que elas recebem um balango de

radiacdo rico em VD se comparadas as plantas a pleno sol (Smith, 1982). No

42



entanto, ndo foram observadas diferengas no mutante aurea quanto a razdo
clorofila a/b, em relacdo a cultivar selvagem, que fossem condizentes com o
comportamento de plantas de sombra (Figura 5). No entanto, foi observado que,
em plantas de Arabidopsis deficiente em phyB, havia aumento na razao clorofila
a/b a medida em que havia aumento na intensidade de radiagdo (Walters et al.,
1999).

O baixo conteudo de clorofilas do mutante aurea corrobora com outras
pesquisas que estudam a agdo do phyB sobre a biossintese desse pigmento. Em
Arabidopsis, Reed et al. (1993) observaram que plantas mutantes em phyB
acumularam menos clorofila que plantas selvagens. Schittenhelm et al. (2004),
estudando o mutante Dara-5 de tomateiro, o qual superexpressa phyB,
observaram que, no periodo de florescimento das plantas, o conteudo de
clorofila desse mutante era similar ao de plantas selvagens. No entanto, a
concentracdo da clorofila decresceu quase que linearmente apos 33 dias de
emergéncia nas plantas do tipo selvagem, enquanto que, nas plantas mutantes, o
contetido de clorofila se manteve estavel até o periodo de 72 dias apos
emergéncia.

A atuagdo de fitocromos sobre a biossintese de clorofilas ja é bastante
conhecida e a saturacdo dessa resposta ocorre com apenas aproximadamente
20% dos fitocromos na forma ativa (Fve) (Oelze-Karow & Mohr, 1982).
Wehmeyer et al. (1990) relataram, em estudos com plantas de tomate e fumo,
que os fitocromos também controlam a expressdo de genes que codificam
proteinas que se ligam as clorofilas a e b, as quais compdem o fotossistema I e
fotossistema II.

Ken-Dror & Horwitz (1990) relatam que tomateiros mutantes aurea sé
tém reversibilidade de fitocromo em luz V de baixa fluéncia e que o efeito do V
¢ completamente revertido pelo VD. Mesmo que as plantas estejam sob luz

branca, o mutante aurea ¢ deficiente na abundénica e na regulagdo de proteinas
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que se ligam a clorofila e na sintese do pigmento. Estes autores também relatam
que o enverdecimento das plantas mutantes aurea apos pulsos de luz V, a partir
do escuro, ¢ mais lento que nas plantas selvagens.

Embora o mutante aurea tenha expressado o menor contetdo de
clorofilas dentre os demais microtomateiros foi o mutante que obteve o maior
conteudo de nitrogénio total, se comparado a todos os demais microtomaterios
estudados (Figura 6). Sendo assim, a alocagdo desse nitrogénio estaria
direcionada a outros compostos que nao a clorofila, devido ao seu baixo
conteudo e, portanto, acredita-se que este esteja alocado em proteinas, visto que
esse mutante também obteve o maior contetido de proteinas totais dentre todos
os demais microtomateiros estudados (Figura 6). A alocac¢dao de nitrogénio em
proteinas talvez seja o fator de maior contribuicdo para a alta performance
fotossintética do mutante aurea, em detrimento de seu baixo conteudo de
clorofilas, observado neste trabalho.

A relagdo fotossintese e nitrogénio tem sido bastante discutida na
literatura. A capacidade fotossintética de uma planta, geralmente, é proporcional
ao conteudo de nitrogénio (Bolton & Brown, 1980). Isso ocorre devido a
alocacdo de nitrogénio em proteinas-chaves no processo fotossintético, como a
rubisco, a qual concentra uma propor¢do média de 20% do total de nitrogénio
foliar em plantas C3 e em boas condi¢des de nutricdo (Evans & Seeman, 1984).
Essa relagdo tem sido comprovada para diferentes espécies e em diferentes
situacdes ambientais de radiagdo (Bolton & Brown, 1980; Seeman et al., 1987)

Apesar do maior contetido de clorofilas do mutante atv (Figura 5), este
teve o menor conteudo de nitrogénio e proteinas (Figura 6). Porém, esse menor
conteudo protéico nao afetou as taxas fotossintéticas, comparativamente a
cultivar MT (Figura 4). No mutante que superexpressa phyB, Dara-5, obervou-

se similar capacidade na assimilacdo de nitrogénio entre o mutante e a cultivar
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selvagem, porém, o particionamento foi bastante diferenciado entre os 6rgéos
das plantas (Schittenhelm et al., 2004).

O conteado de agucares soluveis do mutante atv foi similar ao da
cultivar MT, enquanto que o mutante hpl teve o conteudo desses agucares
menor que a cultivar MT (Figura 6). E relatado que o aumento de agucares
soluveis ocorre em resposta a producdo de fotossimilados e, conseqiientemente,
em plantas com maiores taxas fotossintéticas (Rizzini, 1976). Porém, mesmo o
mutante hpl, o qual obteve as maiores taxas de Ay, teve o contetido de AST
menor que a cultivar MT. Observou-se também que a concentracdo de AST no
mutante aurea foi inferior a da cultivar MT (Figura 6), apesar de serem similares
quanto a A

Para o tomateiro Dara-5, mutante que superexpressa phyB, Schittenhelm
et al. (2004) observaram que os mutantes cultivados em casa de vegetacao
tinham menor conteido de AST, quando comparados as plantas selvagens,
assim como observado neste trabalho para hpl. Ja Yen et al. (1997) observaram
maior concentragdo de carboidratos em tomateiros mutantes hpl em relagdo as
plantas selvagens e atribuiram essa maior concentragdo ao maior conteudo de
clorofilas desse mutante. Esta relagdo também pode ser observada neste
trabalho, em que maior concentracdo de AST ocorreu no mutante atv, o qual
expressou o maior conteudo de clorofilas dentre os demais microtomateiros,
embora a maior capacidade fotossintética tenha sido observada para o mutante
hpl. No entanto, ndo foram observadas diferengas no contedo de AST entre os
microtomateiros atv e ‘MT’.

Algumas pesquisas apontam a participagdo dos fitocromos na
concentracao de agucares soluveis. A exposi¢do de plantas de melancia a baixa
intensidade de radiagdo VD causou aumento no contetido de agucares soluveis

em laminas foliares e peciolos, indicando efeito positivo de phyA nesse processo
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(Ranwala et al., 2002), resposta esta também observada por Dijkwel et al. (1997)

para Arabidopsis.
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FIGURA 6. Concentracdo de nitrogénio total, proteinas totais e agucares
soluveis totais (AST) em microtomateiros selvagens e fitocromo-mutantes, em
estadio de floracdo. Colunas com a mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste
de Tukey (P<0,05).
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Os carotenoides sdo pigmentos encontrados nos tilacdides das plantas e
desempenham fung¢des importantes na biologia vegetal, como absor¢do de
radiacdo luminosa, a¢do antioxidativa ¢ colorag¢do de flores e frutos. Thomas &
Jen (1975) comprovaram que a regulacdo da biossintese de carotendides ¢
regulada pelos fitocromos.

Assim como para o conteudo de clorofilas, o mutante aurea teve o
menor contetido de carotendides totais neste trabalho (Figura 7). No entanto,
deve-se atentar para o fato de que, embora o mutante atv tenha sido o
microtomateiro que obteve o maior conteido de clorofilas, ndo foi o que obteve
o maior contetido de carotenoides. Isso indica uma relagdo ndo paralela entre o
contetido desses dois pigmentos para este mutante (Figuras 5 ¢ 7), da mesma
forma como também ndo se observou, nesse mutante, um comportamento
paralelo entre o conteudo de carotenoides ¢ a densidade de cloroplastos (Tabela
3). Sendo os carotendides eficazes em processos de controle fotoxidativos, a
baixa intensidade de radia¢do das condi¢cdes do experimento, provavelmente,
interferiu nessa diferenga encontrada entre os contetidos de clorofila e
carotenoides, pelo ndo requerimento de controle fotoxidativo, tal qual necessario
em condi¢des de maior intensidade de radiagdo.

Embora os carotendides tenham alta importincia biologica para as
plantas, estudos que relacionam o contetido desse pigmento em plantas de
tomateiro fitocromo-mutantes dao énfase quase que exclusivamente ao contetido
nos frutos, posssivelmente pela sua importdncia nutricional na alimentagdo
humana. Neste trabalho, hpl deteve o maior contetido de carotendides totais
foliares em relacdo aos demais microtomateiros (Figura 7), comportamento
similar aquele encontrado em frutos de tomateiro desse mesmo mutante, quando
comparado a plantas selvagens, em estudo desenvolvido por Liu et al. (2004).

Estes autores apontam dois genes responsaveis pela regulacdo da sintese de
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carotendides, os quais, provavelmente, constituem o principal fator envolvido
com a sintese de carotendides nas mutagdes de plantas fitocromo-mutantes: a
repressdo de LeHY5 exibe decréscimo no aciimulo de carotenoide (sendo este,
portanto, um gene de regulacdo positiva) e a repressdo de LeCOP1LIKE exibe
resultado de aumento de conteudo de carotenodides nos frutos, caracterizando ser

um gene de regulacdo negativa.
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FIGURA 7. Teor de carotendides totais em folhas de microtomateiros selvagens
e fitocromo-mutantes, em estadio de floragdo. Colunas com a mesma letra nao

diferem entre si, pelo teste de Tukey (P<0,05).
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4.3 Consideracoes finais

Observando-se o desenvolvimento dos microtomateiros estudados neste
trabalho, assim como os dados obtidos concernentes a caracterizacdo estrutural e
fisiologica, indicam-se estes como modelos vidveis a estudos de fotobiologia.

O comportamento peculiar expressado pelo mutante aurea, em relagao
aos demais microtomateiros estudados, por apresentar potencial fotossintético
similar ao da cultivar selvagem, mesmo tendo um menor conteudo de clorofilas
merece destaque dentre as respostas obtidas. O maior conteido de nitrogénio e
proteinas observados nesse mutante, relativo aos demais microtomateiros, sugere
que a manutencao do alto potencial fotossintético tenha sido em funcdo de uma
maior alocagdo de nitrogénio em proteinas de importancia nos processos de
fotossintese, capacidade esta que pode vir a ser explorada em processos de
desenvolvimento de novas tecnologias de produgdo por meio de melhoramento
vegetal.

O maior contetido de clorofilas a e b observado no mutante atroviolacea
ndo refletiu em maior capacidade fotossintética, a qual se manteve similar a da
cultivar selvagem. A maior densidade de cloroplasto em células do parénquima
paligadico observada nesse mutante, possivelmente, ¢ o principal fator
relacionado ao seu maior contetido de clorofila. Uma observacdo peculiar a esse
mutante foi a baixa razdo clorofila a/b, a qual tem sido discutida em outras
pesquisas como ocorrendo em fungdo de aumento em complexos do
fotossistema II, subsidiando um melhor desenvolvimento das plantas em
condi¢cdes ambientais de baixa intensidade de radiagdo. Embora tenha havido
aumento na densidade de cloroplastos no parénquima pali¢adico das plantas
atroviolacea mutantes e aumento no conteiido de clorofilas, ndo se observou
aumento no conteudo de carotendides, o qual geralmente apresenta uma

correlagdo positiva ao contetido de clorofilas.
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O mutante hpl se destacou entre os demais microtomateiros pelo mais
alto potencial fotossintético e mais alto contetido de carotendides foliares. No
entanto, ndo se observou reflexo desse maior potencial fotossintético sobre os
contetidos de proteinas totais e agucares soltiveis. Os dados de caracterizagdo
deste mutante sugerem que este seja mais responsivo a eventos mediados por

fitocromos sob baixa intensidade de radiagao que o mutante atv.
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5 CONCLUSOES

Para as condig¢des deste trabalho conclui-se que:

Diferentes aspectos anatdomicos da epiderme foliar e¢ de tecidos do
mesofilo e ultra-estrutura de cloroplastos, assim como trocas gasosas, conteudos
de clorofila, carotenoides, nitrogénio total, proteinas totais e agucares soluveis
totais sdo caracteristicas estruturais e fisiologicas que sofrem modificacdes
diferenciadas em microtomateiros, quando das diferentes mutacdes em

fitocromo.
Embora ambos os mutantes hpl e atroviolacea sejam supra-responsivos

a eventos desencadeados por fitocromos, sdo distintos em diversos aspectos

estruturais e fisiologicos.
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