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RESUMO

Morfofisiologia de tomateiros mutantes fotomorfogenéticos fri, tri, phyb2 cultivados em
condicg0es de sol e sombra — Fitocromos séo pigmentos proteicos relacionados com a assimilacao
qualitativa e quantitativa da luz pelas plantas, traduzindo-a em sinais bioquimicos capazes de
influenciar o crescimento e desenvolvimento vegetal. Em tomateiros, 0 mutante fri, apresenta
deficiéncia no fitocromo A, o mutante tri, deficiéncia de fitocromo Bl e o mutante phyB2 ¢
deficiente no fitocromo B2. Neste trabalho foram analisados os efeitos dessas mutagdes quando
do cultivo das plantas nos tratamentos sol e sombra, analisando aspectos morfométricos e particao
de fotoassimilados, aspectos da anatomia foliar e caulinar, taxas de fotossintese (A), condutancia
estomatica (gs), transpiracdo (E), fluorescéncia da clorofila e contetdo de clorofila e carotenoides
de tomateiros mutantes fotomorfogenéticos fri, tri, phyB2 e o gendtipo selvagem Moneymaker. As
plantas foram cultivadas em casa de vegetacéo e caracterizadas ao logo do seu desenvolvimento.
O mutante fri e tri obtiveram menor area foliar total que os demais genétipos em ambos 0s
tratamentos. Todos 0s genotipos apresentaram-se maiores no tratamento sombra, e nestas
condicBes 0 mutante tri apresentou maior altura que os demais genoétipos. A taxa fotossintética foi
maior na condigéo de sol, e 0 mutante phyB2 submetido ao sombreamento exibiu maior A que 0s
demais genotipos. Em condicdes de sol foram observadas menores quantidades de clorofila a e
carotenoides no mutante tri em relacdo aos demais gendtipos. Os mutantes fri e tri exibiram menor
rendimento quantico potencial (Fv/Fm) e efetivo (Fq’/Fm’) do fotossistema Il em condi¢des de
sombra. Menores valores de Fq’/Fm’ foram observados no mutante tri sob sombreamento quando
comparados aos demais gendtipos. Em ambos os tratamentos 0os mutantes apresentaram maiores
valores de biomassa seca das raizes/massa seca total em relacdo ao genoétipo controle, e aos 130
DAE o mutante fri exibiu reducao desse parametro. Alocacédo de fotoassimilados aos 130 DAE em
folhas foi maior nos mutantes fri, tri, e phyB2 comparativamente ao genétipo selvagem, que deteve
maior razdo massa seca dos frutos/massa seca total em comparacdo aos mutantes. A area do
elemento de vaso foi menor para o mutante fri em compara¢do aos demais genotipos. A densidade
estomatica da face abaxial foi maior para os mutantes fri e phyB2 na condicao de sol. A altura das
células epidérmicas da face adaxial, os parénquimas palicadico e esponjoso e a espessura do xilema
foram maiores na condicdo de sol em relagdo a sombra. Conclui-se que as caracteristicas analisadas
sdo influenciadas por fitocromos especificos na espécie estudada e que a agdo dos fitocromos

difere nas condicGes de sol e sombra.

Palavras-chave: fotomorfogénese, fitocromo, Solanum lycopersicum
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ABSTRACT

Morphophysiology of mutants tomato photomorphogenetic fri, tri, phyB2 grown in sun and
shade conditions- Phytochromes are protein pigments related to the qualitative and quantitative
absorption of light by plants, translating it into biochemical signals that influence plant growth and
development. In tomato, fri mutant shows deficiency in the phytochrome A, the mutant tri,
deficiency phytochrome B1 and phyB2 mutant is deficient in phytochrome B2. In this paper we
analyzed the effects of these changes when the cultivation of plants in the sun and shade treatments
by analysis the growth and assimilates partition, photosynthetic rates (A), stomatal conductance
(9s), transpiration (E), chlorophyll fluorescence and chlorophyll and carotenoid content in tomato
mutants photomorphogenic fri, tri, phyB2 and wild genotype Moneymaker. The plants were grown
in a greenhouse and featured throughout its development. The fri and tri mutant exhibited lower
total leaf area than the other genotypes in both treatments. All genotypes were taller in shade
treatment, and in these conditions the mutant tri presented greater height than the other genotypes.
The photosynthetic rate was higher in sun condition, and phyB2 mutant subjected to shading
exhibited higher A than the other genotypes. Under sunny conditions were observed lower amounts
of chlorophyll a and carotenoid in the tri mutant compared to other genotypes. Fri and tri mutants
showed lower potential quantum yield (Fv / Fm) and effective (Fq '/ Fm') of photosystem Il in
shade conditions. Lower values of Fq '/ Fm' were observed in tri mutant under shady when
compared to other genotypes. In both treatments mutants showed higher dry biomass values of
roots / total dry weight in relation to control genotype, and 130 DAE fri mutant exhibited reduction
of this parameter. Assimilates allocation to 130 DAE in leaves was higher in fri mutants, tri, and
phyB2 compared to the wild genotype, which showed the highest dry mass ratio of fruit / total dry
mass compared to the mutants.. The area of the vessel element was for the fri mutant in comparison
to the other genotypes. The stomatal density of the abaxial face was higher for the fri and phyB2
mutants in sun condition. The thickness of the adaxial epidermal cells, the paliquadic and spongy
parenchyma, and the xylem thickness were greater in the sun condition in relation to the shade,
greater in the sun condition in relation to the shade. It is concluded that the analyzed characteristics
are influenced by specific phytochrome in the studied species and the action of phytochrome

differs in sun and shade conditions.

Keywords: Photomorphogenesis, phytochrome, Solanum lycopersicum
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1 INTRODUCAO

Fitocromos s@o cromoproteinas envolvidas na percep¢do guantitativa e qualitativa da
radiacdo luminosa, especialmente nos espectros do vermelho (V) e do vermelho extremo (VE).
Eles traduzem a informacdo da radiacdo em sinais bioquimicos, desencadeando mudancas
fisioldgicas capazes de influenciar o crescimento e desenvolvimento vegetal (Carvalho et al,
2011).

Plantas mutantes em fitocromo tém sido utilizadas para elucidar a relacdo entre a
radiacdo solar e o desenvolvimento da planta, sendo ferramentas muito importantes no estudo da
fotomorfogénese. MutacGes em genes especificos da biossintese ou da via de transducéo de sinal
dos fitocromos permitem analisar as diferentes funcdes fisioldgicas desses receptores. Tomateiros
e Arabidopsis thaliana sdo as espécies com maior nimero de mutantes em fotorreceptores e as
mais utilizadas em estudos de fotomorfogénese. Tomateiros mutante fri (far red insensitive) séo
deficientes em phyA sendo insensiveis ao comprimento de onda do vermelho extremo (Van
Tuinen et al., 1995). O mutante tri (temporary red insensitive) é deficiente no fitocromo Bl
(phyB), sendo insensiveis ao comprimento de onda do vermelho (Van Tuinen et al., 1995), e o
mutante phyB2 apresenta deficiéncia no fitocromo B2 (Kerckhoffs et al., 1999).

O phyA € considerado do tipo | e se acumula predominantemente em plantas crescidas
no escuro e ambiente sombreado, sendo este, fotolabil. Os demais fitocromos, incluindo o phyB1,
e phyB2, classifica-se como tipo Il e sdo fotoestaveis (Terry & Kendrick, 1996; Muramoto et al.
2005; Van Tuinen et al., 1995 ). Sabe-se que os espectros V e VE da radiagdo solar, provocam
alteracdes fisiologicas, estruturais e ultra-estruturais que podem determinar a formacdo de
caracteristicas tipicas de plantas de sol e sombra (Melo et al., 2011) fundamentando a hipotese da
modulacdo morfofisiologica das respostas a radiacdo pela familia dos fitocromos A e B em

tomateiro, hortalica utilizada como modelo de estudo.



A disponibilidade atual de plantas mutantes fotomorfogenéticas especificas para
determinados fotorreceptores permite refinar o entendimento do papel de cada um dos
fotorreceptores sobre o desenvolvimento vegetal, inclusive nas alteracdes morfofisioldgicas
desencadeadas pela condi¢édo sol/sombra. Por exemplo, Van Tuinen et al. (1995a) verificaram que
mutantes fri, quando expostos a radiacdo VE ou cultivados em sombra, apds germinagéo no escuro,
passam por estiolamento relevante, entretanto, quando crescidos sob luz branca, seu fendtipo é
semelhante ao exemplar selvagem. Em mutantes tri, quando expostos a luz V, promovem um
alongamento do hipocétilo. Sob radiacdo VE, os mutantes apresentam-se consideravelmente
maiores que o genotipo selvagem.

Como resultado, sdo evidentes as expectativas que recaem sobre esse tema, de modo
que a relacéo entre fitocromos e a sinalizacdo da intensidade e qualidade da radiacdo se tornou a

principal hipotese a ser considerada.



2 OBJETIVOS
Obijetivo geral
Estudar o papel dos fitocromos A, B1 e B2 nas respostas morfofisiologicas em tomateiros mutantes

fotomorfogenéticos fri, tri e phyB2 cultivados em condigéo de sol e sombra.

Obijetivos especificos

e Observar as alteracbes nos tomateiros do gendtipo controle, fri, tri, phyB2 quando
cultivados nas condicdes de sol e sombra.

e Auvaliar os pardmetros morfométricos (altura, nimero de folhas, nimero de ramos laterais,
comprimento e largura da maior folha, espessura e comprimento do entreno, particdo de
fotoassimilados e tamanho dos frutos).

e Analisar os dados relativos a fisiologia (taxas de fotossintese, condutancia estomatica,
transpiracdo, pardmetros de fluorescéncia da clorofila e conteido de clorofila e
carotenoides)

e Avaliar os parametros anatbmicos (espessura de células epidérmicas da face abaxial e
adaxial, espessura do parénquima palicadico e esponjoso, indice estomatico das faces
abaxial e adaxial, densidade estomatica das faces abaxial e adaxial, espessura do xilema e

area do elemento de vaso caulinar.



3 REFERENCIAL TEORICO

O desenvolvimento vegetal é fortemente influenciado pelo ambiente circundante,
consequentemente as plantas necessitam de mecanismos eficientes para perceber, elucidar e se
adaptar as diferentes mudancas nas condi¢cdes ambientais (Gratani et al., 2006). Dentre os diversos
sinais interpretados pelas plantas, as informacGes acerca da intensidade, qualidade e duracdo da
radiacdo luminosa, resultam diretamente em respostas fisioldgicas diversas, tais como expanséo e
anatomia foliar, acumulo de biomassa, altura, germinacdo de sementes, sintese de clorofilas e
floracdo (Fankhauser & Chory, 1997). O controle da luz sobre o desenvolvimento vegetal é
denominado fotomorfogénese (Kendrick & Kronenberg, 1994).

As respostas estruturais e fisiologicas das plantas as modificacdes do ambiente em que se
encontram, a exemplo das variacbes de luminosidade, caracterizam-se por um mecanismo de
aclimatacao vegetal, importante para que a radiacdo solar seja utilizada da maneira mais eficiente
possivel (Searle et al., 2011). Os mecanismos de aclimatacdo vegetal podem ser facilmente
percebidos em diferentes ambientes florestais e até mesmo entre folhas de sol e sombra de um
mesmo individuo, especialmente no que diz respeito a taxa de assimilacdo de CO2 por area
(Lichtenthaler et al., 2007). As diferencas na taxa de assimilacdo de CO; entre as folhas também
estdo relacionadas com as diferencas nas concentracdes de nitrogénio (Takashima et al., 2004).
Em plantas cultivadas a pleno sol, maior parte do conteldo deste elemento estd associado ao
aparato fotossintético investidos numa maior concentragdo de pigmentos fotossintéticos por area
foliar (Sarijevaetal., 2007). Rossato et al., (2009) observaram que folhas de sol apresentaram um
maior rendimento quantico do fotossistema Il aliados a uma maior proporcao de centros de reacéo
abertos e uma maior condutancia estomatica comparativamente as folhas de sombra.

A exposicdo de algumas especies arboreas jovens a pleno sol proporciona o0 aumento da

temperatura foliar, diminuindo significativamente as taxas de assimilagdo maxima de carbono



(Franck & Vaast, 2009). Por outro lado, baixas intensidades luminosas ndo oferecem quantidade
adequada de energia, limitando, também o funcionamento da fotossintese (Gongalves et al., 2001).
Para superar as constantes mudancas ambientas, as plantas exibem diferencas quanto a plasticidade
morfologica e fisioldgica quando submetidas a diferentes intensidades de radiacdo. Plantas
aclimatadas a ambientes com baixo nivel de radiacdo podem manter o balanco adequado de ganho
de carbono, a exemplo da alocacdo de maiores quantidades de biomassa para as folhas, reducao
na taxa de respiracdo no escuro e aumento da area foliar especifica mantendo razoavel a taxa
fotossintética (Wang et al., 2007). Por outro lado, sob condicdo de alta irradiancia as plantas
utilizam varios mecanismos para evitar fotodanos, como a evitacdo da luz pelo movimento das
folhas e cloroplastos, a emissdo do excesso de energia como calor, diminuicdo da atividade do
fotossistema Il, e a utilizacdo de outros aceptores de elétrons além do NADP* (Takahashi &
Badger, 2011).

As diferencas fisiologicas observadas entre folhas de sol e sombra também séo
determinadas, em parte, pelas diferencas na estrutura foliar (Gratani et al., 2006). Por ser um érgéo
plastico a estrutura interna das folhas de um individuo aclimata-se as condi¢Bes externas do
ambiente visando uma melhor eficiéncia do aparato fotossintético, sendo a area foliar especifica
um parametro relacionado ao investimento em estruturas foliares (Hanba et al., 2002; Schluter et
al., 2003). Muitos estudos tém demonstrado que 0s menores valores dessa variavel sdo
encontrados geralmente em condicdes de alta luminosidade (Markesteijn et al., 2007, Sarijeva et
al., 2007). A maior espessura do parénquima palicadico e esponjoso € uma caracteristica marcante
em folhas de sol quando comparadas as folhas de sombra (Terashima et al., 2001) . Esses
parénquimas possuem grande capacidade de respostas aos estimulos da radiacéo, influenciando
assim, na espessura do limbo foliar, que ocorre em funcdo do padrdo de expanséo das células do
mesofilo ou do aumento no nimero de camadas das células do parénquima pali¢adico, importantes

a canalizagdo e distribuicdo da luz no mesofilo, de forma a manter a eficiéncia de captacéo



luminosa e a0 mesmo tempo se proteger de excesso de radiacdo que poderia desencadear danos
fotoxidativos (Kim et al., 2005).

Quantidades de clorofilas sdo parametros bastante influenciados pelos niveis de
sombreamento (Nakazono et al., 2001), e muitos autores relatam um aumento de clorofilas a
medida que aumenta o nivel de sombra, bem como a diminuicdo da razédo clorofila a:b (Nakazono
et al., 2001; Lima et al., 2006). A reducdo na quantidade de clorofilas em condicdes de alta
radiacdo ocorre em funcdo dos processos foto-oxidativos (Hendry & Price, 1993). A diminuicédo
da razéo clorofila a:b, a medida que diminui a radiacédo, é decorrente do aumento do espectro VE
nessas condi¢des, aumentando a atividade do fotossistema I, que é mais rico em clorofila b do
que em clorofila a (Anderson, 1986), atuando, portanto, como um sistema de aclimatacdo das
plantas a ambientes com predominio do espectro VE (Chow et al., 1990). A largura e o
comprimento de cloroplastos também sao influenciados pelos espectros V e VE da radiacéo.
Kasperbauer & Hamilton (1984) relataram que o comprimento de cloroplastos em plantas de
tabaco expostas a radiacdo VE eram maiores que das plantas expostas a radiacdo V, e 0 nimero
de cloroplastos reduzia sob radiacdo VE.

O padrdo de crescimento das plantas também varia em funcdo do ambiente a que sédo
submetidas. As plantas expostas a pleno sol geralmente exibem menor altura quando comparadas
as plantas submetidas a ambientes sombreados, conforme observado em cafeeiro (Paiva et al.,
2003) e copaiba (Dutra et al., 2012). Esta resposta pode ser atribuida ao efeito da intensidade e
qualidade dos espectros da radiacdo, especialmente os espectros V e VE. Em muitos estudos
morfolodgicos, alta proporcéo V:VE inibe fortemente o alongamento da planta enquanto a queda
dessa proporcdo, caracteristica de ambientes sombreados, proporciona um alongamento
proeminente do caule (Kurepin et al., 2007). Em tomateiros, o0 aumento na proporcao V:VE da
radiacdo, ocasionada pela interrupcao da noite com luz V, promoveu uma reducéo significativa da

altura da planta (Cao et al., 2016).



Dentre varios processos que necessitam de luz para ocorrer a exemplo dos mecanismos
de aclimatacdo, germinacédo de sementes, fotossintese, expanséo foliar, inibicdo do alongamento
do hipocétilo e floracdo, estdo relacionados a intensidade, qualidade, direcdo e duracdo da
radiacdo, parametros estes percebidos atraves dos fotorreceptores.

Os primeiros estudos com fotorreceptores ocorreram em 1950, mediante pesquisas
envolvendo o efeito da luz vermelha e vermelho-extremo sobre a germinacdo de sementes de
alface. O fitocromo foi o primeiro deles a ser identificado, sendo uma cromoproteina
fotorreversivel: sua forma Fv (inativa) absorve a radiagdo em comprimentos de onda na regiéo do
vermelho (650 a 670 nm) e se converte na forma Fve (ismero biologicamente ativo). Embora Fv
absorva muito pouco no comprimento de onda do azul, esse comprimento de onda também
converte Fv em Fve que, por sua vez, é capaz de absorver a luz na regido do vermelho-extremo
(705 a 730 nm) e retornar a sua forma inicial Fv. A reversdo de Fve a Fv também pode ocorrer no
escuro (Figura 1). Entretanto, essa conversao nado € total, ocorrendo em 97% do fitocromos que
estavam na forma Fve a Fv enquanto que o espectro do V, converte 85% de Fv para a forma Fve
(Borthwick et al. 1952; Borthwicks et al. 1954; Borthwick 1957; Butler et al. 1959; Borthwick &

Hendricks 1960; Chen et al, 2004).
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Figura 1: (A) Picos de absor¢do do fitocromo na forma inativa (Fv) em vermelho (V) (660 nm) e forma
ativa (Fve) em vermelho-extremo (VE) (730 nm). Fv e Fve também pode absorver um pouco do
comprimento de onda do VE e V, respectivamente. (B) A fotoconversao da forma do fitocromo Fv a Fye é
induzida por comprimento de onda do V e por luz azul, e a reversao de Fye a Fv é induzida por comprimento

de onda do VE e também pelo escuro. (Imagem extraida de Carvalho, 2003)

O fitocromo é uma proteina soltvel, formada pela dimerizacdo de duas subunidades
idénticas. Cada um dos mon6émeros é composto por uma cadeia polipeptidica (apoproteina)
carregando uma molécula de pigmento chamada cromoforo, responsavel pela absorcéo de luz. O
cromoforo do fitocromo € um tetrapirrol linear denominado fitocromobilina, sintetizado nos
plastidios. Ao ser exportada do plastidio para o citosol, o croméforo se liga a apoproteina de forma
autocatalitica, formando a holoproteina (Li & Lagarias 1992; Kevei et al. 2007). As apoproteinas
PHY sdo codificadas por uma pequena familia de genes nas angiospermas. Por exemplo,
Arabidopsis thaliana contém 5 genes PHY: PHYA, PHYB, PHYC, PHYD, PHYE que codificam,
respectivamente, as apoproteinas PHYA a PHYE, as quais ap6s se ligarem ao croméforo formam
os fitocromos phyA, phyB, phyC, phyD, phyE, respectivamente (Bae & Choi, 2008). Em
tomateiros também foram encontrados 5 genes para apoproteinas PHYA, PHYB1, PHYB2, PHYE,
PHYF enguanto o arroz possui apenas trés (PHYA, PHYB, PHYC) (Pratt et al., 1997). Os diferentes
tipos de fitocromos, regulam os diferentes estadios de desenvolvimento da planta, e podem

diferenciar-se quanto a regulacdo fotomorfogénica dos diferentes érgdos (Toth et al., 2001).



No citosol, o fitocromo é dimerizado em seu estado inativo Fv. A absorcdo de luz
vermelha pelo croméforo faz com que este sofra uma isomerizacdo da forma cis para a trans,
através do movimento de um dos seus anéis, promovendo uma alteracdo conformacional na
holoproteina para seu estado fisiologicamente ativo Fve. Esta mudanca faz com que sequéncias de
localizagd@o nuclear sejam expostas, movendo o pool de fitocromos para o nucleo, onde ele é capaz
de regular a expressao génica (Quail 2002; Nagatani, 2004; Chen et al., 2005; Kevei et al., 2007;
Fankhauser & Chen, 2008).

Um mecanismo primario de sinalizacdo dos fitocromos envolve a interacdo fisica com os
fatores de interacdo com fitocromos (PIFs), os quais representam uma familia de fatores de
transcricao tipo basic helix-loop-helix (bHLH). No nucleo, os PIFs se ligam diretamente aos
fitocromos ativados e tem a capacidade de controlar diretamente ou indiretamente a expressao de
genes regulados pela luz (Castillon et al., 2007).

Quanto a estabilidade a luz, os fitocromos tém sido classificados em dois tipos. O tipo
I, constituido pelo phyA, fotolabil, se degrada rapidamente quando expostos a luz forte. O tipo Il
é fotoestavel, e engloba os demais fitocromos (Sharrock e Clack, 2002).

Baseadas na energia de radiacdo, as respostas aos fitocromos sdo consideradas de baixa
fluéncia (RBF), muito baixa fluéncia de radiacdo (RFMB), e respostas de alta irradiancia (RIA)
(Shinomura et al., 2000). As RBF, sdo caracterizadas pela fotorreversibilidade da resposta em
funcdo do ultimo espectro de radiacdo fornecido, V ou VE, que sdo classicas do fitocromo, desde
que ndo ultrapassado o limite de tempo para determinacdo da resposta. RFMB, ndo sao
fotorreversiveis devido ndo haver acimulo de 100% dos fitocromos na forma Fv. A RIA, necessita
de alta frequéncia de radiagé@o para promover a resposta. O fitocromo A é responsavel pela RFMB
e RIA enquanto o fitocromo B, pela RBF e RIA durante a fotomorfogénese (Shinomura et al.,

2000).



Os fitocromos estdo relacionados a varias respostas morfoldgicas e fisiologicas
durante o desenvolvimento vegetal, além de subsidiar o entendimento dos processos que
influenciam na formacéo de caracteristicas tipicas de folhas de sol e sombra (Kim et al., 2005),
podendo ser evidenciados através de mutantes deficientes na percepcdo da radiacdo. A
superexpressdo de phyB aumentou a fotossintese, condutancia estomatica e transpiracdo em
plantas de batata em condi¢cGes de campo (Boccalandro et al. 2003). O phyA é um fator
fundamental na aumento do didmetro dos elementos de vasos de tomateiros, tendo importancia no
aumento do transporte da agua até as folhas em plantas sujeitas a condi¢Ges de alta transpiracao
(Auge et al., 2012; D’amico-Damido et al., 2015).

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.), além de sua evidente importancia econdmica,
possui diversas caracteristicas que o tornam um importante modelo de planta para estudos
genéticos e fisioldgicos, pois € uma espécie com um genoma relativamente compacto distribuido
em 12 cromossomos, vasta colecdo de germoplasma conhecida e protocolos de transformacao
altamente eficientes. O tomateiro ainda é indicado como um modelo vegetal alternativo a
Arabidopsis thaliana (L.) por possuir caracteristicas como um fruto carnoso climatérico, folhas
compostas, tecidos que facilitam andlises bioquimicas, padrdo morfogenético semelhante a
maioria das angiospermas, com 0rgaos bem visiveis como caules e peciolos, além de possuirem
uma gama de mutac¢des fotomorfogenéticas (Sun et al., 2006; Mueller et al., 2009; Campos et al.,
2010).

Uma das formas mais especificas para definir a funcdo de um gene é através da analise
das mudancas ocorridas no organismo quando um gene sofre mutacdo. O isolamento de mutantes
que apresentam alteracdes fenotipicas especificas pode oferecer uma poderosa ferramenta para
esclarecer os passos de uma cadeia de transducdo de sinais, como é o caso das respostas de
fotomorfogénese (Emmanuel & Levy, 2002). Os estudos de fotomorfogénese podem ser feitos

utilizando, portanto, mutantes, que podem ser especificos para sintese de fotorreceptores, ou para
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via de transducdo de sinais, e assim, elucidar os processos fisiologicos dependentes da radiagédo
solar (Van Tuinen et al., 1997).

Um maior numero de pesquisas envolvem o mutante de tomateiro aurea, o qual é
deficiente no pool de fitocromos A e na sintese de cromoforo o que o torna deficiente em todos 0s
fitocromos. Alguns mutantes possuem mutacao na via de transducdo de sinais, 0s mutantes high
pigmentl (hpl) e atroviolaceae (atv), que apresentam hipersensibilidade a respostas mediadas por
fitocromo, assim sendo, as respostas sdo amplificadas nestes mutantes (Lieberman et al., 2004;
Liu et al., 2004).

Existem ainda, mutantes deficientes em fitocromos especificos como o mutante
phyB2, que apresenta deficiéncia no gene que codifica a apoproteina PHYB2 do fitocromo B2
(Kerckhoffs et al., 1999), o mutante tri (temporary red insensitive) que apresenta deficiéncia no
phyB1 (Van Tuinen et al., 1995), o mutante fri (far red insensitive), o qual é deficiente em phyA
(Van Tuinen et al., 1995a).

Tomateiros mutantes fri sdo insensiveis ao comprimento de onda do vermelho-
extremo (Lazarova et al., 1998). A funcdo do phyA observada nos mutantes fri é equivalente
aquela fornecida pelos mutantes deficientes no phyA em Arabidopsis. A deficiéncia no acimulo
de phyA sob VE, promove um estiolamento proeminente nos mutantes, e quando cultivados sob
luz branca o mutante é quase indistinguivel ao gendtipo selvagem (Van Tuinen et al., 1995a),
elucidando uma funcéo limitada do phyA na fotomorfogénese, restrita a radiacédo VE.

Os mutantes recessivos tri e phyB2 é descrito como sendo deficiente na percepg¢éo do
comprimento de onda do vermelho. O fitocromo tipo B esta envolvido na percepcao de plantas
crescidas em luz V, inibindo o alongamento do hipocotilo. Tomateiros mutantes que exibem
hipocdtilo alongado sob esse comprimento de onda, sdo deficientes no acimulo de phyBl1. A
funcédo de phyB na inibicdo do alongamento do hipocotilo sob luz V também é observada em

plantas de Arabidopisis (Van Tuinen et al., 1995b).
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A exploracdo bioquimica-fisiologica de mutantes fotomorfogenéticos, tais como fri
(far red insensitive), tri (temporary red insensitive) e phyB2, os quais sao deficientes na biossintese
das apoproteinas PHYA, PHYB1 e PHYB2 do fitocromo respectivamente, tem demonstrado
caracteristicas importantes dos fitocromos no controle do desenvolvimento vegetal (Van Tuinen
et al. 1995b).

Poucas pesquisas abordam uma relacdo direta do fitocromo com a morfologia foliar,
sendo algumas contraditérias. Robson et al. (1993), notaram que a area foliar em plantas de
Arabidopisis deficientes em fitocromo B quando expostas tanto a radiacdo V quanto VE, eram
maiores que o gendtipo selvagem. Entretanto, Kim et al., (2005) relataram que, nessas mesmas
condicdes, a area foliar dos mutantes foi menor. Embora Nagatani et al. (1993) ndo tenha
encontrado efeitos de phyA sobre alteracdes na morfologia foliar, Smith et al. (1995) reporta que
0 phyA e phyB podem controlar o alongamento polar de células. Pesquisas envolvendo folhas de
Arabidopsis thaliana deficientes em phyB apontam que a essa mutacdo seja responsavel pela
reducao no numero e no tamanho das células dos tecidos do mesofilo, resultando em folhas menos
espessas que aquelas do grupo controle (Tsukaya et al., 2002).

Melo et al. (2009), observaram que as areas dos cloroplastos de microtomateiros
mutantes hpl e atv apresentaram reducdo no parénquima lacunoso comparativamente ao
palicadico.

Sabe-se que o phyB esta envolvido no processo de alongamento celular, Tsukaya et
al. (2002), relataram que o phyB tiveram efeitos no alongamento dos peciolos de folhas de
Arabidopsis thaliana, quando expostas em luz de baixa frequéncia. Entretanto, em condi¢des de
escuro, verifica-se que o phyA ¢ o fotorreceptor que se encontra mais envolvido no estiolamento
de plantulas (Hall et al., 2001; Téth et al., 2001).

O alongamento do hipocotilo, foi observado por Kerckhoffs (1996), quando o

mutante tri foi cultivado sob luz branca, indicando uma fungdo do phyB1 no alongamento de

12



plantas. No entanto, em condic¢Ges de escuro, o phyA, é o fotorreceptor que esta mais envolvido
no estiolamento de plantulas (Hall et al., 2001).

O fitocromo tipo B esta envolvido na regulacdo da germinacao de sementes. Sementes
de Arabidopsis selvagem apresentam reversibilidade V/VE durante a germinacdo. Mutantes
deficientes no acumulo de phyB séo incapazes de responder a luz V, entretanto, mutantes dessas
plantas que perdem o phyA respondem normalmente a luz vermelha, sugerindo que o phyB
modula a fotorreversibilidade durante a germinacdo das sementes (Shinomura et al., 1996).

Weller et al. (2001) avaliou a interacdo entre os fitocromos A, B1 e B2 em plantas de
tomateiro. Os mutantes deficientes em fitocromo B1 exibiram maior alongamento do hipocétilo,
em contrapartida, a perda de fitocromo A e B2 em individuos que mantiveram o phyB1 ativo,
ndo promoveram efeitos significativos no alongamento do hipocétilo. Diferencas expressivas
foram observados em mutantes duplos phyBlphyB2, e mutantes triplos phBlphyB2PhyA que
exibiram hipocotilos excepcionalmente maiores, demonstrando redundancia parcial entre phyB1
e phyB2. Niveis de antocianina também foram avaliados, Weller et al. (2001) observaram que
phyB1 esta relacionado com a estimulacdo da producdo de antocianinas, e o phyA um regulador
negativo. Mutantes duplos phyAphyB1, exibiram baixos niveis de producdo de antocioaninas, ao
passo que os mutantes duplos phyAphyB2 apresentaram altas concentragdes, elucidando a forte
interacdo entre os fitocromos A, B1 e B2, sendo variaveis de acordo com o evento em questdo
(Weller et al., 2001).

Kerckhoffs et al. (1999) no estudo com fitocromos A, B1 e B2, observaram que mutantes
duplos phyAphyB1 exibiram fenétipos semelhantes ao exemplar selvagem sugerindo funcdes de
outros fotorreceptores mediando as repostas na auséncia de phyA e phyB1. Foi observado fenétipo
alongado e clorotico deficientes em antocianina, e com frutos alongados e clorético na fase imatura

do mutante deficiente em phyB2 (Kerckhoffs et al., 1999), em consondncia com o0s frutos
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observados no mutante aurea, que é deficiente na sintese do cromoforo, sendo deficientes para
todos os tipos de fitocromos (Terry & Kendrick, 1996).

Linhagens de tomateiros que apresentam niveis mais elevados de phyBl e phyB2
submetidos a luz branca, resultou em hipocotilos e hastes mais curtos, bem como niveis mais
elevados de antocianinas em comparagcdo com o0 genotipo selvagem. Em contrapartida, mutantes
duplos deficientes em phyBlphyB2 exibiram hipocétilos e hastes mais alongados e niveis de
antocianinas reduzidos (Husained et al., 2007).

Algumas caracteristicas de forte valor agroindustrial sdo amplificadas nos mutantes
fri e tri. Comparado ao gendtipo selvagem, a deficiéncia em phyA proporciona um incremento da
massa fresca e dos solidos sollveis, bem como reducdo no nimero de sementes por fruto, enquanto
a perda de phyB promove um nimero maior de frutos por planta (Alba et al., 1999). Ao mesmo
tempo, a caracterizacdo fisiologica desses mutantes mostra severas alteracdes morfoldgicas.
Observa-se o fato de que, mesmo em condi¢Bes bem hidratadas, o0 mutante fri apresenta um aspecto
murcho sob altas temperaturas (Auge et al., 2012). Pesquisas recentes com mutantes fri abordam
o0 papel dos fitocromos na nutri¢do de plantas, sendo o phyA importante na sinalizacdo luminosa
e estresse nutricional em tomateiros (Carvalho et al., 2016).

Fitocromos estdo envolvidos em respostas de evitacdo a sombra (Casal, 2012), no
entanto, se a intensidade da luz for muito baixa, a folha ndo aclimata o suficiente, causando
amarelecimento foliar e consequente senescéncia (Brouwer et al., 2012). Plantas que
superexpressam phyA ou phyB exibem um atraso no amarelecimento das folhas, ao passo que
deficientes em phyA exibiram forte amarelecimento foliar em resposta a sombra (Brouwer et al.,
2012). Esta resposta esta em concordancia com o observado por Brouwer et al. (2014) em mutantes
deficientes em phyA submetidos ao sombreamento parcial, em que a deficiéncia de phyA esta
relacionada com a diminuicdo na expressdo de genes da biossintese de clorofilas, contudo, em

sombreamento total o phyB parece estar mais envolvido nas respostas de evitagdo a sombra.
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O fitocromo é conhecido por estar envolvido no controle de enzimas relacionadas ao
aparato fotossintético como aquelas ligadas as clorofilas a e b e subunidades da ribulose 1,5-
bifosfato carboxilase oxigenase (rubisco) (Dale, 1988).

Em folhas de mamoeiro, a reducdo na razdo V:VE reduziu a razdo de clorofila a/b e
aumentou o conteudo de clorofila total, quando comparada a alta radiacéo, sem uso de filtros do
espectro vermelho. Entretanto, esse mesmo conteudo foi menor em relacdo as plantas do
tratamento com filtro para luz V e VE, sem que houvesse variacdo do balanco V:VE. Essas
alteracdo foram atribuidas a um provavel efeito do balanco espectral sobre o equilibrio dos
diferentes tipos de fitocromo (Buisson & Lee, 1993)

Reed et al. (1993) relataram que plantas de Arabidopsis deficientes em phyB tinham uma
menor concentracdo de clorofila associada ao menor numero de cloroplastos por célula. Em
consonancia com esses resultados, o0 mutante de tomateiro que superexpressa phyB, Dara-5, o teor
de clorofila total foi superior ao gendtipo selvagem. A conduténcia estomatica e a atividade
fotossintética também foram superiores nesse mutante, atribuida a maior densidade estomatica
dessas plantas mutantes (Schittenhelm et al., 2004)

Van Tuinen (1995b), analisaram a quantidade de antocianina e clorofila, o alongamento
do hipocétilo e a area do cotilédone sobre V, VE, azul, e escuro nos mutantes tri. Sob escuro e VE,
nenhuma diferenca das variaveis foi notada. Nos tratamentos com luz V, os mutantes,
apresentaram maior alongamento do hipocotilo, reducéo no acumulo de antocianina no hipocotilo,
e mesmo com uma reducao na area do cotilédone, este apresentou maior quantidade de clorofila
acumulada. E sob luz azul, os mutantes apresentaram pouco alongamento do hipocotilo,
comparativamente ao genotipo selvagem.

Além de suas funcgdes na fotomorfogénese, estudos recentes tém associado o fitocromo
a uma gama de respostas a estresses abioticos, como a seca e extremos de temperatura (Carvalho

etal., 2011). Auge et al. (2012) constataram que 0s mutantes fri, cultivados em condicdes de altas
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temperaturas, exibiu valores de condutancia estomatica extremamente reduzidos. Resposta
observada também por D’amico-Damido et al. (2015) em condicdes de déficit hidrico, e nas
mesmas condi¢des o0 mutante phyB2 teve reduzida densidade estomatica. Estudos com plantas de
arroz deficientes em phyBl e phyB2 evidenciaram que estes gendtipos tinham area foliar
significativamente menor que o genotipo selvagem com reducdo na perda de agua e
consequentemente uma maior tolerancia ao estresse hidrico (Liu et al., 2012)

Plantas de batata (Solanum tuberosum) que superexpressam phyB, exibiram maior
condutancia estomatica e maior taxa fotossintética por unidade de area foliar, melhorando o
rendimento dos tubérculos, comparativamente ao gendtipo selvagem (Boccalandro et al., 2003).

O fotoequilibrio entre a absorcdo de luz V e VE pelos fitocromos, além de estar
associado ao desenvolvimento vegetal, também pode regular a alocacdo de fotoassimilados
(Kasperbauer & Hunt, 1988). Melo et al. (2013) observaram que no mutante hpl, o qual tem
respostas de hipersensibilidade a luz, a alocacdo dos fotoassimilados, ocorreu prioritariamente em
raizes e folhas, quando comparados ao demais 6rgdos, e no mutante aurea, deficiente em todos os
fitocromos, ocorreu prioritariamente em frutos comparativamente aos demais 6rgdos. Em
tomateiros que superexpressam phyA, phyB1 e phyB2 foi relatado que a superexpressao de phyB2
induzia reducdo na alocacdo de fotoassimilados para caules e raizes enquanto que a superexpressao

de phyB1 induzia a priorizacdo da alocacdo em raizes ao invés de caules (Husaineid et al., 2007)
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Cultivo dos tomateiros

O experimento foi realizado na Universidade Federal de Goias — Campus Samambaia
em casa de vegetacdo localizada na rea do Departamento de Botanica. As sementes dos tomateiros
(Solanum lycopersicum L.) do genétipo selvagem Moneymaker (MM), utilizado para controle
experimental e seus fitocromo-mutantes fri, tri, phyB2 foram gentilmente cedidas pelo prof°
Dr. Rogério Falheiros Carvalho (Universidade Estadual Paulista — Campus Jaboticabal). As
sementes foram semeados em bandejas de germinacdo contendo substrato comercial
(Bioplant®, Nova Ponte-MG, Brasil) e regados diariamente mantendo o substrato sempre Umido.

Apds a emergéncia da primeira folha nao-cotiledonar, as mudas que apresentavam
similaridade em porte e vigor foram transplantadas para vasos de 10 litros contendo substrato
composto por solo latossolo vermelho escuro com as seguintes caracteristicas: pH (CaCly) 5.2; P
disponivel (Mehlich I): 2.3 mg kg?; K: 50 mg kg?; Ca: 5.7 cmolc kg?; Mg: 0,5 cmolc kg;
capacidade de troca catiénica (CTC) 9.4 cmolc kg™ e matéria organica (MO) 30 g kg™t. As plantas
foram cultivadas em casa-de-vegetacdo com cobertura transparente e em ambiente sombreado.

O ambiente foi sombreado com telas de polietileno pretas comercialmente indicadas para
um nivel de sombreamento de 50%. No ambiente de cultivo a intensidade da radiacédo efetiva foi
mensurada por meio de um quantdmetro-fotdmetro-radiobmetro LI-COR, modelo LI-185,
equipado com um sensor quintico, sendo a radiagdo solar expressa em pmol.m2s® No
ambiente de pleno sol, foi observada intensidade média de 1.050 umol.m2s?, e ambiente
sombreado, 660 umol.m? s, medido as 12:00 horas em dia ensolarado.

A temperatura e a umidade relativa do ar nos ambientes de cultivo foram avaliadas
com termohigrometro modelo TFA Dostmann®, Wertheim, Alemanha. No ambiente sombreado
foi observada temperatura variavel durante o dia com minima de 29° C e maxima de 33 °C, e
umidade relativa do ar de 53% a 70%, a0 passo que durante a noite a temperatura alcangcou minima
de 22°C e méxima de 26°C. No ambiente a pleno sol, a temperatura oscilou de 29° C a 44°C e
umidade relativa do ar de 35% a 60% durante o dia; durante a noite a temperatura minima foi 22°C
e maxima 26°C.

Apos o transplantio das mudas, foi realizado aduba¢do mensal do solo com adubo
comercial NPK (nitrogénio, fosforo, potassio) na formula comercial 10:10:10, aplicando-se 5 g do
composto em cobertura, e adubagéo foliar utilizando borrifador manual com uma solucéo diluida
10 vezes a partir da solugdo estoque Dimy®, composta de nitrogénio, fésforo e potassio, na formula
comercial 10:10:10.
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Os vasos foram regados diariamente mantendo o substrato sempre Umido.

4.2 Parametros morfométricos

Os dados relativos aos parametros morfométricos foram obtidos nas fases vegetativa (28
dias ap6s exposicdo ao tratamento — sol e sombra) e reprodutiva (45 dias ap6s exposicdo ao
tratamento), utilizando paquimetro e fita métrica. As variaveis analisadas foram altura (cm),
numero de folhas, comprimento e largura da maior folha (cm), nimero de ramos laterais, altura e
espessura do entrend (cm) posicionado entre as maiores folhas que ocorriam entre 0 6° ou 7° n6 da
base para o dpice. Foram avaliadas as 5 maiores plantas de cada gen6tipo em cada tratamento (sol
e sombra).

As avaliacdes de comprimento e largura das folhas, comprimento e espessura do entreno
ocorreram no 6° ou 7° nd da base para o apice, das 5 maiores plantas de cada genotipo e tratamento.
Os dados referentes a altura, namero de folhas e nimero de ramos laterais foram obtidos das 5
maiores plantas de cada gendtipo em ambos os tratamentos.

Os dados relativos a massa seca foram obtidos com coletas ao final do estadio vegetativo
(45 dias ap0Os exposicdo ao tratamento) e final da frutificacdo (130 dias apds exposicdo ao
tratamento) . Em cada coleta, 0s 6rgdos foram separados e aos 45 DAE, as folhas foram submetidas
a analise de area foliar, determinada com medidor portatil LI-COR modelo LI-3000 (Licor®,
Nebraska, EUA). Em seguida, os 6rgdos foram acondicionados separadamente em envelopes de
papel pardo e submetidos a secagem em estufa de ventilacdo forcada, a temperatura de 65 °C até
atingir massa constante. Durante o estadio de frutificacdo, os frutos maduros foram colhidos a
medida que amadureciam e submetidos & secagem.

Com os dados de massa seca, foram calculadas a relacdo raiz:massa seca total (massa
seca da raiz/massa seca total da planta), caule:massa seca total (massa seca do caule/massa seca
total), folha:massa seca total (massa seca da folha/massa seca total), fruto:massa seca total (massa
seca do fruto/massa seca total) o que permitiu inferir a particdo de fotoassimilados érgao:planta.

Para analise do tamanho dos frutos, cinco plantas de cada genotipo foram selecionadas e
o maior fruto de cada uma das plantas foram colhidos e medidos com paquimetro quanto aos

parametros de altura (cm) e largura (cm).

4.3 Analises fisioldgicas
Os dados relativos as trocas gasosas foram coletados na fase vegetativa (28 dias ap6s o
tratamento sol/sombra), ao final da fase vegetativa (37 dias ap0s exposicdo ao tratamento) e

frutificacéo (55 dias apds exposicdo ao tratamento). As avaliagdes ocorreram no periodo da manha
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(entre 08h00min e 10h00min), realizadas na folha do 6° ou 7° n6 da base para o apice em 5 plantas
de cada genotipo e tratamento, utilizando um analisador de gases infra-vermelho modelo LlI-
COR 6400XTR (Licor®, Nebraska, EUA) com temperatura do bloco de 24 °C e densidade de
fluxo de fétons igual a 1000 pmol m™? s, As variaveis analisadas foram as taxas de fotossintese
liquida (A umol m? s), de transpiracéo (E, mmol m s) e condutincia estomatica (gs, mol H,0
m2s?).

A fluorescéncia da clorofila foi avaliada no final da fase vegetativa (28 dias apos
exposicdo ao tratamento) e inicio da floracdo (37 dias ap0s exposicdo ao tratamento).  As
avaliacdes ocorreram no periodo da manhd, entre 10:00 e 11:00 horas, sendo avaliado o foliolo
presente no 6° ou 7° n6 da base para o apice das mesmas 5 plantas de cada genotipo e tratamento
selecionadas para analise de trocas gasosas. Os parametros de fluorescéncia foram realizados
utilizando-se um fluorémetro modelo Hansatech PEA MKZ2, Kings Lynn, England. A regido das
folhas a serem analisadas foram submetidas a 20 minutos de escuro antes da anélise, por meio de
grampos adaptaveis a cdmara do fluordbmetro. Foi utilizado pulso de luz saturante de 3000 umol
m? st com duracdo de 5 segundos. Os dados observados foram fluorescéncia inicial (Fo) e
eficiéncia fotoquimica potencial do fotossistema Il (Fv/Fm). A avaliacdo da eficiéncia fotoquimica
efetiva foi realizada utilizando-se camara de fluorescéncia do analisador de gases infra-vermelho
modelo LI-COR 6400XTR (Licor®, Nebraska, EUA), utilizando-se pulso de luz saturante maior
que 6000 umol m2 s?, por 0.8 s, seguida de iluminagio continua de 1000 pmol m2s™,

Para quantificacao de clorofilas e carotenoides, 150 g de folhas do 6° ou 7° né das mesmas
5 plantas de cada gendtipo e tratamento selecionadas para analise de fluorescéncia, foram
coletadas as 8 horas e maceradas com 10 ml de acetona pura. Em seguida, foram realizadas as
leituras de absorbancia em espectrofotdmetro monofeixe Bioespetro (Sdo Paulo, BR). As leituras
foram feitas em 480, 649 e 665 nm e utilizando as equacdes descritas por Wellburn (1994) para as
determinacbes do contetdo de clorofila a, clorofila b e carotenoides, respectivamente. A
concentracdo de pigmentos cloroplastidicos foi determinada por meio da extracdo com acetona
100% e metodologia descrita por Lichtenthaler (1987), ao final da fase vegetativa 37 DAE, e
reprodutiva, 55 DAE.

4.4 Andlises anatomicas

Aos 37 DAE (dias ap0s exposicédo ao tratamento) e 55 DAE, foliolos localizados no 6° ou
7° nd da base para o apice, e caule entre 0 5° e 6° entrend, foram coletados e fixados em FAA 50%
(formaldeido + acido acético + alcool etilico 50%) durante 72 horas e, posteriormente, conservados

em alcool 50% até o momento da realizagdo das anélises anatdmicas (Kraus & Arduim, 1997).
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As sec¢des transversais e paradérmicas da Iamina foliar foram realizadas a méo livre no
terco médio da folha. Para clarificacdo das sec¢Oes transversais utilizou-se agua sanitaria 10% e a
coloracéo dos tecidos foi realizada com azul de Astra 0,3% e safranina 0,1% na proporcdo 9:1. As
seccOes paradérmicas foram coradas com safranina 1%. Para montagem de laminas
semipermanentes utilizou-se glicerina 50% (Kraus & Arduim, 1997).

As amostras de caules foram desidratadas em série etilica crescente (70% - 100%),
diafanizadas em alcool-acetato (3:1, 1:1, 1:3 e acetato puro), incluidas e emblocadas em
Paraplast® (JOHANSEN, 1940). Em seguida, foram feitos cortes transversais (11 -13 um de
espessura) em micrétomo rotativo (Leica RM2245) e a fixagdo das sec¢des as laminas foi realizada
com adesivo de Hauput (HAUPUT, 1930). Para desparafinizagdo, as laminas contendo cortes
foram imersas em série butilica decrescente e desidratadas em serie etilica (100% - 30%). Apos a
desparafinizacdo, foram submetidas a coloracdo com azul de Astra 0,3% e safranina 0,1% na
proporcéo 9:1 e montadas em glicerina 50%.

Para a avaliacdo dos tecidos e células da lamina foliar foram utilizados foliolos de 4
plantas de cada genotipo e tratamento e observado 5 sec¢des da folha de cada planta. As variaveis
analisadas foram altura de células epidérmicas da face abaxial e adaxial, altura do parénquima
palicadico e esponjoso.

Para anélise de tecidos e células caulinares foram utilizadas 4 plantas de cada genotipo e
tratamento e observadas 5 sec¢fes do caule de cada planta, em cada seccdo foi mensurada a area
dos 5 maiores elementos de vaso e a altura do xilema.

Para determinacdo do indice estomatico, densidade estomatica (estdmatos mm?),
densidade de células epidérmicas propriamente ditas (nimero de células mm?) foram utilizados
foliolos coletados de 4 plantas de cada gendtipo e tratamento, e cada foliolo foi analisado em 5
campos para cada face epidérmica, em campos com érea correspondente a 0,077 mm?. Os dados
quantitativos da superficie epidérmica foram obtidos com auxilio do software Image-Pro Plus. O
calculo do indice estomaético foi feito de acordo com a férmula de Cutter (1986): indice estomatico
(IE) = [NE/(CE + NE)] x 100, em que NE € o nimero de estdmatos e CE o nimero de células
epidérmicas propriamente ditas.

As andlises foram realizadas com auxilio de microscépio Leica acoplado a cAmera digital
ICC50, com programa de captura de imagem e medicdo de tecidos LAD EZ versdo 1.8.1., no
Laboratorio de Anatomia Vegetal do Departamento de Botanica/ICB/UFG.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado. Os dados

obtidos foram submetidos a andlise de variancia e separados em classes distintas utilizando-se o
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teste de Tukey a um nivel de erro de 5%. Também empregou-se analise multivariada por meio da
técnica de Anélise de Componentes Principais (PCA) via matriz de correlagéo.
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5 RESULTADOS

5.1 Parametros morfométricos

O primeiro e segundo componente do biplot referente a anélise de componentes principais
dos dados relativos aos parametros morfométricos (28 DAE) explicaram 88,1% da variancia total
(Figura 2). O gendtipo tri e o gen6tipo controle cultivados em sombreamento foram representados
no primeiro quadrante, os genotipos tri, phyB2 e controle cultivados em condi¢des de sol
representados no segundo quadrante. Tal representacéo indicou que a maior altura, o comprimento
da maior folha, comprimento do entrend, nimero de folhas sdo os pard@metros que se destacam na
descricdo dos gendtipos selvagem e tri & sombra, enquanto a maior largura da maior folha, o
numero de ramos laterais, espessura do entrend se destacaram nos gendtipos selvagem, phyB2 e
tri cultivados a pleno sol. Os mutantes phyB2 e fri cultivados em sombreamento presentes no
terceiro quadrante destacaram-se pela menor largura da maior folha, nimero de ramos laterais,
espessura do entren6 e mutante fri submetido a condi¢des de sol, representado no quarto
quadrante, caracterizou-se pelo menor comprimento da folha e do entrend, bem como pelo menor

numero de folhas (Figura 2).
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Figura 2: Biplot das varidveis altura (Alt.), comprimento (C. folha) e largura da maior folha (L. folha),
numero de folhas (N. folhas), comprimento do entrené (C. entrend) e espessura do entrené (Esp. Entrend)
aos 28 DAE dos genotipos controle, fri, tri, phyB2 cultivados em condi¢des de sol e sombra em relacdo

aos componentes principais 1 e 2.
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Verificou-se, aos 28 DAE, que 0 genotipo tri possui maior altura quando cultivado a
sombra comparativamente aquele do sol, enquanto phyB2 menor altura quando submetido ao
sombreamento. Para todos 0s genotipos os parametros de numero de folhas, nUmero de ramos
laterais, largura da maior folha e espessura do entrend dos gendtipos cultivados a sombra foram
menores que daquelas cultivadas ao sol, a exce¢do do genotipo controle que ndo diferiu na largura
da maior folha, o comprimento do entrené tanto de plantas do tratamento controle quanto do
mutante tri foram maiores na condicdo de sombra. (Figura 1 — material suplementar)

Entre os gendtipos cultivados em condicdes de sol, observou-se menores valores de
altura, nimero de folhas, nimero de ramos laterais e comprimento da maior folha, espessura do
entrend no mutante fri comparativamente aos demais genotipos. Dentre aqueles submetidos ao
sombreamento, nenhum geno6tipo apresentou ramos laterais, e 0 mutante fri exibiu menores valores
de altura, nimero de folhas, comprimento da maior folha e largura da maior folha em
sombreamento, ao passo que nao se observou diferencas desses parametros entre os demais
genotipos, exceto quanto a altura da planta e comprimento do entrend, em que o0 mutante tri exibiu
maiores valores que os demais gendtipos (Figura 1 — material suplementar). O aspecto fenotipico

dos tomateiros aos 28 DAE pode ser observado na figura 3.
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Figura 3: Aspectos fenotipicos do gendtipo selvagem e dos mutantes fri, tri e phyB2, 28 dias ap6s o
tratamento sol e sombra, evidenciando a menor altura dos mutantes fri em comparacdo aos demais
genotipos.

O primeiro e segundo componente do biplot referente a analise de componentes principais
dos dados relativos aos parametros morfométricos (45 DAE) explicou 74,7% da variancia total
(Figura 4). Os genotipos controle e phyB2 cultivados em condicGes de sol, presentes no primeiro
quadrante destacaram-se pela elevada massa seca das folhas em relagdo a massa seca total, area
foliar, nimero de ramos laterais e largura da maior folha. A existéncia dos gendtipos phyB2,
controle e tri cultivados em sombreamento no segundo quadrante mostra a proeminéncia desses
genotipos em relacdo a maior altura, comprimento do entrend, comprimento e nimero de folhas.
Representados no terceiro quadrante, os mutantes fri submetidos a condi¢des de sol destacaram-
se pela menor altura e 0s geno6tipos fri e tri cultivados a pleno sol se destacaram quanto a razdo
massa seca de raiz:massa seca total. FO mutante fri em condi¢Ges de sombra representado no

quarto quadrante, destacou-se pela menor area foliar, nimero de ramos laterais, largura da maior

24



folha e massa seca das folhas, no entanto é o gendtipo que se destaca quanto a maior razao massa
seca de caule: massa seca total (Figura 4).
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Figura 4: Biplot das variaveis altura (Alt.), comprimento (C. folha) e largura da maior folha (L. folha),
namero de folhas (N. folhas), comprimento do entrend (C. entrend) e espessura do entrend (Esp. Entrend),
area foliar, massa seca da raiz em relacdo a massa seca total (msr/mst), massa seca do caule pela massa seca
total (msc/mst), massa seca das folhas em relacdo a massa seca total (msf/mst) aos 45 DAE dos gendtipos

controle, fri, tri, phyB2 cultivados em condicdes de sol e sombra em relacdo aos componentes principais 1
e 2.

Os tratamentos sol/sombra, aos 45 DAE, influenciaram na altura de todos o0s gendtipos,
em que aqueles submetidos ao tratamento sombra exibiram maior altura comparativamente
aqueles do tratamento sol (Figura 2 — material suplementar). Observou-se menor numero de folhas,
ramos laterais e menor espessura do entren em todos os genétipos cultivados sob sombreamento,
ao passo que o comprimento do entrend dos genoétipos foi maior comparativamente aqueles do
tratamento sol com exce¢do do mutante phyB2 que ndo foi registrado diferencas deste parametro
(Figura 2 — material suplementar). Os tratamentos influenciaram no comprimento e largura da
maior folha do gendtipo controle, que se apresentaram maiores em condi¢cdes de sombra em
relacdo condicdo de sol (Figura 2 — material suplementar).

Entre os gendtipos cultivados em condigdes de sol, aos 45 DAE, observou-se menores

valores de altura, namero de folhas, ramos laterais e comprimento do entrend para 0 mutante fri e
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menores valores no comprimento da maior folha foram observados nos mutantes fri e tri
comparativamente aos demais genotipos (Figura 2 — material suplementar). O mutante phyB2 teve
maior comprimento do entrend e maior largura das folhas quando comparado aos demais genétipos
cultivados ao sol. Quando submetidos ao tratamento sombra, registrou-se menor numero de folhas,
ramos laterais, comprimento e largura da maior folha nos mutantes fri e tri em relagéo aos demais
genotipos. Contudo, nas mesmas condi¢des observou-se menor altura no mutante fri, ao passo que
mutante tri, apresentou-se mais alto e com o entrend mais alongado que os demais genotipos
(Figura 2 — material suplementar). O aspecto visual das plantas cultivadas em condi¢6es de sombra
aos 45 DAE pode ser observado na Figura 5.

Os tratamentos sol/sombra, aos 45 DAE, influenciaram a area foliar de todos os
gendtipos, que exibiram maiores valores quando cultivados em condicdes de pleno sol em relagédo
ao tratamento sombra (Figura 3 — material suplementar). Quando submetidos a condicdo de sol,
aos 45 DAE, os mutantes fri e tri detiveram menor &rea foliar que os demais gendtipos, indicando
que as mutacOes presentes nesses mutantes influenciaram este parametro. Todos 0s mutantes
obtiveram menor area foliar que o grupo controle quando cultivados em condi¢des de sombra
(Figura 3 — material suplementar).

Diferencas entre os tratamentos sol/sombra aos 45 DAE puderam ser observadas no
parametro razao massa seca da raiz em relacdo a massa seca total em todos os genétipos, em que
0s maiores valores desse parametro foram observados quando submetidos a pleno sol em
comparacdo aqueles cultivados sob sombreamento. Verificou-se que todos 0s mutantes, tanto na
condicéo sol quanto de sombra tiveram maior razdo massa seca de raiz/massa seca total em relagéo
ao genotipo selvagem (Figura 4 — material suplementar).

Os tratamentos sol/sombra ndo influenciaram na razdo da massa seca do caule em relagédo
a massa seca total dos genotipos, exceto para o gendtipo selvagem que foi registrado menor razdo
guando submetidos a pleno sol em relacdo a sombra, resposta também observada ao comparéa-lo
aos mutantes cultivados na condi¢do de sol. Em condicdes de sombra ndo foram observadas
diferencas entre os genotipos neste parametro (Figura 4 — material suplementar).

Quanto a razdo da massa seca das folhas/massa seca total, os mutantes fri e tri ndo
apresentaram diferencas entre os tratamentos, contudo, observou-se que o gendtipo selvagem
exibiu maiores valores a pleno sol comparativamente aqueles submetidos ao sombreamento, e o
mutante phyB2 apresentou maior raz&o quando cultivados a sombra em relagéo ao tratamento sol.
Em condicGes de sol, registrou-se maior razdo massa seca das folhas/massa seca total do genotipo

selvagem em relagéo aos mutantes, ao passo que o mutante phyB2 apresentou menor razo quando
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comparados aos demais genoétipos, 0s quais ndo obtiveram diferencas deste pardmetro em
condigdes de sombra (Figura 4 — material suplementar).

Sombra

controle ~ phyB2

Figura 5 — Aspectos fenotipicos do gendtipo selvagem e dos mutantes fri, tri e phyB2 60 dias ap6s o

tratamento sombra, evidenciando a maior altura do mutante tri em comparacéo aos demais genotipos.

Diferencas entre os tratamentos sol/sombra quanto a particdo de fotoassimilados nao
foram observadas no final da fase reprodutiva (130 DAE) pois nenhum gen6tipo submetido ao
tratamento sombra frutificou. Aos 130 dias ap6s tratamento, 0 mutante fri exibiu menor razdo
massa seca da raiz em relacdo a massa seca total comparativamente aos demais genotipos, ao passo
que o gendtipo tri apresentou resultados semelhantes ao genoétipo selvagem. O mutante phyB2
exibiu maior raz&o da massa seca do caule/massa seca total da planta e massa seca das folhas/massa
seca total em relacdo aos demais genotipos, ao passo que o0 gendtipo selvagem exibiu menor razéo
da massa seca das folhas em relacdo a massa seca total que todos os mutantes. Observou-se que
0s mutantes fri e tri exibiram menor raz8o da massa seca do fruto /massa seca total
comparativamente aos demais gendtipos, neste parametro o genotipo controle exibiu maiores

valores que todos os mutantes (Figura 6).
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Figura 6: Particdo de fotoassimilados entre os genétipos selvagem, fri , tri, phyB2 de tomateiros em
condigdes de sol, aos 130 DAE. As barras indicam desvio padréo. (n=4) Letras diferentes indicam diferenga
pelo teste de Tukey (P<0,05)

Quanto ao tamanho dos frutos o mutante fri apresentou menor valor de largura e altura
dos frutos comparativamente aos demais genétipos (Figura 7). O aspecto visual dos tomates das
plantas pode ser observado na figura 8.
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Figura 7: Andlise do tamanho dos frutos entre os gendtipos selvagem, fri , tri, phyB2. As barras indicam

desvio padrdo. Letras diferentes indicam diferenga pelo teste de Tukey (P<0,05). (n=5)
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Figura 8: Comparagdo fenotipica dos tomates das plantas do grupo controle, fri, tri, phyB2, evidenciando o

menor tamanho do tomate dos mutantes fri em comparagdo com os demais genotipos.

5.2 Analises fisioldgicas

O primeiro e segundo componente do biplot referente a analise de componentes principais
dos dados fisiologicos (28 DAE) explicaram 75,5% da variancia total. Os geno6tipos controle e fri
cultivados em sombreamento, presentes no primeiro quadrante, destacaram-se pela maior
quantidade de chlA, chlB e carotenoides. Entretanto, os gendétipos controle e fri cultivados em
condigdes de sol caracterizaram-se pela maior taxa fotossintética, condutancia estomética e
transpiracdo. J& os mutantes tri e phyb2 cultivados em sombreamento destacaram-se pela baixa
taxa fotossintética, condutancia estomatica, e transpiracdo. Os mutantes tri e phyB2 sob sol
exibiram alta razdo clorofila a clorofila b, bem como reduzida quantidade de clorofilas a, b e

carotenoides (Figura 9).
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Figura 9: Biplot das variaveis de taxa de fotossintese liquida (A em pmol m2s?), transpiracéo (E em mmol
m2s?), condutancia estomatica (gs em mol H,O m?2s?), quantidade de clorofila a (ChlA), clorofila b
(ChIB), carotenoides, razédo clorofila a: clorofila b (ChlA/ChIB) aos 28 DAE dos gen6tipos controle, fri,

tri, phyB2 cultivados em condic6es de sol e sombra em relagdo aos componentes principais 1 e 2.

Observou-se, aos 28 DAE, maior taxa fotossintética, condutancia estomaética e
transpiracdo para todos os genotipos cultivados em condi¢do de sol em relacdo aqueles submetidos
ao sombreamento (Figura 5 — material suplementar). Em ambos o0s tratamentos, 0s genétipos nao
exibiram diferencas entre si quanto a taxa fotossintética. Quando submetidos a pleno sol, registrou-
se menor transpiragdo para 0s mutantes fri e tri que os demais genétipos, e sob sombreamento essa
caracteristica foi observada nos mutantes fri e phyB2. Em condi¢des de sombra, observou-se
menores taxas de condutancia estomatica para todos os mutantes em relacdo ao genotipo controle,
ao passo que a pleno sol as menores taxas foram observadas no mutante phyB2 (Figura 5 — material
suplementar ).

Observou-se em todos 0s gendtipos, aos 28 DAE, reduzida quantidade de clorofila b
quando cultivados em condi¢Ges de sol comparativamente aqueles do tratamento sombra.
Registrou-se maior quantidade de clorofila a e carotenoides nos mutantes fri e tri quando
submetidos ao tratamento sombra em relacéo ao sol. A razéo clorofila a:b foi maior no genétipo

selvagem cultivado em condicdes de sol comparativamente a sombra, ao passo 0 mutante tri exibiu
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maiores valores quando cultivados em sombra em relacdo aqueles do tratamento sol, enquanto nos
demais genotipos ndo foi observado diferencas neste parametro (Figura 6 — material suplementar).

Quando cultivados em condigdes de sol, aos 28 DAE, observou-se menor quantidade de
clorofila a e carotenoides no mutante tri em relacdo aos demais gendtipos, resposta também
observada para 0 mutante tri e phyB2 quanto a clorofila b, ao passo que ndo se observou diferencas
na razdo clorofila a: clorofila b entre os genétipos. Quando submetidos a sombra o mutante phyB2
exibiu menor valor de clorofila a em relagdo aos demais gendtipos e todos 0s mutantes
apresentaram maior quantidade de carotenoides que o genotipo selvagem. O mutante tri
apresentou maior razdo clorofila a:b em condicGes de sombra comparativamente aos demais
genotipos, e todos 0os mutantes exibiram maiores valores deste pardmetro em relacdo ao grupo
controle (Figura 6 — material suplementar).

O primeiro e segundo componente do biplot referente a analise de componentes principais
dos dados relativos a fisiologia (37 DAE) explicitou 70,1% da variancia total. Os genotipos
controle e tri cultivados em condic¢des de sombra destacaram-se em relagcdo aos demais pela alta
quantidade de clorofila b e razdo clorofila a/b. Os mutantes tri submetidos a condicdo de sol
presentes no segundo quadrante, foram caracterizados pela elevada taxa de fotossintese liquida,
condutancia estomética e razdo Fv/Fm. O mutante fri cultivado em condi¢des de sombra, foi
representado no terceiro quadrante, diferenciando-se pela maior fluorescéncia inicial (Fo),
quantidade de carotenoides e clorofila a. Os mutantes fri, phyB2 e 0 genotipo controle submetidos
a condicdo de sol, e o mutante phyB2 cultivado em ambiente sombreado, presentes no guarto

quadrante destacaram-se pela transpiragdo (Figura 10).
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Figura 10 : Biplot das variaveis de taxa de fotossintese liquida (A em pmol m?2s?), transpiracdo (E em
mmol m?s?), condutancia estomatica (gs em mol H,O m?s™), quantidade de clorofila a (ChlA), clorofila
b (ChiIB), carotenoides, razdo clorofila a clorofila b (ChlA/ChIB), fluorescéncia inicial (Fo) e rendimento
quantico potencial (Fv/Fm) aos 37 DAE dos gen6tipos controle, fri, tri, phyB2 cultivados em condi¢des
de sol e sombra em relagdo aos componentes principais 1 e 2.

Aos 37 DAE néo foram registradas diferencas de fluorescéncia inicial (Fo) e rendimento
quéntico potencial do fotossistema Il entre os genotipos e tratamentos, com exce¢do do mutante
fri que apresentou menor Fo e maior Fv/Fm quando cultivado em condigdes de sol,
comparativamente as plantas submetidas ao sombreamento (Figura 7 — material suplementar)

Os tratamentos sol/sombra, aos 37 DAE, influenciaram a taxa fotossintética, transpiracdo
e condutancia estomatica de todos os gendtipos, que exibiram maiores valores quando submetidos
a pleno sol, com excecdo para 0 mutante phyB2 que apresentou maior transpiragdo quando
cultivados sob sombreamento e para o mutante tri que ndo exibiu diferengas de transpiragéo entre
os tratamentos. Nao foram observadas diferencas na taxa fotossintética dos genotipos cultivados
em condicdes de sol, contudo, a taxa de condutancia estomatica e transpiracdo foi menor em todos
0s mutantes em relacdo ao gendtipo selvagem nessas condigdes. Quando cultivados em condicdes
de sombra, registrou-se para 0 mutante phyB2 maior taxa fotossintética e transpiracdo que 0s
demais gendtipos. Submetidos ao tratamento sol, a condutancia estomatica foi menor nos mutantes
fri e tri em relacdo aos demais genoétipos, ao passo que em condi¢fes de sombra o mutante tri
apresentou maior condutancia estomatica e o mutante fri menores valores desse parametro em

relacdo aos demais genotipos (Figura 8 — material suplementar).
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Aos 37 DAE, registrou-se maior concentracéo de clorofila a para 0 mutante tri e genétipo
selvagem quando cultivados em condicdes de sombra em relagdo ao tratamento sol, ao passo que
ndo foi observado diferencas estatisticas para os mutantes fri e phyB2. Entre os genotipos
cultivados a pleno sol, o0 mutante fri deteve maior concentracdo de clorofila a comparativamente
aos demais genotipos, ao passo que o mutante tri, deteve menor quantidade (Figura 9 — material
suplementar).

Aos 37 DAE, ndo foram observadas diferencas de clorofila b entre os tratamentos, a
excecao do genotipo selvagem que exibiu maior quantidade de clorofila b quando submetido ao
tratamento sombra em relacdo aqueles cultivados a pleno sol. Entre os gendtipos cultivados em
condigdes de sol, observou-se maior quantidade de clorofila b no mutante tri comparativamente
aos demais genotipos, ao passo que o0 mutante phyB2 apresentou menor quantidade. Entre aqueles
submetidos ao sombreamento, foi observado menor quantidade de clorofila b para o mutante
phyB2 em relacdo aos demais genotipos, e 0 gendtipo controle maior quantidade que todos os
mutantes (Figura 9 — material suplementar).

Aos 37 DAE, observou-se maior razdo clorofila a:b para o genétipo selvagem e o mutante
phyB2 quando cultivados a pleno sol em relacdo ao sombreamento, ao passo que o mutante tri
apresentou maior razdo clorofila a:b quando cultivados em condi¢cdes de sombra. Entre os
genotipos cultivados em condicGes de sol o mutante tri respondeu com queda significativa na razao
clorofila a: clorofila b em relacdo aos demais gendtipos. Registrou-se menor razao clorofila a:b
para 0 genotipo selvagem em sombreamento comparativamente aos mutantes. (Figura 9 — material
suplementar ).

Quando cultivados a pleno sol o mutante tri deteve menor quantidade de carotenoides que
os demais gendtipos, aos 37 DAE, ao passo que sob sombreamento esse resultado foi observado
para 0 mutante fri e genotipo controle. Diferencas entre os tratamentos foram observadas para o
mutante tri e phyB2 que apresentaram maior quantidade de carotenoides em condi¢fes de sombra
em relacdo aqueles cultivados ao sol (Figura 9 — material suplementar ).

O primeiro e segundo componente do biplot referente a analise de componentes principais
dos dados relativos a fisiologia em 55 DAE explicou 91% da variancia total. Os mutantes phyB2
e fri cultivados em condi¢Ges de sombra presentes no primeiro quadrante, destacaram-se pela
elevada condutancia estomatica. O mutante tri em ambos o0s tratamentos deteve maior
fluorescéncia inicial (Fo) e estdo representados no terceiro quadrante. Os genotipos controle em
ambos os tratamentos e o mutante phyB2 cultivado em condic¢des de sol, presentes no quarto
quadrante, destacaram-se pela maior taxa de transpiracdo (E), fotossintese (A) e rendimento

quantico efetivo (Fq’/Fm”) (Figura 11).
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Figura 11: Biplot das variaveis de taxa de fotossintese liquida (A em pmol m2s?), transpiracdo (E em mmol
m2s?), condutancia estomatica (gs em mol H.O m2s?), fluorescéncia inicial (Fo) e rendimento quantico
potencial (Fv/Fm) e rendimento quantico efetivo (Fq’/Fv’) aos 55 DAE dos gendtipos controle, fri, tri,
phyB2 cultivados em condicdes de sol e sombra em relacdo aos componentes principais 1 e 2.

Registrou-se, aos 55 DAE, maior Fo para os mutantes fri e tri quando cultivados em
condigdes de sombra comparativamente com aqueles submetidos ao tratamento sol, ao passo que
ndo foi observado diferencas para os demais gendétipos. Entre os genétipos do tratamento sombra,
0 mutante tri deteve maior Fo que 0s demais genotipos, ao passo que as plantas do grupo controle
exibiu menor valor desse parametro que todos os mutantes. Observou-se maior Fg para 0s mutantes
phyB2 cultivados em condic¢des de sol comparativamente aos mutantes fri e tri. N&o foi registrada
diferengas de rendimento quantico potencial do fotossistema Il (Fv/Fm) entre os genoétipos e
tratamentos, exceto para o mutante fri, que foi observado menor Fv/Fm quando cultivado em
condicdes de sombreamento comparativamente aqueles do tratamento sol (Figura 10 — material

suplementar)

Quanto ao rendimento quantico efetivo do fotossistema Il (Fq/Fm”), aos 55 DAE, ndo
foram registradas diferencas entre os genotipos submetidos ao tratamento sol, ao passo que no
tratamento sombra o mutante tri respondeu com queda significativa do Fq'/Fm” comparativamente
aos demais genotipos. Entre os tratamentos, observou-se menor rendimento quantico efetivo do

fotossistema Il para os mutantes fri e tri submetidos a sombra em relagéo as plantas cultivadas ao
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sol. Os demais genotipos ndo apresentaram diferencas entre os tratamentos sol e sombra (Figura
10 — material suplementar).

A taxa fotossintética, transpiracdo e condutancia estomatica dos mutantes fri, tri, phyB2
foram maiores quando cultivados a pleno sol comparativamente aos mutantes submetidos ao
sombreamento aos 55 DAE. Contudo, essas diferencas ndo foram observadas para o genétipo
selvagem. Observou-se maiores valores de taxa fotossintética, condutancia estomatica para o
mutante fri cultivado em condicdes de sol quando comparado aos demais genotipos, ao passo que
para o mutante tri foi observado menor taxa fotossintética e transpiracdo. Em condicGes de sombra,
registrou-se menores valores de transpiragdo e condutancia estomatica para os mutantes fri, tri e
phyB2 em relacdo ao gendtipo controle, e a menor taxa fotossintética foi observada para o mutante

tri comparativamente aos demais genotipos (Figura 11 — material suplementar)

5.3 Analises anatdmicas

O primeiro e segundo componente do biplot referente a analise de componentes principais
dos dados anatémicos (37 DAE) explicitou 69,9% da variancia total. O mutante tri submetido a
condicdes de sol, presente no segundo quadrante, destacou-se pela elevada altura do Xxilema
caulinar, area do elemento de vaso caulinar, altura das células da epiderme abaxial e adaxial,
parénquima palicadico e esponjoso, contrario ao observado para os genétipos controle e fri
cultivados em sombreamento. Os mutantes fri e phyB2 submetidos a condicdes de sol, presentes
no quarto quadrante, foram caracterizados pelo elevado indice estomatico e densidade estomatica,
diferente do observado para os mutantes tri e phyB2 cultivados em condi¢cfes de sombra presentes

no primeiro quadrante (Figura 12).
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Figura 12: Biplot das variaveis de indice estomatico (IE abaxial e IE adaxial), densidade estomatica (NE
abaxial e NE adaxial), altura do parénquima palicadico (Par. Palicadico) e esponjoso (Par. Esponjoso),
células epidérmicas (Ep. Abaxial e E. Adaxial), altura do xilema de folha (Esp. Xilema) e area do elemento
do caule (Area El. Vaso) aos 37 DAE dos gen6tipos controle, fri, tri, phyB2 cultivados em condicdes de
sol e sombra em relag&o aos componentes principais 1 e 2.

Aos 37 DAE, observou-se menor area do elemento de vaso do caule para os mutantes fri
cultivados em condicdes de sol em relacdo aos demais gendtipos do mesmo tratamento (Figura 12
— material suplementar). Em condi¢des de sombra os menores valores deste parametro também
foram observados para o mutante fri comparativamente aos demais gen6tipos (Figura 12 — material
suplementar). Registrou-se maior area do elemento de vaso para os genoétipos controle e fri
cultivados em condi¢bes de sol em relacdo a sombra, ao passo que para 0 mutante phyB2, os
maiores valores deste parametro foram observados para aqueles cultivados em condigdes de

sombra em relacdo ao tratamento sol (Figura 12 — material suplementar).

Aos 37 DAE, em condicdes de sol, registrou-se maior altura do xilema do caule para o
genotipo controle em relagdo aos mutantes que nao se diferenciaram, ao passo que em condigoes
de sombra a menor altura do xilema foi observada para 0 mutante fri e genotipo controle em relagéo
aos demais gendtipo. Todos os genotipos obtiveram maior altura do xilema submetidos a
condigdes de sol comparativamente ao tratamento sombra. Diferencgas entre os tratamentos foram

observadas para 0s genétipos controle e fri, que obtiveram maior area do elemento de vaso quando
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em condicOes de sol, ao passo que para 0 mutante phyB2 foi verificado maiores valores deste
pardmetro quando em condic¢Bes de sombra. O mutante tri ndo obteve diferencas desta variavel
entre os tratamentos (figura 12 — material suplementar). Em condicdes de sol ndo foram observadas
diferencas na area do elemento de vaso para 0s gendtipos, exceto para 0 mutante fri, que obteve
menores Vvalores deste pardmetro em relacdo aos demais genotipos. Em condigdes de
sombreamento a maior &rea do elemento de vaso foi observada para os mutantes tri e phyB2 em
relacdo ao gendtipo controle, e 0 menores valores deste parametro foram observados para o

mutante fri (Figura 12 — material suplementar).

Né&o foram observadas diferencas na altura de células epidérmicas da face abaxial para 0s
gendtipos e tratamentos, contudo, na face adaxial observou-se maiores valores deste parametro
para 0 mutante tri em ambos os tratamentos comparativamente aos demais geno6tipos aos 37 DAE.
Registrou-se maior altura de células epidérmicas da face adaxial para todos os gendtipos em
condicdo de sol em relagdo a sombra (Figura 12 — material suplementar).

Verificou-se maior altura do parénquima palicadico para os todos os gendtipos
submetidos a condicdo de sol comparativamente a sombra, ao passo que ndo foram observadas
diferengas entre os genotipos em ambos os tratamentos aos 37 DAE (Figura 12 — material

suplementar).

Aos 37 DAE Na condi¢cdo de sol, ndo foram registradas diferencas na altura do
parénquima esponjoso para 0s genoétipos, entretanto, na condicdo de sombra os maiores valores
deste parametro foram observados para 0 mutante tri comparativamente aos demais gendtipos.
Verificou-se maior altura do parénquima esponjoso para todos os gen6tipos na condicao de sol em
relacdo a sombra, exceto para o mutante tri que ndo foi observado diferencas estatisticas desta

variavel (Figura 12 — material suplementar).

O indice estomatico da face abaxial, aos 37 DAE, foi menor no mutante tri cultivado em
condicdo de sol comparativamente aos demais gendtipos, ao passo que na condi¢do de sombra ndo
foi observado diferencas entre os genotipos em relacdo a este parametro. Todos os genotipos
apresentaram maior indice estomatico da face abaxial na condicdo de sol em relacdo ao tratamento
sombra, a excecdo do mutante tri, no qual se registrou maiores valores desta variavel na condicao
de sombra em relacdo ao sol. Em condigdes de sol, o indice estomatico da face adaxial foi maior
no genotipo controle em relagdo aos mutantes, ao passo que na condi¢do de sombra ndo foram

observadas diferencas deste pardmetro entre os genotipos. Todos 0s gendtipos apresentaram maior
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indice estomatico da face adaxial na condicdo de sol em relagcdo a sombra, exceto o mutante fri

que néo exibiu diferengas deste parametro entre os tratamentos (Figura 12 — material suplementar).

Aos 37 DAE, observou-se maior densidade estomatica da face abaxial para os mutantes
fri e phyB2 na condigdo de sol comparativamente aos demais genétipos, ao passo que nas mesmas
condigdes, menores valores deste parametro foram observados para o mutante tri. Na condicdo de
sombra, ndo foram observadas diferencas da densidade estomatica entre os gendétipos. Entre os
tratamentos, verificou-se maior densidade estomatica da face abaxial para o gendtipo controle e
para os mutantes fri e phyB2 na condi¢do de sol comparativamente & sombra, ao passo que o
mutante tri ndo deteve diferenca deste parametro entre os tratamentos (Figura 12 — material
suplementar). Nao foram verificadas diferencas na densidade estomatica da face adaxial entre os
gendtipos em ambos 0s tratamentos. Registrou-se maiores valores deste parametro para todos os
genotipos cultivados em condicdo de sol em relacdo a sombra, exceto para 0 mutante fri que nao

apresentou diferencas desta varidvel entre os tratamentos (Figura 12 — material suplementar).

O objetivo dos parametros de quantificacdo de aspectos anatdmicos era verificar se havia
diferenca entre a fase vegetativa e a reprodutiva, devido a possivel remobilizacdo de
fotoassimilados para o enchimento dos frutos. Contudo as plantas sombreadas ndo frutificaram,
consequentemente, ndo houve motivo para nova avaliacdo anatbmica das plantas sombreadas aos
55 DAE, sendo realizada, portanto, avaliacdo apenas das plantas cultivas a pleno sol, as quais
frutificaram.

Aos 55 DAE ndo foram observadas diferencas estatisticas na altura do xilema para os
gendtipos cultivados em condi¢des de sol (Figura 13), no entanto houve um decréscimo relativo
dessa altura em relacdo aos 37 DAE, visto que era mais alto que os demais genotipos (Figura 12).
Aos 55 DAE, a maior altura do elemento de vaso foi observada para o0 mutante tri, ao passo que
0s menores valores deste parametro foram observados para 0 mutante fri em relagdo aos demais
gendtipos (Figura 13), comportamento de fri semelhante ao observado aos 37 DAE (Figura 12).
A fotomicrografia do elemento de vaso caulinar aos 55 DAE pode ser observado na figura 14.

Aos 55 DAE, a altura das células epidérmicas da face abaxial e adaxial foi maior para o
gendétipo controle comparativamente aos mutantes, menores valores deste parametro na face
abaxial foram observados para o mutante phyB2, e na face adaxial para os mutantes fri e phyB2
em relacdo aos demais gendtipos (Figura 13).

A altura do parénquima palicddico foi menor para os mutantes fri e phyB2

comparativamente aos demais gendtipos. Observou-se maior altura do parénquima esponjoso para
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0s mutantes tri e phyB2 em comparagdo aos demais gendtipos, ao passo que 0s menores valores
deste parametro foram verificados para o mutante fri (Figura 13).

Aos 55 DAE ndo foram registradas diferencas no indice e densidade estomatica da face
abaxial entre os genotipos, contudo, foi observado maior indice estomatico da face adaxial para o
genotipo controle em relagdo aos mutantes, e os menores valores desta varidvel foram observados
para os mutantes fri e phyB2 comparativamente aos demais genotipos. A densidade estomética da
face adaxial foi maior para 0 genotipo controle em comparacdo aos mutantes, ao passo que 0s

menores valores deste parametro foram observados para o mutante fri (Figura 13).
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Figura 13: Area do elemento de vaso (um?), altura do xilema caulinar (um); altura das células epidérmicas
— face abaxial (um); altura das células epidérmicas — face adaxial (um); altura do parénquima palicadico
(um); altura do parénquima esponjoso (um); indice estomatico — face abaxial; indice estomatico — face
adaxial; densidade estomatica — face abaxial aos 55 DAE dos geno6tipos controle, fri, tri, phyB2 submetidos
ao tratamento sol. As barras indicam desvio padrdo. (n=5) Letras diferentes indicam diferenca pelo teste de
Tukey (P<0,05).
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Figura 14: Fotomicrografia destacando a menor area do elemento de vaso caulinar do mutante fri (B) em

comparagdo com 0s demais gendtipos, aos 55 DAE

5.4 Aspectos ndo quantitativos

Durante todo o periodo experimental e em ambos os tratamentos, 0s mutantes fri exibiram
forte murcha nas horas mais quentes do dia em relacdo aos demais gendtipos, contudo, nas horas
mais frescas, na condicdo de sol, exibia um aspecto mais vigoroso quando comparado aos demais

genotipos.

Os tratamentos sol/sombra influenciaram o aparecimento do botdo floral que surgiu
primeiro nos genotipos cultivados em condigdes de sol, aos 31 DAE, e os gendtipos submetidos a
sombra, aos 37 DAE, embora os frutos ndo tenham se desenvolvido a sombra. Em ambos os
tratamentos o aparecimento do botdo floral do mutante fri foi mais tardio que os demais genotipos,

O aparecimento do fruto foi observado primeiramente no mutante phyB2 e gendtipo
controle aos 46 DAE e por Gltimo no mutante fri aos 51 DAE. Os frutos dos mutantes fri
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apresentaram sementes de tamanhos reduzidos e menos abundante, comparativamente aos demais

genotipos.

6 DISCUSSAO

Segundo Benincasa et al. (1988) a area foliar total de uma planta é resultante da acéo
mutua de dois componentes foliares, representados pela area das folhas e numero de folhas, os
quais encontram-se intimamente interligados. Sendo assim, a maior area foliar dos genotipos
cultivados na condicdo de sol, estd relacionada com o maior nimero de folhas presentes nos
mesmaos. Outro fator que influenciou 0 menor nimero de folhas e consequentemente uma menor
area foliar € o nimero muito reduzido de ramos nas plantas sombreadas comparado aquelas
cultivadas na condicdo de sol.

Sabe-se que o tamanho do limbo foliar e a arquitetura das folhas podem influenciar as
respostas as diferentes condicbes de luminosidade. E esperado que folhas sombreadas se
expandam mais que folhas expostas ao sol na tentativa de aumentar a area de captacéo da luz
(Valladares & Niinemets, 2008), tal qual observado neste trabalho aos 45 DAE, em que plantas do
genotipo selvagem tiveram folhas maiores, tanto em comprimento quanto em largura, quando
cultivadas a sombra. Entre os gendétipos também foram observadas diferencas no tamanho das
folhas e area foliar. Os mutantes fri e tri em ambos os tratamentos exibiram folhas com menor
comprimento comparativamente aos demais genotipos, assim como folhas mais estreitas na
condicdo de sombra e com area foliar menor na condicéo de sol, e todos 0s mutantes tiveram area
foliar menor que o gendtipo selvagem na condicao de sombra o que corrobora com outros estudos
prévios realizados com outras plantas mutantes em phyA e phyB. Em ervilha também foi
observado que a deficiéncia em phyA promovia reducdo na area foliar (Weller et al., 2001), tal
qual observado para o mutante fri neste trabalho. Em arroz, os mutantes phyB1 e phyB2 tiveram
reducdo da area foliar, visto que a mutacdo promoveu aumento na expressao de inibidores de
ciclinas cinase-dependentes, as quais sao necessarias a divisao celular nas folhas em formacao (Liu
et al., 2012). Neste mesmo estudo, algumas ciclinas somente foram inibidas em mutantes phyB1.
Embora esta analise ndo tenha sido realizada neste trabalhno em tomateiro, percebe-se que o
mutante phyB2 ndo teve reducdo de area foliar na condicéo de sol, equiparando-se ao genotipo
selvagem. No entanto, houve reducdo da area foliar na condi¢do de sombra, 0 que sugere que a
influéncia deste fitocromo especifico sobre a area foliar depende da condicdo de radiagédo

incidente.
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Todos os genotipos submetidos ao tratamento sombra, apresentaram-se maiores, com
menos ramificacoes, florescimento tardio e auséncia de frutificacdo comparativamente aqueles do
tratamento sol. Estas respostas corroboram com dados obtidos por Kerckhoffs et al., (1997) e
ocorre em virtude do sombreamento promover a diminuicdo da razdo Fve/Fv, dado que na
condicdo de sombra é reduzido ndo somente a intensidade da radiacdo , mas também o balanco de
radiacdo V:VE (Schettini, 2011), que por sua vez, modulam o balanco de Fve/Fv, especialmente
dos fitocromos do tipo II.

Tal qual observado neste trabalho, em que o mutante tri cultivado a sombra teve maior
altura em relagdo aos demais genotipos, Kerckhoffs et al., (1997) observou que em condi¢des de
altas proporcdes de VE, condicdo favorecida pela sombra, os mutantes tri s&o consideravelmente
maiores que os exemplares selvagens, indicando que phyB1 esta relacionado com a regulacdo do
alongamento em plantas de tomateiro. O fitocromo tem um papel central na regulacdo do
alongamento caulinar, uma vez que o isdOmero Fve, especialmente do phyB, desencadeia
mecanismos de destruigdo ou inativagédo de fatores de interacdo de fitocromos (PIFs) que atuam
como fatores positivos de transcricdo génica relacionados ao alongamento celular. Desta forma a
deficiéncia em phyB poderia dificultar o refreamento do alongamento caulinar. Este efeito foi
observado somente na condi¢cdo de sombra para 0 mutante tri, comparativamente aos demais
genotipos, o que evidencia a dependéncia da condi¢do de radiacdo para o phyB1 regular o
processo. Se o efeito dependesse apenas do gendtipo em questdo seria esperado um maior
alongamento do caule do mutante tri também na condicao de pleno sol, e sua ndo ocorréncia pode
estar relacionada tanto a presenca de phyA, que em tomateiro também regula acdo dos PIFs
(Castilon et al, 2007), quanto a do préprio phyB2 presente no mutante tri, os quais podem ter agdo
regulatéria diferenciada na condicdo sol/sombra. Os PIFs representam uma familia de fatores de
transcricao tipo basic helix-loop-helix (bHLH) que regulam a fotomorfogénese (Shin et al., 2013).
Localizados no nucleo das células vegetais, eles se ligam diretamente aos fitocromos ativados e
tém a capacidade de controlar diretamente ou indiretamente a expresséo de genes regulados pela
luz (Castillon et al., 2007). Hug & Quail (2002) observaram nos mutantes deficientes em phyB
gue expressdo dos genes noturnos dependiam da acdo dos PIFs 3 e 4, induzindo um maior
alongamento caulinar, mas também ha indicios dos PIFs 1 e 5 regulando alongamento caulinar.
Em plantas cultivadas no escuro, proteinas PIFs se acumulam no nucleo promovendo um fenotipo
estiolado, ao passo que quando expostas a luz, fitocromos ativos sao translocados para o nucleo
induzindo um rapido declinio na abundancia de PIF1, PIF3, PIF4, e PIF5, inibindo o alongamento
caulinar (Leivar & Monte, 2014).
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A expressiva murcha observada somente no mutante fri em dias quentes, quando
comparado aos demais genotipos, sugere o papel do phyA como agente modulador de mecanismos
de suprimento de agua em funcdo da demanda evaporativa. Neste trabalho percebeu-se que a area
do elemento de vaso caulinar tanto na condicao de sol quanto na condic¢do de sombra, aos 37 DAE
e 55 DAE, era menor que nos demais genotipos, evidenciando, portanto, um mecanismo pelo qual
0 phyA modula o suprimento de agua. Estas observagdes corroboram com estudo prévio em
tomateiro, no qual o mutante fri rapidamente murchava sob alta demanda evaporativa devido um
menor numero e didmetro de elementos traqueais, associado a uma reduzida condutancia
estomatica e transpiracdo (Auge et al., 2012; Van Tuinen et al., 1995a). Fatores que dificultam o
suprimento de agua as folhas podem dificultar o mecanismo de refrigeracdo foliar através da
transpiracdo assim como observado neste trabalho, em que fri teve menor taxa de transpiracdo aos
28 DAE comparativamente ao gendétipo controle e ao mutante tri, quando cultivados a sombra, e
nas condicdes de sol, aos 28 DAE e 45 DAE comparativamente ao gendétipo controle e ao mutante
phyB2. Carlquist (1985) reporta que vasos de grande calibre se comparados a vasos de menor
calibre possibilitam maior fluxo de agua, visto que a taxa de conducéo é diretamente proporcional
a quarta poténcia do raio do elemento condutor.

O florescimento tardio observado no mutante fri neste trabalho é consequéncia da acéo
do phyA participando da regulacgéo do ritmo circadiano, e portanto, da percepgéo do comprimento
do dia. Este evento ja é conhecido na literatura (Reed et al., 1994), e a observacao realizada neste
estudo corrobora com estudos prévios em que Arabidopsis mutantes deficientes em phyA tem o
florescimento atrasado enquanto que mutantes em phyB tem florescimento antecipado. Neste
trabalho, a deficiéncia em phyB1 ou phyB2, isoladamente, no entanto, ndo promoveu alteracdo no
tempo de floracdo em relacdo ao gendtipo selvagem de tomateiro. Tanto o phyA quanto o phyB
estdo envolvidos na regulacdo de genes importantes na floragdo, como o0 CONSTANS (CO) e
FLOWERING LOCUS T (FT), relacionados respectivamente com componentes de regulacdo do
relégio circadiano e com a producdo substancias hormonais de regulacéo floral (Song et al., 2015),
ou seja, os fitocromos estdo envolvidos tanto na regulacdo floral a partir de fatores do ambiente
guanto endogenos.

Além da floracéo, percebeu-se influéncia do phyA na regulagdo do desenvolvimento dos
frutos, ja que o mutante fri teve frutos com tamanhos reduzidos comparativamente aos demais
gendtipos e com menor quantidade de sementes, aspectos também observados por Alba et al.
(1999) para 0 mesmo mutante.

Ao final da fase reprodutiva, o mutante fri exibia fenotipo mais vigoroso e robusto que 0s

demais gendtipos, que aparentavam um aspecto depauperado e com grande quantidade de folhas

44



amareladas. Tal resposta pode estar associada a melhoria no transporte de nutrientes como N, K,
Ca, P, Mg em mutantes fri observados por Carvalho et al., (2016).

Maiores taxas fotossintéticas em funcdo de maior disponibilidade de radiacdo, tal qual
observado neste trabalho, € uma resposta muito comum (Markesteijn et al., 2007; Ulgodry et al.,
2014) e j& era esperado que ocorresse neste trabalho, uma vez que na condi¢do de sombra havia
uma reducdo de aproximadamente 40% da radiacdo, comparado a condigdo de sol. Também
poderia ocorrer diferenca quanto a influéncia das mutac6es em fitocromo sobre a fotossintese, pela
alteracdo da percepcao luminosa, o que ndo ocorreu aos 28 DAE entre 0s gendtipos estudados, no
entanto aos 37 DAE maiores taxas fotossintéticas foram observadas apenas para 0os mutantes tri e
phyB2 somente nas condi¢Ges de sombra em relagdo aos demais genotipos, e aos 55 DAE o
mutante fri apresentou elevada taxa fotossintética na condicdo de sol em relacdo aos demais.

O melhor desempenho na taxa fotossintética do mutante phyB2, cultivado a sombra, aos
37 DAE em relagdo ao mutante fri e aos 55 DAE em relagdo aos demais mutantes sugere que a
acdo phyB2 poderia atuar na regulacdo supressiva de algum fator relacionado a fotossintese na
condicdo de sombra, ainda mais quando se observa que essa maior taxa fotossintética aos 37 DAE
ndo esta relacionada a aumento de contetdo de pigmentos fotossintéticos, além do rendimento
quantico efetivo do fotossistema I, analisado aos 55 DAE, e rendimento quéntico potencial ,
analisado aos 37 e 55 DAE, ndo diferir dos demais genotipos.

A intensidade luminosa € um dos principais fatores que influenciam a condutancia
estomatica refletindo na eficiéncia de carboxilacdo (Costa & Marenco, 2007). Todos 0s genétipos,
aos 28 e 37 DAE tiveram a condutancia estomatica e transpiracdo reduzidas a sombra em relacdo
ao tratamento sol, com excecdo do mutante tri que ndo apresentou diferengas na transpiracdo aos
37 DAE. As diferencas observadas indicam que o fator limitante a fotossintese a sombra esteja
mais relacionado as trocas gasosas do que a eficiéncia de carboxilacdo, que sdo os principais
fatores limitantes da fotossintese liquida ( Tenhunen et al., 1984). Corroborando com estas
observagOes, percebe-se que ndo ocorreu variagdo no rendimento quantico potencial do
fotossistema Il dos gendtipos em relagdo aos tratamentos, a exce¢do do mutante fri, que apresentou
maior rendimento quantico potencial do fotossistema Il em condicdes de sol comparativamente
aqueles submetidos ao sombreamento.

Plantas sob sombreamento apresentam alteracdes que levam a maximizacdo da captura
de luz. Muitos autores relatam um aumento no conteddo de clorofilas a medida que aumenta o
nivel de sombreamento, assim como a diminuicdo na razdo clorofila a:b (Nakazono et al., 2001;
Lima et al., 2006). Em plantas expostas a altas intensidades de radiacdo, consideram-se 0s

processos fotooxidativos os responsaveis pela reducdo no conteddo de clorofilas (Kramer &
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Koslowski, 1979). A diminuigo na razdo clorofila a:b, a medida que diminui a intensidade de
radiacdo, é discutida com ocorrendo em fungdo do predominio do espectro VE da radiacdo nas
condicdes de sombra, provocando um aumento na atividade do fotossistema I1, que é mais rico em
clorofila b do que em clorofila a (Anderson, 1986). Entretanto, outros fatores podem estar
envolvidos, pois Bjorkman (1981) ndo observou redugdo na razéo clorofila a:b em ambientes
predominantes com radiacdo VE. Os efeitos em resposta ao sombreamento estéo relacionados com
as mudancas no equilibrio dos fitocromos, bem como a sensibilidade dos fotossistemas, atuando
provavelmente como um sistema de aclimatacdo de plantas a ambientes sombreados, na tentativa
de maximizar a absor¢éo de luz (Chow et al., 1990).

O conteudo de clorofila a em plantas sombreadas do gendtipo selvagem, aos 37 DAE, foi
maior que nas plantas cultivadas a pleno sol, presumindo-se que estas sofreram fotoxidacdo, ao
passo que o mutante tri aos 28 DAE e 37 DAE, teve conteldo de clorofila a menor que os demais
genotipos na condi¢do de sol, o que permite inferir que phyB1 esteja envolvido na regulagéo
positiva de fotoprotecdo e manutencdo do contetdo de clorofila a na condigdo de sol. Visto que
nas mesmas condi¢fes 0 mutante tri também teve reducdo do conteudo de carotenoides, sugere-se
qgue um possivel mecanismo de fotoprotecdo da clorofila a possa depender do contetdo de
carotenoides, e portanto, regulado por phyB1. O papel dos carotenoides atuando como moléculas
fotoprotetoras do aparato fotossintético e das clorofilas ja é bem conhecido (Demmig-Adams &
Adams, 1996), mas a relacdo do envolvimento dos fitocromos neste processo ainda carece de
informacdes. As informacGes do presente trabalho corroboram com o estudo de Reed et al. (1993)
no qual foi relatado que em plantas de Arabidopsis deficientes em fitocromo B apresentavam
menor acumulo de clorofila. Considera-se que o phyA e o phyB sejam os fitocromos mais
influentes no controle da biossintese de clorofila através da regulacdo de genes envolvidos no
processo, cujos tém como fatores positivos ou negativos de expressdo os fatores de interacao de
fitocromos, PIFs, 1,3,4, e 5 (Brouwer et al., 2014; Castillon et al., 2007).

De acordo com Lintig et al. (1997) somente o phyA, mas ndo o phyB, influencia a
regulacdo positiva de alguns genes envolvidos na rota biossintética de carotenoides em
Arabidopsis, mas somente a expressdo desses genes ndo garantem aumento no contetdo do
pigmento, a ndo ser que o ambiente também favoreca aumento no conteudo de clorofilas, tal qual
observado no presente estudo no qual o ambiente que desfavoreceu o conteddo de clorofila a
tambem desfavoreceu o contetdo de carotenoides totais.

Parametros da fluorescéncia da clorofila concede dados importantes para determinar de
uma forma ndo-invasiva a eficiéncia quantica e o rendimento do fotossistema I, relacionando-os

a assimilacdo de carbono (Genty et al. 1989). A fluorescéncia inicial (Fo) é obtida quando os
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centros de reacdo do FSII estdo “abertos” (quando todos os aceptores primdarios estdo oxidados) e
representa a emissdo de luz pelas moléculas de clorofila a excitadas presentes no fotossistema.
Aos 37 DAE o mutante fri e tri a sombra tinham maior quantidade de clorofila a que os demais
genotipos e também os maiores valores de Fo. No entanto, 0 mutante tri deteve menor quantidade
de clorofila a na condicéo de sol mas ndo sofreu alteracdes de Foem relagdo ao genotipo selvagem.

A razdo Fv/Fm fornece uma estimativa da eficiéncia quantica maxima potencial da
fotoquimica do FSII (Butler 1978). Fv/Fm tem sido utilizado amplamente para detectar
perturbacdes induzidas por estresses no aparato fotossintético, uma vez que fotodanos aos centros
de reacOes podem diminuir os valores para este parametro (Baker & Rosenqvist., 2004). Aos 40
DAE n&o foram observadas diferencas estatisticas de Fv/Fm entre os gendtipos submetidos aos
diferentes tratamentos, e aos 55 DAE néo foram observadas diferencas de Fv/Fm e Fq'/Fm” dos
gendtipos em relacdo aos tratamentos, a excecdo do mutante fri que apresentou menor eficiéncia
quéntica potencial e efetiva do fotossistema Il em condi¢6es de sombra comparativamente ao
tratamento sol e do mutante tri que exibiu menor Fq/Fm” quando cultivados em condicGes de
sombra em comparacdo ao sol. Além disso, 0 mutante tri em sombreamento apresentou menor
rendimento quantico efetivo que os demais gendtipos.

O fato dos mutantes fri e tri terem menor desempenho tanto na eficiéncia quantica
potencial quanto efetiva do fotossistema Il nas plantas cultivadas a sombra em relacéo ao sol, e do
mutante tri apresentar menor Fq/Fm” que os demais genotipos em sombreamento, é um indicio
que o phyA e phyBl tém juntos um papel importante na integridade ou na atividade desse
fotossistema nessas condigfes. Um dos fatores que pode afetar a fluidez ou a estabilidade de
membranas € o contetdo de &cidos graxos insaturados, podendo afetar a atividade de proteinas de
membrana, reaces fotoquimicas e de transporte de elétrons (Kamada et al., 1995). Por sua vez,
foi observado que o conteido de acidos graxos insaturados € negativamente regulado por phyB
em arroz, onde mutantes com deficiéncia neste fitocromo tinham maior contetido destes &cidos, se
revertendo em maior estabilidade na fluidez de membrana e eficiéncia quantica potencial do
fotossistema Il (Yang et al., 2013). O fato de ser observado reducédo na razéo Fq’/Fm’ apenas no
mutante tri de tomateiro a sombra evidencia que o phyB pode desencadear efeitos diferentes em
funcdo do gendtipo em questdo, aléem de haver diferenca na acdo de phyB1 e phyB2 sobre o
parametro analisado.

A distribuicdo de fotoassimilados em diferentes 6rgdos de uma planta é um processo
importante ao desenvolvimento vegetal e reflete a adaptabilidade da planta a diferentes condigdes

ambientais (Kasperbauer, 1998). Entre as varidveis ambientais, a intensidade e qualidade da
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radiacdo podem induzir alteragdes na morfologia interna e externa, bem como a distribuicéo de
fotoassimilados pela planta (Ballare et al., 1992).

O acumulo preferencial de fotoassimilados nas raizes é uma caracteristica tipica de uma
planta cultivada sob luz solar intensa (Ramos et al., 2004) visto que maior biomassa radicular é
necessaria para absorver agua e nutrientes do solo a fim de satisfazer a demanda da parte aérea.
Estas respostas podem ser observadas no presente estudo, em que todos 0s gendtipos cultivados
em condicdes de sol, apresentaram maior razdo da massa seca da raiz/massa seca total que aqueles
submetidos a sombra. Dados que corroboram com o observado também foram relatados por
Nakazono et al., (2001) em plantas de Euterpe edulis Mart. a 50% de sombreamento. Diferencas
entre 0s gendtipos puderam ser observadas em ambos os tratamentos, aos 45 DAE, em que 0 0S
mutantes fri, tri, phyB2 apresentaram maior acumulo de biomassa nas raizes comparativamente ao
gendtipo selvagem. Aos 130 DAE, no tratamento sol, o mutante fri apresentou reduzida razdo da
massa seca da raiz/massa seca total comparativamente aos demais genotipos, 0 que sugere uma
realocacdo de biomassa radicular durante o desenvolvimento bem como o phyA mediando esta
resposta.

Ao final do ciclo de vida da planta a alocacdo de fotoassimilados em folhas foi maior nos
mutantes fri, tri, e phyB2 comparativamente ao genétipo selvagem, que deteve maior razdo massa
seca dos frutos/massa seca total em comparacdo aos mutantes. Embora o tamanho dos frutos do
mutante fri tenham sido menores que os demais genotipos ndo se observou reducdo significativa
estatisticamente na relacdo massa seca fruto:massa seca total, ao passo que o mutante tri exibiu
menor valor desse parametro que os demais genétipos. Uma vez que houve relativa diminuicao do
parénquima palicadico dos mutantes fri e phyB2 e do parénquima esponjoso no mutante fri aos 55
DAE em relacéo aos 37 DAE, sugere-se que as mutacdes presentes em fri e phyB2 favorecam a
remobilizacdo de fotoassimilados ao enchimento de frutos, visto que aos 37 DAE ndo havia
diferenca estatistica entre genotipos,

A efetividade dos fitocromos regulando particdo de fotoassimilados ja é conhecida na
literatura assim como a variagdo desses efeitos em relagdo a diferentes gen6tipos (Boccalandro et
al., 2003; Schittenhelm et al., 2004). Husaineid et al., (2007) trabalhando com tomateiros que
superexpressavam phyA, phyB1 e phyB2 observaram que a superexpressdo de phyB2 induzia
reducdo na alocacdo de fotoassimilados para caules e raizes enquanto que a superexpressdo de
phyB1l induzia a priorizacdo da alocagdo em raizes ao inves de caules. Outros trabalho com
mutantes fotomorfogenéticos nao especificos foi realizado por Melo et al. (2014) o qual evidencia
que o mutante super-responsivo a luz hpl priorizava a alocagéo de fotoassimilados especialmente

as raizes e folhas enquanto que o mutante aurea, deficiente em todos os fitocromos, priorizava a
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alocacdo em frutos. Este é o primeiro trabalho a abordar a parti¢éo de fotoassimilados em mutantes
simples defectivos em fitocromos, e apesar de existirem estudos prévios abordando a regulacao
dos fitocromos sobre a particdo de fotoassimilados, a realizacdo de comparacGes para com 0S
resultados observados neste estudo exige cautela, uma vez que os estudos prévios foram realizados
com mutantes que superexpressam fitocromos, ou tém alteracdo na sua sinalizacéo, e também com
aqueles que subexpressam todos os fitocromos. A cautela advém do fato de se conhecer grande
interacdo intraespecifica dos fitocromos nas repostas fitocromo-dependentes e interespecifica para
com os demais fotorreceptores na modulacéo dos seus efeitos fisioldgicos (Chen et al., 2004).

A espessura da epiderme em plantas é uma caracteristica que tem se mostrado bastante
plastica e responsiva a diferentes situacbes ambientais. Todos 0s gendtipos, aos 37 DAE, tiveram
a espessura das células epidérmicas da face adaxial maiores em condicdo de sol se comparadas as
de sombra, caracteristica ndo observada para face abaxial o que, teoricamente, se justificaria pela
face adaxial ser mais exposta ao recebimento de radiacdo solar (Nascimento et al., 20005; Lima
Junior et al., 2006). O mutante tri obteve maior espessura das células epidérmicas na face adaxial
em relacdo aos demais genotipos, em ambos os tratamentos, e do parénquima esponjoso no
tratamento sombra, indicando a participacdo do phyB1 na elongacéo celular, conforme observado
por Smith et al. (1995), que prop&e que o phyA e phyB podem controlar o alongamento polar de
celulas, se comparados aos demais fitocromos. Contudo, Nagatani et al. (1993) ndo encontrou
efeito do phyA na morfologia foliar em Arabidopsis thaliana, o que é compativel com o observado
neste trabalho aos 37 DAE, em que os mutantes fri cultivados a pleno sol ndo tiveram diferencas
na espessura das células da epiderme, do parénquima palicadico e esponjoso em relagcdo ao
gendétipo controle. Tsukaya et al. (2002) também relaciona tais caracteristicas como sendo
influenciadas pelo phyB. Entretanto, neste trabalho, aos 55 DAE, os mutantes fri obtiveram menor
espessura das células epidérmicas, do parénquima palicadico e esponjoso comparativamente ao
gendtipo controle no tratamento a pleno sol, reafirmando a sugestdo de que o phyA tenha
participacdo na remobilizacdo de fotoassimilados destas estruturas a alocacdo nos frutos,
resultando na diminuicéo do tamanho das mesmas.

Os parénguimas apresentam grande capacidade de respostas a radiacdo luminosa,
influenciando a espessura foliar. Conforme observado neste trabalho, Kim et al. (2005) reporta
que aumento na espessura dos parénquimas ocorre em funcdo do aumento no nimero de camadas
de células do parénquima palicadico ou na diferenciacdo do padrdo de expansao de células do
mesofilo, alongando-se e contribuindo assim, para a absor¢do mais eficiente da radiagdo pelos
tecidos. Chatelet et al. (2013) reporta que folhas de sol tendem a ter maior desenvolvimento dos

parénquimas palicadico e lacunoso do mesofilo foliar em comparacdo com as folhas de sombra
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devido a maior taxa fotossintética que essas plantas apresentam em condi¢des de alta saturacdo de
luz. Uma vez que foi observado que, aos 37 DAE, todos 0s gen6tipos tiveram menor espessura de
parénquima palicadico na condicdo de sombra, em relacdo a condigcdo de sol, sugere-se que a
deficiéncia de um Unico fitocromo, seja phyA, phyB ou phyB2, ndo seja capaz de reprimir essa
resposta, e que, portanto, ela decorra da a¢ao de varios fitocromos.

Os maiores indices e densidades estomaticas da face abaxial observados para os genotipos
controle, fri e phyB2 na condicéo de sol em relagdo a sombra, € um evento comum a folhas de sol
e geralmente esta associado a uma reducdo no tamanho dos estdmatos, possibilitando o influxo de
CO2 necessario a fotossintese, que também tende a ser maior na condi¢do de sol, sem que haja
perda excessiva de agua pela transpiracdo (Lima Junior et al., 2006). O fato do mutante tri ter o
menor indice e densidade estomatica na epiderme abaxial em relacdo aos demais genotipos,
quando cultivado na condicdo de pleno sol, indica que o phyB favorece o desenvolvimento dos

estdmatos, tal qual relatado por Kang et al. (2009) e Klermund et al (2016).
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7 CONCLUSAO

O mutante fri obteve menor area foliar total que os demais gendtipos em ambos 0s
tratamentos, e menor rendimento quantico potencial (Fv/Fm) e efetivo (Fq’/Fm’) do fotossistema
Il na condicdo de sombra. Aos 130 DAE o mutante fri obteve reducdo da biomassa seca das
raizes/massa seca total, ao passo que a alocacdo de fotoassimilados em folhas foi maior
comparativamente ao genotipo selvagem. O mutante fri teve menor area do elemento de vaso em
comparacdo aos demais geno6tipos, bem como maior densidade estomatica da face abaxial na

condicéo de sol.

O mutante tri obteve maior altura que os demais gendétipos na condicdo de sombra, e
menor area foliar total em ambos os tratamentos. Em condi¢6es de sol foram observadas menores
guantidades de clorofila a e carotenoides no mutante tri em relacdo aos demais gendtipos, e na
condicdo de sombra, 0 mutante tri teve menor rendimento quantico potencial (Fv/Fm) e efetivo
(Fq’/Fm’) do fotossistema II. Aos 130 DAE, o mutante tri deteve maior alocagdo de

fotoassimilados em folhas comparativamente ao gendtipo selvagem.

O mutante phyB2 submetido em condi¢Bes de sombra obteve maior taxa fotossintética
que os demais genotipos. A alocacdo de fotoassimilados aos 130 DAE em folhas foi maior no
mutante phyB2 comparativamente ao gendtipo selvagem e a densidade estomatica da face abaxial

foi maior para 0 mutante phyB2 na condicéo de sol.

Observou-se maior altura para todos os genotipos na condi¢do de sombra em relacdo ao
tratamento sol. A altura das células epidérmicas da face adaxial, os parénquimas palicadico e
esponjoso, a altura do xilema, bem como a taxa fotossintética foram maiores na condicéo de sol

em relacdo a sombra para todos os genétipos.

Conclui-se que a deficiéncia dos fitocromos especificos nos mutantes estudados induzem

a diferentes respostas nas condic6es de sol e sombra
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Figura 1: Altura, nimero de folhas, nimero de ramos laterais, comprimento da maior folha, largura da
maior folha, altura do entren6, espessura do entrend do gendtipo selvagem e dos mutantes fri , tri, phyB2
de tomateiros em condicbes de sol e sombra (28 DAE). As barras indicam desvio padrdo. (n=5) Letras
diferentes indicam diferenca pelo teste de Tukey (P<0,05). Letras minusculas indicam comparagdo entre
sol e sombra. Letras mailsculas indicam comparacdo entre genétipos de um mesmo tratamento.
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Figura 2: Altura, nimero de folhas, nimero de ramos laterais, comprimento da maior folha, largura da
maior folha, altura do entrend, espessura do entrend do gendtipo selvagem e dos mutantes fri , tri, phyB2
de tomateiros em condic¢des de sol e sombra (45 DAE). (n=5) As barras indicam desvio padrdo. Letras
diferentes indicam diferenga pelo teste de Tukey (P<0,05). Letras minasculas indicam comparagdo entre
sol e sombra. Letras maidsculas indicam comparacado entre gen6tipos de um mesmo tratamento
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Figura 3: Area foliar dos gendtipos selvagem, fri, tri, phyB2 de tomateiros em condigbes de sol e sombra
aos 28 DAE. As barras indicam desvio padréo. Letras diferentes indicam diferenca estatistica pelo teste de
Tukey (P<0,05). (n=4) Letras minasculas indicam comparacdo entre sol e sombra do mesmo genotipo.

Letras maiusculas indicam comparacdo entre genotipos dentro de um mesmo tratamento.
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Figura 4: Particdo de fotoassimilados entre os genotipos selvagem, fri , tri, phyB2 de tomateiros em
condicdes de sol e sombra, aos 45 DAE. As barras indicam desvio padréo. (n=4) Letras diferentes indicam
diferenga pelo teste de Tukey (P<0,05). Letras minGsculas indicam comparagdo entre sol e sombra do
mesmo genotipo. Letras mailsculas indicam comparagdo entre os gendétipos dentro de um mesmo
tratamento.
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Figura 5: Taxas de fotossintese liquida (A em umol m2s?), transpiracéo (E em mmol m2s?), condutancia
estomatica (gs em mol H,O m?2s?) das folhas dos genétipos selvagem, fri, tri, phyB2 aos 28 dias ap6s o
tratamentos sol e sombra. As barras indicam desvio padrdo. (n=5) Letras diferentes indicam diferenca pelo
teste de Tukey (P<0,05). Letras minusculas indicam comparacao entre sol e sombra do mesmo genotipo.

Letras maiusculas indicam comparacao entre gendtipos dentro de um mesmo tratamento.
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Figura 6: Quantidades de clorofila a, clorofila b, razdo clorofila a: clorofila b e carotenoides e dos
genotipos selvagem, fri, tri, phyB submetidos aos tratamentos sol e sombra, aos 28 DAE. (n=4). As barras
indicam desvio padrdo. Letras diferentes indicam diferenca pelo teste de Tukey (P<0,05). Letras minusculas
indicam comparacéo entre sol e sombra do mesmo gendtipo. Letras maidsculas indicam comparagéo entre
genotipos dentro de um mesmo tratamento.
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Figura 7: Fluorescéncia inicial (Fo), rendimento quantico potencial (Fv/Fm) dos genétipos selvagem, fri,
tri, phyB2 aos 37 DAE sob condi¢cBes de sol e sombra. As barras indicam desvio padrdo amostral
(n=5).Letras diferentes indicam diferenca pelo teste de Tukey (P<0,05). Letras mindsculas indicam
comparagéo entre sol e sombra do mesmo gendtipo. Letras maitsculas indicam comparagédo entre genotipos
dentro de um mesmo tratamento.
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Figura 8: Taxas de fotossintese (A em pumol m2s?), transpiracdo (E em mmol m?s?) e condutancia
estomatica (gs em mol H,O m?s?) das folhas dos gendtipos selvagem, fri, tri, phyB2 aos 37 DAE
submetidos aos tratamentos sol e sombra. As barras indicam desvio padrdo. (n=5) Letras diferentes indicam
diferenga pelo teste de Tukey (P<0,05). Letras mindsculas indicam comparagdo entre sol e sombra do

mesmo genotipo. Letras mailsculas indicam comparagdo entre gendtipos dentro de um mesmo tratamento.

68



2500 2000

t Aa t
S 2000 T ABa AiBa 5 1500
= 1500 ABb 1
= ABa = a
© :[ o 1000 Ba I
© 1000 o Ca
5 s Ca
5 S 500 I
5 500 5 '
© o “ o
Controle tri phyB2 Controle phyB2
H Sol ™ Sombra H Sol = Sombra
3,0
i Aa — 600 Aa Aa
225 Aa £ 500 =
i Ab L
g 20 I % 400 Bb
§ 1,5 9 300
G o
9 1,0 -é 200
8 o5 Bb g 100
0,0 5 0
A o
Controle tri phyB2 Controle phyB2

mSol mSombra H Sol = Sombra

Figura 9 : Quantidades de clorofila a, clorofila b, razdo clorofila a:b e carotenoides dos genétipos selvagem,
fri, tri, phyB submetidos aos tratamentos sol e sombra, aos 37 DAE. n=4. As barras indicam desvio padréo.
Letras diferentes indicam diferenca pelo teste de Tukey (P<0,05). Letras minasculas indicam comparacgao
entre sol e sombra do mesmo genétipo. Letras mailsculas indicam comparacdo entre gendtipos dentro de

um mesmo tratamento.
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Figura 10: Fluorescéncia inicial (Fo), rendimento quantico potencial (Fv/Fm) rendimento quantico efetivo
(Fq’/Fm’) dos genétipos selvagem, fri, tri, phyB2 aos 55 DAE sob condigdes de sol e sombra. As barras
indicam desvio padrdo. (n=5) Letras diferentes indicam diferenca pelo teste de Tukey (P<0,05). Letras
minasculas indicam comparagdo entre sol e sombra do mesmo gendtipo. Letras maiusculas indicam

comparagéo entre gendtipos dentro de um mesmo tratamento.
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Figura 11: Taxas de fotossintese (A em pmol m2s?), transpiracdo (E em mmol m?s?), condutancia
estomatica (gs em mol H,O m?s?) aos 55 DAE das folhas dos gendtipos selvagem, fri, tri, phyB2
submetidos aos tratamentos sol e sombra. As barras indicam desvio padréo. (n=5) Letras diferentes indicam
diferenca pelo teste de Tukey (P<0,05). Letras minUsculas indicam comparagdo entre sol e sombra do

mesmo genotipo. Letras maidsculas indicam comparagao entre gen6tipos dentro de um mesmo tratamento.
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Figura 12: Area do elemento de vaso (um), altura do xilema (um); altura das células epidérmicas — face
abaxial (um); altura das células epidérmicas — face adaxial (um); altura do parénquima palicadico (um);
espessura do parénquima esponjoso (um); indice estomatico — face abaxial; indice estomatico — face
adaxial; densidade estomatica — face abaxial aos 37 DAE dos genotipos controle, fri, tri, phyB2 submetidos
ao tratamento sol e sombra. As barras indicam desvio padrdo. (n=5) Letras diferentes indicam diferenca
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pelo teste de Tukey (P<0,05). Letras minusculas indicam comparagdo entre sol e sombra do mesmo

genotipo. Letras maiusculas indicam comparacao entre gen6tipos dentro de um mesmo tratamento.
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