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RESUMO

O déficit hidrico € um dos principais fatores limitantes da produgéo agricola. Por isso, as plantas tém
desenvolvido mecanismos de sobrevivéncia e aclimatagdo a condicéo de déficit hidrico, por exemplo, o
fechamento estomatico que visa minimizar a perda de agua pela planta. Com efeito, as respostas das
plantas ao déficit hidrico sdo controladas diretamente pelo balango hormonal. Assim, o objetivo do
presente estudo foi avaliar como diferentes mutantes hormonais de tomateiro respondem a condigdo de
déficit hidrico. Foram utilizados cinco genétipos de tomateiro, o cultivar Micro-Tom (MT), tipo selvagem, os
mutantes Never ripe (Nr), com baixa sensibilidade ao etileno, diageotropica (dgt), com baixa sensibilidade
a auxina, e os transgénicos L19 (com elevada biossintese de giberelina) e SL (com baixa biossintese de
estrigolactonas). As plantas foram cultivadas em vasos de polietileno com capacidade para 350 mL
preenchidos com substrato comercial. Durante o desenvolvimento, todas as plantas foram diariamente
irrigadas até o inicio do déficit hidrico, 37 dias ap6s a semeadura (DAS). A fim de induzir o déficit hidrico,
a irrigagcdo foi suspensa em parte das plantas por um periodo de sete dias. Plantas-controle foram
irrigadas continuamente. Depois de sete dias nas respectivas condi¢des (irrigada e déficit hidrico), as
plantas foram colhidas para a realizacdo das analises de crescimento, contetido relativo de dgua (CRA) e
extravasamento de eletrélitos. Como esperado, plantas de L19 exibiram maior altura de plantas, enquanto
plantas de SL apresentaram maior acimulo de massa fresca e seca da parte aérea em condigdo controle.
Em condicdo de déficit hidrico, observou-se reducdo de massa fresca e altura de plantas em todos os
genotipos avaliados. Enquanto que apenas plantas de MT e SL ndo sofreram reducéo de massa seca da
parte aérea em funcdo da restricdo hidrica. Quanto ao CRA, apenas plantas de L19 ndo apresentaram
reducédo sob condicdo de déficit hidrico.

PALAVRAS-CHAVE: auxina, giberelina, Micro-Tom.

ABSTRACT

Drought stress is one of the main limiting factors of crop production. For this reason, plants have
developed mechanisms of survival and acclimatization to the drought condition, for instance, the stomatal
closure to minimize the loss of water by the plant. In effect, the plant's responses to water deficit are
directly controlled by the hormonal balance. Thus, the present study aimed to evaluate how different
tomato hormonal mutants respond to drought stress. Five tomato genotypes were used, the cultivar Micro-
Tom (MT), wild-type, the mutants Never ripe (Nr), with low sensitivity to ethylene, diageotropica (dgt), with
low sensitivity to auxin, and the transgenic L19 (with high biosynthesis of gibberellin) and SL (with low
biosynthesis of strigolactones). Plants were grown in polyethylene pots with 350 mL filled with commercial
substrate. During development, all plants were irrigated daily until the beginning of the drought stress, 37
days after sowing (DAS). Then, irrigation was suspended in part of the plants for seven days to induce
drought. Control plants were irrigated continuously. After seven days in the respective conditions (irrigated
and drought stress), the plants were harvested to analyze the growth, relative water content (RWC), and
electrolyte leakage. As expected, L19 plants exhibited higher height, while SL plants showed greater fresh
and dry shoot weight accumulation in control conditions. In drought stress conditions, a reduction in fresh
weight and plant height was observed in all evaluated genotypes. In contrast, only MT and SL plants did
not suffer a reduction in dry mass of the aerial part due to water restriction. As for the CRA, only L19 plants
did not show a reduction under water deficit conditions.
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INTRODUGAO

Ao longo de seu ciclo de vida, as plantas sdo submetidas a diversas condicées ambientais extremas
(HARTMAN & TRINGE 2019, HASANUZZAMAN et al. 2020, HUNTER et al. 2021). Dentre estas condigdes,
0 déficit hidrico é o principal fator limitante a producéo agricola ao redor do mundo (PARRY et al. 2005,
MODANESI et al. 2020). Dessa forma, como mecanismo de sobrevivéncia, as plantas necessitam
responder eficientemente a restricdo da disponibilidade hidrica. Assim, a partir da percepcédo, vias de
sinalizacao do déficit hidrico sao induzidas, levando a modificacdes moleculares, bioquimicas, fisioldgicas e,
finalmente, morfolégicas (SARWAT & TUTEJA 2017, LIANG et al. 2020).

Essas alteragbes sdo causadas por mudancas relacionadas a mecanismos de aclimatacdo das
plantas ao déficit hidrico, como regulagdo da abertura e fechamento dos estématos (SARWAT & TUTEJA
2017, HASAN et al. 2021), reducado da producao fotossintética, modificagdo da particdo de carbono entre a
parte aérea e a raiz (KAGE et al. 2004, KAPOOR et al. 2020). Todas essas modifica¢des sdo intimamente
controladas pelo balangco hormonal da planta sob condicdo de estresse (FEITOSA et al. 2016). De fato,
diversos trabalhos tém relatado o envolvimento de diversos hormdnios, como etileno, auxina, giberelina e
estrigolactona, com a modulacdo dos mecanismos de sinalizacdo e aclimatacdo ao déficit hidrico (SELLIN
et al. 2014, CUI et al. 2015, DE OLLAS & DODD 2016).

Por exemplo, as estrigolactonas (SL), hormdnio que atua na regulacdo da ramificacdo lateral,
demonstraram resultados positivos sob condicdo de estresse hidrico (VISENTIN et al. 2016). Os autores
observaram que plantas de tomateiro com baixa biossintese de SL perderam, pelo menos parcialmente, a
capacidade de sinalizacdo do déficit hidrico e, consequentemente, tornaram-se extremante sensiveis a seca
(VISENTIN et al. 2016). Por outro lado, tem sido relatado que genes envolvidos com a biossintese e
transporte de SL s&o inibidos em condi¢cdes de seca, dificultando assim o transporte de SL a partir das
raizes de tomateiro para a parte aérea, visto que as raizes séo o local de maior producdo do horménio (LIU
et al. 2016, RUIZ-LOZANO et al. 2016, FAHAD et al. 2017). Esses resultados indicam que as SL sdo as
moléculas diretamente transportadas a partir do sistema radicular para sinalizacéo do déficit hidrico, mas
que atua modulando a sua sinalizacéo.

Por sua vez, as auxinas (AUX) tém sido relacionadas & atenuac¢do dos efeitos da seca, atuando em
nivel celular, regulando o metabolismo vegetal e estimulando o crescimento das raizes (SHI et al. 2014,
SERGIEV et al. 2019). Neste caso, 0 maior desenvolvimento radicular favorece a maior captacdo de 4gua
pela planta. Similarmente, o etileno (ET), um hormdnio gasoso, vem sendo associado constantemente as
respostas ao déficit hidrico (ZHU et al. 2018). Por exemplo, GRAVES e GLADON (1985) associaram o
déficit hidrico a intensa producdo de etileno, que poderia ser retardada em plantulas de ervilha com ABA
enddgeno, em concentracdes de 0,1 uM a 1 uM (GERTMAN & FUCHS 1972).

Por fim, as giberelinas (GA), hormbnios essenciais para o crescimento da parte aérea e germinacao
de sementes, demonstram rela¢gBes diretas com os efeitos causados pela seca (PIMENTA LANGE &
LANGE 2006, GAION et al. 2018). De fato, observa-se que mutantes de trigo com reduzida biossintese de
GAs apresentaram maior tolerancia a condicdo de seca (LANDJEVA et al. 2008, ALGHABARI et al. 2014).
No entanto, outros estudos tém relacionado os danos causados pela seca em plantas milho com a reducéo
de GAs (WANG et al. 2008, COELHO FILHO et al. 2013, LIU et al. 2013).

Nesse contexto, objetivou-se estudar como a diferente biossintese ou percepc¢do dos hormdnios AUX,
GA, ET e SL modulam as respostas do tomateiro a condicao de déficit hidrico. Aqui, nés hipotetizamos que
a modificacdo do metabolismo hormonal nos mutantes de tomateiro tornara esses genotipos mais ou menos
sensiveis ao déficit hidrico dependendo da classe hormonal alterada.

MATERIAL E METODOS

No presente experimento, foram utilizados cinco genétipos de tomateiro, o cultivar Micro-Tom (MT),
os mutantes Never ripe (Nr), diageotropica (dgt), e os transgénicos L19 e SL (Tabela 1) (BASSEL et al.
2008, CARRERA et al. 2012). Sementes dos genétipos foram colocadas para germinar em bandejas de
poliestireno contendo mistura na propor¢édo de 1:1 de substrato comercial (Carolina Soil®) e fibra de casca
de coco, suplementado com 1g L de NPK 10:10:10 e 4 g L de calcéario dolomitico. Aos 15 dias apés a
semeadura (DAS), as plantas foram transferidas para vasos de 350 mL e transferidas para a casa de
vegetacao.

Todas as plantas foram diariamente irrigadas até o inicio do déficit hidrico, aos 37 DAS. A fim de
induzir o déficit hidrico, a irrigacdo foi suspendida em parte das plantas por um periodo de sete dias.
Plantas-controle foram irrigadas continuamente. Depois de sete dias nas respectivas condic¢des (irrigada e
déficit hidrico), as plantas (45 DAS) foram coletadas para a realizacao das analises como descrito abaixo.
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Tabela 1. Caracterizacdo dos genotipos de tomateiro utilizados no experimento.
Table 1. Characterization of tomato genotypes used in the experiment.

Gendtipo Caracterizacéo Referéncia

Micro-Tom (MT) Presenca do gene Dwarf, que confere o porte ando as CARVALHO et al.
plantas (2011)

Never ripe (Nr) Baixa sensibilidade ao etileno devido a perda de fungéo HAMILTON et al.
do gene LeETR3 que codifica um receptor do etileno (1990)

Diageotropica (dgt) Baixa sensibilidade a auxina devido a perda de KELLY & BRADFORD
capacidade de biossintese da proteina ciclofilina (1986)

L19 Planta transgénica com elevada biossintese de giberelina GARCIA-HURTADO et
em funcao da superexpresséo do gene GA200x al. (2012)

SL Planta transgénica com baixa biossintese de VISENTIN et al. (2016)
estrigolactonas em funcéo do silenciamento do gene
SLCCD7

A altura das plantas foi determinada usando uma régua graduada. A massa fresca (MF) tanto da
parte aérea como das raizes foi determinada em balanca analitica (Denver Instrument Company AA-200)
com precisao de 0,0001 g. Em seguida, o material foi mantido em saco de papel e levado a estufa com
circulacdo forcada de ar a 60 °C por 72 horas e, em seguida, determinada a massa seca (MS) da parte
aérea e das raizes utilizando-se balanc¢a analitica (Denver Instrument Company AA-200) com precisédo de
0,0001 g.

O conteudo relativo de 4gua (CRA) foi obtido usando discos foliares, aproximadamente 200 mg de
MF. Para tanto, apds a coleta e pesagem, os discos foliares foram acondicionados em placas de petri
acrescidas de &gua deionizada, e mantidas na auséncia de luminosidade por cinco horas. Apds esse
periodo, foi retirado o excesso de agua superficial dos discos utilizando-se papel toalha e foram pesados
para a obtencdo da massa turgida (MT). Sequencialmente, a massa seca (MS) dos discos foi obtida através
da secagem em estufa de circulagdo forgcada a 60 °C, por um periodo de 48 h. Assim, o CRA foi
determinado pela seguinte férmula: (MF-MS)/(MTMS) x 100 (TURNER 1981).

O extravasamento de eletrélitos sera verificado obtendo-se cinco discos foliares de cada planta,
inicialmente, os mesmos serdo deixados em repouso em placas de Petri contendo 20 mL de &agua
deionizada, por 90 min, a 25 °C sendo, em seguida, medida a condutividade inicial (Xi) das amostras.
Posteriormente, as mesmas foram submetidas a 80 °C, por 90 min, em estufa de secagem e, apos
resfriamento, medida a condutividade final (Xf). A porcentagem de extravasamento de eletrélitos foi
expressa pela formula: [(Xi/Xf) x 100] (KOVALESKI & GROSSMAN 2021).

Empregou-se o delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 5 x 2; constituido por
cinco genotipos (MT, Nr, dgt, L19 e SL) e duas condi¢cbes (irrigada e déficit hidrico), e quatro repetigfes.
Todos os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA), e as médias foram comparadas pelo
teste de Scott-Knot (p<0.05), utilizando o programa AgroEstat (www.agroestat.com).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Controle hormonal do crescimento do tomateiro sob condicéo irrigada

Sob condicéo irrigada, como esperado, observou-se que plantas de L19, com elevada biossintese de
GA, exibiram maior altura (Figura 1A). Por outro lado, plantas de dgt, baixa sensibilidade as auxinas,
apresentaram menor altura das plantas, seguidas em ordem crescente por plantas de Nr, MT e SL (Figura
1A). Com relacdo a massa fresca da parte aérea, plantas com biossintese reduzida de SLs apresentaram
maior massa fresca da parte aérea em comparacdo aos demais genoétipos (Figura 1B). Enquanto que
plantas de dgt exibiram menor massa fresca da parte aérea (Figura 1B). Semelhante & massa fresca da
parte aérea, plantas de SL apresentaram maior massa fresca do sistema radicular em relagdo aos demais
gendtipos, que nao diferiram entre si (Figura 1B).

Quanto ao acimulo de massa seca da parte aérea, notou-se que plantas de MT, Nr e SL exibiram
maior acumulo de massa seca na parte aérea quando comparadas as plantas de dgt e L19, sob condigéo
irrigada (Figura 1C). Avaliando o sistema radicular observou-se maior acimulo de massa seca em plantas
de SL, enquanto os demais gendtipos néo diferiram entre si (Figura 1C).

Os dados apresentados demonstraram que a menor biossintese de SLs favorece o desenvolvimento
vegetal, induzindo maior acimulo de massa fresca e seca nas plantas (Figura 1). De fato, as SLs sao
conhecidas por modular a germinacdo de sementes de plantas parasitas, inibicdo da ramificacédo lateral e
regulacdo do balanco hormonal nas plantas (BREWER et al. 2013). Além disso, as SLs estao
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intricadamente relacionadas com a regulagéo da arquitetura vegetal e o balanco de energia entre a parte
aérea e o sistema radicular. Quanto a altura, a maior biossintese de GA nas plantas de L19 induziu maior
altura dessas plantas. As GAs promovem o maior alongamento celular e, consequentemente, do caule
(WANG et al. 2017, RIZZA & JONES 2018).

A baixa sensibilidade a auxina presente em plantas de dgt afetaram negativamente o
desenvolvimento vegetal de plantas de tomateiro, especialmente da parte area. As auxinas sao essenciais
para o crescimento vegetal, regulando a dominancia apical, ramificacdo lateral, expansao celular entre
outros processos metabélicos (BRUMOS et al. 2018, FRICK & STRADER 2018).
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Figura 1. Parametros de gendtipos de tomateiro cultivados em condi¢cdes de estresse hidrico ou bem
irrigado. (A) altura de plantas; (B) no eixo de coordenadas, valores acima e abaixo de 0
correspondem a massa fresca da parte aérea e das raizes, respectivamente; (C) no eixo de
coordenadas, valores acima e abaixo de 0 correspondem a massa seca da parte aérea e das
raizes, respectivamente. Os valores sdo as médias de cada tratamento (n = 3), e as barras séo o
erro padrao de cada tratamento. As letras na parte superior das barras representam as diferencas
nas médias entre os genétipos na mesma condi¢éo de cultivo, e os asteriscos indicam as diferencas
entre as condi¢des para um mesmo gendtipo. Ambos calculados usando o teste de Scott-Knot (P <
0.05).

Figure 1. Parameters of tomato genotypes grown under drought or well irrigated conditions. (A) height of the
plant; (B) on the coordinate axis, values above and below 0 corresponding to the fresh weight of the
shoot and roots, respectively; (C) on the coordinate axis, values above and below 0 corresponding to
the dry weight of the shoot and roots, respectively. The values are as means of each treatment (n =
3), and the bars are the standard error of each treatment. The letters at the top of the bars represent
differences in means among genotypes within the same condition, and asterisks indicate differences
between conditions within the same genotype. Both were calculated using the Scott-Knot test (P <
0.05).
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Sob condicgéo irrigada, observou-se maior contetdo relativo de agua (CRA) em plantas de Nr, dgt e
SL em comparagdo a MT e L19 (Figura 2A). Quanto ao extravasamento de eletrolitos, ndo verificou
diferenca estatistica entre os genétipos (Figura 2B). A andlise de extravasamento de eletrolitos indica o nivel
de estresse oxidativo das plantas, e na condicao irrigada nota-se que todos os genétipos apresentavam o
mesmo nivel de estresse. Quanto ao CRA, aparentemente, a baixa sensibilidade ao etileno e a auxina e a
baixa biossintese de SLs induziram um maior teor de agua no tecido vegetal das plantas de tomateiro.
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Figura 2. Pardmetros de gendtipos de tomateiro cultivados em condi¢gbes de estresse hidrico ou bem
irrigado. (A) conteudo relativo de 4gua nas plantas (CRA); (B) extravasamento de eletrélitos (EE).
Os valores sdo as médias de cada tratamento (n = 3), e as barras sdo o erro padrdo de cada
tratamento. As letras na parte superior das barras representam as diferencas nas médias entre os
gendtipos na mesma condigdo de cultivo, e os asteriscos indicam as diferencas entre as condi¢cdes
para um mesmo gendtipo. Ambos calculados usando o teste de Scott-Knot (P < 0.05).

Figure 2. Parameters of tomato genotypes grown under conditions of water stress or well irrigated. (A)
relative water content in the plants (CRA); (B) leakage of electrolytes (EE). The values are as means
of each treatment (n = 3), and the bars are the standard error of each treatment. The letters at the
top of the bars represent differences in means among genotypes within the same condition, and
asterisks indicate differences between conditions within the same genotype. Both were calculated
using the Scott-Knot test (P < 0.05).

Controle hormonal do crescimento do tomateiro sob condi¢céo de déficit hidrico

A altura de todos os gendtipos foi inibida pelo déficit hidrico, contudo, plantas de L19 nesta condi¢ao
apresentaram maior altura em comparacgao aos demais genétipos (Figura 1A). Similar a altura das plantas, a
limitagdo da disponibilidade de 4gua causou inibigcdo da massa fresca da parte aérea de todos os gendtipos
(Figura 1B). Apesar da reducdo da massa fresca sob déficit hidrico, plantas de MT e SL exibiram maior
massa fresca da parte aérea quando comparado aos genotipos dgt, Nr e L19. A massa fresca do sistema
radicular foi negativamente afetada pelo déficit hidrico apenas em plantas de SL, embora nédo tenha diferido
dos outros genotipos (Figura 1B).

Quanto a massa seca da parte aérea, verificou-se que as plantas de Nr e L19 foram negativamente
afetadas pelo déficit hidrico (Figura 1C). Além disso, plantas de MT e SL proporcionaram os maiores valores
de massa seca da parte aérea sob condicdo de déficit hidrico quando comparado aos demais gendtipos
(Figura 1C). Por outro lado, a massa seca do sistema radicular ndo foi influenciada pelo déficit hidrico,
sendo que plantas de SL apresentaram maior massa seca do sistema radicular (Figura 1C).

De fato, a redugédo da disponibilidade hidrica induz uma série de processos nas plantas que levam ao
fechamento estomatico, reduzindo assim a assimilagdo de carbono e o crescimento vegetal (MARTIN-
STPAUL et al. 2017, AGURLA et al. 2018). Neste trabalho, podemos observar que todos os genétipos foram
afetados negativamente pelo déficit hidrico. Mas as plantas com baixa sensibilidade ao etileno (Nr), baixa
sensibilidade & auxina (dgt) e elevada biossintese de GA (L19) foram mais suscetiveis ao déficit hidrico,
exibindo reducdo da massa fresca e seca da parte aérea. Por outro lado, embora plantas de MT e SL (baixa
biossintese de estrigolactonas) tenham apresentado reducdo da massa fresca da parte aérea, estas
mantiveram niveis similares de massa seca quando comparado a condicao irrigada.

A massa fresca esta associada especialmente ao teor de agua da folha. Dentre os processos
afetados pelo déficit hidrico, a expanséo celular e, consequentemente, a expanséo foliar € a mais sensivel
(ANJUM et al. 2017, NELISSEN et al. 2018, KOCH et al. 2019). Por outro lado, a fotossintese tem se
mostrado como um processo mais tolerante ao déficit hidrico (SEHGAL et al. 2017). Isso explicaria porque,
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embora tenha havido reducéo da massa fresca em todos os genétipos, a massa seca foi inibida apenas em
plantas de Nr e L19 (Figura 1).

Todos os genotipos, exceto L19 que manteve maior nivel de CRA, exibiram reducdo CRA sob
condicdo de déficit hidrico (Figura 2A). Além disso, plantas de MT e SL induziram os menores niveis de
CRA sob déficit hidrico. Quanto ao extravasamento de eletrélitos, observa-se que o déficit hidrico induziu
aumento do estresse oxidativo em plantas de MT, Nr e SL; embora Nr, juntamente com L19 e dgt, tenha
apresentados os menores niveis de extravasamento de eletrélito (Figura 2B).

Plantas de SL e MT apresentaram os menores valores de CRA e maiores niveis de extravasamento
de eletrdlitos quando submetidas ao déficit hidrico (Figura 2A). Contudo, estes genétipos foram os Unicos a
ndo sofrerem reducdo do acumulo de massa seca da parte area em funcao da restricao hidrica. Estes
resultados indicam uma maior capacidade de manutencdo do acumulo de carbono apesar do baixo
contetdo de agua foliar e aumento do estresse oxidativo. Por outro lado, embora plantas de L19, com
elevada biossintese de GA, tenham mantido niveis semelhantes de CRA em ambas as condic¢es, elas
apresentaram reducédo da altura, massa fresca e seca da parte aérea (Figura 1).

CONCLUSAO

Com base nos dados obtidos, nés concluimos que a reducdo da sensibilidade ao etileno e a auxina
em plantas de Nr e dgt, respectivamente, e maior biossintese de GA em plantas de L19 tornam as plantas
mais sensiveis as limitagBes hidricas em comparacdo ao seu tipo selvagem MT. Por outro lado, a menor
biossintese de estrigolactonas parece néo ter afetado a resposta de plantas de tomateiro ao déficit hidrico.
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