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RESUMO

InteragcBes hormonais no crescimento de raizes de tomateiro (Solanum
lycopersicum L. cv Micro-Tom) sob estresse osmotico

O tomateiro (Solanum lycopersicum) tornou-se importante ferramenta para
estudos de genética e fisiologia nos ultimos anos, devido a disponibilidade de mutantes,
incluindo aqueles com alteracdes hormonais. Nesta cultura, a cultivar ornamental
miniatura de tomateiro Micro-Tom (MT) tem sido utilizada como modelo genético em
varios estudos, visto que produz frutos e sementes viaveis em vasos de apenas 50-100
ml de substrato, completando o ciclo em setenta a noventa dias. Este trabalho foi feito
com o intuito de gerar informagdes que possam colaborar para a compreensdo dos
mecanismos que determinam a sensibilidade das raizes ao estresse hidrico. Para tal,
foram criados duplos mutantes hormonais homozigéticos da cultivar MT, sendo
posteriormente usados para verificar o papel das intera¢cdes hormonais ABA-Etileno no
controle do crescimento da raiz sob condicbes de estresse osmoético. O estudo é
relevante pelo fato de que o entendimento dos mecanismos de controle hormonal no
crescimento radicular podera auxiliar a pesquisa de melhoramento genético para a
obtencdo de plantas tolerantes a seca, 0 que representaria avanco na agricultura,
principalmente para regides de clima arido e semiarido. Os experimentos foram
realizados no Laboratorio de Controle Hormonal do Desenvolvimento Vegetal da
ESALQ-USP, onde foram produzidos gendtipos de cinco duplos mutantes:
diagetropica/sitiens (dgt/sit), diagetropica/epinastic (dgt/epi), diagetropica/Never ripe
(dgt/Nr), sitiens/epinastic (sit/epi) e Never ripe/sitiens (Nr/epi) em homozigose em
BC6Fn. Sementes germinadas de (MT) e de mutantes de sitiens (sit), Never ripe (Nr) e
o duplo mutante Nrsit foram colocadas em tratamento com PEG 6000 em diferentes
potenciais osmoticos. Também foram realizados experimentos com &cido cloro-2-etil
fosfénico (CEPA), um liberador de etileno (Ethrel), e o inibidor da sintese do mesmo, o
aminoetoxivinil glicina (AVG), sendo avaliados os parametros como crescimento
radicular, caulinar, razao raiz/hipocétilo e conteudo relativo de adgua (CRA). Observou-
se que baixos potencias osmaéticos inibem mais o caule que a raiz, e que 0 estresse
osmético moderado (-0.6 MPa) favoreceu o crescimento da raiz e da razéo
raiz/hipocétilo em MT, principalmente em sit e, em menor extensdo, na raiz de Nr/sit.
Esse crescimento néo foi observado em Nr. No mutante sit, em -1.1 MPa, observou-se
inchaco radicular semelhante ao provocado pela presenca de etileno. Em menor
extensdo, esse inchaco também foi observado no duplo mutante Nr/sit. Quando
adicionado Ethrel, houve inibicdo do crescimento radicular em sit e MT, sendo também
observado um pouco de inibicdo no mutante insensivel a etileno, Nr. Em estresse
moderado (-0.6 MPa), a inibicdo foi mais severa do que em agua para MT, mas nao
para sit, até a dose de 1 pM. A inibicdo do etileno causada pelo AVG resultou em uma
maior diferenca entre agua e -0.6 MPa, sendo o ultimo mais inibido. Pode-se concluir
que, em condicbes de déficit hidrico moderado, had aumento radicular e da
razdo/hipocotilo quando comparados a condi¢cdes normais de suprimento de agua. Tais
constatagcfes sdo importantes porque podem ajudar no desenho de préticas
agrondmicas que podem levar a maior economia de agua, bem como aumento da
eficiéncia de uso de agua pelas plantas.
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ABSTRACT

Hormonal interactions during root growth of tomato
(Solanum lycopersicum L. cv Micro-Tom) under osmotic stress

Tomato (Solanum lycopersicum) has become a very important model for genetic
and physiological studies in the last years, due to the presence of various mutants,
including those with hormonal alterations. The ornamental dwarf tomato cv. Micro-Tom
(MT) has been largely used because of its ability to produce viable fruits and seeds in
pots of just 50-100 ml, completing its life cycle in seventy to ninety days. In an attempt to
gain insights on the mechanisms that regulate plant growth under physiologic stress,
homozygote hormonal double mutants of the MT were created and later on screened for
the role of hormonal interactions in the control of root growth under osmotic stress. The
experiment was conducted at ESALQ-USP Hormonal Control of Plant Development
Laboratory, where genotypes of five double mutants namely diagetropica/sitiens
(dgt/sit),  diagetropica/epinastic  (dgt/epi),  diagetropica/Never ripe  (dgt/Nr),
sitiens/epinastic (sit/epi) and Never ripe/sitiens (Nr/epi) were produced in BCG6Fn
homozygosis. Germinated seeds of MT and the mutants sitiens (sit), Never ripe (Nr) and
the double mutant Nr/sit were treated with PEG 6000 at different osmotic potentials.
There were also experiments with chloro-2-ethyl phosphonic acid (CEPA), an ethylene-
releaser (Ethrel) and the inhibitor of ethylene synthesis aminoethyoxyvinyl glycine
(AVG). The parameters evaluated were radicle and hypocotyls growth, root/hypocotyl
ratio and relative water content (RWC). The stem was more inhibited than the root at
moderate osmotic stress (-0.6 MPa), which resulted in elevated root/hypocotyl ratio for
MT, sit and, in lesser extent, Nr/sit. This pattern was not observed in Nr. A root swelling
similar to that caused by ethylene was observed in sit at -1.1 MPa. This swelling was
less evident in the double mutant Nr/sit. When added Ethrel, there was inhibition of root
growth in sit and MT. A discrete root inhibition was also observed in the ethylene-
insensitive Nr mutant. In moderate osmotic stress (-0.6 MPa), root inhibition was more
severe than in water for MT, but not for sit, untii 1 pM Ethrel. The AVG application
increased this difference between water and PEG 6000 treatments. It can be concluded
that, in moderate water deficit, the root growth and root/hypocotyl ratio were increased,
when compared to normal water supply. These findings are important, since they can
provide for the better design of agronomic practices and crop improvement aiming at the
enhancement of water use efficiency.

Keywords: Osmotic stress; Hormonal mutant; Tomato plants; Micro-Tom
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1 INTRODUCAO

Em termos biolégicos, o estresse pode ser definido como forca adversa ou
condigdo que inibe o funcionamento normal e o bem-estar de um sistema biologico
(JONES; JONES, 1989). As plantas estdo sujeitas a grande variedade de estresse
ambiental, incluindo temperaturas anormais, condicfes quimicas e fisicas desfavoraveis
do solo, véarias doencas e pragas. Contudo, pode-se dizer que o estresse hidrico reduz
0 crescimento e a produtividade vegetal mais que todos 0s outros estresses
combinados, pois ocorre em qualquer local, mesmo em regides consideradas Umidas
(CUSHMAN; BOHNERT, 2000).

As plantas frequentemente experimentam condicGes de estresse hidrico quer por
excesso, quer por escassez de agua. Esse estresse podem ter origem natural —
condic¢des climaticas — ou ser deliberadamente provocadas por manejo agricola durante
o ciclo de desenvolvimento da planta, resultando no estimulo ou repressdao de
determinada caracteristica fisiologica (RIOV et al., 1990; GHASSEMIAN et al., 2000;
HANSEN; GROSSMAN, 2000; SHARP et al., 2000; SPOLLEN et al., 2000). Contudo, a
capacidade de manipular tais processos sé é possivel se houver maior entendimento
dos complexos mecanismos de regulacdo hormonal do crescimento das plantas em
respostas a fatores internos e externos que levam a situacdes de estresse.

As plantas respondem as diferentes condi¢cdes de estresse de diversas formas.
Todavia, diferentes tipos de estresse geralmente conduzem a resultados similares. No
ambito celular, o estresse abiodtico, em especial o déficit hidrico (desidratacdo e
salinidade), provoca reducéo do potencial de turgor. Devido a perda de agua, os solutos
celulares concentram-se e sdo ativamente acumulados para manter o citosol
osmoticamente equilibrado. Esse processo, conhecido como ajuste osmético é, por
conseguinte, fator importante na tolerancia ao estresse abiotico (CHERIAN; REDDY;
FERREIRA, 2006).

A fim de simular condi¢cdes padronizadas de estresse osmotico em laboratorio,
estudos de germinacdo tém sido realizados com a utilizacdo de solu¢gbes aquosas de
polietilenoglicol (PEG), por ser um composto quimico inerte e pouco toxico (MURILLO-
AMADOR et al., 2002; FANTI; PEREZ, 2004). Também € comum utilizar-se de solucdes

de sacarose ou manitol. Porém, podem ocorrer complicagdes fisiolégicas decorrentes
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do fato de esses acucares serem metabolizados por algumas plantas, introduzindo uma
variavel nutricional além do estresse.

O tomateiro (Solanum lycopersicum L. Syn Lycopersicon esculentum Mill.)
tornou-se um modelo muito importante para estudos de genética e fisiologia nos ultimos
anos (EMMANUEL; LEVI, 2002). No tomateiro é possivel encontrar mutantes que
apresentam alteracdes no metabolismo e/ou sensibilidade a varios horménios. Em
estudos recentes envolvendo analises fenotipicas, Rosado e colaboradores (2006)
observaram que existem mutantes com sensibilidade alterada em resposta a mais de
um horménio, indicando que um Unico componente de sinalizacdo pode atuar em duas
ou mais respostas hormonais diferentes. Todas essas descobertas tém trazido ainda
mais questionamentos e gerado mais interesse sobre a necessidade de compreender
as interacdes hormonais e a regulacdo dos mecanismos de crescimento das plantas
sob condi¢bes adversas.

Uma area que tem despertado muito interesse e controvérsia entre
pesquisadores trata da importancia da possivel interacdo entre o acido abscisico e o
etileno na mediacdo do desenvolvimento radicular e foliar em resposta ao déficit hidrico,
sendo que, muitas perguntas ainda estdo por serem respondidas. Abeles, Morgan e
Saltveit (1992) constataram que a producédo de etileno pelas plantas € estimulada por
diversos tipos de estresse biotico ou abidtico. Contudo, Graves e Gladon (1985) foram
além afirmando que o déficit hidrico € um dos principais fatores altamente associados a
elevada producédo de etileno nas plantas. Em estudo conduzido por Trewavas e Jones
(1991), constatou-se que o acumulo de acido abscisico é necessario para o estimulo do
crescimento radicular e a consequente inibicdo do desenvolvimento foliar a fim de
facilitar a manutencdo da planta em condicbes de baixo potencial hidrico. Tal
contatacdo com a ideia largamente difundida de uma funcéo inibitéria do &cido
abscisico em condi¢cbes de escassez ou déficit de agua nas plantas. Sharp (2002)
prop6s o importante papel do 4cido abscisico enddgeno na manuteng¢do do crescimento
da raiz primaria em condigbes de baixo potencial hidrico por meio da inibicdo da
producédo de etileno. Devido a controvérsia que rodeia 0os mecanismos de interagdo
hormonal, principalmente entre acido abscisico e etileno em condigbes de estresse,

Sharp e Lenoble (2002) afirmaram que o estudo de mutantes com sensibilidade ou
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sintese reduzida do acido abscisico constitui poderosa ferramenta para analisar as
interagBes que ocorrem nas vias de sinalizagdo entre acido abscisico e etileno. Mais
recentemente, Rosado e colaboradores (2006) reforcaram a constatacéo feita por Sharp
e Lenoble (2002), afirmando que o entendimento das interacbes hormonais tem o
potencial para mudar a viséo tradicional do papel do acido abscisico na inibicdo do
crescimento radicular e foliar em condi¢Bes de estresse hidrico.

Com vista a gerar informacfes que possam ajudar a cobrir o vazio existente no
reconhecimento dos mecanismos que determinam a sensibilidade das raizes ao
estresse hidrico, objetivou-se com o presente trabalho criar duplos mutantes hormonais
homozig6ticos da cultivar Micro-Tom, os quais foram posteriormente usados para
verificar o papel das interacdes hormonais no controle do crescimento da raiz em
condicbes de estresse osmotico. Assim, este trabalho se torna relevante ao se
considerar que o entendimento dos mecanismos de controle hormonal no crescimento
radicular poderd auxiliar a pesquisa de melhoramento genético para obtencdo de
plantas tolerantes a seca, 0 que representaria uma importante contribuicdo para a
agricultura, principalmente em regides de clima semiarido, onde as plantas

experimentam situacdes de estresse hidrico com frequéncia.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1Reviséo bibliografica
2.1.1 Caracterizacao do tomateiro

O tomateiro recentemente foi reclassificado e agrupado no género Solanum e,
por conseguinte, na espécie Solanum lycopersicum L. (PERALTA; KNAPP; SPOONER,
2006). O tomateiro pertence a ordem Tubiflorae, familia Solanaceae e ao género
Solanum. A primeira denominagdo cientifica do tomateiro foi dada em 1694 por
Tounefort (apud PERALTA; KNAPP; SPOONER, 2006), que o classificou
genericamente de Lycopersicon, que significa péssego de lobo na lingua grega. Por sua
vez, Linnaeus (1753 apud PERALTA; KNAPP; SPOONER, 2006), usando o sistema
binomial, reclassificou o tomateiro como sendo do género Solanum. Miller (1754 apud
PERALTA; KNAPP; SPOONER, 2006) descreveu e reclassificou o género como
Lycopersicon e varias espécies, incluindo o tomateiro cultivado, que chamou de L.
esculentum.

Diversos estudos mostraram alta correlacdo genética entre Lycopersicon
esculentum e espécies do género Solanum, e o tomateiro foi reclassificado como
Solanum lycopersicum. Atualmente, com base em evidéncias obtidas a partir de
estudos filogenéticos utilizando sequéncia de DNA (SPOONER; PERALTA; KNAPP,
2005) e estudos mais aprofundados de morfologia e de distribuicdo das plantas, ha
ampla aceitacdo entre taxonomistas, melhoristas e geneticistas da nomenclatura S.
lycopersicum (PERALTA; KNAPP; SPOONER, 2006), conforme consta no Code of
Nomenclature for Cultivated Plants (BRICKELL et al., 2004).

Os esforcos efetuados para o melhoramento do tomateiro nas ultimas quatro
décadas resultaram em cultivares adequadas a grande diversidade de condigbes
ambientais, formas de cultivo e destinos da producdo. O maior foco desse esforco foi
alocado no desenvolvimento de cultivares resistentes as mais importantes doencas,
sendo as espécies selvagens relacionadas ao tomateiro frequentemente o Unico

recurso genético para a busca de resisténcia a doengas. Esse banco genético continua



20

como fonte de valor incalculavel para o melhoramento de tomateiro (JONES et al.,
1991).

O tomateiro é excelente modelo para estudo de processos bioldgicos. Do ponto
de vista de modelo genético, o tomateiro possui genoma relativamente pequeno (7,1 X
10° pb), mapas cromossdmicos bem estruturados com marcadores classicos e
moleculares (RICK; YODER 1988; TANKSLEY, 1993) e ampla riqueza de germoplasma
constituida pelas espécies selvagens que podem ser cruzadas com o tomateiro
cultivado (STEVENS; RICK, 1986).

Ademais, o tomateiro possui diversidade de metabdlitos secundérios
(TANKSLEY, 1993) e tecidos que facilitam andlises bioquimicas, além de apresentar
padrdo morfogenético diferente de Arabidopsis, colocando o tomateiro como modelo
adicional de dicotiledénea em estudos comparativos (PRATT et al., 1997).

A cultivar miniatura de tomateiro, proposto por Meissner e colaboradores (1997)
como modelo genético, produz frutos e sementes viaveis em vasos de apenas 50-150
ml de substrato, completando o ciclo de vida em setenta a noventa dias. Com essas
caracteristicas, a cultivar Micro-Tom pode crescer em laboratério com a mesma
estrutura minima requerida para Arabidopsis. O ciclo de vida curto da cultivar Micro-
Tom possui a vantagem adicional de facilitar a obtencdo de microplantas necessérias
aos estudos fisiologicos.

2.1.2 Hormdnios vegetais

Hormonios vegetais sdo substancias organicas, de ocorréncia natural, as quais,
em baixas concentracdes, influenciam processos fisioldgicos (DAVIES, 1995). Além dos
cinco grupos estabelecidos até entdo como hormoénios: auxina (KELLY; BRADFORD,
1986; HICKS; RAYLE; LOMAX, 1989; ZHANG; LETHAM; JOHN, 1996), citocininas
(PINO-NUNES, 2005), acido abscisico (BURBIDGE et al., 1999; TAYLOR et al., 2000),
giberelina (JONES, 1987; KOORNNEEF et al., 1990; BASSEL; BEWLEY; MULLEN,
2008), etileno (FUJINO et al., 1988; WILKINSON et al., 1995), foram descobertas outras
classes de compostos capazes de regular o desenvolvimento vegetal como
brassinosterdides (MANDAVA, 1988; BISHOP et al.,, 1999; KOKA et al., 2000;
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MONTOYA et al., 2002), acido jasménico (SEMBDNER; PARTHIER, 1993), o &cido
salicilico (XU et al., 2008), e estrigolactona (KOLTAI et al., 2010).

A auxina foi um dos primeiros horménios descobertos em plantas. A sua forma
mais comum, de ocorréncia natural, € o acido indol-3-acético (AlA). Uma das principais
funcBes da auxina nos vegetais superiores € a promocdo da expansao celular, o que
reflete no crescimento de varios 6rgdos em eventos como O0S tropismos, a
partenocarpia, e o crescimento do caule principal (dominancia).

As citocininas estdo envolvidas em diferentes processos do desenvolvimento,
como divisdo e diferenciagdo celular e formagdo de gemas caulinares (SKOOG;
MILLER, 1957; MOK; MOK, 2001). As citocininas sao produzidas principalmente nas
raizes (VAN STADEN; SMITH, 1978). Porém, outros tecidos meristematicos como
apices caulinares também podem produzir citocininas, sendo este fato evidenciado em
vegetais que nao possuem raizes (PERES, 2002).

As giberelinas sdo hormdnios essenciais que controlam muitos aspectos no
desenvolvimento das plantas, incluindo a germinacdo de sementes, arquitetura foliar,
alongamento do caule, florescimento e desenvolvimento de sementes (DAVIES, 1995).

O etileno regula o amadurecimento de frutos e outros processos associados com
a senescéncia de folhas e flores, abscisao de frutos e flores, desenvolvimento de pelos
radiculares, crescimento de plantulas e abertura do gancho plumular (ABELES;
MORGAN; SALTVEIT, 1992).

O acido abscisico é o um hormbnio vegetal encontrando em todas as plantas
vasculares. Ele desempenha varias fungbes especificas no crescimento e
desenvolvimento vegetal. Existem boas evidéncias de que o acido abscisico tem um
papel no desenvolvimento e dorméncia primaria (FREY et al., 1999). Além disso, os
niveis de acido abscisico em tecidos vegetativos podem ser elevados em resposta a
varios estresses ambientais, principalmente a seca. Por estas razfes o acido abscisico
é por vezes referido como um horménio do estresse (ZEEVAART, 1999).

O acido jasmodnico é conhecido como molécula sinalizadora sintetizada por
plantas em resposta a ferimentos causados por herbivoria e ao ataque de patégenos
(CREELMAN et al., 1992). Dentre os varios efeitos fisiolégicos descritos para o acido

jasménico em plantas de soja Glycine Max (L.) Merrill, pode ser citada a regulacdo da
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expressdo de genes que codificam proteinas de reserva vegetativa (ANDERSON et al.,
1989).

O mecanismo de acdo dos brassinosteréides ainda esta em fase inicial de
investigacdo. As respostas dos brassinosterdides incluem efeitos sobre a divisdo de
células (CLOUSE; SASSE, 1998), expansdo celular (AZPIROZ et al., 1998),
crescimento das plantas (ONO et al., 2000) e inibicdo de raizes (COLLI, 2004). Eles
também participam de processos de tolerancia das plantas a estresses, como
temperaturas extremas, seca, salinidade e ataque de patégenos (KRISHNA, 2003). Os
brassinosterodides regulam a expressdo de centenas de genes, sendo importantes para
o desenvolvimento vascular, promovendo a diferenciacdo do xilema e inibindo o
desenvolvimento do floema (GREGORY; MANDAVA, 1982).

Acido salicilico esta envolvido no desenvolvimento da resisténcia sistémica
adquirida, podendo ativar enzimas antioxidantes em plantas, em respostas a diferentes
estresses (XU et al., 2009).

Estrigolactonas foram recentemente identificadas. Pensa-se que elas ou seus
derivados atuem como reguladores negativos de ramificacdo, inibindo o crescimento
das gemas axilares recém-formados no caule, encaixando deste modo nas
caracteristicas de um novo grupo de hormoénios vegetais (GOMEZ-ROLDAN et al.,
2008; UMEHARA et al., 2008). Recentemente, um novo papel para as estrigolactonas
na regulacdo do desenvolvimento radicular foi descoberto, onde as estrigolactonas
mostram ter efeito sobre a alteracdo da arquitetura da raiz e do alongamento dos pelos
radiculares, bem como a sua associagdo com as mudancas no fluxo de auxinas
(KOLTAI et al., 2010). Nos préximos itens serdo discutidos os hormdnios e mutantes

usados neste trabalho.

2.1.3 Acido abscisico

O acido abscisico (ABA) esta envolvido na abertura de estématos, sintese de
proteinas de estoque de sementes, inibicdo da germinacdo de embrides imaturos e

estresse hidrico. Enquanto algumas dessas respostas ao ABA podem ser rapidas, em
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questdo de minutos, como é o caso do fechamento de estébmatos, outras podem ser
mais demoradas e sdo conhecidas por requererem mudancas na expressao génica. O
ABA tem se mostrado um importante mensageiro quimico a longas distancias, podendo
favorecer o crescimento das raizes, em detrimento do sistema caulinar, em condicdes
de estresse hidrico (SAAB et al., 1990).

A biossintese do ABA (Figura 1) ocorre nos cloroplastos e outros plastidios. A

biossintese do ABA pode-se dividir em trés etapas:
1) Sintese dos carotendides ndo-oxigenados nos plastideos;
2) Sintese e clivagem dos carotenoides oxigenados (xantofilas) nos plastideos,
constituido de precursores do ABA;
3) Sintese do ABA no citosol.

A biossintese ndo é o unico fator de regulacdo dos niveis de ABA nos tecidos.
Assim como para outros hormdnios, a concentracao livre de ABA no citosol é também
regulada pela degradacdo, conjugagcdo, compartimentalizacdo e transporte. Sob
diferentes condicGes de disponibilidade de agua na planta, os niveis de ABA sao
variaveis, aumentando sob condi¢cdes de déficit. O ABA pode ser inativado por oxidacao
(acido faseico ou diidrofaseico) ou por conjugacdo com outros compostos, como por
exemplo, o ABA-B-D-glicosil-ester (TAIZ; ZEIGER, 2006). O transporte do ABA ocorre

tanto via xilema quanto pelo floema, porém, € mais abundante na seiva floematica.
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Figura 1 - Rota biossintética do acido abscisico (ABA). Alguns mutantes de tomateiro ABA- deficientes
estdo indicados nas etapas onde sdo bloqueadas. NCED = 9-cis-epoxicarotenoidde
dioxigenase; IPP = isopentenildifosfato (SCHWARTZ; QIN; ZEEVAART, 2003)

2.1.3.1 Mutantes em acido abscisico

Em tomateiro, existem trés mutantes classicos ABA-deficientes: notabilis (not),
flacca (flc) sitiens (sit) (TAYLOR et al., 2000). O mutante notabilis (not) é defectivo para
0 gene que codifica enzima chave na quebra de carotenoides precursores do ABA, a
NCED (9-cis-epoxicarotenoidde dioxigenase). Este mutante apresenta extremo
murchamento das folhas sob estresse (BURBIDGE et al., 1997, 1999.). A oxidac&o do
aldeido de ABA esta bloqueada nos mutantes de tomateiro flc e sit (TAYLOR et al.,
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2000). H& tendéncia de murcha das folhas (devido a incapacidade de fechar os
estdmatos) nesses mutantes. A tendéncia ao murchamento pode ser evitada pela
aplicacdo de ABA exodgeno. As mutagdes flc, sit e not de tomateiro sédo recessivas e
produzidas por tratamento com raios x. Apesar da diferenca em termos de
concentragbes do ABA, a caracteristica comum desses mutantes € a viviparidade
(TAYLOR et al., 2000) Os mutantes flc, sit e not também apresentam severa epinastia,
das folhas mesmo em condicbes de ndo murchamento, o que tem sido atribuido

parcialmente a possivel excesso de etileno (SHARP et al., 2000).

2.1.4 Auxinas

A principal auxina de ocorréncia natural mais abundante e de maior relevancia
fisiologica é denominada acido indol-3-acético (AlIA). Essa molécula controla a diviséo e
a expansdo celular (TAIZ; ZEIGER, 2006). O AIA regula véarios eventos do
desenvolvimento vegetal, incluindo o estabelecimento da simetria bilateral no embrido,
formacdo de raizes e dominancia apical, bem como respostas ambientais como o
gravitropismo e o fototropismo (DAVIES, 1995).

A maior parte do AIA nas plantas é encontrado conjugado, através dos grupos
carboxilicos, a uma variedade de aminoacidos, peptideos e carboidratos (COHEN;
BANDURSKI, 1982). As auxinas sao sintetizadas em apices caulinares, primérdios
foliares e folhas jovens e também encontradas em flores, frutos e sementes.

As auxinas tém como precursor o triptofano, pelo menos na maioria das espécies
vegetais. Entretanto, mutantes de milho e Arabidopsis que nao sintetizam triptofano
ainda produzem AIA (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2001). Assim, 0s vegetais sdo
aparentemente capazes de produzir esse horménio essencial através de vias
independentes do triptofano (NORMANLY; SLOVIN; COHEN, 1995; LJUNG et al.,
2002). A Figura 2 mostra as vias propostas para a biossintese de AIA a partir do

triptofano.
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Figura 2 - Rota de biossintese de AIA a partir do triptofano. Nos vegetais, a sintese ocorre nos
cloroplastos. Adaptado de Normanly, Slovin e Cohen (1995)

As auxinas geralmente inibem o desenvolvimento das gemas em fungcdo da
sintese no meristema apical e do estabelecimento de um gradiente de concentracéo até
0 colo da planta. As mesmas auxinas sao utilizadas para estimular a formacédo de
primordios radiculares, sendo, porém, horménios vegetais produzidos principalmente no
caule (DAVIES, 1995).

2.1.4.1 Mutantes em auxinas

Em tomateiro, encontra-se 0 mutante diageotropica (dgt), caracterizado como
planta and, com crescimento diageotropico dos caules e raizes, e raizes sem
ramificacdo. E defectivo na via de transduc&o de sinal de auxina, mas o transporte e/ou
metabolismo de auxinas ndo sao alterados neste mutante (HICKS et al.,, 1989;
CHRISTIAN et al., 2003). O defeito do mutante dgt estda associado a alguns eventos
primarios na acdo da auxina (KELLY; BRADFORD, 1986). As plantas de tomateiro
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contendo essa mutagdo sdo praticamente insensiveis a auxina, afetando processos
como crescimento (KELLY; BRADFORD, 1986; MUDAY; LOMAX; RAYLE, 1995;
CHRISTIAN; LUTHEN, 2000; RICE; LOMAX, 2000), expansdo da parede celular
(DANIEL et al., 1989), expressao de genes de resposta a auxina (MITO; BENNETT,
1995; NEBENFUHR et al., 2000) e produgdo de etileno (ZOBEL, 1973; KELLY;
BRADFORD, 1986; MADLUNG; BEHRINGER; LOMAX, 1999). Este mutante também
apresenta resposta anormal ao gravitropismo (MADLUNG; BEHRINGER; LOMAX,
1999; RICE; LOMAX, 2000). A concentracdo de AIA nas células do mutante dgt € a
mesma do tipo selvagem (FUJINO et al., 1988).

Coenen e colaboradores (2002) mostraram que raizes de plantas jovens do
mutante dgt sdo sensiveis a auxina, mas perdem a sensibilidade durante o
desenvolvimento posterior. I1sso sugere que existem varias vias de sinalizacdo de
auxina, ndo sendo todas dependentes da proteina DGT. A via dependente de DGT
altera o funcionamento das bombas de H* e a expansao da parede celular, as quais sdo
pardmetros que controlam o chamado crescimento acido em resposta a auxina
(CHRISTIAN et al., 2003). O mutante dgt é defectivo para uma proteina ciclofilina, o que
sugere essa molécula como um componente ainda obscuro na via de transducédo de
sinal da auxina (OH et al., 2006).

2.1.5 Etileno

O etileno participa na regulacdo do crescimento e expansdo das células. Esses
efeitos do etileno sdo comuns no crescimento das partes aéreas de muitas
dicotiledbneas, constituindo elemento da resposta triplice. Em Arabidopsis, a resposta
triplice consiste na inibicdo e entumescimento do hipocétilo (inibicdo do alongamento da
raiz) e no aumento exagerado da curvatura do gancho plumular (ABELES; MORGAN;
SALTVEIT, 1992).

A via metabdlica de sintese de etileno foi determinada por Adams e Yang em
1979. O precursor do etileno é o aminoacido metionina. A conversao da metionina em

S-adenosil-metionina (SAM) requer o gasto de uma molécula de ATP e de uma
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molécula de H,O. O oxigénio é essencial no final da reacdo para que ocorra a
conversdo de acido 1l1-amino-ciclopropano-1-carboxilico (ACC) em etileno. Duas
enzimas sao consideradas chave na sintese do etileno: a ACC sintase, que forma o
ACC, e a ACC oxidase, que forma o etileno a partir de ACC em presenca de oxigénio. A

Figura 3 mostra a via de biossintese do etileno.
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Figura 3 - Rota biossintética do etileno. O aminoacido metionina é o precursor natural do etileno. SAM =
S-adenosilmetionina, que por sua vez é decomposta em ACC = acido 1-aminociclopropano-1-
carbocixilico. A Ultima etapa da via, conversao do ACC em etileno, necessita de oxigénio e é
catalizada pela enzima ACC oxidase. A biossintese pode ser bloqueada por inibidores. AVG =
aminoetoxi-vinil-glicina; Ag*= ions de prata; co® = jons de cobalto; MCP = 1-metilciclopropano;
Cks=citocininas; AIA = acido indol-3-acético; KMnO, = permanganato de potassio; Co,=dioxido
de carbono em contracdes altas. Adaptado de Adams e Yang (1979)

AUTOCATALISE

A vantagem original do gas etileno como regulador do crescimento reside no fato
de que ndo exige atividade metabdlica para transporte e, em certos casos, para
inativacdo. A difusdo do gas através dos espacos intercelulares faz com que seja
transportado por toda a planta até o exterior dos tecidos, facilitando o controle de sua

concentragcdo nos diferentes tecidos e 0rgados. InUmeras substancias sdo capazes de
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liberar etileno, dentre elas, a mais utilizada e efetiva é o acido 2-cloroetil-fosfénico
(CEPA), mais conhecido como Ethrel, ethefon. Os inibidores da sintese de etileno séo
aminoetoxivinilglicina (AVG) e acido amino-oxiacético (AOA). Esses compostos inibem
a enzima ACC sintase, impedindo a conversédo de SAM para ACC (YANG, 1987).

2.1.5.1 Mutantes de etileno

O fendtipo da resposta triplice tem sido utilizado com sucesso para mostrar o
isolamento dos componentes da via de transducéo de sinal de etileno em Arabidopsis e
tomateiro (BARRY; LLOP-TOUS; GRIERSON, 2000). O etileno altera o padrdo de
crescimento de plantulas e leva o aumento de expansdo lateral, levando ao
entumescimento do epicétilo ou do hipocétilo. Esses efeitos do etileno sdo comuns no
crescimento das partes aéreas de muitas dicotiledéneas, constituindo elemento da
resposta triplice (TAIZ; ZEIGER, 2006). O primeiro mutante insensivel ao etileno foi o
etrl, que bloqueia a resposta de plantulas de Arabidopsis ao etileno. O ETR1 foi o
primeiro receptor hormonal a ser descoberto, semelhante ao sistema de dois
componentes da histidina quinase de bactérias, que consiste de um sensor histidina
quinase e um regulador de resposta que pode agir como fator de transcricdo. O genoma
de Arabidopsis codifica quatro proteinas adicionais semelhantes ao ETR1, sdo elas:
ETR2, ERS1, ERS2 e EIN4, que também funcionam como receptores de etileno. Com
base na homologia com Arabidopsis, um numero grande de componentes da via de
resposta ao etileno ja foi isolado no tomateiro, incluindo receptores (LASHBROOK;
TIEMAN; KLEE, 1998) e genes CTRs (LIN et al., 1998; ZEGZOUTI et al., 1999).

No tomateiro, o Never ripe (Nr) € mutado no dominio de ligacdo com etileno. Tal
mutante expressa uma proteina que ndo pode mais ser desligada pelo etileno,
conferindo assim um fenoétipo dominante insensivel ao etileno. Mesmo que os
receptores normais possam ser desligados pelo etileno, os receptores mutantes
continuam a sinalizar para a célula a supresséo das respostas ao etileno, estando ele
presente ou ndo. O mutante Nr, que como o nhome sugere forma frutos incapazes de

amadurecer, ndo apresenta resposta triplice ao etileno (LANAHAN et al., 1994).
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Além disso, a senescéncia tardia da pétala e a ndo abscisdo das flores
sdo comuns ao fendtipo de Nr, resultado também da insensibilidade ao etileno,
mostrando que o Nr foi causada por uma mutacdo em um membro da familia do
receptor de genes de etileno em tomate (WILKINSON et al., 1995).

O mutante de tomateiro epinastic (epi) apresenta superproducao do etileno, com
expansdo de células alteradas, semelhantes as plantas do tipo selvagem tratadas com
etileno. Por exemplo, os caules e peciolos sdo mais espessos do que nas plantas tipo
selvagem, apresentando curvatura epinastica (aumento exagerado da curvatura do
gancho plumular) e folnas com morfologia torcida. Esses efeitos mostram que o epi
apresenta constitutivamente resposta triplice, que consiste no encurtamento e
engrossamento do hipocétilo, inibicdo do alongamento da raiz (FUJINO et al., 1988).

Além disso, os inibidores da sintese e da acdo de etileno ndo foram capazes de
resgatar o fendtipo epi, sugerindo que a mutacdo pode resultar em uma resposta de
etileno constitutiva. Esta hipotese € reforgada pela semelhanca do fenétipo de plantulas
epinastic ao da plantula de mutantes Arabidopsis CTR1, cujo fenétipo também nao foi
revertido quando cultivado em inibidores de etileno (KIEBER et al., 1993).

Tem-se investigado a suposta resposta constitutiva de etileno do mutante
epinastic com o auxilio de um duplo mutante, incluindo alelos de insensibilidade ao
etileno (epi/ epi; Nr/ Nr). Os resultados indicam que o mutante epi, ao contrario do CTR1

de Arabidopsis, ndo demonstra resposta constitutiva global ao etileno.

2.1.6 Controle hormonal do crescimento radicular sob estresse hidrico

A importancia do crescimento das raizes para manter o rendimento das culturas
€ cada vez mais reconhecida e de crescente interesse para os melhoristas de plantas
(GEWIN, 2010). O crescimento das raizes no solo pode ser limitado por caracteristicas
fisicas, quimicas e biolégicas do solo. Muitos trabalhos ja foram realizados sobre esse
tema, embora o entendimento basico sobre fatores que limitam o crescimento das
raizes é insuficiente. Ainda sdo pouco conhecido os periodos do desenvolvimento em

gue as condicdes de agua do solo e o tempo de exposi¢cdo a tais condicbes podem
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influenciar no crescimento radicular, além da interacdo entre condicdo do solo e
momento do desenvolvimento radicular. Desse modo, o estudo da regulagdo hormonal
do crescimento radicular € de grande interesse, embora seja uma area bastante
complexa.

Mutantes deficientes na sensibilidade ou na sintese de &cido abscisico se
tornaram poderosa ferramenta para a analise das interagdes que ocorrem entre o acido
abscisico e o etileno, com potencial para mudar a visdo tradicional do papel o acido
abscisico em inibir o crescimento (ROSADO et al., 2006).

Sharp (2002) discute que para manter o crescimento de raizes primarias de milho
sob condi¢Bes de baixo potencial hidrico € necessario acumulo de &cido abscisico. O
autor observou que quando plantulas de milho sdo conduzidas sob potenciais hidricos
de -1.6 MPa o contetdo de ABA na zona de crescimento da raiz aumenta cerca de
cinco vezes.

O crescimento da raiz é geralmente menos inibido do que o crescimento da parte
aérea, quando as plantas crescem em solo seco, sendo, portanto, 6bvia a necessidade
de manter um fornecimento ideal de agua (SHARP; DAVIES, 1985). Algumas
interpretacfes destes e outros estudos similares se apdiam na suposicdo de que,
quando o &cido abscisico € aplicado em plantas bem irrigadas, ha aumento de seu
nivel, semelhante a aumentos observados em plantas sob estresse hidrico. Os efeitos
sobre o crescimento sdo os mesmos dos resultados de acumulo endégeno de acido
abscisico submetidas ao estresse hidrico (HARTUNG; RADIN; HENDRIX, 1988;
BACON; WILKINSON; DAVIS, 1998).

Em tomateiro, os estudos demonstram importante papel para o acido abscisico
endogeno, que restringe a producdo de etileno em regime de baixo potencial hidrico
(SHARP et al., 2000; SPOLLEN et al., 2000; LENOBLE; SPOLLEN; SHARP, 2004). Em
plantas combinando deficiéncia de acido abscisico e estresse hidrico, a taxa de
producdo de etileno aumentou grandemente (SHARP; LENOBLE, 2002), sendo que
esse efeito foi completamente impedido quando niveis normais de acido abscisico
foram restaurados (SPOLLEN et al., 2000). Estudos recentes mostram que 0S
aumentos da concentragdo de acido abscisico s&o necessarios para impedir a

excessiva producdo de etileno nos tecidos sob estresse hidrico. Como resultado, o
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acumulo de &cido abscisico durante o estresse hidrico, frequentemente pode ajudar no
crescimento radicular em vez de inibi-lo (SHARP; LENOBLE, 2002).

Ha muitos relatos na literatura sobre a interacdo do acido abscisico com etileno,
e autores discutem um possivel papel da auxina na manutencdo do crescimento
radicular sob estresse hidrico. Ribaut e Pilet (1994) investigaram se existem mudancas
nos niveis de auxina (livre e conjugada) em raizes de milho intactas e isoladas em
condi¢cBes de estresse hidrico. Foram realizadas medidas de peso, contetudo de agua,
crescimento e nivel de auxina destas raizes. Observou-se que com o aumento do
estresse hidrico houve um aumento no nivel de auxina. O maior aumento no nivel de
auxina (cerca de 2,7 vezes mais que o controle) foi observado quando as raizes foram
submetidas a um estresse correspondente a um potencial osmaético de -1,39 MPa na
solucédo. Considerando os resultados os autores chegaram a conclusdo que auxinas
parece ter importante papel na regulacdo do metabolismo e crescimento das raizes em
condicdes de estresse hidrico.

Estudo semelhante foi realizado por Peres, Zsdgon e Kerbauy, (2009), onde
guantificados teores endogenos do acido indol-3-acético (AlA) e do acido abscisico
(ABA) em raizes de orquidea (Catasetum fimbriatum) cultivadas in vitro em sacarose e
manitol. Foi observado um crescimento maximo das raizes em estresse osmotico
moderado, sugerindo que o estresse moderado promove o crescimento radicular das
orquideas. Além disso, os conteudos de ambos ABA e AIA aumentaram com aumento
do estresse osmotico.

Pode-se concluir, entdo, que os hormdnios, acido abscisico, auxina e etileno
controlam o crescimento radicular sob estresse hidrico, interagindo de um modo
dindmico e complexo e ainda nado elucidado. Assim, é de extrema importancia a
realizacdo de estudos, utilizando novas abordagens, para compreender as interacdes
hormonais sobre crescimento e desenvolvimento das plantulas submetidas estresse

osmotico.



2.2 Material e métodos

2.2.1 Material vegetal
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Este trabalho foi conduzido nas instalagfes do Laboratério de Controle Hormonal

da Escola superior de agricultura Luiz de Queiroz (ESALQ). Foram utilizadas sementes

de tomateiro MT (controle), mutantes de sit, epi, dgt e Nr, descritos na Tabela 1 e

apresentados na Figura 4.

Os mutantes utilizados foram introgredidos na cultivar Micro-Tom em projetos
anteriores do laboratério (PERES et al., 2004; CARVALHO et al., 2008; PINO-NUNES,
2005; 2009), cuja utilidade ja foi demonstrada em publicacbes recentes (ZSOGON et
al., 2008; CAMPOS et al., 2009; GRATAO et al., 2009; LIMA et al., 2009).

Tabela 1 - Mutagcfes hormonais introgredidas na cultivar Micro — Tom e utilizadas no presente trabalho

Mutantes Cromossomo* Classe Efeito e funcdo Caracteristica Ref.
génica morfoldgica

diageotropica 1 Auxina Baixa Planta and, raizes sem Oh et al.

(dgt) sensibilidade. ramificacdo, folhas (2006)

Never ripe 9 Etileno
(Nr)

epinastic (epi) 4 Etileno
sitiens (sit) 1 ABA

Defectivo para uma
proteina do tipo
ciclofilina

Baixa
sensibilidade.
Defectivo para um
receptor de etileno
Alta producéo de
etileno. Fungao
génica
desconhecida
Deficiéncia de
ABA. Defectivo
para 0 gene que
codifica ABA-
aldeido oxidase

hiponasticas.

Frutos ndo amadurecem
totalmente. Retencéo de
pétalas e anteras ndo
senescentes

Epinastia severa, caules
e peciolos dilatados,
raizes muito ramificadas

Planta pequena e fraca,
folhas pequenas com
supermurchamento sob
estresse

Wilkinson et al.
(1995)

Fujino et al.
(1988)

Taylor et al.
(2000)

*Os numeros indicados correspondem ao cromossomo dentro de cada um dos 12 cromossomos de

tomateiro. ABA = 4cido abscisico



Figura 4 - Fendtipos dos mutantes utilizados. (A) Planta controle Micro — Tom (MT); (B) mutante dgt -
observar caule fino; (C) Mutante sit -notar folhas queimadas, devido a murcha; (D) Mutante Nr -
notar frutos amarelos devido ao ndo amadurecimento completo; (E) mutante epi -notar frutos
com bicos e folhas epinasticas
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2.2.2 Cultivo em casa de vegetacao

Os duplos mutantes foram produzidos utilizando a Casa de Vegetacdo e 0s
protocolos de cultivo e cruzamentos do Laboratério de Controle Hormonal do
Desenvolvimento Vegetal da ESALQ-USP. A Casa de Vegetagado apresenta condigbes
de temperatura controlada e irrigacdo automatizada, sendo projetada para cultivo
simultaneo de grande niumero de gendétipos de tomateiro, com énfase no modelo Micro-
Tom (MT). As plantas no porte MT s&o cultivadas em vasos de 150 g de substrato
constituido de 1:1 plantmax HT + vermiculita. Para cada 1,0 L dessa mistura, foram
adicionados 4 g de calcario e 1 g de NPK 10-10-10. As sementes foram coletadas de
frutos maduros, juntamente com a polpa, e mantidas durante dois dias sob
fermentacdo, num copo plastico contendo agua e fermento biolégico liofilizado para
facilitar a retirada da mucilagem que adere ao redor da semente. Em seguida, o
fermentado foi despejado em uma peneira, na qual ficaram retidas apenas as
sementes. Estas foram lavadas em agua corrente, despejadas e espalhadas sobre
papel, sendo deixadas para secar ao ar livre durante dois dias. As sementes foram
retiradas do papel com auxilio de uma régua de plastico, colocadas em envelopes de
papel aluminio e armazenadas em caixas plasticas contendo dessecante (silica ou

sulfato de calcio) sob refrigeracéo (de 7 a 14° C).

2.2.3 Selecéo de duplos mutantes

A formacéo dos duplos mutantes se deu por meio de cruzamentos com mutantes
simples ja estabelecidos dentro da cultivar Micro-Tom (Tabela 1). Plantas geradas nos
cruzamentos entre 0os genétipos da Tabela 1 e Figura 4 foram consideradas geracédo F1
e autofecundadas, gerando sementes F2, as quais foram semeadas em bandeja. Na
geracdo F2, foram selecionadas plantas com o fenétipo de um dos mutantes (descritos
na Tabela 1). Isso foi feito para garantir que uma das mutacdes esteja presente na
planta. Na geragcdo F3, advindas de um dos mutantes, foram buscadas plantas com
fendtipo alterado, o que deve representar a homozigose da segunda mutacdo

recessiva. Desse modo, em F3 poderdo ocorrer as seguintes situagoes:
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a) todas as plantas continuam apresentando o fendtipo da mutacdo hormonal
selecionada em F2. Nesse caso, a referida mutacdo deve ser epistatica a outra

mutacao;

b) algumas plantas possuirdo fenétipo das plantas com a outra mutacao,

indicando que esta é epistatica & mutacado hormonal em questéo;

c) algumas plantas terdo fendtipo intermediario (o qual ja pode ter sido
observado em F2) devido ao efeito conjunto das duas muta¢des. Uma vez que duplos
mutantes para as interacbes hormonais sugeridas neste trabalho ndo foram ainda
descritos em bibliografia, caracteristicas morfoldgicas e referéncias bibliograficas
demonstradas na Tabela 1 serviram como referencial na descricdo das mesmas e na
selecao de duplos mutantes.

No caso da obtencdo de duplos mutantes contendo a mutacdo Nr, a qual é
dominante, foram necessarios teste de progénie para definir se o duplo mutante é
homozigoto. O teste de progénie consistiu em cruzar plantas duplos mutantes contendo
Nr com o parental recorrente (MT). As plantas que sO geraram plantulas mutantes

(resistentes a 100 uM de Ethrel) foram consideradas homozigotas.

2.2.4 Desinfestacdo e germinagcdo de sementes

As sementes foram esterilizadas superficialmente em solugcdo de 5% de
desinfetante comercial, o qual contém 2% de hipoclorito de sodio (NaCl) acrescido de
uma gota de detergente comercial para cada 100 ml da solucéo.

A desinfestacao durou cinco minutos sob agitacao (100 rpm). Apés desinfeccéo,
as sementes foram lavadas cinco vezes com agua destilada. As sementes foram
previamente germinadas em agua destilada, a fim de selecionar lotes de germinacao
uniforme para os tratamentos. Sementes com a radicula recém-emitida, processo que
leva em média dois dias, foram utilizadas nos tratamentos. Para as medi¢cbes do
crescimento, foram utilizadas dez plantulas por gerbox, sendo utilizados trés gerboxes

para cada tratamento (n = 30).
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2.2.5 Avaliacdo daregulagdo hormonal multipla no crescimento radicular
situacdes de estresse osmoético

As sementes recém-germinadas dos mutantes sit e Nr e do duplo Nr/sit e 0
controle MT foram colocados em caixa de gerbox pretas contendo folha de papel de
filtro e 30 ml de cada solucdo de tratamento. Os tratamentos consistiram de estresse

osmatico obtido com polietilenoglicol (PEG 6000), como descrito a seguir:

1) Agua = 100 ml de agua destilada + 0 de PEG 6000

2) - 0.05 MPa = 100 ml de 4gua destilada + 5,01 g de PEG 6000
3) - 0.1 MPa =100 ml de agua destilada + 07,85 g de PEG 6000
4) - 0.2 MPa =100 ml de agua destilada + 11,96 g de PEG 6000
5) - 0.3 MPa = 100 ml de agua destilada + 15,14 g de PEG 6000
6) - 0.4 MPa = 100 ml de agua destilada + 17,83 g de PEG 6000
7 - 0.5 MPa = 100 ml de agua destilada + 20,21 g de PEG 6000
8) - 0.6 MPa = 100 ml de agua destilada + 22,37 g de PEG 6000
9) - 0.7 MPa = 100 ml de agua destilada + 24,35 g de PEG 6000
10) - 0.8 MPa = 100 ml de agua destilada + 26,19 g de PEG 6000
11) - 0.9 MPa =100 ml de agua destilada + 27,93 g de PEG 6000
12) - 1.0 MPa = 100 ml de agua destilada + 29,57 g de PEG 6000
13) - 1.1 MPa =100 ml de agua destilada + 31,13 g de PEG 6000

As quantidades de PEG 6000 para atingir os potenciais osmoticos determinados
acima foram obtidas na tabela de potencial osmoético em funcdo da concentracdo
(molalidade) de PEG calculada por Villela, Doni-Filho e Sequeira (1991). Foi
considerado 1 MPa = 10 atm ~1 bar. As sementes germinadas foram deixadas nos
gerboxes contendo os tratamentos por seis dias em temperatura ambiente 25° C £ 2° C.
Posteriormente foi avaliado o comprimento do hipocétilo, da raiz e razdo raiz/hipocatilo.
Em cada tratamento, também foi avaliado o Contetido Relativo de Agua (CRA), o qual é

dado pela equacgéo (1):
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CRA (%) =
%) =Tw_ow 1)

Em que:

W — massa fresca da amostra

TW — massa da amostra turgida (ap0s 4 h em agua)

DW — massa seca da amostra (80°C por 24 h)

Medidas de Contetdo Relativo de Agua (CRA) foram tomadas para cada
genotipo ao longo do experimento, com trés repeticdes. Dez raizes de plantulas com
radiculas foram pesadas em balanca de precisdo. Em seguida, foram colocadas em
placas de Petri contendo agua destilada suficiente para cobri-las e posteriormente
armazenadas a 25°C por um periodo de 4h, para ser novamente pesadas. Logo apos,
foram colocadas em estufa de circulacdo forcada de ar a 80°C por um periodo de 24 h,
para serem pesadas pela Ultima vez. Dessa maneira, foi determinado respectivamente
0 peso da massa fresca, targida e seca das plantulas. O CRA foi dado em porcentagem

segundo a expressao acima.

2.2.6 Tratamento hormonal em situacfes de estresse osmotico

Nos tratamentos hormonais, as sementes germinadas dos duplos mutantes e de
MT foram colocadas em caixas de Gerbox pretas com uma folha de papel de filtro
embebida em agua e em solucdo de PEG com potencial osmdtico.

Para efeito de adicdo de etileno no crescimento das raizes, as sementes
germinadas de MT e os mutantes simples, sit, e Nr, foram tratados com diversas
concentragfes de acido cloroetilfosfénico (Ethrel). Para obter uma solugdo 10 mM de
Ethrel, utilizaram-se 0,22 ml de solucdo estoque 4600 mM em 100 ml de &gua. A

solucéo foi posteriormente diluida para obter as solu¢des descritas na Tabela 2.
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Tabela 2 - Memdria de calculo para as solugbes de Ethrel

Tratamentos Composigéo

Agua 30 ml de agua

0,05 uM de Ethrel (em agua) 30 ml de agua + 30 pul de Ethrel 0,05 mM
0,1 uM de Ethrel (em agua) 30 ml de agua + 30 ul de Ethrel 0,1 mM

0,5 uM de Ethrel (em agua) 30 ml de agua + 30 pul de Ethrel 0,5 mM

1,0 uM de Ethrel (em agua) 30 ml de agua + 30 pul de Ethrel 1,0 mM

5,0 uM de Ethrel (em agua) 30 ml de agua + 30 ul de Ethrel 5,0 mM

10 uM de Ethrel (em agua) 30 ml de agua + 30 ul de Ethrel 10 mM

PEG (- 0,6 MPa) 30 ml de - 0,6 PEG

0,05 puM de Ethrel (-0.6 MPa) 30 ml de - 0,6 MPa + 30 pl de Ethrel 0,05 mM
0,1 puM de Ethrel (-0.6 MPa) 30 ml de - 0,6 MPa + 30 pl de Ethrel 0,1 mM
0,5 uM de Ethrel (-0.6 MPa) 30 ml de - 0,6 MPa + 30 pl de Ethrel 0,5 mM
1,0 uM de Ethrel (-0.6 MPa) 30 ml de - 0,6 MPa + 30 pl de Ethrel 1,0 mM
5,0 uM de Ethrel (-0.6 MPa) 30 ml de - 0,6 MPa + 30 pl de Ethrel 5,0 mM
10 uM de Ethrel (-0.6 MPa) 30 ml de - 0,6 MPa + 30 ul de Ethrel 10 mM

Apos seis dias em temperatura ambiente, o comprimento das raizes foi determinado
com um paquimetro.

Para efeito de inibicdo do etileno, o0 mesmo procedimento foi usado, com as
sementes germinadas embebidas em diversas concentracbes de AVG
(aminoetoxivinilglicina), com agua e solugdo de PEG com potencial osmético de — 0.6
MPa. A fim de néo alterar o volume determinado de 30 mL em cada gerbox, foram feitas
solucbes estoques de AVG de modo a adicionar somente 30 ul de AVG destas para
obter a concentracdo desejada de AVG (Tabela 3). Para obter uma solucdo de 10 mM
de AVG, utilizou-se 1,32 g de AVG a 15% em 100 ml de &gua. A solucdo foi
posteriormente utilizada na preparacao das solucdes da Tabela 3.

Tabela 3 - Memdria de calculo para as solugfes de AVG

Tratamentos Composigéo

Agua 30 ml de agua

0,1 uM de AVG (em agua) 30 ml de 4gua + 30 ul de AVG 0,1 mM

0,5 uM de AVG (em agua) 30 ml de 4gua + 30 ul de AVG 0,5 mM

1,0 uM de AVG (em agua) 30 ml de 4gua + 30 pl de AVG 1,0 mM

5,0 uM de AVG (em agua) 30 ml de 4gua + 30 ul de AVG 5,0 mM

10 uM de AVG (em &agua) 30 ml de 4gua + 30 ul de AVG 10 mM

PEG (-0,6 MPa): 30 ml de -0,6 PEG

0,1 uM de AVG (-0.6 MPa) 30 ml de - 0,6 MPa + 30 ul de AVG 0,1 mM
0,5 uM de AVG (-0.6 MPa) 30 ml de - 0,6 MPa + 30 ul de AVG 0,5 mM
1,0 uM de AVG (-0.6 MPa) 30 ml de - 0,6 MPa + 30 pl de AVG 1,0 mM
5,0 uM de AVG (-0.6 MPa) 30 ml de - 0,6 MPa + 30 pl de AVG 5,0 mM

10 uM de AVG (-0.6 MPa) 30 ml de - 0,6 MPa + 30 pl de AVG 10 mM
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2.3 Resultados
2.3.1 Obtencéo e otimizacédo do processo de selecao dos duplos mutantes

A partir dos cruzamentos entre mutantes simples dentro da cultivar Micro-Tom,
foram produzidos o0s seguintes duplos mutantes: diagetropica/sitiens (dgt/sit),
diagetropica/epinastic (dgt/epi), diagetropica/Never ripe (dgt/Nr), sitiens/epinastic
(sit/epi) e Never ripe/sitiens (Nr/sit) (Tabela 4). Para otimizar o processo de selecao
destes duplos mutantes, a sua selecdo foi feita em uma populacdo segregante
buscando o fendtipo das duas mutacdes representativas dos progenitores em questao
em uma Unica planta. Partindo do principio que até o momento em que este trabalho foi
feito, nenhum dos duplos mutantes aqui produzidos fora relatado na literatura, houve
necessidade de definir as principais caracteristicas fenotipicas para as quais a selecéo
foi feita. Os mutantes foram triados em funcdo de caracteristicas do caule, do sistema

radicular, das folhas e amadurecimento dos frutos (Tabela 4).

Tabela 4 - Descrigdo das caracteristicas dos duplos mutantes

Duplo Caracteristica morfolégica
mutantes
dgt/sit Planta de pequeno porte e caule fino. Folhas murchas, tornando-se necréticas devido

ao excesso de perda de agua (Figura 5A). Sistema radicular pouco desenvolvido, com
raizes pequenas. Antes da maturacdo, os frutos apresentam coloracdo verde escura
(Figura 5F).

dgt/epi O caule da planta com maior didmetro que dgt. Folhas epindsticas e com coloracéo
verde escura. Peciolos dilatados, raizes muito ramificadas, superficiais e aparentes na
superficie do solo. Os frutos apresentam uma protuberéncia na regido apical (Figura

5G).

dgt/Nr Planta apresenta caules que tendem a crescer paralelamente a superficie do solo
(pequena resposta geotrépica), Frutos amarelos ndo amadurecem totalmente (Figura
5H).

sit/epi Planta com caules e peciolos caracterizados por epinastia severa e dilatados, raizes

muito ramificadas, fruto verde escuro. Os frutos apresentam também uma protuberancia
na regido apical semelhante ao duplo dgt/epi.

Nr/sit Planta de porte pequeno e caule fino. Folhas queimadas devido ao excesso de perda de
agua (Figura 5E). Antes da maturacao, os frutos apresentam coloracdo verde escuro e
também ndo amadurecem completamente, assim com dgt/Nr.
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Figura 5 - Fendtipos dos duplos mutantes. A) dgt/sit) B) dgt/epi; C) dgt/Nr; D) sit/epi; E) Nr/sit; F) Fruto
verdes escuro do duplo mutante dgt/sit; G) Frutos de dgt/epi apresentando uma protuberancia
na regido apical; H) Frutos amarelos do duplo mutante Nr/dgt
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2.3.2 Efeito do estresse osmotico

2.3.2.1 Plantulas de Micro- Tom (MT): gendtipo controle

As plantulas de MT apresentam comprimento do hipocétilo de 48,64 mm em
agua (Figura 6A). Os valores deste parametro decresceram gradativamente em funcéo
da reducdo do potencial osmdético, atingindo o valor minimo de 6,25 mm de
comprimento sob potencial osmatico de -1.1 MPa.

O comprimento da raiz de MT em &gua foi de 54,78 mm (Figura 6B e 7A).
Entretanto, o potencial osmético de - 0.6 MPa favoreceu o crescimento a um valor
ligeiramente maior do que observado em agua 57,75 mm (Figura 6B e 7B). A partir de -
0.7 MPa, o comprimento da raiz decresceu de forma continua, atingindo o valor minimo
de 10,82 mm sob -1.1 MPa (6B e 7C).

Os valores para razéo raiz/hipocétilo aumentaram de forma linear até -0.6 MPa,
iniciando com 1,15 em agua e atingindo o valor maximo de 3,34 sob -0.6 MPa (Figura
6C). Em concordancia com os dados observados para os valores de comprimento da
raiz, os valores raiz/hipocétilo cairam continuamente até o valor de 1.65 sob -1.1 MPa.

O Conteldo Relativo de Agua (CRA) apresentou o valor de 71,66 % em agua.
Os valores decrescem a medida que diminui o potencial osmético, atingido um valor
minimo de 26,72% sob -1.1 MPa (Figura 6D).
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Figura 6 - Efeito de estresse osmotico em plantulas controle o Micro —=Tom (MT). A) Comprimento
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Figura 7 - Comparacao do aspecto das plantulas de Micro —Tom (MT). A) Agua; B) -0.6 MPa; C) -
1.1 MPa
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2.3.2.2 Plantulas de sitiens (sit): genotipo deficiente em acido abscisico (ABA)

Observa-se na Figura 8A que o hipocatilo diminuiu significativamente de 36,40
mm em agua, para 5,15 mm em potencial osmatico de -1.1 MPa.

Em relacéo ao efeito do estresse osmoético em sit (Figura 8B e 9A) constatou- se,
efeito semelhante ao das plantulas de MT. O potencial osmético de -0.6 MPa favoreceu
um crescimento, ligeiramente maior que em condi¢des 6timas de suprimento de agua
(Figura 8B e 9B). A partir de -0.7 MPa o crescimento da raiz decresceu de forma
continua, atingindo o valor minimo de 7,6 mm sob -1.1 MPa (Figura 8B e 9C). Na Figura
9C, verificou-se um entumescimento do hipocaétilo para mutante sit.

Os resultados obtidos para razao raiz/hipocotilo de sit aumentaram linearmente
até -0.6 MPa, iniciando com valor de 0,96 em agua e atingindo o valor maximo de 3,10
sob -0.6 MPa. Em concordancia com os dados observados para os valores de
comprimento da raiz, os valores raiz/hipocétilo decresceram continuamente até o valor
de 1,50 sob -1.1 MPa (Figura 8C).

Para o Contetdo Relativo de Agua (CRA) observa-se o valor de 62,21 % em
agua que decrescem a medida que diminuem o potencial osmaético atingido um valor
minimo de 20,80% sob -1.1 MPa (Figura 8D).
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Agua; B) -0.6 MPa; C) -1.1 MPa - observar entumescimento
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2.3.2.3 Plantulas de Never ripe (Nr): gendtipo insensivel ao etileno

Em relagéo as plantulas de Nr, o comprimento do hipocatilo foi de 37,57 mm em
agua. Estes valores foram decrescendo a medida que reduzia o potencial osmotico,
atingindo o valor de 15,75 mm de comprimento sob -1.1 MPa (Figura 10A).

O comprimento da raiz de Nr em agua foi de 42,11 mm. A partir de -0.2 MPa o
comprimento da raiz decresceu de forma continua, atingindo o valor minimo de 15,17
mm sob -1.1 MPa (Figura 10B e 11A, 11B e 11C).

O valor para razéo raiz/hipocotilo em égua foi de 1,18, atingindo um maximo de
2,47 sob -0.8 MPa. Os valores raiz/hipocoétilo caiam continuamente até o valor minimo
de 0,58 sob -1.1 MPa (Figura 10C).

O conteudo relativo de agua (CRA) apresentou o valor de 69% em agua,
decrescendo com a reducdo do potencial osmético, atingido um valor minimo de
37,28% sob -1.1 MPa (10D).
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(Nr). A) Agua; B) -0.6 MPa; C) -1.1 MPa
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2.3.2.4 Plantulas do duplo mutante Never ripe/sitiens (Nr/sit)

No duplo mutante Nr/sit, o comprimento do hipocotilo foi de 34,38 mm em agua.
Estes valores diminuiram continuamente com a redugcdo dos potencias osmoticos,
atingindo o valor de 8,25 mm de comprimento sob potencial osmoético de -1.1 MPa,
(Figura 12 A).

O comprimento da raiz de Nr/sit em agua foi de 37,37 mm (Figuras 12B e 13A).
Uma queda para 29,16 mm de comprimento raiz € observada sob - 0.05 MPa. O
comprimento da raiz foi de 31,25 mm sob -0.1 MPa, atingiu um pico de 38,80 mm no
potencial osmaético de -0.6 MPa (Figura 13B), um crescimento ligeiramente maior que o
valor em agua. A partir de -0.7 MPa, o crescimento da raiz decresceu de forma
continua, atingindo o valor de 6,32 mm em -1.1 MPa (Figura 13C).

Os valores para razéo raiz/hipocétilo aumentaram de forma linear até -0.6 MPa,
iniciando com 1,16 em agua e atingindo o valor maximo de 2,38 sob -0.6 MPa. Em
concordancia com os dados observados para os valores de comprimento da raiz, 0s
valores raiz/hipocotilo cairam continuamente até o valor de 0,82 sob -1.1 MPa (Figura
12C).
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2.3.3 Efeito da adicdo de Ethrel

Para testar o efeito do etileno, foi aplicado Ethrel, uma substancia liberadora
deste hormonio, nas raizes de MT, sit e Nr. Desse modo, considerando-se MT como
controle, observou-se um crescimento radicular de 27,81 mm em O uM para 30,02 mm
sob concentragdo de 0,05 uM Ethrel em agua (Figuras 14A e 14B). O comprimento da
raiz volta a cair gradativamente até atingir um valor minimo de 16,40 mm para
concentracdo de 10 puM Ethrel em agua. Em PEG 6000, houve uma reducao
significativa de 39,47 mm sob O uM para 4,37 mm sob 1 pM Ethrel aumentando para o
valor 26,28 mm sob 5 pM Ethrel e voltando a diminuir ligeiramente para 21,59 mm sob
10 puM.

Para Nr, em 4gua, houve um crescimento gradativo da raiz de 23,37 mm sob 0
MM para 37,03 mm sob 0,1 uM o qual foi continuo até atingir um valor de 28,51 mm de
comprimento sob 10 uM. Em solucédo PEG 6000 (-0.6 MPa), o Nr decresce linearmente
de 45, 85 mm sob O uM para um valor minimo de 27,27 mm sob 10 uM.

As raizes do mutante sit em 0 pM atingiram 33,57 mm de comprimento. O
comprimento caiu continuamente até atingir o valor minimo de 10,25 mm sob
concentracédo de 10 uM (Figuras 14A e 14B). Em PEG 6000 (-0.6 MPa), sob 0 uM, o
comprimento da raiz teve um valor de 34,72 mm o qual diminui para 25,52 mm em
concentracdo de 1 uM e mantém-se constante até 5 UM com um valor de 22,98 mm e

decresce significativamente para um minimo de 4,00 mm sob 10 uM.
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2.3.4 Efeito da acao do inibidor do etileno (AVG)

O efeito da inibicdo da producdo de etileno no crescimento radicular em
condi¢bes de estresse osmatico foi avaliado através de um inibidor da sintese deste
horménio, o AVG (Figura 15 A e 15B). Pode-se observar que em MT, houve um
crescimento radicular de 27,15 mm sob 0 uM para 34,51 mm sob 0,1 uM em &gua. O
comprimento diminuiu gradualmente até atingir um valor minimo de 17,98 mm sob 10
UM (Figura 15 A e 15B).
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Para sit, em agua houve um crescimento radicular linear de 28,03 mm sob 0 uM
para um méximo de 39,39 mm sob 5 uM, depois este valor cai para um minimo de
21,47 sob 10 uM. Em PEG 6000 o comprimento da raiz foi de 30,68 mm sob uma
concentracdo de 0 uM, aumentando para 39,48 mm sob 0,1 uM, diminuindo a seguir
até atingir um valor minimo de 24 mm sob concentracdo de 10 pM (Figura 15 A e 15B).

No mutante Nr observou-se um comportamento semelhante ao mutante sit. Em
agua houve um crescimento linear da raiz de 28,73 mm sob 0 uM para um maximo de
32, 64 mm sob 10 pM. O comprimento radicular diminui para um minimo de 22, 20 mm
sob 10 pM. Em estresse moderado (-0.6 MPa), o comprimento aumenta de 49,19 mm
sob uma concentracdo de 0 uM para 49,68 mm sob 0,1 uM, diminuindo até atingir um

comprimento minimo de 18,22 mm sob concentragcédo de 10 uM (Figura 15 A e 15B).
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Figura 15 — Efeito da inibicdo da sintese do etileno no comprimento das raizes de MT e dos
mutantes Nr e sit. A) Agua; B) — 0.6 MPa. Barras verticais representam o erro
padrao da média (n =20)
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2.4 Discussao

A obtencdo dos duplos mutantes dgt/epi, epi/sit, Nr/sit, dgt/Nr e dgt/sit aqui
relatados € a primeira do seu tipo, pois na literatura existente ndo se encontram
trabalhos onde se tenha realizado a obtencéo dos tais duplos mutantes hormonais. Os
duplos mutantes foram produzidos com objetivo de avaliar a influéncia dos principais
horménios relacionados ao processo de desenvolvimento da raiz em condicbes de
estresse hidrico.

Os mutantes utilizados no cruzamento apresentam deficiéncia na sensibilidade
de uma classe hormonal como os mutantes dgt (auxinas) e Nr (etileno); deficiéncia na
sintese de como ocorre com sit (ABA); ou superproducgdo, em epi (etileno).

Os papéis fisiologicos da auxina no desenvolvimento radicular foram bem
evidentes no mutante dgt e nos duplos mutantes dgt/sit, dgt/epi e dgt/Nr. O mutante dgt
é defectivo para uma proteina ciclofilina (OH et al., 2006) responsavel por uma via nao
candnica de sinalizacdo das auxinas. Como esperado, esse mutante, assim como 0s
duplos mutantes dgt/sit, dgt/epi e dgt/Nr, apresentaram raizes curtas e plagiotropicas,
crescendo de forma superficial e aparentes sobre o solo.

A auxina é necessaria em pequenas concentracdes, na ordem de 107° a 10° M,
para promover o crescimento radicular (TAIZ; ZEIGER, 2006). Além disso, as respostas
plagiotrépicas do sistema radicular sdo mediadas pelo AlA, na regido da coifa (TAIZ,
ZEIGER, 2006).

E notavel que a percepcdo plagiotropicas das raizes seja uma resposta
independente da interagdo com os hormonios ABA e etileno, uma vez que essa
caracteristica ndo foi modificada pelas interacbes dgt e os mutantes sit, epi e Nr. Uma
caracteristica aditiva as raizes curtas e plagiotrépicas foi observada no duplo mutante
dgt/epi, pelo engrossamento das mesmas.

Outra caracteristica observada no duplo mutante dgt/sit ndo dependente da
interagcdo ABA-auxina foi a coloracdo verde escura do fruto antes da maturacao,
herdada de sit.

Como o objetivo deste trabalho foi avaliar o crescimento das raizes em condi¢des

de estresse hidrico, 0 mutante dgt, bem como seus duplos dgt/sit, dgt/epi e dgt/Nr ndo
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foram submetidos ao teste de estresse hidrico moderado (-0.6 MPa), por apresentarem,
na caraterizacdo dos duplos, raizes muito curtas.

Outra possibilidade para estudar o efeito de auxinas sobre o desenvolvimento
radicular seria utilizar o mutante entire (e), o qual possui o gene AUX/IAA9 mutado,
apresentando um aumento na resposta a auxinas (ZHANG, et al.,2007). O transgénico
DR5::GUS, o qual apresenta um promotor sintético baseado com elementos de
resposta a auxina fusionados a proteina - glucuronidase (ULMASOV et al., 1997),
também pode vir a ser utilizado em pesquisas futuras que tenham o mesmo objetivo do
presente estudo.

O ABA é responsavel pelo fechamento estomatico sob condi¢cdes de estresse
hidrico. Sob essas condi¢des, o ABA também promove o crescimento radicular e inibe o
desenvolvimento caulinar, aumentando a razdo raiz/caule quando comparada a
condi¢Bes de ampla disponibilidade de hidrica (TAIZ; ZEIGER, 2006)

Spollen (2000), observou que sob condigcbes de estresse hidrico, plantulas
deficientes em ABA apresentavam maior producdo de etileno e esse efeito foi
completamente revertido quando o conteido do ABA foi restaurado através da
aplicacdo exdgena, juntamente com a retomada do crescimento radicular.

O mutante sit € deficiente na sintese do horménio ABA, devido a uma mutacao
no gene que codifica ABA-aldeido oxidase, produzindo uma enzima defectiva (TAYLOR
et al., 2000). Consequentemente, a quantidade de ABA neste mutante é reduzida. O
mutante sit, assim como seus duplos dgt/sit e Nr/sit, apresentou fenétipos de folhas
murchas e queimadas, em funcdo da perda excessiva de agua, pelos estdmatos. A
percepcao defectiva de auxina ou de etileno, em dgt/sit e Nr/sit, respectivamente, nao
alterou a resposta de fechamento estomatico nesses mutantes. No entanto, a
superproducao de etileno ocasionada pela mutacdo epi parece ser capaz de suprir 0
murchamento que seria herdado de sit. Isso € intrigante e futuros estudos devem ser
realizados para elucidar essa interagéo.

A interacdo entre ABA e etileno sob condi¢cbes de estresse hidrico € de grande
importancia no desenvolvimento das raizes. Como ha disponibilidade de duas classes
de mutacdes antagdnicas para o hormonio etileno, Nr e epi ambas foram utilizadas no

presente trabalho.
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7

Na maioria dos trabalhos publicados, o etileno é citado como inibidor do
crescimento radicular. Aléem de formac&o do gancho pulmonar, ele proporcionou efeitos
inibitérios no crescimento da raiz (TAIZ; ZEIGER, 2006).

O mutante Nr é insensivel ao etileno, devido a uma mutacdo dominante em um
dos receptores deste hormoénio, impendido que se ligue ao receptor (WILKINSON et al.,
1995). Como consequéncia, seus duplos mutantes, dgt/Nr e Nr/sit apresentaram frutos
que nao amadurecem completamente. Sendo o0 etileno responsavel pelo
amadurecimento de frutos de espécies climatéricas, como o tomateiro, todos esses
genotipos apresentam frutos amarelos.

O mutante epi é superprodutor de etileno, apresentando folhas epinasticas e de
coloragdo verde escuro. Os duplos mutantes dgt/epi e sit/epi mantiveram esse fenétipo
apresentando folhas com epinastia e coloracao foliar mais intensa. Além disso, os frutos
dos duplos mutantes dgt/epi e sit/epi apresentaram protuberancia na regiao estilar. Por
ndo se conhecer a base genética e molecular responsavel pela mutacdo epi, no
decorrer deste estudo, optou-se por nao utilizar esse mutante e os duplos dgt/epi e
sit/epi nos experimentos com estresse hidrico. Um substituto do epi para futuros
trabalhos para estresse osmatico seria o transgénico ERE::GUS, o qual apresenta um
promotor sintético com resposta a etileno fusionado com a proteina B-glucaronidase
(MAZAREI et al., 2008).

Ao submeter as plantulas de MT, sit, Nr e Nr/sit a diferentes potenciais
osmoticos, pbde-se observar que baixos potenciais inibem mais o crescimento do caule
que da raiz. Esse fato pode ser uma caracteristica importante da resposta do sistema
radicular ao estresse hidrico. Desse modo, algumas raizes possuem a capacidade de
dar continuidade ao alongamento em potenciais hidricos baixos o suficiente para inibir
completamente o crescimento da parte aérea.

Sharp e Davies (1985) estudaram esse processo em raizes adventicias de milho,
que precisavam penetrar na camada seca da superficie do solo, e verificaram maior
crescimento de raizes primarias sob condicbes de estresse hidrico, o que
proporcionava o estabelecimento das plantulas, uma vez que assegurava o suprimento

de agua antes da emergéncia da parte aérea.
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No presente estudo, verificou-se que, em geral, quanto menor potencial
osmotico, menor € o comprimento da raiz. Entretanto, potencial osmético considerado
moderado (-0.6 MPa), favoreceu o crescimento de raiz e principalmente a relacéo
raiz/hipocotilo nos genoétipos MT, mutante sit e o duplo mutante Nr/sit . Isto corrobora
trabalhos realizados por Peres, Zs6gon e Kerbauy (2009), envolvendo a incubagéo das
raizes de uma espécie de orquidea em meio de cultura com diferentes potenciais de
agua, os quais verificaram que raizes submetidas a um estresse hidrico moderado
cresceram mais do que aguelas submetidas a um potencial de agua mais altos. Esse
fenbmeno também foi observado por Sharp (2002) em diferentes espécies de grande
importancia agronémica, as quais apresentavam raizes primarias que mantinham taxas
de alongamento consideravel em agua com potencial de -1 a -6 MPa, enquanto o
crescimento da parte aérea fica completamente inibida em -8 MPa.

No caso de Nr, embora o crescimento no estresse osmotico moderado (-0.6
MPa) ndo tenha prejudicado o crescimento das raizes, foi muito inferior ao controle
agua.

Como sit apresenta baixo nivel enddégeno de ABA, sugere-se que o ABA seja
necessario para o crescimento radicular sob condi¢des estresse hidrico, conforme ja
proposto por Sharp e colaboradores (2004). Contudo, esses estudos foram avaliados
em potenciais extremos de -0.03 a -1.6 MPa, diferentemente dos utilizados neste
trabalho onde foram usados potencias mais altos de 0 a -1.1 MPa e dotados de
intervalos menores entre eles. Nota-se que o ABA seja necessario para o crescimento
de raiz em estresse severo -1.6 MPa, contudo em condi¢cdes de estresse osmoético
moderado (-0.6 MPa), a auséncia de ABA pode ter favorecido o crescimento radicular
em controle MT e em sit e no duplo Nr/sit. Os resultados de sit em -1.1 MPa sugerem
gue uma funcdo importante do ABA enddgeno na manutencdo do crescimento da raiz
primaria em baixo potencial hidrico deve ser prevenir a producao excessiva de etileno.
Observou-se que raizes de sit em baixo potencial hidrico ndo s6é sdo mais curtas como
também apresentaram visivel inchaco radiall No duplo mutante Nr/sit tal
entumescimento foi bem menos pronunciado, reforcando a hipdtese de que é

dependente de etileno.
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O mutante Nr é insensivel ao etileno e ao comparar seu crescimento em agua
com os demais potencias e com 0s outros genotipos, o crescimento foi maior em Nr em
agua, podendo-se inferir que o etileno € um dos principais inibidores de crescimento
radicular.

Através dos resultados acima apresentados e corroborando com Peres, Zsdgon
e Kerbauy (2009) pode-se concluir que o acumulo de ABA € necessario para que a raiz
cresca em condi¢cBes de estresse osmotico atuando como inibidor de etileno, mas que
também parece ser necessario o acumulo de auxina para o crescimento radicular.
Como ABA e auxina possuem efeitos contrarios no “status” do etileno enddgeno, essa
hip6tese de crescimento radicular pode ser controlada por um balanco ABA/IAA
endodgeno. Tal hip6tese podera ser testada no futuro usando os novos genotipos

disponiveis com altera¢cdes em auxina, como DR5::GUS e entire.
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3 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos no presente trabalho, pode-se concluir:

Durante a imposi¢do do estresse osmotico, ocorreram variagdes dos parametros
do crescimento radicular de forma mais suave durante o estresse moderado (-0.6 MPa),
onde observou-se maior crescimento das raizes. Contudo, em baixos potencias o
crescimento reduziu drasticamente. Observou-se também que o hipocétilo € mais
inibido que a raiz durante a imposicédo do estresse. Tal fato sugere que em condi¢des
de estresse hidrico moderado, as plantas podem lancar médo desse mecanismo para
modular o crescimento relativo entre raiz e parte aérea. Os resultados com 0s mutantes
sit e Nr, sugerem que ABA e etileno podem mediar esse mecanismo modulatorio,
embora mais estudos sdo necessarios.

Os experimentos com aplicagdo exdgena do liberador de etileno e a do inibidor
de sintese de etileno contribuiram pouco para o entendimento do processo, o que pode
estar refletindo as limitacfes intrinsecas dos tratamentos exdgenos, 0s quais tendem a
ter menor efeito fisioldgico devido as doses farmacologicas.

Os duplos mutantes produzidos neste trabalho poderdo ser usados para futuras
pesquisas envolvendo interagcdes hormonais em outros eventos do desenvolvimento e

resposta a fatores bibticos e abiéticos.
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